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RESUMO

DOMINGUES, M. R. (2001). Avaliagiio da metanogénese ¢ sulfetogénese em reatores
anaerdbios em batelada e de leito fixo, sob condicdes termofilicas. Dissertacio de

mestrado. Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo.

Neste trabalho, investigou-se o crescimento e as interagdes de microrganismos
anaerobios, em reatores em batelada com células plancténicas e em reatores diferenciais
com biofilme, sob condi¢des termofilicas (55°C). Foram utilizadas técnicas classicas
para caracterizar os microrganismos anaerobios estritos e biologia molecular (FISH),
com sondas fluorescentes especificas, para caracterizar € quantificar os microrganismos
pertencentes aos Dominios Archaea e Bacteria. Foram realizados experimentos com
meios de cultivo contendo acetato de sddio, lactato de sodio e propionato de sodio, na
presenga de sulfato de sodio. Os resultados do FISH mostraram, para os ensaios em
batelada com acetato ¢ sulfato, o predominio de organismos pertencentes a0 Dominio
Archaea (ARC915+MB1174) representados pelo género Methanosarcina sp. e bacilos
fluorescentes. No biofilme, para a mesma condig¢fio, houve predominio de células do
Dominio Bacteria (EUB338) e relacionadas com a oxidagdo do acetato. Para a condigiio
de cultivo com lactato e sulfato, as células bacterianas semelhantes a Desulfotomaculum
sp. predominaram nos reatores em batelada e diferenciais, justificando a elevada
porcentagem de células do Dominio Bacteria. Os resultados do NMP mostraram uma
maior concentragio de anaerdbios totais na condigio lactato e sulfato (10" — 10'%). Para
as arqueas metanogénicas essa concentragdo foi evidenciada para a condigio de cultivo
com acetato e sulfato (10%). Os resultados desse trabalho sugeriram que em reatores em
batelada, na condi¢gdo de cultivo com acetato e sulfato, ocorreu equilibrio entre
metanogénese, oxidagdio de acetato e sulfetogénese, enquanto no biofilme, foram
favorecidos os dois primeiros tipos de metabolismo. A condigio lactato mais sulfato
favoreceu a sulfetogénese em ambos os reatores. No reator diferencial, alimentado com
propionato e sulfato ocorreu fermentagdo com crescimento sintréfico entre oxidadoras

de propionato, metanogénicas e redutoras de sulfato hidrogenotroficas.

Palavras-chave: Anaerdbios, termofilicos, células planctonicas, biofilme, FISH.
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ABSTRACT

DoMINGUES, M. R. (2001). Evaluation of methanogenesis and sulfidogenesis of
batch and differential anaerobic reactors under thermophilic conditions.
Dissertagio de mestrado. Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o

Paulo.

In this work, were investigated the growth and interactions of anaerobic
microorganisms, in batch and differential reactors with planktonic cells and biofilm,
respectively, in thermophilic conditions (55°C). Classic and molecular biology methods
(FISH) were utilized to characterize strict anaerobes, with specific fluorescence probes,
to characterize the Archaea and Bacteria Domain cells. Experiments with sodium
acetate, sodium lactate and sodium propionate plus sodium sulfate were realized. To the
acetate and sulfate batch assays the results of FISH showed the predominance of
Archaea Domain cells (ARC915+MB1174), represented by genera Methanosarcina sp.
and fluorescents rods. Under the same conditions the biofilm results showed
predominance of Bacferia Domain cells (EUB338) and those related to the acetate
oxidation. In lactate plus sulfate condition the bacteria cells, as Desulfotomaculum sp.,
predominated in batch and differential reactors, justifying the high percentage of
Bacteria Domain cells. The MPN results showed a high concentration of total anaerobes
under lactate plus sulfate condition (10" — 10'®). For methanogenic arquea this
concentration was obtained in the acetate plus sulfate condition (10%). These results
suggest a process equilibrium may have occurred among methanogenesis, acetate
oxidation and sulfidogenesis in batch reactors under acetate plus sulfate conditions.
However, methanogenesis and acetate oxidation metabolisms predominated in the
biofilm. Sulfidogenesis was easier in both reactors, under lactate plus sulfate conditions.
In the differential reactors with propionate plus sulfate, the fermentation was in
syntrophic co-culture among propionate oxidizing bacteria, methanogenic and

hydrogenotrophic sulfate reducing bacteria.

Keywords: Anaerobes, thermophilic, planktonic cells, biofilm, FISH.



1. INTRODUCAO

O sulfato € uma importante reserva de enxofre na Terra e estd presente como
composto dissolvido em mares e oceanos ou como sais insoliveis na ordem de 1,3 e 5,0
megatoneladas, respectivamente. Nos corpos d’ dgua, os compostos de enxofre sfo
oriundos de descargas diretas de efluentes liquidos ou por deposigéio 4cida proveniente
dos aerossois, dos sais dissolvidos do ambiente marinho e das erupg¢des vulcinicas
(LETTINGA et al., 1998).

Em relagfio aos efluentes liquidos, a presenga de compostos de enxofre estd
vinculada com as atividades das indistrias de papel e celulose, como por exemplo, a
utilizagdo de sulfeto no processamento do papel reciclado, sulfito na preparagio do
papel sulfite e tiossulfato no branqueamento de papel e fixadores de fotografia, Os
compostos reduzidos de enxofie também sdo usados nas indstrias de fermentagdo do
melago, nas refinarias de 6leos comestiveis e curtumes (OUDE ELFERINK ef al., 1994;
LETTINGA et al., 1998). No esgoto sanitario a concentrago média de sulfato varia de
20 a 500 mg/L. (LETTINGA et al., 1998).

O principal problema de contaminag¢fio por sulfato estd ligado a sua redugdo a
gas sulfidrico, o qual provoca corrosfio em tubulagdes de esgoto ¢ odor desagradavel
(McCARTNEY & OLESZKIEWICZ, 1991). Além disso, a polui¢do por sulfato podera
afetar o ciclo do enxofre na natureza e também a qualidade das dguas superficiais e
subterrdneas, tornando-as impréprias para o consumo humano (LETTINGA ef al.,
1998).

Segundo STAMS & OUDE ELFERINK (1997), atualmente, muitos processos
biotecnoldgicos visam a remocfio de sulfato das dguas residudrias antes de serem

langadas nos corpos receptores ou no meio ambiente. Uma alternativa ¢ a utilizagdo de
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biorreatores anaerébios. Segundo VAZOLLER (1995), o elevado desempenho desses
processos é conseqliéncia da organizagio eficiente dos microrganismos, pela formagéo
de nichos ecoldgicos em lodos granulados ou biofilmes, permitindo maior retengdo
biol6gica no sistema operacional.

A redugfio desassimilatoria de sulfato, em reatores anaerobios, merece atengéo
especial dos pesquisadores por vdrios motivos, dentre os quais pode-se destacar a
necessidade da remoc¢fio do sulfato das Aguas residuarias que contém esse fon em
concentragdes elevadas (OUDE ELFERINK ef al., 1994). Uma alternativa € a utilizagéo
do metabolismo das bactérias redutoras do ion sulfato (BRS), cuja energia para o
crescimento celular ¢ obtida através da oxidagfio de compostos orgénicos e utilizagdo de
hidrogénio, durante a redugfio do sulfato a sulfeto de hidrogénio (BUISMAN ef al.,
1990; LETTINGA et al., 1998). Os principais nutrientes requeridos pelas BRS séo a
amdnia, como fonte de nitrogénio, formiato, etanol, acetato, fumarato, malato, lactato,
piruvato, propionato ou succinato, como fontes de carbono (MARSHALL ef al., 1993;
LETTINGA ef al., 1998).

Geralmente, os reatores anaerdbios sdo operados sob condigdes mesofilicas e
poucas informagdes sdo obtidas para o desempenho em temperaturas termofilicas. No
Brasil, VAZOLLER (1995) avaliou o ecossistema microbiano de biodigestor anaerdbio
de fluxo ascendente ¢ manta de lodo (UASB), operado com vinhaga, sob condigdes
termofilicas (55°C). O autor isolou a bactéria redutora do fon sulfato e degradadora do
propionato de sédio, identificada como Desulfotomaculum sp., com tempo de geragdo
de 3843 horas.

Os fatores que determinam a distribui¢fio espacial e o desenvolvimento temporal
das espécies microbianas predominantes e especificas em biofilmes termofilicos
também devem ser avaliados.

CondigBes fisico-quimicas e biolégicas influenciam a adesfio microbiana em
suportes organicos e inorginicos (FLETCHER, 1977; ROUXHET & MOZES, 1990;
SHREVE ef al., 1991). As propriedades dos biofilmes sfio influenciadas pelo tipo e
concentragdio inicial do substrato disponivel (EHLINGER ef al., 1987; SPEITEL &
DIGIANO, 1987). A estrutura e a rigidez do biofilme, bem como o desprendimento
celular do suporte, sfio caracteristicas dependentes dos diferentes microrganismos que o
constitui ¢ das condigdes impostas para o seu desenvolvimento (LAZAROVA &
MANEM, 1995).
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A caracterizagdo dos tipos microbianos na série do Namero Mais Provavel
(NMPdesempenha importante papel para a analise dos grupos presentes no lodo ou
biofilme. Embora o NMP fornega importantes informagtes sobre a concentragdo dos
microrganismos, deve-se ressaltar que muitos ndo podem ser cultivados em meio
artificial, tornado essa técnica inviavel (OUDE ELFERINK ef a/., 1994). Além disso, 0
NMP pode subestimar o nimero de microrganismos que estiverem aderidos ao substrato
solido, associados a outras células ou os relacionados em consorcios sintroficos, como
as acetogénicas degradadoras de propionato ou butirato. Alguns pesquisadores tentam
resolver este problema com as degradadoras sintroficas, adicionando uma espécie
metanogénica hidrogenotrofica no meio de diluigdo do NMP (WU et al., 1992; VISSER
et al., 1993).

Freqiientemente, as velocidades de conversdo do substrato também sfo usadas
para a caracterizagfio microbiana. No tratamento de aguas residuarias, as velocidades de
conversdo podem ser avaliadas, por exemplo, pela quantidade de sélidos suspensos
volateis ou peso seco. Essas respostas propiciam informagoes valiosas sobre a atividade
maxima metabolica possivel dos diferentes grupos microbianos. Porém, ndo podem ser
usadas para identificagdo e quantificagdo dos microrganismos no lodo ou células que
constituem o biofilme (DUBOURGUIER ef al., 1988; WU ef al., 1992).

Exames microscopicos diretos sdo importantes na caracterizagdo dos morfotipos
celulares presentes nos lodos e biofilmes anaerobios. E possivel visualizar as
morfologias presentes no lodo granulado e biofilme através de técnicas microscopicas
simples, sem preparagdo prévia das amostras. Podem ser utilizadas também, praticas
mais especificas como a fixagio efou coloragio das amostras antes do exame
microscopico, a fim de possibilitar um aumento na qualidade do estudo morfologico das
células microbianas. No estudo dos organismos metanogénicos, o exame morfologico
sob microscopia de epifluorescéncia ¢ bastante facilitado pela presenga do fator Fazo
nessas células, resultando na autofluorescéncia celular sob luz ultra-violeta.
(DODDEMA & VOGELS, 1978).

Outros procedimentos vantajosos para examinar lodos e biofilmes incluem a
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) (VARESCHE ef al, 1997) e a microscopia
confocal a laser (MCL) (VAZOLLER, 1995).

E importante salientar que os exames de microscopia eletrdnica de varredura,
optica comum, contraste de fase e de fluorescéncia permitem compreender melhor os

processos de evolugio de biofilmes anaerobios, através do estudo da estrutura e
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composigio microbiana de agregados celulares. Porém, o conjunto dos métodos citados
apenas auxilia na caracterizagdo morfologica, ndo constituindo uma avaliagdo segura
para a identificagfio dos organismos pertencentes aos Dominios Archaea e Bacteria. De
acordo com ZELLNER ef al. (1993), a melhor maneira de estudar a estrutura e
composi¢do de lodos e biofilmes anaerdbios consiste na combinagio de técnicas
tradicionais, como por exemplo, a técnica do NMP e moleculares incluindo aquelas
relacionadas ao uso de sondas genéticas para hibridagio in sifu das amostras.

Portanto, o presente trabalho € uma contribuigio para o estudo de biofilmes
microbianos e células planctdnicas em reatores anaerobios de leito fixo e em batelada,
respectivamente, empregando-se métodos classicos para quantificagdo de anaerébios
estritos e hibridagdo in sifu na avaliagio da metanogénese e sulfetogénese, com
diferentes substratos orginicos de crescimento. Sob tais condi¢Ges, buscou-se analisar a
degradagio de acetato, lactato ou propionato na presenga de sulfato, além de verificar a
ocorréncia das bactérias anaercbias, arqueas metanogénicas ¢ BRS que atuaram nos dois

sistemas estudados.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar o crescimento celular planctdnico e aderido em reatores anaerobios

de batelada e de leito fixo com suporte, respectivamente, sob condigdes termofilicas e

com diferentes substratos organicos, na presenga de sulfato.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

»

N

Y

Quantificar as populagdes metanogénicas e ndo metanogénicas na
presenca de substratos organicos e de sulfato, através de técnicas classicas
de anaerobios estritos e de Biologia Molecular (FISH) com sondas
especificas para os Dominios Archaea (ARC915) e Bacteria (EUB338) e
para o grupo geral de BRS (SRB385);

Avaliar a capacidade das culturas enriquecidas na degradacio de

substratos orgénicos e sulfato em reatores anaerobios;

Verificar a dindmica de formagdo e desenvolvimento do biofilme
microbiano termofilico em matrizes de poliuretano, em reatores

diferenciais, através de exames microscopicos;

Avaliar os produtos do metabolismo microbiano durante a digestdo

anaerdbia em reatores em batelada e diferenciais.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. CARACTERIZAGAO DAS BACTERIAS REDUTORAS DO fON SULFATO (BRS)

De acordo com CANHOS & VAZOLLER (1999), os microrganismos
pertencentes ao Dominio Bacferia encontram-se presentes nos mais diversos habitats.
Apresentam diversidade metabolica com representantes heterotroficos, organotroficos,
quimiorganotroficos, litotroficos e fototroficos. As bactérias redutoras do ion sulfato
estdo alocadas neste Dominio, de acordo com a filogenética construida com base na
comparagdo de sequiéncias do RNAr 16S (MADIGAN et al., 1997, CANHOS &
VAZOLLER, 1999).

Segundo CASTRO ef al. (2000), as BRS estéo filogeneticamente agrupadas em
quatro grupos distintos: BRS Gram-negativas, BRS formadoras de esporos Gram-
positivas, BRS termofilicas e arqueas termofilicas redutoras do ion sulfato.

As BRS Gram-negativas sdo organismos heterotroficos e estdo alocadas na
subdivisdo delta de Profeobacteria. Em algum ponto da historia evolutiva, a subdivisdo
delta divergiu de outra Proteobacteria a partir de um ancestral comum fototréfico).
Além das BRS, esta subdivisdo inclui as bactérias redutoras de enxofre Desulfurella,
Desulforomusa ¢ Desulforomonas, Myxobacteria e Bdellovibrio, Pelobacter e
Geobacter (WOESE et al., 1984). As relagdes filogenéticas entre as BRS e outros
membros da subdivisdo delta ainda nfo estdo bem esclarecidas. CASTRO ef al. (2000)
comentaram que os grupos Myxobacteria e Bdellovibrio apresentam adaptagdes

aerobias derivadas de um ancestral capaz de metabolizar enxofre. Contudo,
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DEVEREUX ef al. (1992) relataram que a posigio exata do grupo Myxobacteria ¢
afetada pela seqiiéncia do grupo externo na arvore filogenética sugerindo que sua
origem, provavelmente, ndo foi a partir do grupo das BRS.

Pelobacter e Geobacter reduzem Fe(Ill) a Fe(IT), uma caracteristica metabdlica
parcialmente compartilhada com algumas BRS pertencentes a este grupo. Contudo,
ainda ndo se sabe se as BRS Gram-negativas que reduzem Fe(11l) a Fe(Il) sdo capazes
de crescer com Fe(IIT) como Gnico aceptor de elétrons (CASTRO et al., 2000).

Dentro do grupo delta de Proteobacteria foram propostas duas familias de BRS:
(1) Desulfovibrionaceae e (2) Desulfobacteriaceae (WIDDEL & BAK, 1992). A
primeira inclui os géneros Desulfovibrio e Desulfomicrobium. A segunda corresponde a
todas as demais BRS do grupo delta de Profeobacteria. Esta tltima classifica¢io inclui
espécies dos géneros Desulfobulbus, Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus,
Desulfosarcina, Desulfomonile, Desulfonema, Desulfobotulus e Desulfoarculus.
Baseados em anélises das seqiiéncias do RNAr, CASTRO ef al. (2000) sugeriram que 0s
géneros Desulfobacula, Desulfospira, Desulfocella, Desulfobacca, Desulfacinum,
Thermodesulforhabdus, — Desulforhabdus, — Desulfocapsa,  Desulforhapalus e
Desulfofofustis também sejam incluidos na segunda familia. Os autores afirmaram que,
embora a maioria dos membros dessa familia possua representantes mesofilicos,
Desulfacinum infernum e Thermodesulforhabdus norvegicus sio termofilicos. Aspectos
morfologicos interessantes da Familia Desulfobacteriaceae, como por exemplo, a
formagfio de arranjos em sarcinas observados em Desulfosarcina sp., auxilia na protegio
contra mudangas ambientais desfavoraveis ou relacionadas, por exemplo, como a
alteragdo do potencial redox (CASTRO et al., 2000).

O grupo das BRS formadoras de esporos é representado principalmente pelo
género Desulfotomaculum. Este compartilha caracteristicas morfo-fisiologicas com
Bacillus sp. e Clostridium sp., ou seja, forma endosporos resistentes ao calor, as células
sdo Gram-positivas e apresentam baixo contetido de guanina e citosina (GC) no DNA.
Embora a maioria das BRS cresga em temperaturas mesofilicas, na faixa de 25°C a 40°C,
algumas espécies de Desulfotomaculum sao termofilicas, com temperatura 6tima entre
40°C ¢ 65°C. Deve-se destacar também, que diferentes espécies de Desulfotomaculum
apresentam grande versatilidade em relagfo ao tipo de doadores de elétrons usado para o
crescimento, como por exemplo, acetato, anilina, succinato, catecol, indol, etanol,

nicotinato, fenol, estearato entre outros, oxidando-os completa ou incompletamente,
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respectivamente, a dioxido de carbono e acetato. Além disso, a espécie
Desulfotomaculum reducens é capaz de utilizar Fe(TIT) como tnico aceptor final de
elétrons em contraste com as BRS do grupo delta de Profeobacteria (CASTRO et al.,
2000).

No grupo BRS termofilica, as espécies melhores caracterizadas sdo
Thermodesulfobacterium commune e Thermodesulfovibrio yellowstonii, ambas isoladas
de aguas hidrotermais do Parque Nacional de Yellowstone (E.U.A.). As duas bactérias
apresentaram temperatura otima de crescimento de 65°C e 70°C, respectivamente,
oxidaram incompletamente o acetato e utilizaram um nimero limitado de doadores de
clétrons (LOWE er al., 1993). Embora apresentem caracteristicas fisiologicas e
fenotipicas semelhantes, diferem na morfologia e conteiido de GC no DNA. Anélises das
seqiiéncias do RNAr 168 também sugerem que as duas espécies sdo filogeneticamente
distantes, confirmando sua colocagio em géneros distintos (CASTRO ef al., 2000).

O grupo das arqueas termofilicas redutoras do ion sulfato apresentam
temperatura 6tima de crescimento acima de 80°C. Apenas duas espécies foram descritas
até agora, ambas isoladas de sistemas marinhos hidrotermais, Archaeoglobus fulgidus ¢
Archaeoglobus profundus (CASTRO et al., 2000). Segundo os autores, a espécie 4.
fulgidus isolada possui flagelo, apresenta metabolismo quimiolitoautotréfico e produz
pequenas quantidades de metano. No entanto, a espécie A. profundus ndo apresenta
flagelo, ¢ quimiolitoheterotrofica obrigatéria e ndo produz metano. Usando analises
fisiologicas e seqiiénecias dos RNAr 16S e 23S, WOESE ef al. (1984) indicaram que a
espécie A. fulgidus foi considerada haldfila extrema, incluida na Ordem
Methanomicrobiales do Reino Euryarchaeota, com origem ancestral metanogénica. A
questdo de como a reducdo de sulfato em Archaeoglobus foi adquirida continua sem
explicagio, porém CASTRO ef al. (2000) sugeriram que os ancestrais comuns dos
Dominios Archaea e Bacleria, respectivamente, possuiam a enzima ou 0 gene,
posteriormente transferidos para Archaeoglobus pouco depois da divergéncia dos
dominios.

Portanto, as BRS fazem parte de um grupo heterogéneo de procariotos que
apresentam a capacidade peculiar de utilizar o ion sulfato como aceptor final de elétrons
na oxidagio da matéria orgnica, reduzindo-o a sulfeto de hidrogénio, no processo
denominado redugdo desassimilativa do sulfato ou respiragdo anaerobia do sulfato

(CASTRO ef al., 2000). Sio microrganismos anaerobios estritos, ou seja, presentes em
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ambientes isentos de oxigénio, com potencial de oxi-redugdo de -200mV (WIDDEL,
1988; SCHAUDER & KROGER, 1993; MADIGAN ef al., 1997). Em relagdo a
temperatura, estes microrganismos tém representantes psicrofilicos, mesofilicos,
termofilicos e hipertermofilicos, bem como halofilicos, hiperhalofilicos e halofilicos
moderados, em relagio as concentragdes de cloreto de sodio (LOWE, 1993; HANSEN,
1994).

As BRS, em sua maioria, sio quimiorganotroficas (WIDDEL & PFENNIG,
1984) e utilizam como doadores de elétrons compostos de baixo peso molecular como
acidos orgfnicos, acidos graxos, alcodis e hidrogénio, os quais sdo conhecidos como
metabolitos ou produtos finais do processo de fermentagio anaerobia de carboidratos e
proteinas. Contudo, algumas BRS utilizam apenas o hidrogénio como unica fonte de
elétrons (WIDDEL, 1998). Outras BRS sdo capazes de utilizar alcodis com mais de trés
carbonos, agticares como a glicose e frutose, indol, fenol ou catecol (OLLIVIER ef al.,
1994). Ainda, algumas espécies pertencentes ao género Desulfovibrio podem crescer
autotroficamente com CQ, como unica fonte de carbono (WIDDEL, 1988; WIDDEL &
BAK, 1992).

Segundo COLLERAN (1994), em relagio a nutrigdo, teoricamente existem
quatro diferentes processos que envolvem as BRS: (1) oxidago completa dos produtos
da acidogénese a didxido de carbono e redugdo de sulfato a sulfeto, (2) oxidagdo
incompleta dos produtos da acidogénese a acetato, (3) degradagdo sintrofica dos
compostos intermediarios, acidos organicos e alcoois, pelas bactérias acetogénicas com
BRS utilizadoras de hidrogénio ¢ (4) crescimento fermentativo das BRS em substratos
como propionato e etanol. Na auséncia de sulfato ocorre a associagdo sintrofica com
metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotroficas.

Como mencionado anteriormente, dentro da diversidade nutricional das BRS dois
grupos metabolicos sio distinguidos pela capacidade de oxidar compostos organicos: (1)
o grupo das oxidadoras completas ou acetoclasticas, capazes de usar completamente 0s
substratos organicos, incluindo o acetato, a dioxido de carbono e (2) o grupo das
oxidadoras incompletas ou acetogénicas, que utilizam incompletamente os compostos
orgénicos como lactato a acetato e dioxido de carbono (WIDDEL, 1988; COLLERAN,
1994; STAMS & OUDE ELFERINK, 1997).

Entre as oxidadoras completas sdo conhecidos os seguintes representantes:

Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema e Desulfobacterium.
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Excegdes sdo encontradas entre Desulfolomaculum acetoxidans, Desulfotomaculum
sapomandens e Desulfovibrio baarsii, que diferem dos demais representantes do mesmo
género e classificados nesse grupo metabolico (MADIGAN ef al., 1997). Embora
definidas como oxidadoras completas, seus representantes ndo apresentam a mesma
eficiéncia na utilizagio do acetato. Tipos especializados como Desulfobacier usam
acetato como unico substrato orgénico e crescem bem, com tempo de geragdo de 20
horas (WIDDEL & PFENNIG, 1981). Outras oxidadoras completas preferem outros
acidos orginicos ou alcool, e usam acetato muito lentamente com baixa produgéo celular
(WIDDEL, 1988).

Sdo exemplos de oxidadoras incompletas, Desulfotomaculum, Desulfomonas
pigra, Desulfovribio thermophilus, Desulfovibrio sapovorans, Thermodesulfobacterium
commune ¢ Desulfobulbus (WIDDEL, 1998). Apenas compostos com um ou dois
carbonos como oxalato e glicina, formiato e metanol, respectivamente, podem ser
oxidados completamente. O acetato podera ser assimilado como fonte de carbono
orgénico no material celular se esses organismos utilizarem hidrogénio ou formiato como
doadores de elétrons. As oxidadoras incompletas sdo nutricionalmente menos versateis
que as oxidadoras completas (WIDDEL, 1998). Provavelmente, entre as BRS
acetogénicas a mais versatil seja a Desulfovibrio sp. que utiliza nfio apenas hidrogénio,
lactato, piruvato, malato, fumarato e etanol, mas também glicerol, colina e aminoacidos
(STAMS et al., 1995).

A caracteristica especial das BRS € a capacidade de utilizar compostos organicos
reduzidos como propionato e butirato. Algumas oxidam completamente esses compostos
a dioxido de carbono, enquanto outras levam apenas a acetato. Outros compostos
podem ser completa ou incompletamente degradados como acidos graxos de cadeias
longas e ramificadas, etanol e outros alcodis, acidos orginicos como lactato, succinato e
malato e aqueles contendo radicais fenila, bem como compostos arométicos como
benzoato, catecol, fenol, indol e anilina (OUDE ELFERINK ef al., 1994). Compostos
sem grupo funcional, como tolueno e alcanos também podem ser degradados pelas BRS
(BAK & WIDDEL, 1991). Todos esses compostos representam, do ponto de vista
bioenergético, substratos de baixa energia sob condigdes anaerobias (MADIGAN ef af.,

1997).
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A Tabela 1 apresenta algumas reagdes importantes realizadas pelas BRS e os
respectivos valores das variagdes de energia livre. Pode-se observar que todas as reagoes

de reducio desassimilatoria do ion sulfato sdo termodinamicamente possiveis.

Tabela 1. Reagdes de redugiio de sulfato € os respectivos valores de energia livre.

SUBSTRATO REACAO (1(1;}(:101)1 (kﬁﬁm)z
Hidrogénio  4H, + SO, * + H" —» 41,0 + HS’ -1522 -
Acetato CH;COO + SO, — 2HCO; + HS’ -47.6 -
Propionato  4CH;CH,COO™ + 3804 — 4CH;COO™ + 4HCO; + 3HS +H' -150,6 -
o 2CH,CHOHCOO + $O4 Z — 2CH;COO + 2HCO; + HS + H' -160,1 )

2CH;CHOHCOO + 3804 > — 6HCO; + 3HS +H' -255.3
Formiato 4CHOO + SO.* — 4HCO; + 8% - -182.6
Malato 2C,HOHCOO + 80, — 2CO, + 2HCO; + §* . -181,0
Etanol 2C,H;OH + SO, * — 2CH;COO™ + 2H,0 + §* - -59.3
Piruvato 4CH,COCOO" + SO,4 * = 4CH;COO ™ +4CO, + §* - -331,0
Succinato  4C,H,CO0> + 380, > — 4CH,COO™ + 4CO, + 4HCO;y +3S8™ - -150.,4
Fumarato 2C,H,CO0 + 21,0 + SO, * - 2CH,COO + 2CO, + 2HCO; + 8% - -190,1

3.1.1. UTILIZACAO DE SUBSTRATOS ORGANICOS

3.1.1.1. ACETATO

O acetato, juntamente com o hidrogénio, é um dos principais intermediarios na
decomposi¢io anaerdbia de compostos orginicos em ambientes naturais € em
biorreatores anaerdbios (ZHENDER, 1983; OUDE ELFERINK et dl, 1994). As
espécies que utilizam acetato exibem atividades da enzima monodxido de carbono
desidrogenase que catalisa a molécula de acetato. A auséncia de outras enzimas como a
2-cetoglutarato desidrogenase, sugere a quebra do acetato em metila e dioxido de

carbono. Algumas culturas que realizam tal metabolismo podem apresentar tempo de
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aproximadamente 30 horas, como por exemplo, Desulfotomaculum acetoxidans
(WIDDEL, 1988).

A degradaciio desse composto pode ser realizada anaerobiamente de duas
maneiras: (1) sob concentragio limitante ou auséncia de sulfato, o acetato é utilizado
principalmente por organismos metanogénicos acetoclasticos e (2) sob disponibilidade de
sulfato, as BRS acetoclasticas utilizam-no em seu metabolismo (WIDDEL, 1988;
STAMS, 1994).

Segundo OUDE ELFERINK ef al. (1995), a maioria das BRS Gram-negativas
utilizadoras de acetato cresce preferencialmente em ambientes marinhos. Entretanto,
outras BRS Gram-negativas de ambientes de agua doce tais como Desulfoarculus barsii,
Desulfobacterium cathecolicum e Desulfococcus biacutus crescem muito pouco com
acetato. Porém, espécies de Desulfobacter sdo nutricionalmente especializadas e crescem
adequadamente com acetato, hidrogénio e etanol.

Desulfotomaculum acetoxidans ¢ exemplo de BRS Gram-positiva utilizadora de
acetato e proveniente de ambiente de agua doce. Contudo, a maioria das espécies desse
género prefere temperaturas mais altas (WIDDEL, 1988; WIDDEL, 1992; LOWE e/ al.,
1993; OUDE ELFERINK ef al., 1995).

OUDE ELFERINK ef al. (1995) isolaram duas BRS acetoclasticas mesofilicas,
denominadas Desulforhabdus amnigenus linhagem ASRB1 e Desulfobacca acetoxidans
linhagem ASRB2. Sendo a primeira isolada do lodo granulado de reator UASB em
escala piloto, tratando agua residuaria de industria de papel. A segunda foi isolada de
reator UASB, em escala de laboratorio, alimentado com acetato e sulfato. No reator em
escala piloto, a relagio DQO/sulfato era de aproximadamente 1,1, sendo 75% da DQO
degradada via redugio de sulfato. O reator, em escala de laboratorio, era operado com
excesso de sulfato e relagio DQO/sulfato de 0,6. Nesse sistema, o acetato foi degradado
via redugdo de sulfato. As culturas de BRS acetoclasticas, mencionadas anteriormente,
foram isoladas pela diluigdo seriada do lodo, a 37°C, e apresentaram bom crescimento
com acetato e sulfato. Os resultados indicaram que as espécies foram degradadoras de
acetato e dominantes nos lodos de origem. Contudo, foram marcantes as diferengas
fisiologicas das duas BRS acetoclasticas. Desulfobacca acetoxidans foi estrita em
relagdo ao substrato, utilizou apenas acetato como tnica fonte de carbono e energia e
apresentou tempo de geracdo, sob as condigOes estudadas, de aproximadamente 1,7 a

2,2 dias. D. amnigenus utilizou ampla variedade de substratos, tais como acetato,
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propionato, butirato, lactato, hidrogénio mais dioxido de carbono e alcoois, com tempo
de geragio de 3,5 a 5,0 dias.

PIKUTA ef al. (2000) isolaram da mistura de esterco bovino e suino, na
proporgdo de 1:1, uma bactéria redutora de sulfato termofilica quimiolitoheterotrofica,
denominada Desulfotomaculum alkaliphilum. A espécie isolada cresceu sob anaerobiose
estrita e apresentou as seguintes caracteristicas: bacilos Gram-positivos, ligeiramente
curvos com extremidades arredondadas, ocorrem sozinhos, em pares ou em curtas
cadeias espiraladas, formam esporos e apresentam crescimento 6timo em valores de pH e
temperatura na faixa de 8,6 a 8,7 e 50 a 55°C, respectivamente. A bactéria foi cultivada e
isolada sob condicdes anaerébias a 55°C, em meio mineral suplementado com vitaminas
e solugfio traco de metais. Sob tais condigGes, os autores relataram que na presenga de
sulfato a linhagem cresceu com hidrogénio e acetato, formiato, etanol, lactato e piruvato.
Quando esse microrganismo foi cultivado em etanol, lactato ou piruvato, produtos finais
do metabolismo como 4cido acético e outros acidos volateis como propidnico, valérico e
isovalérico foram encontrados em quantidades tragos. Segundo os autores, essa linhagem
ndo cresceu com acetato, propionato, butirato, metanol, glicerol, extrato de levedura,
peptona, metilamina, caseina, cisteina, valina, sorbitol, dulcitol, manitol, inositol, glicose,

sacarose, arabinose, lactose ou xilose.

3.1.1.2. LACTATO

O lactato ¢ um importante intermediario metabolico na digestdo anaerdbia de
residuos e pode ser degradado através de diferentes rotas bioquimicas anaerobias
(VAZOLLER, 1995). Segundo WIDDEL & HANSEN (1992), a oxidagio do lactato a
piruvato ¢ mediada pela enzima lactato desidrogenase e ¢ descarboxilado em acetil-CoA
por Desulfovibrio vulgaris, com flavodoxinas ou ferrodoxinas usadas como aceptores de
elétrons.

Segundo WIDDEL (1998), a degradagdo do lactato pelas BRS ocorre com certa
facilidade através da respiragio anaerébia do sulfato ou pela fermentagéo. O lactato € o
doador de elétrons preferencial para a maioria dessas espécies. Os resultados de QATIBI
et al. (1991) para lodos mesofilicos, revelaram a preferéncia da respiragdo do sulfato na

presenga de lactato, em relagio a fermentagdo desse composto, por bactérias redutoras
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do ion sulfato. Nesse processo, o acetato foi o produto final. A fermentagio do lactato,
por sua vez, resultou na formago em quantidades semelhantes de acetato e propionato.

O lactato é um excelente substrato orgénico para o enriquecimento, isolamento,
contagens e cultivo de bactérias redutoras de sulfato, principalmente para Desulfovibrio
¢ Desulfotomaculum (WIDDEL, 1988). As espécies de Desulfovibrio sio capazes de
utilizar tanto o L-lactato quando o D-lactato. Contudo, as oxidadoras completas, como
por exemplo, Desulfobacter sp., Desulfotomaculum acetoxidans, Desulfovibrio barsii,
Desulfococcus niacini, Desulfobacterium sp. e Desulfonema magnum ndo crescem com
lactato. Com excecio de Desulfovibrio sapovorans, outras BRS que oxidam
incompletamente 4cidos graxos, ndo conseguem utilizar o lactato (WIDDEL &
HANSEN, 1992). A BRS Desulfovibrio thermophilus, capaz de oxidar incompletamente
o lactato, cresce autotroficamente com hidrogénio e dioxido de carbono ou formiato. A
BRS Thermodesulfobacterium commune, isolada em temperatura de 70°C, cresce com
lactato ou hidrogénio (WIDDEL, 1988).

Com excegio de Desulfovibrio sapovorans, as BRS que realizam oxidagfo
incompleta do lactato geralmente sdo capazes de crescer apenas com hidrogénio como
doador de elétrons. Esse aspecto foi demonstrado para diferentes espécies de
Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfobulbeus e Thermodesulfobacterium commune
(WIDDEL, 1988).

Sob condigdes mesofilicas (37°C), McINERNEY & BRYANT (1981)
observaram degradagio sintréfica anaerdbia do lactato entre Desulfovibrio sp. e arqueas
metanogénicas semelhantes a Methanosarcina sp., na auséncia de sulfato. De acordo
com os autores, a espécie Methanosarcina smithii utilizou apenas hidrogénio ou
formiato, enquanto hidrogénio, acetato, metanol ou metilaminas foram usados por
Methanosarcina barkeri. Nos ensaios experimentais, na auséncia de sulfato, os autores
verificaram que co-culturas sintroficas formadas por Desulfovibrio desulfuricans e M.
smithii oxidaram lactato a acetato e dioxido de carbono, como produtos finais. Nas
mesmas condi¢des, . desulfuricans ¢ M. barkeri degradaram completamente lactato a
metano e dioxido de carbono. Os autores realizaram ensaios com D). desulfuricans e M.
barkeri em meio mineral, acrescido de acetato (20mM) mais lactato (20mM), e
verificaram que a degradagiio do acetato ndio ocorreu até o lactato ser completamente

catabolizado.
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3.1.1.3. PROPIONATO E BUTIRATO

Depois do acetato, o propionato e o butirato sdo provavelmente os mais
importantes produtos organicos da decomposi¢do fermentativa da biomassa, em
sedimentos e lodos anaerébios (OUDE ELFERINK ef al., 1994). Além disso, a
degradacdo do propionato e butirato a metano € possivel apenas pela associagdo
sintrofica de metanogénicas e bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio
(WIDDEL, 1988). Porém, na presenga de sulfato, as BRS apresentam consideravel
vantagem ecologica sobre as degradadoras sintroficas. De acordo WIDDEL (1988),
teoricamente, a mineralizacdo de propionato e butirato, na presenca de sulfato, pode ser
realizada por duas vias: (1) sintrofia entre BRS hidrogenotroficas e acetoclasticas com
bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio. Co-culturas entre esses microrganismos
crescem mais rapido do que com as com metanogénicas, indicando a vantagem
competitiva da reducio de sulfato versus metanogénese e (2) utilizagdo direta de acidos
graxos pelas BRS, como observado em culturas puras.

Considerando as duas possibilidades, BANAT & NEDWEEL (1983)
determinaram que a utilizagdo de propionato e butirato em sedimentos de pantano foi
inibida pelo molibdato como antagonista do sulfato, mas nao pelo aumento na
concentragdio de hidrogénio. A partir desse dado, os autores concluiram que estes
substratos organicos foram de fato diretamente oxidados pelas BRS. Aparentemente, a
oxidagdo do propionato e butirato via redugfio de sulfato foi mais rapida e efetiva em
relagdo & via sintréfica.

WIDDEL & PFENNIG (1982) isolaram Desulfobulbus propionicus, capaz de
crescer com propionato mais sulfato, sob condigdes mesofilicas (37°). A cultura foi
isolada em meio mineral com vitaminas, bicarbonato, propionato e sulfato. Os autores
verificaram que D. propionicus foi capaz de oxidar o propionato sem depender de
organismos sintroficos. Além disso, a cultura também cresceu com lactato, piruvato,
etanol e propanol oxidando-os a acetato, como produto final. Porém, no cresceu com
acetato, valerato, succinato, fumarato, malato e¢ agucares. Sulfato, sulfeto e tiossulfato
foram utilizados como aceptores de elétrons. Os bacilos isolados foram elipsoidais ou em
formato de limdo.

VAZOLLER (1995), a partir de lodo granulado proveniente de um biodigestor

anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo temofilico (55°C) operado com vinhaga,
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isolou uma cultura de BRS termofilica capaz de degradar propionato na presenga de
sulfato. Tal cultura cresceu em meio Zinder contendo propionato de sodio (20mM) e
sulfato de sodio (10mM). De acordo com o autor, as células isoladas apresentam forma
de bacilos livres ou em pares, extremidades afiladas, formam esporos centrais, tamanhos
entre 3,0pm - 5,0um de comprimento e 0,6um - 0,8um de didgmetro e velocidade
especifica maxima de crescimento de 0,017h™. A cultura isolada cresceu bem com o
substrato orginico lactato de sodio (20mM) e sulfato de sédio (10mM). Pelos resultados
obtidos, o autor sugere que o organismo isolado pertence ao género Desulfotomaculum.

WALLRABENSTEIN ef al. (1995) isolaram uma bactéria fermentativa
oxidadora de propionato denominada Synfrophobacter pfennigii linhagem KoPropl, sob
condigdes mesofilicas (37°C). Tal organismo € capaz de oxidar propionato ou lactato em
sintrofismo com a arquea metanogénica hidrogenotrofica Methanospirillum hungatei. As
células da linhagem isolada apresentam forma de bacilos ligeiramente curvos com
extremidades arredondadas, podem estar sozinhos, em pares ou em cadeia, sio Gram-
negativas, apresentam conteido de GC no DNA igual a 57,3mol% e ndo formam
endosporos, apesar de vesiculas gasosas serem observadas no final da fase de
crescimento.

WALLRABENSTEIN e/ al. (1995) salientaram ainda que a linhagem KoPropl
apresenta caracteristicas semelhantes a Synfrophobacter wolinii e esta filogeneticamente
correlacionada a essa espécie, apresentando divergéncia na seqiiéncia de pares de bases
de apenas 4%. Entretanto, diferem em relagdo a morfologia. Comparagdes entre as
seqiiéncias de RNAr 16S revelaram que as espécies Syntrophobacter pfennigii linhagem
KoPropl e Syntrophobacter wolinii também estdo filogeneticamente relacionadas ao
grupo das bactérias redutoras de sulfato. Contudo, a fisiologia e a bioquimica da
linhagem isolada diferem substancialmente de Desulfobulbus propionicus e
Desulfobulbus elongatus. Estas (ltimas oxidam incompletamente propionato, na
presenga de sulfato. Porém, ndo oxidam sintroficamente com metanogénicas
hidrogenotroficas esse substrato orgénico, na auséncia de sulfato. Fisiologicamente, a
linhagem KoProp1 caracteriza-se pelo metabolismo quimiorganotrofico sob anaerobiose
estrita, cresce em cultura pura com propionato ou lactato, utilizando sulfato como
aceptor de elétrons. Porém, nfio cresce com glicose, frutose, xilose, arabinose, etanol,
metanol, piruvato, succinato, fumarato, oxalacetato, malato, butirato e valerato. Sulfito e

tiossulfato também podem ser utilizados como aceptores de elétrons alternativos.
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HARMSEN ef al. (1998) isolaram uma bactéria sintrofica oxidadora de
propionato denominada Syntrophobacter fumaroxidans linhagem MPOB', proveniente
de lodo granulado anaerdbio, sob condigdes mesofilicas (37°C). Segundo os autores, a
linhagem isolada oxidou propionato (20mM) sintroficamente em co-cultura com a
hidrogenotrofica Methanospirillum hungateii, convertendo o substrato organico a
acetato, dioxido de carbono e metano. Em cultura pura, na auséncia de sulfato, cresceu
com fumarato (20mM), malato (20mM), piruvato (20mM), propionato (20mM) e
fumarato (20mM), hidrogénio (80%) e fumarato (20mM), formiato (20mM) e fumarato
(20mM). Na presenga de sulfato (20mM), cresceu em cultura pura com propionato
(20mM), formiato (20mM), succinato (20mM), hidrogénio (80%). Porém, o mesmo nédo
foi observado com butirato (10mM), isobutirato (10mM), acetato (20mM), lactato
(20mM), butanol (10mM), propanol (20mM), etanol (20mM), metanol (10mM), frutose
(10mM), xilose (10mM) e glutamato (20mM). Além de sulfato, tiossulfato e fumarato
foram usados como aceptores de elétrons. Os autores verificaram que as células isoladas
sdo bacilos com extremidades afiladas, Gram-negativas, ndo formam endosporos e
apresentam contetido de GC no DNA igual a 60,6mol%. A linhagem MPOB' apresenta
caracteristicas semelhantes as espécies oxidadoras de propionato S. wolinii e S.
pfennigii. Essas tltimas também crescem com propionato em co-cultura com M.
hungateii ou em cultura pura via redugio de sulfato. Contudo, S. wolinii utiliza fumarato
e piruvato em cultura pura, e S. pfennigii cresce em co-cultura com propanol e lactato.
No entanto, a utilizagdo de succinato e formiato como substratos para reducgio de sulfato
ndo foi observada nesses dois representantes.

De acordo com os autores, compara¢des entre as seqi€éncias de RNAr 16S
revelaram que filogeneticamente as espécies oxidadoras sintroficas de propionato S.
wolinii, S. pfennigii, linhagem HP1.1 e a linhagem isolada MPOB" estdio estreitamente
relacionadas e pertencem a subclasse delta de Profeobacteria. Estas espécies estao
alocadas no mesmo grupo filogenético da BRS Desulforhabdus ammnigenus, que ¢

incapaz de crescer sintroficamente com propionato.



REVISAQ DA LITERATURA 18

3.1.2. CRESCIMENTO SINTROFICO

Na auséncia de sulfato, varios tipos de BRS crescem pela fermentagdo de
substratos orgdnicos. Algumas espécies de Desulfovibrio e Desulfobacterium fermentam
fumarato e malato. Desulfosarcina variabilis fermenta apenas malato. Os produtos da
fermentagdo sfo succinato, acetato, dioxido de carbono e as vezes propionato (WIDDEL
& PFENING, 1984). O piruvato é facilmente fermentado por varias BRS como
Desulfovibrio sp., Desulfotomaculum sp., Desulfobulbus sp, Desulfococcus sp. e
Desulfobacterium sp. (WIDDEL, 1988). Os produtos da fermentagio do piruvato por
Desulfovibrio desulfuricans sio o acetato, dioxido de carbono e hidrogénio (STAMS et
al., 1985).

Segundo WIDDEL & PFENNING (1981), a espécie Desulfovibrio sapovorans
ndo possui hidrogenase e excreta o lactato, acetato e dioxido de carbono como produtos
da fermentagfo. Varias linhagens de Desulfobulbus fermentam o lactato ou etanol, mais
dioxido de carbono, produzindo propionato e acetato (WIDDEL & PFENNING, 1982).
Deste modo, Desulfobulbus sp. ndo apenas oxida como excreta propionato. A espécie
Desulfovibrio desulfuricans pode fermentar colina a trimetilamina, etanol e acetato
(FIEBIG & GOTTSCHALK, 1983).

Espécies de Desulfovibrio sp. que ndo fermentam etanol ou lactato, crescem com
esses compostos na auséncia de sulfato se estiverem em co-cultura com arqueas
metanogénicas hidrogenotroficas. Nessas associagdes sintroficas, as BRS atuam como
bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio (TRAORE ef al., 1983).

As bactérias redutoras de sulfato em associagdo sintrofica com metanogénicas
acetoclasticas e hidrogenotroficas degrada alcoois, formiato e propionato, na auséncia de
sulfato. TANAKA (1992) afirmou que organismos semelhantes a Desulfovibrio sp. e
Methanospirilum humgatei degradaram sintroficamente 1,3-butanodiol, 1,4-butanodiol,
1-butanol e 1-propanol, na presenga de acetato (10mM). WU et al. (1991 e 1992)
relataram que as BRS em associagdo sintrofica com organismos hidrogenotroficos
degradaram propionato. Em relagdo a dinamica populacional, a conversio do propionato
¢ termodinamicamente possivel a baixas pressdes parciais de hidrogénio e concentragdes
de formiato (HARMSEN ef al., 1996). Tais condi¢bes favorecem consorcios sintroficos

entre organismos acetogénicos e metanogénicos, sendo os primeiros responsaveis pela
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conversdo do propionato a acetato, dioxido de carbono, hidrogénio e/ou formiato,

subsequentemente utilizados pelas metanogénicas (STAMS, 1994).
3.1.3. CONSUMO DE SUBSTRATOS FERMENTAVEIS

Na fermentagdo de lactato, etanol ou aminoacidos, as BRS competem com as
bactérias fermentativas. Em concentragdes limitantes de crescimento, em reatores
enriquecidos, o lactato e o etanol foram utilizados por espécies de Desulfovibrio
(LAANBROEK ef al., 1982). Estudos sobre a inibi¢do de consumo de substrato com
adicdo de molibdato em sedimento de lago sugeriram que as BRS usaram diretamente o
lactato em baixa concentragio (SMITH & KLUG, 1981). Ha evidéncias no mesmo
estudo que os aminoacidos foram diretamente usados pelas BRS. O lactato em alta
concentragdo fol utilizado para o enriquecimento rapido e seletivo de espécies de
Desulfovibrio (POSTGATE, 1984). Contudo, o lactato adicionado (10mmoles/L) em
amostra de sedimento estuarino nfo foi oxidado com sulfato, mas fermentado devido a
abundéancia populacional das bactérias fermentativas (LAANBROEK & PFENNIG,
1981). Posteriormente, os produtos de fermentagdo, propionato e acetato, foram
oxidados como doadores de elétrons para a redugio de sulfato. O lactato e o etanol,
presentés em altas concentragdes, em reatores em batelada enriquecidos, foram seletivos
para as espécies de Desulfovibrio (LAANBROEK ef al., 1982).

A presenca dos substratos lactato e etanol favoreceram a ocorréncia do
metabolismo fermentativo em algumas espécies de Desulfobulbus, produzindo
propionato e acetato. Espécies de Desulfovibrio e Desulfotomaculum que ndo cresceram
pelo metabolismo fermentativo do etanol ou do lactato, cresceram com esses compostos
na auséncia de sulfato em co-cultura com organismos metanogénicos e
hidrogenotroficos, obtendo energia apenas pela oxidagdo do substrato (WIDDEL &
HANSEM, 1992). O piruvato foi facilmente fermentado por espécies que utilizaram o
lactato, como por exemplo, Desulfovibrio desulfuricans que produziram acetato,

dioxido de carbono e hidrogénio (POSTGATE, 1979).
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3.2. CARACTERIZAGCAO DA ARQUEAS METANOGENICAS (AM)

Os organismos pertencentes ao Dominio Archaea sdo considerados tinicos, com
propriedades metabolicas extraordinarias e filogenia particular. Compreendem
organismos anaerobios sensiveis ao oxigénio, terméfilos e haldfilos extremos. Sdo
organismos evolutivamente distintos daqueles pertencentes ao Dominio Bacteria em
fungdo das caracteristicas de organizagio do genoma, expressio génica, CoOmposi¢ao
celular e filogenia; apesar de ambos apresentarem organizagio celular procaridtica
(CANHOS & VAZOLLER, 1999).

Alguns organismos, pertencentes a este Dominio, apresentam vias metabolicas
semelhantes aquelas encontradas em organismos do Dominio Bacteria. Porém, outros
apresentam vias metabolicas raras, como as arqueas metanogénicas, que através de
sistemas enzimaticos tinicos, produzem gas metano. O metabolismo autotrofico é comum
em muitos organismos metanogénicos e termofilos extremos. Existem também arqueas
quimiorganotroficas que utilizam diferentes compostos orgnicos como fonte de energia
para o seu crescimento (MADIGAN ef al., 1997).

A arvore filogenética do Dominio Archaea, baseada na analise de seqiiéncias do
RNAr 168, compreende 3 subdivisGes, representadas pelos Reinos FEuryarchaeota,
Chenarchaeota e Korarchaeota. O primeiro reino inclui grupos extremamente diversos
como Archaeoglobus spp., haléfilos extremos como Halobacterium spp. e Halococeus
spp., espécies metanogénicas como Methanobacterium spp., Methanococcus spp.,
Methanosarcina spp., Methanospirullum spp. e Methanotermus spp., uma espécie
hipertermofila denominada Methanopyrus spp., além das haléfilas extremas. O Reino
Crenarchaeota inclui arqueas redutoras de enxofre hipertermofilas representadas por
organismos dos géneros Dessulfurococcus, Pyrodictium, Sulfolobus, Thermococcus,
Thermofilum e Thermoprofeus. Finalmente, o Reino Korarchaeota engloba organismos
hipertermofilos pouco conhecidos (MADIGAN ef al., 1997; CANHOS & VAZOLLER,
1999).

As arqueas metanogénicas atuam na etapa final da decomposigio anaerdbia dos
compostos organicos complexos, desempenhando importante papel na mineralizagdo da
matéria organica. Esses organismos encontram-se amplamente distribuidos em habitats
como sedimentos aquaticos, pantanos, sistemas de tratamento de residuos, digestores

anaerobios e aterros sanitarios. Sob o ponto de vista ecolégico, o metabolismo
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metanogénico € dependente da presenga de outros microrganismos, cuja atividade no
meio anaerobio gera precursores para a metanogénese (BLAUT, 1994; VAZOLLER,
1995).

O primeiro grupo microbiano classificado taxonomicamente, com base na
filogenia inferida através da compara¢do do RNAr 168, foi das arqueas metanogénicas
(BALCH, 1979). Representam um grupo polifilético, compreendendo 3 Ordens, 8
familias e 21 géneros (CANHOS & VAZOLLER, 1999). De acordo com SOWERS
(1995), a Ordem Methanobacteriales compreende a familia Methanobacteriaceae, com
os géneros Methanobacterium, Methanobrevibacter e Methanosphaera, contendo 18
espécies; e Familia Methanothermaceae, com o género Methanotermus e 2 espécies. A
Ordem  Methanococcales  congrega as Familias Methanococcaceae,  género
Methanococcus, com 7 espécies, Methanomicrobiaceae, com 0s géneros
Methanoculleus,  Methanogenium,  Methanoladinia,  Methanomicrobium ¢
Methanospirillum, com 13 espécies;  Methanocorpusculaceae, género
Methanocorpusculum, com 5 espécies; Methanoplanaceae, género Methanoplanus, com
2 espécies; Methanosarcinaceae, com  os  géneros  Methanococcoides,
Methanohalobium, Methanohalophilus, Methanolobus, Methanopyrus, Methanosaeta e
Methanosarcina, com 19 espécies.

Os organismos metanogénicos possuem representantes Gram-positivos e Gram-
negativos. Algumas arqueas metanogénicas tais como Methanosarcina sp.,
Methanobrevibacter sp. e Methanobacterium sp., exceto Methanosaeta sp., apresentam
fluorescéncia sob iluminagio ultravioleta decorrente da presenga da coenzima Fiz
(JONES er al., 1987). Contudo, KAMAGATA & MIKAMI (1991) isolaram uma
metanogénica termofilica do género Merthanosaeta linhagem Py, e verificaram que as
células isoladas autofluoresciam quando observadas sob microscopia de epifluorescéncia.

As arqueas metanogénicas apresentam morfologias comuns as células
procarioticas, sendo encontradas na forma de cocos, sarcinas, filamentos e bacilos de
varios tamanhos (CANHOS & VAZOLLER, 1999). Apesar da diversidade morfoldgica,
fisiologicamente sdo similares, ou seja, todas sdo organismos anaerobios estritos,
requerem condigdes anaerobias de crescimento, com potencial de oxi-reducio de
aproximadamente -300mV (MADIGAN ef af., 1997) e compartilham a capacidade
metabolica comum de produzir metano a partir de compostos de cadeia curta com um ou

dois carbonos (WASSERFALLEN ef al., 2000). Os substratos utilizados pelas arqueas
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metanogénicas sio hidrogénio e dioxido de carbono, monoxido de carbono, formiato,
metanol, 2-propanol, metilaminas, dimetilsulfeto ¢ acetato (BLAUT, 1994; CANHOS &
VAZOLLER, 1999). As principais reagdes de conversio dos diferentes substratos
realizados pelas metanogénicas e os respectivos valores das variagdes de energia livre

estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. ReagBes de conversdo e os respectivos valores de energia livre.

SUBSTRATO REACAO !

(kJ f mol CHy)
Didxido de carbono ¢ hidrogénio  CO,+ 4H, — CH; + 2H,0 -130
Formiato 4HCOO™ +4H' — 3CO; + CH, + 2H,0 -134
Mectanol 4CH30H — 3CH,4+ CO, + 2H,0 -106
Metilaminas 4(CHs3);sNH' + 6H,0 — 9CH,; + 3CO, + 4NH,* =76
Acetalo CH,COO + H'— CH, + CO, -32

Fonte: BLAUT (1994).

O acetato é um dos principais intermediarios da decomposi¢do anaerdbia da
matéria organica em ambientes de agua doce (ZEHNDER et al., 1982). Apesar de ser
considerado um dos principais precursores de metano na natureza poucas espécies, como
por exemplo, Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp. sdo capazes de utilizar esse
substrato para a metanogénese. A principal diferenca, entre estas espécies, consiste na
capacidade da primeira utilizar hidrogénio e dioxido de carbono, metanol e metilaminas
na presenga de acetato, enquanto a segunda ¢ capaz de utilizar apenas o acetato
(BLAUT, 1994). Além disso, Methanosaeta sp. apresenta maior afinidade pelo acetato e
predomina em ambientes com concentragdes menores que ImM. No entanto, o
crescimento e predominio de Methanosarcina sp. sdo favorecidos em altas
concentragoes de acetato (FURUZAKI ef al., 1990; ZINDER, 1993).

A linhagem metanogénica acetoclastica CHTI 55 foi isolada a partir de culturas
enriquecidas com acetato de sodio de um digestor termofilico (55°C) tratando mistura de
residuos sélidos, com tempo de detengfo hidraulica e carga de matéria orgénica de 10
dias e 12kg/m’/dia, respectivamente (TOUZEL ef al, 1985). As culturas foram

enriquecidas e isoladas em meio de cultura BCTY, contendo 200mg/L. de vancomicina,
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solugio de acetato de sodio (SOmM) e tampz‘ib carbonato, incubadas durante uma
semana, a 55°C, sob atmosfera de nitrogénio e dioxido de carbono (85:15). Apos esse
periodo, os autores verificaram crescimento da linhagem metanogénica em acetato,
metanol, mono-, di- ou trimetilaminas. Porém, ndo cresceu com formiato, etanol,
propionato, butirato, benzoato e hidrogénio mais dioxido de carbono (80:20). A
produgiio de metano, em culturas crescendo com acetato cessou completamente quando
submetidas a atmosfera de hidrogénio e dioxido de carbono (80:20). Contudo, aplicando
0 mesmo procedimento, em células crescendo em metanol, a produgio de metano
recomecgou apds 10 horas, indicando que a adi¢io de dioxido de carbono ndo causou
significante decréscimo no valor de pH, para explicar a interrupgio da metanogénese a
partir do acetato. Os autores relataram que, em pH 6,8 e 57 °C, a linhagem CHTI 55
apresentou velocidade méaxima de crescimento de 0,085h™, com constante de afinidade
pelo acetato e produgio celular de 9,6mM e 1,4g/mol, respectivamente. O contetido de
DNA (G+C) foi de 39,3mol%. Baseados nas caracteristicas fisiologicas e morfologicas,
os autores consideraram a linhagem CHTI 55 como nova espécie termofilica do género
Methanosarcina.

KAMAGATA & MIKAMI (1991), no intuito de elucidar a ecologia e aspectos
morfo-fisiologicos de arqueas metanogénicas termofilicas, isolaram a Methanosaeta
linhagem P;. Os autores inocularam a biomassa proveniente de digestor anaerdbio
(55°C), em meio mineral enriquecido contendo solugdes de vitaminas, acetato de sddio
(80mM), vancomicina e neomicina, sob atmosfera de nitrogénio e didxido de carbono
(80:20). A linhagem utilizou apenas acetato, como fonte de carbono e energia. Ou seja, o
crescimento ¢ a produgdo de metano ndo foram observados com hidrogénio e didxido de
carbono, formiato, metilaminas ou metanol, como substratos. A caracteristica mais
notavel da linhagem Py foi a autofluorescéncia. Geralmente, organismos pertencentes ao
género Methanosaeta, incluindo espécies termofilicas, exibem fraca autofuorescéncia ou
simplesmente nfo autofluorescem devido & pequena quantidade de coenzima Fiyo nas
células.

Apenas membros pertencentes a Familia Methanosarcinaceae, como por
exemplo, as espécies Methanosarcina mazei e Methanosarcina barkeri sdo capazes de
utilizar metanol ou metilaminas como unica fonte de energia (ZHENDER ef al., 1982).

Contudo, além dos organismos da Familia Methanosarcianceae, Methanosphaera sp. da
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Familia Methanobacteriaceae utiliza compostos metilados apenas na presenga de
hidrogénio (MILLER & WOLIN, 1985). Organismos pertencentes aos géneros
Methanolobus, Methanoccoccoides e Methanohalophilus crescem exclusivamente com
compostos metilados. Methanolobus siciliae e algumas Methanohalophilus sp. utilizam
dimetilsulfeto como substrato (BLAUT, 1994).

Muitas metanogénicas sdo capazes de utilizar formiato e/ou hidrogénio e dioxido
de carbono, como fontes de energia, incluindo Methanobacterium formicicum,
Methanobrevibacter ruminantium e Methanobrevibacter smithii, Methanococcus voltae
e Methanococcus vannielii, Methanomicrobiumm mobile, Methanogenium marisnigri €
Methanospirillum hungatei (ZEHNDER ef al., 1982; TOUZEL et al., 1988; BLAUT,
1994).

Recentemente, linhagens de organismos metanogénicos capazes de utilizar
formiato ou hidrogénio e dioxido de carbono, foram isolados e caracterizados, como por
exemplo, arqueas metanogénicas mesofilicas Methanococcus  marisplaudis,
Methanococcus  deltae, Methanoplanus  limicola, Methanogenium tationis e
Methanogenium aggregans e termofilicas Methanococcus  thermolithotrophicus,
Methanogenium thermophilicum, Methanogenium linhagem UCLA, Methanogenium
Sfrittonii e Methanobacterium thermoficicum (TOUZEL et al., 1988).

ZHILINA & ILARIONOV (1984), a partir de estrume bovino isolaram a arquea
metanogénica Methanobacterium thermoformicicum linhagem Z-245. Os organismos
cresceram em meio mineral, sob condi¢bes termofilicas (55°C), utilizando formiato de
sodio ou hidrogénio e dioxido de carbono como unica fonte de energia e carbono. Os
autores observaram tipos morfologicos semelhantes a mesofilica Methanobacterium
Sormicicum linhagem Z-281, ou seja, bacilos ligeiramente curvos, com extremidades
arredondadas, simples, em pares ou cadeias curtas. Além de compartilhar caracteristicas
fisiologicas comuns, como crescimento na faixa de pH entre 6,0 e 8,6, e utilizar formiato
ou hidrogénio e diéxido de carbono para crescimento e produgio de metano.

ZHAO ef al. (1986) isolaram a arquea metanogénica denominada
Methanobacterium linhagem CBI12, de amostra de digestor anaerébio mesofilico
alimentado com mistura de fezes suina ¢ humana. Apos isolamento, as células foram
cultivadas em meio mineral, acrescido de peptona, tripticase e extrato de levedura, sob
atmosfera de nitrogénio e didxido de carbono (70:30). Segundo os autores, as células

metanogénicas autotroficas cresceram, sob condigdes termofilicas (60°C), com formiato
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ou hidrogénio e dioxido de carbono, mas ndo com acetato, metanol, monometilamina ou
trimetilamina. Os tipos morfologicos observados na linhagem CBI12 foram
predominantemente bacilos curtos simples, as vezes, aos pares e filamentos curvos. Os
autores verificaram, que valores de pH e temperatura favoraveis para o crescimento
dessa linhagem foram entre 6,0 e 10,0 e 55 °C e 65°C, respectivamente. Porém, a
velocidade méxima de crescimento foi de 0,546 h™”', com tempo de geracio igual a 74
minutos, em pH 7,4 e 55 °C. Os autores verificaram que a linhagem CB12 apresentou
morfologia e tipo de metabolismo semelhante a M. thermoautotrophicum e temperatura
6tima de crescimento semelhante a M. formicicum linhagem JF-1.

TOUZEL ef al. (1988) isolaram e caracterizaram a arquea metanogénica,
denominada Methanobacterium linhagem FTF, usando amostra de digestor anaerébio
termofilico (55°C), em escala de bancada, tratando mistura de residuos solidos. Segundo
os autores, em cultura pura, a linhagem cresceu com hidrogénio, dioxido de carbono e
formiato como substratos e cisteina como fonte de enxofre. Porém, o mesmo nio foi
verificado em compostos como acetato, metanol, mono-, di- e trimetilamina, etanol,
propionato, butirato, benzoato, glicerol, 2,3-butanediol e etilenoglicol. Os valores de pH
e temperatura 6timos de crescimento foram 7,5 e 55°C, respectivamente. Os autores
verificaram também que a linhagem capaz de utilizar formiato foi Gram positiva,
apresentou contetdo de bases G+C igual a 49,2 mol% e morfologia semelhante a bacilos
ligeiramente curvos, com extremidades arredondadas, simples ou em filamentos.
Baseados nas particularidades fenotipicas e filogenéticas, os autores verificaram

similaridades da linhagem isolada com a espécie Methanobacterium thermoformicicum.



REVISAO DA LITERATURA 26

3.3. COMPETICAO ENTRE BRS E METANOGENICAS

Sob condigdes anaerobias, os compostos organicos sdo oxidados em etapas
sucessivas; os produtos finais de cada etapa de oxidagao atuam como substratos para os
membros seguintes da cadeia alimentar, até que a matéria organica seja degradada a
biogas (VAZOLLER, 1995). Para HANSEN ef al. (1999), a redugdo desassimilatoria do
sulfato e a metanogénese sdo os principais processos terminais da cadeia alimentar
anaerobia.

Na auséncia de aceptores de elétrons, tais como sulfato, nitrato e ferro, os
compostos orgénicos sdo transformados em produtos finais, ou seja, metano e didoxido
de carbono, através da interagdo de varios grupos de microrganismos. Entre esses, pode-
se destacar as fermentativas, acetogénicas produtoras de hidrogénio, homoacetogénicas,
metanogénicas hidrogenotroficas e acetoclasticas. Porém, a presenga de sulfato pode
modificar as rotas metabolicas do processo e, conseqiientemente, 0s grupos microbianos
envolvidos e suas interagdes (COLLERAN ef al., 1994, OUDE ELFERINK et al.,
1997). Os produtos finais da degradagéo anaerdbia de compostos organicos, na presenga
de sulfato, sdo metano, dioxido de carbono e sulfeto de hidrogénio.

As BRS podem competir com bactérias fermentativas por compostos organicos e
aminoacidos, com bactérias acetogénicas produtoras obrigatérias de hidrogénio (BAPH)
por propionato, butirato e etanol; com bactérias homoacetogénicas pelo hidrogénio; e
com arqueas metanogénicas pelo acetato e hidrogénio (COLLERAN ef al., 1994,
VAZOLLER, 1995). A Figura | apresenta as possiveis vias de degradagdo da matéria
orgdnica, na presenga do ion sulfato, e os correspondentes grupos de microrganismos
responsaveis em cada etapa.

Os fatores que influenciam a competigdo entre as BRS e metanogénicas sdo as
propiedades cinéticas dos organismos envolvidos, tais como: concentragiio de sulfato,
nutrientes disponiveis, concentragdo inicial minima do substrato, afinidade pelo
substrato, velocidade de consumo do substrato, velocidade de crescimento do
microrganismo, proximidade das células (crescimento plancténico ou aderido), além de
pH e temperatura (WIDDEL, 1988). Todos esses pardmetros foram extensivamente

estudados por OUDE ELFERINK ef al. (1994).
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POLIMEROS COMPLEXOS
(proteinas, polissacarideos, elc.)

MONOMEROS
(acidos graxos, aguicares, aminoacidos)

TR R3O
Es it EBERLY
,?’

PRODUTOS INTERMEDIARIOS DA
e FERMENTACAO

(propionato, butirato, etanol, etc.)

BAPH

Figura 1. Possiveis rotas anaerobias da degradagdo de compostos organicos na presenga
de sulfato. BF: bactérias fermentativas, BRS: bactérias redutoras do ion sulfato, BAPH:
bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio, BHA: bactérias homoacetogénicas ¢

AM: arqueas metanogénicas. Adaptado de VAZOLLER (1995).

A competigio entre as BRS e as AM foi estudada extensivamente. No entanto,
algumas davidas persistem. Por exemplo, teoricamente, os organismos metanogénicos
deveriam ser completamente eliminados de reatores anaerébios submetidos a

concentragdes elevadas de sulfato, uma vez que as BRS competem em condigdes
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termodindmicas e cinéticas mais favoraveis. No entanto, foi comprovado que a
metanogénese ocorre concomitantemente com a redugdo de sulfato em muitas situagoes
(OUDE ELFERINK et al., 1995).

De acordo com GUPTA ef al. (1994) e SPEECE (1996), apesar das vantagens
termodinamicas das BRS sobre as AM, a toxicidade relativa do sulfeto a esses grupos
permite que a metanogénese prossiga, e em alguns casos, exceda amplamente a redugéo
de sulfato. Do ponto de vista pratico, é importante determinar a sensibilidade da
biomassa pelo sulfeto. No tratamento anaerobio, as quantidades de sulfetos produzidas
dependem da temperatura e pH do meio, da composi¢io do substrato organico e da
relagio DQO/sulfato (CHERNICHARO, 1997). A 25°C e pH neutro, KOSTER ef al.
(1986) e KARHADKAR (1987), verificaram que a atividade metanogénica foi inibida em
50% por concentragdes de sulfeto de 250mgH,S/L e 100mgH,S/L. - 224mgH,S/L,
respectivamente. Nas mesmas condigdes, LETTINGA ef al. (1984) observaram que na
presenca de 150mg/L de H,S houve inibigio de 20% a 90%da atividade metanogénica.

Reatores anaerobios com elevada capacidade de retengdo de biomassa, como por
exemplo, reatores UASB e filtros anaerdbios podem tolerar niveis elevados de sulfetos
da ordem de 170mg H,S/L. Contudo, os sulfetos passam a ser bastante toxicos quando
presentes em concentragdes acima de 200mg H,S/L, mas podem ser tolerados a até esta
concentragio se a operagdo do sistema for continua e se alguma aclimata¢io for
propiciada a biomassa. Concentragdes de sulfetos entre 50 e 100mg/L. podem ser
toleradas com pequena ou nenhuma aclimatagdo do sistema (CHERNICHARO, 1997).

Considerando que o hidrogénio e o acetato sdo compostos intermediarios chave,
tanto para a sulfetogénese como para a metanogénese, qualquer consideragdo de
competi¢do entre as BRS e as arqueas metanogénicas deve ser enfocada primeiramente
quanto a cinética do consumo desses compostos (WIDDEL, 1988; McCARTNEY &
OLESZKIEWICZ, 1993; COLLERAN ef al., 1994, HANSEN ef al., 1999).

Segundo McCARTNEY & OLESZKIEWICZ (1991), em reservatorios de agua
doce e baixa concentragdo de sal, a conversdo do acetato ocorreu predominantemente
via metanogénese. Neste estudo, 50% da atividade metanogénica foi inibida por
concentragdes de sulfeto total entre 50 e 270mgH,S/L. Enquanto a sulfetogénese foi
afetada por 85mg H,S/L..

WIDDEL (1988) relatou que em ambientes hidrotermais ¢ em reatores

anaerdbios termofilicos (55°C) a competigio entre as BRS e as metanogénicas resultou
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em vantagens para as produtoras de metano. Porém, outros estudos relataram a
predominéncia da degradagdo do acetato via reducio de sulfato (VISSER ef al., 1993;
OUDE ELFERINK ef al., 1994).

VISSER et al. (1992) estudaram a competicdo entre bactérias redutoras do ion
sulfato e arqueas metanogénicas, em reator UASB tratando agua residuaria sintética, sob
condi¢des termofilicas (55°C). O reator foi inoculado com lodo granulado mesofilico e
alimentado com acetato (2g/L) e sulfato de sodio (4g/L). Inicialmente, o reator operou
em temperatura mesofilica de 30°C. Sob tais condigdes, os autores verificaram que quase
todo o acetato presente no sistema foi degradado principalmente pelas arqueas
metanogénicas e apenas 0 a 3% por BRS. Apds 3 semanas operando a 30°C, a
temperatura do reator foi elevada para 55°C e a degradagdo do acetato e produgido de
metano diminuiram drasticamente. Entretanto, apos 1 semana de operagdo, sob
condigdes termofilicas, a degradagdo do acetato e produgio de metano foram
restabelecidas, além da redugdo do sulfato. Gradualmente, tanto a degradag@o do acetato
quanto a remog¢do do sulfato foram melhorando. Porém, a produgdo de metano foi
diminuindo, cessando completamente no 45° dia de operacdo. A partir de entdo,
progressivamente a degradagio do acetato foi realizada pelas BRS. Os resultados
indicaram que a 55°C e para as condi¢Ges do sistema operacional, as BRS competiram
com metanogénicas acetoclasticas. Nos ensaios de atividade especifica com acetato, os
autores confirmaram o predominio de BRS.

GUPTA ef al. (1994) estudaram as interagdes entre BRS e arqueas
metanogénicas em reatores anaerobios em batelada mesofilicos (35°C), alimentados com
diferentes substratos orginicos, na presenga e auséncia de sulfato. Seis reatores foram
inoculados com cultura mista de BRS e arqueas metanogénicas, sendo trés alimentados
individualmente com acetato (2,51g/L), metanol (1,93g/L) e formiato (8,34g/L), sem
sulfato, e trés com os mesmos substratos organicos mais sulfato. Os autores verificaram
que, na auséncia de sulfato, os reatores foram exclusivamente metanogénicos com
predominio de filamentos, cocos e pequenos bacilos retos, respectivamente. Contudo, na
presenga de sulfato, 95% de acetato foi utilizado por vibrios redutores de sulfato. No
reator alimentado com metanol ndo houve redugio de sulfato e 87% da matéria orgénica
foi convertida via metanogénese por pequenos bacilos retos. Segundo os autores, em

cultura mista, as acetogénicas converteram metanol a acetato ou hidrogénio ¢ diéxido de
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carbono. Contudo, no reator alimentado com formiato houve competi¢do entre BRS e
metanogénicas com 62% e 24% do substrato utilizado via redugdo de sulfato e
metanogénese, respectivamente. Neste reator as morfologias predominantes foram
vibrios redutores de sulfato e bacilos retos metanogénicos. Os autores concluiram que o
consumo dos substratos orginicos foi diretamente relacionado com os pardmetros
cinéticos.

OUDE ELFERINK ef al. (1994) verificaram que Desulfobacter posigatei
predominou em amostras de sedimentos marinhos devido a maior afinidade pelo acetato
em relagdo a Merthanosarcina barkeri, com valores de K, iguais a 0,2 e 3,0mM,
respectivamente. Contudo, altas concentragdes de acetato ou valores baixos de pH
favorecem o predominio de Methanosarcina sp. em biorreatores. Geralmente,
Methanosaeta sp. sdo as acetoclasticas mais importantes em reatores de alta taxa,
apresentam maior afinidade pelo acetato que Methanosarcina sp., com valor de K; igual
a 0,4mM. As BRS acetoclasticas de ambiente de agua doce como Desulfoarculus
baarsii, Desulfobacterium cathecolicum e Desulfococcus biacutus crescem pouco em
acetato. Apenas Desulfobacterium linhagem AcKo e Desulfotomaculum acetoxidans
crescem bem com acetato sob condi¢es mesofilicas.

OUDE ELFERINK et al. (1997) estudaram as interagdes competitivas e
sintroficas entre BRS e arqueas metanogénicas presentes em lodo granulado de
biodigestor anaerdbio de fluxo ascendente (UASB) com 2500m’, tratando &gua
residuaria de industria de papel. O reator foi alimentado com acetato, propionato,
butirato e formiato, com relagio DQO/sulfato de 9,5. Técnicas de hibridagéo in situ
(FISH) e niimero mais provavel (NMP) determinaram os grupos microbianos presentes
no lodo. Os resultados mostraram que o acetato foi degradado principalmente por
Methanosaeta sp., e o propionato pelas redutoras de sulfato. A BRS Desulfobulbus sp.
utilizou e competiu com a Synfrophobacter sp. pelo propionato. Observaram também,
que o hidrogénio e o formiato foram, provavelmente, utilizados por organismos da
Ordem Methanobacteriales. Neste estudo, as BRS utilizadoras hidrogénio, formiato e
butirato nfio foram caracterizada com a sonda RNAr 16S, o mesmo acontecendo para as
degradadoras sintroficas de butirato.

Como mencionado anteriormente, outro fator importante na competigdo pelo
acetato ¢ a utiliza¢do de outros compostos como substrato. Por exemplo, Methanosaeta

sp. cresce apenas com acetato, enquanto Methanosarcina sp. utiliza outros substratos
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como hidrogénio, metanol e metilaminas na presen¢a de acetato (BLAUT, 1994). A
acetoclastica Desulfobacter sp. cresce apenas com hidrogénio, acetato e etanol, contudo
a espécie Desulfofomaculum acetoxidans utiliza ampla gama de substratos como

formiato, acetato, butirato, isobutirato, butanol e etanol.

3.4, IMOBILIZACAO DA BIOMASSA

A maioria dos métodos de andlise de tratamento de aguas residuarias foi
desenvolvida e testada a partir de culturas de células plancténicas. Sua aplicagio para a
andlise em biofilmes requer ajustes e adapta¢des. E importante lembrar que a biomassa
imobilizada ¢ menos afetada, que culturas de células plancténicas, por variagdes
ambientais como temperatura, pH, concentragdo de nutrientes, produtos metabolicos e
substancias toxicas (LAZAROVA & MANEM, 1995; WATNICK & KOLTER, 2000).

A imobilizagdo ¢ um fendmeno que ocorre em ambientes naturais ou atificiais,
como reatores. No tratamento de aguas residuarias, torna-se importante e necessario o
desenvolvimento e a agregagio de microrganimos formando quantidade adequada de
biomassa, para a aplicagdo da carga a ser tratada no reator. A imobilizagdo da biomassa,
em reatores bioldgicos, pode ser realizada na superficie de suportes inertes como
espumas de poliuretano, areia e plastico (KATO ef al., 1999).

ZATAT (1996) afirmou que o uso de reatores anaerobios contendo biomassa
imobilizada representou grande avango no desenvolvimento de processos anaerdbios de
tratamento de aguas residuarias. Segundo o autor, a utilizagdo de suportes inertes para a
imobilizagido da biomassa resultou em sistemas mais estaveis e controlados. Para tanto,
os suportes devem ser resistentes a degradagdo bioldgica e forgas mecdnicas; os métodos
de imobilizagdo devem ser simples, para viabilizar a operagdo em escala industrial, e o
custo do material suporte deve ser levado em consideragfio na sua escolha. ZAIAT ef al.
(1996) concluiram que matrizes de poliuretano foram completamente adequadas para
imobilizagdo de biomassa anaerdbia, ou seja, apresentaram perda de biomassa por arraste
da ordem de 9% para velocidades superficiais superiores a 1,5cm.s™. VARESCHE et al.
(1997) confirmaram que as matrizes de poliuretano foram excelentes suportes de
imobiliza¢io e além de oferecerem condigdes de retengdo e crescimento da biomassa

anaerobia, favorecam fluxos de substrato e produtos metabolicos.
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FYNN & WHITMORE (1984), realizando estudos em reatores do tipo mistura
alimentados apenas com formiato de sédio, como unica fonte de carbono, observaram
imobilizagio da biomassa metanogénica em espumas de poliuretano. Os autores
verificaram maior colonizagio em espumas de 60 poros/polegada linear que naquelas
com 20, 30 e 45, ou seja, a colonizagdo do suporte aumentou com a diminuigdo de
tamanho dos poros.

GIZEN et al. (1988) estudaram a degradacdo anaerébia de lodo em agua
residuaria de papel 4raft, em reatores anaerdbios de duas fases, inoculado com riimen,
contendo matrizes de poliuretano como suporte de imobilizagdo. Os autores verificaram
a presenga de bioparticulas, formadas por organismos metanogénicos, nas cavidades das
espumas de poliuretano. Aparentemente, os microrganismos estavam associados
fisicamente ao material suporte e as bioparticulas foram constituidas principalmente por
Methanosaeta sp. e pequena porcentagem de Methanosarcina sp.

HUYSMAN ef al. (1993) testaram a capacidade de diferentes materiais na
imobilizagdo de biomassa metanogénica, tais como zedlita, pérolas de vidro, carvio
ativado, esponja natural e espumas de poliuretano com e sem reticulos, em reator de
fluxo ascendente (1.0L) com substrato sintético (DQO afluente 5000mg/L). Segundo os
autores, as espumas de poliuretano reticuladas apresentaram melhores resultados, sendo
colonizadas rapida e densamente, por arqueas metanogénicas, em torno de 8 dias.
Através da microscopia eletronica de varredura, os autores verificaram que a biomassa
apresentava-se na forma de bioparticulas e estavam mecanicamente retidas no interior
dos poros das espumas. Com base nestes dados, os autores concluiram que a velocidade
de colonizagdo das espumas foi fortemente influenciada pelo tamanho dos poros, grau de
porosidade e tamanho dos suportes.

PEREZ et al. (1997) estudaram materiais suporte, como argilas minerais,
espumas de poliuretano e PVC, para imobilizagdo de organismos metanogénicos e
bactérias redutoras de sulfato. Segundo os autores, as espumas de poliuretano foram
preferencialmente colonizadas pela biomassa anaerdbia. As BRS ndo foram encontradas
em argila sepiolite, provavelmente, pela adsor¢io de alguns componentes necessarios
para o crescimento dessas bactérias no material suporte.

CADAVID (1997), em experimentos realizados em reator anaerdbio horizontal
de leito fixo, confirmou a vantagem da utilizagdo de espumas de poliuretano como

suporte de imobilizagdo para organismos anaercbios. Baixas concentrag@es de solidos
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suspensos volateis no efluente, menores que 70 mg/L, confirmaram boa adesdo da
biomassa anaerdbia nesse suporte. Esse aspecto evitou severo arraste da biomassa
durante a operagdo do reator.

VARESCHE ef al. (1997) estudaram a colonizagdo microbiana em reatores
anaerébios de leito fixo, sob condigdes mesofilicas (30°C). Os reatores foram
preenchidos com espumas de poliuretano como suporte de imobilizagdo para biomassa
anaerdbia, alimentados com substrato sintético, sendo glicose a principal fonte de
carbono. A partir de exames de microscopia eletronica de varredura (MEV), os autores
observaram trés diferentes tipos de colonizagio microbiana: microgranulos
mecanicamente retidos em poros, microgranulos aderidos em espuma de poliuretano e
células dispersas aderidas as particulas. Através de MEV e microscopia Optica de
fluorescéncia, os autores constataram a composi¢io microbiana do lodo imobilizado,
constituido por diferentes tipos morfologicos como bacilos, cocos, filamentos, € a
importancia ecoldgica dos mesmos dentro das matrizes.

ALVES ef al. (1999) afirmaram que o uso de suportes porosos na imobilizagdo
de biomassa em sistemas anaerdbios reduz o tempo de partida, permitindo a aplicagfio de
altas taxas de carga organica e favorecendo crescimento do biofilme. De acordo com os
autores, o fendmeno de aderéncia dependeu das propriedades fisico-quimicas da
superficie do suporte como porosidade, area superficial, rugosidade e distribuigio do
tamanho dos poros, ou seja, essas determinaram a capacidade de retengdo celular.
Portanto, os autores salientaram que o tipo de suporte pode influenciar a atividade
metanogénica devido a possiveis interagoes quimicas entre o material, o meio liquido e
os microrganismos envolvidos.

SILVA (1999) em experimentos realizados em reator anaerobio horizontal de
leito fixo (RAHLF), utilizou espumas de poliuretano como material suporte para
aderéncia e crescimento de BRS. Para tanto, as espumas foram mantidas por 2 horas em
recipiente contendo indculo e, em seguida, colocadas no reator. Os resultados mostraram
que o suporte foi rapidamente colonizado proporcionando retengdo da biomassa
anaerobia nas matrizes de poliuretano.

TOMMASO (1999) estudou a estrutura, caracterizagio e cinética de lodo
anerobio, imobilizado em espumas de poliuretano, tratando substrato sintético contendo
gelatina como unica fonte de carbono. Através das técnicas de microscopia Optica e

eletrénica de varredura, o autor verificou as caracteristicas da biomassa e acompanhou a
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evolugio e dindmica de formagiio do biofilme, respectivamente. No inicio da
colonizagdo, foi verificada a presenga de pequenos bacilos e bacilos curvos semelhantes a
Clostridium sp. e Desulfovibrio sp., respectivamente, cocos semelhantes a
Staphylococcus sp. e Streptococus sp. Na fase final do processo, vigésimo segundo dia,
foi verificado predominio de arqueas metanogénicas fluorescentes.

RIBEIRO (2001) estudou a influéncia de varios substratos na dindmica de
formagdo de biofilme em matrizes de poliuretano, em reatores diferenciais de leito fixo,
sob condigdes mesofilicas (25°C). O autor verificou que a colonizagdo das matrizes de
poliuretano foi similar, durante operagdio do reator, com os substratos glicose, amido,
extrato de carne e esgoto sintético. O valor médio da velocidade de colonizagio, levando
em conta todos os casos estudados, foi de 0,056 + 0,004g STV/g espuma. Através de
MEV e microscopia dptica comum verificou-se que a fase inicial de colonizagio, do
material suporte, se deu preferencialmente pela aderéncia de bacilos, ou seja, esses
organismos foram pioneiros na formagfo do biofilme.

TELH (2001) avaliou o uso de reator anaerdbio horizontal de leito fixo durante
tratamento de vinhaga sob condi¢des termofilicas (55°C). Os valores de DQOjjica €
tempo de residéncia hidraulica (TRH) foram de 2000mg/L e 26h, respectivamente. Neste
estudo, o reator preenchido com matrizes de poliuretano, apresentou resultados
satisfatorios de 70% e 63% de remogdio de DQO e produgdo de metano,
respectivamente. Exames de microscopia Optica comum e varredura revelaram a
presenca de cocos, pequenos bacilos retos, bacilos longos e células semelhantes a
Methanosaeta sp. Pelos resultados obtidos, o autor constatou a viabilidade do

tratamento de vinhaga em reator horizontal de leito fixo, sob condigdes termofilicas.
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3.5. HIBRIDAGAO FLUORESCENTE IN $17U (FISH)

Avangos na utilizagdo de técnicas moleculares estdo abrindo novas fronteiras para a
caracterizagdo e quantificagdo da comunidade microbiana em biofilmes e lodos
granulados (AMMAN ef al., 1995; RASKIN ef al., 1996; OUDE ELFERINK ef al.,
1998).

A hibridagfo fluorescente in sifu (FISH) permite identificar e quantificar os
grupos microbianos presentes nos ecossistemas naturais, biofilmes e lodos granulados,
tais como BRS e arqueas metanogénicas (HARMSEN ef al, 1996a; OKABE &
WATANABE, 1997; SANTEGOEDS et al., 1998; SEKIGUCHI ef al., 1999). Além
disso, possibilita verificar a localizagdo e organizagdo espacial das células em seu habitat
natural, sem necessidade de cultivo prévio. Porém, a distribuigdo populacional,
determinada pelo FISH, ndo corresponde necessariamente & distribuigdo da atividade
microbiana, uma vez que essas populagdes podem apresentér baixa atividade metabdlica
(SANTEGOEDS ef al., 1999).

A intensidade do sinal fluorescente esta diretamente relacionada a atividade
metabdlica celular, ou seja, depende da quantidade de RNAr e consequentemente do
contetido ribossomal da célula (AMMAN ef al., 1995). Para diminuir problemas como
baixo conteido de RNAr ou reduzida disponibilidade do alvo, recomenda-se utilizar
dupla hibridagdo numa mesma amostra. Ou seja, usar duas sondas marcadas com mesmo
fluorocromo, reconhecendo diferentes regides do RNAr 16S, aumentando assim a
intensidade do sinal fluorescente (RASKIN ef al., 1994a).

Basicamente, a técnica de FISH utiliza sondas de oligonucleotideos fluorescentes,
para marcar regioes especificas de RNAr. As sondas fluorescentes hibridizam seqiiéncias
complementares do acido nucléico, permitindo localizar a regido desejada. As células
hibridadas apresentam sinal fluorescente, sendo facilmente visualizadas por microscopia
optica de fluorescéncia (AMMAN ef al., 1995).

Segundo STAHL & AMMAN (1991) a técnica de FISH envolve quatro etapas:
fixagdo, hibridagfio, lavagem e detecgdo (Figura 2). Os autores ressaltam a importéncia
das duas primeiras etapas. A etapa de fixagdo mantém a integridade celular,
especialmente a quantidade ribossomal, uma vez que as células serfio sujeitas a altas
telhperaturas e concentragdes de formamida durante o processo de hibridagdo. Além de

aumentar a permeabilidade da membrana celular facilitando a entrada da sonda no
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interior da célula. A etapa de hibridagdo corresponde a ligagdo especifica da sonda a
seqliéncia alvo do RNAr. Para tanto, é preciso seguir corretamente o protocolo de
hibridagdo. A temperatura exigida para cada sonda, corresponde aquela de dissociagio,
na qual a estrutura secundaria da molécula de RNAr é desfeita. A dissociagio é
necessaria para que o oligonucleotideo fluorescente se ligue as bases complementares da
cadeia simples de RNAr. Porém, a molécula de RNAr pode desnaturar-se, caso a

temperatura de dissociacdo seja ultrapassada.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

D SONDA SONDA MARCADA

DETECGAO

CELULAS FIXADAS

HIBRIDAGAO RIBOSSOMOS

SONDAS -
[0
FLUORESCENTES

Figura 2. Desenho esquematico da técnica de hibridagdo in sifu com sondas

fluorescentes. Adaptado de ABE (1998).

AMMAN et al. (1992) através de analises moleculares e FISH, estudaram a
estrutura da populagdo sulfetogénica em biofilmes formados em reatores anaerobios de
leito fixo, sob condigdes mesofilicas. Neste estudo, as sondas utilizadas para caracterizar
os organismos pertencentes ao Dominio Bacferia e o grupo geral das BRS foram
EUB338 ¢ SRB385, respectivamente. No biofilme, os autores verificaram a distribui¢io
uniforme de células semelhantes a Desulforomonas sp. e a presenga de aglomerados

celulares formados por Desulfovibrio vulgaris. Segundo os autores, a estrutura do
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biofilme refletiu a influéncia de fatores como limitagio nutricional de substrato e
organizagdo espacial das células, ou seja, mobilidade diferencial de cada membro dentro
da matriz. Os autores observaram através de exames microscOpicos um terceiro tipo
morfologico, provavelmente uma BRS Gram-positiva, e esta ndo hibridou com as sondas
mencionadas anteriormente.

RASKIN ef al. (1994a), quantificaram grupos de arqueas metanogénicas, em
biorreatores anaerdbios, através de hibridagfo fluorescente in situ. Dois reatores, em
escala de bancada foram inoculados com esterco bovino e suino e alimentados com agua
residuaria doméstica. Um reator operou sob condi¢des mesofilicas (40°C) ¢ outro foi
mantido em temperatura termofilica (60°C), com tempo de retengdo celular de 20 dias.
Os autores verificaram, em ambos os reatores, o predominio de arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas pertencentes a Ordem Methanobacteriales (MB310). Organismos
pertencentes a Ordem Merthanococcales (MC1109) e ao género Methanogeniunt sp.
foram observados com pouca freqiiéncia. Embora operando com alto tempo de retengéo,
a concentracdo relativa de Methanosarcina sp. (MS821) e Methanosaeta sp. (MX825)
foi baixa em ambos os reatores, principalmente no termofilico. A porcentagem total da
populagido metanogénica, representada pela porcentagem de organismos detectados com
a sonda ARC915, foi de 13% e 11%, para os reatores termofilico e mesofilico,
respectivamente. Este resultado foi confirmado pela produgdo de metano de 37,4% e
33,6%, respectivamente. Porém, os autores verificaram que as porcentagens obtidas
foram menores que os valores relatados na literatura sobre digestdo anaerobia de
residuos solidos (53% a 73%). Resultados preliminares sugeriram significante presenga
de BRS em ambos os reatores. Embora ndo tenham determinado a concentragio de
sulfato e produgdo de sulfeto, os autores afirmaram que baixos valores na concentragdo
relativa de metanogénicas e produgiio de metano no biogés indicaram a presenca de
sulfato em 4gua residuaria doméstica. Os autores concluiram que o consorcio
metanogénico pdde ser estudado de forma intacta, através do FISH, permitindo
identificagdo e caracterizagdo dos microrganismos.

RASKIN ef al. (1996) estudaram a competi¢io e coexisténcia entre populagdes
de BRS e metanogénicas em reatores anaerdbios de leito fixo, sob condigdes mesofilicas
(25°C). Pérolas de vidro de 3mm de didmetro foram utilizadas como suporte de

imobilizagdo. Os experimentos foram realizados em dois reatores sulfetogénicos (SA e
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SB) alimentados com a mesma concentragio de glicose e sulfato (30mg/L) e em outros
dois reatores metanogénicos (MA e MB) alimentados apenas com glicose (30mM). Os
reatores MA e SA foram utilizados como controle. Apds 17 e 11 meses de operagio
continua dos reatores MA e SA (controles) ¢ MB e SB, respectivamente, verificou-se
que ambos os reatores metanogénicos apresentaram concentragdes relativas de 25% de
células metanogénicas pertencentes a Ordem Methanobacteriales e 15% de BRS com
predominio de organismos semelhantes a Desulfovibrio sp. Os autores verificaram que
estes ultimos ndo dependeram da presenga de sulfato, sugerindo que estes organismos
atuaram como acetogénicos e/ou fermentadores. Apos adicionar sulfato no reator MB, a
produgio de metano diminuiu assim como a concentragio relativa de metanogénicas, de
25% para 8%, mostrando que as BRS foram competidoras eficazes pelo substrato
comum em relagio as primeiras. Provavelmente as caracteristicas cinéticas e
termodindmicas das BRS tenham favorecido esse comportamento, na presenca de
sulfato. No reator sulfetogénico SB, retirando-se a fonte de enxofre, ndo foram
verificadas alteragdes imediatas. Contudo, as arqueas metanogénicas mantiveram seu
contetido ribossomal por longo periodo de tempo, independente dos caminhos
metabolicos primdrios inativos. Depois de alguns meses de operagio sob condigdes
sulfetogénicas, os organismos metanogénicos atingiram novo estado de equilibrio
apresentando uma concentra¢do de aproximadamente 8%. Os autores relataram que
métodos baseados na analise do RNAr, como o FISH, podem beneficiar o
monitoramento de popula¢des microbianas em sistemas de tratamento de residuos.
HARMSEN ef al. (1996a), utilizaram FISH para estudar a composi¢do e
distribui¢do espacial de bactérias sintroficas oxidadoras de propionato em lodo granulado
anaerobio, proveniente de dois reatores UASB. Um reator foi alimentado com sacarose
(8mM) e outro com mistura de acetato (19mM), propionato (16mM) e butirato (13mM),
com demanda quimica de oxigénio de 5 e 10kg/m’/dia, respectivamente. Ambos os
reatores apresentaram eficiéncia de remocgéo de aproximadamente 90%. Para a realizagdo
do FISH, os granulos foram cortados e finas camadas foram hibridadas com sondas
especificas para os Dominios Archaea (ARC915) e Bacteria (EUB338), para grupos
metanogénicos e sondas MPOB e KoPropl, que detectam linhagens de bactérias
sintréficas oxidadoras de propionato. Os autores verificaram que os granulos, do reator
alimentado com sacarose, apresentaram camada externa constituida de microcoldnias

oxidadoras de propionato semelhantes a linhagem MPOB e bacilos pertencentes ao
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Dominio Bacteria. Interiormente, os granulos foram formados por camada de
microcolnias de arqueas metanogénicas sobrepostas com agregados da linhagem
MPOB. Essa constatagdo indicou crescimento sintrofico entre arqueas metanogénicas
utilizadoras de hidrogénio ou formiato com linhagem MPOB. Os granulos, do reator
alimentados com a mistura de acidos volateis, foram constituidos externamente por
bactérias e arqueas metanogénicas semelhantes a Methanosaeta sp. Mais internamente,
foi observada camada constituida por arqueas metanogénicas e microcolénias da
linhagem MPOB. Os resultados revelaram auséncia de bactérias degradadoras de
propionato, linhagem KoPropl, nos granulos provenientes dos dois reatores. Além de
indicar que o centro de ambos os granulos apresentava cavidades, materiais inorganicos
€ microcoldnias de arqueas metanogénicas.

No mesmo ano, HARMSEN ef al. (1996b) estudaram efeitos do sulfato na
dindmica populacional de bactérias sintroficas oxidadoras de propionato em lodo
granulado anaerdbio, sob condigdes metanogénicas e sulfetogénicas. Ambos os reatores
UASB metanogénico e sulfetogénico, contendo meio mineral, foram alimentados com
propionato (20Mm) e propionato (20mM) mais sulfato (15Mm), respectivamente. Os
reatores operaram durante 12 semanas com tempo de retengdo celular de 6 horas.
Através de hibridagio in sifu foram verificadas diferengas significantes na composigio
dos granulos, sendo observado o predominio da bactéria sintréfica degradadora de
propionato denominada SYN7 e Desulfobulbus sp. nos reatores metanogénicos e
sulfetogénicos, respectivamente. Pelos resultados obtidos, os autores concluiram que,
neste caso, Desulfobulbus sp. ndo degradou o propionato sintroficamente. No entanto, a
linhagem SYN7 foi capaz de oxidar propionato via redugiio de sulfato e nio competiu
com Desulfobulbus sp., na presenga de sulfato.

OUDE ELFERINK ef al. (1997) estudaram as interagdes competitivas e
sintroficas entre BRS e arqueas metanogénicas presentes em lodo granulado de
biodigestor anaerébio de fluxo ascendente (UASB) com 2500m’, tratando agua
residuaria de industria de papel. O reator foi alimentado com acetato, propionato,
butirato e formiato, com relagio DQO/sulfato de 9,5. Através das técnicas de hibridagio
in situ (FISH) e nimero mais provavel (NMP), os autores determinaram grupos
microbianos presentes no lodo. Verificaram ainda, que o acetato foi degradado
principalmente por Methanosaeta sp., enquanto o propionato pelas redutoras de sulfato.

A BRS Desulfobulbus sp. utilizou e competiu, com Synfrophobacter sp., pelo
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propionato. Observaram também que, provavelmente, o hidrogénio e o formiato foram
utilizados por organismos da Ordem Methanobacteriales, via metanogénese. A
utilizagdo de hidrogénio, formiato e butirato pelas redutoras de sulfato ndo foi
caracterizada com a sonda RNAr 16S, o mesmo acontecendo com as degradadoras
sintroficas de butirato.

MANZ et al. (1998) obtiveram informagdes sobre a abundancia ¢ a organizagdo
espacial de bactérias redutoras de sulfato em lodos ativados. Os autores utilizaram
sondas especificas para as Familias Desulfobacteriaceae (DSR651, DSB985, DSS658,
DSB0224, DSMA488) e Desulfovibrionaceae (DSV407, DSV698, DSVI1292,
DSD131), combinadas com microscopia de fluorescéncia e microscopia confocal a laser.
Os resultados indicaram que, durante o processo de tratamento, membros das duas
familias estiveram presentes em zonas anaerobias, andxicas e aerobias. A porcentagem
de BRS, no inicio do processo de tratamento de lodos ativados, foi de 6,7% indicando
viabilidade desses organismos em condi¢des nfio estritamente anaerébias. Células da
Familia Desulfovibrionaceae representaram 4,0%, 5,2% e 2,8%, do total de células
bacterianas, durante as etapas anaerdbias, anoxica e aerobia, respectivamente. Contudo,
apOs retornarem e permanecerem em compartimento anaerobio, por aproximadamente
12 horas, a porcentagem aumentou novamente para 4,3%. Ao contrario da Familia
Desufovibrionaceae, organismos pertencentes a familia Desulfobacteriaceae cresceram
apenas em anaerobiose e condi¢Bes andxicas atingindo 2,4% e 4,3% do total de células,
respectivamente. Sondas especificas revelaram distribuigio homogénea de organismos,
da Familia Desufovibrionaceae, no interior dos flocos e arranjos em microcolonias dos
membros da Familia Desulfobacteriaceae.

SANTEGOEDS et al. (1998), quantificaram e determinaram a distribui¢io
espacial de bactérias redutoras do ion sulfato em biofilmes de lodos ativados, sob
condi¢des mesofilicas (20°C), através de FISH. Com duas e onze semanas foram
realizadas amostragens do biofilme. Finas se¢des do biofilme foram hibridadas com a
sonda para o grupo geral de BRS (SRB385) ¢ revelaram o predominio de vibrios e
bacilos retos gordos semelhantes a Desulfovibrio sp. e Desulfobulbus sp.,
respectivamente. Os resultados revelaram que as amostras das duas primeiras semanas
apresentaram concentragoes de 6,4x10” BRS/mL e 1,14x10° BRS/mL, respectivamente
na superficie e interior do biofilme. Para amostras com onze semanas os valores foram

de 2,0x10° BRS/mL e 3,6x10° BRS/mL. A hibridagiio in sifu com sondas especificas
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para bactérias nitrificantes revelaram a presenga de bactérias oxidadoras de amonia
(3,0x107 a 9,0x107 células/mL), bactérias oxidadoras de nitrato (0,6x10° a 1,0x10°
células/mL) e Nitrospira sp. (5,0x10” a 1,0x10° células/mL). Os autores verificaram que
o biofilme apresentou estrutura heterogénea durante o processo de formagao,
aumentando a superficie de troca e tornando mais eficiente o transporte de substratos e
produtos.

SEKIGUCHI et al. (1999) elucidaram a distribui¢do espacial de microrganismos
no interior de granulos mesofilicos (35°C) e termofilicos (55°C), provenientes de
reatores anaerobios de fluxo ascendente e manta de lodo, alimentados com sacarose,
acetato e propionato. A organizagdo espacial dos organismos foi visualizada em finos
cortes, dos granulos estudados, hibridados com sondas de oligonucleotideos
fluorescentes. Os resultados da hibridagdo com sondas especificas para os Dominios
Archaea (ARC915) e Bacteria (EUB338) mostraram que ambos os granulos, mesofilico
e termofilico, foram formados por camadas. A camada externa e a interna eram formadas
principalmente por bactérias e arqueas, respectivamente. Células semelhantes a
Methanoseaeta sp., Methanobacterium sp., Methanospirillum sp. e Methanosarcina sp.
foram encontradas no interior dos granulos, sendo esta ultima predominante nas duas
condi¢des de temperatura. Através desse estudo, os autores confirmaram o modelo de
distribuigo em camadas dos microrganismos anaerdbios em lodos granulados, postulado
inicialmente por GUIOT et al. (1991).

ARAUJO (2001) através de hibridagio in situ com sondas fluorescentes € exames
microscopicos, verificou a dindmica ¢ composigdo microbiana de biofilmes anaerdbios
formados sobre suportes de diferentes hidrofobicidades acondicionados em sistema
“Modified Robbins Device” (MRD). O sistema, mantido a 30°C, foi alimentado com
meio mineral acrescido de fontes de carbono como acetato de sodio (30mM), formiato
de sodio (10mM) e metanol (10mM). O autor realizou experimentos com culturas puras
de Methanospirillum hungatei, Methanosaeta concilii, Methanobacterium formicucum,
Methanosarcina barkeri e células anaerobias oriundas de lodo granulado mesofilico. As
sondas utilizadas no trabalho foram especificas para os Dominios Archaea (ARC915),
Bacteria (EUB338) e para arqueas metanogénicas (MB1174, MB310, MSMX860,
MGI1200 E MC1109). Em relagdo aos principais géneros microbianos presentes nos
biofilmes formados sobre os suportes hidrofilico (vidro) e hidrofébico (polipropileno) o

autor verificou, em experimentos com culturas puras, que as arqueas metanogénicas
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Methanospirillum hungatei, Methanosaeta concilii, Methanobacterium formicicun
colonizaram inicialmente ambos os suportes. Nos experimentos com lodo granulado, as
arqueas metanogénicas hidrogenotroficas semelhantes a Methanobacterium sp. e
Methanobrevibacter sp. também participaram do processo de formagdo inicial do
biofilme, representando aproximadamente 44,0 % a 90% do total de células presentes no
biofilme. Outra metanogénica hidrogenotrofica semelhante a Methanospirillum sp., foi
detectada com sonda especifica para a Ordem Methanomicrobiales (MG1200),
representando 0,1% a 2,0% do total de células do biofilme. Contudo, os organismos
pertencentes a Familia Methanosarcinaceae nao foram detectados e a hibridagdo, com a
sonda MSMS860, foi negativa. Células bacterianas hibridadas com sonda EUB338
representaram de 3,0% a 18% do total de células do biofilme, com predominio de BRS e
c€lulas semelhantes a Clostridium sp., que também foram importantes no processo de
colonizagfo inicial do biofilme. Em relagdo ao nimero de células aderidas por milimetro
quadrado de cupom e velocidade de colonizagdo, o autor nao verificou diferengas
significativas entre as superficies de vidro e do polipropileno, sugerindo que a
hidrofobicidade do material suporte ndo influenciou no desenvolvimento e na
composigdo microbiana dos biofilmes anaerébios. Com relagio a importancia dos grupos
metabdlicos na formagfio inicial do biofilme, verificou-se que ambos os grupos
acetogénicos, possivelmente bactérias sintroficas degradadoras de propionato e butirato
hibridadas com EUB338, e metanogénicas hidrogenotroficas foram importantes no

processo de colonizagdo dos suportes.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. ORGANOGRAMA EXPERIMENTAL

Para a realizagio de todos os experimentos, foi utilizado como inéculo, lodo
granulado anaerobio termofilico proveniente do biodigestor de fluxo ascendente e manta
de lodo (UASB) utilizado no tratamento de vinhaga da Usina Sdo Martinho, Grupo
Monte Sereno, Pradopolis — SP.

As atividades experimentais realizadas nesse trabalho estdo descritas
cronologicamente na Figura 3. O inéculo, obtido do reator UASB, foi enriquecido com
varios substratos orgénicos e fonte de enxofre para estimular o crescimento microbiano.
Seguiram-se ensaios de cultivo em condigdes fisiologicas especificas com acetato de
sadio, lactato de sodio e propionato de sodio, individualmente, na presenca de sulfato de
sodio para avaliar as condigdes de crescimento dos organismos metanogénicos e
redutores do ion sulfato. Finalmente, foram realizados ensaios nas mesmas condigdes
anteriormente descritas, em reatores em batelada e reatores diferenciais de leito fixo.

Os ensaios em reatores em batelada e em reatores diferenciais de leito fixo foram
realizados para estudar o comportamento da comunidade microbiana em crescimento
plancténico e como biofilmes anaerdbios termofilicos, respectivamente, em relagio aos
substratos orgénicos anteriormente mencionados, na presenca de sulfato. Os valores das
concentragdes de acido acético, éacido lactico, acido propidnico e sulfato foram
determinados por cromatografia. No entanto, ¢ importante ressaltar que os reatores
foram alimentados com solugdes de acetato de sddio, lactato de sodio, propionato de

sodio e sulfato de sodio.
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Nos reatores em batelada e diferenciais de leito fixo, foram estudados os
substratos orgénicos, acetato de sodio, lactato de sodio e propionato de sodio em
concentragdes de aproximadamente 2103,8mg/l,, 15694mg/l. e 1109,0mg/L,
respectivamente. O sulfato de sodio foi utilizado como fonte de enxofre em
concentragio de aproximadamente 1125,0mg/L.

Os reatores em batelada operaram durante 675h, 55h e 148h com os substratos
orgénicos acetato de sodio, lactato de sodio, propionato de sddio, na presenga de sulfato,
respectivamente. O comportamento da comunidade microbiana em crescimento
planctdnico, ao longo do tempo, foi observado através de exames de microscopia optica
de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia, além do acompanhamento temporal do
decaimento das concentragdes de sulfato, sulfeto total dissolvido, acidos organicos
volateis ¢ da determinacgdo de solidos suspensos volateis. A porcentagem de metano foi
determinada em fungdo do tempo através de cromatografia gasosa. Foi realizada
também a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) para quantificar e caracterizar
fisiologicamente os organismos anaerobios e metanogénicos.

Os reatores diferenciais de leito fixo, com sistema de alimenta¢do continua,
operaram durante 166h, 43h e 151,5h, com os substratos organicos acetato de sodio,
lactato de sodio e propionato de sodio, na presenga de sulfato, respectivamente. O
acompanhamento da dindmica de formagdio e desenvolvimento do biofilme pelos
organismos anaerébios metanogénicos e redutores do ion sulfato, em matrizes de
poliuretano, foi realizado através de exames de microscopia optica de luz comum,
contraste de fase, fluorescéncia e microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram
feitas medidas de pH no frasco de alimentagio do sistema, juntamente com o
acompanhamento temporal do decaimento das concentragdes de sulfato, acidos
orginicos volateis e demanda quimica de oxigénio (DQO).

A técnica molecular de hibridagdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada em
amostras de células planctdnicas e células presentes no biofilme dos reatores em
batelada e reatores diferenciais, respectivamente, para descrever a composigio
microbiana termofilica, notadamente os organismos anaerobios, metanogénicos €
redutores do ion sulfato, durante a operagdo dos mesmos.

E importante salientar que todos os ensaios e analises realizados neste trabalho

foram feitos em duplicata.
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s Usina Sdo Martinho;

INOCULO l

ENRIQUECIMENTO
SOB CONDICOES
TERMOFILICAS

CULTIVO EM
CONDICOES
FISIOLOGICAS
ESPECIFICAS

ENSAIOS EM
REATORES EM
BATELADA E
DIFERENCIAIS

técnica de hibridagfio in situ (FISH).

= Jodo granulado termofilico;

= armazenamento sob refrigeragio.
REATORES EM BATELADA - duplicata

meio basal Zinder suplementado com solugdes de substratos orgénicos e

sulfato de sédio; ;

quantificagfio diaria da produgio de metano;

microscopia 6ptica de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia;

REATORES EM BATELADA - duplicata
acetato de sodio (2805,0mg/L) e solugio de vitaminas (DUBOURGUIER,
1987); _ :
acetato de sodio (2805,0mg/L), sulfato de sédio (112,0mg/L) ¢ solugio de
vitaminas (DUBOURGUIER, 1987); =
acetato de sodio (2805,0mg/L), sulfato de sodio (1125,0mg/L) e solugfo
de vitaminas para BRS (WIDDEL & PFENNIG, 1984);
lactato de sodio (1569,4mg/L), sulfato de sodio (1125,0mg/L) e solugiio
de vitaminas (DUBOURGUIER, 1987);
propionato de sddio (1920,0mg/L), sulfato de sédio (1125,0mg/L), 10%
de in6culo e solugdo de vitaminas (DUBOURGUIER, 1987);
propionato de sddio (960,0mg/L), sulfato de sddio (1125,0mg/L), 20%
indculo ¢ solugdio de vitaminas (DUBOURGUIER, 1987);
quantificagdo didria da produgfio de metano; -
microscopia optica de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia.

REATOR EM BATELADA - duplicata

acetato de sodio (2103,8mg/L) e sulfato de sédio (1125,0mg/L);
lactato de sodio (1569,4mg/L) e sulfato de sodio (1125,0mg/L);
propionato de sodio (1109,0mg/L) ¢ sulfato de sédio (1125,0mg/L);
quantificagfo diaria da producio de metano;
microscopia Gptica de luz comum, contraste de fase ¢ fluorescéncia;
determinagdo de sulfato, sulfeto total dissolvido, dcidos orginicos voldteis
e solidos suspensos volateis (inicial ¢ final);
técnica de NMP (inicial ¢ final);
técnica de hibridagfio in sifu (FISH).

REATOR DIFERENCIAL a8
acetato de sodio (2103,8mg/L) e sulfato de sédio (1125,0mg/L);
lactato de sodio (1569,4mg/L) ¢ sulfato de sodio (1125,0mg/L);
propicnato de sodio (1109,0mg/L) ¢ sulfato de sodio (1125,0mg/L);
microscopia optica de luz comum, contraste de fase, fluorescéneia e
cletronica de varredura;
determinacdo de sulfato, DQO, 4cidos orgénicos volateis;
medidas de pH;

técnica de hibridago in situ (FISH).

Figura 3. Fluxograma das atividades experimentais nos reatores em batelada e diferenciais, sob

temperatura termofilica (55°C).
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4.2. MEIO DE CULTIVO E SOLUCOES ESTOQUE

4,2.1. MEIO BASAL ZINDER

Foi utilizado o meio basal ZINDER (ZINDER ef al., 1984) no enriquecimento
do lodo granulado termofilico, nos ensaios em reatores em batelada, na alimentagéo dos
reatores diferenciais e na avaliagio quantitativa dos microrganismos através da técnica
do NMP.

O meio de cultivo foi preparado pela dissolugfo dos componentes em agua
Milli-Q, na ordem apresentada na Tabela 3. Apos a preparagfo, o meio foi mantido sob
atmosfera de nitrogénio (100%) durante 20 minutos. Ainda, sob fluxo desse gés, o meio
foi distribuido em frascos de antibiotico (30mL) e frascos Duran (2L), em volumes
exigidos para cada ensaio. O gas foi introduzido nos frascos, através do sistema de
distribuicdo simultanea de gases, passando por coluna catalitica capaz de reter tragos de
oxigénio geralmente presentes nas linhas de condugdo e nos cilindros estoque dos gases
comerciais (VAZOLLER, 1995). Em seguida, os frascos foram fechados com tampas de
borracha de butila, lacrados com selo de aluminio ou roscas plasticas, para manter as
condi¢es anaerobias do meio. Foram autoclavados a 120°C durante 20 minutos e
estocados a temperatura ambiente, na auséncia de luz. A preparagio e distribui¢do do
meio de cultivo foram realizadas de acordo com as técnicas de manipulagdo para

anaerdbios estritos, descritos detalhadamente por VAZOLLER (1995).

Tabela 3. Composigio do meio de cultivo ZINDER.

QUANTIDADES - Q.S.P. 1000ML

COMPONENTES DE AGUA MILLI-Q
7 E— g.k__(_),s.é..__._,‘,_
KH,PO, 0.4g
MgCl, 6H,0 0,1g
CaCl,.2H,0 0,05g
Resazurina 1% 1,0mL
Solugdo Trago de Metais 10,0mL

Fonte: ZINDER ef al. (1984).
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A solugio de resazurina 0,1%, indicadora do potencial de oxi-redugio do meio de
cultivo, foi armazenada em frasco ambar sob refrigeracdo (4°C).

A solugio trago de metais foi preparada pela dissolugdo inicial de TritriplexIIl em
agua Milli-Q e o pH final ajustado para 7,0 com solugdo de KOH 10N. Posteriormente,
os sais foram acrescentados e dissolvidos na solugdo, de acordo com a ordem

apresentada na Tabela 4. Esta solugdo foi mantida no escuro sob refrigeragio (4°C).

Tabela 4. Composigdo da solugio trago de metais — meio ZINDER.

QUANTIDADES - Q.S.P. 1000ML

COMPONENTES  ° " ppAGUAMILLIQ
Tritriplex 111 4 5g
FeSO,4.7H,0 0,556¢g
MnSO,4.H.0O 0,086g
CoCl,.6 H,0 0,17g
ZnS0, 7H,0 021g
H;BO; 0,19g
NiCl, 0,02g
Na,MoQy 0,0lg

Fonte: ZINDER et al. (1984).

4.2.2. SOLUCOES ESTOQUE DE BICARBONATO DE SODIO 10%, REDUTORA DE

SULFETO DE SODIO 5% E DIFERENTES SOLUCOES DE VITAMINAS

Ao meio basal ZINDER foram acrescidas solugdes estoque complementares,
para volume final de 10mL: 0,1mL da solugdo de bicarbonato de sodio (10%), 0,1mL da
solugdo redutora de sulfeto de sodio (5%) e 0,1mL da solugdo de vitaminas. A seguir
estdo apresentados os procedimentos de preparo para cada solugéo.

Devido a sensibilidade as altas temperaturas, as solugdes de bicarbonato de
sodio, redutora, de vitaminas (DUBOURGUIER, 1987) e vitamina BRS foram
esterelizadas a frio por filtragio rapida em membrana de 0,22pum de porosidade pelo
sistema Millipore, sob condigdes de assepsia. Todo o material utilizado na preparagdo
dessas solugdes foi previamente esterelizado por autoclavagem a 120 °C durante 20

minutos.
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Para a manuten¢io do pH e redu¢do do meio de cultivo foram utilizadas as
solugdes de bicarbonato de sodio 10% e redutora de sulfeto de sodio 5%,
respectivamente. A solugdo de bicarbonato de sodio 10% foi preparada pela dissolugio
do respectivo sal em agua Milli-Q previamente fervida e resfriada a 50°C, sob
atmosfera de nitrogénio (100%). Com o auxilio de uma pipeta invertida estéril, a
solugdo permaneceu sob fluxo desse gas por 10 minutos. A solugdo foi esterelizada por
filtragdo rapida em membrana de 0,22pum utilizando o sistema Millipore e distribuida
em frascos de antibiotico de 30mL, sob fluxo de nitrogénio (100%) e condigbes de
assepsia. Para manter as condi¢Bes anaerdbias, os frascos foram fechados com batoques
de borracha de butila, lacrados com selos de aluminio e armazenados a temperatura
ambiente na auséncia de luz. A solugdo redutora de sulfeto de sodio 5% foi preparada
nas mesmas condig¢Ses descritas acima, porém a umidade do sulfeto de sodio foi retirada
com auxilio de papel de filtro WHATMANN, antes da pesagem. Apos esterilizagdo, os
frascos foram envoltos com papel aluminio e armazenados a temperatura ambiente na
auséncia de luz.

A solugdo de vitaminas, adaptada de DUBOURGUIER (1987), foi utilizada com
o objetivo de favorecer o crescimento dos microrganismos anaerébios. Esta solugdo foi
preparada pela dissolugdo dos seus componentes, na ordem apresentada na Tabela 5, em
agua Milli-Q previamente fervida e resfriada a 30 °C, sob fluxo de nitrogénio. A
solugdio foi esterelizada por filtragdo rapida em membrana, como descrito anteriormente,
e distribuida em frascos de Duran, envolvidos em papel aluminio, fechados com
borracha de butila e rosca plastica, armazenados em local escuro, sob refrigeracao
(4°C).

A solugio de vitaminas especifica para as BRS, utilizada para estimular o
crescimento das bactérias redutoras do ion sulfato, foi preparada pela dissolugdo dos
componentes em agua Milli-Q, seguindo a ordem apresentada na Tabela 6. As
condi¢gdes de esterilizagio foram as mesmas descritas anteriormente. A solugdo foi

mantida na auséncia de luz, sob refrigeracdo (4°C).
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Tabela 5. Composigio da solugio de vitaminas.

QUANTIDADES - Q.S.P. 1000ML

| COMPONENTES " 'pEAGUAMILLLQ
Biotina 0,002¢g
Acido félico 0,002g
Tiamina. HCI 0,005¢g
Riboflavina 0,005g
Acido nicotinico 0,005g
Pantotenato dec calcio 0,005g
Piridoxina ICl 0,010g
Vitamina By, 0,0001g
Acido lipdico 0,005¢g

Fonte: DUBOURGUIER (1987).

Tabela 6. Composi¢do da solugdo de vitaminas BRS.

QUANTIDADES - Q.S.P. 1000ML

| COMPONENTES  ° ppicuaMmuQ
Biotina 0,002¢g
Acido folico 0,002g
Tiamina.HCI1.2H,0 0,005g
Piroxidina. HCI 0,010g
Riboflavina 0,005g
Acido nicotinico 0,005g
Pantotenato de calcio 0,0001g
Vitamina By, 0,0001g
Acido p-aminobenzéico 0,005g
Acido lipbico 0,005g

Fonte: WIDDEL & PFENNIG (1984).

4.2.3. SOLUCAO ESTOQUE DE EXTRATO DE LEVEDURA 2%

Esta solugdo foi preparada pela dissolugdo de extrato de levedura em agua Milli-
Q, sob atmosfera de nitrogénio (100%), durante 20 minutos. Aliquotas de 20 mL foram
distribuidas em frascos de antibidtico de 30 mL, sob fluxo desse gas. Os frascos foram

fechados com tampas de borracha de butila, lacrados com selos de aluminio,
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autoclavados a 120 °C, durante 20 minutos, e armazenados a temperatura ambiente na

auséncia de luz.

4.2.4. SOLUCAO ESTOQUE DE SULFATO DE SODIO

O sulfato de sédio foi utilizado como fonte de enxofre para o crescimento das
bactérias redutoras do ion sulfato. A solugdo estoque, em concentragio final de
1420,0mg/L, foi preparada pela dissolugio do respectivo sal em agua Milli-Q,
distribuida em frascos de antibidtico de 20mL, sob atmosfera de nitrogénio (100%),
esterelizada a 120°C por 20 minutos e armazenada a temperatura ambiente na auséncia

de luz.

4.2.5. SOLUCOES ESTOQUE DE SUBSTRATOS ORGANICOS

Foram preparadas solugBes estoque dos seguintes substratos orginicos: acetato
de sodio (2721,6mg/L), propionato de sodio (1921,2mg/L), butirato de sodio
(1100,9mg/L), glicose (1801,6mg/L), lactato de sodio (2241,6mg/L) e metanol
(640,8mg/L). A seguir estdo apresentados os procedimentos de preparo para cada
solugdo.

As solugdes de acetato de sodio, propionato de sodio, butirato de sodio e glicose
foram preparadas pela dissolugdo dos respectivos compostos em agua Milli-Q. Apds a
preparacdo, as solugdes estoque foram distribuidas, esterelizadas e armazenadas como

descrito no item 4.2.4.

4.2.6. SOLUGCAO DE LACTATO DE SODIO

Esta solugfio foi preparada através de reagdo de neutralizagfo entre as solugdes
de 4cido lactico 4M e hidroxido de sodio 4M. O pH da solugio final foi ajustado para
9,8 utilizando-se a solugdo de hidroxido de sédio 4M. A solugdo foi mantida e
distribuida em frascos de antibiotico de 30mL, sob fluxo de nitrogénio (100%),
esterelizada a 120°C, por 20 minutos, e armazenada a temperatura ambiente na auséncia

de luz.
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4.2.7. SOLUCAO DE METANOL

A solugdo de metanol foi preparada pela adigdo de metanol (0,8mL) em agua
Milli-Q (9,2mL). O alcool e a agua foram autoclavados, separadamente, a 120°C por 20
minutos. Apés resfriamento, o metanol foi adicionado com o auxilio de seringa estéril
“lavada” com nitrogénio (100%). Os frascos contendo a solugdo de metanol

(640,8mg/L) foram armazenados a temperatura ambiente na auséncia de luz.

4.3. INOCcULO

Como mencionado anteriormente, em os todos experimentos foi utilizado como
indculo, lodo granulado termofilico proveniente do biodigestor de fluxo ascendente e
manta de lodo (UASB), utilizado no tratamento de vinhaga.

O lodo granulado foi coletado em recipiente de ago inox e suas amostras
acondicionadas em recipientes plasticos, previamente lavados com detergente Extran
(Merck) e agua destilada; e armazenado sob refrigeragio (4°C). A coleta do lodo
granulado foi realizada na entressafra (fevereiro de 1999), periodo em que o biodigestor
encontrava-se alimentado com melago diluido e mantido em temperatura de 55+2°C. O
lodo apresentava coloragdo escura e odor semelhante ao liberado pelo melago de caldo
de cana-de-agucar (FATIBELLO, 2000).

Anteriormente a inoculagdo, o lodo granulado termofilico foi retirado da
geladeira, para atingir temperatura ambiente, transferido para frasco de soro (500mL)
esterelizado, contendo aproximadamente 100g de pérolas de vidro, e mantido sob
atmosfera de nitrogénio/dioxido de carbono (70:30%), por 20 minutos. O sistema foi
submetido a agitagio manual em &angulo de 45°, por 20 minutos, para adequada
separagdo dos arranjos celulares (VAZOLLER, 1995). Este procedimento foi realizado
em todos os ensaios para melhorar o grau de homogeneizac¢do do indculo. Foi utilizado

aproximadamente 10 a 20% de indculo para cada ensaio.
p
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4.4, ENRIQUECIMENTO DO LODO TERMOFILICO

Apos a preparagdo do indculo, como descrito acima, a biomassa anaerdbia
oriunda do biodigestor da Usina SZo Martinho, foi enriquecida com objetivo de
estimular o processo metanogénico.

Os ensaios de enriquecimento foram realizados em reatores em batelada, em
duplicata para cada condi¢do estudada, em frascos Duran de 2L com 1L de volume de
reacao.

No enriquecimento foi usado meio basal ZINDER, suplementado por solugdes
estoque de substratos organicos e sulfato de sodio, precursoras diretas e indiretas da
producdo de metano e sulfeto, portanto, estimuladoras do crescimento microbiano de
culturas metanogénicas e sulfidogénicas, respectivamente.

Sob condig¢Ges de assepsia, os frascos Duran contendo 685mL de meio ZINDER
estéril foram submetidos a atmosfera de nitrogénio (100%), durante 20 minutos.
Posteriormente, sob atmosfera de nitrogénio/didxido de carbono (70:30%), solugdes
estoque de bicarbonato de sddio, vitaminas, substratos organicos e solugéo de sulfato de
sodio foram adicionadas ao meio basal, com auxilio de pipetas automaticas, com
ponteiras esterelizadas, na ordem apresentada na Tabela 7. A reducdo do meio foi
realizada com solugfo de sulfeto de sodio.

Apos adigdo do indculo, ainda sob atmosfera de nitrogénio/dioxido de carbono
(70:30%), os frascos foram fechados com borracha de butila e rosca plastica. Nesta fase
de enriquecimento, os reatores em batelada foram mantidos sob agitagdo de 150 rpm-a
55 + 1°C, durante 20 dias.

Os ensaios de enriquecimento foram monitorados por analises cromatograficas e
exames microscopicos, para acompanhar a produgdo de gas metano e observar as

morfologias microbianas presentes na biomassa em suspensao, respectivamente.
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Tabela 7. Composi¢ao nutricional no enriquecimento do lodo termofilico.

COMPONENTES VOLUME (ML)
~ Meio basal ZINDER 685
Bicarbonato de sodio 10
Solugdo de vitaminas 10
Acetato dc sodio (2721,6mg/L) 10
Propionato de sodio (1921,2mg/L) 10
Glicose (1801,6mg/L) 10
Butirato de sodio (1100,9mg/L) 20
Lactato de sodio (224 1,6mg/L) 10
Sulfato de sédio (1420,0mg/L) 10
Metanol (640,8mg/L) 10
Extrato de levedura (0,01%) 05
Solugdo redutora de sulfeto de sédio 10
Indculo (20%) 200
Volume total 1000

4.5. ENSAIOS COM DIFERENTES SOLUCOES DE VITAMINAS

Apos o enriquecimento do lodo termofilico, foram realizados ensaios com
diferentes solugdes de vitaminas com o objetivo de avaliar a condigdo nutricional mais
favoravel ao desenvolvimento dos microrganismos anaerobios, metanogénicos e das
bactérias redutoras do ion sulfato. Os ensaios e as respectivas condigdes nutricionais
estdo apresentados na Tabela 8.

Estes ensaios foram realizados em duplicata para cada condi¢do estudada e em
frascos de Duran de 2L, com 1L de volume de reagio.

Como mencionado anteriormente, todos os ensaios foram realizados
empregando-se o meio basal ZINDER estéril. O volume final foi de 1000mlL,
considerando a adigdio das solugdes estoques e indculo. Todos os componentes foram
adicionados ao meio basal, com auxilio de pipetas automaticas, com ponteiras
esterelizadas. O inoculo utilizado, proveniente do ensaio de enriquecimento, foi

manipulado da mesma maneira descrita anteriormente. O meio de cultivo, solugdes
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estoque e os respectivos volumes utilizados em cada ensaio estdo apresentados na

Tabela 9.

Tabela 8. Condigdes nutricionais e diferentes vitaminas utilizadas nos ensaios de

enriquecimento.
[ENSATOS FONTES (MG/L) SOLUCAODE
VITAMINAS
I acetato de sodio (2805,0) vitaminas'

=
-

acetato de sodio (2805,0) + sulfato de sodio (1125,0) vitaminas'

11 acetato de sodio (2805,0) + sulfato de sodio (1125,0) vitaminas”

Solugiio de vitaminas': DUBOURGUIER (1987).
Solugiio de vitaminas®: WIDDEL & PFENNIG (1984).

Tabela 9. Meio de cultivo e solugdes estoques utilizados nos ensaios de enriquecimento

com diferentes solugdes de vitaminas.

COMPONENTES vorme el
ENSAIOT  ENSAIOII ENsaAloIIl

Meio ZINDER 855 845 845
Bicarbonato de sodio 10 10 10
Solugio de vitaminas' 10 10 -
Solugdo de vitaminas® 2 . 10
Acetato de sodio (2805,0mg/L) 10 10 10
Sulfato de sodio (1125,0mg/L) - 10 10
Extrato dec levedura (0,01%) 5 5 5
Solugdo redutora de sulfeto de sédio 5% 10 10 10
Indculo (10%) 100 100 100
TOTAL 1000 1000 1000

Solucdo de vitaminas': DUBOURGUIER (1987).
Solugdo de vitaminas® WIDDEL & PFENNIG (1984).

Apos adigao do inoculo, ainda sob atmosfera de nitrogénio/diéxido de carbono

(70:30%), os frascos foram fechados com tampas de borracha de butila e roscas
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plasticas e mantidos sob agitacdo de 150 rpm a 55+1°C, durante aproximadamente 25

dias.

4.6. CULTIVO EM CONDICOES FISIOLOGICAS ESPECIFICAS

Apo6s definir a melhor condigdo nutricional, descrita no item 4.5., adotou-se o
meio basal Zinder e solugdo de vitaminas descrita por DUBOURGUIER (1987) para a
realizacio dos ensaios de cultivo em condigbes fisiologicas especificas com os
substratos orgénicos acetato de sodio, lactato de sodio e propionato de sddio na presenga
de sulfato. O inoculo utilizado foi o lodo anaerobio proveniente do enriquecimento
inicial. As condigdes nutricionais para cada ensaio, em duplicata, estdo apresentadas na
Tabela 10.

Tabela 10. Condig¢Ges nutricionais utilizadas nos ensaios de cultivo em condi¢des

fisiologicas especificas.

CONDICAO NUTRICIONAL (MG/L) S\(/)lli'llil(\:f[gJFSE I_N‘Z)%Iiﬂ?(?i(l\]/)li)
Acido acético (2103,0) + sulfato (1125,0) vitaminas' 100
Acido lactico (1569,5) + sulfato (1125,0) vitaminas' 100
Acido propiénico (1109,0) + sulfato (1125,0) vitaminas' 200

Solugdio de vitaminas': DUBOURGUIER (1987).

4.7, ENSAIOS EM REATORES ANAEROBIOS

Foram estudados dois tipos de reatores anaerdbios: (1) reatores em batelada,
com células plancténicas, e (2) reatores diferenciais, com suporte para desenvolvimento
do biofilme. O inoculo, utilizado nas trés condi¢des fisiologicas, foi proveniente do
cultivo em substrato orgéanico especifico. A seguir estdo descritos detalhadamente os

reatores anaerdbios utilizados nesse trabalho.
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4.7.1. REATOR ANAEROBIO EM BATELADA

Os reatores anaerobios para os ensaios em batelada com células planctdnicas
foram feitos, em duplicata, em frascos Duran de 2L e fechados com tampas de borracha
de butila e rosca plastica (Figura 4). Os reatores foram mantidos em agitador rotatério a

150rpm, com temperatura controlada em 55+1°C.

Figura 4. Reator utilizado nos ensaios em batelada: (a) atmosfera livre e (b) lodo

anaerobio com células plancténicas.

4.7.2. REATOR ANAEROBIO DIFERENCIAL DE LEITO FIXO

Os reatores anaerdbios diferenciais de leito fixo foram confeccionados em vidro
boro-silicato, com 2,4cm de comprimento, 2,9cm de didmetro interno e 15ml. de
volume total (Figura 5). Nas extremidades dos reatores, foram acopladas telas de teflon
para proporcionar melhor distribuigdo de fluxo d’agua, diminuir a presenga de caminhos
preferenciais e zonas mortas dentro dos reatores, além de impedir o arraste das matrizes
de poliuretano e conseqiiente perda da biomassa imobilizada.

O aparato experimental, utilizado para estudar a dindmica de formagdo e
desenvolvimento do biofilme anaerébio termofilico, foi constituido por quatro reatores
diferenciais que operaram simultaneamente, em paralelo com fluxo de alimentagio
hidraulico ascendente, instalados em estufa com temperatura controlada de 55 +1°C. O
substrato de alimenta¢do foi acondicionado em frasco Duran de 2L, homogeneizado

com auxilio de um agitador magnético, distribuido e recirculado para o sistema, em
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circuito fechado, através de bomba peristaltica. Antes de chegar aos reatores
diferenciais, os quais estavam acondicionados em estufa, o substrato circulava em
serpentinas de ago inox, mantidas dentro do trocador de calor a 55+1°C. A

representagdo esquematica do aparato experimental esta apresentado na Figura 6.

Figura 5. Reator diferencial.

’<”'* Thion
A= (I
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Figura 6. Desenho esquematico do aparato experimental: (1) agitador magnético; (2)
frasco de alimentacdo; (3) amostrador de substrato; (4) bomba peristaltica; (5) trocador

de calor; (6) camara termostatizada; (7) reatores diferenciais.
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Todos os ensaios foram realizados empregando-se o meio basal ZINDER estéril,
num volume final de 1000mL, considerando a adi¢do das solugSes estoques e inoculo.
Todos os componentes foram adicionados ao meio basal com auxilio de pipetas
automaticas e ponteiras esterelizadas.

O sistema de conducao e distribuicdo do substrato foi através de mangueiras de
silicone TIGON®. Todas as mangueiras e jungdes foram devidamente envolvidas com
fita veda rosca e filme plastico, com o objetivo de evitar a entrada de oxigénio no
sistema.

Como suporte de imobilizagio de biomassa, foram utilizadas espumas de
poliuretano na forma de cubos, com 5mm de lado, densidade de 23kg.m™ e porosidade
entre 92 a 96% (Edmil Industria e Comércio Ltda). Cada reator diferencial foi
preenchido com 80 cubos de espuma. A velocidade superficial do liquido foi de
0,3210,02mL/s.

Esse tipo de sistema composto por reatores diferenciats, contendo suportes para
a imobilizagio da biomassa, foi utilizado por ZAIAT ef al. (1997) para a estimativa de
parametros cinéticos. TOMMASO (1999) avaliou a dinamica de aderéncia microbiana,
em matrizes de poliuretano, em lodo anaerébio tratando substrato sintético contendo
gelatina. RIBEIRO (2001) estudou a influéncia do tipo de substrato na dindmica de
formagdo do biofilme em matrizes de poliuretano.

Para realizagdo das andlises fisico-quimicas e microbiologicas, aliquotas do
frasco de alimentagio e espumas dos reatores diferenciais foram retiradas,
periodicamente, de acordo com as necessidades de cada ensaio. Com o sistema de
bombeamento desligado, amostras do frasco de alimentagdo foram retiradas com auxilio
de seringas estéreis, e as espumas foram retiradas do reator com pinga Millipore. As
espumas retiradas para analise foram substituidas por outras com as mesmas
caracteristicas. E importante ressaltar que antes de serem repostas, as novas espumas
permaneciam em frasco de antibidtico contendo meio Zinder estéril (30mL) acrescido
de solugio redutora, durante 1 minuto. Em seguida, o reator era fechado e o sistema de
bombeamento novamente ligado. Para manter as condi¢Ges anaerobias do sistema, os
frascos de alimentagio foram submetidos, apos a retirada de amostras, a atmosfera de

nitrogénio/didxido de carbono (70:30%).
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4.8. METODOS ANALITICOS

O comportamento da comunidade microbiana, em crescimento plancténico, nos
reatores em batelada, foi realizado pelo acompanhamento temporal do decaimento das
concentragdes de sulfato e sulfeto total dissolvido. Para quantificar a biomassa presente
em cada condigio estudada foram realizadas analises de sélidos suspensos volateis
(inicial e final) de acordo com o método descrito pela APHA (1995).

Durante os ensaios em reatores diferenciais, foram determinados os valores de
pH e acompanhamento temporal do decaimento das concentragées de sulfato e demanda
quimica de oxigénio (DQO). Para a realizagdo das analises de DQO, as amostras foram
filtradas em sistema Millipore com membrana de 0,22um de acordo com o método
descrito pela APHA (1995). Para minimizar a interferéncia do sulfeto na anlise,
adicionou-se sulfato de zinco as amostras antes da filtragdo. Todas as analises foram

realizadas com amostras do frasco de alimentagio do sistema.

4.8.1. DETERMINACAO DE SULFATO

A determinacdo do sulfato foi realizada por método espectrofotométrico, em
amostras diluidas, utilizando-se o kit SULFAVER®4 (SULFATE REAGENT-HACH),
através do qual o ion sulfato foi precipitado em meio acido com cloreto de bario, com
turbidez lida a 450nm. A concentragdo minima detectavel pelo método foi de
aproximadamente Spg/L.

Sob condi¢Ges de assepsia, amostras foram coletadas dos reatores em batelada e
do frasco de alimentagio dos reatores diferenciais, com seringas hipodérmicas
esterelizadas, e filtradas em sistema Millipore com filtro de 0,22um de porosidade. Para
retirar o sulfeto presente nas amostras, 2,0mL do filtrado foram diluidos em 50,0mL de
agua Milli-Q, posteriormente submetidos a atmosfera de nitrogénio (100%), durante 5
minutos. O mesmo procedimento foi aplicado para amostra utilizada como branco,

porém a absorbéncia era lida sem a precipitagdo com cloreto de bario.
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4.8.2, DETERMINACAO DE SULFETO TOTAL DISSOLVIDO

Para o acompanhamento da produgdo de sulfeto total dissolvido, durante os
ensaios em reatores em batelada, foi utilizado o método descrito por QUENTIN &
PACHMEYER modificado por PLAS et al. (1992). A concentragio de sulfeto total
dissolvido detectada pelo método situa-se entre 0 ¢ 1,5 mM e foi determinada através de
curva padriio previamente elaborada para sulfeto (Anexo 1). Este método foi escolhido
por ser extremamente sensivel e por requerer pequena quantidade de amostra, evitando
assim, retirar volume excessivo durante os ensaios (VARESCHE e/ al., 1997).

Antes de iniciar a analise, os reatores em batelada e as solugdes utilizadas nesse
método, descritos no quadro abaixo, foram retiradas do agitador rotatério com
temperatura controlada e da geladeira, respectivamente, até atingirem temperatura
ambiente. Em seguida, as solugdes e agua Milli-Q foram mantidas sob atmosfera de
nitrogénio (100%) durante 15 minutos. Agua Milli-Q desoxigenada foi utilizada como
branco na leitura de sulfeto total dissolvido e para a diluigio das amostras.

Para evitar interferéncias no método, as amostras foram coletadas, com seringas
hipodérmicas estéreis, ¢ filtradas em sistema Millipore com filtro de 0,22um de
porosidade. Imediatamente, apds a realizagdo desse procedimento, 200uL do filtrado
foram adicionados em tubos Pyrex® contendo 10mL de solugdo de acetato de zinco
0,0IM. Em seguida, foram adicionados ImL de solugdo dimetil-p-fenilenodiamina
(DMPD) ¢ 70pL de solugio de sulfato férrico amoniacal. Apos adigdo de cada solugao,
os tubos foram agitados vigorosamente e incubados, a temperatura ambiente na auséncia
de luz, durante 20 minutos. A leitura de absorbéncia foi realizada em comprimento de
onda de 663nm.

Cuidados para evitar a oxidagfio do sulfeto foram tomados, como manter os
tubos sempre fechados, utilizar agua Milli-Q desoxigenada e realizar a anélise em local

com baixa intensidade luminosa.
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Solucdes utilizadas na anailise de dosagem de sulfeto total dissolvido.

Soluciio de acetato de zinco 0,01M

= 20g de acetato de zinco dihidratado P.A ;
n  (,2mL de acido acético glacial P A ;

s 1000mL de agua Milli-Q.

Armazenar no escuro e sob refrigeragdo por 30 dias

Solugio de sulfato férrico amoniacal

= 2mlL de acido sulfiirico 96%;

= 50mL de agua Milli-Q;

= 10g de sulfato férrico amoniacal 99%

Completar o volume para 100ml. com agua Milli-Q.

Armazenar no escuro e sob refrigeragdo por 30 dias

Soluciio de dimetil-p-fenilenodiamida (DMPD)

= 2,0g de DMPD em 200mL de agua Milli-Q sob banho de gelo;
s 200mL de acido sulfiirico 96% adicionado gota a gota;
Completar o volume com agua Milli-Q para 1000mL.

Armazenar no escuro sob refrigeragdo por 30 dias.

Fonte: PLAS ef al. (1992)

4.8.3. DETERMINAGAO DE PH

Valores aproximados de pH (10,5 unidade de pH) foram medidos, em amostras
do frasco de alimentagdo, durante a operagao dos reatores diferenciais.

Aliquotas de 1mL, foram retiradas do frasco de alimentacdo do sistema, com
seringa hipodérmica esterelizada, e transferidas para béquer. A leitura do potencial
hidrogenionico da solugdio foi realizada por imersdo de fita de papel indicador, Carlo

Erba, na solugdo contida no béquer.
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4.9. METODOS CROMATOGRAFICOS
4.9.1. DETERMINACAO DE METANO

O monitoramento de gas metano produzido pela atividade microbiana, nos
reatores em batelada, foi realizado por cromatografia gasosa.

As amostras foram analisadas em cromatografo Gow-Mac, equipado com
detector de condutividade térmica e colunas PORAPAK-Q (de analise) e PORAPAK-T
(de referéncia), ambas com 2m de comprimento, " de didmetro interno e 80-100mesh.
O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste e o forno operou a 50°C.

Os reatores em batelada, recém retirados do agitador com temperatura
controlada, foram acondicionados em recipientes de isopor e suas tampas flambadas
com alcool etilico. A despressurizagio dos frascos foi feita com agulhas esterelizadas,
proxima da chama do bico de Bunsen e 1000uL da atmosfera dos frascos, retirados com
o auxilio de uma seringa gas tight, com trava para gases. Os resultados obtidos foram

expressos em porcentagem de gas produzido.
4.9.2. DETERMINACAO DE ACIDOS ORGANICOS VOLATEIS

O consumo dos acidos volateis acético e propidnico foi monitorado, durante os
ensaios em reatores em batelada e diferenciais por cromatografia gasosa. O consumo do
acido lactico foi monitorado por cromatografia liquida.

As analises dos acidos volateis acético e propidnico foram realizadas em
cromatografo a gas HP6890, com detector de ionizagdo de chama a 300 °C, equipado
com coluna HP INNOWAX (Cross Linked Polyethylene) com 300 x 0,25mm e 0,25um
de espessura do filme. O injetor operou a 250 °C, com taxa de splif de 1:20. Os gases
utilizados foram hidrogénio (gas de arraste), nitrogénio (gas auxiliar) e ar sintético com
fluxos de 30 mL.min"', 33 mL.min" e 300mL.min" , respectivamente. Acido crotdnico,
em concentragdo de 700mg/L, foi utilizado como padrdo interno.

Sob condi¢des de assepsia foram coletadas duplicatas de cada amostra,
acondicionadas em tubos de microcentrifuga (1,5mL) e mantidas no freezer. Antes da

extragdo, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 2500rpm por 1 minuto.
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A preparagiio das amostras foi realizada seguindo metodologia de extragdo de

MORAES ef al. (2000) e esta descrita a seguir.

Procedimento:

» adicionar a 2,0mL da amostra 1,0g de NaCl (P.A.); 50pL de solugdo de HySO4 1M,
70uL. de solugdo de acido crotdnico e 0,60mL de éter etilico purificado (gelado);

" agitar a amostra no agitador de tubos (vortex) por 1 minuto,

= centrifugar a amostra por 1 minuto;

" armazenar a amostra em freezer até o momento da analise cromatografica;

v injetar 1,0pL da fase orgénica.

Obs.: sempre que necessario as amostras foram diluidas.

Os resultados das concentragdes, em mg/L, desses acidos foram calculados em
relagiio aos padrdes, de acordo com os fatores de resposta (area pico do acido/area pico
padrdo interno) dos picos obtidos nos cromatogramas.

As andlises de acido lactico foram realizadas em cromatografo HPLC
SHIMADIZU, equipado com controlador SCL 10A, trés bombas LC 10AD, forno CTO
10A e detector DIODE ARRAY DETECTOR em comprimento de onda de 210nm.
Como fase estacionaria, foi usada coluna Aminex HPX-87H BIO-RAD de exclusio
idnica, 300 x 7,8mm. O eluente utilizado na fase movel foi a solugdo de H,SO4 0,4mM,
com fluxo de 0,600mL.min". O volume de injeciio foi de 20pL. O procedimento para
amostragem foi o mesmo descrito anteriormente para analise dos acidos acético e
propionico.

A preparagio das amostras foi realizada seguindo metodologia de extragio de

MORAES ef al. (2000) ¢ esta descrita a seguir.

Procedimento:
v filtrar a amostra em filtro Millipore de 13mm de didmetro e 0,45um;
»  diluir o filtrado para 10mL com solugdo de H2SO4 0,5mM;
" injetar a amostra através de filtros de 0,45um.
Os resultados das concentragdes, em mg/L, desses acidos foram obtidos pelo

método de padronizagdo externa através de curva de calibragdo.
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4.10. CARACTERIZACAO MICROBIANA
4.10.1. MICROSCOPIA OPTICA

Exames microscopicos das amostras, oriundas dos reatores em batelada,
diferenciais e ensaios do NMP, foram realizados empregando-se microscopia de luz
comum, contraste de fase e fluorescéncia em aparelho Olympus BX60-FLA, com
sistema de cAmera colorida digital Optronics. O software usado para aquisi¢do das
imagens foi o Image Pro-Plus versdo 3.0.1. Através desse equipamento foi possivel
captar as imagens, na tela do computador de 17 polegadas, e registrar os tipos
morfologicos presentes nas amostras.

Para a realizagdo dos exames microscopicos, as amostras foram retiradas com
agulha hipodérmica esterelizada. As matrizes de poliuretano provenientes dos reatores
diferenciais foram submetidas a atmosfera de nitrogénio (100%). Todas as amostras
foram examinadas em liminas de vidro cobertas com filme de agar 2%. A cobertura de

Agar permite que o excesso de agua da amostra seja absorvido, otimizando a qualidade

da observagiio (VAZOLLER, 1995).
4.10.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEYV)

Este exame foi realizado para caracterizar a biomassa, imobilizada nas espumas
de poliuretano, durante a formagéo do biofilme, nos reatores diferenciais.

Para a observacio das amostras em microscopia eletronica de varredura foi
utilizado o método de secagem com HMDS (hexametildisilazano, SIGMA) descrito
originalmente por NATION (1983), modificado por ARAUJO (1994), para o tratamento
de biofilmes microbianos. O tratamento consistiu na fixagio das amostras em solugdo
tampio de fosfato 0,1M (pH 7,3) contendo 2,5% de glutaraldeido por 12 horas a 4 °C.
Apbs o processo de fixagdo, as amostras foram lavadas trés vezes com tampéo fosfato
0,IM (pH 7,3) durante 10 minutos; desidratadas em scrie gradativas de etanol: 50%,
70%, 80%, 90% e 95% e 100%, por 10 minutos em cada concentragdo. Finalmente, as
amostras foram lavadas trés vezes em etanol 100%, durante 10 minutos e imersas em
HMDS por 30 segundos. O excesso de HMDS foi retirado em papel absorvente. As
amostras tratadas foram coladas em suportes com esmalte incolor e mantidas em estufa

a 55°C, por aproximadamente 1 hora. Depois de secas, as espumas foram recobertas por
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camada de ouro. As analises de MEV foram realizadas em microscopio eletronico de

varredura Zeiss DSM-960 (20KV).

4.11. HIBRIDACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

A téenica hibridacio fluorescente in sifu (FISH) foi utilizada para contagem ¢
caracterizagio dos microrganismos anaerobios termofilicos presentes nos reatores em
batelada e no biofilme dos reatores diferenciais. A metodologia utilizada foi
desenvolvida por ARAUJO (2001). As sondas de oligonucleotideos fluorescentes

utilizadas neste trabalho estfio descritas a seguir.
4.11.1. SONDAS DE OLIGONUCLEOTIDEOS FLUORESCENTES

As amostras foram hibridadas com sondas de oligonucleotideos especificos ao
RNAr 168 dos Dominios Archaea (ARC915) e Bacteria (EUB338) e para o grupo geral
das BRS (SRB385) pertencentes a subdivisio delta de Protobacteria. Todas as sondas
foram marcadas com corante fluorescente rodamina, na extremidade 5°.

A sonda NON338, cuja seqiiéncia de nucleotideos néo se hibridiza ao RNAr
microbiano (MANZ ef al., 1992) foi utilizada como controle negativo para quantificar
as porcentagens de hibridagdes ndo especificas. Segundo ABE (1988), a hibridagdo néo
especifica refere-se aquela que ocorre entre a sonda e a regido do RNAr microbiano nao
complementar a esta. Isto pode ocorrer devido a temperaturas inadequadas, secagem
indevida dos tamp@es durante o processo de hibridagao.

A sonda EUB338 foi utilizada para detectar organismos pertencentes ao
Dominio Bacteria (AMANN ef al., 1990). Para o grupo geral das bactérias redutoras de
sulfato foi utilizada a sonda SRB385 (AMANN e/ al., 1990). Finalmente, para O
Dominio Archaea ¢ familia Methanobacteriaceae foram usadas as sondas ARC915 e
MB1174, respectivamente (STAHL & AMANN, 1991; RASKIN ef al., 1994a). As
especificidades das sondas, seqiiéncias de bases dos oligonucleotideos e posigdes de
hibridagiio do RNAr 168 estdo descritas na Tabela 11.

As concentrages estoque e finais das sondas, utilizadas nesse trabalho, foram
determinadas com base no trabalho de (ARAUJ 0, 2001) e estdio apresentadas na Tabela
12.
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Tabela 11. Sondas de oligonucleotideos utilizadas na hibridag@o in situ.

SiTIO DO
SONDA ESPECIFICIDADE SEQUENCIA (5°— 3°)*
RNAR 16S**
NON338 Controle negativo ACTCCTACGGGAGGCAGC 338-355
EUB338 Dominio Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355
Grupo geral de BRS gram
SRB385  negativas da subdivisdo CGGCGTCGCTGCGTCAGG 385-402
delta de Protobacteria

ARCI15 Dominio Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 915-934

MB1174  Methanobacteriaceae TACCGTCGTCCACTCCTTCCTC 1174-1195

*Seqiiéneia de bases obtidas em AMANN et al. (1995)
#*Numeracio bascada no RNAr de E.coli, de acordo com BROSIUS ef al. (1981).

Tabela 12. Concentragdes estoque e final de cada sonda.

CONCENTRACAO ESTOQUE CONCENTRACAO FINAL USADA NA

SONDA
(NG/pL) HIBRIDACAO (NG/pL)
NON338 543,5 54,3
EUB338 500,0 50,0
SRB385 7213 36,4
ARC915 984.,0 33,3
MBI1174 493,0 494

Fonte: ARAUJO (2001).
4.11.2. PREPARACAO E FIXAGAO DAS AMOSTRAS

Para as células planctdnicas, oriundas dos ensaios em reatores cm batelada,
foram retirados 3,5mL de amostra, com seringa estéril, ¢ transferidos para frasco de
antibiético estéril, contendo Sg de pérolas de vidro. Para as amostras do biofilme,
proveniente dos reatores diferenciais foram retiradas 3 espumas com auxilio de pinga

estéril, colocadas em frasco de antibiotico contendo 5g de pérolas de vidro e 2,5mL de
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PBS (10x). Ambos os sistemas foram mantidos sob atmosfera de nitrogénio/dioxido de
carbono (70/30%) por 5 minutos e submetidos a agitagdo manual em angulo de 45°
durante 20 minutos, para adequada separagdo dos arranjos celulares. Quando necessario,
além da agitagio manual com pérolas de vidro, as amostras cram submetidas a agitagdo
em vortex, com 2 gotas de detergente NONINDET40 e pérolas de vidro, durante 1
minuto e sonicagio por 20 minutos. Apos desprendimento, as amostras foram
acondicionadas, em duplicata, em tubos de microcentrifuga de 1,5mL para o
procedimento de fixagéo.

Para a fixacio de células planctdnicas e das células oriundas do biofilme,
provenientes dos reatores em batelada e diferenciais, respectivamente, amostras foram
centrifugadas, sob refrigeragio, por Imin a 13000rpm, lavadas duas vezes com mesmo
volume, em tampdo fosfato salino (PBS: 130mM NaCl, 7mM NaHPO4, 3mM
Na;H,POy; pH 7,2); ressuspendidas em 200pL de PBS (1X) mais 600pL de tampao de
fixacio com paraformaldeido 4% em PBS por 4 horas no gelo ou 12 horas a 4 °C. Apos
esse periodo, as amostras foram lavadas trés vezes, por 1 minuto, em PBS (e/ou PBS
com 0,1% de detergente Nonidet P-40); armazenadas em tubos de microcentrifuga
contendo 50% de etanol/PBS (1X) a -20°C. O tampdo de fixagdio foi preparado pela
dissolugdo de 2g de paraformaldeido em 45mL de agua Milli-Q, previamente aquecida a
60 °C. A este volume foram adicionados 150pL de NaOH IN e SmL de PBS (1X). O
pH da solugdo foi ajustado, com HCl (P.A.), para valores na faixa de 72 a74 A
soluciio foi estocada, no maximo por dois dias, na geladeira.

Para nio haver problemas com a permeabilidade celular, em relagiio as sondas,
foram realizados 7 ciclos de congela-descongela (-80 a 60°C), de acordo com

metodologia desenvolvida por SEKIGUCHI e/ al. (1999) para amostras termofilicas.

4.11.3. TRATAMENTO DAS LAMINAS DE VIDRO

Para a realizagdo da técnica de hibridagio in sifu foi utilizada 1dmina de vidro
(CEL-LINE/ERIE SCIENTIFIC CO.) revestida com teflon, com 12 pocinhos de 7mm
de diametro cada (Figura 7).

As laminas de vidro foram mantidas em solugdo de hidroxido de potassio 10%
durante 1hora, enxaguadas com agua destilada e secas em estufa a 45°C. De acordo com

metodologia de STAHL & AMMAN (1991), as laminas foram imersas rapidamente em
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solugdo de gelatina 0,2% e colocadas para secar a temperatura ambiente, em posi¢ao
vertical, tornando-as hidrofobas. Este procedimento ¢ importante para que as solugdes
utilizadas durante o processo de hibridagio se mantenham sobre a lamina, evitando
assim que o tampdo de hibridagio escorra sobre a mesma, 0 que comprometeria 0

sucesso do método (ABE, 1998).

Figura 7. Lamina de vidro revestida com teflon utilizada na hibridagio in sifu.

4.11.4. HIBRIDACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

As amostras mantidas em 50% de etanol/PBS foram retiradas do freezer e
homogeneizadas em agitador de tubos por lminuto. Aliquota de 1pL de cada amostra
foi espalhada no pocinho da lamina de vidro hidréfoba e colocada para secar em forno
de hibridacdo a 45°C, durante 20 minutos, para aumentar a adesdo das células na
lamina. Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries gradativas de etanol
50%, 80% ¢ 100%, por 3 minutos cada (ABE, 1988; ARAUJO, 2001).

Depois de desidratadas, as amostras foram cobertas com 9pL de tampdo de
hibragdo pré-aquecido em temperatura especifica e 1pL de sonda. As composigses dos
tampdes de hibridagdo e lavagem, e respectivas temperaturas de hibridagdo para cada
sonda utilizada, seguem o protocolo descrito na Tabela 13. A hibridagdo foi realizada no
interior de frascos Falcon de SOmL, com tampa de rosca, contendo em seu interior
pedago de papel de filtro embebido com tampdo de hibridagdo pré-aquecido. Os tubos
foram revestidos externamente com papel aluminio e funcionaram como cAmara umida,
mantendo a concentracio do tampdo de hibridagio inalterada e evitando também o
problema de secagem das células (ABE, 1988). Os tubos foram mantidos no forno de
hibridagio com temperatura e tempo apropriado para a estringénecia de cada sonda
(Tabela 13). As amostras foram submetidas a dupla hibridagiio, com sondas ARC915 e

MB1174, com o intuito de melhorar a intensidade do sinal fluorescente. A dupla
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hibridacio foi realizada seguindo o mesmo protocolo descrito na Tabela 13, porém a
sonda MB1174, que necessita de maior concentragdo de formamida para alta
estringéncia foi hibridada e lavada primeiro, seguida da sonda ARC915.

E preciso ressaltar a importancia de seguir corretamente o protocolo de
hibridagio. Segundo STAHL & AMMAN (1991), a temperatura exigida para cada
sonda corresponde a temperatura na qual a estrutura secundaria da molécula de RNAr €
desfeita. A dissociagiio é necessaria para que o oligonucleotideo fluorescente se ligue as
bases complementares da cadeia simples de RNAr. Porém, a molécula de RNAr pode
desnaturar-se caso a temperatura de dissociago seja ultrapassada. De acordo com 0s
autores, a fungo da formamida utilizada nos tampdes de hibridagdo ¢ diminuir a
temperatura de dissociagio da molécula de RNAr, ou seja, evitar a desnaturacdo da
mesma.

Apos hibridagio, as laminas contendo amostras foram mergulhadas e mantidas,
em tubos Falcon contendo S0mL dos respectivos tampdes de lavagem, em temperaturas
e tempos apresentados na Tabela 13. Em seguida, as laminas foram lavadas suavemente
com 4gua destilada, para remogdo dos sais e secas a temperatura ambiente. Este
procedimento foi necessario para retirar do interior das células, os oligonucleotideos
fluorescentes que ndo hibridaram.

Para contagem total de células, amostras foram coradas com 8uL (por pocinho)
de solugio DAPI 10ug/mL (4°,6-diamidino-2-fenil indol), durante 10 minutos, em
temperatura ambiente e auséncia de luz. Para retirar o excesso do corante DAPI,
procedeu-se lavagem nas mesmas condi¢des acima descritas.

As laminas foram montadas com 1,4pL de agua destilada, em cada pocinho,
cobertas com laminulas e observadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX60-
FLA, usando filtros especificos para DAPI e rodamina. As imagens foram fotografadas
e congeladas com sistema de cimera de video digital Optronics, em tempos de
exposicdo de 0,08s para contraste de fase e luz comum, e¢ 0,5s a 4,0s para
epifluorescéncia. As microscopias de contraste de fase ¢ de luz comum foram utilizadas
para verificar a morfologia das c¢lulas bem como identificar particulas abidticas que, as

vezes, apresentavam fluorescéncia sob luz ultravioleta.
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Tabela 13. Protocolos de hibridag@o.

- ——— TEMPERATURA T
: EMPERATURA AMPAO DE AMPAQ DE
SONDAS i E TEMPO DE
DE HIBRIDACAO H[BR[DAC;\O LAVAGEM
LAVAGEM
0,9M NaCl, 20mM )
. 20mM TrisHCI, 10mM
46°C por 1,5h TrisHCI, 10mM EDTA, 48°C por
EUB338 EDTA, 0,01% SDS (pH
cAmara nmida 0,01% SDS (pH 7.2) + 15 minutos
7.2) + 225mM de NaCl
20% formamida
0,9M NaCl, 20mM )
) 20mM TrisHCI, 10mM
46°C por 1,5h TrisHCL, 10mM EDTA, 48°C por
NON338 EDTA, 0,01% SDS (pH
camara umida 0,01% SDS (pH 7.2) + 15 minutos
7.2) + 225mM de NaCl
20% formamida
0,9M NaCl, 20mM )
20mM TrisHCI, 10mM
45°C por 2h TrisHCI, 10mM EDTA, 48°C por
ARCH915 EDTA, 0,01% SDS (pH
cimara tmida 0,01% SDS (pH 7.2) + 18 minutos
7.2) +225mM de NaCl
20% formamida
0,9M NaCl, 20mM
20mM TrisHCI, 10mM
) 45°C por 2h TrisHCI, L0mM EDTA, 48°C por
SRB385 EDTA, 0,01% SDS (pH
cAmara tmida 0,01% SDS (pH 7.2) + 20 minutos
7.2) +80 mM de NaCl
30% formamida
0,9M NaCl, 20mM
MBLL74 37°C por 4h TrisHCI, 10mM EDTA, 37°C por Igual ao tampdo de
camara imida  0,1% SDS (pH 7.2) + 40% 20 minutos hibridagfo
formamida

Fonte: ABE (1988), HAHN ef al. (1992), RASKIN et al. (1994b), ARAUJO (2001).

Para a contagem das células duas imagens foram congeladas e fotografadas, em
mesmo campo microscopico, uma correspondente a excitagio do DAPI, referente ao
total de células, e outra correspondente a excitagdo da rodamina, referente as células
hibridadas (ABE, 1988, ARAUJO, 2001). As duas imagens foram sobrepostas para
confirmar se as particulas coradas com rodamina eram realmente células hibridadas, ou
seja, correspondiam as células coradas com DAPL

Para cada sonda e amostra foram contadas entre 400 ¢ 500 células coradas com
DAPI em 20 a 25 campos microscOpicos aleatorios. A porcentagem de células
hibridadas com sondas especificas, em cada campo microscépico, foi calculada em

relagdio ao total de células coradas com DAPI.
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Baseado em ARAUJO (2001), como método de contagem utilizado no FISH,
considerou-se cada filamento semelhante a Methanosaeta sp. como sendo uma Unica
célula. Organismos semelhantes a Methanosarcina sp. foram contados da seguinte
maneira: quando estas estavam dispostas em aglomerados, cada “cacho” de células
(contendo quatro cocos) era contado como uma tnica célula e quando estas se

encontravam soltas, contava-se um coco como uma célula.
4.10. AVALIACAO QUANTITATIVA DOS GRUPOS ANAEROBIOS TERMOFILICOS

Essa avaliagio teve como objetivo quantificar e caracterizar fisiologicamente a
populagio dos microrganismos anaerébios e o grupo das arqueas metanogénicas
capazes de utilizar acetato, lactato e propionato, como sais de sodio, na presenga de
sulfato. Para tanto, foram realizadas contagens microbianas através do valor estimado
do namero de células, presentes no inicio e final de operagio dos reatores em batelada,
utilizando-se a técnica do Numero Mais Provavel (NMP).

Antes de iniciar os ensaios do NMP, os frascos de diluigio e os frascos de
contagem contendo 8,80mL e 8,45mL de meio Zinder estéril, respectivamente, foram
submetidos & atmosfera de nitrogénio/dioxido de carbono (70/30%) através do sistema
de distribuigio simultinea de gases, acoplados a filtros ACRODISC com membrana de
0,22um de porosidade, para garantir a esterilidade dos gases (VAZOLLER, 1995).

Para cada condiciio estudada foram retirados 10mL de amostra dos reatores em
batelada, com auxilio de seringa estéril. Esse volume foi transferido para um frasco de
antibiotico estéril (30mL) contendo 5g de pérolas de vidro. O sistema foi mantido sob
atmosfera de nitrogénio/dioxido de carbono (70/30%) por 5 minutos e submetido a
agitagio manual, em &ngulo de 45°, durante 20 minutos, para a adequada
homogeneizagio da biomassa anaerdbia (VAZOLLER, 1995). Sob condigdes de
assepsia, 1,0mL da suspensdo foi transferido desse sistema para o frasco de antibiotico
contendo 9,0mL de solugio de diluigio (8,8mL de meio Zinder estéril, 0,1mL de
solugiio de bicarbonato de sodio 10% e 0,1mL de solugao redutora de sulfeto de sédio
5%), procedendo-se a realizagdo da diluigdo decimal seriada (Figura 8). Posteriormente,
aliquotas de 1,0mL da amostra diluida foram inoculadas, em quintuplicata, nos frascos
de contagem contendo meio de cultivo com substratos organicos estudados, na presenca

de sulfato.
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Para a inoculagio dos frascos de contagem utilizou-se meio basal Zinder estéril
com volume final de 9,0mL, considerando-se a adigdo das solugdes complementares de
bicarbonato de sodio 10% (0,1mL), de vitaminas' (0,1mL), de sulfato de sodio 10mM
(0,1mL), de extrato de levedura 2% (0,05mL) e de solugdo redutora de sulfeto de sodio
5% (0,1mL ), além das fontes organicas especificas acetato de sodio 30mM (0,15mL),
lactato de sodio 20mM (0,10mL) e propionato de sodio 10mM (0, 10mL).

A inoculagio também foi realizada sob condigdes de assepsia utilizando-se
seringas de 1,0mL, as quais foram substituidas a cada série de cinco frascos inoculados.
A faixa de dilui¢io escolhida para a realizagio da técnica do NMP foi de 10" a 10", 0s
frascos foram armazenados em estufa mantida a 55+1°C e submetidos, apos 20 dias de
incubagdo, a verificagio de desenvolvimento de turbidez, analise da atmosfera livre dos

frascos por cromatografia gasosa e exames microscopicos (VAZOLLER, 1995).

Tml.

Q Iml. Iml. Iml.

amostra

Frascos de
diluicdo

Frascos de
contagem

Figura 8. Esquema da distribuigo da amostra nos frascos de diluigdo e nos frascos de

contagem pela técnica do NMP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ENRIQUECIMENTO SOB CONDICOES TERMOFILICAS

Os ensaios de enriquecimento do lodo granulado termofilico em reatores em
batelada operados sob condigdes anaerébias termofilicas (55°C), foram realizados para
estimular 0 crescimento microbiano e obter boa atividade metanogénica. O lodo
enriquecido foi posteriormente utilizado como inéculo em ensaios especificos com
acetato de sédio, lactato de sodio e propionato de sodio, em separado, na presenga de
sulfato.

Para a realizagio do enriquecimento foi usado meio basal ZINDER
suplementado com solugSes de substratos orgdnicos ¢ sulfato de sodio, descritos na
Tabela 7. As fontes e concentragdes escolhidas foram baseadas no trabalho de
VAZOLLER (1995) por serem importantes para estimular a degradagdo anaerdbia em
todas as suas etapas.

Os ensaios de enriquecimento foram realizados em duplicatas e as analises
cromatogréficas permitiram o monitoramento da produgéio de gas metano nos reatores.
Os valores do biogés produzidos foram expressos em porcentagem em fungdo do tempo,
¢ estdo apresentados na Figura 9 (a, b e ¢) e Anexo 2.

A produgfio maxima de metano foi de aproximadamente 71,9% em 281,5 horas
de incubagdo; 70,2% em 212,7 horas e 72,4% em 527 horas para os reatores de
enriquecimento. FATIBELLO (2001), estudando lodo proveniente do mesmo reator
(UASB) observou produgfio méxima de metano de aproximadamente 68,8% em 936

horas de operagdo, para as mesmas condi¢des de enriquecimento. As diferengas
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encontradas, em relagdo ao periodo para atingir a produgdo mdixima de metano,
provavelmente foram relacionadas com as caracteristicas do proprio lodo, temperatura
de armazenamento na geladeira e grau de homogeneizagdo.

Neste trabalho, a produgdo méxima de metano também ocorreu em tempos
diferentes para cada enriquecimento. Deve-se salientar que os seis reatores de
enriquecimento foram operados, em diferentes épocas, de acordo com a necessidade de
utilizagdo do indculo para os ensaios em condigdes fisiolégicas especificas. Deste
modo, as considera¢des mencionadas anteriormente sdo validas também para explicar as
diferencas, em relagfio ao tempo, para atingir a produgiio méxima de metano.

As caracteristicas morfolégicas da biomassa, presente nos reatores em batelada,
foram avaliadas empregando-se microscopia de luz comum, contraste de fase e
fluorescéneia. Em todos os reatores de enriquecimento foi observado o predominio de
organismos semelhantes a Methanosarcina sp., cistos de sarcinas e bacilos retos
fluorescentes. Entre as morfologias pertencentes ao Dominio Bacteria foram
visualizados bacilos curvos, bacilos com as extremidades afiladas semelhantes a
Desulfotomaculum sp. € esporos.

VAZOLLER (1995) ¢ FATIBELLO (2001) também utilizaram lodo termofilico
de mesma procedéncia e verificaram morfologias bastante semelhantes as observadas
neste trabalho, ou seja, predominio de Methanosarcina sp., cistos de sarcinas ¢ bacilos
retos fluorescentes semelhantes a Methanobacterium sp. No entanto, VAZOLLER
(1995) destacou também o aparecimento de organismos acetoclasticos semelhantes a
Methanosaeta sp.

E importante salientar que, além das bactérias anaerébias e arqueas
metanogénicas, o lodo enriquecido também apresentava quantidades significativas de
material particulado. Exames microscopicos revelaram que a maioria das células
microbianas ficou retida nesse material. Posteriormente, foi realizado o desprendimento
celular, das amostras, através de agitagio manual com pérolas de vidro, agitagfio em
vértex e sonicagdo. No entanto, foi constatada grande dificuldade em quantificar as
células presentes em tal lodo. Quando aplicada & técnica do FISH, esse problema
tornou-se agravado. Ou seja, a sonda marcada com rodamina ficava retida nesses
materiais, formando agregados vermelhos, inviabilizando a caracterizagfio e contagem
celular. Por esses motivos, optou-se por novo cultivo do lodo enriquecido, em condigdes
seletivas com acetato de sédio, lactato de sédio ou propionato de sodio, mais sulfato,

visando diluigdo e selegfio dos tipos morfologicos para os objetivos estudados.
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Figura 9. Produgio média de gas metano, em fungdo do tempo, nos ensaios de

enriquecimento do lodo termofilico, posteriormente utilizados como inoculo para os

ensaios em condi¢des fisiologicas especificas: (a) 71,9% de metano, (b) 70,2% de

metano e (¢) 72,4% de metano.
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5.2. CULTIVO EM CONDICOES FISIOLOGICAS ESPECIFICAS

Apds o enriquecimento do lodo termofilico, como mostrado no item 5.1, foram
realizados ensaios de cultivo em condi¢des fisiologicas especificas, em reatores em
batelada, utilizando-se acetato, lactato e propionato, como sais sodicos, na presenga de
sulfato. Esses ensaios visaram estimular a presenga de organismos metanogénicos €
bactérias redutoras do ion sulfato na biomassa anaerobia termofilica. Os substratos
organicos foram definidos em relagdo as caracteristicas fisiologicas desses organismos
visando estudar as possiveis relagdes em condigdes nutricionais favoraveis, especificas
ou inibidoras.

Com o substrato orgénico acetato, diferentes solugdes de vitaminas foram
testadas. O objetivo desses experimentos foi identificar a composi¢io da solugio de
vitaminas que melhor favorecesse a metanogénese e a sulfetogénese. Para isso foram
utilizadas a solugdio descrita por DUBOURGUIER (1987) e solugdo especifica para
BRS (WIDDEL & PFENNIG, 1984). As condigbes nutricionais, as vitaminas e os
volumes de indculo utilizados em cada ensaio estdo apresentados na Tabela 14. Os
valores desta tabela representam as concentragBes de acido acético e de sulfato
determinados por cromatografia. No entanto, ¢ importante mencionar que 0s reatores

foram alimentados com solugdo de acetato de sodio e sulfato de sodio.

Tabela 14. Condi¢des nutricionais utilizadas nos ensaios de cultivo com diferentes

vitaminas.
2 SOLUCAO DE VOLUME DE
ENSATOS CONDICAO NUTRICIONAL (MG/L.) VITAMINAS  INOCULO (ML)
I Acido acético (2805,0) Vitamina' 100
1 Acido acético (2805,0) + sulfato (1125,0) Vitamina' 100
11 Acido acético (2805,0) + sulfato (1125,0) Vitamina® 100

Solugio de vitaminas': DUBOURGUIER (1987).
Solugdo de vitaminas®: WIDDEL & PFENNIG (1984).

Foram realizadas analises cromatograficas para acompanhar a produgdo de

metano, em fungiio do tempo, para as condigdes descritas na Tabela 14. Os valores do
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biogas produzido foram expressos em porcentagem e as médias das duplicatas estdo
apresentadas no Anexo 3.

No ensaio I, com acetato de sodio e solugdo de vitaminas', a produgiio maxima
de metano foi de aproximadamente 55,4% em 746,3 horas de operagdo. Para a condi¢io
I1, com acetato de sddio mais sulfato de sédio e solugdo de vitaminas', a produgfo
maxima de metano foi de 51,9% em 768,7 horas, com redugdo de sulfato de
aproximadamente 53,3%, para concentragdo inicial de 1125,0mg/L. A produgio de
sulfeto total dissolvido foi de aproximadamente 37,7mg/L. Para a condigdo 1L, com
acetato de sodio mais sulfato de sédio e solugdo de vitaminas®, a produgo maxima de
metano foi de 4,7% em 293,3 horas. A redugéo de sulfato foi de aproximadamente 40%,
para concentragio inicial de 1125,0mg/L,, com produgfio de sulfeto total dissolvido de
aproximadamente 7,8mg/L. Os valores médios da produgdo de metano, em fungdo do
tempo, para cada condigio estudada estdo apresentados na Figura 10.

Estequiometricamente, em condigdes padrdo, a redugio de 1125mg de sulfato
produz 398,4mg de sulfeto total. No entanto, os valores das concentragdes de sulfeto
produzidos nos ensaios II e III foram de 37,7mg/L e 7,8mg/L, respectivamente. E
importante ressaltar que em ambos os ensaios determinou-se apenas as concentragdes de
sulfeto dissolvido. Como a solubilidade dos gases diminui com o aumento da
temperatura, possivelmente, os valores de sulfetos dissolvidos encontrados foram
inferiores aos esperados devido a elevada temperatura utilizada nos ensaios (55°C) e a
precipitacdo de sulfetos pela presenca de tragos de metais no meio de cultivo.

No ensaio controle I, apenas com acetato, foi verificado o predominio de bacilos
retos fluorescentes, sarcinas, bacilos com extremidades arredondadas e bacilos curvos.
Na condigdo II, com acetato mais sulfato e solugéo de vitaminas' foram visualizados os
mesmos tipos morfologicos, descritos no ensaio controle, no entanto favorecendo o
crescimento mais intenso de bacilos curvos e bacilos com extremidades afiladas. Na
terceira condigfio, acetato, sulfato e solugéio de vitaminas®, foram visualizadas raras
arqueas metanogénicas, mantendo a propor¢do de ocorréncia, das demais morfologias,
semelhante ao segundo ensaio. As morfologias observadas nas respectivas condi¢des
nutricionais estdo apresentadas na Tabela 16. VAZOLLER (1995) realizou ensaios de
cultivo, com lodo termofilico (55°C) de reator UASB, em meio mineral ZINDER com
acetato de sodio (40mM) e sulfato de sodio (10mM). As morfologias observadas pelo

autor foram sarcinas, bacilos retos fluorescentes e bacilos espessos ndo fluorescentes.
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Pelos resultados obtidos nas analises cromatograficas e exames microscopicos,
observou-se que a melhor condigdo para o desenvolvimento dos microrganismos
anaerdbios acetoclasticos, metanogénicos e bactérias redutoras do ion sulfato foi em
acetato de sodio, sulfato de sédio e solugiio de vitaminas' (DUBOURGUIER, 1987). A
condi¢do III com acetato de sodio, sulfato de sédio e solugio de vitaminas® favoreceu
apenas o crescimento das BRS. Segundo WIDDEL & PFENNIG (1984), esta solugdo de
vitaminas contém o acido p-aminobenzodico o qual é requerido como fator de
crescimento para as BRS. No entanto, este acido atua como inibidor do crescimento de
arqueas metanogénicas.

Por esse motivo, a condigdo I foi definida para realizar os ensaios de cultivo
nutricionais, em reatores em batelada e diferenciais. A solugio de vitaminas, descrita
por DUBOURGUIER (1984), também foi utilizada nos ensaios com lactato de sodio e

propionato de sodio, individualmente, na presenga de sulfato.
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Figura 10. Valores médios da produgio de metano, em fungdo do tempo, durante os
ensaios de cultivo em condigdes especificas: (1) acetato de sodio e solugdo de
vitaminas', (2) acetato de sodio, sulfato de sodio e solugdo de vitaminas', (3) acetato de

sddio, sulfato de sodio e solugdo de vitaminas®.

Assim como o acido acético, os valores das concentragdes de acido latico e
acido propiénico foram determinados por cromatografia. Como mencionado
anteriomente, os reatores foram alimentados com solugdo de lactato de sodio ou
propionato de sodio e sultato de sodio.

Nos ensaios com lactato de sodio e sulfato, praticamente niio houve produgdo de

metano e o valor obtido foi igual a 5,9% em 144 horas. As condigdes nutricionais deste
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ensaio estio apresentadas na Tabela 15. Os exames microscopicos revelaram
predominio de bacilos fluorescentes, bacilos curvos, bacilos com extremidades afiladas
e muitos esporos (Tabela 16). Em condigdes nutricionais semelhantes, com lodo
termofilico, VAZOLLER (1995) observou a presenga de sarcinas, bacilos com
extremidades afiladas e bacilos curvos.

No ensaio com propionato de sodio, sulfato de sddio e 100mL de indculo, nao
houve bom crescimento celular. Os exames microscopicos mostraram que a maioria das
células apresentava-se na forma de esporos. Foram observados, com pouca freqiiéncia,
bacilos retos fluorescentes, bacilos com extremidades afiladas e bacilos com
extremidades arredondadas. Com essas consideragdes, foi realizado um novo ensaio
visando elevar a biomassa anaerdbia. Para tanto, foram realizados ensaios nas condigoes
escritas a seguir com diminuigdo nas concentragdes de propionato e aumento no volume
de inoculo.

O novo ensaio foi feito com propionato de sodio mais sulfato de sodio e 200mL
de indculo (Tabela 15). Para essa condigdo ndo houve produgdo de metano, porém o
aumento no volume do indculo favoreceu o crescimento celular. Foram visualizados,
através de exames microscopicos, arqueas metanogénicas semelhantes a
Methanosarcina  sp., bacilos retos fluorescentes, bacilos com extremidades
arredondadas, cistos de sarcinas e outros esporos. Em seus estudos, VAZOLLER (1995)
observou predominio de bacilos com extremidades afiladas, simples ou em pares, em
amostras de lodo cultivado, com propionato de sédio (20mM) e sulfato de sodio

(10mM), sob condig¢des termofilicas.

Tabela 15. Condi¢des nutricionais utilizadas nos ensaios de cultivo com lactato e

propionato, na presenca de sulfato.

CONDICAO NUTRICIONAL (MG/L) Sﬁﬁgﬁ;}g? m?g:;}rgﬁ:(zi)
Acido lactico (1569,5) + sulfato (1125,0) Vitamina' 100
Acido propiénico (2218,0) + sulfato (1125,0) Vitamina' 100
Acido propibnico (1109,0) + sulfato (1125,0) Vitamina' 200

Solugiio de vitaminas': DUBOURGUIER (1987).
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5.3. ENSAIOS EM REATORES EM BATELADA E DIFERENCIAIS

Nesta fase foram realizados ensaios, sob condigdes termofilicas (55+1°C) em
reatores operados em batelada e reatores diferenciais de leito fixo, alimentados com os
substratos orginicos acetato de sodio, lactato de sodio e propionato de sodio,
separadamente, na presenca de sulfato. Como mencionado anteriormente, as
concentracdes dos substratos orgénicos e fonte de enxofre foram estabelecidas com base
nos resultados obtidos por VAZOLLER (1995) para lodo termofilico.

Os reatores em batelada com células planctonicas foram mantidos em agitador
rotatorio a 150rpm e os reatores diferenciais preenchidos com espumas de poliuretano
foram mantidos em estufa. As condigdes especificas de cada sistema encontram-se
detalhadamente descritas nos itens 4.7.1. e 4.7.2., respectivamente. Durante o periodo
de operagio foram monitorados os consumos de acidos organicos e sulfato em ambos os
sistemas. No reator em batelada também foram quantificadas as produgdes de metano e
sulfeto total dissolvido, além da determinagdo de solidos suspensos volateis (inicial e
final). A DQO foi monitorada apenas no frasco de alimentagdo dos reatores diferenciais
(Figura 6).

O acompanhamento das morfologias celulares foi realizado por exames de
microscopia de luz comum, contraste de fase, fluorescéncia e microscopia eletronica de
varredura. Quantificagdes, usando a técnica de FISH, foram realizadas com sondas
fluorescentes especificas para os Dominios Archaea (ARC915) e Bacteria (EUB338),
para o grupo geral das BRS (SRB385) e familia Methanobacteriaceae (MB1174).

Além do FISH, foram realizadas quantificagdes microbianas pela técnica do
NMP para avaliar a concentragdo da populagdo de organismos anaerdbios e de arqueas
metanogénicas presentes no inoculo utilizado, nos reatores em batelada, para cada
condig¢do estudada.

A seguir, estio apresentados os resultados experimentais obtidos para cada
substrato organico especifico, na presenga de sulfato, durante a operagiio dos reatores

em batelada e diferenciais.
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53.1. REATORES ANAEROBIOS ALIMENTADOS COM ACETATO DE SODIO E

SULFATO DE SODIO

5.3.1.1. EFICIENCIA DE REMOCAO

Foram realizados ensaios, com acetato de sodio e sulfato de sodio, em reatores
em batelada e diferenciais, para verificar os consumos do substrato orgénico € sulfato.
Ambos os sistemas operaram sob condi¢es anaerobias, a 55£1°C, e foram alimentados
com meio basal ZINDER (ZINDER, 1984) suplementado com as solugdes descritas na
Tabela 10. Estes sistemas foram inoculados com 10% de biomassa termofilica
proveniente do cultivo em condigio especifica (Figura 10) e obtida na fase exponencial
de crescimento, com 768,7 horas de operagiio, atingindo produgfio méxima de metano
de 51,9%.

Os reatores anaerobios com sistema de alimentagiio em batelada apresentaram
95,6% de eficiéncia de remogdo de acido acético, em 675 horas de operagdo, para
concentragdo inicial de 1901,1mg/L. A redu¢do de sulfato foi de aproximadamente
31,8%, para concentragio inicial a 1062,5mg/L, com produgio de sulfeto total
dissolvido de aproximadamente 42,1mg/l.. Estequiometricamente, a redugdo de
1062,5mg/L de sulfato produz 376,3mg/L de sulfeto. Conseqiientemente, a redugdo de
31,8% de sulfato produziria 119,3mg/L de sulfeto total. Porém, a andlise de sulfeto
contemplou apenas a parte dissolvida no meio. Concentragdes de HaS gasoso, presentes
na atmosfera livie do reator (temperatura de incubagdo de 55°C) e de sulfetos
precipitados por metais presentes no meio de cultivo ndo foram determinados e devem
ser responsaveis pela diferenga encontrada entre o valor esperado e o encontrado em
solucio. Os valores de SSViyciat € SSVina foram 1257,0mg/L e 183,0mg/L,
respectivamente. A produgiio maxima de metano foi de aproximadamente 43,3% em
5273 horas de operagio. As variagdes das concentragdes do substrato e da produgao de
metano, em fungio do tempo, estdo apresentadas na Figura 11 (a € b, respectivamente) e
Anexo 4.

Para concentragdes iniciais de acido acético e sulfato iguais a 1901,0mg/L e
1062,5mg/L, respectivamente, obteve-se relagdo  acido acético/sulfato  de
aproximadamente 1,8. BHATTACHARYA ef al. (1996) verificaram que em culturas
enriquecidas, os organismos metanogénicos e bactérias sulfetogénicas mesofilicas

(35°C) foram capazes de utilizar acetato de sodio (637,0mg/L) e sulfato de sodio



RESULTADOS E DISCUSSAQ © 83

(245,0mg/L), simultaneamente, numa relagio de 2,6. CHOL & RIM (1991) relataram
que para relagio DQO/sulfato superior a 2,7 predominaram as arqueas metanogénicas
acetoclasticas; enquanto para valor menor a 1,7, as bactérias redutoras de sulfato
acetotroficas tornaram-se mais efetivas. Qs autores verificaram também que em valores,
para relagio DQOf/sulfato, entre 1,7 e 2,7 ocorreu competicdo ativa entre esses
organismos. Especificamente neste trabalho, com temperatura termofilica (55°C), em
reatores com células planctdnicas, e relagdo de 1,8 verificou-se certo equilibrio entre a

metanogénese, sulfetogénese e oxidagio de acetato.
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Figura 11. Reatores em batelada: (a) variagio temporal das concentragdes de sulfato,

4cido acético e sulfeto total dissolvido e (b) produgdo de metano.
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Os resultados mostraram que para a faixa de pH estudada e produgio de sulfeto
total dissolvido de aproximadamente 42,1mg/L, ndo houve inibigio da metanogénese ¢
sulfetogénese, sob condigdes termofilicas. VISSER ef al. (1992) realizaram
experimentos em reatores em batelada, com lodo granulado proveniente de reator
UASB, sob condigdes termofilicas. Os autores mostraram que a 55°C, valores elevados
de pIl entre 8,3 a 8,6 favoreceram a degradagiio de acetato através da redugfo do
sulfato; enquanto a metanogénese foi favorecida em valores de pH mais baixos na faixa
de 6,0 e 8,0. Para temperatura mesofilica (30°C), VISSER ef al. (1996) verificaram em
reatores em batelada, com lodo granulado suspenso proveniente de reator UASB,
relagio DQO/sulfato igual a 1, com acido acético como substrato orgdnico, que as
atividades metanogénicas e sulfetogénicas foram inibidas em 50%, para concentragao
de sulfeto total de 564 e 615mg/L, respectivamente, para valores de pH entre 7,2 a 7,5.
Provavelmente, pelos resultados obtidos neste trabalho, ndo houve inibigdo das
atividades considerando a concentragio de sulfeto total dissolvidode 42,1mg/L, para
faixa de pH entre 7,0 e 8,0. E importante ressaltar que a concentragdo de sulfeto de
hidrogénio ndo dissociado ou livre (H>S) nfo foi quantificada.

Nos experimentos, com quatro reatores anaerdbios diferenciais em paralelo, foi
verificada eficiéncia de remogo do acido acético de 99,6%, em 166 horas de operagdo,
para concentragfio inicial de 2306,5mg/L.. A eficiéncia de remog¢do de DQO foi de
aproximadamente 92,3% para concentra¢do inicial de 2015,0mg/L, indicando que o
substrato orgénico foi removido do sistema pelo consorcio de bactérias anaerobias
utilizadoras de acetato e arqueas metanogénicas acetoclasticas. A redugao de sulfato foi
de aproximadamente 6,7%, para concentragdo inicial de 1125,0mg/L. As rela¢des
DQO/sulfato ¢ acido acético/sulfato foram iguais a 1,8 e 2,0, respectivamente. Os
valores da variagio da concentragio do substrato, em fungio do tempo, estdo
apresentados na Figura 12.

Portanto, os resultados mostraram comportamentos distintos entre os reatores em
batelada com células planctdnicas e reatores diferenciais com biofilme. Como
mencionado acima, no primeiro sistema ocorreu producdo de metano de 42,1%, com
remogdo de sulfato de 31,8% e de éacido acético de 95,6%. No segundo, ndo foi
quantificada a produgiio de metano devido as caracteristicas operacionais do sistema.
Ocorreu remogio de 6,7% de sulfato ¢ 99,6% de éacido acético. Esses resultados
mostraram claramente que a redugdo de sulfato foi favorecida no reator em batelada,

embora a utilizagdo do substrato organico tenha ocorrido adequadamente em ambos os
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sistemas. Provavelmente ocorreu o predominio de um tipo de metabolismo em relacdo
ao outro, favorecido pelas condi¢bes de crescimento celular, ou seja, plancténico ou
biofilme. Essas caracteristicas levaram ao desenvolvimento de tipos morfologicos
predomintes para as condi¢des impostas, diferenciando as eficiéncias de tratamento. As
analises de microscopia oOptica e hibridagdo in sifu (FISH) confirmaram esse

comportamento e estao descritas detalhadamente a seguir.
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Figura 12. Reatores diferenciais de leito fixo: variagdo temporal das concentragdes de

sulfato, acido acético e DQO.



RESULTADOS E DISCUSSAOQ 86

5.3.1.2. MAPEAMENTO MORFOLOGICO

Durante o periodo de 675 horas de operagdo, do reator em batelada, foi
verificado o predominio de organismos semelhantes a Methanosarcina sp., bacilos
fluorescentes e bactérias semelhantes a Desulfotomaculum sp. Foi observada também a
presenca de bacilos com extremidades arredondadas, bacilos curvos, cistos de sarcinas,
outros esporos e raros bacilos curvos fluorescentes (Figura 13).

VAZOLLER (1995), estudando lodo anaerdbio termofilico proveniente do reator
UASB da Usina Sdo Martinho, realizou ensaios de enriquecimento com o0s substratos
acetato de sodio (40mM) e sulfato de sodio (10mM). Nessas condigdes, foram
observados tipos morfologicos semelhantes a Methanosarcina sp., bacilos fluorescentes
e bacilos espessos ndo fluorescentes. Segundo o autor, a degradagdo do substrato
orginico na presenga de sulfato, foi realizada por co-cultura representada por um
organismo acetoclastico, que produziu hidrogénio, com outro metanogénico

hidrogenotrofico.
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Figura 13. Morfologias celulares observadas em microscopia 6ptica de contraste de fase e
fluorescéncia no reator em batelada alimentado com acetato de sédio e sulfato de sédio: (a)
e (b) organismos semelhantes a Methanosarcina sp., (¢) bacilos retos e curvos, (d) bacilos

curvos, (e) bacilos com extremidades arredondadas, (f) bacilos com extremidades afiladas.
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No biofilme do reator diferencial foi acompanhado o desenvolvimento
morfolégico, em fungdo do tempo, durante 166h de operagio. Na Tabela 17 estio
apresentadas as morfologias dos microrganismos presentes no biofilme durante 24h,
46h, 70h, 118h, 142 e 166h de operagio. As morfologias observadas no biofilme foram
semelhantes as descritas para o reator em batelada, porém com diferenga na ocorréncia e
crescimento favoravel de organismos semelhantes a Methanosaeta sp. e filamentos. A
ocorréncia e as morfologias observadas, nesse ensaio, estdo apresentadas na Tabela 17 e
Figura 14, respectivamente.

E importante ressaltar que o acetato € principalmente convertido a metano e
dioxido de carbono pelas arqueas metanogénicas acetoclasticas, ou seja,
Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp. Essa ultima, parece ser predominante e
desempenha papel importante em reatores anaerobios, especialmente em reator
anaerdbio de fluxo horizontal com matrizes de poliuretano (VARESCHE et al., 1997)
tratando diferentes tipos de aguas residuarias devido a alta afinidade pelo acetato
quando comparada a Methanosarcina sp. (OUDE ELFERINK ef al., 1994). No reator
de leito fixo, verificou-se que a partir de 118h de operagiio, com concentra¢do de acido
acético igual a S5,lmg/L, houve o predominio de organismos semelhantes a
Methanosaeta sp. Segundo RASKIN ef al. (1996), baixa concentragio de acido acético
torna-se vantajosa para esse organismo em relagdo a Methanosarcina sp.. No entanto,
WIDDEL (1998) mencionou que a relagio pma/Ks de Methanosaeta sp. e
Methanosarcina sp. sdo muito similares, indicando que, quando a concentracio de
acetato estd baixa, esses dois organismos podem coexistir. Durante 0 mesmo periodo
houve consideravel acréscimo de sarcinas no biofilme. Provavelmente, esses
organismos utilizaram além do acetato, hidrogénio e dioxido de carbono, provenientes
da oxidagdo da fonte orgénica.

No biofilme termofilico foram também visualizados o predominio de bacilos
com extremidades arredondadas, pertencentes ao Dominio Bacteria e relacionados
provavelmente, aos organismos oxidadores de acetato, competindo com a
Methanosaeta, pelo substrato organico disponivel. Esses resultados das analises

morfologicas foram melhor elucidados pelo FISH.
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Tabela 17. Ocorréncia das morfologias observadas no biofilme dos reatores diferenciais

alimentados com acetato de sddio e sulfato de sodio.

MORFOLOGIAS TEMPO (H)
ARQUEAS METANOGENICAS 24 46 70 118 142 166
Methanosarcina sp + + + ++ -+ +
Methanosaeta sp - - - +H +H H+
Cistos de sarcinas o ++ ++ -+ A+ ++
Bacilos fluorescentes + + + + + +

Bacilos curvos fluorescentes - = = a - -

BACTERIAS

Bacilos com extremidades

4+ B R SR + + +
afiladas
Bacilos com extremidades

++++ - 4+ +++ +++ +++
arredondadas
Bacilos curvos ++ ++ ++ ++ ++ ++
Bacilos ¢m cadeia - - - - - -
Cocos - - - - - -
Espirilos - . = 5 . -
Outros esporos -+ +HH e+ +++ - ot
Filamentos - - = b +++ ++++

(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados.
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Figura 14, Morfologias celulares observadas em microscopia dptica de contraste de fase e
fluorescéncia no reator diferencial alimentado com acetato de sodio e sulfato de sodio: (a)
bacilos com extremidades arredondadas, (b) bacilos com esporos terminais, (¢) e (d)
organismos semelhantes a Methanosarcina sp., (e) e (f) organismos semelhantes a

Methanosaeta sp. e filamentos.
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5.3.1.3. CONCENTRACAO CELULAR

No inicio e final de operagdo, dos reatores em batelada, foram realizadas
contagens microbianas, utilizando-se a técnica do Namero Mais Provavel (NMP). A

Tabela 18 apresenta as concentragdes celulares obtidas nos ensaios do NMPjicial.

Tabela 18. Numeros estimados de microrganismos anaerdbios totais e produtores de

metano obtidos através da técnica do NMP com acetato de sodio e sulfato de sodio.

CONCENTRAGAO (ORGANISMOS/ML)

ORGANISMOS
INICIAL FINAL
Anaerodbios Totais 2,4x 10" 24x10"
Arqueas Metanogénicas 1,7x10* 1,7x10*

Exames de microscopia optica de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia
foram realizados para observar os tipos morfologicos presentes nos ensaios de NMPiyicial
e NMPfinal

Na avaliagdo microscopica do ensaio de NMPjyicia 0bservou-se predominio de
bacilos retos com extremidades arredondadas, bacilos retos com extremidades afiladas,
organismos metanogénicos semelhantes a Methanosarcina sp. e bacilos fluorescentes
semelhantes a Methanobacterium sp.. Deve-se ressaltar que, os bacilos com
extremidades arredondadas e afiladas cresceram até diluigio de 10¥, enquanto as
arqueas metanogénicas cresceram favoravelmente até diluigio da ordem de 10 Foi
verificada também a presenga de cistos de sarcinas e bacilos curvos ndo fluorescentes.
Estes ultimos, provavelmente pertencentes ao grupo das BRS, foram favorecidos pela
presenga de sulfato e mostraram crescimento da ordem de 10, Organismos semelhantes
a Methanosaeta sp., filamentos e outros esporos foram observados com pouca
freqiiéneia. A ocorréncia e as morfologias observadas nesse ensaio estdo apresentadas

na Tabela 19 e Figura 15, respectivamente.
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Tabela 19. Ocorréncia das morfologias observadas no ensaio de NMP;iial para acetato

de sodio e sulfato de sodio.

MORFOLOGIAS DILUICOES

ARQUEAS METANOGENICAS 107 107 i0? 10 10°® 10° 107

Methanosarcina sp A +++ - - -
Methanosaeta sp + 4t + 2 - - -
Cistos de sarcinas +++ +++ +H+ +H+ + - =
Bacilos fluorescentes HH -+ + - -

Bacilos curvos fluorescentes - - < s » = -

BACTERIAS

Bacilos com extremidades

SEET +++ HH++ A +
afiladas
Bacilos com cxtremidades

et FEa +H++ A +
arredondadas
Bacilos curvos ++ - - ++t A+ ++++ +
Bacilos em cadeia - - - - - - -
Cocos = = + + + - -
Espirilos = = = . - - -
Esporos ++ ++ ++ + ++ - +
Filamentos + +++ + = % - -

(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados.
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Figura 15. Morfologias celulares observadas em microscopia Optica de contraste de fase e
luz comum no ensaio de NMPigciat contendo acetato de sodio e sulfato de sodio: (a) cistos
de sarcinas, (b) organismos semelhantes a Methanosarcina sp. — diluigio 107 (c)
organismos semelhantes a Methanosaeta sp. — diluigio 107, (d) organismos semelhantes a
Methanosarcina sp. — diluigio 107, (e) bacilos com extremidades arredondadas e afiladas —

diluigdo 10 e (f) bacilos curvos — diluigio 107,
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Para o ensaio do NMPg,,, nas mesmas condigdes, obteve-se valores das
concentragdes de organismos anaerobios totais e metanogénicos iguais a 2,4x10'" e
1,7x10%rg/mL,, respectivamente. Pelos exames microscopicos verificou-se o
predominio de bacilos com extremidades afiladas e bacilos com extremidades
arredondadas. Observou-se também a presenca de bacilos curvos, bacilos em cadeia,
espirilos e outros esporos, além de organismos metanogénicos semelhantes a
Methanosarcina sp., Methanobacterium sp. e cistos de sarcinas. Os cocos foram
observados com pouca freqiiéncia. E importante salientar que, sob tais condigdes, os
bacilos com extremidades afiladas, arredondadas e bacilos curvos foram visualizados
até diluigdo da ordem de 10, apresentando maior concentragiio em relagio a condigiio
inicial (Tabela 19) . A ocorréncia e as morfologias observadas nesse ensaio estdio
apresentadas na Tabela 20 e Figura 16, respectivamente.

Os resultados mostraram pequena variagio nos valores, inicial e final, das
concentragdes dos organismos anaerébios totais de 2,4x10'org/mL  para
2,4x10“org/mL, respectivamente. No entanto para os organismos metanogénicos os
valores das concentragdes obtidas permaneceram constantes e da ordem de
1,7x1040rg/mL. No entanto, foram observados padrdes de crescimentos distintos nas
duas condigdes estudadas, ou seja, no NMPjicial verificou-se a presenga de filamentos e
organismos semelhantes a Methanosaeta sp., enquanto no NMPg,a a presenca de
bacilos em cadeia, espirilos € cocos. As demais morfologias estiveram presentes nas
duas condigdes estudadas.

VARESCHE ef al. (2000), realizaram contagens microbianas com lodo
termofilico proveniente de reator UASB. O indculo e as condi¢des utilizadas para
determinar os microrganismos anaerobios totais e produtores de metano, foram os
mesmos apresentados neste trabalho, ou seja, o autor utilizou meio Zinder suplementado
com solugdes estoque, acetato de sodio e sulfato de sodio em concentragdes de 30mM e
10mM, respectivamente. As concentragdes obtidas pelos autores foram iguais a
1,6x10%0org/mL e 9,0x10%rg/mL para os organismos anaerdbios totais e metanogénicos,
respectivamente. Os autores realizaram a contagem ap6s o enriquecimento com varios
substratos organicos, semelhantes ao descrito na Tabela 7. No presente trabalho, a
biomassa anaerdbia, proveniente do enriquecimento com varios substratos organicos,
foi posteriormente utilizada como indculo para crescimento na presenga de acetato e
sulfato. As células anaerdbias que se desenvolveram, nessa Ultima condigo, foram

utilizadas como indculo para a quantificagio através do NMPjicia € ensaios em reatores
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em batelada, nas mesmas condigbes nutricionais. Esse caminho de enriquecimento
selecionou principalmente o crescimento de bactérias anaerobias, apresentando o dobro
do valor encontrado por VARESCHE e/ /. (2000). No entanto, em relagio as arqueas
metanogenicas, a concentragdo foi ligeiramente inferior, porém com mesma ordem de
magnitude. Os autores, mencionados anteriormente, também observaram o predominio
de arqueas metanogénicas semelhantes a Methanosarcina sp. e a presenga de bacilos

ligeiramente curvos e ndo fluorescentes, provavelmente pertencentes ao grupo das BRS.

Tabela 20. Ocorréncia das morfologias observadas no ensaio de NMPrg,, para acetato e

sulfato.

MORFOLOGIAS DILUICOES

ARQUEAS METANOGENICAs 107 102  10°  10* 10¢® 10% 10

Methanosarcina sp ca s = o T = - S S « - =

Methanosaeta sp - - - - 5 . 2

Cistos de sarcinas H+ = 2 -

Bacilos fluorescentes +H+ +4 ++ - - -

Bacilos curvos fluorescentes - - - - - - -
BACTERIAS

Bacilos com extremidades
e T o = = S I I S S A H B SV FEE

afiladas
Bacilos com extremidades

A ++ o
arredondadas
Bacilos curvos ann o S S S = = S S ++
Bacilos em cadeia - ++ +++ - -
Cocos - o+ T t o + +
Espirilos - e s s T .
Esporos & + 4 ++ + +

Filamentos - - - - - - -

(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados.
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Figura 16. Morfologias celulares observadas em microscopia éptica de contraste de fase no

ensaio de NMPg, contendo acetato de sodio e sulfato de sodio: (a) bacilos com
extremidades afiladas e bacilos em cadeia, (b) bacilos com extremidades afiladas aos pares
— diluigdo 107 (c) bacilos com extremidades afiladas — diluigio 10™, (d) espirilos, (e) e (f)

bacilos com extremidades afiladas — diluigdo 10°.
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5.3.1.4. HIBRIDACAO FLUORESCENTE /N Si7U (FISH)

As amostras de células planctonicas e do biofilme foram hibridadas com sondas
complementares ao RNAr dos Dominios Archaea (ARC915) e Bacteria (EUB338), para
o grupo geral das BRS (SRB385) da subdivisdo delta de Proteobacteria e familia
Methanobacteriaceae (MB1174). Todas as sondas utilizadas foram marcadas com
rodamina, como mencionado no capitulo 4.

Inicialmente, a técnica de hibridagdo in sifu foi realizada para as amostras do
reator em batelada com as sondas ARC915, EUB338 e SRB385. No entanto, as células
hibridadas com a sonda ARC915 apresentaram sinal fluorescente muito fraco,
dificultando a contagem das mesmas. Segundo POULSEN ef al. (1993) e AMMAN et
al. (1995), a intensidade do sinal fluorescente estd relacionada com a atividade
metabolica celular, ou seja, depende da quantidade de RNAr e consequentemente do
conteudo ribossomal da célula. Havendo poucas moléculas de RNAr, a quantidade de
fluorocromos no interior da célula também sera reduzida, dificultando sua visualizagio
ao microscopio quando hibridadas pela técnica de FISH (ABE, 1988).

Embora com sinal fluorescente fraco, apos a aplicagio da sonda,
microscopicamente as células metanogénicas apresentavam autofluorescéncia, devido
ao fator Fyy, ou seja, estavam metabolicamente ativas. Apos alguns testes foi verificado
que o fraco sinal emitido na hibridagdo ndo era devido ao baixo conteido de RNAr
celular, mas provavelmente relacionado com a permeabilidade da parede celular. Para
aumentar a permeabilidade da membrana celular a sonda, foram realizados 7 ciclos de
congelamento-descongelamento (-80°C a 60°C) por 30 e 2 minutos, respectivamente,
para as amostras ja fixadas. Esse protocolo experimental foi realizado de acordo com o
trabalho de SEKIGUCHI ef al. (1999) para granulos termofilicos. Depois dos ciclos de
congelamento-descongelamento, o sinal fluorescente pareceu mais forte, tanto para as
células hibridadas com a sonda ARC915 quanto para as hibridadas com EUB338 ¢
SRB385, facilitando a contagem das células ao microscopio. Contudo, para os
organismos metanogénicos, foi realizado teste para poder melhor detectar células
semelhantes a Methanobacterium sp.. ARAUJO (2001) relatou que algumas arqueas
metanogénicas, com morfologias semelhantes a Methanobacterium sp., apresentaram
sinal muito fraco quando hibridadas separadamente com ARC915 e MB1174. O autor
sugeriu a realizagdo de dupla hibridagio para melhorar a intensidade do sinal

fluorescente e eliminar possiveis problemas com disponibilidade da seqiiéncia alvo.
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Portanto, neste trabalho, optou-se em realizar o ciclo de congelamento-
descongelamento para todas as amostras e dupla hibidagdo, com as sondas ARC915 e
MB1174, para detectar os organismos metanogénicos.

No reator em batelada, através da hibridagdo in sifu, verificou-se que a
composi¢ao microbiana, relacionada ao Dominio Bacteria, apresentou valores de 41,0%
(E.P=5,1%), 37,7% (E.P.=7,8%), 38,7% (E.P.=3,9%), 40,7% (E.P.=3,8%) ¢ 41,5%
(E.P.=3,8%) nos tempos zero, 48, 192, 384 e 528 horas de operagio, respectivamente.
As células hibridadas com a sonda EUB338 foram relacionadas a morfologias
semelhantes a bacilos com extremidades arredondadas, simples ou em pares, bacilos
curvos e bacilos com extremidades afiladas. Os bacilos com extremidades arredondadas
foram relacionados as bactérias oxidadoras de acetato e ndo pertencentes ao grupo das
BRS, pois ndo hibridaram com a sonda SRB385. Durante o mesmo periodo, a
composi¢do microbiana detectada com a sonda SRB385, foi de 21,7% (E.P.=4,3%),
16,1% (E.P.=4,8%), 12,1% (E.P.=4,2%), 9,6% (E.P.=3,5%) e 13,3% (E.P.=3,6%) com
predominio de bacilos curvos semelhantes a Desulfovibrio sp. e bacilos com
extremidades afiladas semelhantes a Desulfotomaculum sp. E importante salientar que
os ultimos microrganismos foram quantificados de acordo com sua morfologia
particular e condigdes fisioldgicas, ou seja, crescimento na presenca de acetato e sulfato
sob condi¢bes termofilicas. Segundo RAMSING et af. (1996), a sonda SRB385 ndo
hibridiza com bactérias redutoras de sulfato ndio pertencentes ao grupo delta de
Proteobacteria, tais como membros do género Desulfotomaculum, Gram-positivas,
formadoras de esporos, contendo baixo conteido de GC (guanina e citosina). No
entanto, bacilos curvos semelhantes a Desulfovibrio sp., foram hibridados com sonda
SRB385 (especifica para o grupo geral das BRS Gram-negativas pertencentes ao grupo
delta de Proteobacteria).

Como mencionado anteriormente, os organismos metanogénicos foram
semelhantes a sarcinas, bacilos curvos e retos. A porcentagem variou ao longo do
ensaio, com valores iguais a 52,9% (E.P=3,2%), 60,1% (EP= 3,6%), 57,7%
(E.P.=4,2%), 67,6% (E.P.=4,6%) e 51,5% (E.P.=3,4%) nos tempos zero, 48, 192,384 ¢
528 horas de operagdo, respectivamente. As porcentagens obtidas pelo FISH revelaram
predominio das arqueas metanogénicas sobre as bactérias anaerdbias. Deve-se destacar
também que embora com eficiéncia de utilizagdo de sulfato de 31,8%, as BRS
apresentaram menor propor¢do no total de organismos hibridados com a sonda

EUB338. Os demais organismos hibridados com essa sonda, representaram total de
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19,3%, 21,6%, 26,6%, 31,1% e 28,2% para os tempos zero, 48, 192, 384 e 528 horas de
operagdo, respectivamente. Provavelmente, essas porcentagens correspondem as
bactérias oxidadoras de acetato e outros organismos anaerobios. Os valores e as
morfologias obtidas na hibridagdo in sifu estdo apresentados na Figura 17 e 18,

respectivamente, e no Anexo 5.
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Figura 17, Composi¢io da comunidade microbiana determinada pela técnica de FISH,
em fung¢do do tempo, para células plancténicas. Abundancia relativa de células
pertencentes aos Dominios Bacteria (EUB338) e Archaea (ARC915) e sonda especifica
para Methanobacteriaceae (MB1174). A porcentagem de células pertencentes ao grupo
das BRS foi estimada baseando-se nas caracteristicas morfologicas das células e nos
valores obtidos com sonda (SRB385) especifica para as BRS Gram-negativas. Os
valores da abundéncia relativa indicam a porcentagem de um grupo especifico de

células em relagdo a populagdo total corada com DAPIL As barras indicam o erro

padrio.

Segundo RASKIN ef al (1994), a soma das porcentagens das células
pertencentes aos Dominios Archaea, Bacteria e Eucarya, hibridadas com as sondas
ARC915, EUB338 e EUKS516, respectivamente, deve ser igual a 100%. Contudo, neste
trabalho utilizamos apenas as sondas ARC915 ¢ EUB338, ou seja, a somatoria das
porcentagens de células hibridadas com as duas sondas deveria serigual a 100, uma vez
que os organismos eucariotos ndo estavam presentes no inoculo. A somatéria das

células hibridadas com as duas sondas foi de 93% (To), 97,8% (48h), 96,4% (192h),
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108,3% (382h) e 93% (528h). Portanto, houve sub e superestimativa da populagio total
de organismos, provavelmente relacionadas com intensidade do sinal fluorescente,
preparagdo das amostras, retirada do material celular do suporte, desprendimento dos
arranjos celulares e dilui¢des, ocasionando variagdo na porcentagem total das sondas.
ARAUJO (2001) estudando culturas puras de arqueas metanogénicas, em lodo
granulado mesofilico, atraves da técnica de FISH também verificou variabilidade na
somatéria total. Segundo o autor, os valores encontrados podem ter sido subestimados
devido ao arranjo celular, pois mesmo apos vigorosa homogeneizagdo da amostra, as
células permaneceram agrupadas dificultando a contagem das mesmas e a busca de
campos microscopicos que permitissem tal quantificagdo. No caso de valores
superestimados, talvez tenham ocorrido ligagdes n#o-especificas com as sondas
EUB338 ou ARC915+MB1174.

Pelas analises de FISH, observou-se que arqueas metanogénicas predominaram,
nos reatores em batelada, em relagdo as bactérias oxidadoras de acetato e BRS,
representando o Dominio Bacteria, confirmando o resultado obtido com 43,3% de
produgio de metano e 31,8% de remogdo de sulfato. Entretanto, na quantificagio celular
pelo NMP, foi observado comportamento inverso. Ou seja, as maiores concentragdes
celulares foram obtidas para as bactérias anaerébias (2,4x10"org/mL ¢ 2,4x10" loi‘g/mL)
em relagiio as arqueas metanogénicas (1,7x10%rg/mL). Esse fato pode ser justificado
principalmente pelas diferengas metodoldgicas realizadas em cada procedimento, ou
seja, 0 NMP permite o crescimento celular seletivo e o FISH quantifica as células ativas

em determinada condig¢io especifica.
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Figura 18. Hibridagdo de amostras do reator em batelada — acetato de sodio e sulfato de
sodio: (a) coloragio com DAPL (b) bacilos com extremidades arredondadas hibridados
com a sonda EUB338, (c) coloragio com DAPI, (d) bacilos com extremidades arredondas
(EUB338), (e) coloragio com DAPIL, (f) Methanosarcina sp. hidridada com a sonda
ARC915+MB1174.
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Nas amostras do biofilme, as analises de FISH mostraram que as células
bacterianas hibridadas com a sonda EUB338 semelhantes a bacilos com extremidades
arredondadas predominaram. Amostragens realizadas com 24 e 72 horas de operagéo
mostraram que essas bactérias ocorriam sozinhas ou em pares. Apds 120 ¢ 168 horas,
essas células formaram longas cadeias. Como mencionado anteriormente, essas células
ndo hibridizaram com a sonda especifica para BRS (SRB385) e ndo foram consideradas
membros desse grupo. Portanto, a porcentagem de células hibridadas com a sonda
EUB338 foi de 57,1% (E.P.=4,2%), 56,1% (E.P.=3,3%), 60,9% (E.P.=3,0%), 65,8%
(E.P.=3,5%) e 69,1% (E.P.3,9%) nos tempos zero, 24, 72, 120 e 168 horas de operagéo,
respectivamente. Durante o mesmo periodo, a composi¢do microbiana detectada com a
sonda SRB385, foi de 21,7% (E.P.=2,9%), 23,7 (E.P=3,8%), 12,8% (E.P.=1,9%),
14,1% (EP=23%) e 122% (EP.=2,5%), com predominio de bacilos curvos
semelhantes a Desulfovibrio sp. e bacilos com extremidades afiladas semelhantes a
Desulfotomaculum. Foi usado o mesmo procedimento, anteriormente mencionado, para
a quantificagdo de Desulfotomaculum. Deve-se salientar que o predominio desta Giltima
morfologia foi mais efetivo até 70 horas, tornando-se raras no periodo de 118 a 166
horas de operagio (Tabela 20). A porcentagem de arqueas metanogénicas foi de 45,5%
(E.P.=3,8%), 37,4% (E.P.=3,5%), 37,9% (E.P.=2,4%), 32,2% (E.P.=2,2%) e 30,3%
(E.P.=2,9%), para os tempos zero, 24, 72, 120 ¢ 168 horas de operagdo. Os valores e as
morfologias obtidas na hibridagdo in sifu, estio apresentados na Figura 19 e 20,
respectivamente, e no anexo 7.

No biofilme, a somatoria total das porcentagens das células hibridadas com as
sondas EUB338 e ARC915+MB1174 foi de 102,3% (To), 93,5% (24h), 98,8% (72h),
98% (120h) e 99,4% (168h). De acordo com RASKIN ef al. (1994), os valores obtidos
estdo proximos de 100%, ou seja, nesse caso as sub e superestimativas foram menores

que as ocorridas nos reatores em batelada.
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Figura 19. Composi¢éo da comunidade microbiana determinada pela técnica de FISH,
em fungdo do tempo, para células do biofilme. Abundancia relativa de células
pertencentes aos Dominios Bacteria (EUB338) e Archaea (ARC915) e sonda especifica
para Methanobacteriaceae (MB1174). A porcentagem de células pertencentes ao grupo
das BRS foi estimada baseando-se nas caracteristicas morfologicas das células e nos
valores obtidos com sonda (SRB385) especifica para as BRS Gram-negativas. Os
valores da abundancia relativa indicam a porcentagem de um grupo especifico de

células em relagdo a populagdo total corada com DAPIL As barras indicam o erro

padrio.
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Figura 20. Hibridagio de amostras do reator em batelada — acetato de sodio e sulfato de
sodio: (a) coloragio com DAPI, (b) bacilos em cadeia hibridados com a sonda EUB338, (¢)
coloragfio com DAPI, (d) filamentos hibridados com a sonda EUB338, (e) coloragdo com

DAPI, (f) filamento com extremidades arredondadas hibridado com sonda EUB338.
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Continuaciio da Figura 20. Hibridagio de amostras do reator em batelada — acetato de
s6dio e sulfato de sédio: (g) coloragdo com DAPI, (h) Methanosaeta sp. hibridada com
sonda ARC915+MB1174, (i) coloragio com DAPIL, (j) Methanosaeta sp. hibridada com
sonda ARC915+MB1174, (k) coloragio com DAPIL (I) Methanosaeta sp. hibridada com
sonda ARC915+MB1174.
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Neste ensaio, 0s exames mostraram que arqueas metanogénicas semelhantes a
Methanosarcina sp., Methanosaeta sp. ¢ membros da Familia Methanobacteriacea,
presentes no biofilme predominaram em relagdo as bactérias redutoras de sulfato (BRS).
Os representantes predominantes desse ultimo grupo foram Desulfovibrio sp. e
Desulfotomaculum sp. e mostraram decréscimo no numero de células no decorrer do
tempo. Por outro lado, as bactérias oxidadoras predominaram com aumento no nimero
de células detectadas pela sonda EUB338. Como mencionado anteriormente, esses
bacilos também foram observados nos reatores em batelada com células planctdnicas.
Provavelmente, o bacilo oxidou acetato a dioxido de carbono e reduziu prétons a
hidrogénio, os quais foram utilizados por organismos pertencentes a Familia
Methanobacteriaceae, levando a produgdo de metano. ZINDER & KOCH (1984)
verificaram metabolismo semelhante em co-cultura termofilica sintrofica. A realizago
dos exames microscopicos e técnica de hibridagdo permitiu fazer inferéncias sobre o
lodo termofilico imobilizado constituido por diferentes morfotipos e o significado
ecoldgico da sua estrutura dentro das matrizes.

HATTORI ef al. (2000) observaram bacilos com extremidades arredondadas,
semelhantes aos descritos neste trabalho, caracterizando-os como nova bactéria
oxidadora de acetato, denominada Thermacetogenium phaeum. Esses bacilos foram
isolados de reator anaerébio metanogénico termofilico (55°C), tratando 4gua residuaria
de papel kraft. De acordo com os autores, esses bacilos oxidaram 40mM de acetato em
co-cultura com bacilos metanogénicos hidrogenotroficos termofilicos. Em cultura pura,
a linhagem cresceu acetogenicamente em varios alcoois, acidos orgénicos, compostos
aromaticos metoxilados e alguns aminoacidos. Baseado nas particularidades fenotipicas
e filogenéticas da linhagem isolada, os autores concluiram que esse microrganismo
representa um novo e distinto taxon.

VAZOLLER (1995) propds a existéncia de uma co-cultura formada por bacilos
oxidadores de acetato e células metanogénicas obtidas de reator anaerdbio termofilico
(55°C) tratando vinhaga. Segundo o autor, algumas bactérias redutoras do ion sulfato,
em conjunto com metanogénicas hidrogenotroficas, utilizam substratos orginicos como
acetato e etanol. O 4cido acético, sob condigdes termofilicas, ndo tem sido relatado
como fonte organica para o crescimento de bactérias do género Clostridium, mas como
produto metabolico celular. No entanto, a degradagdo do acetato com produgdo de
hidrogénio e diéxido de carbono ¢ um aspecto do metabolismo de Desulfotomaculun

sp. A morfologia dessas células, sob microscopia de contraste de fase, fluorescéncia e
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microscopia de varredura confocal a laser (CLSM) revelou que Desulfotomaculum sp. e
Methanobacterium sp. seriam os bacilos oxidadores de acetato e hidrogenotroficos,
respectivamente.

A espécie T. phaeum, a linhagem termofilica oxidadora de acetato (ZINDER &
KOCH, 1984; VAZOLLER, 1995) e mesofilica Clostridium ultunense (SCHNURER ef
al., 1996) oxidam acetato na presenga de organismos metanogénicos hidrogenotréficos.
A espécie C. uwliunense ¢é filogeneticamente e quimiotaxonomicamente bem
caracterizada. Porém as posigoes filogenéticas da linhagem oxidadora de acetato e 7.
Pphaeum ndo sdo conhecidas (HATTORI ef al., 2000).

HATTORI ef al. (2000) isolaram dois bacilos morfologicamente distintos, um
com endosporo terminal, nao autofluorescente e filogeneticamente associado ao grupo
Gram-positivo com baixo contetdo de GC. O outro tipo morfolégico, com
autofluorescéncia, foi similar a Methanobacterium sp.. Na luz dessas observagdes, foi
sugerido que a oxidagfo sintrofica do acetato, como descrito previamente por ZINDER
& KOCH (1984) e VAZOLLER (1995) ocorreram no biofilme termofilico, tendo
concomitante crescimento de BRS e arqueas metanogénicas. As BRS também podem
estar envolvidas nesse processo.

Em reatores anaerobios, o acetato nfio € a Gnica fonte de energia disponivel para
os microrganismos. As BRS competem com as arqueas metanogénicas pelo hidrogénio
quando o sulfato esta presente em concentragdes suficientes. As BRS crescem
quimiolitotroficamente com H; como doador de elétrons e requerem acetato e CO;
como fontes de carbono (OUDE ELFERINK ef al, 1994). Neste trabalho, as arqueas
metanogénicas hidrogenotroficas morfologicamente semelhantes a Methanobacterium
sp, Methanobrevibacter sp. e células bacterianas semelhantes a Desulfovibrio sp. foram
observadas. No entanto, entre o grupo das BRS, a morfologia predominante foi similar a
Desulfotomaculum sp. Este ultimo é capaz de oxidar completamente o acetato sob
condigdes de redugio de sulfato (QUDE ELFERINK ef al., 1994). Nesse estudo, a
porcentagem total de BRS foi baixa e confirmada pela eficiéncia de remogéo de sulfato
de aproximadamente 6,7%.

No biofilme, o metabolismo de oxidagdio do acetato predominou com
concomitante remogdo de hidrogénio pelos bacilos metanogénicos hidrogenotroficos. A
metanogénese e a sulfetogénese também ocorreu, porém em menores proporgoes.

Nos reatores com crescimento aderido, limitagSes de transferéncia de massa,

adesdo e colonizagdo microbiana sdo fendmenos importantes que afetam o crescimento
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dos organismos anaerdbios. As arqueas metanogénicas parecem ser capazes de crescer
mais eficientemente do que as BRS em sistemas de crescimento aderido quando
comparado com crescimento planctdnico, na qual as consideragdes cinéticas e
termodinamicas sdo os mecanismos dominantes e reguladores do crescimento (RASKIN
ef al, 1996). Em nosso estudo, tanto no rreator em batelada com células planctdnicas
quanto no reator com biofilme, foi verificado o predominio das arqueas metanogénicas
sobre as BRS. Exclusivamente no biofilme, destacou-se o crescimento preferencial dos
organismos pertencentes ao Dominio Bacteria em relagio ao Dominio Archaea e
comportamento inverso para o crescimento com células planctonicas. Provavelmente
além das limitagdes hidrodindmicas do reator e condigdo nutricional de alimentagéo, as
caracteristicas do inoculo também foram importantes na avaliagio da microbiota

responsavel pela degradagdo dos compostos durante a operagio do sistema.

5.3.1.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV).

A formagdo e evolugio do biofilme anaerébio termofilico, em espumas de
poliuretano, foram acompanhadas ao longo do tempo, nos quatro reatores alimentados
com acetato e sulfato. Amostragens foram realizadas com 24, 46, 70, 94, 118, 142 ¢ 166
horas de operagéo.

A caracterizagio morfologica, juntamente com os resultados obtidos em
microscopia eletrdnica de varredura, permitiu caracterizar o processo de colonizagio
inicial das matrizes de poliuretano em reatores diferenciais alimentados com acetato e
sulfato.

Nessas condigoes, foram verificados trés diferentes tipos de colonizagdo
microbiana. Inicialmente, as espumas foram colonizadas por bacilos com extremidades
arredondadas e bacilos com extremidades afiladas. Com 118 horas de operagdo,
verificou-se que células isoladas, agregados, microgranulos e polimeros extracelulares
estavam aderidos, nas matrizes de poliuretano. Com 142 e 166 horas de operagido,
observou-se morfologias semelhantes a Methanosaeta sp. e filamentos. No final da
colonizaco, 190 horas de operagiio, além das morfologias anteriormente citadas muitos
esporos estavam presentes no biofilme. As morfologias descritas estdo apresentadas na
Figura 21.

VARESCHE ef al. (1997) e RIBEIRO (2001) estudando a colonizagdo

microbiana em reatores anaerobios de leito fixo alimentados com glicose, sob condigdes
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mesofilicas (30°C), verificaram comportamento semelhante na colonizagiio microbiana

com 0 mesmo tipo de suporte.
Portanto, os exames de MEV além de permitir a visualizagdo dos arranjos

celulares, confirmaram os mesmos tipos morfologicos observados na microscopia

Optica.
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Figura 21. Observa¢gdes em microscopia eletrénica de varredura (MEV) no reator
diferencial contendo acetato de sédio e sulfato de sédio — (a) e (b) colonizagéo inicial por
bacilos, (¢) células e polimeros extracelulares, (d) organismos semelhantes a Methanosaeta

sp. e filamentos, (e) e (f) microgranulos e agregados celulares.
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Continuagiio da Figura 21. Observagdes em microscopia eletronica de varredura (MEV)
no reator diferencial contendo acetato de sédio ¢ sulfato de sédio — (g) agregados celulares,
(h) organismos semelhantes a Methanosaeta sp. e filamentos, (i) agregados celulares, (j)
organismos semelhantes a Methanosaeta sp. e filamentos, (k) microgranulos e agregados

celulares, (1) agregados celulares.
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5.3.2. REATORES ANAEROBIOS ALIMENTADOS COM LACTATO E SULFATO

5.3.2.1. EFICIENCIA DE REMOCAO

Foram realizados ensaios com lactato de sodio e sulfato de sodio, em reatores
em batelada e diferenciais, para verificar o consumo do substrato orgénico e fonte de
enxofre. Ambos os sistemas foram alimentados com meio basal Zinder (ZINDER,
1984) suplementado com solugdes estoques, descritas na Tabela 7, e operados sob
condi¢des anaerdbias, a 55°C. Os sistemas foram inoculados com 10% de biomassa
termofilica proveniente do cultivo em condigdo especifica, com producdo maxima de
metano de 5,9%, em 144 horas de operagio.

Os reatores anaerobios em batelada apresentaram 95,9% de eficiéncia de
remogdo de acido lactico, em 55 horas de operagdo, para concentragdo inicial de
1511,9mg/L., com produgdo de acido acético, constatada por cromatografia. A redugdo
de sulfato foi de aproximadamente 52,2%, para concentragdo inicial de 1125,0mg/L,
com produgio de sulfeto total dissolvido de aproximadamente 66,1mg/L.
Estequiométricamente a redugdo de 1125mg de sulfato produz 398,4mg/l. de sulfeto.
Logo, a redugdio de 52,2% de sulfato produziria 207,9mg/L. de sulfeto total. Como
mencionado anteriomente no item 5.3.1, a analise de sulfeto contemplou apenas a parte
dissolvida no meio. Os valores de SSVigicial € SSViina foram 1240,0mg/L e 140,0mg/L,
respectivamente. A produgdo maxima de metano foi de aproximadamente 4,4% em 75
horas de operagdo. As variagdes das concentragdes do substrato, em fungdo do tempo,
estdo apresentadas na Figura 22.

Para concentragdes iniciais de acido lactico e sulfato iguais a 1511,9mg/L e
1125,0mg/L, respectivamente, a relagdo acido lactico/sulfato foi de 1,3. Os resultados
mostraram que para a faixa de pH estudada (7,0 e 8,0) e produgiio de sulfeto total
dissolvido (66,1mg/L), as condigdes nutricionais favoreceram o metabolismo das
bactérias redutoras do ion sulfato, ou seja, a sulfetogénese. WIDDEL (1998) afirma que
as BRS degradam facilmente esse substrato orgdnico, via redugdo de sulfato ou
fermentagdio, pois o lactato ¢ o doador de elétrons preferencial para a maioria dessas
espécies. QATIBI ef al. apud VAZOLLER (1995) mencionaram que na presenga de
sulfato, as BRS oxidaram preferencialmente o lactato, via redugdo de sulfato, com

formagdo de acetato como produto final.
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Os reatores anaerobios diferenciais apresentaram 96,8% de eficiéncia de
remogdo do 4cido lactico, em 43 horas de operagdo, para concentragdo inicial de
1627, 7mg/L,, com produgdo maxima de 684,2mg/L. de acido acético em 28,5 horas de
operagdo. A redugdo de sulfato foi de aproximadamente 28,8% para concentragdo
inicial de 1125,0mg/L. Os valores da variagdo da concentra¢io do substrato, em fungio
do tempo, estdo apresentados na Figura 23.

A eficiéncia de remogdo de DQO foi de aproximadamente 91,3% para
concentragdo inicial de 1799,0mg/L. Ambas as relagdes DQO/sulfato acido
lactico/sulfato apresentaram valores iguais a 1,4. Neste mesmo trabalho, para a condigdo
acetato de sodio mais sulfato de sodio, obteve-se valores iguais a 1,8 e 2,0 para as
relagdes DQO/sulfato e acido acético/sulfato, respectivamente. Os resultados obtidos
sugeriram que o substrato orgénico lactato, na presenga de sulfato, foi seletivo para a
sulfetogénese.

Os resultados mostraram que a redugdo de sulfato foi mais favoravel no reator
em batelada. Provavelmente, o tipo de metabolismo celular foi determinado pelas
condi¢gBes de crescimento com ou sem suporte. Portanto, nos ensaios com lactato e
sulfato a condigfo de crescimento celular, plancténica ou em biofilme, influenciou no
desenvolvimento dos tipos morfologicos predominantes para as condigdes impostas,
diferentemente do ocorrido no ensaio com acetato e sulfato. As analises de microscopia

Optica e hibridagfo in situ (FISH) confirmaram esse comportamento.
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Figura 22. Reator em batelada: variagio temporal das concentragdes de sulfato, acido

lactico e sulfeto total dissolvido.
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Figura 23. Reator diferencial: variagdo temporal das concentragdes de sulfato, acido

lactico e DQO.

5.3.2.2. MAPEAMENTO MORFOLOGICO

A seguir estdo descritas as caracteristicas das células plancténicas e do biofilme
através de microscopia Optica de luz comum, contraste de fase, fluorescéncia, FISH e
microscopia de varredura.

No reator em batelada, as células planctonicas foram examinadas apos 55 horas
de operagdo. Os exames microscopicos mostraram predominio de bacilos com
extremidades afiladas, semelhantes a Desulfotomaculum sp., presenga de bacilos retos
fluorescentes semelhantes a Methanobacterium sp., bacilos com as extremidades
arredondadas, esporos e raros bacilos curvos (Figura 24). Provavelmente, os bacilos
semelhantes a Desulfotomaculum sp. oxidaram incompletamente o lactato a acetato, em
sintrofismo com bacilos metanogénicos hidrogenotréficos e bactérias acetoclésticas.
Comportamento distinto foi verificado por VAZOLLER (1995) em ensaios com lactato
(20mM) e sulfato (10mM), com lodo termofilico de mesma origem. O autor relatou que
o metabolismo incompleto da fonte orginica, devido a formagdo de acido acético,
sugeriu a selecio de bactérias termofilas redutoras do ion sulfato semelhantes a
Desulfotomaculum sp. e Desulfobulbus sp. Porém nessas condigdes, verificou-se o
crescimento de culturas metanogénicas destacando a presenga notavel de sarcinas. As
arqueas metanogénicas termofilas em formato de sarcinas sfio acetoclasticas e seu

crescimento foi favorecido pelo o acido acético formado.
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Figura 24. Morfologias celulares observadas em microscopia Optica de contraste de fase e
fluorescéncia no reator em batelada alimentado com lactato de sédio e sulfato de s6dio: (a),

(b), (c), (d), (e) e (f) bacilos retos metanogénicos.
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No reator diferencial foi acompanhado o desenvolvimento dos tipos
morfologicos, em fungdo do tempo, durante 43 horas de operagiio. Na Tabela 21 estio
apresentadas as ocorréncias e morfologias dos microrganismos presentes no biofilme
durante 8, 12, 20, 28,5, 34,5 ¢ 43 horas. As morfologias observadas no biofilme foram
semelhantes as descritas para o reator em batelada, porém com diferente ocorréncia. No
biofilme observou-se o predominio de bacilos com extremidades afiladas semelhantes a
Desulfotomaculum, bacilos retos com extremidades arredondadas, cistos de sarcinas,
outros esporos, raros bacilos curvos e bacilos retos fluorescentes (Figura 25). E
importante salientar que os bacilos fluorescentes semelhantes a Merthanobacterium sp.
foram observados com maior freqiiéncia no frasco de alimentacio do sistema. Portanto,
no biofilme os resultados indicaram predominio de células semelhantes a
Desulfotomaculum sp.

Os resultados obtidos nos exames microscopicos foram confirmados pelo FISH.

Tabela 21. Morfologias dos microrganismos presentes nos reatores diferenciais

alimentados com lactato de sodio e sulfato de sodio em fungdo do tempo.

MORFOLOGIAS TEMPO (H)
ARQUEAS METANOGRENICAS 8 12 20 28,5 34,5 43
Methanosarcina sp. - - + + % =

Methanosaeta sp. - . - ” - -
Cistos de sarcinas ++ 844 -+ -+ - -

Bacilos fluorcscentes ++++ 1 4 ++ - s
Bacilos curvos fluorescentes - - - - - -

BACTERIAS

Bacilos com extremidades
+++ 4+ A A e

afiladas

Bacilos com  extremidades
+++ A A

arredondadas

Bacilos curvos + ++ ++ ++ S +
Bacilos em cadeia - +++ - - - .
Cocos . + 5 = “ .
Espirilos - - - } . B
Esporos + ++ ++ bk + ++
Filamentos - “ = = n s

(+-++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados.
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Figura 25. Morfologias celulares observadas em microscopia 6ptica de contraste de fase e
fluorescéncia no reator diferencial alimentado com lactato de sddio e sulfato de sédio: (a)
bacilos retos fluorescentes, (b) bacilos em cadeia, (¢) bacilos com extremidades afiladas aos
pares, (d) bacilos com esporo terminal, (e) organismos semelhantes a Methanosarcina sp.;

(P bacilos com extremidades afiladas.
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5.3.2.3. CONCENTRACAO CELULAR

No inicio e final de operagdo, dos reatores em batelada, foram realizadas
contagens microbianas, utilizando-se a técnica do Numero Mais Provavel (NMP). A

Tabela 22 apresenta as concentragdes celulares obtidas nos ensaios do NMPjpicial.

Tabela 22, Nameros estimados de microorganismos anaerobios totais e produtores de

metano obtidos através da técnica do NMP com lactato de sddio e sulfato de sédio.

CONCENTRACAO (ORGANISMOS/ML)

ORGANISMOS INICIAL FINAL
Anaerobios Totais 3.0x 10" 9,0x 10"
Arqueas Metanogénicas 4,0 x 107 8,0 x 10

Para verificar as morfologias presentes nos ensaios de NMP, inicial e final,
foram realizados exames de microscopia optica de luz comum, contraste de fase e
fluorescéncia.

No ensaio de NMPiyiciat, Observou-se o predominio de bacilos fluorescentes
hidrogenotréficos semelhantes a Methanobacterium sp., bacilos com extremidades
arredondadas e bacilos curvos ndo fluorescentes. Foi verificada também a presenca de
bacilos com esporos terminais e bacilos com extremidades afiladas. Segundo WIDDEL
(1988) essas ultimas morfologias podem pertencer ao género Desulfotomaculum, pois
sdo organismos que crescem utilizando lactato e sulfato como fontes energéticas. A
ocorréncia ¢ morfologias presentes no ensaio de NMPiyiia €stio apresentadas na Tabela
23 ¢ Figura 26, respectivamente.

Neste ensaio, provavelmente os bacilos curvos foram favorecidos pela presenga
de sulfato. HANSEN et al. (1999) observaram bacilos curvos, semelhantes aos descritos
nesse trabalho, caracterizando-os como bactéria redutora de sulfato, denominada
Thermodesulfovibrio sp. linhagem R1Ha3, a qual foi isolada de reator anaerdbio
termofilico (55°C). Esses organismos cresceram em meio mineral com lactato de sédio
(25mM) e sulfato de sodio (20mM). Os autores comentaram que no reator termofilico, a

partir do qual a linhagem R1Ha3 foi isolada, houve produgdo de metano e observada a
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presenga de bacilos hidrogenotréficos. Os autores sugeriram que as BRS competiram
com as arqueas metanogénicas pelos substratos disponiveis, incluindo o hidrogénio,
amostras provenientes de termas com temperatura de 55°C, especialmente quando o
sulfato tornou-se limitante devido a intensa degradagdo da matéria orgénica.

Neste trabalho, nas amostras de NMP, provavelmente os bacilos semelhantes a
Methanobacterium sp. foram favorecidos pela formagdo de hidrogénio durante a
oxidagao do lactato. Estes organismos metanogénicos sdo capazes de se desenvolver
rapidamente em meio mineral e sdo os unicos a utilizar o monodxido de carbono como
unica fonte de carbono para seu crescimento, extraindo os elétrons desse gas pela agdo
da enzima monoxido de carbono desidrogenase, na presenga de hidrogénio
(VAZOLLER, 1995). TOUZEL ef al. (1988) isolaram e caracterizaram um organismo
metanogénico termofilico capaz de utilizar hidrogénio ¢ didxido de carbono ou
formiato, denominado Methanobacterium FTF, a partir de digestor anaerébio

termofilico (55°C) em escala de bancada.

Tabela 23. Ocorréncia das morfologias observadas no ensaio de NMPiyicial para lactato e

sulfato.

MORFOLOGIAS DILUICOES

ARQUEAS METANOGENICAS 107 107 1073 10 10° 10 107 10% 10°

Methanosarcina sp + + - - - - - - -

Methanosaeta sp

Cistos de sarcinas +++ tobet ++ + - - - - &
Bacilos fluorescentes T = = e e T n = e = = s - - a
Bacilos curvos fluorcscentes - - - - - - - Z z
BACTERIAS

Dacilos com extremidades

+ + +++ 4+ +++ ++ + -
afiladas
Bacilos com extremidades

++ +4+ +++ ++ T 5
arredondadas
Bacilos curvos -+ +++ +++ ++4+ ++4+ B M o o S o +
Bacilos em cadeia = ++ e ++ ++ + = s s
Cocos - - i + + + 2 - g
Espirilos - E: B = % = = = T
Esporos ++ ++ ++ ++ ++ ++ - = z
Fiiamenios - - = = s = = = %

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) ndo observados
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Figura 26. Morfologias celulares observadas em microscopia optica de contraste de fase e
fluorescéncia no ensaio de NMPj,.a contendo lactato de sodio e sulfato de sddio: (a)
bacilos com esporos terminais e (b) bacilos em cadeia — dilui¢sio 10, (¢) e (d) bacilos com
extremidades arredondadas — diluigdio 10, (€) bacilos retos metanogénicos — diluig#o 10°,

(f) bacilos curvos — diluigo 107,
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No ensaio de NMPga, para as mesmas condigdes, obteve-se concentragoes
iguais a 9,0x10"%org/mL e 8,0x10%rg/mL, respectivamente, para os organismos
anaerobios totais e metanogénicos. Pelos exames microscopicos verificou-se o
predominio de bacilos curvos ¢ a presenga de bacilos retos fluorescentes semelhantes a
Methanobacterium sp. Os bacilos com extremidades arredondadas e bacilos com
extremidades afiladas foram observados com pouca freqiiéncia (Tabela 24 e Figura 27).

VAZOLLER (1995), em ensaios de NMP realizados a 55°C, com lactato de
sédio (20mM), observou interagdo sintrofica entre BRS acetogénicas e arqueas
metanogénicas, durante a degradagio do substrato organico. O autor verificou
crescimento para ambos os microrganismos da ordem de 10°org/mL.

VARESCHE ef al. (2000) realizaram contagens microbianas com o mesmo lodo
termofilico proveniente de reator UASB com lactato de sodio (20mM) e sulfato de
sodio (10mM), como fontes energéticas. Os autores obtiveram concentragdes iguais a
3,5x10°org/mL e 5,0x10*rg/mL para os microrganismos anaerobios totais e produtores
de metano, respectivamente. Os autores verificaram os mesmos tipos morfologicos
presentes neste trabalho, ou seja, o predominio de bacilos curvos e retos ndo
fluorescentes, provavelmente relacionados as bactérias redutoras de sulfato, e a presenga
de bacilos delgados fluorescentes semelhantes a Methanobacterium sp.. E importante
relembrar que os autores realizaram a contagem apos o enriquecimento do indculo, com
varios substratos organicos, semelhante ao descrito na Tabela 7. Neste trabalho a
biomassa anaerébia proveniente do enriquecimento, com varios substratos organicos,
foi utilizada como indculo para crescimento com lactato e sulfato de sédio. A biomassa
desenvolvida nessa ultima condigdo foi utilizada como indculo para a quantificagdo
microbiana através do NMPj,a € ensaios em reatores em batelada e diferenciais, nas
mesmas condigdes nutricionais. Assim como para o ensaio com acetato e sulfato, essa
série de enriquecimentos favoreceu principalmente o crescimento de bactérias
anaerobias, apresentando novamente, o dobro do valor encontrado por VARESCHE e/
al. (2000). Porém, o valor encontrado da concentragdo obtida para as arqueas
metanogénicas foi de 4,0x10%rg/mL, ou seja, a metade do valor encontrado pelos
autores acima citados.

Nos ensaios de NMPjyiciat € NMPg,q, 08 exames microscopicos indicaram que as
BRS semelhantes a Desulfovibrio sp. e Desulfotomaculum sp. atuaram como bactérias

acetogénicas, produtoras de hidrogénio e dioxido de carbono, em crescimento sintrofico
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com os bacilos metanogénicos hidrogenotroficos semelhantes a Methanobacterium sp-,

mantendo os valores de pH adequados no sistema.

Tabela 24, Ocorréncia das morfologias observadas no ensaio de NMPy;q para lactato e

sulfato.

MORFOLOGIAS

DILUICOES

ARQUEAS
METANOGENICAS
Methanosarcina sp

Methanosaeta sp

Cistos de sarcinas

Bacilos fluorescentes
Bacilos Curvos

fluorescentes

BACTERIAS
Bacilos com extremidades

afiladas

Bacilos com extremidades
arrcdondadas

Bacilos curvos

Bacilos em cadcia

Cocos

Espirilos

Esporos

Filamentos

10"

10°

10° 10" 10° 10°® 10° 167"

++

+++

++

o+

ot

+

++ + - - - -

++ ot ++ R +t e

e b R +

+ + + + + +

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) nfio obscrvados.
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Figura 27. Morfologias celulares observadas em microscopia optica de contraste de fase no
ensaio de NMPrqa contendo lactato de sodio e sulfato de sdédio: (a) bacilos curvos —
diluigdo 107, (b) e (¢) bacilos com extremidades arredondadas — diluigio 107, (d) bacilos
com extremidades arredondadas — diluicdo 10, (e) e (f) bacilos com pontuagdes e

extremidades afiladas — diluigo 10™°.
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5.3.2.4. HIBRIDACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

As amostras, dos reatores em batelada e diferenciais, foram hibridadas com
sondas de oligonucleotideos especificos a0 Dominio Bacferia e para o grupo geral das
BRS (SRB385) da subdivisio delta de Protobacteria. Porém, nio foram realizadas
quantificagdes dos organismos pertencentes ao Dominio Archaea, devido a baixa
concentragdo dessas células nas amostras. E importante relembrar que neste ensaio, com
lactato e sulfato, foi verificada a presenga de bacilos fluorescentes, cistos de sarcinas e
baixa produgdo de metano. De acordo com AMANN ef al. (1995) o FISH apresenta
limite de detecgdo celular, ou seja, células em concentragdes inferiores a 10* org/mL
ndo sdo detectadas por essa técnica. No presente trabalho, os resultados obtidos pelo
NMP, revelaram que a concentragio das arqueas metanogénicas foi da ordem de 10?
org/mL.

Assim como no ensaio com o substrato orginico acetato e sulfato, as amostras
desse experimento também foram submetidas a sete ciclos de congelamento-
descongelamento (-80 a 60°C) (SEKIGUCHI e/ al., 1999), com o objetivo de aumentar
a permeabilidade da parede celular para a realizagio da técnica de FISIL

As amostras de células planctdnicas e do biofilme, no tempo zero (To), ndo
foram quantificadas, pois além da grande quantidade de sulfeto precipitado, as células
estavam aderidas as particulas inorgénicas ou polimeros, dificultando a quantificagdo
das mesmas. Com o intuito de separar as células, as amostras foram submetidas a
agitagiio em vortex com detergente NONINDETA40 e pérolas de vidro. No entanto, esse
procedimento ndo surtiu efeito, entdo as amostras foram submetidas a ultrassom por 20
minutos, porém as células continuaram agregadas. Por esse motivo, no tempo zero (To),
ndo foi possivel quantificar as amostras de células planctonicas e do biofilme
provenientes dos reatores em batelada e diferencial, respectivamente.

Para o reator em batelada, a composigio microbiana relacionada com o Dominio
Bacteria, apresentou valores de 82,6% (E.P.=2,6%), 80,8% (E.P.=1,5%), 80,3%
(EP=1,7%) e 80,7% (EP.=2,0%) em 9, 21,4, 28 ¢ 44 horas de operagio,
respectivamente. O predominio de células bacterianas neste Dominio foram bacilos com
extremidades afiladas. A composi¢do microbiana detectada com a sonda SRB385 foi de
66,4% (E.P.=2,3%), 56,3% (E.P.=7,1%), 66,0% (E.P.=5,6%) e 67,4% (E.P.=2,4)
durante 9, 21,4, 28 e 44 horas de operagdo, respectivamente, correspondendo a redugdo

de sulfato com predominio de bacilos com extremidades afiladas e bacilos curvos. Os
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valores ¢ as morfologias obtidas estdo apresentadas nas Figuras 28 e 29,
respectivamente, € no Anexo 7. Os organismos metanogénicos presentes nesse esnsaio
foram bacilos retos fluorescentes, porém os mesmos ndo foram quantificados para essa
condi¢gdo como mencionado anteriormente. Contudo, foram estimadas as porcentagens
dos organismos metanogénicos, pois de acordo com RASKIN ef al. (1994) a soma das
porcentagens de células hibiridizadas com ARC915 e EUB338 deve ser igual a 100%.
Os valores das porcentagens estimadas para as arqueas metanogénicas foram iguais a

17,4%, 19,2%, 19,7% e 19,3%.

100 ~ —
H EUB338 0O BRS385

% Total de células

10

0 : L

Tempo (h)

Figura 28. Composi¢io da comunidade microbiana determinada pela técnica de FISH,
em fungdo do tempo, para células planctonicas. Abundéncia relativa de células
pertencentes ao Dominio Baciéria e grupo geral de BRS. A porcentagem de células
pertencentes ao grupo das BRS foi estimada baseando-se nas caracteristicas
morfologicas das células e nos valores obtidos com sonda (SRB385) especifica para as
BRS Gram-negativas. Os valores da abundéncia relativa indicam a porcentagem de um
grupo especifico de células em relagdo a populagfio total corada com DAPIL As barras

indicam o erro padréo.
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Figura 29. Hibrida¢do de amostras do reator em batelada — lactato de sédio e sulfato de
sédio: (a) colorago com DAPI; (b) bacilos com extremidades arredondadas hibridados
com a sonda EUB338, (¢) coloragdo com DAPI, (d) bacilos com extremidades arredondas
hibridadoscom a sonda EUB338, (e) coloragiio com DAPI, (f) bacilos em cadeia hidridados
com a sonda EUB338.
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Continuaciio da Figura 29. Hibridagio de amostras do reator em batelada — lactato de
sodio e sulfato de sédio: (g) coloragdo com DAPI, (h) bacilos com extremidades
arredondadas hibridados com a sonda SRB385, (i) coloragdo com DAPI, (j) bacilos em
cadeia hibridados com a sonda SRB385, (k) coloragio com DAPIL, () bacilos com

extremidades arredondadas hibridados com a sonda SRB385.
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Para o reator diferencial, a composi¢gdo microbiana verificada no biofilme, foi de
68,6% (E.P.=4,1%), 86,2% (E.P.=1,5%), 88,9% (E.P.=1,3%) e 86,3% (E.P.=3,1%) em
20, 28,5, 34,5 e 43 horas de operagdo, respectivamente para o Dominio Bacteria.
Durante o mesmo periodo, a composigdo microbiana detectada com a sonda SRB385 foi
de 65,5% (E.P=1,0%), 81,7% (E.P.=1,2%), 82,9% (E.P.=1,2%) e 79,1% (E.P.=1,6%).
Os organismos pertencentes ao Dominio Archaea presentes nesse ensaio, ou seja, 0s
bacilos retos fluorescentes, ndo foram quantificados nos biofilme pelos mesmos motivos
descritos anteriormente. Porém, assim como no ensaio com reator em batelada, a
porcentagem total dos organismos metanogénicos foi estimada de acordo com RASKIN
ef al. (1994). Os valores das porcentagens estimadas para as arqueas metanogénicas
foram iguais a 31,4%, 13,8%, 11,1% e 13,7% em 20, 28,5, 34,5 ¢ 43 horam de
operagdo. Os valores e as morfologias obtidas na hibridagdo in situ estdo apresentados

nas Figuras 30 e 31, respectivamente, e no Anexo 8.
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Figura 30. Composi¢io da comunidade microbiana determinada pela técnica de FISH,
em fungdo do tempo, para células do biofilme. Abundancia relativa de células
pertencentes ao Dominio Bactéria e grupo geral de BRS. A porcentagem de células
pertencentes ao grupo das BRS foi estimada baseando-se nas caracteristicas
morfologicas das células e nos valores obtidos com sonda (SRB385) especifica para as
BRS Gram-negativas. Os valores da abundancia relativa indicam a porcentagem de um
grupo especifico de células em relagdo a populagdo total corada com DAPIL. As barras

indicam o erro padréo.
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Figura 31. Hibridagdo de amostras do reator diferencial — lactato de sodio e sulfato de

sodio: (a) coloragdo com DAPI, (b) bacilos com extremidades arredondadas e afiladas
hibridados com a sonda EUB338, (¢) coloragdo com DAPI, (d) bacilos em cadeia
hibridados com a sonda SRB385, (e) coloragdo com DAPI, (f) bacilos com extremidades

arredondadas hibridados com a sonda SRB385.
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Nos reatores em batelada, assim como mnos reatores diferenciais, o
enriquecimento com varios substratos orgénicos ¢ os subseqiientes cultivos do inoculo
com lactato e sulfato, resultou na sele¢do de bacilos livres, com extremidades afiladas,
formadores de esporos, bacilos com extremidades arredondadas, bacilos curvos e
bacilos fluorescentes. As caracteristicas dessas morfologias, aliadas ao metabolismo
incompleto da fonte orgénica devido a formagdo de acido acético, sugeriram a selegfio
de uma bactéria redutora do ion sulfato semelhante ao género Desulfofomaculum, um
bacilo oxidador de acetato e um bacilo metanogénico hidrogenotrofico, crescendo em

sintrofia, sob condigdes termofilicas (55°C).

5.3.2.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A formagio e evolugdo do biofilme anaerdbio termofilico, em espumas de
poliuretano, foram acompanhadas ao longo do tempo, nos quatro reatores alimentados
com lactato e sulfato. Amostragens foram realizadas com 4, 9, 15,4, 21,4, 28, 44 ¢ S5
horas de operagéo.

A caracterizagdo morfologica juntamente com os resultados obtidos em
microscopia eletrénica de varredura, permitiu caracterizar o processo de colonizagio
inicial das matrizes de poliuretano em reatores diferenciais alimentados com lactato e
sulfato.

Nessas condigdes, foram verificados dois tipos de colonizagdo microbiana.
Inicialmente, as espumas foram colonizadas por bacilos com extremidades afiladas ¢
esporos. Com 21,4 horas de operagio, verificou-se que os bacilos com extremidades
afiladas estavam aderidos ao suporte, por polimeros extracelulares. Com 21,4 e 44 horas
de operagio, foram observados bacilos com extremidade afilada, bacilos em cadeia e
esporos aderidos de forma dispersa na espuma, além de agregados celulares.
Finalmente, com 55 horas de operagfio, foram visualizados apenas agregados celulares.
As morfologias descritas podem ser observadas na Figura 32.

Os morfotipos presentes neste ensaio, verificados através de MEV, foram
diferentes daqueles observados para o ensaio com acetato e sulfato.

VARESCHE ef al. (1997) e RIBEIRO (2001) estudando colonizagdo microbiana
em reatores anaerobios de leito fixo alimentados com glicose, sob condigdes mesofilicas
(30°C), verificaram semelhante comportamento de colonizagdo microbiana em matrizes

de poliuretano.
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Figura 32. Observagdes em microscopia eletronica de varredura (MEV) no reator
diferencial contendo lactato de sédio e sulfato de sddio — (a) agregados celulares, (b)
bacilos com extremidades arredondadas, (¢) e (d) bacilos com extremidades arredondadas e
afiladas, (€¢) agregados celulares, (f) bacilos com extremidades arredondadas ¢ polimeros

extra-celulares.
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Continuagiio da Figura 32. Observagdes em microscopia eletronica de varredura (MEV)
no reator diferencial contendo lactato de s6dio e sulfato de sodio — (g) bacilos em cadeia,
(h) bacilos com extremidades afiladas, (i) agregados celulares, (j) bacilos com extremidades

afiladas, (k) microgranulos e agregados celulares, (f) agregados celulares.
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5.3.3. REATORES ANAEROBIOS ALIMENTADOS COM PROPIONATO DE SODIO E

SULFATO DE SODIO
5.3.3.1. EFICIENCIA DE REMOCAO

Foram realizados ensaios com propionato de sdédio e sulfato de sdédio, em
reatores em batelada e diferenciais, para verificar o consumo do substrato orgénico e da
fonte de enxofre. Ambos os sistemas operaram em condigdes iguais aos experimentos
descritos anteriormente. Ou seja, foram alimentados com meio basal Zinder (ZINDER,
1984) suplementado com as solugdes descritas na Tabela (capitulo material ¢ Métodos),
sob condi¢des anaerdbias, a 55+1°C. Estes sistemas foram inoculados com 20% de
biomassa termofilica, proveniente do cultivo de enriquecimento (Figura 9c) e obtida na
fase exponencial de crescimento, com 527 horas de operagdo, atingindo produgdo
maxima de metano de 72,4%.

Os reatores anaerobios em batelada ndo removeram acido propidnico e sulfato,
durante 147,8 horas de operagdo. Neste mesmo periodo ndo houve produgio de metano.
Os valores de SSViuicial € SSVina foram 5873,0mg/l. e 1329,6mg/L, respectivamente.
Foi verificada concentragio de 2,7mg/L de sulfeto, correspondente a adi¢do da solugio
redutora de sulfeto de sodio. Esse valor manteve-se praticamente constante durante todo
o periodo experimental. E importante salientar que, durante o ensaio, os valores de
sulfato ¢ 4cido propidnico aumentaram ligeiramente, em relagdo as concentragoes
iniciais (Figura 33). Provavelmente, devido a endogenia celular, levando a um
acréscimo nos valores desses compostos. No final do experimento, os reatores

apresentaram colorag@o verde escuro, indicando possivel morte das células.
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Figura 33. Variacdo temporal das concentragdes de sulfato, acido propidnico e sulfeto

total dissolvido.

Os reatores anaerobios diferenciais operaram, em faixa de pH entre 7,0 e 8,0, e
apresentaram 99,5% de eficiéncia de remogdo do acido propidnico, para concentragdo
inicial de 1175,0mg/L, em 151,5 horas de operagdo. Analises cromatograficas revelaram
a presencga de acido acético, acido isobutirico e acido isovalérico, porém estes ndo foram
quantificados. A eficiéncia de remogdo da DQO foi de aproximadamente 87,1%, para
concentragdo inicial de 1955,0mg/L. Porém, neste ensaio, ndo houve remocdo de
sulfato. A relacio DQO/sulfato foi de 1,7. Os valores da variagdio da concentragio dos
substratos, em fungdo do tempo, estdo apresentados na Figura 34 e Anexo 10. Ao
contrario do observado nos reatores em batelada, o substrato orgédnico foi utilizado

eficientemente pelos microrganismos.
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Figura 34. Reatores diferenciais de leito fixo: variagdo temporal das concentragdes de

sulfato, acido propionico e DQO.

Portanto, pelos resultados obtidos, com propionato mais sulfato, foram
observados comportamentos distintos entre os reatores anaerdbios. De acordo com
UBEROI & BHATTACHARYA (1995), a oxidagdo do propionato, via redugfio de
sulfato, ¢ termodinamicamente favoravel. Contudo, o propionato pode ser utilizado por
bactérias acetogénicas, se o hidrogénio formado for retirado, continuamente do sistema,
por organismos hidrogenotroficos. No reatores em batelada, com células planctonicas,
ndo houve consumo do substrato orginico e fonte de enxofre. Apoés 147,8 horas de
operagdo, o lodo apresentou coloragdo esverdeada. Segundo VAZOLLER (1995), tal
caracteristica pode estar relacionada com o declinio da atividade microbiana e posterior
morte celular.

Nos experimentos, com reatores em batelada, foram utilizados volumes de
inoculo iguais a 100 e 200mL, provenientes da cultura enriquecida. Nas duas condigbes
avaliadas ndo foram obtidas respostas de degradagdo do propionato, metanogénese ou
sulfetogénese. De acordo com STAMS ef al. (1992), o crescimento microbiano de
culturas enriquecidas de lodo granulado, a 55°C, foi possivel mediante a adigdo de 5 a

10% de metanogénicas hidrogenotroficas.
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Nos experimentos com reatores diferenciais, com biofilme, foi observada a
degradagdo do propionato, com produgdo de acido acético, hidrogénio e dioxido de
carbono. Provavelmente, ocorreu sinergismo entre os organismos aderidos ao suporte.
Segundo SPEECE (1996), esta cooperagdo é devida a redugdo da distancia para a
transferéncia de produtos metabdlicos, favorecida pela imobilizagéo da biomassa. Além
disso, tais condigbes favorecem a retengdio celular ¢ minimizam o efeito negativo de
variagdes na temperatura, pH, produtos metabdlicos e substancias toxicas (LETTINGA,
1995; LAZAROVA & MANEM, 1995; WATNICK & KOLTER, 2000). Outra
consideragdo importante, verificada por WIEGANT (1986), indicou que a degradagio
do propionato pode ocorrer em determinadas zonas do reator, onde menores quantidades
de hidrogénio estejam disponiveis.

Especificamente neste trabalho os resultados obtidos com os ensaios de NMP
revelaram maiores concentragdes de arqueas metanogénicas acetoclasticas, da ordem de
10%rg/mL, em relagio as metanogénicas hidrogenotroficas com valores da ordem de
10%org/mL. Portanto, nos reatores em batelada, mesmo com maior volume de indculo,
ndo houve crescimento concomitante de organismos degradadores de propionato e/ou
metanogénicas e BRS hidrogenotroficas. Contudo, deve-se destacar que, nos ensaios de
NMP com propionato e sulfato foram observadas bactérias anaerdbias e arqueas
metanogénicas. Entre as primeiras foi observado o predominio de bacilos com
extremidades afiladas ligeiramente ovais, semelhantes a Synfrophobacter sp., bacilos
com pontuagdes e extremidades arredondadas e bacilos curvos, semelhantes a
Desulfovibrio sp.. As arqueas metanogénicas foram representadas, principalmente, por
bacilos fluorescentes e acetoclasticas semelhantes a Methanosarcina sp. e Methanosaeta
sp. Esse comportamento foi verificado, principalmente, no ensaio de NMPjucia. No
entanto, no NMPg,y ndo foram observadas, em nenhuma diluigdo, arqueas
metanogénicas acetoclasticas. Provavelmente, na primeira condigio, estiveram
presentes organismos sintroficos, ou seja, os degradadores de propionato,
metanogénicos acetoclasticos e os hidrogenotroficos, representados por metanogéenicas
e BRS. Contudo, de acordo com STAMS ef al. (1992), sob tais condigdes, as
velocidades de crescimento de metanogénicas hidrogenotroficas atingiram maiores
valores, quando metanogénicas acetoclasticas estiveram presentes no meio de cultivo.
WALLRABENSTEIN ef al. (1995) verificaram que as oxidadoras de acidos volateis
Syntrophobacter wolinii, linhagem MPOB, Synfrophus buswellii, Syntrophus gentianae

e Syntrophus linhagem KoPropl foram obtidas somente através de séries de diluigdes
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com propionato. Neste trabalho as diferengas marcantes entre os reatores em batelada e
a metodologia do NMP, foram relacionadas a agitagdo de 150rpm e purificagio pelas
dilui¢Ges, respectivamente.

Especificamente nos reatores diferenciais também foi verificado crescimento no
frasco de alimentagiio. Ou seja, predominio de bacilos com extremidades afiladas
ligeiramente ovais, semelhantes a Synfrophobacter sp., bacilos com pontuagdes e
extremidades arredondadas e bacilos metanogénicos hidrogenotroficos, semelhantes a
Methanobacterium sp. No entanto, na espuma foram observadas as mesmas
morfologias, mencionadas anteriormente, mais a presenga de bacilos curvos,
semelhantes a  Desulfovibrio sp., provavelmente relacionados com BRS
hidrogenotroficas. As duas primeiras morfologias foram relacionadas com as bactérias
oxidadoras de propionato. Embora, na presenga de sulfato, dependeram do par sintréfico
metanogénico ou BRS hidrogenotréficos, para fermentar anaerobiamente o substrato
organico. A literatura destaca o isolamento de Synfrophobacter sp., capazes de crescer
em reatores metanogénicos, em elevadas concentragdes (WALLRABENSTEIN ef al.,
1995; HARMSEN ef al., 1998; OUDE ELFERINK ef al., 1998). No entanto, sua
presenga e seu papel em reatores sulfetogénicos ndo estdio claros. A respiragdo
anaerébia, via redugdo de sulfato, foi observada somente em culturas puras
(WALLRABENSTEIN ef al., 1995).

Neste trabalho, os resultados obtidos com os ensaios de NMP revelaram maiores
concentragdes de arqueas metanogénicas acetoclasticas, da ordem de 10%org/mL, em
relagio as metanogénicas hidrogenotréficas, com valores da ordem de 10%org/mL.
Portanto, nos reatores em batelada, mesmo com maior volume de inoculo, ndo houve
crescimento  concomitante de organismos degradadores de propionato e/ou
metanogénicas e BRS hidrogenotroficas.

Por outro lado, os resultados obtidos nos reatores diferenciais, mostraram que as
relagoes sintroficas entre os organismos permitiram a manutengdio de baixas pressdes

parciais de hidrogénio, concomitante a degradagdo do propionato e metanogénese.
5.3.3.2. MAPEAMENTO MORFOLOGICO
Durante o periodo de 147,8 horas de operagio, do reator em batelada, verificou-

se o predominio total de bacilos esporulados, cistos de sarcinas e outros esporos.

Bacilos retos fluorescentes e bacilos com pontuagdes e extremidades arredondadas
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foram observados com pouca freqiiéncia. Pelos resultados obtidos, verificou-se que as
condigdes ndo favoreceram o crescimento microbiano nesse sistema. Isto justifica a nao
remogao do substrato orgénico e sulfato nos reatores em batelada.

De acordo com van LIER et al. (1993), por razdes termodindmicas, o propionato
pode ser degradado se o acetato e, principalmente, o hidrogénio foram efetivamente
removidos do sistema por organismos acetocldsticos e  metanogénicos
hidrogenotroficos, respectivamente. No entanto, os autores afirmaram que, a 55°C, a
oxidagdo anaerdbia do propionato pode se inibida pela presenga de outros acidos
organicos volateis, como o acético e butirico, ¢ pH.

Porém, VAZOLLER (1995), utilizando lodo de mesma procedéncia obteve
resultados diferentes dos obtidos neste trabalho. Realizando ensaios de isolamento com
células planctonicas com propionato de sodio e sulfato de sodio, o autor isolou uma
BRS Gram-negativa, degradadora de acido propidnico, com tempo de geragio igual a
38 horas. Andlises cromatograficas indicaram que a degradagdo do acido propidnico
resultava na formagio de acido acético e tragos de acido butirico. Pelos resultados
obtidos, o autor sugeriu que o organismo isolado pertencia ao género
Desulfotomaculum.

Nos reatores diferenciais de leito fixo, acompanhou-se o desenvolvimento dos
tipos morfologicos presentes no biofilme, em fungfio do tempo, durante 151,5 horas de
operagdo. As morfologias dos microrganismos encontrados durante os tempos 0 (To),
31, 55, 79,5, 103,5, 127,5 e 151,5 horas de operacio estdo apresentadas na Tabela 25.

No biofilme foi observado o predominio de bacilos com pontuagdes e
extremidades arredondadas e cistos de sarcinas, presenca de bacilos com extremidades
afiladas ligeiramente ovais, bacilos retos fluorescentes e outros esporos. Bacilos curvos
foram observados com pouca freqiiéncia. E importante ressaltar que metanogénicas
acetoclasticas, semelhantes a Methanosaeta sp., foram observadas no biofilme durante

os periodos de 127,5 e 151,5 horas de operagéo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

139
Tabela 25, Ocorréncia das morfologias observadas no biofilme do reator diferencial
alimentado com propionato de so6dio e sulfato de sodio.
MORFOLOGIAS TEMPO (H)

ARQUEAS METANOGENICAS 0 31 55 79,5 103,5 1275 1515
Methanosarcina sp 2 . - w . - ’
Methanosaeta sp - - - - + +++ 4+
Cistos de sarcinas +H++ A A e e e
Bacilos fluorcscentes -+ +++ +++ -t ot ++ ++
Bacilos curvos fluorescentes - - = & - - -

BACTERIAS
Bacilos com extremidades
++ ++ o ++ —h +++ ++

afiladas ligeiramente ovais
Bacilos com pontuagdes ¢

s S +++ b i+t
extremidadcs arredondadas
Bacilos curvos + + + + + + +
Bacilos ¢m cadeia - - = = - - -
Cocos - = - = “ 2 -
Espirilos = = - - - - -
Esporos +++ +++ -+ A+ +++ +H+ Aot
Filamentos - - - - - - -

(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco fregiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados.

5.3.3.3. CONCENTRACAO CELULAR

Nos reatores em batelada foram realizadas contagens microbianas, no inicio e

final de operagfo, utilizando a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) (Tabela 26).

Tabela 26, Numeros estimados de microorganismos anaerdbios totais e produtores de

metano obtidos através da técnica do NMP com propionato de sodio e sulfato de sodio.

ORGANISMOS / ML

ORGANISMOS
NMP INICIAL NMP FINAL
Anaerébios Totais 3,0x 10 1,3 x 10°
Organismos Metanogénicos 3,0x 10° 3,0x 10°




RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Exames de microscopia optica de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia
revelaram o predominio de bacilos com as extremidades afiladas ligeiramente ovais
semelhantes a Syntfrophobacter sp., bacilos curvos e esporos; a presenga de bacilos com
pontuagdes e extremidades arredondadas, organismos metanogénicos semelhantes a
Methanosarcina sp. e bacilos fluorescentes semelhantes a Methanobacteriun sp.
Raramente foram observados filamentos, bacilos semelhantes a Methanosaeta sp, cistos

de sarcinas e bacilos em cadeia (Figura 35). A Tabela 27 apresenta as concentragdes

celulares obtidas no ensaio do NMP inicial.

Tabela 27. Ocorréncia das morfologias observadas no ensaio de NMPj;cia para

propionato de sédio e sulfato de sodio

MORFOLOGIAS DILUICOES
ARQUEAS METANOGENICAS 107 10?2 10° 10 10°  10° 107
Methanosarcina sp +++ -tk - - = 2 5
Methanosaefa sp + * - - . . -
Cistos de sarcinas ++ + = - - - -
Bacilos fluorescentes +++ +++ - = . . =
Bacilos curvos fluorescentes - - - - - - -
BACTERIAS

Bacilos com extremidades

e I s e s ot ++ s
afiladas ligeiramente ovais
Bacilos com pontuagdes ¢

+ + + et bR bt +

extremidadcs arrcdondadas
Bacilos curvos +++ +H+ A ++ + s
Bacilos ¢m cadeia - + + + - - -
Cocos . = - . = a s
Espirilos - - - - - - -
Esporos 4+ +H+ +++ +++ +++ ++
Filamentos + + = . 2 = -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) ndo encontrados.
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Figura 35. Morfologias celulares observadas em microscopia 6ptica de contraste de fase e
fluorescéncia na técnica NMPjcia contendo propionato de sédio e sulfato de sédio: (a) e
(b) organismos semelhantes a Methanosarcina — diluigio 107, (¢) bacilos com
extremidades afiladas ligeiramente ovais e bacilos em cadeia — diluigfio 107, (d) bacilos
com extremidades afiladas esporulando — diluigdo 107, (e) bacilos com pontuagdes e

extremidades arredondadas — diluigfio 107, (f) bacilos curvos — diluigfo 107
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Para o ensaio do NMPg,,, realizado nas mesmas condi¢Oes anteriores descritas,
obteve-se valores das concentragdes de organismos anaerdbios totais e metanogénicos
iguais a 1,3x10% e 3,0x10%org/mL, respectivamente. Através do exames microscopicos,
verificou-se o predominio de bacilos com extremidades afiladas e bacilos curvos, a
presenga de bacilos com extremidades arredondadas e esporos. Bacilos em cadeia,
bacilos fluorescentes e cistos de sarcinas foram observados com pouca freqgiiéncia. A
ocorréncia ¢ as morfologias observadas nesse ensaio estdo apresentadas na Tabela 28 e

Figura 36, respectivamente.

Tabela 28. Ocorréncia das morfologias observadas no ensaio de NMPg,, para

propionato de sodio e sulfato de sodio

MORFOLOGIAS DILUICOES

ARQUEAS METANOGENICAS 10" 107 10° 10" 10° 10° 107

Methanosarcina sp - 2 o 2 . - -
Methanosaefa sp - - - - - - -
Cistos de sarcinas ++ S+ - o " = .
Bacilos fluorescentes ++ ++ “ " - = -

Bacilos curvos fluorescentes - - s : - = .

BACTERIAS A A A e ++
Bacilos com extremidades
afiladas ligeiramente ovais ¥ ¥ * e e LA
Bacilos com pontuagdes e
extremidades arredondadas AR AR A o i
Bacilos curvos ++ +—+ + - - - -
Bacilos em cadeia = 5 . - - - -
Cocos - - - - . - -
Espirilos I S ++
Esporos o % . = - . -

Filamentos - - - - - - -

(++++) predominantes; (+++) freqiicnics; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) nio encontrados.
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Figura 36, Morfologias celulares observadas em microscopia dptica de contraste de fase na

técnica NMPg, contendo propionato de sodio e sulfato de sédio: (a) bacilos em cadeia e
(b) bacilos curvos — diluigio 107!, (c) bacilos com extremidades afiladas ligeiramente ovais
e (d) bacilos com pontuagBes ¢ extremidades arredondadas — diluigio 107, (e) bacilos
curvos — diluigdo 107, (f) bacilos com pontuacdes e extremidades arredondadas — diluigéo
10°,
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VARESCHE e/ al. (2000) realizaram ensaios de NMP, a 55°C, com propionato
de sédio (20mM) na auséncia e presenga de sulfato (10mM). Para a primeira condigio,
os autores obtiveram valores iguais a 1,4x10%org/mL, para anaerdbios totais e arqueas
metanogénicas, destacando o predominio de bacilos curvos nido fluorescentes e a
presenga de sarcinas e bacilos fluorescentes. Para a segunda condigdo, na presenca de
sulfato, os autores obtiveram valores iguais a 9,0x10" e 1,7x10%0rg/ml. para anaerdbios
totais e organismos metanogénicos, respectivamente. Nesta condi¢io foi verificado
predominio quase total de bacilos longos ndo fluorescentes, porém observou-se a
presenga de alguns bacilos fluorescentes. Os autores concluiram, que os bacilos no
fluorescentes, presentes nas duas condigdes, provavelmente foram relacionados com
bactérias redutoras do ion sulfato semelhantes a Desulfovibrio sp. e Desulfotomaculum
sp.

Neste trabalho, o valor da concentragdo de anaerdbios totais foi o dobro daquela
observada por VARESCHE ef al. (2000). Porém, em ambos os trabalhos foram obtidos
valores semelhantes para as arqueas metanogénicas, ou seja, a concentracio desses
organismos foi da ordem de 10%org/mL.

Assim como para os ensaios com acetato de sodio e lactato de sodio, na presenga
de sulfato, essa série de enriquecimentos favoreceu principalmente o crescimento de
bactérias anaerdbias.

Pelos resultados obtidos, verificou-se morfologias semelhantes dos organismos
anaerdbios totais € metanogénicos nos ensaios de NMPjyicial € NMPgina. De acordo com
WIDDEL (1998) o propionato pode ser oxidado por co-cultura de bactérias
acetogénicas hidrogenotroficas e acetoclasticas. Pelos resultados obtidos, nos ensaios de
NMP e exames microscopicos, pode-se inferir que o substrato organico foi degradado
em sintrofia. Provavelmente, a cultura foi constituida por oxidadoras de propionato e
organismos metanogénicos e redutores de sulfato hidrogenotréficos. Entre as primeiras,
foi observado o predominio de bacilos com extremidades afiladas ligeiramente ovais
semelhantes a Symtrophobacter sp., bacilos com pontuagdes e extremidades
arredondadas e bacilos curvos, semelhantes a Desulfovibrio sp. As arqueas
metanogénicas foram representadas, principalmente, por bacilos fluorescentes e
acetoclasticas semelhantes a  Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp.. esse
comportamento foi verificado, principalmente, no ensaio do NMP;,iia. No entanto, no
NMPg,q ndio foram observadas, em nenhuma diluigdo, arqueas metanogénicas

acetoclasticas. Provavelmente, na primeira condigfio, estiveram presentes organismos
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sintroficos, ou seja, os degradadores de propionato, metanogénicos acetoclasticos e os
hidrogenotroficos, representados por metanogénicas ¢ BRS. Contudo, de acordo com
STAMS e al. (1992), sob tais condi¢des, as velocidades de crescimento de
metanogénicas hidrogenotréficas podem atingir maiores valores, quando metanogénicas
acetoclasticas estiverem presentes no meio de cultivo. WALLRABENSTEIN ef al.
(1995) verificaram que as oxidadoras de écidos voléateis Syntrophobacter wolinii,
linhagem MPOB, Syntrophus buswelli, Syntrophus gentianae e Syntrophus, linhagem
KoPropl, foram obtidas somente através de séries de diluigdes com propionato. No
presente trabalho, as diferengas marcantes, entre os reatores em batelada e a
metodologia do NMP, foram relacionadas com a agitagdo de 150rpm e purificagiio pelas

diluigdes, respectivamente.

5.3.3.4. HIBRIDACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

As amostras de células plancténicas e do biofilme, foram submetidas a técnica
de hibridagdo fluorescente in situ, apenas para verificar os morfotipos presentes nas
mesmas. Essa decisdo foi tomada porque as células encontravam-se aderidas as
particulas inorgdnicas e polimeros, dificultando a caracterizagio e quantificagio das
mesmas. No entanto, tentou-se realizar a separagio das células através da agitacio em
vortex, com detergente NONINDET-40 e pérolas de vidro, e sonicagio em ultrassom,
por 20 minutos. Contudo, as células permaneceram agregadas. Por esse motivo, optou-
se em utilizar a técnica do FISH, com sondas especificas para os Dominios Archaea
(ARC915) e Bacteria (EUB338) e para o grupo geral das BRS (SRB385), apenas para
verificar os tipos morfologicos presentes nas amostras, dos reatores em batelada e
diferenciais. As morfologias hibridadas com as sondas, anteriormente citadas, estio
apresentadas na Figura 37. Foi observado que os bacilos apresentaram sinal com a
sonda EUB338, morfologias semelhantes bacilos com extremidades arredondadas
mostraram sinal positivo com SRB385 e cistos de sarcinas coraram com a sonda

ARC915.
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Figura 37. Hibridagdo de amostras do reator em batelada — acetato de sodio e sulfato de
sédio: (a) coloragdo com DAPI, (b) bacilos com extremidades arredondadas hibridados
com a sonda EUB338, (c) colorago com DAPI, (d) bacilos com extremidades arredondas
hibridados com a sonda SRB385, (e) coloragdo com DAPL, (f) Methanosarcina sp.
hidridada com a sonda ARC915.



RESULTADOS E DISCUSSAD 147

5.3.3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A formagdo e evolugdo do biofilme anaerdbio termofilico, em espumas de
poliuretano, foram acompanhadas ao longo do tempo, nos quatro reatores alimentados
com propionato e sulfato. Amostragens foram realizadas com 31, 55, 79,5, 103,5, 127,5
e 151,5 horas de operagéo.

A caracterizagdo morfologica, juntamente com os resultados obtidos em
microscopia eletronica de varredura, permitiu caracterizar o processo de colonizacio
inicial das matrizes de poliuretano em reatores diferenciais alimentados com propionato
e sulfato.

Sob tais condi¢des, verificou-se apenas um tipo de colonizacdo microbiana.
Inicialmente, com 31 e 55 horas de operagdo, bacilos com extremidades afiladas,
bacilos com extremidades arredondadas, alguns bacilos curvos e esporos formaram
agrupamentos celulares. Com 21,4 horas de operagdo, verificou-se que os bacilos com
extremidades afiladas estavam aderidos ao suporte, por polimeros extracelulares. Com
21,4 e 44 horas de operagdo, foram observados bacilos com extremidade afilada, bacilos
em cadeia e esporos aderidos de maneira dispersa na espuma, além de agregados
celulares. Finalmente, com 55 horas de operacdo, foram visualizados apenas agregados
celulares. As morfologias observadas estdo apresentadas na Figura 38.

Os morfotipos presentes neste ensaio, verificados através de MEV, foram

diferentes daqueles observados para o ensaio com acetato e sulfato.
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Figura 38. ObservagSes em microscopia eletronica de varredura (MEV) no reator
diferencial contendo propionato de sodio e sulfato de sédio — (a) célula semelhante a
Methanosaeta sp., (b) bacilos com extremidades afiladas, (c) e (d) agregados celulares, (e)

bacilo em cadeia, (f) bacilos curvos.
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Continuagiio da Figura 38. Observa¢Ges em microscopia eletronica de varredura (MEV)
no reator diferencial contendo propionato de sodio e sulfato de sédio — (g) e (h) agregados
celulares, (i) bacilos em cadeia, (j) bacilos curvos, (k) microgranulos, (1) agregados

celulares.
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6. CONCLUSOES

CONCLUSAOQO GERAL

O tipo de crescimento celular, planctonico ou aderido, e os substratos organicos, na

presenca de sulfato, foram seletivos para o desenvolvimento de bactérias anaerdbias

utilizadoras de acetato, lactato e propionato, bactérias redutoras do ion sulfato e arqueas

metanogénicas.

CONCLUSOES ESPECIFICAS

CONDICAO NUTRICIONAL: ACETATO DE SODIO E SULFATO DE SODIO

» No reator em batelada, verificou-se certo equilibrio entre metanogénese,

sulfetogénese e oxidagdo do acetato. No reator diferencial ocorreu

principalmente a metanogénese ¢ a oxidacao do acetato;

Os resultados do FISH mostraram que nos reatores em batelada, houve
predominio de arqueas metanogénicas em relagdo as bactérias anaerObias
utilizadoras de acetato, lactato e propionato e redutoras do ion sulfato. No reator
diferencial verificou-se comportamento inverso, ou seja, concentragdes maiores

de bactérias anaerdbias;

» Nos reatores em batelada houve predominio de Methanosarcina sp., bacilos

fluorescentes, bacilos oxidadores de acetato e Desulfotomaculum sp. Nos
reatores em batelada houve predominio de Methanosaela sp. e bacilos

oxidadores de acetato.
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CONDICAO NUTRICIONAL: LACTATO DE SODIO E SULFATO DE SODIO

» Nos reatores em batelada e diferenciais, o principal tipo de metabolismo foi a

sulfetogénese;

» Os resultados do FISH, em ambos os reatores, mostraram que a maior

proporg¢io de bactérias anaerobias foram relacionadas com as BRS;

» Em ambos os sistemas houve o predominio de células semelhantes a

Desulfotomaculum sp. e bacilos metanogénicos hidrogenotroficos.
CONDICAO NUTRICIONAL: PROPIONATO DE SODIO E SULFATO DE SODIO
» Nos reatores em batelada, ndo houve degradagdo do substrato orgéinico

estudado e da fonte de enxofre. Nos reatores diferenciais ocorreu fermentagao

do substrato orginico por culturas sintroficas;

v

Nessa condi¢do, a presenga de material precipitado, particulas inorganicas e
polimeros extracelulares interferiram na quantificagdio celular pela técnica do
FISH,;

» No reator diferencial predominaram as bactérias oxidadoras sintroficas de

propionato, bacilos metanogénicos fluorescentes e BRS hidrogenotroficas;
QUANTIFICACAO CELULAR ATRAVES DO NMP.

> A contagem das células microbianas, nas condi¢des estudadas, revelou maior
crescimento de bactérias anaerdbias utilizadoras de lactato de sodio e sulfato de
sodio (10" — 10'), seguidas das utilizadoras de acetato de sodio e sulfato de
sodio (10" — 10') e propionato de sodio e sulfato de sodio (107 = 10%. Em
relagdo as arqueas metanogénicas, as maiores concentragdes celulares foram
encontradas com acetato de sodio (10"), seguidas das células em propionato de

sodio (10%) e lactato de sédio (10%), na presenga de sulfato, respectivamente.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

» Quantificar as BRS Gram-positivas, as oxidadoras de acetato e as oxidadoras de

propionato, com sondas especificas pela técnica de FISH;

» Isolar, caracterizar nutricional e filogeneticamente as bactérias oxidadoras de

acetato e as sintroficas oxidadoras de propionato.
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Anexo 1 - Curva de calibracio para Sulfeto Total
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Anexo 2 - Acetato e Sulfato — Produc¢iio de metano.

Produgio de metano (%)
Lompo ) Reator 1 Reator 2 Média
0 0 0 0

15,6 10,2 10,3 10,2
403 16,2 152 15,7
111,0 28,0 30,1 29,0
137,6 315 33.5 35,5
161,0 46,7 42,2 445
185,0 54,8 51,8 333
209,8 64,5 61,1 62,8
281,5 70,9 72,8 71,9
305,3 66,8 65,7 66,3
328.8 65,4 63,7 64,6
375,8 63,9 62,1 63,0
4473 62,8 60,7 61,7
473,5 61,7 59,4 60,5
500,6 614 58,7 60,0
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Anexo 4 - Acetato e Sulfato — Produ¢io de metano.

Producio de metano (%)

Tempo k) Reator 1 Reator 2 Média
0 0 0 0
24,7 | 0 0,1 Y
46,9 0,3 0,3 0,3
713 0,7 0,8 0,7
99,1 1,0 0,9 1,0
127,6 2,1 2,0 2,0
1473 3.5 3.2 3,3
171,9 6,1 4.4 53
190,1 8,5 5,6 7,0
214,1 11,8 /Al 9,4
2453 15,9 94 12,7
261,8 23,3 18,6 20,9

2884 22,9 23,9 23.4
310,5 26,7 29,5 28,1
333,8 30,7 37,1 33,9
358,8 32,7 40,9 36,8
386,8 36,8 444 40,6
404,7 39,2 447 41,9
456,7 40,1 39,1 39,6
479,2 435 42,8 43,1
504,8 449 43,5 442
5273 44,5 42.1 433
551,1 438 382 41,0
5754 433 38,0 40,7
607.,8 437 37,1 40,4




Anexo 5 — Valores obtidos na hidridac¢io in sifu com acetato e sulfato em

reatores em batelada

Tempo SRB385 BRS385
(h)p Ellbdsn % rel. a EUB ARCIISINBTMTA [ o
0 |41.03326]5.112897| 21.72073 | 4,302469 | 52,95073 | 3,215003 | 52,3444
48 | 37.74020 | 7,865487 | 16,08496 | 4,632027 | 60,14873 | 3,600402 | 4262014
192 |36.724063,932015] 12,10219 | 4,178279 | 5774386 | 4212733 | 31,25239
384 |40,67435 |3 886089 | 0640845 | 3548164 | 67,61807 | 4562806 | 23,70252
508 |41.54401|3,847862] 13.35115 | 3.610636 | 51,51792 | 3,371934 | 32,13737

Anexo 6 — Valores obtidos na hidridagao in sifu com acetato e sulfato em

reatores diferenciais

Tempo SRB385 BRS385
(h)p EUB338 % rel. a EUB ARC915+MB1174 Védia Total
0 57,07755)4,2405391| 21,70971 | 2,884228 | 4552547 | 3,843103 | 38,03546
24 56,13901|3,3538495| 23,74525 | 3,865472 | 37,38724 | 3,537569 | 4229724
72 60,89025(3,0099181| 12,83602 | 1,95976 | 37,95709 2,38383 | 21,08058
120 165,85443|3,5363456) 14,09726 | 2,314476 | 3224934 | 2,168591 | 21,40669
168 |69,08354|3,9381905| 12,16972 | 2,517911 | 30,30619 | 2,962059 | 17,61595

Anexo 7 — Valores obtidos na hidridacio in sifu com lactato e sulfato em

reatores em batelada

Tempo SRB385 BRS385
(h) EUB338 % rel. a EUB Média Total

9 8263245 |2,672735| 66,44179 | 2372748 | 80,40641

214 80,83313|1,543501 | 56,35952 | 7,122486 | 69,7233

28 80,32027 | 1,738694 | 66,03163 | 5,680973 | 82,21043

44 80,71634|2,058746 | 67,38821 | 2476616 | 83,4877

Anexo 8 — Valores obtidos na hidridac¢io in situ com lactato e sulfato em

reatores diferenciais

Tempo SRB385 BRS385
() mesa %rel.aEUB  [Média Total
20 |68,59873]4,154827 | 6547814 | 1,031512 | 9545095
285 | 86,2496 |1,566584 | 81,70932 | 1,262138 | 94,73588
345 |88,94057|1,262138| 82,90388 | 1,291872 | 93,21267
43 |86.31647|1,869172] 79,07677 | 1,631261 | 91,61261






