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RESUMO

MESTRINELLI, F. Isolamento e caracterizacio de microrganismo envolvido na
desnitrificacdo autotréfica pela oxidagao de sulfeto em reator vertical de leito fixo.
Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo,

Sao Carlos, 2010.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a comunidade envolvida na desnitrificacdo
autotrdfica pela oxidacao de sulfetos, aplicada ao pds-tratamento de efluentes anaerdbios.
O enriguecimento da comunidade bacteriana e da comunidade desnitrificante autotréfica
foi realizado a partir de amostras da biomassa coletadas de trés reatores verticais de leito
fixo operados em condig¢bes distintas, sendo, redugao autotroéfica de nitrato, reducdo
autotrdfica de nitrito e reducdo autotréfica de nitrato com excesso de sulfeto. Apds a
determinagao da melhor condicao de enriquecimento, a cultura foi purificada, identificada
por meio de ferramentas da biologia molecular e caracterizada quanto as melhores
condicdes de crescimento. O enriquecimento foi bem sucedido com a biomassa dos trés
reatores. No entanto, a condicdo de reducdo de nitrato com relagdo N/S igual a 0,8 foi a que
apresentou maior concentracdo de microrganismos desnitrificantes autotréficos. A bactéria
isolada foi identificada como Pseudomonas stutzeri. A velocidade especifica maxima de
crescimento da cultura (umsx) foi de 0,037 h™, com tempo de duplicagio de 18,7 horas. O
rendimento celular (Y) do composto nitrogenado foi de 0,15 gSSV. gN'1 e a velocidade de
desnitrificacdo foi de aproximadamente 0,24 gN. gSSV™*. h™. Os dados obtidos indicaram a
viabilidade da aplicacdo da espécie isolada no processo de desnitrificacdo autotrofica

utilizando sulfeto como doador de elétrons.

Palavras-chave: Pseudomonas stutzeri, bactérias oxidadoras de sulfeto, NMP, PCR/DGGE,

seqlienciamento do gene rRNA 16S.
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ABSTRACT

Mestrinelli, F. Isolation and characterization of a microorganism involved on autotrophic
denitrification by sulfide oxidation in a vertical fixed-bed reactor. MSc. Dissertation, Escola

de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2010.

The aim of this study was to evaluate the community involved on autotrophic denitrification
by sulfide oxidation applied to the post-treatment of anaerobic effluents. The enrichment of
the bacterial community and autotrophic denitrifier community was accessed in three
immobilized bed reactors operated at the conditions of autotrophic reduction of nitrate,
autotrophic reduction of nitrite and autotrophic reduction of nitrate under excess of sulfide.
Following the determination of the best enrichment conditions, the culture was purified,
identified by molecular biology tools and the best growth conditions were characterized.
Enriched cultures were obtained for the three operational conditions, but the best condition
for the growth of autotrophic denitrifiers microorganisms was at N/S ratio of 0,8. The
isolated microorganism was identified as Pseudomonas stutzeri. The maximum specific
growth rate (pmsx) was 0.037 h™%, with a doubling time of 18.7 hours. The growth yield (Y) of
nitrogen compound was 0.15 gSSV. gN™* and the specific rate of nitrogen utilization was
approximately 0.24 gN. gSSV*. h™. The results indicated the viability of application of this

microorganism for autotrophic denitrification using sulfide as electron donor.

Keywords: Pseudomonas stutzeri, sulfide oxidizing microorganisms, MPN, PCR/DGGE, rRNA

16S gene sequencing.
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1. INTRODUCAO

O continuo crescimento industrial e populacional tem causado aumento na producdo de
efluentes contendo compostos que ameagam a saude publica e a qualidade dos recursos
hidricos. Apesar da intensificacdo da legislacdo a fim de coagir industrias e prefeituras a se
comprometerem com a problematica ambiental, o tratamento de efluentes é visto como um
custo sem beneficios econémicos, desestimulando o cumprimento das normas. Nesse
sentido, faz-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias que busquem métodos

menos custosos e mais sustentdveis de tratamento.

Esse trabalho busca contribuir para o desenvolvimento de tecnologia sustentavel na
remogao de nitrogénio aplicada ao tratamento de efluentes da digestdo anaerdbia. A
utilizacdo de reator anaerdbio para a remocdo de matéria organica apresenta vantagens
econOmicas e operacionais em relagao ao tratamento aerdbio, e vem sendo crescentemente
utilizado como primeira unidade de tratamento nas Estagdes de Tratamento de Efluentes
(ETEs) brasileiras. No entanto, a digestdo anaerébia ndo é eficaz na remocao de nitrogénio e
fésforo, e seu efluente depende de um pds-tratamento para que se enquadre nos padroes

ambientais estabelecidos pela legislacdo brasileira.

A remocdo de compostos nitrogenados é especialmente importante para a manutencdo da
qualidade dos corpos d’agua que irdo receber o efluente. A desnitrificacdo é comumente
realizada por um processo biolégico, envolvendo uma etapa de nitrificagdo autotrdfica, que
requer a disponibilidade de alcalinidade e oxigénio no meio, seguida de uma etapa de
desnitrificacdo heterotréfica, que depende de uma fonte organica de elétrons e carbono.
Como o efluente de reatores anaerdbios possui uma baixa concentracdo de matéria organica
prontamente biodegradavel, a etapa de desnitrificacdo heterotréfica depende da adigdo de

uma fonte exdgena de carbono, gerando custos ao processo.

O Laboratdério de Processos Biolégicos da Escola de Engenharia de Sdo Carlos (USP) vem
investigando o processo de desnitrificacdo autotrofica utilizando como fonte de elétrons o
sulfeto presente no préprio biogas e efluente do tratamento anaerdbio, obtendo resultados

gue demonstram a viabilidade do processo.
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A desnitrificacdo autotrofica utilizando o sulfeto presente no proprio processo como fonte
de elétrons é uma alternativa vantajosa e sustentavel. A remoc¢do convencional de sulfetos é
realizada através de processos fisico-quimicos, envolvendo aeracdo, oxidacao e precipitacdo
quimica, utilizando agentes oxidantes que trazem custos elevados, além dos problemas

ambientais relacionados a adicao de compostos quimicos ao meio ambiente.

O estudo dos microrganismos capazes de realizar a desnitrificacdo autotréfica pode auxiliar
o processo de enriquecimento dos reatores com comunidades microbianas de interesse,
aplicando os dados da fisiologia desses microrganismos na operacao dos reatores. Este
trabalho mostra os resultados do enriquecimento, isolamento, caracterizagdo nutricional e
cinética de crescimento dos microrganismos envolvidos na desnitrificacdo autotréfica em

um reator enriquecido a partir de efluente de tratamento anaerdbio.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi avaliar a comunidade bacteriana envolvida na desnitrificacao
autotrofica utilizando sulfeto como doador de elétrons em um reator vertical de leito fixo,

alimentado com agua residudria sintética simulando efluente anaerébio nitrificado.

Os objetivos especificos foram:

e Avaliar o enriquecimento da comunidade bacteriana nos reatores, comparando as
condicdes de reducdo autotrofica de nitrato e reducdo autotréfica de nitrito quanto a

composi¢cdao da comunidade enriquecida;

* Quantificar o enriquecimento de uma comunidade desnitrificante autotrofica a partir de

lodo efluente de reator anaerdbio nas diferentes condi¢des de operacao dos reatores;

e Obter cultura desnitrificante autotréfica purificada a partir do reator enriquecido;

* Identificar a comunidade bacteriana presente na cultura desnitrificante autotréfica

purificada;

e Avaliar as condi¢des de crescimento da cultura purificada.



14|Revisdo Bibliografica

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica apresenta primeiramente os aspectos fisico-quimicos referentes a
remogao bioldgica de nitrogénio, seguido de uma revisdao detalhada sobre o processo de
desnitrificacdo autotrdfica utilizando sulfeto como doador de elétrons, da apresentacao dos
principais microrganismos que podem estar envolvidos no processo e das técnicas utilizadas

na caracterizacdao molecular da comunidade.

3.1. POS-TRATAMENTO DE EFLUENTES ANAEROBIOS

O tratamento anaerdbio de aguas residuarias tem sido freqiientemente utilizado em paises
de clima quente como o Brasil. Apesar das inUmeras vantagens quanto ao baixo custo,
simplicidade de operacdo e baixa producdo de sélidos, o sistema apresenta limitacdes
quanto ao efluente gerado, que dificilmente atende aos padrdes estabelecidos pela
legislagdo ambiental devido as elevadas concentragdes de nutrientes e organismos

patogénicos (Chernicharo, 2006).

Efluentes com excesso de nutrientes favorecem a produtividade primaria no corpo de agua
receptor, levando ao consumo imediato do oxigénio disponivel, eutrofizando o ecossistema
e ameacando a vida aquatica. Sendo assim, a remoc¢do dos compostos nitrogenados no pods-
tratamento dos efluentes de reatores anaerdbios é especialmente importante para a

qualidade do corpo d’agua que ird receber o efluente.

3.2. REMOCAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Os compostos nitrogenados podem ser removidos das aguas residuarias através de uma
variedade de processos fisico-quimicos e bioldgicos. No entanto, a remocao biolégica é mais
eficiente e apresenta menor custo que os processos fisico-quimicos. No tratamento
biolégico convencional, o processo ocorre em duas etapas, a nitrificacdo autotroéfica seguida

da desnitrificacdo heterotrofica.
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A nitrificagdo ocorre pela oxidagao quimiolitoautotréfica do N-amoniacal a nitrito e
seqliencialmente a nitrato, sob condi¢des estritamente aerdbias. A reacdo 3.1 descreve o

processo de nitritacdo e a rea¢do 3.2 o processo de nitratacdo (Schmidt et al., 2003).

NH4" +3/2 0, NO; + H,0 + 2 H' ‘ (3.1)

NO, +1/2 0, > NO5’ (3.2)

A nitrificacdo bioldgica é realizada por diversos géneros de bactérias, que utilizam amonia ou
nitrito como fonte de energia, didoxido de carbono como fonte inorganica de carbono e
oxigénio molecular como receptor final de elétrons. Os géneros descritos capazes de oxidar
a amonia sdo as Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosopira, Nitrosovibrio e Nitrosolobus,
membros da classe B-Proteobactéria, e no processo de nitratacdo os géneros Nitrobacter,

Nitrospira, Nitrospina, Nitrococcus e Nitrocystis (Teske et al., 1994).

A desnitrificacdo bioldgica é usualmente um processo heterotréfico, realizado sob condicdes
anoxicas, onde o composto nitrogenado (NO3 ou NO;) é reduzido a gas nitrogénio utilizando
compostos organicos como fonte de energia e carbono. O processo envolve as etapas de
reducdo do nitrato a nitrito, a dxido nitrico, a 6xido nitroso e a nitrogénio gasoso, como

apresenta o esquema a seguir (Metcalf and Eddy, 2003):

NO3 - NO, - NO - N,O <N,
As reacOes 3.3 e 3.4 descrevem as reagdes gerais para a desnitrificacdao heterotréfica a partir

de nitrato e de nitrito, respectivamente (Schmidt et al., 2003).

2NO; +10H"+10e > N, +2 OH +4 H,0 A G°(W) =-1120,5 kJ/reacédo (3.3)

2NO; +6H " +6e > Ny+20H +2H,0 AG°(W) =-794,1 kl/reagdo (3.4)
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A desnitrificacdo € comumente realizada por microrganismos Gram-negativos das classes
alfa e beta de Proteobacteria, como Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus e Thiobacillus.
Também s3do conhecidos desnitrificantes Bacillus Gram-positivos e algumas Archaeas

halofilicas, como Halobacterium (Zumft, 1992).

Como o processo de remocdo bioldgica convencional apresenta desvantagens econOmicas
devido ao alto consumo de oxigénio na nitrificacdo e a necessidade de adi¢dao de doadores
de elétrons organicos na desnitrificacdo heterotrofica, é justificavel a busca por novas
tecnologias de remoc¢ao de nitrogénio, que permitam melhores eficiéncias de tratamento

juntamente com reducdo dos custos operacionais.

3.3. REMOGAO BIOLOGICA DE COMPOSTOS REDUZIDOS DE ENXOFRE

A producdo de sulfetos € um dos maiores problemas associados ao tratamento anaerdbio de
efluentes contendo sulfato (S04%). A producao de sulfetos pelas bactérias sulfato redutoras
torna a operagdo dos reatores muito mais dificil, uma vez que outros microrganismos
habitantes do reator podem ter o crescimento inibido pelo aumento na concentracdo de

sulfetos.

O sulfeto gerado no tratamento anaerdbio se encontra nas formas de S,, HS e H,S em
solucdo, na forma de H,S no biogas, e na forma de sulfetos metdlicos insollveis. As formas
de sulfeto sollveis se encontram em equilibrio conforme apresentado na equacdo 3.5

(Speece, 1983).

HZS (aq.) &~ HS (aq.) + H+ > 52_ (aq.) (3.5)

A distribuicdo das formas de sulfeto no equilibrio depende do pH da solugdo, como
apresentado na figura 1. Em pH neutro, o equilibrio quimico varia entre as formas H,S e HS’,
podendo ser observado que pequenas variacbes no pH afetam significativamente a
concentracdo de H,S (Speece, 1983). O equilibrio entre H,S na fase liquida e na fase gasosa

se da de acordo com a Lei de Henry, apresentada na equacdo 3.6. O coeficiente de absorcdo
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(a) do H,S esta em torno de 2,0 a 30°C, sendo possivel afirmar que a maior parcela da

concentracdo do H,S estd em solucdo (Wilhelm et al., 1977).

HZ'SI:EI?:I =, stfgﬂs'} (36)

100

80

60

46

Concentracio de equilibrio (%)

20

Figura 1. Distribuicdo das formas de sulfeto para diferentes valores de pH (Speece, 1983).

Os compostos reduzidos de enxofre podem ser removidos do efluente anaerdbio através de
processos fisico-quimicos. Isso pode ser feito através da adicdo de oxidantes a dgua
residudria, resultando na formag3o de sulfatos (SO.>) (Henshaw et al., 1998) ou através da
incineracdo do gds H,S, oxidando o sulfeto de hidrogénio a diéxido de enxofre (SO,). Ambos

0s processos geram subprodutos indesejaveis, além do alto custo operacional.

Uma alternativa é o tratamento bioldgico do efluente anaerébio, utilizando microrganismos

capazes de oxidar os compostos reduzidos do enxofre, convertendo as formas de sulfeto a
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enxofre elementar ou sulfato. A formagdo de sulfato libera mais energia e é preferida pelos

microrganismos quando ndo ha limitacdo do composto oxidado (oxigénio ou nitrogénio).

No caso de limitacdo de composto oxidado ou excesso de sulfeto, a oxidacdo do sulfeto
forma enxofre elementar (Janssen et al., 1999). O enxofre elementar pode ser removido
fisicamente do efluente e pode ser reutilizado como matéria prima nas industrias de
fertilizante, na producdo de 4acido sulfirico e na biolixiviagdo de metais (Manconi et al.,

2007).

A oxidacdo bioldgica do sulfeto é realizada por uma variedade de géneros de bactérias,
incluindo as sulfobactérias aerdbias dos géneros Thiobacillus, Beggiatoa e Thiothrix e as
sulfobactérias anaerdbias fototrdficas como as purpuras dos géneros Chromatium e

Thiocapsa e as verdes do género Chlorobium (Mahmood et al., 2009).

3.4. DESNITRIFICACAO AUTOTROFICA UTILIZANDO SULFETO COMO DOADOR DE ELETRONS

A desnitrificacdo autotréfica utiliza a energia liberada por reagbes inorganicas de oxi-
reducgdo, utilizando hidrogénio ou compostos reduzidos de enxofre (HS, H,S, S, 52032', S4062'
ou SO5%) como doadores de elétrons para a reducio do composto nitrogenado, utilizando
compostos inorganicos como fonte de carbono (CO,, HCO3) (Ahn, 2006). O processo permite
reduzir os custos operacionais, por ndo necessitar de fontes externas de carbono organico e

produzir menores quantidades de lodo.

A utilizacao do sulfeto como doador de elétrons na desnitrificagdo de efluentes anaerdbios é
muito interessante, visto que a digestdo anaerdbia produz sulfeto de hidrogénio (Foresti et
al., 2006). A equagdo 3.7 descreve a reducdo de nitrato utilizando sulfeto como fonte de
energia, produzindo sulfato e N,. Dependendo das condicdes de operacdo do sistema, a
oxidacdo de sulfeto pode ocorrer parcialmente a enxofre elementar, como representado na

equacao 3.8,

S?+1,6 NOs +1,6 H = S0,%+0,8 N, + 0,8 H,0 AG°(W) = -743,9 ki/reacio (3.7)
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S2+0,4NO3 +2,4H">5°+0,2N, + 1,2 H,0 AG°(W) = -191 kJ/reacdo (3.8)

Também é possivel ocorrer a desnitrificacdo com a oxidacdo de enxofre elementar a sulfato,
como representa a equacao 3.9 (Beristain-Cardoso et al., 2006), havendo consumo de

alcalinidade, ao contrdrio dos casos em que sulfeto é oxidado a enxofre elementar.

S°+1,2NO; +0,4 H,0 > SO, 2+0,6 N, +0,8 H AG°(W) = -547,6 ki/reacdo (3.9)

O uso de compostos reduzidos de enxofre como doadores de elétrons para a desnitrificacdo
autotrdfica ja foi observado em diferentes tipos de aguas residuarias industriais e
subterraneas contaminadas com compostos de nitrogénio e enxofre. O nitrato gerado na
nitrificacdo pode ser recirculado para a fase anaerébia do tratamento, promovendo

simultaneamente a oxidagdo de sulfetos e a desnitrificacdo (Vaiopoulou et al., 2005).

A cinética de consumo do nitrato ja foi descrita como uma reacdo de ordem zero, onde a
velocidade de desnitrificacdo ndo é afetada pela concentracdo dos substratos (Garbossa,
2006 e Moraes, 2009). No entanto, a relacdo entre as concentracdes molares dos compostos
de nitrogénio e enxofre (N/S) afetam os produtos gerados no processo. Na condicdo

estequiométrica, essa relacdo é de 1,6 N/S.

Beristain-Cardoso et al. (2006) investigaram a fisiologia e cinética da desnitrificacdo
autotréfica utilizando sulfeto de hidrogénio, enxofre elementar e tiossulfato como doadores
de elétrons. Eles observaram a completa oxidacdo de sulfeto a sulfato quando as
concentragdes de nitrato foram iguais ou superiores aos valores requeridos
estequiometricamente, enquanto que em concentracdo de nitrato limitante foi observada a

oxidacdo parcial do sulfeto a enxofre elementar.

Manconi et al. (2007) chegou a resultados semelhantes ao investigar a desnitrificacao
autotrdfica por Thiobacillus denitrificans em sistemas de lodos ativados recebendo efluentes
com baixa relagdo C/N. Quando o reator foi operado com relacdo N/S com excesso de
enxofre, a eficiéncia atingida foi superior a 90 % na remogdo de nitrogénio. Quando a
concentracdo de sulfeto foi limitante (N/S = 1,8), a eficiéncia de remocdo de nitrogénio

decresceu para 60 %. Em todas as condicOes testadas, foi observada a formacdo de sulfato
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como principal produto e enxofre elementar como produto intermedidrio, tornando o

liguido no interior do reator turvo e esbranquicado.

No laboratério de Processo Bioldogicos da Escola de Engenharia de S3o Carlos da
Universidade de S3o Paulo foi constatada a viabilidade técnica da aplicacdo da
desnitrificacdo autotrdéfica no tratamento de efluentes de reatores anaerdbios nitrificados e
parcialmente nitrificados, em reatores operados em batelada contendo biomassa
imobilizada em espumas de poliuretano, utilizando sulfeto como doador de elétrons.

(Moraes, 2009)

Moraes (2009) avaliou as condi¢cdes de reducdo de nitrato e nitrito, com relagdes N/S
estequiométricas e de excesso de sulfeto. A condicdo de excesso de sulfeto favoreceu a
desnitrificagdo, sendo observada redugdao completa utilizando nitrato ou nitrito, enquanto
qgue na condicdo estequiométrica a desnitrificacdo ndo foi completa, acumulando nitrito. Os
produtos finais da oxidagdo do sulfeto foram afetados pela relagdo N/S, havendo evidéncias

da formacdo de enxofre elementar na condi¢do de N/S com excesso de sulfeto.

3.5. DESNITRIFICAGAO BIOLOGICA A PARTIR DA REDUCAO DE NITRITO

A desnitrificacdo pela redugdo de nitrito também é conhecida como desnitrificacdo pela via
curta. Nesse processo, a etapa de nitratacdo é eliminada e o nitrito formado pela oxidacdo
do N-amoniacal forma gas dinitrogénio (N,) antes de ser oxidado a nitrato, o que reduz os
custos operacionais pela menor necessidade de oxigenacdo e fonte de carbono exdgena

para a desnitrificagao.

Para que a via curta ocorra, é necessaria a inibicdo das bactérias oxidadoras de nitrito, o que
pode ser conseguido pela manipulacdo de parametros operacionais como as concentracoes
de amoénia e hidroxilamina livre, pH, temperatura, oxigénio dissolvido, entre outros. Como a
concentracdo de amonia livre estd relacionada a concentracdo de N-amoniacal total, dguas
residudrias ricas em compostos nitrogenados, como é o caso dos efluentes de reatores
anaerdbios, sdo ideais para a aplicacdo da remocdo bioldgica de nitrogénio pela via curta

(Bae et al., 2001).
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O processo vem sendo investigado por diversos grupos de pesquisa, apresentando taxas de
reducdo de nitrito maiores ou menores que as taxas de reducao de nitrato, dependendo das
condicOes experimentais. Do ponto de vista bioquimico, o nitrito apresenta vantagens como
receptor de elétrons na desnitrificacao, ja que a enzima responsdvel pelo processo, a nitrito
reductase, esta localizada na parte externa da membrana celular, enquanto a enzima
responsavel pela reducdo do nitrato, a nitrato reductase, esta localizada na parte interna da
membrana. Por outro lado, a reducdo de nitrito estd mais sujeita a mudancas ambientais,

sendo mais sensivel a mudancas no pH (Chung and Bae, 2002).

3.6. MICRORGANISMOS DESNITRIFICANTES OXIDADORES DE SULFETO

O processo de desnitrificacdo autotroéfica pela oxidagdao de compostos de enxofre é realizado
por bactérias quimiolitoautotréficas, capazes de oxidar compostos inorganicos reduzidos de
enxofre, como sulfetos (S%), enxofre elementar (So), tiossulfato (S,05%) ou sulfito (S05%), a
partir da reducdao de nitrato ou nitrito (Kuenen et al., 1992). O processo apresenta
importante papel na ciclagem de minerais, interligando os ciclos do nitrogénio e do enxofre

(Korom, 1992).

Entre as espécies conhecidas capazes de realizar a oxidacdo autotrofica de compostos de
enxofre acoplada a reducdo de compostos nitrogenados estdo as espécies autotrdficas
obrigatérias, Thiobacillus denitrificans e Thiomicrospira denitrificans (Kuenen et al., 1992) e a

espécie autotrdéfica facultativa Pseudomonas stutzeri (Mahmood et al., 2009).

Krishna e Philip, em 2005, avaliaram a desnitrificacdo autotréfica por Thiobacillus
denitrificans na presenca de sulfeto. Eles observaram a oxidacdo completa do sulfeto pelo
processo de desnitrificagdo autotréfica. As andlises demonstraram que 40 a 60 % da
concentracdo inicial de sulfeto foi convertida a sulfato e o restante a enxofre elementar. O
microrganismo apresentou velocidade maxima especifica de crescimento de 0,63 h™, com
tempo de duplicagdo de 1,1 horas. A velocidade de redugdo do nitrato ficou em torno de
0,05 g de N. gSSV* . h™' e os valores de pH aumentaram de 7,5 para 8,0 durante a oxidacdo

incompleta do sulfeto em funcdo da formacdo de enxofre elementar.
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Mahmood et al. (2009) descreveram a oxidacdo de sulfeto em um reator andxico operado
em condicdo de reducgdo de nitrito. O reator foi operado em baixa relagdo N/S, com excesso
de sulfeto e a desnitrificagdo completa foi observada. O microrganismo responsavel foi
identificado como Pseudomonas stutzeri, uma bactéria autotréfica facultativa, que, nas
condi¢Bes avaliadas, apresentou velocidade maxima de crescimento de 0,035 h™, com
tempo de duplicacdo de 21,5 horas. A velocidade de reducdo do nitrito foi de 0,024 g de N.
gssv?t.h™.

A escassez de estudos sobre os microrganismos capazes de colonizar os reatores
desnitrificantes autotréficos justifica a importancia deste trabalho. Conhecer a populacdo
microbiana presente em um reator permite conhecer as vantagens e desvantagens
metabdlicas do sistema, ja que é a atividade biolégica da biomassa que determina as taxas

de reacdo do processo (Reyes-Avila et al., 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Processos Bioldgicos (LPB), do
Departamento de Hidraulica e Saneamento (SHS), da Escola de Engenharia de S3ao Carlos
(EESC), Universidade de Sdo Paulo (USP). As etapas experimentais da pesquisa estdo

apresentadas na Figura 4.1.

REATOR 1 REATOR 2 REATOR 3
Doador de elétrons: Sulfeto Doador de elétrons: Sulfeto Doador de elétrons: sulfeto
Receptor de elétrons: Nitrato Receptor de elétrons: Nitrato Receptor de elétrons: Nitrito
N/S: Estequiométrico N/S: Excesso de Sulfeto N/S: Estequiométrico

Amplificagdo dos genes rRNA 16S (Dominio Bactéria) do

lodo enriquecido dos reatores;
Composicao da comunidade

bacteriana dos reatores.

Andlise e compara¢do da comunidade bacteriana em gel

de gradiente desnaturante (DGGE).

Quantificagdo da comunidade desnitrificante autotrdfica

pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP);

Enriquecimento e purificacdo da cultura desnitrificante;

Avaliagdo da comunidade Amplificacdo do gene rRNA 16S (Dominio Bactéria) da
desnitrificante autotrofica.

cultura purificada;

Identificacdo dos microorganismos presentes na cultura

purificada (Sequenciamento);

Estudo fisiolégico da cultura purificada.

Figura 2. Fluxograma das etapas experimentais.
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O estudo utilizou amostras obtidas de trés reatores operados em condi¢ao de desnitrificagao
autotrofica utilizando sulfeto como doador de elétrons. Os ensaios foram realizados pela
doutoranda Bruna de Souza Moraes como parte do seu projeto de pesquisa, onde foram
estudadas as condi¢des de desnitrificagdo autotréfica utilizando nitrato e nitrito como

receptores de elétrons e a condicdo de sulfeto em excesso.

O lodo foi coletado diretamente das matrizes suporte, apdés um més de operacdao dos
reatores. Parte da biomassa foi armazenada para o estudo e comparacdo da diversidade
bacteriana nos reatores e outra parte foi utilizada na avaliagdo das comunidades

desnitrificantes autotroficas.

A comunidade bacteriana dos reatores foi avaliada através de ferramentas da biologia
molecular. Os fragmentos rRNA 16S foram amplificados por reacdao em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando primers especificos para o Dominio Bacteria. A diversidade bacteriana, nas
diferentes condi¢Ges de operacao, foi avaliada através de eletroforese em gel gradiente

desnaturante (DGGE) e comparada utilizando o coeficiente de similaridade de bandas.

A quantificacdo da comunidade desnitrificante autotréfica nos reatores foi feita pela técnica
do numero mais provavel (NMP). O enriquecimento da cultura de interesse foi realizado a
partir da biomassa do reator desnitrificante autotréfico com relacdo estequiométrica de
nitrato e sulfeto dissolvidos, utilizando-se, como ponto de partida, a maior diluicdo

positivada no ensaio de NMP.

A caracteriza¢do da cultura purificada foi feita utilizando técnicas da microbiologia classica e
biologia molecular, obtendo-se dados de morfologia, padrdao de crescimento, utilizacdo dos
substratos, velocidade especifica de crescimento e identificagdo da cultura através do

seqliienciamento de um fragmento do gene rRNA 16S.

4.1. OPERAGAO DOS REATORES

O estudo utilizou o lodo enriquecido de trés reatores verticais de leito fixo, operados pela

doutoranda Bruna de Souza Moraes. As metodologias apresentadas nesta seccdo fazem
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parte do seu projeto de pesquisa e serdo descritas de forma simplificada, abordando apenas

as informacgodes essenciais ao entendimento da operacdo dos reatores.

4.1.1. INOCULO DOS REATORES

Os reatores foram inoculados em matrizes cubicas de espuma de poliuretano com lodo
biolégico proveniente de reator anaerébio de manta de lodo (UASB) da estacdo de
tratamento de agua residudria do abatedouro de aves da avicola Dakar S.A., localizada em
Tieté-SP. O lodo foi caracterizado por (Hirasawa, 2008) como predominantemente
metanogénico, e foi escolhido como indculo devido a sua reconhecida diversidade

microbiana.

4.1.2. CONDIGOES OPERACIONAIS

Os reatores foram alimentados com dgua residudria sintética simulando efluente nitrificado
tipico de aguas residuarias municipais, similar ao apresentado por (Callado and Foresti,
2000) com modificagcbes para favorecer o crescimento autotréfico. A concentragdo de
nitrogénio utilizada teve como base a concentracdo usualmente encontrada nesse tipo de
efluente, mantendo a concentracdo de 20 mg.L’ de nitrogénio. A concentracdo de
bicarbonato de sédio (NaHCO;) foi aumentada para 2 g/L™ para manuteng3o do pH, que se
torna basico devido a adicdo da solucao de sulfeto. A solucdo de micronutrientes foi a
descrita por (Beristain-Cardoso et al., 2006), na concentragdo de 2mL.Lh A composicao da
agua residudria sintética nitrificada e da solucdo de micronutrientes estdo descritas nas

tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1. Composicdo da agua residuaria sintética nitrificada.

Componentes Concentragdo (mg.L?)
Nitrato de Potassio (KNOz)/ Nitrito de Sédio (NaNO;) 144/99
Cloreto de Amonio (NH4CI) 16

Fosfato de Potassio (K;HPO,) 36

Cloreto de Magnésio hidratado (MgCl,.6H,0) 28

Cloreto de Calcio hidratado (CaCl,.2H,0) 18
Bicarbonato de Sddio (NaHCOs) 2000

Fonte: Callado & Foresti (2000) adaptado.

Tabela 2. Composicdo da solugdo de micronutrientes.

Componentes Concentracgao (mg.L'l)
Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 1,7
Sulfato de Zinco hidratado (ZnS04.7H,0) 0,14
Cloreto de Calcio hidratado (CaCl,. 2H20) 0,24
Cloreto de Manganés (MnCl,) 0,1
Molibdato de Amonio ((NH4)6Mo0570,4.4H,0) 0,04
Sulfato de Cobre hidratado (CuSO4.H,0) 0,07
Cloreto de Cobalto hidratado (CoCl,. 6H,0) 0,07

Fonte: Beristain-Cardoso et al. (2006)

Para os ensaios em que o nitrito foi o receptor de elétrons, a solucdao de KNOjs foi substituida

por NaNO,, mantendo a concentragdo de nitrogénio (20 mgN.L™"). Ambas as solugdes foram
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adicionadas separadamente ao meio através de seringas, para que fosse mantida a mesma
precisdo da solucdo de sulfeto, que também foi fornecida por meio de seringas para

minimizar as perdas da parcela soluvel no meio.

O sulfeto foi fornecido na forma de sulfeto de sédio hidratado (Na,S.9H,0). Como as
espécies de sulfeto sdo formadas de acordo com o equilibrio quimico da solucdo, a
concentracdo de sulfeto foi expressa em termos de sulfeto dissolvido total (SDT), conforme a

equacao 4.1.

SDT (mgS.L™*) = H,S.0y+ HSpy+ ST, (4.1)

ieg Laq (ag)

Na tabela 3, estdo apresentadas as concentracdes tedricas de sulfeto dissolvido total (SDT) e
de nitrogénio (N-NO,) para as respectivas relagdes de nitrogénio e enxofre dissolvido (N/S).
A condic¢do 1 se refere a reducdo de nitrato em condi¢do N/S estequiométrica, a condigdo 2
se refere a reducao de nitrato em condigdo de excesso de sulfeto e a condi¢do 3 se refere a

reducdo de nitrito em condi¢do N/S estequiométrica.

Tabela 3. Concentracbes tedricas dos doadores e receptores de elétrons nas diferentes

condicdes avaliadas.

Condicdo Receptor de elétrons N/S SDT N-NO,
1 N-NO;™ (KNOs) 1,6 30 mgs.L*! 20 mgN.L™*
2 N-NO3 (KNOs) 0,8 60 mgs.L™* 20 mgN.L*!
3 N-NO, (NaNO,) 2,7 17 mgS.L™? 20 mgN.L™?

4.2. LODO ENRIQUECIDO NOS REATORES

A biomassa dos reatores foi coletada apds 30 dias de operagdo. Uma porc¢ao de espumas de
poliuretano foi retirada e transferida para um bequer contendo 10 mL da 4gua residudria

sintética utilizada na alimentacao dos reatores.
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Para o estudo da diversidade bacteriana dos reatores, os sdlidos foram desprendidos da
espuma com o auxilio de um bastdo de vidro e o liquido turvo foi centrifugado a 6.000 rpm
por 10 minutos. O pellet obtido foi lavado com 5 mL de tampdo PBS (137 mM de NaCl; 2,6
mM de KCI; 1,7 mM de KH,PO4; pH 7,4), novamente centrifugado, o sobrenadante foi

descartado e o pellet imediatamente armazenado a -20°C.

Para o estudo da comunidade desnitrificante autotrdfica dos reatores, os sélidos foram
desprendidos da espuma com o auxilio de um bastdo de vidro e o liquido turvo foi utilizado
como indculo nos ensaios de quantificagdo, enriquecimento e purificagdo da cultura

desnitrificante autotrofica.

4.2.1. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DA BIOMASSA

O lodo dos reatores foi caracterizado quanto a morfologia e diversidade microbiana através
de microscopia 6ptica comum utilizando microscépio Olympus BX-60, acoplado a camera
para captura de imagens (Evolution QE, Media Cybernetics Inc., USA) utilizando software

Image Pro-Plus 4.

4.3. ESTUDO DA DIVERSIDADE BACTERIANA DOS REATORES

A caracterizacdo qualitativa da comunidade bacteriana dos reatores foi realizada por meio
da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction), seguida de
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE — Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) das amostras do inéculo dos reatores e do lodo coletado no final da

operagdo dos reatores.

A técnica de PCR/DGGE permite comparar a composi¢do de duas comunidades e monitorar
as mudancas nas populagdes ao longo de sucessdes ecoldgicas, mudancgas ambientais ou
processos biotecnoldgicos através das seguintes etapas: a) extracdo do DNA ribossomal, b)
amplificagdo do fragmento rRNA 16S por reagdo em cadeia da polimerase (PCR), c)

separacdo do fragmento-alvo pela desnaturacdo parcial da dupla hélice através de gel de
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gradiente desnaturante. As metodologias estdo descritas detalhadamente em Sakamoto et

al., (2005).

A técnica de PCR/DGGE apresenta vantagens por se tratar de uma técnica bastante
confidvel, reprodutivel, rapida e de baixo custo, que permite a analise de varias amostras ao
mesmo tempo. No entanto, a técnica apresenta limitacdes que estdo ligadas principalmente
a eficiéncia na extragdao do DNA, a problemas intrinsecos da técnica de PCR e ao baixo poder
de deteccdo do método. Além disso, fragmentos com variagdes na composicao de bases do
gene rRNA 16S podem apresentar caracteristicas de mobilidade semelhantes e uma Unica

espécie pode apresentar varias copias do gene rRNA 16S, gerando diversas bandas.

4.3.1. EXTRAGAO DE DNA

O DNA gendmico total foi extraido utilizando método direto com pérolas de vidro e mistura
fenol: cloroférmio: tampdo (1: 1: 1 v/v) segundo protocolo descrito por (Griffiths et al.,

2000).

4.3.2.REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os fragmentos rRNA 16S das amostras foram amplificados utilizando primer especifico para
o Dominio Bacteria (968 F e 1392 R) com GC clamp (Nielsen et al., 1999), como descrito na

tabela 4.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction) utilizou: 0,5 uL de Tag-
DNA polymerase (5U/ puL); 5 puL de tampdo PCR 10X; 1,5 puL de MgCl, (50 mM); 5 uL de dNTP
(2mM); 1 pL de primer “forward” (100 pmol); 1 pL de primer “reverse” (100 pmol) e 2 pL de
DNA extraido. A programacdo do termociclador utilizada na reacdo de amplificacdo estd

apresentada na tabela 5.
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Tabela 4. Primers utilizados na reacdo de polimerase em cadeia (PCR).

Microrganismo Primer e sequéncia (5’- 3') Referéncia

Dominio Bacteria 968FGC ( 5’- AAC CGC GAA GAA CCTTAC-73’) Nielsen et al. (1999)
1392R (5’- AACG GGC GGT GTG TAC-173’)

GC clamp (5’- CGC GGC CCG GGG CGC CCG GGC
GGG GCG GGG GCA CGG GGGG - 3')

Tabela 5. Programacao do termociclador utilizado nas rea¢es de amplificacao.

Desnaturacdo | Desnaturacdo Anelamento Extensdao | Extensdo Resfriamento

94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C
7 min 45 s 45 s 1 min 10 min oo
x 35 ciclos

4.3.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos da extracdo de DNA e da amplificacdo por PCR foram avaliados através de
eletroforese em gel de agarose. Para a verificacdo do produto da extracdo de DNA foram
utilizados agarose 1% e marcador High de elevada massa molecular e para a verificacdo do
produto da amplificacdo por PCR foram utilizados agarose 1% e marcador Low de baixa

massa molecular.
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4.3.4. ELETROFORESE EM GEL DE GRADIENTE DESNATURANTE

Os fragmentos dos genes rRNA 16S, amplificados com primers para o Dominio Bacteria,
contendo GC clamp, foram separados por DGGE segundo o protocolo de (Muyzer et al.,
1993), utilizando gradiente de 40 a 60% do gel de gradiente desnaturante. A eletroforese foi
feita a 75 volts por 16 horas, a 65°C e o gel foi analisado pela leitura dos padrdes de bandas
em aparelho Eagle Eye TM Il (Stratagene) sob exposicdo a 254nm UV, acoplado ao

computador e software Eagle Sight.

4.3.5. CALCULO DO COEFICIENTE DE SIMILARIDADE

Os padrdes de bandas do DGGE foram comparados pelo coeficiente de similaridade de Gillan
(Gillan et al., 1998), utilizando a equagao 4.2. A equagdo permite calcular o coeficiente de
similaridade (Cs) entre duas amostras, considerando o nimero de bandas do DGGE de cada

amostra e o numero de bandas comuns as amostras.

Cs = 2J/ (a+b) x 100 (4.2)
Sendo:

a - numero de bandas do DGGE na amostra 1
b - nUmero de bandas do DGGE na amostra 2

J - nimero de bandas comuns dos DGGE

4.4. QUANTIFICACAO DA COMUNIDADE DESNITRIFICANTE AUTOTROFICA DOS REATORES

A densidade das populagdes desnitrificantes autotréficas vidveis foi estimada através da
técnica do Numero Mais Provavel (NMP), seguindo metodologia descrita no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA/AWWA, 2005). Foram

guantificados o indculo e o lodo dos trés reatores, a fim de comprovar o enriquecimento do
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lodo nos reatores e também observar os efeitos das diferentes condi¢cdes de operacdo dos

reatores no enriquecimento da comunidade desnitrificante autotrofica.

Os ensaios foram realizados em frascos de antibidtio (30 mL), a temperatura de 30°C, sem
agitacdo, com 20 dilui¢cdes seriais em quintuplicata. O meio de cultura utilizado foi a dgua
residudria sintética nitrificada autotrdfica utilizada na alimentagdao dos reatores. A
determinacdo da presenca dos microrganismos desnitrificantes autotréficos foi feita pela

determinacdo do consumo do composto nitrogenado.

O meio foi preparado conforme a descricdo da tabela 4.1, sem adicdo do composto
nitrogenado e do bicarbonato de sédio. Os frascos de antibidtico contendo a dgua residuaria
sintética foram selados com tampas de aluminio, tiveram a atmosfera preenchida com
mistura padrdo dos gases N,:CO, (70:30%) para expulsao do oxigénio e manuten¢ao do pH e

foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm durante 20 minutos.

As solugdes de bicarbonato de sddio, micronutrientes, sulfeto de sédio (Na,S. 9H,0) e
composto nitrogenado (KNOs; ou NaNQO;) foram adicionadas a partir de solucGes estoque
estéreis, com aliquotas calculadas para um volume final de 9 mL. A quantificagdo do inéculo
foi feita em meio de cultura contendo nitrato em condicdo N/S estequiométrica e a
quantificacdo do lodo dos reatores foi realizada mantendo as concentragdes e relagées N/S

apresentadas anteriormente na tabela 4.3.

A leitura dos ensaios foi realizada apds 7 dias. A determina¢ao do nitrato foi efetuada pela
adicdo de solugdo de difenilamina acida (200 mg de difenilamina ((C¢Hs)2NH) em 100 mL de
H,SO,4 concentrado) a cultura, que na presenca de nitrato oxida e se transforma em um sal
de coloragao azul. A determinagdo de nitrito foi efetuada por meio de injecao de fluxo (FIA).
O calculo do NMP foi feito utilizando a tabela padrdo de probabilidade com intervalo de

confianga de 95% utilizando a equagdo 4.3.

NMP/100 mL = Valor NMP da tabela x 10 (4.3)

Menor diluicdo da combinagdo de tubos positivos
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4.5. ENRIQUECIMENTO DA CULTURA DESNITRIFICANTE AUTOTROFICA

O enriquecimento da cultura desnitrificante autotrofica presente no reator teve como ponto
de partida a maior diluicdo positivada no ensaio de NMP na condicdo de reducdo de nitrato
em condicdo estequiométrica, alternando o cultivo em meio liquido e em meio solidificado

com agar (1,5 %).

Para o enriquecimento, foi utilizado o meio de cultura Zinder (Zinder et al., 1984), sem fonte
de carbono e sem cloreto de amoénio. O meio foi preparado pela dissolucdo dos itens listados
na tabela 6 em agua deionizada. A atmosfera dos frascos foi preenchida com mistura padrao
dos gases N,:CO, (70:30%) para expulsdo do oxigénio e manutencdo do pH, selados com

tampas de aluminio e esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm durante 20 minutos.

Tabela 6. Composi¢cdo do meio de cultura Zinder modificado.

Componentes Concentracdo (mg.L™)
Fosfato de Potdssio (K;HPO,) 400

Cloreto de Magnésio hidratado (MgCl,.6H,0) 1000

Cloreto de Calcio hidratado (CaCl,.2H,0) 100

Fonte: Zinder et al. (1984)

Ao meio esterilizado, foram adicionados os demais componentes, a partir de solucbes
estoque estéreis, nas concentracbes apresentadas na tabela 7. Para os ensaios de
enriquecimento, foi utilizada a condi¢do de excesso de sulfeto, na relagdo N/S de 0,8, a fim

de evitar limitagdes de crescimento devido a perdas sulfeto.
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Tabela 7. Componentes adicionados ao meio Zinder esterilizado.

Componentes Concentracdo (mg.L?)
Nitrato de Potassio (KNOz)/ Nitrito de Sédio (NaNO,) 144/99

Sulfeto de Sdédio hidratado (Na,S.9H,0) 450

Bicarbonato de Sédio (NaHCOs) 2000

Micronutrientes (Zinder) 100 mL.L?

Fonte: Zinder et al., 1984.

4.5.1. SOLUGCAO DE MICRONUTRIENTES

A solucdao de micronutrientes utilizada nos ensaios de enriquecimento e purificacdo foi a
descrita por Zinder et al. (1984) na concentragdo de 100 mL.LL A solucdo foi preparada pela
dissolucdo dos itens listados na tabela 8 em 4gua deionizada e o pH foi ajustado para 6,0 —
6,2 com solucdo de KOH. A solucdo foi esterilizada por filtragdo em sistema Millipore em
membrana de poro 0,22 um, previamente esterilizado em autoclave. Os frascos foram

fechados com tampas de butila, lacrados e armazenados sob refrigeragao.
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Tabela 8. Composi¢do da solucdo Zinder de micronutrientes.

Componentes Concentracdo (mg.L?)
Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 1,7

Sulfato de Zinco hidratado (ZnS0,4.7H,0) 0,14

Cloreto de Calcio hidratado (CaCl,. 2H20) 0,24

Cloreto de Manganés (MnCl,) 0,1

Molibdato de Amonio ((NH4)6Mo50,4.4H,0) 0,04

Sulfato de Cobre hidratado (CuSQO4.H,0) 0,07

Cloreto de Cobalto hidratado (CoCl,. 6H,0) 0,07

Fonte: Zinder et al., 1984.

4.5.2. SOLUCAO DE BICARBONATO DE SODIO

A solugdo estoque de Bicarbonato de Sédio foi feita na concentragdo de 20 g.L'l. A solucao
do Bicarbonato de sédio em dagua ultrapurificada foi esterilizada por filtragdo em sistema
Millipore em membrana de poro 0,22 um, previamente esterilizado em autoclave. Os frascos

foram fechados com tampas de butila, lacrados e armazenados sob refrigeracao.

4.5.3. SOLUCAO DE SULFETO DE SODIO HIDRATADO

A solucdo estoque de Sulfeto de Sédio hidratado (Na,S.9H,0) foi feita na concentracdo de 20
g.L* de forma anaerdbia. A agua ultrapurificada utilizada na solugdo foi fervida para
expulsdo do oxigénio e resfriada sob fluxo de nitrogénio. A dissolu¢do do Sulfeto de Sddio na
agua anaerdbia foi realizada sob fluxo continuo de nitrogénio e a solucao foi esterilizada por
filtragdao em sistema Millipore em membrana de poro 0,22 um, previamente esterilizado em
autoclave. Os frascos foram fechados com tampa de butila, lacrados e tiveram a atmosfera

preenchida com gds nitrogénio.
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4.5.4. SOLUCOES DE NITRATO E NITRITO

As solucGes estoque de Nitrato de Potassio (KNOs) e Nitrito de Sodio (NaNO,) foram feitas
nas concentracdes de 90 g.L™, a partir da dissolugio dos compostos em dgua ultrapurificada.
As solugbes foram armazenadas em frascos lacrados com tampa de butila e esterilizados a

121°C e 1 atm durante 20 minutos.

4.5.5. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

O enriquecimento foi acompanhado pelas analises de nitrato, nitrito, sulfeto, sulfato e
nitrogénio amoniacal. As analises foram realizadas de acordo com a metodologia descrita no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005), com excessdo das
analises de nitrito, que foram realizadas por meio de analise por injecao de fluxo (FIA, do
inglés flow injection analysis), que e das analises de sulfeto dissolvido total (SDT), que foram
feitas de acordo com a metodologia 8131 (azul de metileno) proposta pela HACH, com
adicdo de acetato de Zinco 0,1 M para fixacdo do sulfeto presente na amostra. A Tabela 9
apresenta os parametros relevantes ao presente trabalho e as metodologias de analise

utilizadas.

Tabela 9. Parametros e metodologias das analises fisico-quimicas.

Parametro/Unidade Metodologia de analise
N-NH," (mgN.L™) Método do Fenato (FIA)
N-NO;’ (mgN.L'l) Colorimétrico (FIA)
N-NOs (mgN.L™) Espectrofotométrico UV
5-SO4 (mg.L™) Turbidimétrico

SDT (mg.L™) Colorimétrico (HACH)
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4.5.6. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DA CULTURA ENRIQUECIDA

Todas as amostras foram examinadas através de microscopia éptica comum e contraste de
fase, utilizando microscdpio Olympus BX-60, acoplado a cdmera para captura de imagens

(Evolution QE, Media Cybernetics Inc., USA) utilizando software Image Pro-Plus 4.5.

A coloracdo de Gram foi realizada para diferenciacdo dos microrganismos, conforme
procedimento DMS, 1981. A observacgao foi realizada em microscépio dptico de luz comum

com objetiva de imersao.

4.6. CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DA CULTURA ENRIQUECIDA

Uma vez que a cultura se mostrou morfolégicamente purificada, procedeu-se a
caracterizacdo molecular da cultura através da extracdao do DNA total, amplificacdo dos
fragmentos rRNA 16S pertencentes ao Dominio Bacteria e eletroforese em gel de gradiente
desnaturante, seguida do seqiienciamento do fragmento rRNA 16S da cultura e identificacao

do microrganismo envolvido no processo de desnitrificacdo autotréfica no reator estudado.

4.6.1. EXTRACAO E AMPLIFICACAO DO DNA

O DNA genOmico total dos isolados foi extraido e os fragmentos rRNA 16S das amostras
foram amplificados utilizando os primers especificos para bactérias desnitrificantes com o

GC “clamp”, como descrito anteriormente.

4.6.2. DGGE E RECUPERAGCAO DO DNA DAS BANDAS RECORTADAS

Os produtos amplificados foram separados por Eletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante (DGGE) de 40 a 60% de poliacrilamida. As bandas correspondentes aos
microorganismos desnitrificantes autotréficos presentes na cultura purificada foram
recortadas do gel e o DNA foi recuperado através da imersao da banda recortada em agua

ultrapurificada por 24 horas.
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4.6.3. SEQUENCIAMENTO DA CULTURA PURIFICADA

O fragmento rRNA 16S da cultura purificada e o DNA recuperado da banda recortada do
DGGE foram reamplificados utilizando o mesmo set de primers para o Dominio Bacteria
utilizado anteriormente (968 F e 1392 R) sem o GC “clamp”. Apds confimagdo da
amplificacdo em gel de agarose, o produto de PCR foi purificado com o kit lllustra GFX™™ PCR

DNA and GEL BAND Purification kit da GE health care.

A reacdo de seqienciamento foi realizada utilizando Big Dye Terminator (Applied
Biosystem®) com nucleotideos marcados. Foram utilizados 1uL de Big Dye, 2 puL de produto
de PCR purificado, 1 uL de primer, 2 pL de tampdo e 4 pyL de dgua ultra-purificada estéril,
totalizando 10 pL. Os tubos foram colocados em termociclador sob as condigbes

apresentadas na tabela 10.

Tabela 10. Programacao do termociclador para as reagdes de sequenciamento.

N° de ciclos Desnaturagao Anelamento Extensao
94°C 50° C 60°C
35
15 segundos 15 segundos 4 minutos

Para a precipitagdo do DNA foram adicionados 40 uL de isopropanol (65 %) nos tubos, que
foram mantidos por 15 minutos na auséncia de luz em temperatura ambiente. Os tubos
foram centrifugados a 14.000 rpm a 20°C por 45 minutos e o isopropanol foi removido dos
tubos por inversdo. Adicionou-se 200 uL de etanol (60 %) ao precipitado e os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm a 20°C por 5 minutos. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente, na auséncia de luz até a evaporagao total do etanol. Os pellets
formados foram ressuspensos em 15 pL de formamida Hi- Di e submetidos a choque térmico

(94°C por 4 minutos e 4°C por 4 minutos) em termociclador, para desnaturara¢cdo do DNA.

A leitura das seqliéncias de nucleotideos foi realizada em analisador automatico de DNA

modelo ABI PRISM 310 (Applied Biosystems®).
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4.6.4. ANALISE DAS SEQUENCIAS DE rRNA 165

As sequéncias de nucleotideos foram processadas por meio do software Segman do pacote
Lasergene DNAstar para remocdo do vetor e de bases com baixa qualidade e comparadas as
sequéncias do rRNA 16S de microrganismos representados na base de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.7. OBTENCAO DE DADOS FISIOLOGICOS DA CULTURA PURIFICADA

Uma série de ensaios foi realizada com o objetivo de determinar a curva-padriao de
crescimento do microrganismo, sua velocidade de crescimento e velocidade de

desnitrificacao.

4.7.1. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MAXIMA DE SULFETO DE SODIO PARA A
MANUTENGAO DO pH DA CULTURA

A desnitrificacdo a partir de sulfeto produz alcalinidade. Um ensaio foi realizado a fim de
verificar a variacdo do pH em diferentes concentracdes de sulfeto, a fim de determinar a
concentra¢cdo mdaxima de sulfeto de sédio para a manutengao de uma faixa de pH neutro nos
ensaios. Diferentes concentracdes de sulfeto de sddio foram adicionadas em triplicatas ao
meio zinder, com atmosfera de N,: CO, (70:30%), os frascos foram mantidos sob agitacdo a
temperatura de 30°C por 24 horas e apds esse periodo de estabilizac3o foi feita a anélise do

pH da cultura.

4.7.2. LIMITES DE INIBICAO DO SULFETO NA CULTURA PURIFICADA

A avaliacdo dos limites de inibicdo do crescimento pelo sulfeto foi realizada na condi¢dao de
reducdo de nitrato com relagdo N/S igual a 0,8. O limite minimo avaliado foi a concentragdo
de 12 mg.L't de N-NO3 e 15 mg.L™" de S%. O limite maximo avaliado foi de 182 mg.L™" de N-
NO; e 227 mg.L'" de S*. As triplicatas das diferentes concentragdes foram adicionadas igual

concentracdo inicial de biomassa e apds 72 horas os frascos foram avaliados quanto a
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producdo de biomassa e consumo de nitrato. Com esses dados foi possivel calcular o

rendimento celular (Y) utilizando a equacdo 4.4.

. dssv

o (4.4)

Onde:

Y = rendimento celular em fungdo do consumo de nitrogénio (g SSV.gN);
dSSV= Varia¢do da concentragio de biomassa (g.L™);

dN= Variago na concentracdo de nitrogénio (g.L™).

4.7.3. CURVA-PADRAO DE CRESCIMENTO CELULAR DA CULTURA PURIFICADA.

A curva-padrdo de crescimento da cultura desnitrificante autotrdéfica purificada teve que ser
realizada utilizando a variacdo de biomassa a partir da analise de Sélidos Soluveis Volateis
(SSV). O enxofre elementar que se acumula na cultura impediu o acompanhamento preciso
do aumento da absorbancia ao longo do tempo, método usualmente aplicado para a

determinacdo da curva-padrao de crescimento.

Como a cultura foi cultivada em condicdo autotrdfica, a quantidade de biomassa produzida
foi pequena e a medicao de SSV teve que ser realizada utilizando um volume grande de
cultura. Para isso, a curva-padrdo teve que ser realizada utilizando 30 frascos de 500 mL,
contendo 200 mL de volume final de meio. Os meios foram inoculados com 40 mL (20%) de

uma cultura ativa com concentragdo conhecida de 50 mg.L'1 de SSV e incubados a 30°C.

Os pontos amostrais da curva tiveram como base as 72 horas do ensaio de determinacdo das
concentragdes limites do sulfeto, sendo estabelecidos os seguintes tempos amostrais: 0, 6,
12, 18, 24, 30, 36, 48, 54, 60 e 72 horas. Para cada tempo amostral foram utilizados trés
frascos aleatdrios para a determinagdo dos SSV, segundo APHA/AWWA (2005). A curva de

crescimento da biomassa foi obtida utilizando os software Origin versdo 7.0 e Excel 2007.
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4.7.4. VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DA CULTURA PURIFICADA

A velocidade especifica de crescimento () representa a taxa de crescimento (dX/dt) por
unidade de biomassa (X), e foi calculada para cada periodo de tempo da curva-padrdo de

crescimento a partir da equagao 4.5.

e 4.5
e = 2= (4.5)

Onde:

Wy = velocidade especifica de crescimento celular (h™);
X= unidade de biomassa (SSV) média no intervalo de tempo;

t=tempo (h)

A maior velocidade especifica encontrada corresponde a velocidade especifica maxima de
crescimento da cultura. Substituindo a velocidade especifica maxima de crescimento na
equacdo 4.6 temos o tempo de duplicacdo do microrganismo desnitrificante autotrofico

isolado.

I
t, = = (4.6)

Hmdx

Onde:

td = tempo de duplicagdo (h);

. g L. . -1
MUmax= velocidade especifica maxima de crescimento (h™).

4.7.5. VARIACAO TEMPORAL DOS SUBSTRATOS

A cada tempo amostral da curva de crescimento também foram determinadas as
concentracOes de nitrato, nitrogénio amoniacal, sulfeto, sulfato e pH. A tabela 11 traz as

concentragoes iniciais tedricas do ensaio.
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Tabela 11. Concentra¢des tedricas iniciais do ensaio para determinacdao da variacao

temporal dos substratos.

N-NO3’ 160 mg.L™?

SDT 200 mg.L*
N-NH," 0
$-50,> 0

pH 7,0

4.7.6. VELOCIDADE ESPECIFICA DE UTILIZACAO DO NITRATO.

A velocidade especifica de utilizacdo do nitrato (q) corresponde o quanto cada unidade de
biomassa (X) utiliza de substrato em um determinado tempo, calculado utilizando a equacao

4.7.

- (4.7)

Onde:

qn = velocidade de reducdo do N-NOs™ (gN.SSV™'.h™);
dn = variagdo da massa de N-NOs™ no intervalo t(,.1) e t(n) (mg);

X=SSV médio no intervalo de tempo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DIVERSIDADE BACTERIANA DOS REATORES

Os reatores foram inoculados com o lodo de reator anaerdbio tratando efluente de um
abatedouro de aves. O lodo é reconhecido por sua diversidade microbiana, e ja foi utilizado
anteriormente no Laboratério de Processos Bioldgicos (LPB) como indculo para o

enriguecimento de uma comunidade desnitrificante autotréfica (Moraes, 2009).

A eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) foi utilizada para a avaliacdo do
enriguecimento da comunidade bacteriana nos reatores operados nas condi¢des de reducao
de nitrato e reducdo de nitrito, em comparacdo a comunidade que ja estava presente no

lodo inoculado no reator.

Apesar das limitagdes apresentadas pela técnica, o DGGE nos traz informacgdes interessantes
quanto a comunidade bacteriana presente no lodo anaerdbio inoculado e na comunidade
enriquecida nos reatores. A figura 3 traz a imagem do DGGE e as informacdes quanto a

sequéncia das amostras.
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Figura 3. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (40-60 %) utilizando primers para o Dominio
Bacteria, onde a amostra 1 corresponde ao indculo dos reatores, a amostra 2 corresponde ao lodo
do reator na condicdo de reducdo de nitrato utilizando sulfeto como doador de elétrons e a amostra
3 corresponde ao lodo do reator na condicdo de reducgao de nitrito utilizando sulfeto como doador

de elétrons.

E possivel observar que a amostra 1, correspondente ao inéculo do reator anaerébio do
abatedouro de aves, possui uma baixa diversidade bacteriana. Apesar disso, o lodo da
Avicola Dakar ja foi utilizado com sucesso na inoculagdao de reatores operados em condicao
de desnitrificacdo autotrdfica, sugerindo que os efluentes de tratamento anaerdbio,
contendo compostos nitrogenados, baixa concentracdo de matéria organica prontamente
biodegraddvel e escassez de oxigénio favorecam a manutencdo de microrganismos

desnitrificantes autotroficos facultativos ou estritos.

O célculo do coeficiente de similaridade de Gillan indicou que as comunidades presentes nos
reatores possuiam aproximadamente 50% de similaridade com a comunidade presente no
momento de inoculacdo dos reatores, enquanto que os reatores operados nas condicOes de
reducdo de nitrato e nitrito apresentam aproximadamente 90% de similaridade entre si.

Esses resultados indicam que aproximadamente metade das espécies de bactérias que
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foram detectadas pelo método do DGGE, se manteve nos reatores desnitrificantes

autotroficos e que a comunidade enriquecida nos dois reatores é bastante semelhante.

Considerando as limitagGes associadas a técnica do DGGE pode-se supor que alguns
microrganismos presentes no inéculo ndo obtiveram sucesso em se manter nos reatores,
como sugere as linhas A, B e E. Podem se tratar de bactérias heterotroéficas obrigatérias, que

ndo foram favorecidas pela condicdo de escassez de matéria organica nos reatores.

Alguns microrganismos se mantiveram favorecidos na comunidade do reator, como
mostram as linhas C, D, F e G. S3o bactérias autotréficas ou heterotréficas facultativas,
capazes de se manter nas condicdoes de desnitrificacdo autotréfica ou pela utilizacdo da

matéria organica devido a morte celular nos reatores.

O padrao de bandas da linha H sugere a presenga de microrganismos que foram favorecidos
pela condicao desnitrificante autotrofica utilizando sulfeto como doador de elétrons, mas

que nao foram capazes de reduzir nitrito.

Alguns microrganismos nao foram detectados pelo DGGE na coluna do indculo, mas
aparecem nas comunidades dos reatores, comprovando o enriquecimento da comunidade

bacteriana em ambos os reatores avaliados.

5.2. COMUNIDADE DESNITRIFICANTE AUTOTROFICA

A quantificacdo da comunidade desnitrificante autotréfica teve como objetivo verificar a
presenca de microrganismos capazes de realizar desnitrificagdo autotréfica utilizando o
sulfeto como doador de elétrons no indculo dos reatores e também avaliar o
enriquecimento desses microrganismos nos reatores operados nas condi¢des de redugao de
nitrato em condicdo estequiométrica de sulfeto, reducdo de nitrato em condicdo de excesso
de sulfeto e reducdo de nitrito em condicao estequiométrica de sulfeto. A figura 4 traz os

resultados do NMP de desnitrificantes autotroficas por 100 mL da cultura.
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NMP (células/100mL)

10’ \
10° 4 1 T 1 T T T T "
Inoculo Nitrato (N/S=1,2)  Nitrato (N/S=0,8)  Nitrito (N/S=1,4)

Figura 4. NMP de células desnitrificantes autotréficas em 100 mL da cultura do inéculo e o lodo
enriquecido dos reatores nas condi¢Ges de redugdo autotréfica de nitrato e nitrito em diferentes

relagdes N/S.

A partir da figura, é possivel observar que o lodo anaerdbio que serviu como indculo para os
reatores possui uma quantidade considerdvel de microrganismos desnitrificantes
autotréficos (1,2.10* cel.mL™), e que a cultura desnitrificante autotréfica presente no inéculo

foi enriquecida nas trés condicdes de operacao dos reatores.

Os reatores operados na condi¢ao de redugdo de nitrato apresentaram maiores valores de
NMP de células desnitrificantes autotrdficas, indicando maior enriquecimento. A pequena
diferenca existente entre o NMP para a condicdo N/S estequiométrica (1,7.10° cel. mL) e 0
NMP para a condicdo N/S de excesso de sulfeto (2,4.10° cel. mL™) pode estar relacionada a
perdas de sulfeto na forma de H,S volatil durante a manipulagao dos frascos, e consequente

limitacdo do crescimento na condicdo N/S estequiométrica, sugerindo que a condicdo de
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excesso de sulfeto apresenta vantagens no enriquecimento da cultura desnitrificante

autotrofica.

O menor numero de células no NMP de células desnitrificantes autotréficas no reator
operado na condi¢io de reducdo de nitrito (0,7.10’ cel.mL?) pode estar relacionado a menor
guantidade de energia liberada na reduc¢do do nitrito. Desse modo, a condicdo de reducdo
de nitrato na condicdo de excesso de sulfeto foi tida como melhor condicao e aplicada como
condicdo padrdo para os ensaios de purificacdo e estudos fisioldgicos da cultura

desnitrificante autotroéfica.

5.3. OBTENCAO DA CULTURA AUTOTROFICA DESNITRIFICANTE PURIFICADA

O ensaio de purificagdo teve inicio a partir do ensaio de NMP da condi¢ao de redugao de
nitrato com relagdo N/S com excesso de sulfeto. A maior diluicdo positivada foi utilizada
como indculo para a purificagao. A cultura foi transferida para um frasco contendo meio de
cultura desnitrificante autotréfico com condigdo N/S = 0,8 (excesso de sulfeto) na

concentragdo de 10% de indculo.

Apds subseqiientes transferéncias da cultura e comprovacdo da desnitrificacdo pelo
decaimento na concentracdao do composto nitrogenado e formacao de sulfato, a cultura foi
transferida para meio sélido (1,4% de agar) contendo a mesma composi¢cdo do meio liquido,
com excec¢do do composto reduzido de enxofre, uma vez que, ao invés de sulfeto de sédio
(NayS.9H,0), utilizou-se tiossulfato de sédio (Na,S;03). As placas foram lacradas com filme

plastico para dificultar a entrada de oxigénio e incubadas a 30°C.

Uma colonia isolada no meio sdélido foi coletada com auxilio de alga de platina estéril e
inoculada em meio liquido fresco. Esse procedimento de transferéncia alternada do meio
sélido para o meio liquido foi repetido até que a placa apresentasse somente col6nias de

morfologia semelhante.

O crescimento em meio sélido mostrou pequenas col6nias esbranquicadas e fortemente

aderidas ao meio de cultura. Em algumas placas, o meio de cultura adquiriu coloragcdo
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esverdeada, possivelmente devido a formacao de enxofre elementar a partir da oxidacao do

sulfeto.

5.3.1. MICROSCOPIA E COLORAGAO DE GRAM

A purificacdo foi observada através de microscopia dptica comum e também pela coloragao
de Gram da cultura. A figura 5 apresenta algumas das fotos realizadas durante o estudo. As
figuras 5a e 5b se referem a comunidade enriquecida presente no reator desnitrificante
anaerdbio apés um més de operacdo. As figuras 5¢ e 5d se referem a cultura ja purificada,
apresentando apenas pequenos bacilos. As figuras 5e e 5f se referem a coloracdao de Gram

feita utilizando esfregaco da cultura purificada.
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Figura 5: Microscopia dptica de amostras dos reatores (Aumento de 2000x). Figuras 5a e 5b sdo
amostras do reator operado na condi¢ao de reducdo de nitrato e excesso de sulfeto apds um més de
operagdo. Figuras 5c e 5d sdo amostras da cultura purificada. Figuras 5e e e 5f sdo coloragdes de

gram da cultura purificada.
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Apds um més de operacao do reator desnitrificante autotroéfico sob condicdo de reducao de
nitrato com relacdo N/S de sulfeto em excesso (figuras 5a e 5b), a cultura ainda apresentava
varias morfologias celulares, podendo ser observados cocos, bacilos e filamentos. E possivel
observar, na figura 52, um aglomerado de pequenos bacilos, com estrutura semelhante ao

aglomerado de bacilos presente na figura 5c.

As figuras 5¢ e 5d sugerem que a cultura se encontra purificada, com presenca de pequenos
bacilos que podem ser observados sozinhos ou em aglomerados. A partir da coloracao de
Gram (figuras 5e e 5f), foi possivel observar a predominancia de microrganismos Gram

negativos, confirmando a purificacdo da cultura.

5.4. CARACTERIZAGAO MOLECULAR DA CULTURA PURIFICADA

Os fragmentos rRNA 16S da cultura purificada foram amplificados utilizando primers
especificos para o Dominio Bacteria e separados por meio de DGGE. A cultura se separou em

duas bandas principais, como mostra a figura 6.

1 2 3 4

A—>» F’ﬂg <+«——C

B—bh. ny - <«—D

Figura 6. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (40-60 %) utilizando primers para o Dominio

Bacteria, onde a amostra 1 corresponde ao indculo dos reatores, a amostra 2 corresponde ao lodo do
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reator na condi¢do de reducgao de nitrato utilizando sulfeto como doador de elétrons e a amostra 3
corresponde ao lodo do reator na condicdo de redugdo de nitrito utilizando sulfeto como doador de

elétrons e a amostra 4 corresponde a cultura purificada.

A banda D foi recortada do gel e o DNA da banda foi recuperado e reamplificado utilizando o
mesmo set de primers (968F — 1392R) sem o GC “clamp” para a rea¢do de sequenciamento.
Somado a isso, o DNA total da cultura purificada também foi amplificado com os primers

para o Dominio Bacteria sem o GC “clamp”.

Os fragmentos rRNA 16S da banda D e da cultura purificada foram sequenciadas e
relacionadas ao microrganismo Pseudomonas stutzeri. O anexo 1 traz o diagrama dos
sequenciamentos. A tabela 12 traz as informagdes da comparacao das seqiiéncias do rRNA

16S com as sequencias representadas na base de dados do GenBank.

Tabela 12: Informacdo das seqliéncias obtidas a partir da cultura purificada (C) e da banda
recortada do DGGE (B) com primers para o Dominio Bacteriac em compara¢do com

seqiliéncias representadas na base de dados do GenBank.

Amostra Microrganismo N° de acesso Similaridade Referéncia

Gao et al., 2010
B Pseudomonas stutzeri HMO030755 99%
(Nao publicado)

C Pseudomonas stutzeri HM245963 100% (Arkatkar et al.)

O sequenciamento identificou o fragmento de aproximadamente 424pb do gene rRNA 16S
(100%) da bactéria Pseudomonas stutzeri na cultura purificada e 99% do gene rRNA 16S de

Pseudomonas stutzeri. Esses resultados mostram que a cultura esta purificada.

Pseudomonas spp. sdo bactérias chamadas de r-estrategista, que possuem rapido

desenvolvimento e alta reprodutibilidade, e sao conhecidas por possuirem mais de uma
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sequéncia para o gene rRNA 16S. Sendo assim, as bandas C e D podem corresponder ao

mesmo microrganismo, sdo duas copias diferentes do fragmento de rRNA 16S.

By

Pseudomonas stutzeri pertence a classe y-Proteobactéria. Diversas linhagens de
Pseudomonas stutzeri foram identificadas como desnitrificantes em ambientes naturais e
tem recebido particular atencdo pelas propriedades metabdlicas de degradacdo do
compostos aromaticos. A espécie é amplamente distribuida no meio ambiente, ocupando

diversos nichos ecolégicos (Lalucat et al., 2006).

Mahmood et al. (2009), isolou a linhagem QZ1 de Pseudomonas stutzeri a partir de um
reator andxico oxidador de sulfeto. A linhagem é autotréfica facultativa e utiliza sulfeto

como doador de elétrons na reducao de nitrito.

O alinhamento do fragmento da cultura purificada com a sequéncia de nucleotideos da
linhagem QZ1 de Pseudomonas stutzeri depositada no genBank sob numero de acesso

EF542804 mostrou identidade de 100% entre os dois fragmentos, como mostra a figura 8.

*lecl| 532923
Length=1454

Score = 638 bits (345), Expect = 0.0
Identities = 345/345 (100%), Gaps = 0/345 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TECTGCAT TG TCGT CAGCTOGT G T CETGAGAT T TGEGT TAAGTCCOOGTARCGAGDE A0
FEEETTE Rt e e e e e e e e e e et

Sbjct 1002 TGCIGCAIGECIGICGICAGCICGIGICEIGAGATGITGEETITARGTICCOGTARCGRAGO: 1046l

Query 61 CARRCCCTTGICCTTAGT TACCAGCACGTTARGGT GEGCACT CTARGEAGRCTGCCGETGE 120
Ferrrreerrrereerrereerrrrerrrreertr e e e e e e e

Sbjct 1062 CRARCCCTIGICCITAGTTACCAGCACGTTARGETEEGCACTCTARAGEAGACTGCCGEIGR 1121

Query 121 CRARRCCGEAGERRGETGEEEATGRACG T CARGT CATCATGRCCCTTACGECCTGEECTAL 130
FEPETEEEr e e et e et e e e e e et b e eyl

Sbjct 1122 CARRCCGRAGERAGEIGEEEATGACGICALGTCATCATGRCCCTIACGECCTGEECTAL 1181

Query 181 CACGIGCTACRATGGTCGETACARAGEGTTGOCARGICGOGAGEIGEAGCTARTCCCATE 240
FEEETTEEErr e e e e e e e e e e et
Skjct 1182 CACGTGCTACARTGLICGGTACRRRAGLGTTGCCARGICGOGAGGIGEAGCTARTCCCATE 1241

Query 241 COGATCGTAGTCCGGATCGCAGT CTGCRAACT CGACTGOGT GARGTCGEAATCGCTAG 300
FErrrrrerrrrr et eer e e e et e e e e e e e e e

Skjct 1242 COGRATCGTAGTCOGGATCGCAGT CTGCRACTCGACTGOGT RARGTOGERAATCGCTAS 1301

fuery 301 TARTCGTGRAATCAGRATGTCACGETGRATACETTOCCGEECCTTIG 345
FEEETTEEEr e e e e e e

Sbjct 1302 TAATCOGTIGRAATCAGRATGICACGGEIGARTACGITCCCOGEZCCTIG 1344

Figura 8. Alinhamento entre os fragmentos da cultura purificada e da sequéncia depositada no

GenBank da linhagem QZ1 de Pseudomonas stutzeri.



Resultados e Discussao |53

Na figura 9 estd representada a arvore filogenética com diferentes espécies do género

Pseudomonas, incluindo a sequéncia da linhagem QZ1 de Pseudomonas stutzeri .

Pseudomonas sp. QZ1 (EF542804)
Cultura purificada

P. stutzeri (FR714937)

|: P. putida (EU834630)

P. fragi (EU255303)

P. pseudoalcaligenes (GU826619)

E.coli

Figura 9. Arvore filogenética de diferentes espécies do género Pseudomonas. O nimero de acesso dos dados
estd apresentado entre parénteses apds o nome da espécie. A barra de escala demonstra a distancia

filogenética.

A espécie Pseudomonas stutzeri apresenta vantagens no povoamento de reatores
desnitrificantes autotroéficos. A versatilidade na utilizacdo de diferentes fontes de carbono
aumenta as possibilidades de sucesso desses microrganismos em relagdo aos
microrganismos desnitrificantes oxidadores de sulfeto estritamente autotroficos, como as

espécies Thiobacillus denitrificans e Thiomicrospira denitrificans.

A quantificacdo do lodo anaerdbio utilizado como inéculo dos reatores mostrou resultados
qgue indicaram uma populacdo considerdvel de microrganismos capazes de crescer em
condicGes estritamente autotréficas. Considerando as limitagcGes da técnica de DGGE, pode-

se supor que as bandas C e D estdo relacionadas com as bandas A e B.

A diferenca de altura das bandas B e D poderia ser explicada por pequenas variacdes na
sequéncia das bases, que podem ocorrer na reacdo de PCR devido a problemas de
infidelidade da Taqg Polimerase. A Unica maneira de comprovar a relagdo seria através do

sequenciamento das bandas A e B.
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5.5. ESTUDOS FISIOLOGICOS DA CULTURA PURIFICADA

5.5.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MAXIMA DE SULFETO DE SODIO PARA A
MANUTENGAO DO PH DA CULTURA.

O bicarbonato de sodio adicionado ao meio foi capaz de manter o pH neutro até a
concentragdo de 150 mg.L"! de sulfeto na forma de sulfeto de sédio. Considerando que a
maioria dos microorganismos cresce em pH neutro, a concentracdo de 200 mg.L'1 foi
considerada a concentracdo mdaxima de sulfeto de sédio para a manutenc¢do do pH na faixa
de 7,0 a 8,0. A figura 7 apresenta a variacao do pH nas diferentes concentracdes de sulfeto

analisadas.

L2 |

T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentragao de sulfeto (mg.L'l)

Figura 7: Grafico de variacdo do pH para diferentes concentracdes de sulfeto de sédio hidratado.
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5.5.2. LIMITES DE INIBIGAO DO CRESCIMENTO PELOS SUBSTRATOS.

O coeficiente de producdo celular (Y) da cultura foi de 0,152 + 0,006 g SSV por 1,0 g de N-
NO* para as concentracBes avaliadas. A tabela 13 apresenta a média das triplicatas para as
concentragdes iniciais e finais de SSV, nitrato e SDT, e também os valores de coeficiente de

producdo celular em cada ensaio.

Tabela 13: Média das triplicatas para as concentragdes iniciais (Co) e finais (Cf) de N-NO3™ e

SSV para o célculo da producdo celular Y (g SSV. g NY).

CoN (g.L'h) CFN (g.Lh)  Ssvi(g.Ll?) sSSvf(g.L)  Y(gSSV/gN)

0,012 0,000 0,01 0,0118 0,150
0,02 0,000 0,01 0,0130 0,150
0,039 0,000 0,01 0,0161 0,156
0,064 0,000 0,01 0,0200 0,156
0,082 0,000 0,01 0,0220 0,146
0,102 0,000 0,01 0,0260 0,156
0,118 0,002 0,01 0,0270 0,147
0,143 0,006 0,01 0,0310 0,153
0,155 0,002 0,01 0,0340 0,157
0,182 0,042 0,01 0,0310 0,150

A partir desses dados pode-se concluir que ndo foram atingidas as concentracdes inibitérias
de sulfeto. Como a concentragdo maxima de sulfeto foi identificada anteriormente como
sendo 200 mg.L™ e o aumento na concentragio de sulfeto n3o limitou o crescimento da
cultura, os ensaios para determinagdo da curva de crescimento e curvas de consumo foram

realizadas utilizando as concentracdes tedricas de 160 mg.L'* de N-NO3 ' e 200 mg.L ™" de S
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5.5.3. AVALIAGAO DO CRESCIMENTO CELULAR E CONSUMO DOS SUBSTRATOS

O valor inicial de SSV para os ensaios de crescimento celular e consumo dos substratos foi de
0,01 g.L™" e o crescimento atingiu valor méaximo de 0,033 g.L™! ap6s 72 horas de cultivo. Os
frascos foram alimentados com concentragdes iniciais de 155 mg.L'1 de N-NO3 e 195 mg.L'1
de S* na forma de Na,S.9H,O e apds 60 horas a concentracdo de N-NOs ja havia sido
reduzida a menos de 5% da concentragao inicial. A curva de crescimento foi monitorada em
intervalos médios de 6 horas, e os valores obtidos foram ajustados ao modelo Boltzmann
utilizando os softwares Origin versdao 7.0 e Excel 2007. A tabela 14 traz os valores de SSV
médios das triplicatas nos tempos de amostragem e a figura 8 traz a curva-padrdo de

crescimento ajustada.

Tabela 14: Valores de SSV obtidos nas triplicatas e SSV médio nos tempos de amostragem.

tempo (h) SSV1(g.L™) SSv2(g.L™?) SSv3(g.L?) SSV (g.L™?)

0 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
6 0,0105 0,095 0,0100 0,0100
12 0,0110 0,0102 0,0118 0,0110
18 0,0131 0,0133 0,0134 0,0132
24 0,158 0,160 0,162 0,0160
30 0,200 0,197 0,205 0,0200
36 0,255 0,244 0,249 0,0250
48 0,307 0,315 0,320 0,0315
54 0,325 0,326 0,326 0,0325
60 0,328 0,332 0,329 0,0330

72 0,330 0,338 0,334 0,0335
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0,035

0030 /././"/'_—'

Modelo:Boltzmann

Equacéo:
y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
RY2 = 0.99916
Al 0.00961 +0.00029
A2 0.03368 +0.00025
X0 31.6385 +0.37012
0,005 dx  7.25238 +0.39119
0,000 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
tempo (h)

Figura 8: Curva-padrao de crescimento da cultura purificada em relagdao ao tempo. A curva foi

ajustada ao modelo de Boltzmann, com coeficiente de correlacao de 0,99.

A partir dos dados obtidos, calculou-se a taxa especifica de crescimento para cada intervalo
de tempo da curva se crescimento. Os valores obtidos estdo na tabela 15. O grafico 9

representa a variacao temporal da taxa especifica de crescimento ().
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Tabela 15: Taxa especifica de crescimento para cada intervalo de tempo da curva-padrio de
crescimento.

tempo (h) SSV(g.Lh) N(gLh ux (h™)

0 0,0100 0,1550
6 0,0100 0,1550 0,0000
12 0,0110 0,1490 0,0159
18 0,0132 0,1340 0,0303
24 0,0160 0,1150 0,0320
30 0,0200 0,0890 0,0370
36 0,0250 0,0560 0,0370
48 0,0315 0,0130 0,0192
54 0,0325 0,0065 0,0052
60 0,0330 0,0035 0,0025
72 0,0335 0,0005 0,0013

0,045 -

0,040 -

0,035 —

0,030 -

0,025 /

0,020 // L
0,015 b \
0,010 / \
0,005 \

000 —o0H— — -

b, (0")

tempo (h)

Figura 9: Representacdo grafica da variagdo temporal da taxa especifica de crescimento (L,).



Resultados e Discussao |59

Dos dados de crescimento especifico para cada intervalo obteve-se que a taxa especifica
maxima de crescimento da cultura de Pseudomonas stutzeri, nas condi¢cdes avaliadas, foi de
0,037 h-1, significando um tempo de duplicacdo de 18,7 horas. Esses resultados sdo muito
semelhantes aos descritos para a linhagem QZ1 de Pseudomonas stutzeri, que apresentou
taxa especifica maxima de crescimento de 0,035 h-1 e um tempo de duplicagao de 21,5

horas (Mahmood et al., 2009).

Durante a curva de crescimento, a cultura foi avaliada quanto ao consumo de nitrato e
sulfeto dissolvido total (SDT) e quanto a producdo de sulfato. As concentra¢des de nitrito,
nitrogénio amoniacal e pH foram avaliadas para acompanhamento do processo. Os dados de
consumo do nitrato e do sulfeto, e a formacado de sulfato estdo apresentados na figura 10.
Durante o periodo avaliado, ndo houve acumulo de nitrito e os niveis de nitrogénio
amoniacal se mantiveram estaveis, indicando que ndo houve reducao dissimilativa de nitrato

a amonia (RDNA). O pH se manteve entre 7,5 e 8,0 durante as 72 horas avaliadas.
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Figura 10: Variacdo temporal das concentragdes de nitrogénio e sulfeto e formacao de sulfato.
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A figura mostra a redugdo de 97,5% do N-NOs  inicial nas 72 horas de avaliagdao. O sulfeto
dissolvido total (SDT) foi reduzido a 39% da concentragdo inicial, um resultado ja esperado
devido ao excesso na concentracado de sulfeto inicial. A concentracdo formada de sulfato ndo
correspondeu a concentracao oxidada de sulfeto, provavelmente devido a formagao de

compostos intermediarios, como o enxofre elementar.

A partir desses dados, foi possivel calcular a taxa especifica de desnitrificacdo (q) da cultura
purificada para cada intervalo de tempo, obtendo velocidade maxima de desnitrificacdo de

0,024 g N-NO5™. gSsv*.h™.

Apesar de a linhagem QZ1 isolada por Mahmood (2009), utilizando nitrito como receptor de
elétrons, ter apresentado o mesmo tempo de duplicacao da cultura purificada neste estudo,
a velocidade maxima de desnitrificacdo observada por aqueles autores foi menor que a
calculada para a cultura purificada, indicando um menor rendimento celular, devido,

principalmente, a menor liberagao de energia pela redugao do nitrito.
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6. CONCLUSOES

E possivel enriquecer uma comunidade desnitrificante autotréfica a partir do lodo de

efluentes anaerdbios nas condi¢des de redugdo autotréfica de nitrato e nitrito.

O reator enriquecido na condicdo de reducdo de nitrito apresentou menor concentracao
de bactérias desnitrificantes autotrdficas, provavelmente devido a menor energia

liberada na reducdo do nitrito.

A condicdo de excesso de sulfeto ndo afetou o enriquecimento da cultura, isso torna a
condicdo de reducdo de nitrato com sulfeto em excesso a melhor condicdo para a

desnitrificacdo autotroéfica, do ponto de vista biolégico.

O microrganismo Pseudomonas stutzeri foi isolado a partir do reator desnitrificante
autotrdfico. A linhagem foi capaz de realizar desnitrificacdo associada a oxidacdo de

sulfeto em condigOes estritamente autotroficas.

A cultura apresentou tempo de duplicacio de 18,7 horas (imsx de 0,037 h™), rendimento

celular (Y) de 0,15 gSSV. gN* e velocidade de desnitrificagdo de 0,24 gN. gSSV'*. h.

Os dados indicam a versatilidade deste microrganismo e a viabilidade de sua aplicagdo no

processe de desnitrificacdao autotrdfica utilizando sulfeto como doador de elétrons.
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Anexo 1: Diagramas do seqlienciamento da banda recortada do DGGE (Diagrama B) e da cultura purificada (Diagrama C).
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