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RESUMO

O presente trabalho avaliou a degradagdo anaerobia de tolueno por Bactérias
Redutoras de Sulfato (BRS), utilizando como inéculo lodo anaerobio proveniente de reator
UASB. Os ensaios foram realizados com reatores em batelada de 2300mL contendo meio de
cultura especifico para o crescimento de BRS. No ensaio de enriquecimento, com lactato de
sodio (2230mg/L) e acetato de sodio (670mg/L) na auséncia de tolueno, ocorreu consumo
total de sulfato (aproximadamente 1070mg/L) em 192 horas e percentual de metano de 31%
em 72 horas. A degradagio do tolueno foi realizada em reatores sulfetogénicos e
metanogénicos. Nos reatores sulfetogénicos alimentados com 2,1mg/L. e 7,7mg/L. houve
degradagio total do tolueno em 264 e 792 horas, respectivamente. Nesses reatores foi
observado consumo total de sulfato e percentual de metano de aproximadamente 20,9%. Nos
reatores metanogénicos a degradagdo do tolueno foi de, no maximo, 53%, e percentual de
metano de 27,3% em 1032 horas. Nas condigoes sulfetogénicas, a degradagdo do tolueno foi
mais rapida se comparada as condigdes metanogénicas. E em ambas as condigoes, a produgdo
de metano foi relacionada aos bacilos hidrogenotroficos. As alteragbes na diversidade da
populagdo microbiana presente nos reatores, observadas em microscopia oOtica, foram

confirmadas nas analises por Biologia Molecular.

Palavras-chave; Biodegradagio, Tolueno, Bactérias Redutoras de Sulfato, Biologia
Molecular, Reatores em Batelada, Metanogénese.
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ABSTRACT

The present work evaluated the anaerobic degradation of toluene by sulfate reducing bacteria
(SRB), using anaerobic sludge from reactor UASB as inoculum. The essays were
accomplished in batch reactors of 2300mL containing specific culture medium for the growth
of SRB. In the enrichment essay with sodium lactate (2230mg/L) and sodium acetate
(670mg/L.) without toluene accured total consumption of sulfate (approximately 1070mg/L) in
192 hours and percentile of methane of 31% in 72 hours. The toluene degradation it was
accomplished in sulfetogenics and methanogenics reactors. In the sulfetogenics reactors fed
with 2,1mg/L and 7,7mg/L there was total degradation of toluene in 264 and 792 hours,
respectively. In those reactors it was observed total consumption of sulfate and percentile of
methane of approximately 20.9%. In the methanogenic reactors the degradation of toluene
was to the utmost of 53%, accompanied of production of 27.3% of methane in 1032 hours. In
the sulfetogenics conditions, the degradation of tolueno was faster if compared to the
methanogenic conditions. In both conditions, the methane production was related to the
hidrogenotrophic bacilli. The alterations in the diversity of the microbial population present in
the reactors, observed by optic microscopy, were confirmed in the analysis by Molecular

Biology.

Keywords: Biodegradation, Toluene, Sulfate Reducing Bacteria, Molecular Biology, Batch
Reactors, Methanogenisis.
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1. INTRODUCAO

Uma das fontes de poluigio mais agressivas as dguas subterrdneas e,
conseqiientemente, aos aqiiiferos, é aquela produzida pela percolago de residuos depositados
em solos permeaveis que nao dispdem de nenhum método artificial de protegdo das camadas
superficiais da terra que os constituem. Os liquidos gerados pela degradagao de residuos
solidos industriais ou urbanos, inadequadamente dispostos em areas permedveis, € 0s
vazamentos de dutos de condugdo de petréleo, sdo exemplos de fontes de poluigido dos lengois
freaticos.

Os residuos sanitarios e os produzidos pela atividade agropecudria, constituidos, em
sua maioria, por matéria de origem orgénica, sio mais freqiientes. No entanto, numero
significante de compostos sintéticos, ou xenobioticos, como defensivos agricolas, solventes
organicos, compostos poliaromaticos e halogenados também compdem a gama de poluentes
organicos que sdo cumulativos e persistem no ambiente.

Solos, sedimentos e lengéis freaticos, freqiientemente, sio contaminados com produtos
de petroleo resultantes de vazamentos de tanques de armazenamento, técnicas de disposi¢do
inadequadas e derramamento ndo intencional. Entre os varios constituintes do petroleo, os
compostos aromaticos homociclicos, incluidos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos
(BTEX) sio de interesse particular devido ao seu potencial carcinogénico (EDWARDS ef al.,
1992). BTEX sio relativamente soliveis em agua, se comparados com outros componentes do
petroleo e, freqiientemente, migram em diregdo ao lengol freatico e contaminam a agua de
abastecimento (FICKER e al., 1999). Em 1986, a Environmental Protection Agency (EPA)
estimou que 35% dos estoques americanos de combustiveis foram perdidos em vazamentos.

Entre os compostos mencionados anteriormente, tolueno representa risco a saude
humana, particularmente ao sistema nervoso central. Individuos expostos por longo periodo
de tempo ao tolueno apresentam perdas de memoéria, de atengdo e de concentragdo e pouca
capacidade de abstragdo (FOO, 1988). De acordo com a EPA (1986), a concentragao de
0,155mM de tolueno, apresenta risco para a saide ambiental e publica.

Degradagdes aerobia e anaerdbia de tolueno sdo relativamente rapidas se comparadas
as de outros poluentes orgénicos (WHITED e al., 1991; FRIES ef al., 1994; OLSEN et al.,
1994). Na auséncia de oxigénio, a degradagiio de tolueno ocorre somente na presenga de
aceptores de elétrons, tais como nitrato (EVANS ef al., 1991; FRIES e/ al. ,1994) sulfato
(EDWARDS ef al., 1992; RABUS ef al, 1993; BELLER e/ al., 1996) ¢ ferro (Fe')
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(LOVLEY ef al., 1990). Degradagio através de metabolismo fermentativo, com produgio de
fontes de carbono para a metanogénese, também foi evidenciada por BELLER & EDWARDS
(2000).

Microrganismos que degradam tolueno por via anaerobia estdo descritos desde 1990,
incluindo 16 culturas de bactérias desnitrificantes (DOLFING ef al., 1990; EVANS ef al.,
1991; FRIES ef al., 1994) ¢ uma cultura redutora de ferro (LOVLEY e/ al., 1990). RABUS ef
al. (1993) isolaram a BRS, linhagem Tol2, degradadora de tolueno de ambiente marinho, sob
condigdes anoxicas. ROBERTSON ef al. (2001) isolaram Desulfosporosinus meridiei de
lengol freatico contaminado com gasolina.

As BRS sdo microrganismos anaerdbios estritos, ou seja, presentes, principalmente em
ambientes isentos de oxigénio, com potencial de oxirredugdo de -200mV. Os principais
nutrientes requeridos para seu crescimento s3o amonia, como fonte de nitrogénio; formiato,
etanol, acetato, fumarato, malato, lactato, piruvato, propionato e succinato, como fontes de
carbono. Caracterizam-se pelo uso de sulfato como aceptor final de elétrons durante o
metabolismo respiratério, com produgdo de sulfeto de hidrogénio (WIDDEL, 1988).
Apresentam morfologias diversas, mesofilicas ou termofilicas, presentes em ambientes
terrestre e aquatico, marinho e de agua doce, ¢ em sedimentos de bacias petroliferas
(RUETER, 1994). Também sdo encontradas em lodos de reatores anaerobios utilizados em
tratamentos de esgoto doméstico e de aguas residuarias, desempenhando metabolismo
fermentativo ou respiratorio. Essas caracteristicas diferenciais dos ambientes refletem a
distribuicdo e a importancia fisiologica das BRS na natureza (MADIGAN et al., 1997).

Como pode ser observado, ha diversas possibilidades de degradagdo de tolueno. Essas
refletem a aplicagio de diferentes fontes de microrganismos associado a versatilidade
fisiologica das diversas culturas anaerobias. Desse modo, o presente trabalho destaca a
utilizagdo de lodo anaerobio proveniente de reatores operados em climas tropicais com
possibilidade de novas descobertas a respeito da degradagio de tolueno, além de possibilitar

conhecimento sobre a degradagio desse composto em condigoes sulfetogénicas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
4 Avaliar degradagdo de tolueno por lodo de reator UASB, que trata aguas residuarias de

abatedouro de aves, em condig¢des sulfetogénicas.

Objetivos Especificos

# Avaliar o potencial de degradagio anaerdbia de tolueno em reatores em batelada em
condigdes otimas para desenvolvimento de Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) provenientes

de lodo de reator UASB sem uso de co-substrato e etapa de adaptagéo.

# Analisar a diversidade microbiana presente nos reatores em batelada utilizando-se reagdo de

polimerizagio em cadeia (PCR) e eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE).
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1, Tolueno

4.1.1, Historico

O tolueno puro foi obtido pela primeira vez por Pelletier e Walter em 1837 a partir da
hulha de alcatrio. Em 1841, St. Claire Deville obteve tolueno a partir do balsamo de Tolu,
dando o nome para a substincia. Durante a Segunda Guerra Mundial a produgao de tolueno
teve aumento expressivo devido & necessidade de fabricar o explosivo Trinitrotolueno (TNT)

(CAMPOS et al., 1980).

4.1,2. Propriedades

O tolueno ¢ formado por grupo metila ligado a um anel benzénico. E encontrado no
6leo diesel e na gasolina (PERUZZO et al., 1993). E liquido, incolor, com ponto de ebuligdo
de 110,6°C, ponto de fusdo de —95°C, densidade de 0,86696g/ml a 20°C, soluvel em acetona
e miscivel com etanol, éter etilico, benzeno, elc. E usado como solvente, tiner e como
componente na fabricagdo de tintas, lacas (tipo de resina), adesivos, na produgdo de fenol,
benzeno e nitrotoluenos (CAMPOS ef al., 1980).

CAMPOS ef al. (1980) agrupam os hidrocarbonetos ciclicos em quatro diferentes
classes: (1) hidrocarbonetos aromaticos que contém um anel benzénico; (2) hidrocarbonetos
aromaticos com dois ou mais anéis; (3) com anéis condensados; e (4) ndo benzénicos ou
pseudo-aromaticos. A partir do benzeno, outros diferentes compostos sdo formados com a
adicdo de radicais na estrutura do anel. Assim, cada novo derivado do benzeno ganha nome
proprio de acordo com a estrutura que o compoe. O benzeno acrescido de um radical metil
(CH3) em substituigio de um hidrogénio forma o metilbenzeno, o qual recebe o nome

comercial de tolueno.
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Uma forma de obtengdo do tolueno a partir do benzeno da-se pela reagdo de Friedel-
Crafts. Esta reacdo adiciona um radical metil proveniente de agentes alquilantes em meio de

sulfeto de carbono e cloreto de aluminio como catalisador (CAMPOS e/ al., 1980).

41,3, Efeito toxico
O tolueno é facilmente absorvido pelos pulmdes entre 40% a 60 % da concentragdo
total inalada produzindo visdo dupla, fala inarticulada e falta de coordenagdo, podendo causar

stupor (diminuigdo ou paralisagdo das reagdes intelectuais sensitivas ou motrizes), coma €
morte (UCKO, 1992).

4.1.4. Contaminante ambiental

Segundo SWOBODA-COLBERG (1995)" apud PHELPS and YOUNG (2001) sao
produzidos cerca de 20 milhes de toneladas de gasolina por ano nos Estados Unidos. Cerca
de 20% da gasolina, em volume, sdo constituidos por hidrocarbonetos monoaromaticos,
como: benzeno, tolueno, xilenos e etilbenzeno (BTEX). Além do BTEX encontrado na
gasolina e em oleos combustiveis, milhdes de toneladas de benzeno, tolueno e xilenos sdo
manufaturados, mundialmente, a cada ano, para uso industrial.

Em 1986, a agéncia americana de protegdo ambiental (Environmental Profection
Agency — EPA) constatou que 35% dos combustiveis estocados em tanques nos Estados
Unidos foram perdidos por vazamento.

A posigio dos tanques permite rota facil para contaminagdo de 4guas subterraneas,
especialmente para a fragdo soluvel em agua (BTEX). Além da liberagdo desses compostos
pelos vazamentos acidentais, os BTEX sdo encontrados como constituintes de pesticidas,
entrando na formulagdo entre 7% a 14% em massa (WANG ef al., 1995)* apud PHELPS and
YOUNG (2001). Por essas razdes, os hidrocarbonetos monoaromaticos s&o 0s mais comuns

poluentes ambientais.

I QWOBODA-COLBER, N.G. (1995). Chemical contamination of the environmental sources, types and fate of synthetic

organic chemical. In: Microbial transformation and degradation of toxic organic Lhennuals LY. YOUNG and CE.
CFRNIGLIA Eds. pp.27-74. Wiley-Liss. Inc. New York. NY.

z WANG, W. LISZEWSKI, M. BUCHMILLER, R. and CHERRYHOLMES, K. (1995). Occurrence of active and inactive
herbicide ingredicnts at selected sites in lowa. Waiu Air Soil Pollution. 83, 21-35.
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4.1.5. Biodegradabilidade

Como mencionado anteriormente, a biodegradagdo do tolueno ocorre em condigoes
aerdbias e anaerdbias (FRIES ef al., 1994). Entretanto, pouco se conhece a respeito dos
microrganismos anaerobios e das vias metabolicas envolvidas na mineralizagao do tolueno
(MADIGAN ef al., 1997; FICKER ef al., 1999).

A habilidade de culturas puras ou consércios microbianos para degradar tolueno
ocorre sob varias condigdes fisiologicas, como as relacionadas as bactérias desnitrificantes,
redutoras de ferro, redutoras de sulfato e fermentativas-metanogénicas.

Contudo, ainda sdo limitados os resultados dos esfor¢os para elucidar os caminhos
metabolicos da degradagdo anaerobia de tolueno, especificamente em relagio as BRS.

Na auséncia de oxigénio molecular, a quebra do anel benzénico ocorre através de
processo redutivo, pela adigdo de atomos de hidrogénio (PHELPS & YOUNG, 2001). O
catabolismo desses compostos ocorre, preferencialmente, pela quebra redutiva do anel
aromatico e ndo pela quebra oxidativa, e a degradagfio ¢é facilitada quando um atomo de
oxigénio foi ligado 4 molécula. O catabolismo anaerébio envolve redugio do anel, seguida de
sua quebra, para formar acidos graxos de cadeia aberta e acido dicarboxilico, intermediarios
que podem ser convertidos a acetil-CoA e usados na biossintese e na produgdo de energia
(MADIGAN e al., 1997).

COZZARELLI ef al. (1990)°, em estudo de campo com pluma contaminada com
BTEX, sob aterro sanitario, sugeriram oxida¢do dos BTEX via hidroxilagdo e carboxilagéo.

EDWARDS ef al. (1992) verificaram completa mineraliza¢do de tolueno e xilenos por
cultura mista, proveniente de aqiifero contaminado com gasolina (Seal/ Beach, California),
utilizando sulfato como aceptor final de elétrons. Para o estudo, foram utilizados frascos de
250mL como reatores, os quais receberam 100g do material do aqiiifero e 100mL de meio de
cultura rico em minerais e vitaminas. Foi usado sulfato ferroso Fe(SO4); como fonte de
sulfato para a respiragdo anaerébia das BRS. O material do aqiifero passou por etapa de
enriquecimento com tolueno, benzeno, etilbenzeno, para- e orfo-xileno, separadamente. Na
etapa de degradagdo, os compostos foram adicionados ao meio todos juntos na concentragao
de Smg/L para cada composto na presenga de 768mg/L. de sulfato.

O primeiro composto a ser degradado foi o tolueno. Em 40 dias de ensaio restavam
apenas 20% da concentragdo inicial. Ndo foi detectada percentual de metano e foi observada a

formagio de precipitado preto somente nos reatores ativos.

3 COZZARELLL, LM., EGANHOUSE, R.P. and BAEDECKER, M.I. (1990). Transformation of monoaromatic

hydrocarbons to organic acids groundwater environment. Environmental Geol. Water Science. 16(2), 135-141.
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A origem do precipitado foi resultado da combinagio do sulfeto com o ferro dando
origem ao sulfeto ferroso (FeS). Com isso, foi relacionado o consumo de tolueno com o de
sulfato. Para confirmar tal hipotese, foram monitoradas as concentragdes de tolueno nos
periodos em que o sulfato havia sido todo consumido. Foi observado que a degradagio do
tolueno ocorreu durante todo o periodo em que havia sulfato disponivel no meio cessando
quando todo o sulfato tinha sido consumido. Nesse momento, mais tolueno foi adicionado ao
meio de cultura e durante 50 dias ndo houve variagdo em sua concentragdo. Apos esse
periodo, foi adicionado sulfato e foi observado que a degradagdo do tolueno deu inicio
novamente.

Nos reatores de enriquecimento, que estavam ainda contaminados com pequena fragao
do sedimento original, mais sulfato foi consumido do que a quantidade teoricamente requerida
para degradar tolueno e xilenos. Os autores atribuiram a maior demanda por sulfato a
presenga de matéria orgdnica no sedimento. Ja nos reatores que ndo continham mais o
sedimento e sim o consorcio de microrganismos ja isolado, foi observado consumo de 30 a
40% mais de sulfato que a demanda tedrica. A explicagdo para isso foi que, durante a
incubagio, que foi de meses seguidos, o hidrogénio (H,) da atmosfera anaerobia foi usado

pelas BRS. A demanda tedrica de sulfato foi calculada com a seguinte equagio:

CHg + 4,580,472 + 3H,0 —> THCO; + 2,25HS + 2,25H,S + 0,25H"  (Equagiio 1)

Nesse mesmo trabalho, foi usado molibdato (inibidor da redugdo de sulfato) para
confirmar que a degradagdo foi realizada pelas BRS. Nos reatores com molibdato ndo houve
consumo de BTEX. Acido 2-Bromoetanosulfonico (BESA), inibidor da metanogénese,
também foi usado; e nos reatores onde havia BESA, mas ndo molibdato, houve degradagio
dos BTEX. Isso significou que as metanogénicas ndo atuaram diretamente na degradagédo dos
BTEX.

A completa mineralizagdo do tolueno e xilenos a CO; foi confirmada com o uso de
substratos marcados com carbono radiativo (**C). Com isso, também foi possivel demonstrar
que quase a totalidade dos compostos foi transformada em CO,. Somente no caso do o-xileno
é que pequena fragdo ficou na forma de residuo ndo volatil. Isto indicou que alguns
heterdtrofos  presentes na comunidade metabolizaram compostos provenientes da
decomposi¢do celular, o que levou a liberagdo do carbono celular como CO,. Diferentes
morfologias microbianas foram observadas em microscopia. Elas apareceram em estreita

associagdo umas as outras e com particulas solidas, revelando uma estrutura de comunidade
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muito complexa e habil para viver sem sistema doador/aceptor de elétrons que oferecam
pouca energia.

A cultura enriquecida, descrita por EDWARDS ef al. (1992), utilizou,
referencialmente, tolueno a xilenos, e lactato, glicose ou extrato de levedura como substratos
organicos e nao metabolizou benzeno e etilbenzeno. Segundo os autores, os mecanismos
bioquimicos para a degradagdo e o papel dessas bactérias nos sistemas naturais, necessitam
ser elucidados; devido, principalmente, a pequena quantidade de energia disponivel para a
reag¢do anaerobia.

A linhagem Tol2 definida nominalmente como Desulfobacula toluolica, foi a primeira
cultura pura de BRS de ambiente marinho capaz de oxidar tolueno sob anaerobiose estrita
(RABUS et al.,1993). A bactéria foi isolada através de enriquecimento de amostra de
sedimento marinho rico em sulfeto. O enriquecimento, isolamento e cultivo foram feitos em
meio definido, contendo aproximadamente 4g/L. de sulfato de sodio e 20g/L de cloreto de
sodio. Para evitar o efeito toxico, os hidrocarbonetos aromaticos (tolueno, etilbenzeno e
xilenos) foram adicionados como solugdes diluidas (usualmente 2%, v/v) em solvente inerte
lipofilico. Oleo mineral ndio fluorescente foi utilizado como fase movel nos cultivos de rotina.
Para a medida exata do consumo de tolueno foi usado um eluente menos viscoso: 2, 2, 4, 4, 6,
8, 8-heptametilnonato. Os autores isolaram células da linhagem Tol2, ovais ou cocoides com
aproximadamente 1,2pm a I,4um por 1,2um a 2,0pum.

A linhagem Tol2 oxidou varias classes de substratos organicos. Os compostos foram
testados como doadores de elétrons para crescimento celular e redugdo de sulfato. Além do
tolueno (2% em oOleo mineral), os microrganismos isolados usaram outros compostos
aromaticos, alguns alcoois de cadeias curtas e acidos alifaticos. As seguintes substancias ndo
foram utilizadas pela Tol2 para crescimento ou redugdo do sulfato: ciclohexano,
metilciclohexano, benzeno, o-xileno, m-xileno, p-xileno, etilbenzeno, (todos em 1% e 2% em
6leo mineral), fenol (0,5mM e 2 mM), o-cresol (0,5mM e ImM), m-cresol (0,5mM e 1mM),
alcool p-hidroxibenzil (0,5mM e 1mM), o-metilbenzoato (0,2mM e 2mM), m-metilbenzoato
(0,2 mM e 2mM), p-metilbenzoato (0,2mM e 2mM), fenilpropionato (0,2mM e 4mM),
hidrogénio (com dioxido de carbono e ImM de acetato de sédio), metanol (10mM), 2-
propanol (SmM), formiato (10mM com ImM de acetato de sodio), acetato de sodio (10mM),
propionato (SmM e 10mM), isobutirato (SmM), valerato (SmM), 2-metilbutirato (3mM), 3-
metilbutirato (3mM), caproato (2mM), aprilato (0,5mM), palmitato (0,5mM) e lactato
(10mM). Com tolueno adicionado diretamente ao meio de cultura na auséncia da fase movel,

o crescimento foi inibido em concentragio maior que 0,5mM. Em oleo mineral (30mL/L de
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meio) com 2% (v/v) de tolueno, a concentragdo de equilibrio na fase aquosa foi de
aproximadamente 0,25mM.

A temperatura 6tima de crescimento foi de 28°C, com pH 6timo entre 7,0 € 7,1. O
crescimento de Tol2 dependeu de alta concentragdo de cloreto de sodio (340mM), cloreto de
magnésio (15mM) e suplementagdo com vitaminas. O tempo de geragdo da linhagem Tol2
com tolueno (25mg/L) foi de 27 horas e sensivel ao oxigénio (RABUS, ef al. 1993).

O balango da degradagiio foi determinado com baixa e alta concentragio de tolueno,
dissolvido na fase movel: 1,79mM e 6,03mM, respectivamente. A produgdo de sulfeto foi
monitorada durante a incubagfio e as concentragdes de tolueno remanescentes nas fases
aquosa e hidrofobica medidas apos 332 horas. Tolueno em baixa concentrago foi
completamente degradado. Nos experimentos com maior concentragdo houve consumo de 2/3
do valor inicial. Os resultados sugeriram que o crescimento e a oxidagdo de tolueno foram
inibidos por concentragdes de sulfeto maiores que 12mM. Aproximadamente 29g de massa
celular seca foi produzida por mol de tolueno consumido.

Genealogicamente, a linhagem Tol2, foi intimamente relacionada as espécies de
Desulfobacter, com diferengas fisiologicas marcantes. As espécies de Desulfobacter sao
oxidadoras especializadas de acetato e usam o ciclo do acido citrico. Para esses autores, em
funcdo da distancia filogenética existente entre outros géneros, a linhagem Tol2, podera ser
considerada espécie de novo género, para qual foi proposta a designagdo de Desulfobacula
toluolica.

EDWARDS ef al. (1992) demonstraram que a degradagio de BTEX ocorreu em
condi¢des sulfetogénicas e ndo envolveu a participagdo direta das arqueas metanogénicas.
Posteriormente, EDWARDS e al. (1994) estudaram a degradagdo do tolueno em condigdes
metanogénicas. Nesse novo estudo, foi usado solo de aqiifero contaminado com creosoto e
pentaclorofenol (PCP) em meio especifico para metanogénicas. Frascos de 250mL. foram
usados como reatores, os quais receberam 100g de solo e 100mL do meio de cultura. O
material do aqiiifero foi submetido a etapa de enriquecimento com 1,5uL a 3uL de tolueno e
de o-xileno puros durante 8 meses. Na etapa de degradagio, 62% do substrato foi levado a
metano, 34% a dioxido de carbono e 4% a biomassa e produtos nao volateis. Quando o sulfato
foi adicionado, houve pequena diminuigdo na velocidade de degradagdo, e com o nitrato
houve maior diminuigio nessa velocidade. Eles testaram, também, o O, como aceptor final de
elétrons, o qual foi extremamente toxico aos microrganismos a partir de 5,6uM. Quando
adicionado outro substrato, como acetona, metanol ou glicose, a degradagdo do tolueno ¢ do
xileno foi interrompida, e somente retornou a ser degradado quando o co-substrato havia sido

todo consumido.
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BELLER et al. (1996) isolaram a linhagem PRTOL1, a segunda BRS conhecida capaz
de degradar hidrocarbonetos aromaticos e a primeira proveniente de sedimento de agua doce
contaminado com combustivel, capaz de mineralizar tolueno como tinico doador de elétrons e
unica fonte de carbono, sob condigdes anaerobias estritas. Cerca de 80% do tolueno foram
mineralizados em CO; e 15% foram convertidos em biomassa e produtos metabolicos ndo
volateis. A relagdo estequiométrica observada entre nimeros de mol de sulfato e de tolueno
consumidos foi consistente com a relagdo tedrica para a mineralizagdo, com produgdo de
sulfeto de hidrogénio. A linhagem PRTOLI também utilizou o-xileno e p-xileno. Os produtos
da degradacdo de tolueno, o- e p-xilenos foram acido benzil-succinico, acido 2-metilbenzil-
succinico e acido 4-metil-benzoico, respectivamente. Comparada a TOL2, a linhagem
PRTOLI, apresentou sequéncia do RNAr 16S distinta. A linhagem PRTOL]1 foi classificada
na subclasse delta da Profeobacteria, como todas as outras BRS Gram negativas mesofilicas
(WIDDEL, 1988). Desulforhabdus amnigenus (OUDE ELFERINK et al,, 1995) foi
intimamente relacionada a linhagem PRTOLI1, com 96% de similaridade. Desulforhabdus
anmigenus foi isolada de lodo granular anaerobio, com acetato como fonte de carbono e de
energia e nio utilizou benzoato ou outros compostos aromaticos.

O uso de compostos organicos, que nio tolueno, incluindo hidrocarbonetos aromaticos
com anel simples, acidos alifaticos de cadeia curta e outros intermediarios potenciais do
metabolismo do tolueno foram testados com a PRTOL1 (Tabela 1). Substratos organicos
como formiato, acetato, piruvato, succinato e fumarato foram metabolizados conforme
indicou o consumo de sulfato. O crescimento foi observado para os trés tltimos acidos, mas,
ndo foi confirmado para formiato e acetato durante periodo de 40 dias de incubagao.

A linhagem PRTOLI1 oxidou fenilpropionato, fenilacetato, benzaldeido, benzoato, p-
cresol e p-hidroxibenzoato. Nao oxidou alcool benzilico, o-cresol, p-toluato e benzilsuccinato,
durante 15 dias de incubacdo. Entre esses compostos aromaticos oxigenados, o benzaldeido
foi o mais rapidamente consumido. Entre os hidrocarbonetos de anel simples, nio foi
observado nenhum consumo de benzeno, etilbenzeno ou m-xileno num periodo de trés
semanas (BELLER ef al.,1996). Na cultura de PRTOLI em suspensdo, concentragdes de
tolueno (40puM) e o-xileno (35 M) decresceram durante 10 dias. Apds esse periodo nenhum
consumo de o-xileno foi detectado. Entretanto, na presenga de 55uM e 60uM de tolueno
houve consumido em 20 e 30 dias, respectivamente.

A benzilsuccinato-sintase, € a enzima que catalisa a adi¢do do carbono metil do
tolueno para dupla ligagdo do fumarato. Essa enzima foi encontrada em degradadores de

tolueno, tais como bactérias desnitrificantes, redutoras de sulfato e fototroficas anoxigénicas.
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Algumas linhas de evidéncia sugeriram que a ativagdo do tolueno via benzilsuccinato
sintase ¢ o primeiro passo na sua mineralizagio (LEUTHNER & HEIDER, 2000).

BELLER & EDWARDS (2000) detectaram alta atividade da benzilsuccinato-sintase
durante analise in vifro de cultura anaerdbia enriquecida, degradadora de tolueno. Os autores
observaram a predominancia de Methanosaeta, Methanospirillum, além de Desulfotomaculum
e outros microrganismos pertencentes ao Dominio Bacteria (FICKER et al., 1999). Essa
cultura mista foi mantida em frascos sob anaerobiose estrita e alimentagdo em batelada, com
aproximadamente 92mg/L de tolueno, durante duas semanas; produzindo 85% a 100% de
metano (4,3 mols de metano/mol de tolueno). Os experimentos cinéticos in vivo e in vitro
foram realizados a 30°C, em cAmara anaerobia, sob atmosfera de No/CO,/H; (80%/10%/10%).
A velocidade de consumo de tolueno in vivo foi determinada antes da retirada das células,
para analise in vifro, da atividade da benzilsuccinato-sintase. O consumo de tolueno in vivo

foi medido pelo método estatico do headspace (BELLER ef al., 1996).



Revisio Bibliogrz’nﬁca 12

Tabela 1. Uso dos doadores de elétrons apos 15 dias pela Linhagem PRTOL1

Metabolismo
Concentragiio do composto Doador® Sulfato”
Elétrons
Hidrocarbonetos aromgticos®
Benzeno (50-60 pM) - ND
Etilbenzeno (20-40 pM) - ND
o-xileno (20-40 pM) +4 ND
m-xileno (20-40 pM) - ND
p-xileno (20-40 pM) + ND
Acidos Alifiticos de cadeia curta ©
Formiato (5 mM) - +
Acelato (4 mM) = +
Piruvato (3 mM) + +
Succinato (2 mM) +
Fumarato (2 mM) -+ +
Intermedidrios Potenciais do Tolueno
Fenilpropionato (0,5 mM) + 4+
Fenilacetato (0,5 mM) + +
Benzaldeido (0,5 mM) + +
Benzaoato (0,5 mM) + +
p-cresol (0,5 mM) + +
p-hidroxibenzoato (0,5 mM) + +
dlcool benzil (0,125 ¢ 0.25 mM) - -
f

o-cresol (0.5 mM) - -
Produtos do Alquilbenzeno

p-toluato (0,5 mM) - -

benzilsuccinato (0,5 mM) - -

T4 70% a 100% de decréscimo na concentragiio observada em 15 dias; -, nenhum decréscimo na concentragdo.
B} sulfato consumido (>1mM); -, sulfato consumido (<0,2mM); ND, nio determinado.

€ Para esses compostos, o tolueno foi consumido sem adigio posterior.

D determinado por cromatografia gasosa e espectro de massa dos produtos metabélicos distintos ¢ por alguns
decréscimos observados na concentragio do substrato no tempo. Contudo, a taxa do metabolismo foi muito lenta e
niio pode ser sustentada no tempo. O cometabolismo com tolueno pode ser aplicado a esses compostos.

E o metabolismo desses doadores de elétrons foi determinado pelo crescimento em vez do decréscimo da
concentragdo .

F a concentragiio de o-cresol ndo decrescen no periodo de 15 dias e 0 sulfato néo foi usado durante esse tempo.

+ crescimento; - nenhum crescimento

Fonte: BELLER ef al. (1996).

Segundo BELLER & EDWARDS (2000), as associagoes sintroficas nesse consorcio
anaerébio e metanogénico ndo foram bem entendidas, particularmente em relagdo a

transferéncia de metabolitos entre as espécies. O benzil-succinato, aparentemente 0 primeiro
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metabolito da mineralizagdo do tolueno nesse consorcio, € um dos inumeros candidatos para a
transferéncia entre as espécies. Em muitas culturas degradando tolueno, pequena quantidade
de benzil-succinato, representando aproximadamente 0,5% a 7,0% do tolueno consumido,
acumula-se no meio (BELLER er al., 1996). Notadamente, neste estudo, benzilsuccinato
apareceu de forma transiente, € em baixa concentragdo durante a degradagdo do tolueno.
Baixa produgéio de benzil-succinato extracelular ¢ ocorréncia transiente durante a degradagéo
do tolueno diferiu marcadamente das observagdes feitas para cultura pura e foram
consistentes com a transferéncia entre as espécies no consorcio metanogénico.

ROBERTSON ef al. (2001) isolaram oito linhagens de BRS formadoras de esporos,
utilizando amostras de areia provenientes de aqiifero superficial (Australia), contaminado
com gasolina. Segundo os autores, por evidéncias genéticas e fenotipicas, as linhagens foram
consideradas membros de nova espécie de BRS. As linhagens usaram nitrato como aceptor de
elétrons e ndo usaram formiato ou caproato como fontes de carbono. O ensaio controle
realizado com Desulfosporosinus orientis DSM 765T, foi incapaz de reduzir nitrato, embora
tenha usado formiato e caproato. As linhagens apresentaram coloragao Gram negativa.
Mostraram crescimento autotrofico e homoacetogénico com etanol. Para os autores, as
diferengas entre as linhagens isoladas e a descricio de Desulfosporosinus nido foram
suficientes para justificar a criagio de novo género; contudo, propuseram descri¢do
modificada para acomodar essas linhagens, representando uma nova espécie, denominada de
Desulfosporosinus meridiei.

Varios alquilbenzenos foram utilizados durante o crescimento de BRS enriquecida
com 6leo cru como tnica fonte de substrato organico. Dessa cultura, dois novos bacilos de
BRS, mesofilicos, foram isolados na presenca de o-xileno e m-xileno; ou seja, as linhagens
0XyS1 e mXyS1. Analise da seqéncia do RNAr 16S revelou que os isolados afiliaram-se as
BRS oxidadoras completas da classe Profeobacterai e subclasse 5. A linhagem oXySI
mostrou alta similaridade com Desulfobacterium cetonicum € Desulfosarcina variabilis, com
valores de 98,4 e 98,7%, respectivamente. A linhagem mXySl foi menos relacionada as
espécies conhecidas, com valor de 86,9% em relagio a Desulfococcus multivorans. A
linhagem oXyS1 foi capaz de utilizar tolueno, o-etiltolueno, benzoato e o-metilbenzoato. A
linhagem mXyS1 oxidou tolueno, m-etiltolueno, m-isopropiltolueno, benzoato e mi-
metilbenzoato. As linhagens oXyS1 e mXySl ndo utilizaram m-alquiltolueno e o-
alquiltolueno, respectivamente (Tabela 2). Ambas as culturas cresceram anaerobiamente em

oleo cru, com concomitante redugdo de sulfato a sulfeto (HARMS et al., 1999).
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Os tempos de geragdo foram de 75horas e 55 horas, para oXySl e mXySl,
respectivamente. A BRS PROTLI e Tol2 exibiram tempo de gera¢do na presenga de tolueno
de 36 horas (BELLER ef al., 1996) e 27 horas (RABUS e/ al., 1993), respectivamente.

Os dois caminhos metabdlicos, freqlientemente postulados, que incluem o é&cido
benzodico como intermediario, procedem da hidrocarboxilagdo inicial do anel aromatico para
formar p-cresol ou pela hidrocarboxilagédo do grupo metil para formar alcool benzil (BELLER
& EDWARDS, 2000).

EVANS ef al. (1992) propuseram os caminhos da transformagido e mineralizagdo do
tolueno por cultura pura desnitrificante, utilizando-o como unica fonte de carbono. BELLER
ef al. (1992) verificaram os mesmos metabolitos finais observados por EVANS et al. (1992),
e relataram que o acido benzoico foi o provavel intermediario da degradacdo do tolueno,
consistente com descobertas sob condigdes desnitrificantes, fermentativas e metanogénicas
(BELLER & EDWARDS, 2000).

O crescimento da linhagem TOL2 foi inibido na presenga de alcool benzilico na
concentragdo de SO0pM. Para valores iguais a SmM néio ocorreu a oxidagdo por células
ativas, adaptadas com tolueno, o que indicou que o alcool ndo foi o intermediario no
metabolismo do tolueno. A conversido de p-xileno em p-metilbenzoato, como produto final,
sugeriu que a BRS, semelhante a desnitrificante, iniciou oxidagdo do tolueno com o grupo
metil. Na linhagem desnitrificante (EVANS ef al., 1992) e na cultura de lodo enriquecido para
BRS (BELLER et al., 1992), aproximadamente 17% e 9% do tolueno foi convertido a
benzilsuccinato e benzilfumarato, respectivamente, ndo utilizados posteriormente. Essas
verificagOes levaram a suposi¢do da possivel condensacdo de tolueno com acetil-coenzima A,
formando a fenil-propionil-coenzima A, como produto real de ativagdo (EVANS ef al., 1992).

RABUS & WIDDEL (1995) também detectaram benzil-succinato em suspensio
celular da linhagem Tol2, na presenga de tolueno; mas, quantificaram apenas 0,1% do
substrato consumido (4mM). Benzil-succinato ndo foi detectado no sobrenadante da
suspensdo celular ou em células crescendo com benzoato. Para os autores, possivelmente,
Tol2 realizou ativagio do tolueno através da condensagdo oxidativa com o carbono « do acido

carboxilico.
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Tabela 2. Crescimento anaerobio das linhagens 0-XyS1 e m-XySl com compostos
aromaticos € nao aromaticos.

Linhagem
Compostos 0-XyS1 m-XyS1

Hidrocarboneto Aromatico
Tolueno (2%) + A
o-xileno (2%) + -
m-xileno (2%) - 3t
o-etiltolueno (2%) + -
m-etiltolueno (2%) -
m-isopropiltolueno (2%) - +

Composto aromitico com grupo funcional
Alcool o-metilbenzil (0,5 e 2mM) + -
Alcool m-metlbenzil (0,5 e 2mM) - -
Benzoato (1 e 4mM) + +
o-metilbenzoato (1 e 2mM) + -
m-metilbenzoato (1 ¢ 2mM) - +
benzilsuccinato (1 e 4mM) + -

Outros composios
Etanol (1 e 5 mM)
Formiato (10 e 20mM)
Acelato (5 e 10mM)
Propionato (5 ¢ 10mM)
n-butirato (5 ¢ 10mM)
lactato (5 e 10mM)
piruvato (1 e 5mM)

+
+ 4+ o+ o+

succinato (1 e SmM)
D.L-malato (1 e 5mM)

+ + + o+ o+
+

+ crescimento; - nenhum crescimento
Fonte: HARMS et al. (1999).

NARDI (2002) estudou a degradagio de BTEX nas condigdes metanogénica,
desnitrificante e sulfetogénica. Para isso, foi usado Reator Anaerobio Horizontal de Leito
Fixo (RAHLF) com esgoto sintético (Tabela 3). O lodo usado como fonte de microrganismos
passou por etapa de adaptag@o ao esgoto sintético com sulfato na concentragido de 114mg/L e

fonte adicional de lipideos. Apds a etapa de adaptacao, a fonte de lipideos foi retirada e BTEX
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foi adicionado na concentragdo inicial de 1,5mg/L, para cada composto (Benzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xilenos), e tempo de detengdo hidraulica de 13,5 horas. A concentragiao inicial
de cada composto de BTEX foi aumentada para 6mg/L e a concentragdo inicial de sulfato
passou para 470mg/L. Etanol foi adicionado ao meio para aumentar a solubilidade do BTEX e
a remogao de sulfato, que era de 28% na fase de adaptagdo e passou a ser total apos a adigdo
do alcool. Porém, com o uso do etanol para solubilizar o BTEX, a DQO do afluente elevou-se
de 588mg/L para 2020mg/L, o que causou choque de carga organica no reator,
comprometendo sua eficiéncia. Numa segunda etapa de degradagio, NARDI substituiu o
etanol por detergente comercial para obter solubilidade do BTEX sem comprometer o
rendimento do reator. Nas duas etapas de degradagio, a concentragdo de BTEX no efluente do
reator ficou abaixo de 0,1 mg/L (limite de detecgdo) em todas as condigdes. No reator com
sulfato a remogdo de DQO foi de 81% enquanto que a redugdo de sulfato foi de 28% a partir
de 470mg/L. Pelos exames microscopicos do contelido do reator, foi possivel verificar a
presenca de cocos em cadeia na fase de adaptagdo, bacilos fluorescentes e Methanosarcind, na
fase de degradagio com etanol, bacilos retos em pares e bacilos com pontuagdes nas
extremidades na fase de degradagio com detergente comercial.

Em relagiio ao reator metanogénico, ndo houve diferenga nos resultados de remogdo de
BTEX e a presenga de sulfato ndo aumentou nem diminuiu a degradagdo do BTEX. O
consumo de sulfato foi maior na condi¢io em que houve excesso de carga organica pelo
etanol. Porém, em todas as situagdes a que foram submetidos os reatores metanogénico e
sulfetogénico, houve total ou quase total degradagdo do BTEX.

Tabela 3. Composi¢do do esgoto sintético utilizado na degradagdo de BTEX em RAHLF nas
condigdes metanogénicas, sulfetogénicas e desnitrificantes.

Constituinte Concentragao
Proteinas Extrato de carne 208 mg/L
Carboidratos Sacarose 36 mg/L
Amido comercial 112 mg/L
Celulose 41 mg/L
Lipideos Oleo de soja 0,056 mL/L
Sais minerais Cloreto de sodio (NaCl) 50 g/LL
Cloreto de magnésio (MgCl..6H,0) 1,4 g/LL
Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) 0,9 g/l
Bicarbonato de sodio 200 mg/L

Fonte: NARDI (2002)
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4.2. Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

Microrganismos participam da redugdo de sulfato produzindo gas sulfidrico (H,S) ou
da oxidagdo desse gas, com formagdo de sulfato (SO,). O gas sulfidrico é formado a partir
da decomposigio de compostos orgnicos sulfurados, como os aminoacidos metionina e
cistina, e redugiio de sulfato. Sulfato, a forma mais oxidada do enxofre, ¢ um dos mais
abundantes anions nos oceanos e é usado pelas Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS).

Muitos organismos, incluindo os vegetais superiores, algas, fungos, ¢ a maioria dos
procariontes, usam o sulfato como fonte de enxofie para a biossintese. Porém a habilidade de
utilizar sulfato como aceptor de elétrons para o processo de geragio de energia envolve ampla
escala de reducdo, alcangada pelas BRS (ZEHNDER, 1988).

O ion sulfato é estavel e ndo pode ser utilizado sem a primeira ativagéo, feita pelo
ATP (adenosina trifosfato) através da ATP-sulforilase, formando o complexo APS
(adenosinafosfossulfato). Metade do APS ¢ reduzido diretamente a sulfito (SO37) e, com sua
formagdo, as reagdes subseqiientes de redugdo processam-se prontamente, até chegar ao gas
sulfidrico (ZEHNDER, 1988). O transporte dos elétrons vindo da fonte doadora € feito pelo
citocromo, denominado de citocromo-c3, composto altamente eletronegativo e exclusivo das
BRS, ndo sendo encontrado em organismos que ufilizam outros aceptores de elétrons
(MADIGAN ef al., 1997).

As BRS reduzem o sulfato presente em sedimentos profundos e em aguas anoxicas
produzindo gis sulfidrico (H,S). Este gas pode alcancar sedimentos rasos ou aguas
superficiais onde é utilizado por varios organismos, como as bactérias fotossintetizantes
verdes e purpuras. Os microrganismos envolvidos no ciclo do enxofre apresentam
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas diversas, incluindo bactérias e arqueas de
diferentes categorias nutricionais, capazes de crescer em diferentes faixas de temperatura e de
pH.

As BRS estiao amplamente distribuidas na natureza. O termo Bactérias Redutoras de
Sulfato descreve um grupo heterogéneo de microrganismos que apresentam c€omo
caracteristicas comuns o metabolismo dissimilatorio de sulfato e anaerobiose obrigatoria.

Essas bactérias sio geralmente encontradas em lodos de reatores anaerobios utilizados
no tratamento de esgoto doméstico e agua residuaria desempenhado metabolismo
fermentativo ou respiratorio (respiragdo anaerobia). Essas caracteristicas diferenciais dos
ambientes refletem a distribuigiio e a importéncia fisiologica das BRS na natureza.

Nos ambientes onde ¢ grande a atividade metabolica, € facilmente perceptivel o odor
do gas sulfidrico (cheiro de ovo podre) € a agua escurecida devido a precipitagdo do sulfeto

ferroso.



Revisdio Bibliogrifica 18

Os principais nutrientes requeridos pelas BRS sdo amdnia, como fonte de nitrogénio;
formiato, etanol, acetato, fumarato, malato, lactato, piruvirato, propionato e succinato, como
fontes de carbono (ZEHNDER, 1988; MADIGAN ef al., 1997). Por utilizarem compostos de
baixa massa molecular como doadores de elétrons, as BRS dependem de bactérias que
degradem os polimeros para obtengdo de fontes de carbono e energia.

As BRS estiio envolvidas nos processos de decomposigdo relacionados com os ciclos
do enxofre e do carbono; e sdo degradadoras terminais, assim como as arqueas
metanogénicas, que produzem metano e gas carbonico, como compostos finais de seu
metabolismo (ZEHNDER, 1988; MADIGAN et al., 1997).

Muitas BRS sdo capazes de crescer utilizando acetato como Gnica fonte de carbono ¢ de
energia, sendo a maioria de origem marinha. Esses organismos oxidam completamente

acetato a CO; e reduzem sulfato a sulfeto.

4.3. Aplicagiio de Técnicas de Biologia Molecular

A analise do RNAr 16S tem sido amplamente usada para determinar as espécies que
compdem as comunidades microbianas. O RNA (acido ribonucléico) é copia funcional do
codigo genético ¢ responsavel pela sintese de proteinas dentro das células. O RNAr
(ribossomal) contém a sub-unidade 16S, a qual ¢ molécula ancestral com regides que
permaneceram conservadas, sem sofrer processos de mutagao, ao longo do processo evolutivo
(MADIGAN, ef al.; 1997).

A técnica de Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) permite a amplificagdo, ou
multiplicagdo, da quantidade de material genético da amostra. Isso permite a obtengao de
grandes quantidades de material genético para estudo, sem que haja a necessidade de cultivo
dos microrganismos para obter a quantidade desejada desse material (CATTONY, 2002).

A técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) € usada para
separar o material genético amplificado na PCR. A separagao ocorre em gel de poliacrilamida
com gradiente desnaturante crescente em mistura de uréia e formamida, submetido a
passagem de corrente elétrica (SAKAMOTO, 2001). |

De acordo com MYERS ef al. (1987)' e MUYZER ef al. (1993 )’ apud TESKE et al.
(1996b), a técnica do DGGE pode separar os produtos de PCR de mesmo tamanho e

* Myers, R. M., T. Maniatis, and L. S. Lerman. 1987. Detection and localization of single base changes by denaturing
gradient gel electrophoresis. MethodsEnzymol. 155:501-527.
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composigdo inicial de bases. Duas diferentes bandas de DGGE indicam dois diferentes
microrganismos componentes de uma populagao.

TESKE, ef al. (1996a) estudaram a distribuigdo de BRS em amostras de agua e
sedimento de Mariager, nos Iiords Dinamarqueses. As amostras foram incubadas em meio
BRS descrito por WIDDEL & BAK (o mesmo usado neste trabalho), e a quantificagdo dos
microrganismos foi feita com as técnicas de Namero Mais Provavel (NMP), extragdo de
acidos nucléicos, Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) e Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante (DGGE). No NMP foram usados lactato e acetato como fontes de
carbono. Os acidos nucléicos foram extraidos do material e, depois, amplificados por PCR. O
DGGE continha gradiente desnaturante de 20% até 70%. De acordo com os autores, as
diferentes bandas no DGGE correspondem a diferentes fragmentos RNAr 16S obtidos de
diferentes espécies ou linhagens bacterianas. Embora, as posigdes coincidentes ou sobrepostas
das bandas de duas diferentes espécies ndo possam ser excluidas; o padrdo de bandas do
DGGE foi visto como representagdo aproximada das espécies microbianas e da diversidade de
linhagens na coluna de agua do Fiord Mariager.

No trabalho de FICKER ef al. (1999), foi usado sedimento contaminado com creosoto
mantido por 10 anos com tolueno como Gnica fonte de carbono. O objetivo do trabalho foi
identificar as diferentes espécies e a participagdo de cada uma delas no consadrcio microbiano
durante o processo de degradagéo do tolueno. As tentativas de isolamento utilizando técnicas
convencionais de dilui¢iio seriada ou plaqueamento ndo tiveram sucesso. Isso, porque ¢ dificil
determinar as associagdes sintroficas que ocorrem nos consorcios. Para tanto, nesse trabalho
FICKER e seus colaboradores usaram abordagem molecular com sequenciamento do DNA,
além da hibridagdo in situ (FISH). De acordo com SAKAMOTO (2001), as técnicas de
Biologia Molecular oferecem novas oportunidades para analises da estrutura ¢ da composi¢ao
das comunidades microbianas.

BARROS (2003), em seu trabalho de mestrado no Departamento de Hidraulica e
Saneamento da EESC-USP, avaliou a remogéo biologica do sulfeto por bactérias fototroficas
verdes. Neste trabalho, foram utilizadas técnicas de Biologia Molecular para comparar e
avaliar as populagdes de sulfubactérias fototroficas verdes, e as possiveis mudangas ocorridas
nessas populagdes em fungdo da variagdo das concentragoes iniciais de sulfeto. Com a andlise
das bandas obtidas no gel de DGGE, o autor, verificou elevada similaridade de bandas em

todas as condigdbes nutricionais e concluiu que nao houve variagdes na estrutura das

3 Muyzer, G., L. C. de Waal, and A. G. Uitterlinden. (1993). Profiling of complex microbial populations by denaturing
gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S IRNA. Appl. Environ.
Microbiol. §9:695-700.
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populagdes microbianas em decorréncia do aumento da concentragiio de sulfeto no meio.
Constatou também, o mesmo padrio de bandas na cultura enriquecida e nas outras com
diferentes concentragdes de sulfeto. Esses resultados confirmaram os exames de
caracterizagdo morfologica, nos quais foi observado predominio de um tnico tipo

morfologico semelhante a Chlorobium sp.
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5, MATERIAL E METODOS

O trabalho foi divido em 4 etapas distintas que visaram o estabelecimento do
conséreio microbiano em condigdes sulfetogénicas, o conhecimento de como o tolueno
comportar-se-ia nas condigdes propostas e quanto dele era passivel de adsorgdo no lodo,
além da constatagdio do seu processo de biodegradagéo.

No ensaio de enriquecimento foi usado, como inéculo, lodo anaerobio submetido ao
crescimento com lactato sodio e acetato de sodio, em meio BRS, na presenga de sulfato. A
porcentagem do lodo usada nos reatores foi de 10% (v/v) do volume de cada reator. As
concentragdes iniciais de lactato e de acetato foram iguais a 2230 mg/L e 670 mg/L,
respectivamente, ¢ a concentragdo de sulfato, de aproximadamente, 1070 mg/L. Nesse
ensaio, foram monitorados o consumo de sulfato e a percentual de metano. Exames
microscopicos foram realizados no final do ensaio e amostras para analise da diversidade
microbiana por PCR e DGGE foram armazenadas para posterior processamento.

A estabilizagdo das concentragdes de tolueno entre a fase liquida e de vapor foi
realizada no meio BRS (BELLER ef al., 1996), com sulfato e tolueno nas concentragdes de
1000 mg/L e 18 mg/L, respectivamente, e auséncia de inoculo.

Nas duas etapas do ensaio de degradagdo, os reatores foram inoculados com lodo
proveniente de reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), processado
em liquidificador para desfazer os granulos. Foram estudadas diferentes concentragdes de
tolueno, em presenca e auséncia de sulfato. Os reatores foram monitorados durante 264
horas na primeira etapa e durante 1000 horas na segunda etapa. Foram realizados
monitoramentos da percentual de metano e de consumos de sulfato e de tolueno. Exames
microscopicos foram realizados no final do ensaio e amostras para analise da diversidade

microbiana foram armazenadas para posterior analise.

5.1.Reatores
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Nos ensaios de degradagio de tolueno foram usados reatores confeccionados
especialmente para receber as tampas de butila revestidas de teflon. Os reatores foram
confeccionados em borosilicato, com desenho globular. Os reatores usados no ensaio de
degradagiio possuiam duas aberturas superiores fechadas com tampas de butila revestidas
de teflon e roscas de teflon (Figura 1). Assim como no ensaio de enriquecimento, 0 meio
basal foi adicionado com todas as solugdes estoques e indculo nas mesmas proporgdes. Os
reatores foram fechados e mantidos em agitagio orbital (100 rpm) e temperatura de 30°C
(Figura 2).

A capacidade volumétrica dos reatores era de 2300mL, determinado com o
enchimento dos mesmos com agua de torneira até ndo mais apresentar espago livre. Em
seguida, com auxilio de proveta de vidro de 1000mL, a 4gua contida em cada reator foi

medida obtendo, assim, o valor de 2300mL como capacidade volumétrica de cada reator.

Figura 1. Reator em batelada usado nos ensaios de degradagdo de tolueno.



Metologia 23

Figura 2. Vista superior da incubadora com agitagio e temperatura controladas, contendo
seis reatores durante ensaio de degradagio.

5.2. Inoculo

O inéculo utilizado nos ensaios de enriquecimento e de degradagdo foi o lodo
granulado proveniente de reator UASB usado no tratamento de 4gua residuaria de
abatedouro de aves (Tieté — SP). O lodo foi coletado em frascos de plasticos e mantidos em
geladeira com temperatura de 10°C. Para desfazer os granulos, foi usado liquidificador
caseiro. O lodo granulado foi colocado no liquidificador e homogeneizado até atingir o
aspecto pastoso. A transferéncia do lodo para os reatores foi realizada com auxilio de

proveta de plastico previamente esterilizada.
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5.3. Meio de Cultura

O meio de cultura descrito por BELLER ef al. (1996) propicia todos os requisitos
nutricionais exigidos pelas Bactérias Redutoras de Sulfato. E composto por um meio basal
ao qual sdo adicionadas solugdes estoques. As Tabelas 4 e 5 descrevema composigio desse
meio de cultura. O meio basal mineral foi preparado com a solubilizagio de seus
componentes em agua ultrapurificada. Foi adicionado resarzurina (0,1%) como indicador
de anaerobiose, na proporgio de 1mL por litro de meio. O meio basal foi transferido para os

reatores onde foi esterilizado em autoclave, por 20 minutos, a 121°C, e latm.

Tabela 4. Composigiio do meio de cultura e solugdes estoque.

o . P . =
COTITIOTICINTS COMCEIMT A a0

Meio Basal Mineral

NH,CI 1,490g/L
Nal,PO,H,O 0.530¢/L
NaCl 0,100g/1.
KCI 0.097g/L
CaCl,.2H,0 0.100g/L,
MgCl..6H,0 0.,100g/L
MnCl,4H;O 0.005g/L.
Na,Mo0Q,.2H,0 0,001g/L
Solugoes Estoques
Sol. de Bicarbonato 1M (Tabela 5)
Sol. Redutora de Sulfeto de Sodio 02M (Tabela 5)
Sol. de Sulfato Ferroso 1 M (Tabela 5)
Sol. de Vitamina B, 0.1mM (Tabela 5)
Sol. de Elementos Tragos 0,1mM (Tabela 5)
Sol. de vitaminas 0,1mM (Tabela 5)
Sol. de Selenito- Tungstato 0,1mM (Tabela 5)
Sol. de Tiamina 1M (Tabela 5)

Fonte: BELLER et al. (1996)

5,3.1. Preparaciio das solugoes estoques

Cada solugiio estoque foi preparada nas proporgdes descritas na Tabela 5 e todas
foram esterilizadas em membrana 0,22 pm em conjunto de filtragio previamente
esterilizado em autoclave (120°C, latm, durante 20 minutos), e preparadas de acordo com
as técnicas para anaerobios estritos descritas por VAZOLLER (1995). Depois de filtradas

separadamente, as solugdes estoques foram transferidas para frascos de 30 mL estéreis, sob
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fluxo de N, (100%), tampados, lacrados e etiquetados. Todos os procedimentos foram
realizados sob assepsia, para evitar a contaminagio dessas solugdes.

A solugiio de bicarbonato de sédio foi preparada adicionando-se o sal em agua
ultrapurificada, pré-aquecida e posteriormente submetida a esterilizagdo. Para a solugdo
redutora de sulfeto de sodio, a agua ultrapurificada foi submetida a fervura durante 10
minutos e depois colocada sob fluxo de N; (100%). O mesmo procedimento foi realizado
na preparagio da solugéio de sulfato ferroso, evitando-se, assim, a oxidagao do cation.

A solugéo de vitaminas foi preparada em tampéo fosfato de sodio 10mM, e pH 7.
As vitaminas foram dissolvidas na solugfio tampao e depois submetida a esterilizagdo por
filtragdo. As solugdes de vitamina Bya, elementos tragos, mistura de vitaminas e tiamina,
foram distribuidas separadamente nos frascos de antibidtico, posteriormente selados com
tampa de butila e lacrados. Os frascos foram envolvidos com papel aluminio e colocados
em geladeira.

As solugdes estoques das fontes de carbono, de lactato de sodio e de acetato de
s6dio foram esterilizadas em autoclave nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. A
solugiio de lactato de sodio foi obtida pela mistura de volumes iguais das solugdes de acido
latico 4M e hidroxido de sédio 4M. A concentragio final foi de 2M. O pH da solugio foi de
5.8, sendo corrigido para 7,0 com hidroxido de sédio 1M. A solugio de acetato de sédio
(2M) foi preparada dissolvendo-se o sal em agua ultrapurificada, realizando-se a

distribuigio em frascos de antibiéticos de 30mL, sob fluxo de N2 (100%).
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Tabela 5. Composigao das solugdes estoques.

Solugiio de Bicarbonato

Agua ultrapurificada 1000mlL.

NallCO;, 8dg
Solugiio Redutora de Sulfeto de Sodio

Agua Ultrapurificada 1000mL

Na2S8.9Hy0 48g

Solugiio de Sulfato Ferroso

Agua Ultrapurificada 1000mlL.
FeSO4.7H20 278,82

Solugiio de Vitamina B12

Agua Ultrapurificada 1000mL
Cianocobalamina 0.05g

Solugiio de Elementos ‘I'ragos

Agua Ultrapurificada 987,0mL
HCI (7,7A]) 12,50mL.
FeSO,.TH,O 2,100g
H;BO; 0,030g
MnCl.4H,O . 0,100g
CoClL.6H,0 0,190g
NiCl,.6H,0 0,024g
CuClL.21L,0 0.002g
ZnS0.TH,0 0,144g
Na,MoO4.2H,0 0,036g
Solugiio Selenito Tungstato
Agua dsslilada 1000mL
NaOH 0,400g
Na,;8e0; 3.950g
Na, WO,.2H,0 0.008g
Solugio de Vitaminas
Tampido Fosfalo de Sodio (10 mM; pH 7) 1000mL
4-Acido Aminobenzbico 0,04g
D(+)-Biotina 0,01g
Acido Nicotinico 0,1g
Pantotenato de Cileio 0,05¢
Dihidrocloreto de Piridoxina 0,15¢
Solugiio de Tiamina
Tampdo Fosfato de Sédio (25 mM; pH 3,4) 1000ml.
Tiamina Cloridrica.2H,O 1,0g

Fonte: WIDDEL & BAK (1992)
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5.3.2. Solucéio de Tolueno

A solugdo estoque de tolueno foi preparada em balao volumétrico adicionando-se
0,50 mL de tolueno P.A (Mallinckrodt) em 1000 mL de agua Ultrapurificada. Obteve-se,
assim, a solugdo de tolueno com a concentragio de aproximadamente 433 mg/L.. Em cada
ensaio ou etapa onde foi usado tolueno, solugio estoque recente foi preparada de acordo

com o procedimento descrito anteriormente.

5.4. Ensaio de Enriquecimento

Para o ensaio de enriquecimento, foram usados quatro frascos de Duran como
reatores, com capacidade para 2000 mL. Os frascos foram preenchidos com 900 mL de
meio de cultura acrescido das solugdes estoques e 100 mL de indculo, compondo, assim, a
porgdo liquida do reator. A porgdo superior livre do frasco, o headspace, foi ocupada pela
atmosfera gasosa formada pela mistura padrio de N/CO; (70%/30%). Os frascos foram
fechados com tampas de butila e roscas de plastico.

Os reatores em batelada foram alimentados com meio descrito por BELLER et al.,

(1996) (Tabela 4), solugdes estoque (Tabela 5) e indculo nas proporgdes descritas na Tabela
6.

Tabela 6. Composigio nutricional do reator em batelada no ensaio de enriquecimento.

Meio de cultura Concenltragio
Meio basal 832.5mL
Solugiio de metais trago ImL
Solugiio de Bicarbonato de Sodio 30mL
Solugdo de Selenito-Tungstato lmL
Solugiio de Vitaminas ImL
Solugdo de Tiamina ImL
Solugiio de Vitamina By, ImL
Solugiio Redutora de Sulleto de Sodio 7,5mL
Solugiio de Sulfato Ferroso 10mL
Lactato de sodio 20mL
Acetato de sodio SmlL
Indeulo 100ml.
Volume Total 1010mL

Headspace (NJ/CO5) (10%/30%) 990ml.
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O meio foi distribuido nos frascos de Duran e posteriormente, os reatores foram
fechados com papel aluminio e recobertos com papel pardo para serem esterilizados em
autoclave (121°C e | atmosfera, por 20 minutos).

Como mencionado anteriormente, esse meio foi composto de meio basal e solugdes
estoques, as quais foram adicionadas ao meio basal no momento de inoculagdo dos
reatores.

O ensaio de enriquecimento foi realizado em quadruplicata. No primeiro par de
reatores foi monitorado o consumo de sulfato, enquanto no segundo par, foi monitorada a
percentual de metano. Como substratos organicos, foram usados 2230 mg/L de lactato e
670 mg/L. de acetato. Como fonte de enxofre, foi usado sulfato ferroso, na concentragio
média de 1075 mg/L. Os substratos organicos e o sulfato foram adicionados no meio basal
como solugdes estoques, esterilizadas em autoclave e por filtragio em membrana,
respectivamente. Os reatores foram mantidos em incubadora com agitagdo de 150 rpm
(DOMINGUES, 2001) e temperatura de 30°C.

Nesse ensaio, os reatores foram monitorados diariamente em relagdo ao consumo de
sulfato e percentual de metano. Os acidos organicos volateis foram monitorados no inicio e

final do ensaio.

5.5. Ensaio de Estabiliza¢io do Tolueno no meio BRS

Para esse ensaio foi necessario calibrar os frascos de antibidtico para que todos
possuissem o mesmo volume interno. Cada frasco, limpo e seco, foi numerado com caneta
de retroprojetor, pesado e sua massa anotada.

O passo seguinte foi pesar cada frasco preenchido com agua. Nessa etapa, cada
frasco foi totalmente preenchido com agua destilada, e posteriormente fechado com tampa
de butila revestida de teflon. Foi tomado o cuidado para que ndo ficasse bolha de ar no
interior do frasco e para que o mesmo ficasse totalmente seco do lado externo. Feito isso,
cada frasco foi pesado e anotado sua massa com agua. Foi usada uma tinica tampa de massa
conhecida para fechar os frascos e no final da pesagem com agua.

Com os valores das massas dos frascos vazios e cheios, e considerando a densidade

da agua de 1g/ml foi possivel encontrar o volume de cada frasco, descontando-se a massa
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da tampa usada na pesagem com agua. O frasco de antibiotico com menor volume foi
referente a 37,27mL. Esse volume foi usado para aferir os demais frascos. Desse modo, o
volume dos frascos foi corrigido com pérolas de vidro (densidade= 2,47 g/ml) deixando-os
com volumes internos idénticos.

Os frascos foram inoculados de forma que a fase liquida ocupasse o mesmo volume
da fase gasosa. Para isso, metade do volume de cada frasco, ou seja, 18,67 mL, foi
preenchido com meio BRS (Tabela 4 e 5) e tolueno (18 mg/L). O meio basal e a solugido de
sulfato (1000 mg/L) foram colocados nos frascos e submetidos a atmosfera de N,/CO,.

Posteriormente, os frascos foram tampados com tampas de butila revestida com
teflon e lacrados com aluminio. A seguir, o tolueno foi injetado com auxilio de seringa de
vidro SGE de 10mL. A partir da solugdo estoque de tolueno, com a concentra¢do de
aproximadamente 433mg/L, foi injetada a quantidade de 0,77mL obtendo-se a
concentragdo final de 18 mg/L, em cada frasco. O objetivo desse teste foi conhecer o tempo
necessario para o equilibrio de distribui¢do do tolueno entre a fase liquida e o headspace do
tolueno. Os frascos foram incubados a 30°C sob agitagdo de 150 rpm. As amostragens
foram realizadas nos seguintes tempos, em horas: 0,0,5; 1; 2; 3;4; 6; 8 ¢ 24.

Foram usados nove frascos, sendo cada um, utilizado para cada tempo de
amostragem. Para determinagao do tolueno na fase gasosa (headspace), foi usada seringa
de vidro do tipo gastigh e inje¢ao em cromatografo gasoso GC 6890 HP. A fase liquida foi
coletada com auxilio de seringa de vidro e agulha descartavel, apos amostragem do
headspace. A amostra liquida foi submetida ao método do headspace estatico, de acordo

com a metodologia descrita por NARDI (2002).

5.6. Ensaio de degradaciio

O ensaio de degradagio foi realizado em trés etapas. As duas primeiras etapas
constaram de seis reatores com trés diferentes concentragdes de tolueno e de sulfato. A
terceira etapa constou de 12 reatores nas condigdes sulfetogénicas e metanogénicas.

Cada reator for moculado com 120mL de lodo homogeneizado (10% v/v)

totalizando volume da fase liquida em 1200mL e da fase gasosa em 1100mL.
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No final do ensaio foram retiradas amostras para analise da diversidade microbiana
utilizando-se as técnicas de Biologia Molecular. Para tanto, as amostras foram congeladas
em freezer a —20°C, em frascos de poliestireno com tampas de rosca.

Na primeira etapa experimental os reatores foram monitorados em relagio a
presenga de tolueno no hieadspace e no liquido, em amostragens diarias. A porcentagem de
metano no headspace também foi analisada diariamente. No entanto, nesses experimentos
foi analisada a porcentagem acumulada de metano nos reatores em batelada. O sulfato foi
analisado nos tempos zero, 24 horas e 48 horas, € depois, em intervalos de 48 horas. A
Tabela 7 apresenta as condig¢des nutricionais dos reatores da primeira etapa de degradagdo

de tolueno em condigdes sulfetogénicas e metanogénicas.

Tabela 7. Concentragdes de tolueno e de sulfato nos reatores da primeira etapa de
degradagio de tolueno em condigdes sulfetogénicas e metanogénicas.

Concentragdo Inicial  Concentragdo Inicial ~ Concentragéo Inicial

de Tolueno na Fase  de Tolueno na Fase de Sulfato
Liquida (mg/L.) Gasosa (mg/L) (mg/L)

2,0 0,016 Auséncia
1,31 0,020 Auséncia
0,88 0,014 90
0,39 0,014 130
2,0 0,043 288
2,1 0,037 269

Na segunda etapa experimental, os reatores foram monitorados em relagio a
presenga de tolueno apenas na fase liquida com amostragens diarias. Como na etapa
anterior, a percentual de metano acumulada no headspace foi analisada diariamente. O
sulfato foi analisado nos tempos zero, 24 e 48 horas, e depois, em intervalos de 48 horas. A
Tabela 8 apresenta as condigdes nutricionais utilizadas na segunda etapa de degradagio de

tolueno em condigdes sulfetogénicas e metanogénicas.
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Tabela 8. Concentragdes de tolueno e de sulfato nos reatores da segunda etapa de
degradagio de tolueno em condigdes sulfetogénicas e metanogénicas.

Concentracio Inicial Concentragdo Inicial

de Tolueno na fase

liquida (mg/L)

de Sulfato (mg/L)

2,1
1,9
4.6
40
45
3,5

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
560
570

Na terceira etapa de degradagio foram usados 12 reatores, sendo 6 em condigdes

sulfetogénicas e 6 em condigdes metanogénicas. A Tabela 9 apresenta as condigoes

nutricionais dos reatores da terceira etapa de degradagdo de tolueno em condigdes

sulfetogénicas e metanogénicas.

Tabela 9. Concentragdes de tolueno e de sulfato nos reatores da terceira etapa de
degradagiio de tolueno em condigdes sulfetogénicas e metanogénicas.

Concentragdo Inicial de
Tolueno na Fase Liquida

(mg/L)

Concentragdo Inicial de
Sulfato (mg/L)

2,11
2,33
738
7.72

1,98
1,93
3,89
37
7,53
721

Reatores Sulfetogénicos

194
220
600
610

Reatores Metanogénicos

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
Auséncia
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5.7. Exames Microbiolégicos

Analises microbiolégicas dos reatores foram realizadas nos momentos em que a
percentual de metano apresentou-se estavel em trés analises consecutivas. Foram usadas as
técnicas de microscopia otica de contraste de fase e epifluorescéncia com Microscopio
Olymphus BX60, acoplado a camara com captura de imagem Optronics e software Image-

Pro Plus.

5.8. Procedimentos para Analises Fisico-Quimicas

No decorrer dos ensaios foram realizadas anilises de consumo de sulfato
(STANDARD METHODS, 1992). As amostras foram coletadas retirando-se aliquotas de
cada reator com auxilio de seringa e agulha estéreis. O volume da amostra dependia da
diluiciio que seria feita. Deve-se mencionar que o volume total de retirada de amostras foi
de 10% em relagio ao volume liquido total de cada frasco reator.

As amostras foram colocadas em tubos de poliestireno com tampas de rosca e
centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas a vacuo,
em membrana de 0,45pum.

A diluigio das amostras foi realizada em agua ultrapurificada com auxilio de baldes
volumétricos de SOmL. A diluicdio das amostras foi necessaria para adaptar as

concentragdes da curva de calibragio do método utilizado.

5.9. Sélidos volateis totais

A quantificagio de solidos volateis totais foi realizada de acordo com STANDARD
METHODS FOR EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER (1992). A analise
foi realizada em triplicata, em capsulas de porcelana, com amostras do inicio e final de cada

reator com lodo anaerdbio.
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5.10. Procedimentos para Andlises Cromatograficas

Nos ensaios de enriquecimento, de inativagio e de degradagdo foi realizada
diariamente cromatografia gasosa para quantificar a percentual de metano. Foi usada
seringa de plastico de ImL e trava para gas e cromatografo Gow-Mac.

O consumo de tolueno foi determinado de acordo com a metodologia descrita por
NARDI (2002). As amostragens foram diarias com auxilio de seringas de vidro e agulhas
estéreis. As amostras, de SmL, foram congeladas em frascos de antibioticos tampados com
tampas de butila revestidas de teflon e lacradas com aluminio. Posteriormente, no momento
da analise os frascos contendo as amostras, foram aquecidos por quinze minutos em banho-
maria. Com auxilio de seringa de vidro pré-aquecida em estufa a 200°C, amostra do
headspace dos frascos foi injetada em cromatégrafo gasoso HP GC 6890 com detector de
ionizagio de chama (FID). Os frascos usados foram os de antibiotico de 10mL com
volumes corrigidos com pérolas de vidro.

A determinagdo cromatografica de 4cidos volateis foi feita de acordo com
metodologia desenvolvida no proprio Laboratério de Processos Anaerobios por MORAES
et al (2000).

5.11. Curva de calibracao de tolueno

O tolueno foi quantificado por cromatografia gasosa apos levantamento de curvas
de calibragio constituida com solugdes padrdes de tolueno em meio de cultura. As
concentragdes dos padrdes de tolueno variaram de 0,1mg/L a Smg/L. Monoclorobenzeno
foi usado como padrio interno. Foram usados frascos de antibiotico com volumes internos
padronizados com pérolas de vidro, tampas de butila revestidas de teflon e lacres de
aluminio. As curvas foram elaboradas com duplicata de pontos.

A quantificagio do tolueno no headspace exigiu elaboragdo de curva padrio de
headspace. Para isso, foram usados frascos de antibiético (40 mL) com volumes internos
padronizados. Em cada frasco foi colocada a solugio padrao de tolueno em meio de cultura
e os frascos foram fechados e lacrados. Os frascos foram deixados por 24 horas em
incubadora (100 rpm) a 30°C para que o equilibrio de distribuigio do tolueno fosse

atingido. Aliquotas de 300 pL do headspace foram injetadas no cromatdgrafo seguida da
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retirada de 2mL da porgéo liquida, para posterior quantificagdo do tolueno. A quantidade de

tolueno presente no headspace dos frascos foi calculada pela diferenga entre a quantidade

injetada e a determinada no liquido.

5.12. Técnicas de Biologia Molecular

5.12.1. Extracio dos Acidos Nucléicos

Para a extracdo do material genético foi utilizado o protocolo de MELVIN &
MELVIN & HOBSON (1994) como descrito a seguir:

P

YV Y VY Y VY

v/

v

Y

YV VYVVY

Centrifugar 3,0 mL (pode ser at¢ 10 mL) da amostra de lodo (tubo de
polipropileno), a 6000 RPM por 2 minutos, descartar o sobrenadante;

Lavar o pellet com 3,0 mL PBS (pH 7.,4), centrifugar a 6.000 rpm por 3
minutos;

Ressuspender o precipitado com 1,0 mL de tampao TESC (pH 8,3);
Congelar a amostra a —80°C por 15 minutos (ou over nigth a —20° C);
Descongelar a amostra, em seguida, centrifugar por 3 minutos, descartar o
sobrenadante;

Ressuspender o pellet em 300 plL. de tampio TESC;

Adicionar 5,0 uL de *DMSO a esse volume;

Manter a amostra por 1 min a temperatura ambiente;

Misturar a amostra usando vortex por 3 a 5 min;

Adicionar os reagentes na seguinte ordem:

500 pL de guanidina tiocianato 5M;

500 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v);

Agitar no vortex e centrifugar a 6.000 rpm por 10 min;

Transferir a fase aquosa (+ 1,0mL) para outro tubo;

Adicionar 50% do volume da fase aquosa com acetato de amdnio 7,5M (ndo
precisa acertar o pH) ou acetato de sodio 3M (pH 5,0-6,0);

Misturar e dividir em 3 tubos;

Precipitar o DNA adicionando-se 2,5 volumes de etanol absoluto e agitar
levemente;

Centrifugar a amostra a 6.000 rpm por 10 min, descartar o sobrenadante;
Lavar o DNA com 300 pL de etanol 70% invertendo-se o tubo varias vezes;
Centrifugar a 6.000 rpm por 3 min e descartar o sobrenadante com cuidado;
Secar em estufa a 37° C por 30 min ou em temperatura ambiente;
Ressuspender o pellet em 50-100 pL de tampao TE (pH 8,3) ou agua
ultrapurificada estéril. Guardar o produto da extragio em geladeira a 4,0°C.
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* Substancia toxica — manipular com cuidado e luva.
Obs: As solugdes PBS, TESC, DMSO e TE foram preparadas segundo
SAKAMOTO (2001).

5,12.2. Amplificagiio do DNA pela Reaciio de Polimerizagfio em Cadeia (PCR)

A partir do DNA extraido da amostra, foram obtidos fragmentos de DNAr 16S
através da amplificagdo por PCR com primers homélogos as regides conservadas do RNAr
16S. Neste trabalho foram usados primers para o dominio Bactéria e dominio Archaea. Os
primers utilizados na amplificagiio e as suas condigdes estdo descritos na Tabela 11.

Foi usado termociclador “Gene Amp PCR System 2400” (Perkin-Limer Cetus,
Norwalk, Conn.) para a realizagio da PCR. Na amplificagdo do material genético foram

usados os procedimentos descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Solu¢do Mix da PCR, para uma amostra.

Nede DH,0 10xTampio dNTP Primer Primer Ampli  Template
amostras PCR (ZmM) forward reverse Taq
(1,5mM (100pmol/L)  (100pmolL) (5 U/pL)
MgCly)

1 40,7ul 5ul 0,4 uL 0,5 pl 0,5 pul. 04 pl. I ul.
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Tabela 11. Programas utilizados na Reagdo de Polimerizagio em Cadeia (PCR).

Condigdo da Bacteria Archaea
PCR Primer 968fGC — 1392R Primer 1100fGC - 1400R
(Nielscn et al, 1999) (Oyaizu et al., 2000; Kudo et al., 1997)
Numero 35 35
de ciclos
Desnaturagio 94° C 94° C
inicial 5 minutos 90 segundos
Desnaluragio 94° C 94° C
45 Segundos 30 segundos
Anclamento 38°C 55°C
45 Segundos 30 segundos
Extensiio s 72°C
1 minuto 90 segundos
Final da 72°C 20
extensdo 5 minutos 3 minutos
Resfriamento 4°C 4°C
CONTROLE POSITIVO: CONTROLE POSITIVO:
1) Pseudomonas 1) Halobacterium salinanim - DS\
2) Allocromatium vinosium — DSN 668
183 2) Haloferax volcanii - DSNL 3757
CONTROLE NEGATIVO CONTROLE NEGATIVO
1) Halobacterium salinarom - DSM 1) Pseudomonas,
668 2) Altocromatium vinosium — DSNI

2) Haloferax voleanii — DSNI 3757 183

5.12.3. Eletroforese em Gel de Agarose.

Essa etapa experimental comumente ¢ utilizada para avaliar o produto resultante da
extragio do acido nucléico e da amplificagio do gene por PCR. O procedimento
experimental é o mesmo, diferindo apenas na concentragdo de agarose e no marcador.
Assim, para verificar o produto do acido nucléico, a concentragdo de agarose foi de 1% e o
marcador foi o A Hind 111 fragment. Para avaliar o produto da amplificagio por PCR a
concentragio de agarose foi de 1,5%, e o marcador ¢ o ¢ K 174 HAE 1l disgest. O
procedimento dessa etapa experimental esta apresentado abaixo:

» Preparar as solugdes 1% ou 1,5 %, de agarose mais solugio tampdo TAE X
13
5 Preparar a “bandeja,” colando fita crepe dos lados;

» Despejar o gel na “bandeja” em seguida colocar o “pente”, para formar as
cavidades (pogos);
» Esperar 30 minutos para o gel solidificar;
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Retirar o “pente” e a fita crepe;

Preparar a amostra no parafilme usando 5,0 pL de extrato de 4cido nucléico
ou produto do PCR com 2,0 pL de loading dye;

Misturar bem a amostra com auxilio de uma pipeta automatica;

Transferir as amostras nas “cavidades” do gel;

Colocar a bandeja no aparelho, neste trabalho utilizou-se o Pharmacia
Biotech GNA 100 (com programagio de 75 V constante, por 30 minutos), e
submergir em tampdo TAE X 1;

Transferir o gel para vasilha com brometo de etidio® com auxilio de espatula
e deixar por 15 minutos;

Lavar o gel em outra vasilha, com agua ultrapurificada, por 5 minutos;
Colocar na cimara de transiluminador UV (Stratagene® - Eagle Eye Ti).

* Brometo de etidio é substdncia cancerigena, assim o reagente deve ser

manipulado sempre com luva e muito cuidado.O tampao TAE foi preparado
utilizando a metodologia descrita por SAKAMOTO (2001).

5.12.4. Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante

Essa analise tem por objetivo a separagio dos fragmentos dos genes amplificados

por PCR. A separagio desses fragmentos ocorre de acordo com o grau de desnaturagio da

dupla hélice de DNA sob a agdo de agentes desnaturantes (formamida e uréa). O

procedimento dessa analise ¢ descrito a seguir:

‘;}

Preparar a solugio do gel na concentragio desejada. Neste trabalho,

utilizaram-se solucdes de concentragdes 0%, 35% e 55%, preparadas de acordo
¢ P

com a Tabela 12;

- Dissolver a uréia nos reagentes liquidos e completar o volume até 100mL, com

agua ultrapurificada;

Tabela 12. Procedimentos para o preparo da solugio do gel gradiente desnaturante.

Concentragéo do gel - DGGE (%) 0% 35% 55%
40% de gel de acrilamida (mL) 20 20 20
Solugiio de 50 x TAE (mL) 2 2 2
Formamida (mL) 0 14 22

Uréia (g) 0 14,7 23.1

FFonte: SAKAMOTO, 2001
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Preparar o “sanduiche” com Kit de placas de vidro e suporte;
Preparar os trés géis, utilizando-se a solugfio descrita na Tabela 12, da
seguinte forma:
- em tubos de centrifuga®* de 15mL, adicionar 14mL da solugio de
60%, 100pL de 10% APS; 10pL de temed**.
- em tubos de centrifuga* de 15mL, adicionar 14mL da solugdo de
30%, 100uL de 10% APS; 10pL de temed**,
- em tubos de centrifuga* de 15mL, adicionar 3mL da solugdo de 0%,
20uL de 10% APS; 2pL. de temed™*.
* os tubos de centrifuga com as solugdes foram mantidos em gelo,
enquanto foi realizada a preparagio dos géis;
** o temed foi adicionado por ultimo, pois este reagente provoca a
solidificagdo do gel.
Transferir os géis (35% e 55%) simultaneamente para o “sanduiche” de
placas de vidro, com auxilio de duas seringas presas ao aparelho injetor;
Apés 10 minutos, colocar uma placa semelhante a um pente, para formar os
“pogos”. Em seguida, adicionar a solugdo do gel 0%;
Aguardar, no minimo, 1 hora, ou uma noite, para os géis solidificarem,;
Preparar a “cAmara eletroforética”, adiconando-se 140mL de S0xTAE e
completar para 7 litros, com agua ultrapurificada;
Colocar para aquecer a solugdo a temperatura de 65°C, no entanto, na
“corrida do gel”, utilizar temperatura constante de 60°C;
Quando a temperatura da “cadmara eletroforética” atingir os 65°C, transferir o
“sanduiche” para essa camara;
Retirar o “pente” e lavar as células ou cavidades formadas pelo “pente” no
gel, com solugdo tampdo, utilizando micropipetas;
Preparar as amostras, misturando 20uL de amostra (“template”) com 4L de
6 x loading dye,
Transferir a mistura (amostra + corante) para os “pogos” do gel;
Ligar a bomba de agitagio e conectar nos eletrodos, a voltagem de 130V,
Ap6s o tempo de “corrida” (6 horas) do gel, adicionar a solugio Brometo de
etidio, aguardar 15 minutos;
Colocar o gel na cimara de transiluminador UV (Sn'amge.ne@ - Eagle Lye
).
Fazer a leitura do resultado (nesse caso foi utilizado o software Fagle Eye
1I).



Resultados e Discussio 39

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Ensaio de Enriquecimento

Esse ensaio serviu para verificar o potencial do lodo para desenvolver-se em condigdes
sulfetogénicas, testar o meio descrito por BELLER ef al. (1996), e avaliar o lodo como
fornecedor de consorcio microbiano com capacidade de crescimento frente a fonte de
carbono, em relagio ao consumo de sulfato e percentual de metano.

De acordo com as Figuras 3 e 4, o lodo apresentou boa adaptagdo ao meio, com
consumo de sulfato e percentual de metano. Nos reatores em batelada ocorreu o consumo de
aproximadamente 99,98% de sulfato em 168 horas de operagdo, a partir da concentragao
média inicial de 1070 mg/L. A percentual de metano atingiu valor proximo a 30% a partir do
terceiro dia de ensaio, permanecendo constante até o fim do experimento.

Nas observagdes microscopicas, foi verificada diversidade morfologica destacando a
presenga de bacilos, cocos e bacilos com as extremidades afiladas, e sarcinas nao
fluorescentes, indicando, provavelmente, a presenca de BRS. Foi verificada também, a
presenga de Methanosarcina e bacilos fluorescentes, confirmando a presenga de arqueas
metanogénicas. A Figura 5 apresenta as principais morfologias observadas nos reatores de
enriquecimento e a Tabela 10 descreve todos os tipos morfolégicos em tal condigio.

CATTONY ef al. (2002), utilizando o mesmo meio de cultura com lactato (2200
mg/L) e etanol (400mg/L) como fontes de carbono na presenga de 960 mg/L. de sulfato,
obtiveram produgio de 35% de metano e consumo total de sulfato em 120 horas de ensaio. Os
autores observaram a produgdo de acetato e propionato, os quais podem ser formados pela
oxidagdo incompleta do lactato e do etanol (VAN ES ef al., 1984)¢ apud CATTONY ef al.
(2002). Nessas condigdes, as principais morfologias observadas foram bacilos ovalados,

filamentos e cocos, com pequena presenga de vibrios.

® VAN ES, F.B.; LAAMBROEK, H.I.; VELDKAMP, H. (1984). Aspects of Microbial Metabolism and Ecology. Cap. I:
Microbial Ecology — An Overview. Published for the Society for General Microbiology by Academic Press.
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(©) ®

Figura 5. Microscopia 6tica de contraste de fase e fluorescéncia de morfologias observadas
no ensaio de enriquecimento com lactato, acetato e sulfato: (a) cocos, bacilos e filamentos; (b)
estafilococos; (¢) Methanosarcina sp.; (d) células dispersas; (e) cocos e (f) bacilos
fluorescentes.
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Tabela 10. Diversidade morfoldgica observada no ensaio de enriquecimento.

Condigoes Ensaio de Enriquecimento
Lactato 2230 mg/L

Morfologias Acetato 670 mg/L
Sulfato 1070 mg/L
Arqueas Metanogénicas

Methanosarcina sp. +t
Methanosaeta sp. ++

Cistos de sarcinas ++
Bacilos fluorescentes ++

Cocos fluorescentes +

Bactérias

Bacilos com extremidades afiladas +

Bacilos com extremidades arredondadas FHEE
Bacilos curvos +

Bacilos delgados F4h
Bacilos ovalados e
Bacilos +

Cocos -+

Cocos em cadeia ++
Filamentos A=
Filamento septado =k
Estafilococos e

(++++) predominantes, (+++) freqiicntes, (++) pouco ficqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados.

Como mencionado anteriormente, os reatores de enriquecimento foram alimentados
com lactato de sodio, acetato de sodio e sulfato ferroso. Nesse sentido, as concentragdes
médias iniciais desses compostos foram iguais a 2230, 670 e 1070 mg/L, respectivamente.
Apos 24 horas, o lactato foi totalmente consumido, e, nesse mesmo periodo, ocorreu consumo
de aproximadamente 35% de sulfato e percentual de 12,5% de metano. Esses resultados
confirmam a preferéncia nutricional das BRS pelo acido latico (WIDDEL, 1988). Além disso,
provavelmente, sob tais condigdes estiveram presentes bactérias fermentativas e
metanogeénicas.

Em relagio ao acido acético, ocorreu consumo distinto nas duplicatas dos reatores em
batelada. Ou seja, a porcentagem de consumo, nesse periodo, foi de aproximadamente 96,5%
e 90,5% apos 24 horas, considerando-se a concentra¢io de 21, 4mg/L e 69 mg/L,
respectivamente. Em ambos os reatores, esse substrato orgnico ndo foi detectado no tempo
de 168 horas.

Pela andlise cromatografica foi possivel detectar a produgéo, e posterior consumo, de
acido propidnico e acido isobutirico (Tabela 12). A produgio foi simultdnea ao consumo dos

acidos latico e acético. Provavelmente, a cultura enriquecida utilizou os primeiros substratos
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‘ para a reducdo do sulfato. Esses resultados sugeriram o estabelecimento de relagdo sintrofica
| entre os diversos grupos de organismos anaerobios.

‘ ’ Deve-se mencionar, também, que o inoculo era predominantemente metanogénico
‘ (HIRASAWA, 2003) e apresentava concentragdo de solidos totais volateis de 45g/L. Como
mencionado anteriormente, no ensaio de enriquecimento foi utilizado concentragdo inicial de,
aproximadamente 4,5 gSTV/L. No final do ensaio de enriquecimento (168 horas) a
concentracdo média de solidos totais volateis foi de 3,7 g/L (Tabela 11). Esse decaimento
sugeriu selecdo microbiana em relagdo a condi¢do nutricional, ou seja, com meio BRS,
acetato de sodio (670 mg/L), lactato de sodio (2240,7 mg/L) e sulfato de sddio (1075 mg/L).

No entanto, sob tais condi¢des a redugdo do sulfato foi adequadamente favorecida.

Tabela 11. Resultados de Solidos Totais Volateis do lodo inicial e apds ensaio de
enriquecimento.

Solidos Totais Volateis

Lodo do reator UASB 45g/L
Lodo apos ensaio de enriquecimento

975mg/L SO, 3,68/L
1175mg/L SO, 3,8¢/L

Tabela 12. Valores de 4cidos organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
amostras do ensaio de enriquecimento.

Tempo Acidos Amostra inicial
Volateis - tempo zero 24 horas 168 horas

Condigdes (mg/L)

iniciais (mg/L)

Lactato 21244 Propidnico ND* 147.6 4,95
Acetato 612,8 Isobutirico 60,4 56,8 18
Sulfato 975

Lactato 2357 Propionico 47,8 152 1,85
Acetato 729,8 isobutirico 68,2 68,6 20,15

Sulfato 1175
* ND - nfio detectado. Limite inferior de detecgio < 2 mg/L.
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6.2. Quantifica¢iio do tolueno

0 tolueno liquido, formado por moléculas apolares com ponto de ebuli¢éo de 111°C,
tem tendéncia a vaporizar-se. Em reator em batelada, hermeticamente fechado, agitado (100
rpm) e temperatura de 30°C, parte do tolueno dissolvido no meio aquoso, passou, juntamente
com a 4gua, para a fase de vapor e permaneceu no headspace do frasco. Com esse ensaio, foi
possivel determinar o tempo em que a fase liquida e de vapor do composto entraram em
equilibrio. E importante relembrar que este ensaio foi realizado na auséncia de in6culo. De
acordo com os resultados apresentados na Figura 6, o equilibrio ocorreu a partir de oito horas
de ensaio. Desse modo, para ensaios em reatores em batelada, provavelmente, seja adequado

proceder a amostragens apos esse periodo, visando n#o interferir no equilibrio das fases.

1600000 — —a— headspace

™ o— liquido
1500000

1400000
1300000

1200000 - i =

1100000

Area do pico cromatogréfico

400000 . — — —

Tempo (horas)

Figura 6. Estabilizagdo do tolueno nas fases liquida e gasosa em meio BRS em reator em
batelada.

Além deste procedimento foram realizados, também, ensaios em reatores em batelada
com diferentes concentragdes iniciais de tolueno e sulfato, visando obter informag¢des em
relagiio a degradagdio e a distribuigdo nas fases liquida e gasosa. Para tanto, foram montados
seis reatores anaerobios (Figura 2) com concentragdes de tolueno e sulfato descritas na Tabela
13. Os resultados mostraram que a quantidade de tolueno presente no headspace dos reatores
foi reduzida, permanecendo na faixa de 0,013mg/L a 0,037mg/L, para concentragdes iniciais

na fase liquida de 0,39mg/L e 2mg/L, respectivamente (Figura 7).
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Tabela 13. Concentragdes iniciais de tolueno no liquido e feadspace, de sulfato e metano
acumulado em fungio do tempo.
Tolueno (mg/L) Sulfato Metano
Acumulado
Tempo necessario
Liquido Headspace Valor Médio Concentragdo  para 100% de % Tempo
do Headspace Inicial consumo (horas) maximo (horas)
(mg/L)
0,39 0,014 0,013 130 48 72 264
0,88 0,014 0,015 90 48 9,3 264
1,31 0,020 0,021 — — 93 264
2,0 0,016 0,017 e = 10,6 264
2,0 0,043 0,037 288 192 3,1 264
2,1 0,037 0,033 269 192 4,0 264
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Figura 7. Concentragdo do tolueno em fungdo do tempo no headspace e no liquido do reator

em batelada alimentado com 2,0mg/L. de Tolueno na auséncia de Sulfato.
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Os trabalhos de EDWARDS & GRBIC-GALIC (1994), com sedimento proveniente de
aquifero contaminado com creosoto e pentaclorofenol, na presenga de 30uM de benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos, e de LOVLEY ef al. (1995), em ensaios em batelada com
sedimento contaminado com hidrocarbonos na presenga de tolueno (1puM) e benzeno (1uM),
monitoraram o tolueno presente no liquido e no Jieadspace dos reatores através de
cromatografia gasosa. COSCHIGANO e/ al. (1998), usando cultura pura na presenca de
0,3mM a 0,5mM de tolueno, e MECKENSTOCK (1999), usando cultura pura com células
planctnicas na presenga de 70uM a 100uM de tolueno, quantificaram o tolueno na fase
liquida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

No entanto, em outros trabalhos como de ROCK & VEDI (1999), usando cultura pura
com células planctonicas na presengca de lmg/LL a 2mg/L de tolueno, e BELLER &
EDWARDS (2000), usando consércio metanogénico na presenga de 92mg/L de tolueno, a
quantificagio foi realizada somente com aliquotas do /ieadspace dos reatores.

Especificamente neste trabalho, com reatores sulfetogénicos e metanogénicos, foi
possivel constatar que a maior fragdo de tolueno ficava retida na fase liquida (Tabela 13). No
entanto, os resultados mostraram variagao na concentragao do composto na fase liquida, como
observado na Figura 7. Em relagdo a esse aspecto, pode-se mencionar que, provavelmente,
ocorreram problemas de falta de homogeneizagdo do tolueno no lodo biolégico e também na
preparacdo da amostra para analise cromatografica. As amostras foram retiradas do reator,
transferidas para frascos de vidro, centrifugados e o sobrenadante usado para determinagio do
tolueno. Esse procedimento foi usado visando limpar a amostra para posterior aplicagdo da
metodologia de extragdo do tolueno pelo headspace estatico, de acordo com a metodologia
descrita por NARDI (2002).

No entanto, esse procedimento pareceu ndo ser o mais adequado devido as oscilagdes
observadas em todos os ensaio dessa fase, ndo sendo possivel observar a tendéncia de
degradacao do composto.

Como os testes de degradagdo do tolueno apresentaram resultados diferentes do
esperado, sem quedas gradativas com o tempo, foram realizados ensaios para verificar
possiveis falhas no método analitico.

Foram analisados 5 tipos de amostras preparadas com o meio BRS contendo 5,0 mg/L de
tolueno em presenga e auséncia de lodo, assim preparadas:
1. Solugdo de tolueno com meio BRS. Amostra foi centrifugada (sem precipitado
original);
2. Solugao de tolueno com meio BRS completo (com precipitado original);

3. Solugdo de tolueno com meio BRS completo mais o lodo;
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4. Solugdo de tolueno com meio BRS completo mais o lodo. Amostra foi centrifugada e
filtrada;

5. Precipitado obtido em 4 e ressuspenso em agua ultrapurificada.

A Tabela 14 apresenta os valores obtidos para cada amostra.

Tabela 14. Testes de quantificagdo do tolueno em meio BRS.

Teste | - Mcio  Teste 2 — Meio  Teste 3 - Teste 4 — Amostra Teste 5 — Amostra do
BRS centrifugado  BRS completo  Meio BRS +  cenfrifugada e filtrada  centrifugado do Teste 4
com 5 mg/l.de com5mg/Lde Lodocom3 de Meio BRS com ressuspenso em Agua
Tolueno Tolueno mg/L de lodo ¢ 5 mg/L de Ultrapurificada

Tolueno Tolueno

6,7 4,5 5,6 1,1 1,7

6,5 4,1 5,8 1,0 1,4

4,4 42 6,3 0,7 1.7

6,0 472 6,0 L2 1,8

6,5 4,6 5,8 1,2 1,6
Valor Médio = 4.3 5.9 1,0 1,6

6,0

Os resultados obtidos nesse ensaio (Tabela 14) permitiram verificar os seguintes
aspectos: (1) na concentragdo avaliada, as amostras completas apresentaram Otima
reprodutibilidade de resultados, mostrando que ndo houve falhas no método analitico, (2) a
filtragdo da amostra provocou perda de cerca de 83% do tolueno, fato que inviabilizou a
possibilidade de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), (3) cerca de 27%
de tolueno ficou retido no lodo, (4) o processamento da amostra por centrifuga¢do gerou
grande perda de tolueno, o que foi verificado na quantidade de tolueno das amostras do teste 4
¢ teste 5 que, quando somadas, atingiram valor méaximo de 3mg/L, metade do que era

esperado.

6.3. Avalia¢io da Degradagio Anaerdbia do Tolueno

De acordo com a Figura 8 os reatores com concentragdes iniciais de sulfato iguais a 90
e 130 mg/L, utilizaram essa fonte de enxofre em 48 horas de ensaio. As porcentagens
maximas acumuladas de metano nesses reatores foram iguais a 9,3% e 7,2%, respectivamente.
Os reatores alimentados com concentragdes iniciais de 288mg/L e 269mg/L de sulfato,
utilizaram essa fonte de enxofre em 192 horas. Nesse periodo, as porcentagens acumuladas de
metano foram de 3,1% e 4%, respectivamente. Nos reatores controle, sem sulfato, as

porcentagens maximas acumuladas de metano foram 9,3% e 10,6% para concentragdes
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iniciais de tolueno na fase liquida iguais a 1,3mg/L e 2mg/L, respectivamente. Esses
resultados indicaram metanogénese reduzida quando comparada com a porcentagem obtida
no ensaio de enriquecimento, ou seja, na presenga de lactato e acetato de sodio.
Provavelmente, tais condi¢des, ndo foram adequadas para o desenvolvimento das arqueas

metanogénicas. A Figura 9 apresenta a porcentagem acumulada de metano nos reatores

alimentados com tolueno na presenga ou auséncia de sulfato
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Pelas analises cromatograficas foram detectados acidos orgénicos, como latico,
acético, propidnico, formico, isobutirico, isovalérico e valérico nos reatores na presenga ou
auséncia de sulfato. Segundo a Tabela 15, a concentragdo do acido acético foi de até
180mg/L, no reator alimentado com 2mg/L de tolueno e 288mg/L de sulfato. No entanto, para
este acido, ndo houve padrio de comportamento, independente da presenga ou auséncia de
sulfato.

O outro acido em maior concentragdo foi o isobutirico, com valores iguais a 130 mg/L
e ligeiramente superiores nos reatores alimentados com sulfato. Os demais acidos organicos
(latico, propidnico, formico, isovalérico e valérico) apresentaram-se em concentragdes na
faixa de 1,7mg/L a 40,3mg/L.

Os 4cidos propidnico e isobutirico também foram verificados em amostras dos
reatores de enriquecimento. Provavelmente, todos os acidos orgdnicos (acético, latico,
propidnico, formico, isovalérico e valérico), presentes nos reatores anaerdbios procederam do
proprio indculo, com ligeira contribuigdo da degradagio da biomassa em fungdo das
caracteristicas nutricionais seletivas para determinados grupos microbianos.

Na Tabela 16 estdo apresentados os valores de Solidos Totais Volateis de cada reator
no final do ensaio de degradagio. A quantidade de solidos de cada reator nao influenciou
diretamente na diferenga de tolueno degradado em cada um deles, ou seja, maior quantidade

de solidos no reator ndo significou maior quantidade de tolueno degradado.

Tabela 15. Concentra¢des (mg/L) de acidos organicos nos reatores alimentados com tolueno
na presenga e auséncia de sulfato.

Condig¢des 0,39mg/L.  088mg/L.  1,31mg/L. 2,0mg/L de 2,0mg/L de 2,Img/L de
de Tolueno de Tolueno de Tolueno Tolueno na Tolueno na Tolueno na
na presenga na presenga na auséncia auséncia de presenca de presenga de

Acidos de 130mg/L de 90mg/L.  de Sulfato  Sulfato  288mg/L.  269mg/L
de Sulfato  de Sulfato de Sulfato  de Sulfato
Latico 11,0 4,2 1,8 11,8 21,7 11,8
Acético 146,5 88,0 41,0 133,5 180,5 53,6
Propidnico 3,5 2,0 4,1 3,4 4,0 3,6
Isobutirico 84,3 493 112,3 99,0 117,3 129,9
Formico 0 3,2 0 11,8 i.7 2,2
Isovalérico 17,4 7,6 27.3 20,7 26,0 40,3
Valérico 0 0 0 322 18,7 18,4

.

Total 262,7 154,3 186,5 312,4 369,9 259.8
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Tabela 16. Valores de Solidos Totais Volateis dos reatores apos ensaio de degradagdo.

Sélidos Totais Volateis

Lodo do reator UASB 45¢/L.
Lodo apos ensaio de degradagdo
2,0mg/L Tol 4, 1g/L
1,31 mg/L Tol 3,9 ¢/LL
0,88 mg/L Tol + 90mg/L SO4> 4,5 g/L
0,39 mg/L Tol + 130mg/L SO,” 3,5¢g/L
2 mg/L Tol + 288mg/L, SO, 43 g/L
2.1 mg/L Tol + 269mg/L SO4” 3,8 g/L

Com os exames microbioldgicos do conteido dos reatores foi possivel visualizar
células integras (Figura 10) sem quaisquer modificagoes na forma ou arranjo em relagdo ao
ensaio de enriquecimento, com auséncia de tolueno. Também, foi possivel observar
diversidade morfologica (Tabela 17) relacionada com o predominio de cocos, estafilococos,
bacilos ovalados e Methanosarcina. No entanto, foi possivel visualizar também a presenca de

biomassa morta.
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(© (d)

Figura 10. Microscopia Gtica de contraste de fase e fluorescéncia de morfologias observadas
no ensaio de degradagdo: (a) cocos e bacilos; (b) bacilos com extremidades arredondadas; (c)

Methanosarcina sp. e (d) bacilos fluorescentes.
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Tabela 17. Diversidade morfologica observada nos reatores alimentados com tolueno na
presenga e auséncia de sulfato.

COI]diQﬁGS 1,31e 0,39 ¢ 2,0 e2,1mg/L
2,0mg/L de  0,88mg/LL de de tolueno na
. tolueno na tolueno na presenga de
Morfologias auséncia de  presenga de 288 € 269
sulfato 130 e 90mg/L mg/L. de
de sulfato sulfato
Arqueas Metanogénicas
Methanosarcina sp. - +++ EN a1
Methanosaelta sp. +++ = ++
Cistos de sarcinas - = -
Bacilos fluorescentes -+ +++ ++++
Cocos fluorescentes - g -
Bactérias
Bacilos com extremidades afiladas ++ . 4
Bacilos com extremidades - -+ -+
arredondadas
Bacilos curvos + = ot
Bacilos delgados “ - -
Bacilos ovalados - +++ -+
Bacilos 5 . )
Cocos i+ ++ ++
Cocos em cadeia . “ -
Filamentos — ++ ++
Filamento septado - . .
Estafilococos -+ +++ o+

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

Nos reatores com 4,5mg/L. e 3,6mg/L de tolueno e 560mg/L e 570mg/L de sulfato,
respectivamente, houve completa degradagdo do tolueno nos reatores em 1008 horas (Figura
13). Nesses reatores, a porcentagem maxima acumulada de metano nesse periodo foi de 8,9%
e 9,1%, respectivamente (Figura 15). O consumo total do sulfato foi constatado no tempo de
1008 horas para os dois reatores (Figura 14). Nos reatores alimentados apenas com tolueno na
faixa de 2,1mg/L a 4,6mg/L, ocorreu porcentagem maxima de metano acumulada na faixa de
17,7% a 21,3% em 1008 horas (Figura 15). As Figuras de 11 a 13 mostram o decaimento da
concentracio de tolueno em fungio do tempo nos reatores na presenga e auséncia de sulfato.
Foi possivel constatar que, para todas as concentragdes de tolueno estudadas na faixa de
1,9mg/L a 4,6mg/L ocorreu a degradagio completa (limite de detecgdo) em 1008 horas.

Semelhantes aos ensaios apresentados anteriormente, foram detectados os mesmos
acidos orgéanicos independentemente da presenga de sulfato. Nesses casos, a faixa de
concentragdo de acido acético foi de 178,6mg/L. a 332,2mg/L (Tabela 20). O acido isobutirico
foi detectado na faixa de concentragio de 119,9mg/L. a 1894mg/L. Os demais acidos
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estiveram presentes nas concentragdes de 1,2mg/L a 70,2mg/L. Em fungdo da presenca de
acido acético, formico e, provavelmente, hidrogénio, foram visualizadas células semelhantes a
Methanosarcina e bacilos fluorescentes.

Entre as bactérias anaerobias, foi visualizado o mesmo padrdao morfologico observado
nos ensaios descritos anteriormente, com predominio de cocos, bacilos ovalados, bacilos com
extremidades arredondadas e estafilococos (Tabela 19).

A Tabela 18 mostra as concentragdes iniciais de tolueno e de sulfato, os valores

maximos de metano acumulado e o tempo de estabilizagio no percentual de metano.

Tabela 18. Valores iniciais de tolueno e de sulfato, valores maximos de percentual de metano
acumulado.

Tolueno Sulfato Metano acumulado
Concentragdo Concentragdo % maximo Tempo (horas)
inicial (mg/L) inicial (mg/L)

2,1 = 21.3 1008
1,9 — 17.9 1008
4,6 — 18,3 1008
4.0 — 19,1 1008
4.5 560 8,9 1008

3,5 570 9,1 1008
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Tabela 19. Diversidade morfologica observada nos reatores alimentados com tolueno na
presenga e auséncia de sulfato.

Condigées 2,le 4.6 ¢c4,0mg/l. 4,5¢3.5mg/LL
1,9mg/L. de  de tolucnona  de tolueno na
tolueno na auséncia de presenca de
auséncia de sulfato 560 ¢

Morfologias sulfato 570mg/L de
sulfato
Arqueas Metanogénicas
Methanosarcina sp. +++ +++ -+
Methanosaeta sp. + . X
Cistos de sarcinas . - -
Bacilos fluorescentes +++ ok +H++
Cocos fluorescentes - - -
Bactérias
Bacilos com extremidades afiladas - ++ ++
Bacilos com extremidades arredondadas ++++ - ++++
Bacilos curvos +++ ++ +++
Bacilos delgados = . -
Bacilos ovalados bk o ot
Bacilos - - -
Cocos +++ +++ +++
Cocos em cadeia « . -
Filamentos ++ b bt
Filamento septado - ++ ++

Desulfosarcina sp. - -+ i+
(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) nio foram observados.

Tabela 20. Concentragdo de acidos organicos nos reatores alimentados com tolueno na
presenga e auséncia de sulfato.

Condigdes 2,1mg/l.de 1,9mg/L de 4 6mg/L, de 4,0mg/L de 4,5mg/L de 3,5mg/L de
Toluenona Tolueno na Tolueno na Tolueno na Tolueno na Tolueno na
auséncia de auséncia de auséncia de auséncia de presenca de presencga de

) Sulfato Sulfato Sulfato Sulfato 560 mg/l.  570mg/L

Acidos de Sulfato  de Sulfato
Latico 10,1 4,7 0 10,9 14,9 54,0
Acético 3322 2254 206,3 178,6 203,5 221,2

Propidnico 3,6 1,2 0 3,4 2.0 3,8

Isobutirico 178,4 132 189,4 127,9 1199 129.5
Formico 13,3 11,6 4.1 14,1 13,7 28,2
Isovalérico 70,2 46,6 73,0 50,8 55,2 58,9
Valérico 35,3 75 0 29.7 22.2 29.9
Total 643,1 429,0 472,8 415,4 431,4 5255
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Os resultados apresentados anteriormente mostraram, contudo que durante a operagdo
dos reatores, foi observado que parte do tolueno permaneceu insoliivel dando o aspecto de
6leo na agua. O tolueno € substdncia de baixa solubilidade em a agua, 670mg/L. (MERCK
INDEX, 1996), e isto confere aspecto heterogéneo a mistura. Devido a esta mistura
heterogénea (lodo, meio de cultura e tolueno), a quantificagdo do tolueno nas duas primeiras
etapas de degradagdo foi de dificil realizagdo, pois no momento de amostragem da porgio
liquida, possivelmente, ora foi coletado maior quantidade da por¢do de 6leo, ora da porgio
aquosa. Essa possibilidade ficou demonstrada nos resultados obtidos nas duas primeiras
etapas de degradagdo nas quais as amostragens foram realizadas de forma simples, uma Unica
amostra para cada tempo desejado. Os resultados iniciais, que deveriam ser sempre maiores,
acabaram sendo ultrapassados por resultados de tempos amostrais maiores, momento em que
a concentragdo de tolueno no meio deveria ser menor que a inicial. Essa constatagdo fez com
que as amostragens do ultimo ensaio fossem realizadas em triplicata. Em cada tempo de
amostra, foram efetuadas trés retiradas do conteido de cada reator.

A quantificagdo do tolueno foi feita da seguinte forma: cada ponto de amostra
continha trés aliquotas, duas dessas aliquotas foram analisadas para quantificar o tolueno. A
terceira aliquota s6 foi utilizada quando os resultados das duas primeiras aliquotas
apresentaram-se muito distantes entre si. Na verdade, a terceira aliquota serviu como contra-
prova das analises para quantificagio do tolueno.

Na condig@o de 2,3mg/L de tolueno e 220mg/L. de sulfato, a concentragdo de tolueno
ficou abaixo de 0,1mg/L apds 264 horas de ensaio. Enquanto que, na condi¢do de 2, Img/L de
tolueno e 194mg/L de sulfato, a concentragao de tolueno ficou em 1,4mg/L apos 792 horas de
ensaio, tempo trés vezes maior que o da condigdo anterior (Figura 16 ¢ Tabela A4 em anexo).
Essa diferenga na degradagdo do tolueno entre os dois reatores deve ser decorrente da
quantidade de acidos orgénicos presentes no lodo usado como inéculo e da quantidade de
microrganismos nos reatores, ja que a quantidade de Solidos Volateis Totais (SVT) em cada
reator no final do ensaio foi de 4,7g/L e 4,3g/L, respectivamente (Tabela A15 em anexo).

Esses acidos orgédnicos servem de substrato alternativo para o crescimento dos
microrganismos, ja que foi usado tolueno como substrato alvo, ou principal, para o
crescimento dos mesmos. E com substrato alternativo, o tolueno presente no reator de
2,1mg/L s6 comegou a ser degradado a partir de 264 horas de ensaio. No trabalho de
EDWARDS ef al. (1992) foi verificado que o “tolueno é sempre substrato preferido”, em
relacdo aos demais BTEX; mas, quando acrescentados outros co-susbstratos, como lactato,
glicose e extrato de levedura, a degradacdo do tolueno cessou completamente até que todo co-

substrato tivesse sido consumido.
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Por isso, nos reatores de 2,1mg/L. de tolueno e 194mg/L. de sulfato e 2,3mg/L de
tolueno e 220mg/L. de sulfato, as concentra¢es de tolueno atingiram 1,6mg/L e 2,1mg/L,
respectivamente, com 24 horas de ensaio, momento em que a concentragdo de sulfato chegou
a zero, em ambos reatores. Nesses reatores, a reducdo do sulfato e a degradagdo de tolueno
ndo apresentaram correlagdio, sendo o sulfato consumido em 24 horas (Figura 17). Isto
significou que a degradagdo de parte do tolueno ocorreu por via respiratoria com redugfo de
sulfato, enquanto que boa parte do tolueno foi degradada por processo fermentativo. A
percentual de metano em ambos os reatores para o tempo de 1032 horas foi de 20,9% e
20,0%, respectivamente (Figura 18). Os valores de percentual de metano permaneceram
proximos entre si durante todo o decorrer do ensaio, o que ndo refletiu a diferenga na
utilizagdo do tolueno ocorrida entre os reatores.

Nos reatores com concentragdes iniciais de tolueno de 7,38mg/L. e 7,72mg/L, e de
sulfato de 600mg/L e 610mg/L, respectivamente, a concentragdo de tolueno presente em
ambos reatores ficou abaixo de 0,1mg/L e a concentragéo de sulfato chegou a zero com 792
horas de ensaio. A porcentagem de metano acumulado atingiu 18,5% em 816 horas ¢ 18,9%
em 936 horas, respectivamente. Esses dois reatores apresentaram perfis de degradagéo
equivalentes entre si, 0 que era esperado em se tratando de duplicatas (Figuras 16 a 18 ). E a

quantidade de Solidos Volateis Totais nos reatores foi de 4,5g/L e 4,6g/L, respectivamente.
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Figura 16. Variagfio temporal de tolueno nos reatores em batelada alimentados com sulfato.



Resultados e Discussiio 61

—a—2,11mg/L Tol + 194mg/L SO,”
650 e 2,33mglL Tol + 220mg/L SO,”
600 - A 7,38mg/L Tol + 600mg/L SO,”
550 | —v— 7,72mglL Tol + 610mg/L SO,
450 ‘
awol ¥ x
350 ] = S
300': .
250—- 4
200 +
150 - _
100 Ny
50 -
i ) S

[ B T T | HEE T T T T—F .
0 100 200 300 400 500 600 700
Tempo (horas)

Concentrag@o de Sulfato (mg/L)

— 1
800  ©00

Figura 17. Variagdo temporal de sulfato nos reatores em batelada alimentados com tolueno.

—=—2,11mg/L Tol + 194mg/L SO,”
» - 2,33mg/L Tol + 220mg/L SO,”
7,38mgiL Tol + 600mg/L. SO,*

v 7,72mg/L Tol + 610mg/L SO,”

Metano Acumulade (%)

] v T T T » T ¥ T
0 200 400 600 800 1000
Tempo (horas)

T

1
1200

Figura 18. Variagdo temporal de metano nos reatores em batelada alimentados com tolueno e
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Com relagdo aos reatores mantidos em condigdes metanogénicas, no periodo de 840
horas de ensaio, foi observado consumo de tolueno de no maximo 53,5% da concentragdo
inicial na condigdo de 2,0mg/L. de tolueno. Nas demais condigdes, 1,90mg/L, 3,90mg/L,
3,70mg/L, 7,50mg/L. e 7,20mg/L, a degradagdo do tolueno foi de 18,6%, 30,3%, 45,9%,
34,7% e 12,1%, respectivamente, da concentragdo inicial (Figura 19). Os percentuais de
metano foram maiores em relagdo aos reatores mantidos em condigdes sulfetogénicas,
atingindo valores méaximos de 27,3%, 24,8%, 22,1%, 22,7%, 22,9% e 20,4%, respectivamente
(Figura 20). Apesar dos reatores metanogénicos terem apresentado maior percentual de
metano no gas em relagdo aos reatores sulfetogénicos, essa maior produg@o ndo representou
maior consumo de tolueno. E provavel que a percentual de metano foi decorrente, também, do
consumo dos acidos organicos que compuseram o lodo do indculo (Tabela 22).

Pelos valores apresentados nas Figuras 18 e 20 e nas Tabelas A13 e Al4, em anexo,
com relagiio a percentual de metano, foi constatado que a mesma foi afetada negativamente
pela presenga do tolueno. Quanto maior a concentragio de tolueno nos reatores, menor a
percentual de metano nos mesmos. O tolueno € substincia toxica e de dificil degradagao
devido a sua molécula apresentar anel benzénico. A presenga do tolueno no meio de cultura
afetou de forma negativa toda biota presente no lodo. Esse fato foi comprovado pelos exames
microscopicos realizados com o conteido de cada reator. Nos exames microscopicos foi
constatado o predominio de morfologias que foram apenas freqiientes ou raras nas condigdes
otimas de cultivo da etapa de enriquecimento. Também foi observada a diminui¢do na
diversidade morfoldgica, indicio de diminuigdo na diversidade biologica do conteiido dos
reatores.

As Figuras 16 e 19 apresentam os resultados da degradagdo do tolueno em fungdo do
tempo nas condigdes sulfetogénicas e metanogénicas, respectivamente. Quando comparados ¢
possivel afirmar que a degradagio do tolueno foi mais rapida na condi¢do sulfetogénica,
assim como a presenga do sulfato, nessas condigdes, influenciou positivamente na degradagao
do tolueno. Isto porque, nos reatores sulfetogénicos a degradagio do tolueno ocorreu
totalmente (abaixo do limite de detecgdo), enquanto que nos reatores mantidos em condigdes
metanogénicas, a degradagdo do tolueno foi muito pequena, maximo de 53%, quando

comparada aos reatores sulfetogénicos.
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Figura 19. Variagfio temporal de tolueno nos reatores em batelada mantidos em condi¢des
metanogénicas.
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Nas condi¢des metanogénicas, a produgdo acumulada de metano foi maior que nas
condigdes sulfetogénicas (Figuras 18 e 20). Isso porque a utilizagdo de substrato pelas
metanogénicas deve ter sido maior, ja que, de acordo com MADIGAN e/ al. (1997), em
condi¢bes metanogénicas as BRS sdo capazes de obter energia por processo fermentativo. E
no processo fermentativo, a liberagdo de energia ¢ menor, assim como a velocidade de
utilizagdo do substrato pelas BRS, o que gera competigio com as metanogénicas pelo
substrato. Neste caso, as metanogénicas apresentaram maior percentual de metano, o que
indicou maior utilizagdio do substrato que na condigdo sulfetogénica. Em condigdes
sulfetogénicas, as BRS levam vantagem sobre as metanogénicas porque obtém energia por
processo de respiragdo anaerobia o qual libera maior quantidade de energia, quando
comparado ao utilizado pelas metanogénicas (ZEHNDER, 1988).

Nos reatores sulfetogénicos com concentragdes de 7,4mg/L e 7,7mg/L de tolueno, foi
possivel observar a correlagdo entre redugdo de sulfato e degradagao de tolueno demonstrada
por EDWARDS ef al. (1992) os quais, trabalhando com a degradagdo do tolueno e dos
xilenos por cultura mista, observaram que a degradagdo somente ocorreu na presenga de
sulfato. Como ja descrito anteriormente, quando adicionado tolueno para obter concentragdo
final de 30mg/L na auséncia de sulfato (condigdes metanog€nicas), 0 mesmo permaneceu
inerte no reator durante 50 dias. Com a adigdo de sulfato (80mg/L), a degradagdo do tolueno
foi iniciada e sua total utilizagdo ocorreu em 50 dias de ensaio. O presente trabalho difere do
descrito por EDWARDS er al. (1992), entre outras coisas, pelo fato de que neste trabalho a
degradagdo do tolueno ocorreu, também, em condigdes metanogénicas.

Pelos resultados da analise de acidos organicos apresentados nas Tabelas 21 e 22,
observa-se a presenga de grande quantidade de acidos. A fonte desses acidos € o proprio lodo
usado no inoculo, pois, além do tolueno, nenhuma outra fonte de carbono foi adicionada ao
meio de cultura na etapa de degradagdo. Pelos resultados de acidos iniciais e finais de cada
reator, foi constatado o consumo desses acidos. Nao foi possivel saber em que momento esses
acidos foram usados pelos microrganismos, o que se sabe € que esses acidos serviram de fonte
alternativa de energia e de carbono para o crescimento dos microrganismos presentes nos
reatores. Nesse aspecto, isso pode ter beneficiado os microrganismos na degradagao do
composto toxico como o tolueno. Em diversos trabalhos, € destacado o uso de co-substratos,
como o etanol e o detergente (NARDI, 2002), e 6leo mineral (RABUS, ef al.; 1993), entre
outros, na degradagido de compostos toxicos como os BTEX. Mais uma vez, o presente
trabalho se diferenciou por ndo fazer uso de co-substratos na etapa de degradagio do
composto alvo e por ndo submeter o lodo, usado como fonte de microrganismos, a etapa de

adapta¢do ao meio e a0 composto toxico.
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Com os resultados apresentados nas Tabelas 21 e 22, referentes a presenga de acidos
organicos no inicio e final do ensaio, pode ser verificado que os acidos ndo foram totalmente
consumidos até o final do ensaio. E analisando os resultados de consumo de tolueno em
fungiio do tempo nos mesmos reatores, fica constatado que a degradagdo do tolueno ocorreu

concomitante ao consumo dos acidos orgénicos presentes no lodo usado como inoculo.

Tabela 21. Concentragdo de acidos orgénicos nos reatores sulfetogénicos.

Acidos (mg/L)
Acético Propidnico Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico
Condigoes
(mg/L)
Inicio 436,70 208,20 107,20 24,50 128,30 4,25
2,10  Final 180,30 40,60 27,0 5,50 31,90 -
Inicio 324,50 177,70 82,50 14,10 89,50 1,30
230  Final 194,50 38,80 25,10 9,90 41,50 5

Inicio 298,70 175,70 7790 13,80 81,30 0,30

3,70  Final ’ . 6,60 - 16,30 .
Inicio 330,90 187.20 84,30 15,10 92,10 2.60
Auséncia
Final 121,0 - 17,30 ’ 18,80 -

Inicio 323,10 190,60 87,10 1490 96,50 -
7,40

)

Final - - 4,40 - 8,90 -

2

Inicio 260,90 188,20 84,50 12,00 87,60 2,20

b

7,70 Final 113,80 34,30 8,10 11,30 - -

2
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Tabela 22. Concentragdo de acidos organicos nos reatores metanogénicos.

Acidos (mg/L)
Acético Propionico Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico

Condicdes
(mg/L)

inicio 698,50 192,50 142,40 38,00 154,70 8,20
1,90

Inicio 535,10 166,80 116,80 23,50 114,20 7,60
3,90

Final 129,00 - 16,30 - 15,00 -

Inicio 609,60 153,10 116,20 31,50 122,90 6,20
3,70

Final 128,60 - 7,20 - 14,10 -

Inicio 553,40 145,10 103,80 29,00 122,60 4,20
7,50

Final 131,70 - 17,50 5,10 17,30 -

Inicio 487,20 150,20 111,30 29,50 113,10 31,00
7,20

Final 124,60 - 9,30 - 3,30 ;

3

Durante a inoculagio dos reatores da Ultima etapa de ensaios de degradagdo, houve
erro no momento de adicionar o tolueno em um dos reatores com concentragdes de tolueno
proximas a 4mg/L. e 400mg/L. de sulfato. Um dos reatores foi inoculado com 420mg/L. de
sulfato e, por falha na operagdo, ndo foi adicionado o tolueno. O outro reator, seu par, foi
inoculado com 3,7mg/L de tolueno e 410mg/L de sulfato (Figura 21). O erro somente foi
descoberto semanas depois, momento em que as amostras de tolueno foram analisadas. Como
os valores de consumo de sulfato e percentual de metano em ambos reatores foram
semelhantes, foi dada continuidade nas analises desses dois parametros no reator sem tolueno.
Ficou constatado que a percentual de metano e o consumo de sulfato ocorridos nos reatores
foram relacionadas aos acidos organicos presentes no lodo usado como inoculo.

Esses resultados mostraram que no reator com concentragio inicial de tolueno de
3,7mg/L e de sulfato de 410mg/L, a concentragdo de sulfato chegou a zero com 648 horas,
enquanto que a degradagio do tolueno durou até 792 horas, coincidindo com a estabilizagdo

da percentual de metano que, no periodo, atingiu a porcentagem acumulada de 18,4%.
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No reator sem tolueno e com 420mg/L de sulfato, os resultados de consumo de sulfato
e percentual de metano foram semelhantes ao reator com 3,7mg/L de tolueno e 410mg/L. de

sulfato (Figuras 22 e 23).

—=a—3,7mg/L Tol + 410mg/L SO,*
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Figura 21. Variagdo temporal tolueno no par de reatores que apresentaram problema no
momento da inoculag#o.

Esses resultados de consumo de sulfato comprovam a preocupacéo tida na elaboragao
do presente trabalho em relagéo a estequiometria da degradag@o. Os trabalhos de BELLER ef
al. (1992), BELLER ef al. (1996) e HEIDER et al. (1999) e propdem quantidades de sulfato
de 4 a 4,5 vezes mais que a de tolueno. Porém, no trabalho de EDWARDS ef al. (1992), os
reatores de enriquecimento primario, que ainda estavam contaminados com pequena fragdo do
sedimento original, maior quantidade de sulfato foi consumida do que a quantidade
teoricamente requerida para degradar tolueno e xilenos. Os autores atribuiram a maior
demanda por sulfato a presenga de matéria organica no sedimento. Ja nos reatores que nao
continham mais sedimento e, sim, com os microrganismos ja selecionados, foi observado
consumo de 30 a 40% mais de sulfato que a demanda teorica. A explicagdo para isso foi que,
durante a incubagfio, que foi de meses seguidos, o hidrogénio (H;) da atmosfera anaerdbia foi
usado pelas BRS como fonte de energia, o que demandou maior redugdo de sulfato. A

demanda teorica de sulfato foi calculada com a equagio (1) descrita a seguir:

C;Hs + 4,580, + 31,0 — 7THCO5 + 2,25HS +2,25H,S + 0,25H"  (Equagfio 2)
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Figura 22. Variagfo temporal de sulfato nos reatores em batelada com tolueno e sem tolueno.
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Figura 23. Variago temporal de metano nos reatores em batelada com tolueno e sem toluena.

Pelas analises microscopicas, foi possivel observar morfologias semelhantes em todas
as condigdes as quais o lodo foi submetido. No ensaio de enriquecimento houve predominio

de bacilos com extremidades arredondadas e de bacilos delgados. Foram observados com
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freqiiéncia a presenga de Methanosarcina sp, estafilococos e cocos, € com menos freqiiéncia a
presenga de filamentos, cocos em cadeia, bacilos ovalados, bacilos fluorescentes, cistos de
sarcinas e Methanosaeta sp. Raramente foram encontrados cocos fluorescentes, bacilos com
extremidades afiladas e bacilos curvos.

Nos ensaios da etapa de degradagdo, foi observado que as morfologias encontradas nas
condigdes sulfetogénicas e metanogénicas foram praticamente as mesmas. Houve predominio
de bacilos fluorescentes e de bacilos ovalados. Com maior freqiiéncia, foram observados
cocos em todas as condicdes a que o lodo foi submetido e bacilos curvos nos reatores com
concentragdes acima de 1,9mg/L de tolueno. Comparando as morfologias da Tabela 10
(enriquecimento) com as das Tabelas 24 ¢ 25 (presenga de tolueno), foi observado que na
condigiio otima de crescimento houve equilibrio na distribuigao e freqiiéncia das morfologias
encontradas nos reatores, o que indicou equilibrio entre as populagdes de microrganismos do
lodo. Quando o lodo foi colocado na presenga do tolueno, houve queda na diversidade das
morfologias antes observadas, assim como, ocorreu predominio de determinadas morfologias
antes observadas com menor freqiiéncia. Essas morfologias, agora predominantes, foram
relacionadas aos grupos de microrganismos freqiientemente citados como os responsaveis

pela degradagdo dos compostos aromaticos.
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Tabela 23. Diversidade morfoldgica observada nos reatores alimentados com tolueno na
auséncia de sulfato.

Condig¢des B
1,90 e 3,70 e 720 e
2,0mg/L de | 3,90mg/L de | 7,50mg/L de

tolueno na tolueno na tolueno na

Morfologias auséncia de | auséncia de | ausénciade
sulfato sulfato sulfato
Arqueas Metanogénicas
Methanosarcina sp. -+ +++ -+
Methanosaela sp. + 4 EE

Cistos de sarcinas = - .
Bacilos fluorescentes 4+ A+ 4+

Cocos fluorescentes - . -

Bactérias

Bacilos com extremidades afiladas - ++ ++
Bacilos com extremidades arredondadas - -+ -+
Bacilos curvos ++ -+ -+
Bacilos delgados - - -
Bacilos ovalados 4+ A+ A+
Bacilos - . -
Cocos ++ +++ Gk
Cocos em cadeia - - "
Filamentos ++ 4+ N
Filamento septado + ++ ++
Estafilococos -+ +++ +++

(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) nio foram observados.
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Tabela 24. Diversidade morfologica observada nos reatores alimentados com tolueno na
presenga de sulfato.

Condigdes  2.10e  3,70mg/L.de  7.40¢e
2,30mg/L de  toluenona  7,70mg/L de

toluenona  presenga de  tolueno na
presenga de  410mg/L de presenca de

194 ¢ sulfato 600 e
. 220mg/L de 610mg/L de
Morfologias sulfato sulfato
Arqueas Metanogénicas
Methanosarcina sp. 4+ -+ +H+
Methanosaeta sp. ++ - ++

Cistos de sarcinas - = B
Bacilos fluorescentes - RIS 444+

Cocos fluorescentes - - =

Bactérias

Bacilos com extremidades afiladas 4+ =+ +
Bacilos com extremidades arredondadas 4+ 4+ -+
Bacilos curvos +++ +++ -+
Bacilos delgados - 2 "
Bacilos ovalados +++ -+ R
Bacilos - = -
Cocos Tt ++ EE A
Cocos em cadeia i s -
Filamentos ++ 4 T+
Filamento septado + ++ -
Estafilococos ++ R A+

(++++) predominantes, (+++) freqiientes, (++) pouco freqiientcs, (+) raros, () nio foram observados.
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6.4. Anilise da diversidade microbiana presente nos reatores em batelada.

O uso de técnicas de Biologia Molecular permitiu estudar a composi¢do das
populagdes bacterianas e de arqueas metanogénicas apos submeter o lodo de reator UASB a
diferentes concentra¢des de tolueno e de sulfato. A biomassa dos reatores passou por processo
de extragdo do material genético, o qual foi amplificado com primers do dominio Bacferia e
Archaea, e submetido a separagio das bandas em gel de DGGE.

De acordo com a Figura 24, que mostra o gel de DGGL com as amostras submetidas
aos primers do dominio Bacteria, pode ser observado que o lodo inicial apresentou maior
nimero de bandas em relagdo as demais condigdes submetidas a degradagéo do tolueno. Esse
maior nimero de bandas no gel indicou maior nimero de populagdes bacterianas presentes no
lodo. Com a introdugdo do tolueno, houve diminuigio no nimero dessas populagdes
microbianas. Pode ser observada, também, a existéncia de outras bandas presentes somente
nas amostras submetidas a ensaio de degradagdo com tolueno (canaletas D, E, I, G, H, I).
Essas bandas (setas vermelhas) representam populagdes bacterianas que possivelmente ja
estavam presentes no inoculo, porém se apresentavam em nimero muito reduzido para que as
técnicas de Biologia Molecular pudessem detecté-las.

O surgimento dessas bandas nos ensaios de degradagio pode ter sido decorrente das
condigdes otimas de crescimento proporcionadas pelo meio de cultura. Como o meio de
cultura é especifico para BRS, houve selegao dos microrganismos, o que acabou eliminando
algumas populagdes e possibilitou que outras populagdes pudessem se sobressair.

A eliminagdo de populagdes microbianas pode ser observada pela presenga de banda
somente no inoculo (canaleta C e indicada pela seta verde). A substituigdo das populagdes
bacterianas ja havia sido observada nos exames microscopicos do conteudo dos reatores. E de
acordo com as Tabelas 10, 17, 19, 23 e 24 comparando o0s ensaios de enriquecimento e de
degradagiio, houve a substituigdo das populagdes antes predominantes por populagdes que
eram raramente encontradas.

A substituigio das populagdes microbianas, com a conseqiiente diminuigio da
diversidade microbiana, foi constatada com as analises de PCR/DGGE e confirmaram as
observagdes feitas em microscopia otica. Como podem ser observadas na mesma Figura, as
concentragdes crescentes de tolueno e de sulfato ndo influenciaram na selegdo, diminuigao ou

surgimento de populagdes bacterianas.
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Figura 24. G el de DGGE das amostras submetidas aos primers do dominio Bacteria:

(A): Halobacterium salinarum — DSM 668 (controle positivo); (B): Haloferax volcanii — DSM 3757 (controle
positivo); (C): Inéculo do reator UASB; (D): Reator 2,11mg/L de tolueno e 194mg/L de sulfato, e reator
2,33mg/L de tolueno e 220mg/L de sulfato; (E): Reator 1,98mg/L de tolueno ¢ reator 1,93mg/L de tolueno; (F):
Reator 3,7mg/L de tolueno e 410mg/L de sulfato; (G): Reator 3,89mg/L de tolucno ¢ reator 3,7mg/L de tolueno;
(H): Reator 7,38mg/L de tolueno e 600mg/L de sulfato, ¢ reator 7,72 mg/L de tolueno e 610mg/L de sulfato; (I):
Reator 7,53mg/L de tolueno e reator 7,21mg/L de tolueno.

A Figura 25 mostra o gel de DGGE obtido com as amostras submetidas aos primers
do dominio Archaea. Nela, pode ser observado que houve alteracio na diversidade das
populagdes de arqueas nos reatores submetidos ao ensaio de degradagéo (canaletas D, E, F, G,
H e I) quando comparadas ao indculo (canaleta C). Essa alteragdo foi constatada pelo
surgimento de duas bandas (setas vermelhas) nas canaletas de D a I que ndo estdo presentes
na canaleta C. Nos exames microscopicos do contetido dos reatores, foi observada mudanga
na diversidade das populagdes de arqueas, e as analises de PCR/DGGE vieram confirmar
essas alteragdes.

As setas azuis indicam a presenga de populagdes de arqueas que permaneceram
predominantes nas diversas concentragdes de tolueno e sulfato. Isto indicou que as crescentes
concentragdes de tolueno e sulfato a que foi submetido o indculo de reator UASB ndo

influenciaram na constitui¢do das populagdes de arqueas. Como ja observado e descrito na
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revisdo bibliografica, as arqueas metanogénicas ndo atuam diretamente na degradagiio do
tolueno. A participagio delas estd na manutengfo do equilibrio da reagdo através do consumo
de ions H' e de acetato.

A alteragio na diversidade de arqueas deve ter sido decorrente da composi¢do do
meio, o qual deve ter possibilitado condi¢Ses 6timas para o desenvolvimento de populagdes
que estavam em numero muito reduzido no lodo inicial e ndo foram detectadas no mesmo

(canaleta C).

Figura 25, Gel de DGGE das amostras submetidas aos primers do dominio Archaea:

(A): Halobacterium salinarum — DSM 668 (controle positivo); (B): Haloferax volcanii — DSM 3757 (controle
positivo); (C): Indculo do reator UASB; (D): Reator 2,11mg/L de tolueno e 194mg/L de sulfato, e reator
2,33mg/L de tolueno e 220mg/L de sulfato; (E): Reator 1,98mg/L de tolueno e reator 1,93mg/L de tolueno; (F):
Reator 3,7mg/L de tolueno ¢ 410mg/L de sulfato; (G): Reator 3,89mg/L de tolueno e reator 3,7mg/L de tolueno,
(H): Reator 7,38mg/L de tolueno € 600mg/L de sulfato, e reator 7,72 mg/L de tolueno ¢ 610mg/L de sulfato; (I):
Reator 7,53mg/L de tolueno e reator 7,21mg/L de tolueno.



Conclusoes

7. CONCLUSOES

O lodo anaerobio teve boa adaptagdo ao meio de cultivo enriquecido para BRS em
condi¢do sulfetogénica, o que possibilitou o desenvolvimento de consércio
microbiano com capacidade de degradar composto aromatico.

A degradagio do tolueno ocorreu tanto por via fermentativa quanto por via
respiratoria com redugio de sulfato. Nos reatores sulfetogénicos, a degradagao do
tolueno foi mais rapida que nos reatores metanogénicos. Os acidos organicos
presentes no indculo foram precursores para a maior demanda de sulfato e
percentual de metano.

A diminuigao da diversidade microbiana ocorrida nos reatores sulfetogénicos com
tolueno foi devida ao processo de selegdo que o meio de cultura imprimiu aos
grupos de bactérias redutoras de sulfato. Essa diminuigdo da diversidade
microbiana foi comprovada pelas técnicas de Biologia Molecular.

Os testes de quantificagdo do tolueno mostraram que a metodologia utilizada foi
adequada para as condigdes dos ensaios.

A metanogénese foi relacionada, principalmente, a bacilos hidrogenotroficos.
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ANEXOS



Tabela Al. Resultados do ensaio de estabilizac¢do do tolueno no meio de cultura BRS.

Tempo Area do Area do
(horas) Headspace Liquido
0 927833 461070
0,5 1282199 530160

1 1544628 471100

2 1404661 590630

3 1350000 543240

4 1261514 622430

6 1204336 657970

8 1191355 559320
24 1187747 567435

Tabela A2. Resultados de concentragio de tolueno em fungdo do tempo nos reatores da
primeira etapa de degradacao:

Reator com 2 mg/L de tolueno.

Liquido Headspace
Fatorde | o
Tempo (horas) | Resposta | Concentragio(mg/L) | Tempo (horas) Area Concentragio(mg/L.)

0 0,009227 2,037471 0 149213 0,016282
48 0,00311 0,238088 48 153315 0,016693
96 0,002333 0,009559 - - =
168 0,003923 0,477265 168 154660 0,016827
192 0,006441 1,217794 192 167096 0,018071
216 0,0032 0,264618 216 161014 0,017463
240 0,003601 0,3825 240 159319 0,017293
264 0,003799 0,440853 264 150867 0016448

Reator com 1,31 mg/L de tolueno.
Liquido Headspace
Fator de Tempo
Tempo(horas) Resposta Concentragio(mg/L) (horas) Area Concentragio(mg/1.)

0 0,006758 1,311206 0 184906 0,019852
48 0,022232 5,862471 48 199536 0,021315
96 0,003037 0216618 96 206257 0,021987
168 0.006493 1,233147 168 183415 0,019703
192 0,004434 0,627588 192 115538 0,012915
216 0,005443 0,924324 216 90676 0,010429
240 0,00357 0,373647 240 203635 0,021725
264 0,006003 1,089147 - - -




Reator com 0,88mg/L. de tolueno e 90mg/L. de sulfato.

Liquido Headspace
IFator de
Tempo(horas) | Resposta | Concentragio(ng/L) | Tempo(horas) Area Concentragio(mg/L.)
0 0,001395 -0,26632 0 148065 0,016168
24 0,00531 0,885176 24 127508 0014112
48 0,002882 0,171147 48 121590 0,01352
72 0,002095 -0,06018 72 135720 0,014933
96 0,003429 0,332029 96 135895 0,014951
168 0,003424 0,330588 168 123049 0,013666
192 0,003031 0,215 192 122840 0,013645
216 0,002581 0,082706 216 146602 0,016021
240 0,003939 0,482147 240 131375 0,014499
264 0,003949 0,485029 264 128913 0,014252
Reator com 0,39mg/L de tolueno e 130mg/L de sulfato.
Liquido Headspace
FFator de
Tempo(horas) | Resposta | Concentragio(mg/l.) | Tempo(horas) Area Concentragio(mg/l.)
0 0,002505 0,060294 0 128794 0,014241
24 0,002845 0,160324 24 124626 0,013824
48 0,003627 0,390382 48 113366 0,012698
72 0,003074 0,227765 72 118836 0,013245
96 0,003106 0,236912 96 122804 0,013642
168 0,004191 0,556176 168 129768 0,014338
192 0,002598 0,087676 192 121704 0,013532
216 0,002262 -0,01118 216 87875 0,010149
240 0,002067 -0,06841 240 131892 0,01455
264 0,002874 0,168941 264 109058 0,012267
Reator com 2mg/L de tolueno e 288mg/L de sulfato.
Liquido Headspace
Fator de
Tempo(horas) | Resposta | Concentragiiofmg/L) | Tempo(horas) Area Concentragio(mg/L.)
0 0,009125 2007471 0 421448 0,043506
24 0,008687 1,878529 24 376490 0,03901
48 0,007086 1,4075 48 351688 0,03653
72 0,00396 0,488147 72 370959 0,038457
96 0,005776 1,022412 96 364683 0,037829
168 0,009095 1,998588 168 373369 0,038698
192 0,005027 0,802118 192 372383 0,038599
216 0,006661 1,282647 216 259994 0,027361
240 0,0065 1,235176 240 366794 0,038041
264 0,00885 1,926382 264 351169 0,036478




Reator com 2,1mg/L de tolueno € 269mg/L de sulfato.

Liquido Headspace
Fator de
Tempo(horas) | Resposta | Concentragio(mg/L) | Tempo(horas) Area Concentragio(mg/l.)

0 0,006732 1,303412 0 353752 0,036736
24 0,009541 2,129588 24 351929 0,036554
48 0,002074 -0,06647 48 327631 0,034124
72 0,004187 0,555118 72 342431 0,035604
96 0,008406 1,795882 96 332634 0,034625
168 0,00646 1223412 168 349321 0,036293
192 0,006204 1,148294 192 345406 0,035902
216 0,006807 1,325618 216 184646 0,019826
240 0,005917 1,063791 240 320463 0,033407
264 0,007779 1,611559 264 288671 0,030228

Tabela A3. Resultados da concentragio de tolueno em fungdo do tempo nos reatores

metanogénicos e sulfetogénicos da segunda etapa de degradagao.

4, 1mg/L 3,6mg/L
Tempo 2, lmg/L 1,9mg/L 4. 6mg/L 4,4mg/l. | Tolueno + | Tolueno +
(horas) Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno | 560mg/l. | 570mg/L
Sulfato Sulfato
0 - - - 4,39 4,13 3,67
24 2,1 191 4,57 3,99 - -
48 1,28 E - - 4,53 3,54
7 2,03 . 251 3.75 - 4,17
96 2,41 2,07 - 4,40 4,17 433
168 2,29 1,89 3,26 : : -
192 - - - 4,17 4,60 4,38
216 1,71 1,58 3,37 - - 3,77
264 2,02 1,71 3,46 - 3,24 3,86
336 1,66 1,82 3,39 4,1 3,55 3,79
360 2,02 - - - - -
384 2,48 - 3,78 4,09 3,79 3,99
960 0 0 0 0 0 0




Tabela A4. Resultados da concentragio de tolueno em fungio do tempo nos reatores
sulfetogénicos da terceira etapa de degradagio.

Tempo 2mg/L A 2mg/L B 4mg/L A 4mg/L B 7mg/L A 7mg/L B
0 2,11 2,335 3,705 0 7,38 7,72
24 1,56 2,085 3,58 0 5,185 6,195
48 1,61 2,045 3,51 0 5,68 5,995
120 1,95 2,325 3,955 0 7,28 6,45
264 2,005 0 4,53 0 6,83 5,94
432 1,73 0 3,39 0 5,895 6,465
600 1,275 0 1,32 0 1,47 2,135
792 1,445 0 0 0 0 0

Tabela AS. Resultados da concentragio de tolueno em fungido do tempo nos reatores
metanogénicos da terceira etapa de degradagao.

Tempo 1,98mg/L 1,93mg/L 3,89my/L 3,7mg/L 7,53mg/L 7,21mg/L
(horas)

0 1,98 1,93 3,89 3,705 7,535 7.21
24 1,845 1.85 3,635 3,615 6,705 6,915
48 1,99 1,955 4,265 4,065 7 6,805
168 2,05 1,625 3,39 3,385 6,98 5,995

312 1,805 1,69 3.1 3,32 4,025 4,52
480 1,58 1,63 3,605 2,535 4,92 6,285
648 1,395 1,45 3,53 2,725 5,57 4,155
840 0,925 1,575 2,715 2,04 4,92 6,34




Tabela AG. Concentragiio de sulfato em fungfio do tempo nos reatores em ensaio
Lactato de Sodio e Acetato de Sodio.

de enriquecimento com

Concentragiio de Sulfato (mg/1.)
Tempo Reator 1 Realor 2 Meédia
(horas)

0 975 1175 1075
24 625 775 700
48 550 500 525
72 325 375 350
96 300 275 2875
120 50 175 112,5
144 25 25 25
168 3 1.5 2,25

Tabela A7. Resultados da concentragiio de sulfato em fungdo do tempo nos reatores sulfetogénicos da
primeira etapa de degradacfio.

Tempo 0,88mg/L. 0,39mg/L. 2mg/L 2, Img/L.
(horas) Tolueno Tolueno tolueno Tolueno
0 90 130 288 269
24 10 5 244 244
48 0 0 - 163
72 0 0 - 144
96 0 0 163 6.3
168 0 0 88 4
192 0 0 4 0
216 0 0 0 0
240 0 0 0 0
264 0 0 0 0

Tabela A8. Resultados de concentragiio de sulfato em fungfio do tempo nos reatores sulfetogénicos da
segunda ctapa de degradagiio.

Tempo 4,5mg/L. 3,6mg/L
(horas) Tolueno Tolueno
0 560 570
24 540 530
72 490 510
216 420 420
336 370 390
384 360 350
432 290 230 |
504 230 220
960 0 0o |
984 0 0
1008 0 0




Tabela A9. Resultados de concentragiio de sulfato em fungdio do tempo nos reatores sulfetogénicos da
terceira ctapa de degradagiio.

Tempo 2,1 lmg/L. 2.33mg/L 3, 7mg/L. Ausénciade | 7.38mg/L 7,72mg/l.
(horas) Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno
0 194 220 410 420 600 610
24 0 0 280 310 430 490
48 0 0 312 325 450 425
120 0 0 238 275 400 413
312 0 0 186 170 334 334
480 0 0 7 7 227 255
648 0 0 0 0 87 93
720 0 0 0 0 17 22
792 0 0 0 0 0 0




Tabela A10. Resultados de percentual de metano em fungdo do tempo nos reatores do

ensaio de enriquecimento.
Tempo (horas) Reator 3 Reator 4 Média (%)

24 10,95 14,03 12,49
48 28,21 28,88 28,54
72 31,50 29,37 30,43
96 31,15 30,05 30,6

120 31,18 30,74 30,97
144 30,27 30,04 30,16
168 29,07 28,53 28,8

192 29,35 29,91 29,63

Tabela Al1. Resultados de percentual de metano acumulado nos reatores metanogénicos e
sulfetogénicos da primeira etapa de degradagdo.

0,88mg/L | 0,39mg/L 2mg/L 2,1lmg/L
Tempo 2mg/L 1,31mg/L | Toluenoe | Tolueno + | Tolueno + | Tolueno +
(horas) Tolueno Tolueno 90mg/L 130mg/L. | 288mg/L | 269mg/L
Sulfato Sulfato Sulfato Sulfato
24 3,85 3,19 2,90 3,28 2,56 2,88
48 5,40 4061 4,27 4,82 3,80 3,53
G, 6,43 541 514 5,73 4,02 428
96 737 6,15 5,83 6,56 4,29 4,64
168 9,42 7,78 .50 8,35 4,87 5,28
192 9,97 836 795 8,93 5,04 5,47
216 10,52 8,84 8,47 9,49 513 5.53
264 11,58 9,78 9,44 10,62 5,36 5,82
336 12,88 10,80 10,56 11,33 5,35 5,94
360 13,08 11,01 10,43 11,98 5,22 6,00
384 13,03 10,74 IL )2 11,96 5,38 5,72
408 13,99 11,83 11,51 12,95 5,69 6,16




Tabela A12. Resultados de percentual de metano acumulado nos reatores metanogénicos e
sulfetogénicos da segunda etapa de degradagdo.

4,5mg/L 3,6mg/L
Tempo 2,lmg/L 1,9 mg/L. | 4,6mg/L 4,0mg/L. | Tolueno + | Tolueno +
(horas) Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno | 560mg/L. | 570mg/L
Sulfato Sulfato
24 3,86 3,19 2,90 3,28 2,56 2,88
48 5,41 4061 4,27 4,82 3,80 3.53
72 6,43 541 5,14 5,73 4,02 428
—o6 | 737 | 615 | 583 | 656 | 420 | 464 |
168 9,42 7,78 7,50 8,35 4,87 5,28
192 9,98 8,36 7,95 8,93 5,05 5,47
216 10,52 8.84 8.47 9.49 5,13 5,53
264 11,58 9.78 9,44 10,62 5.36 5.82
336 12,88 10,80 10,56 11,33 535 5,94
360 13,08 11,01 10,43 11,98 5,22 6,00
384 13,03 10,74 11,12 11,96 5,38 5.72
408 14,00 11,83 11,51 12,95 5,69 6,16
960 20,81 17,37 17,67 18,95 8,35 7,56
984 20,96 17,65 17,82 19,13 8,62 8,96
1008 21,28 17,72 18,26 19,15 8,87 9,11

Tabela A13. Resultados de percentual de metano acumulado em fun¢do do tempo nos

reatores sulfetogénicos da terceira etapa de degradacio.
Tempo 2,11mg/L 2,33mg/L 37mg/L | Ausénciade| 7,38mg/L 7.72mg/L
(horas) Tolueno + | Tolueno+ | Tolueno+ | Tolueno + Tolueno + | Tolueno +
194mg/L 220mg/L 410mg/L 420mg/L 600mg/L 610mg/L
Sulfato Sulfato Sulfato Sulfato Sulfato Sulfato
24 4,84 552 4,65 513 5 518
48 8,54 9,22 7,87 8,77 8,63 8,41
96 9,7 10,47 9,03 9,16 9,91 9,61
120 10,31 11,35 9,84 10,42 10,1 11
144 11,36 12,3 10,24 11,2 104 11,75
168 12,38 13,33 11,56 12,1 12 12,7
192 12,14 13,43 11,6 12,27 12.2¢ 12,54
264 13,53 14,6 12,5 13,31 13,44 13,7
432 17,25 19,22 15,2 16,31 16,18 16,4
600 18,97 20,84 16,1 17,14 17,22 17,12
624 19,3 21 16,35 17,4 17,38 171
648 19,41 21 16,41 17,58 17,57 17,35
672 19,56 21,33 16,68 17,84 17,82 17,38
792 20,63 22,51 17,9 19,14 18,3 18
816 20,72 22,78 18,36 19,27 18,46 18,43
936 21,82 21,5 15,95 17,52 16,22 18,93
984 20,35 21,62 17,98 18,33 16,96 18,37
1032 | 2087 20,03 17,61 17,52 17,13 17,53 J




Tabela Al4. Resultados de percentual de metano acumulado em fungdo do tempo nos
reatores metanogénicos da terceira etapa de degradagio.

Tempo 1,98mg/L 1,93mg/L 3,89mg/L 3,7mg/L 7,53mg/L 7.21mg/L
(horas) Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno Tolueno
24 3,32 245 2,11 2,19 2,33 1,63
48 7,48 6,88 5,95 6,37 6,19 5,31
72 9,24 8,37 7,36 7,93 7,76 6,7
144 13,2 12,07 10,21 10,61 10,58 9,83
168 13,69 12,2 10,4 11,54 11,28 10,83
192 14,48 13,51 11,31 12,25 12 10,94
216 15,3 13,46 12 12,75 12,93 11,41
240 15,75 14,6 12,7 14,24 13,44 12,23
312 17,2 15,86 13,61 14,71 14,72 13,26
480 20,65 19,97 18,85 18,76 18,6 16,82
648 22 57 21,71 20,34 20,73 20,12 18,24
672 23,11 21,92 20,68 21,22 20,48 18,54
696 23,21 22,05 20,93 21,33 20,63 18,7
720 23,28 22,41 21,04 21,62 20,86 18,9
840 2515 23,67 221 22,74 22,1 19,97
864 2523 23,63 22,15 22,7 22,17 204
984 25,17 24,81 21,73 22,3 229 19,06
1032 26,49 21,49 22,05 20,13 20,93 19,89
1080 27,28 23,41 20,7 21,87 22,16 19,01




Tabela A15. Resultados de Solidos Totais Volateis do inoculo e dos reatores dos ensaios de
enriquecimento e de degradacio.

Solidos Totais Voliteis
Lodo do reator UASB | 45g/L
Lodo ensaio de enriquecimento
975mg/L S04~ 3,6g/L
1175mg/L SOy~ 3,8g/L
~ Lodo degradagio

2,0mg/L Tol 4 1g/L.

1,31 mg/L Tol 3,9 ¢/l

0,88 mg/L. Tol + 90mg/L 4,5 g/L.
80,”

0,39 mg/L Tol + 130mg/L 3,5 g/LL
S0,”

2 mg/L Tol + 288mg/L SO,~ . 43¢gL

2,1 mg/L. Tol + 269mg/L 3,8¢g/L
S04

2,1 mg/L Tol 5,2 g/L,

1,9 mg/L Tol 4.8 g/L

4,6 mg/L Tol 5,7 g/L

4 mg/L Tol 4,1 g/L.

4,5 mg/L Tol + 560mg/L 3,7¢/LL
SO,™

3,5 mg/L Tol + 570mg/L 4,2 g/l
S0,”

2,11 mg/L Tol + 194mg/L 4,7 g/L.
S0,”

2,33 mg/L Tol +220mg/L 4,3 g/LL
8o/

3,7 mg/L. Tol +410mg/L 4,2 g/l
S0,”

Auséncia de Tol + 420mg/L 4,5 g/l
S0,”

7,38 mg/L Tol + 600mg/L 4,9 g/l
SO,”

7,72mg/L Tol + 610 mg/L 4,7¢/L,
SO,”

1,93 mg/L Tol 4,6 g/L,

3,89 mg/L Tol 4 g/l

3,7 mg/L. Tol 3,8 g/l

7,53 mg/L Tol 3,7 g/l

7,21 mg/L Tol 4,4 of1.




Curva padrio de tolueno elaborada em 17/02/2002

0,025

0,015
0,01
0,005

Fator de Resposta

0,02

y = 0,0034x + 0,0023
R? = 0,9903

=

Pt

0 1 2

Concentragido Tolueno (mg/L)

T

3 4 5 6

Concentragdo Fator de
(mg/L) Resposta
0,2 0,002411
0,5 0,004111
1 0,006782
2,5 0,010105
3,5 0,01432
5 0,01961

Curva padrio de tolueno elaborada em 02/05/2002

$0,012

S 0,01 Hm==

y = 0,0018x + 0,0006
R? = 0,9974

1 2

3 4 5 6

Concentragido de Tolueno (mg/L)

Concentragdo Fator de
(mg/L) Resposta

0,2 0,000655

0,5 0,001734

1 0,002378

35 0,006896

5 0,009499




Curva padrio de tolueno usada para elaboragio da Curva padrio do headspace.

y = 0,0081x + 0,001
R? = 0,9946

0,05 S—
0,04 -
0,03
0,02 -
0,01

0

Curva padrdo de tolueno

Fator de Resposta

0 1 2 3 4 5 6

Concentragdo (mg/L)

Concentragio(mg/L) | Fator de Resposta | Area de Plotagem
0,2 0,002344 16818
0,5 0,004169 37081
1 0,010698 54102
2,5 0,022365 230330
3.5 0,02859 298492
3,5 0,028302 300640
5 0042374 223085

Curva padrio de tolueno no headspace

Curva padrdo de tolueno vy = 1E+07x - 13611
para o headspace R2 = 0 996
500000 -
§ 400000 = A
o
8 300000 /
2 ,
8 200000 / ==
< 0 : ‘ 1 :
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentragio (mg/L)

Concentragiio (mg/L) | Area de plotagem
0,001832 17565
0,002344 16818
0,004169 37081
0,010698 89514
0,022365 230330
0,02859 298492
0,028302 300640
0,039858 446407




Curva padrio de tolueno elaborada em 10/07/2002.

Curva padréo de tolueno  y=0,0034x+ 0,0023
R’ =0,9903
0,025 - :
7 0,02 ~ e
g :
g 0,015 /
g 0,01 %
§ :
b 0,005 5=
0 T T
0 2 4 6
Concentragéo (mgfl)

Concentragéo (mg/L) | Fator de Resposta
0,2 0,002411
0,5 0,004111
1 0,006782
25 0,010105
3,5 0,01432
5 0,01961

Curva padrio de tolueno elaborada em 09/09/2002.

Curva padrdo de tolueno ¥ = 9:0762x + 0,108

R? = 0,9965
06 -
0,5 e ;'7
0,4
0,3 | R S
0,2
0,1 le—
0 : i . . :
0 1 2 3 4 5 6

Concentracéo
(mg/l) Fatorde Resposta

0,1 0,113191
0,2 0,113543
0,5 0,149514

1 0,19906
2,9 0,202225

5 0,489381



Curva padrio de tolueno elaborada em 16/01/2003.

y = 0,5899x + 0,0353
R? = 0,999

Curva padrao de tolueno

o

Area de plotagem

0 2 4 6 8 10
Concentragao (mg/l)

Concentracao | Fator de Resposta

0.1 0,14702
0.1 0,165314
0,2 0,197461
02 0,194956
0,5 0,284963
0,5 0,292168
1 0,539574
1 0,563498
2 1,192501
4 2,430747
8 4,712647
8 4,804048






