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RESUMO

BRUCHA, G. (2007). Influéncia dos nutrientes nitrogénio e¢ fosforo na degradagdo anaerdbia do
pentaclorofenol e na diversidade microbiana natural dos sedimentos do Estuario de Santos-Séo
Vicente, Estado de Sdo Paulo. Tese (doutorado). Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Carlos.

A pesquisa que ora se apresenta visou estabelecer as condi¢des nutricionais adequadas para o
uso do sedimento do estuario de Santos — Sdo Vicente do Estado de Sdo Paulo, como inéculo no
Reator Anaerobio Horizontal de Leito Fixo (RAHLF) no processo de degradagdo anaerobia do
pentaclorofenol (PCP) em busca da aplicagdo da tecnologia em escala real, assim como identificar
grupos microbianos envolvidos no processo. Para tanto, sedimento do estuario de Santos-SaoVicente,
com caracteristicas metanogénicas foi utilizado. Os microrganismos provenientes do sedimento
estuarino foram enriquecidos sob condi¢des metanogénicas e halofilicas, visando a utilizagdo do
sedimento como inoculo nos ensaios nutricionais e na operacao dos reatores do tipo RAHLF. O meio
de cultivo salino Biota, suplementado com glicose e formiato, foi utilizado para o desenvolvimento da
comunidade microbiana metanogénica halofilica.

Testes de degradagdo do PCP foram realizados previamente sob diferentes concentracoes de
nitrogénio e fosforo, com vistas a uma melhor compreensio da relagdo N:P adequada para o processo
anaerobio. Os resultados provenientes do acompanhamento da diversidade microbiana do Dominio
Bacteria nas diferentes relagdes testadas indicaram a sele¢do de distintas comunidades microbianas,
resultando em diferentes velocidades de degradacdo do PCP. A relagdo N:P de 10:1 foi a que
apresentou melhores resultados, pois além da rapida degradacdo do PCP quando comparada com as
outras relagdes, apresentou a maior diversidade de microrganismos.

Posteriormente, o sistema RAHLF foi operado com vazdo média afluente de
aproximadamente 44 ml/hora, com meio mineral salino Biota (DQO:N:P de 1000:130:45) para R1 e
com a alteragdo para relagdo DQO:N:P de 1000:10:1 para R2. Duas diferentes estratégias foram
adotadas para partida dos reatores. Para R1, optou-se por acrescentar PCP na concentragdo inicial de
10,0 mg.L", durante 110 dias causando desestabilizagio da metanogénese e actimulo de PCP,
requerendo intervengdo para recuperagdo do reator pelo periodo de 90 dias. Na partida do RAHLF 2,
optou-se pelo aumento gradual de concentragdo do PCP de 0,5 mg.L" a 12,0 mg.L"' durante 52 dias.
Ap0s estabelecimento da metanogésenese, R1 foi alimentado durante de 270 dias com 5,0 mg PCP.
L', durante 41 dias com 8,0 mg.L’l e 59 dias com 12 mg.L'l. O balango de massa no reator
RAHLF 1 demonstrou que 0,52% do PCP adicionado saiu no efluente e que ndo ocorreu adsor¢do no
sistema. 22,34 mg de 2,4,6 TCP, intermediario da degradacdo do PCP, ficaram adsorvidos na
bioparticula. Os resultados das andlises de diversidade microbiana apontaram para mudanca da
comunidade microbiana do Dominio Bacteria ao longo do periodo operacional e morfologias de
bacilos fluorescentes semelhantes a Methanobacterium sp estiveram presentes no reator.

No RAHLF 2, a degradagdo do PCP foi de 100%, até a concentragdo de 10,0 mg.L". No final
da fase com 12,0 mgPCP.L'l, a concentracdo no cfluente foi de 1,4 mgPCP.L’l, com eficiéncia média
de remogdo de 93,2 + 5,5 %. 2,4,6 TCP foi o intermediario principal no efluente do reator. 4,06 % do
PCP adicionado ao sistema foram encontradas no efluente e 15,94% ficaram adsorvidas nas
bioparticulas do reator. Portanto, considera-se que 80% do PCP adicionado sofreu degradagio
anaerobia microbiana. A presenga dos microrganismos Methanocalcullus e Methanosaeta na fase
final de operacdo do RAHLF 2 e determinadas no sedimento coletado foi considerada fundamental
para manter estabilidade do reator. Essa descoberta contribui com informagdes sobre a real diversidade
microbiana de ecossistemas tropicais, sobretudo em habitats anaerdbios, bem como sobre as condigdes
nutricionais e os procedimentos necessarios para confina-la em reatores e usd-la em processos de
biorremediagao.

Palavras-chaves: desalogenacao redutiva do PCP, reator anaerobio horizontal de leito fixo,
teoria dos Recursos Limitantes, biorremediacdo anaerdbia, Estuario de Santos-Sado-Vicente,
arquéias metanogénicas halofilicas.



ABSTRACT

BRUCHA, G. (2007). Influence of nitrogen and phosphorus nutrients on the anaerobic degradation
of pentachlorophenol and on the natural microbial diversity of sediments from the Santos-Sdo Vicente
Estuary, state of Sdo Paulo, Brazil. Doctoral thesis. Sdo Carlos School of Engineering, University of
Sao Paulo — USP, Sao Carlos, SP, Brazil

The research presented here aimed to determine the optimal nutritional conditions for the use
of sediment from the Santos-Sao Vicente estuary in the state of Sdo Paulo, Brazil, as an inoculum for a
horizontal-flow anaerobic immobilized biomass reactor (HAIB) applied to the anaerobic degradation
of pentachlorophenol (PCP), seeking to apply the technology on the real scale and to identify the
microbial groups involved in the process. To this end, sediment with methanogenic characteristics
from the Santos-Sao Vicente estuary was used. The microorganisms from the estuarine sediment were
enriched under methanogenic and halophilic conditions, aiming to use the sediment as an inoculum in
nutritional assays and in the operation of HAIB reactors. Biota saline culture medium supplemented
with glucose and formiate was used to develop the halophilic methanogenic microbial community.

PCP degradation tests were carried out previously under different concentrations of nitrogen
and phosphorus in order to gain a better understanding of the optimal N:P ratio for the anaerobic
process. The findings on the microbial diversity of the Domain Bacteria at the various ratios tested
here indicated the selection of distinct microbial communities, resulting in different PCP degradation
velocities. The N:P ratio utilized was 10:1 since it presented the best results not only in terms of faster
PCP degradation than the other ratios but also the highest diversity of microorganisms.

The HAIB reactor was then operated with a mean inflow of approximately 44 ml/hour, using
the Biota saline mineral medium with a COD:N:P ratio of 1000:130:45 in R1 (reactor 1) and a
COD:N:P ratio of 1000:10:1 in R2. Two distinct strategies were adopted to start up the reactors. In R1,
PCP was added at an initial concentration of 10.0 mg.L"' for 100 days, causing destabilization of the
methanogenesis and accumulation of PCP, requiring a 90-day intervention for the reactor’s recovery.
To start up R2, the PCP concentration was increased gradually from 0.5 mg.L™" to 12.0 mg.L" for 52
days. After methanogenesis was established, R1 was fed for 270 days with 5.0 mg of PCP.L",
followed by 41 days with 8.0 mg.L" and 59 days with 12 mg.L". The mass balance in R1 indicated
that 0.52% of the added PCP exited through the reactor’s outflow and that adsorption of the system did
not occur. 22.34 mg of 2,4,6 TCP, an intermediary of PCP degradation, was adsorbed in the
bioparticles. The results of the analysis of microbial diversity indicated a change in the microbial
community of the Domain Bacteria along the operational period, with fluorescent bacilli
morphologies resembling Methanobacterium sp present in the reactor.

PCP degradation in R2 was 100% up to a concentration of 10.0 mg.L"'. At the end of the
phase with 12.0 mgPCP.L", the effluent concentration was 1.4 mgPCP.L", with a mean removal
efficiency of 93.2 + 5,5 %. 2,4,6 TCP was the main intermediary in the reactor’s effluent. 4.06% of
the PCP added to the system was found in the effluent and 15.94% was adsorbed in the bioparticles of
the reactor. Therefore, it was concluded that 80% of the added PCP underwent microbial anaerobic
degradation. The presence of Methanocalcullus and Methanosaeta microorganisms in the final
operating phase of R2, which was determined in the collected sediment, was considered fundamental
for maintaining the reactor’s stability. This discovery contributes to the body of information about the
real microbial diversity of tropical ecosystems, above all in anaerobic habitats, and about the
nutritional conditions and procedures involved in confining these microorganisms in reactors and
using them in bioremediation processes.

Keywords: reductive dehalogenation of PCP, horizontal-flow anaerobic immobilized biomass reactor,
Resource Ratio Theory, anaerobic bioremediation, Santos-S8o Vicente Estuary, halophilic
methanogenic archaea.
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Figura 50: Fotos do gel de DGGE. Produtos de PCR usando primers do Dominio Bactéria com
gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda: I-Inoculo; Pla, P3a, P5a — amostras do
Ponto 1, 3 ¢ 5 do reator antes da adigdo do PCP; P1d, P3d, P5d — amostras do Ponto 1,
3 e 5 do reator ap6s 54 dias de operacdo. As bandas submetidas as analises da
seqiiéncia estdo marcadas com numeros (referente a tabela 30 de afiliacdo
filogenética).

Figura 51: Fotos do gel de DGGE. Produtos de PCR usando primers do Dominio Archaea com
gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda: I-In6culo; Pla, P3a, P5a — amostras do
Ponto 1, 3 ¢ 5 do reator antes da adigdo do PCP; P1d, P3d, P5d — amostras do Ponto 1,
3 e 5 do reator ap6s 54 dias de operacdo. As bandas submetidas as analises da
seqiiéncia estdo marcadas com numeros (referente a tabela 30 de afiliagdo
filogenética).
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1. INTRODUCAO

O processo de industrializacdo da regido da Baixada Santista ocorreu na década de 50,
época em que varias industrias quimicas se instalaram na regido, atraidas pela inauguragdo da
Refinaria Presidente Bernardes em Cubatdo no ano de 1955, assim como pela proximidade
com a regido metropolitana de Sdo Paulo e logistica propiciada pelo porto de Santos. Entre o
periodo de 1955 e 1975, 22 grandes industrias se alocaram na regido de Cubatdo (TARGA;
KLOCKOW, 1997).

Dentre elas, a Clorogil S/A — Industrias Quimicas que produzia o tetracloreto de
carbono e o pentaclorofenato de sddio, este ultimo, um composto fungicida utilizado como
principio ativo para preservacdo de madeiras. Em 1976, a Clorogil S/A foi incorporada pelo
conglomerado da Rhodia S/A, tornando-se entdo responsavel pelo transporte dos residuos
gerados pelo sistema de produgdo (MATHEUS, 1998). Contudo, a destinagdo dos dejetos foi
negligenciada ¢ a distribui¢do desses residuos se deu de forma aleatoria sobre a planicie
arenosa da Baixada Santista. Foram encontradas quantidades notaveis de residuos em locais
como o distrito de Samarita na cidade de Sdo Vicente, e areas da regido de Cubatio e
Itanhaém. Em um periodo de quase duas décadas, a partir do final dos anos 1960, foram
dispostas na regido 12 mil toneladas de produtos toxicos impregnados de compostos
organoclorados, principalmente de pentaclorofenol (PCP). Somente em meados dos anos
1980, devido a agdes do 6rgdo ambiental do Estado de Sao Paulo, a Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental do Estado de Sao Paulo - CETESB, uma parte do solo
contaminado (30 toneladas) do distrito de Samarita (Sdo Vicente) foi removida pela Rhodia
S/A e armazenada para posterior estabilizagdo em uma “estagdo de espera” (MATHEUS,

1998).
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O exemplo do sério descaso com a destinacdo de compostos residuais constitui uma
das mais graves evidéncias de origem da poluicdo por produtos toxicos na regido da Baixada
Santista e, consequentemente, do Estuario de Santos- Sdo Vicente. Porém, apesar do grande
esforco da CETESB para a melhoria da qualidade ambiental da Baixada Santista, via
programas como o de “Recuperagdo da Qualidade Ambiental de Cubatido”, diversas areas
foram comprometidas (CETESB, 2001). O levantamento de dados sobre o estado de
contaminacdo dos sedimentos, da coluna d’agua e dos organismos aquaticos no Estuario,
publicado pela CETESB no inicio do século XXI (2001), mostrou que a regido ainda
apresentava-se impactada pela presenca de elevadas concentragdes de Hidrocarbonetos
Aromaticos Policiclicos (PAHs), metais pesados, compostos organoclorados e fenolicos.
Apesar de ndo ter sido especificamente citada a presenca de PCP no relatorio de 2001, em
funcdo de sua ndo deteccdo nas amostras de sedimentos, em 1990 suas concentracOes eram
proximas a 35,0 pg/Kg nos sedimentos, como também divulgado pela CETESB (1991).

Nesse contexto, no qual ha indicagdes de fontes do composto PCP como as estagdes
de espera para tratamento de organoclorados, bem como a ocorréncia pretérita de clorofenois
em sedimentos do Estudrio, o Programa Biota FAPESP vem possibilitando desde o ano 2000,
a pesquisa sobre a diversidade microbiana anaerobia local e seu potencial na degradagdo do
composto pentaclorofenol. Com foco na biorremediacdo de areas severamente contaminadas,
os seguintes projetos vém sendo desenvolvidos na Escola de Engenharia de Sao Carlos no
ambito do Programa Biota, como a Tese de Flavia Talarico Saia, “Contribui¢do a exploracao
tecnologica dos estudos microbianos realizados no programa BIOTA FAPESP: Avaliacdo do
potencial de biodegradacdo anaerobia de pentaclorofenol (PCP) em reator anaerobio
horizontal de leito fixo (RAHLF)”, FAPESP numero 00/08323-3, defendida em 2005, a Tese
de Mércia Regina Domingues, em andamento e intitulada “Diversidade molecular de Archaea

¢ Bacteria em amostras de sedimentos estuarinos enriquecidos na presenca de clorofendis”, e
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a presente pesquisa “Influéncia dos nutrientes nitrogénio e fésforo na degradacdo anaerobia
do pentaclorofenol e na diversidade microbiana natural dos sedimentos do Estuario de Santos-
Sao Vicente, Estado de Sdao Paulo”, FAPESP niimero 03/07946-5.

A pesquisa que ora se apresenta visou estabelecer as condi¢des nutricionais adequadas
para o uso do sedimento do estuario de Santos — Sdo Vicente do Estado de Sdo Paulo, como
inoculo no Reator Anaerdbio Horizontal de Leito Fixo (RAHLF) no processo de degradacdo
anaerobia do pentaclorofenol (PCP) em busca da aplicagdo da tecnologia em escala real,
assim como identificar grupos microbianos envolvidos no processo. Resultados anteriormente
obtidos revelaram o potencial de degradacdo desse composto quimico por sedimentos do
estuario sob condi¢des controladas de anaerobiose e salinidade (SAIA, 2005; NAKAYAMA,
2005; SAIA et al., 2007).

Para tanto, sedimento do estuario de Santos-SdoVicente foi coletado. Pouco se sabe
sobre os microrganismos presentes em diversos ambientes, atualmente os microbiologistas
divergem sobre a porcentagem de 1 a 10% da totalidade de microrganismos classificados. Ou
seja, 90 a 99% dos microrganismos ndo sdao conhecidos. E se estes dados fossem apontados
para o Brasil, pais rico em diversidade de ambientes, seriam ainda pior. Esta sendo discutido
pela Sociedade Brasileira de Microbiologia, a criagdo de um centro oficial depositario de
c¢lulas microbianas, para aumentar o conhecimento sobre a real diversidade microbiana
brasileira e sua potencial aplicacdo em diversos segmentos. Para processos tecnologicos ¢é
crucial o conhecimento dos microrganismos provenientes de biomas brasileiros envolvidos na
degradacdo de compostos toxicos visando o sucesso da aplicacdo da biorremediacdo
anaerobia em nosso pais. O conhecimento da existencia da atividade metanogénica no local
de coleta do sedimento apontou para o uso deste como um potencial inoculo de sistemas de
reatores anaerobios sob condigdes metanogénicas. Os resultados da caracterizacdo do local de

coleta norteou o uso de condi¢es halofilicas em todos os ensaios, tentando desta forma,
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mimetizar a0 maximo as condi¢des ambientais. A caracterizacdo do sedimento foi
fundamental para adotarmos estratégias de diluicdes do sedimento antes a inoculagdo dos
RAHLFs, devido a toxicidade dos metais encontrados e aos altos teores de 6leos e graxas
presentes.

O efeito da concentracdo de nitrogénio e fosforo na comunidade microbiana e na
degradacdo do PCP foram estudados com base na teoria dos nutrientes limitantes (SMITH,
2002), que prediz que diferentes relagdes nutricionais proximas as condigdes limitantes t€m
influéncia na sele¢do de diferentes comunidades microbianas. Para isso, testes de degradacao
do PCP foram realizados préviamente sob diferentes concentragdes de nitrogénio e fosforo.
Posteriormente, foram realizados no RAHLF, testes sob duas distintas concentracdes
nutricionais, a mais otimizada com respeito a eficiencia de remog¢do dos compostos de
interesse ¢ economia e a utilizada em trabalhos anteriores (SAIA, 2007). Assim, ensaios
experimentais prévios podem identificar qual a relagdo nutricional requerida. Em termos
praticos isto ¢ significante, pois implica que diferentes condi¢des nutricionais devem ser
usadas para tratar diferentes areas contaminadas por distintos compostos (GRAHAN; SMITH;
LAW, 1995).

O monitoramento da atividade microbiana foi realizado por determinacdes
cromatograficas de clorofenois, acidos organicos e composicdo do biogds formado. O
acompanhamento sistematico do processo permitiu analisar possiveis rotas metabolicas da
degradacdo do PCP pela comunidade microbiana. A estrutura da comunidade frente a
variagdo das concentragdes dos nutrientes foi avaliada pela técnica molecular de eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) e a caracterizacdo de algumas espécies através do
sequenciamento de pares de bases de bandas excisadas dos géis resultantes da aplicacdo do

DGGE. Nesse sentido, a fracdo genomica alvo obtida pela aplicagdo do DGGE permitiu a
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identificacdo de tipos microbianos possivelmente responsaveis pela transformagdo e/ou
quebra do clorofenol.

Assim, a presente pesquisa visou trazer contribuicdes para o real entendimento da
diversidade microbiana autoctone halofilica, proveniente do estudrio de Santos, envolvidas no
processo de biodegradacdo do PCP. Também estabeleceu, com base em custos operacionais e
selecdo de comunidade microbiana com maior capacidade de degradar o composto estudado,
as condigdes nutricionais e os procedimentos necessarios para confina-las no RAHLF e usa-

las em processos de biorremediacao.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

1. Avaliar as concentracdes dos macronutrientes N ¢ P com o fim de otimizar o

sistema RAHLF para a degradag@o anaerdbia metanogénica do PCP.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a taxa de emanacao de metano na interface superficie - agua no local de

coleta do sedimento;

2. Estudar a degradacdo do pentaclorofenol (PCP) em reator anaerdbio horizontal de
leito fixo (RAHLF) inoculado com sedimentos previamente enriquecidos do estudrio de

Santos-Sdo Vicente, sob condi¢des metanogénicas;
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3. Estudar as rotas metabolicas da degradagdo do PCP pela comunidade microbiana

estabelecida no RAHLF através da analise de produtos do metabolismo;

4. Analisar a estrutura da comunidade presente nas amostras durante os experimentos
nutricionais e de operacdo do RAHLF, através dos padrdes de bandas da técnica de DGGE,

provenientes da amplificacao de fragmentos do RNA r 16S;

5. Identificar microrganismos autoctones presentes no RAHLF envolvidos na
degradagdo anaerobia do Pentaclorofenol, através da reamplificacdo e sequenciamento de

bandas excisadas do Gel de DGGE;

6. Recomendar as condigdes mais favoraveis para o tratamento anaerobio de PCP no
RAHLF, empregando-se como in6culo culturas microbianas autéctones enriquecidas a partir

de locais previamente contaminados.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Caracteristicas da area de estudo

A regido de Santos compreende uma area de aproximadamente 794 Km? e esté situada
entre 23°45°00"'e 24°03°17°'S de latitude, e entre 46°15°00"'e 46°30°00""W de longitude

(CETESB, 1985). A baia de Santos ¢ constituida pelo Estudrio de Santos — S3o Vicente,
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inserido na Regido Metropolitana da Baixada Santista, Estado de Sado Paulo e alimentado
pelas aguas dos rios que nascem nas encostas da Serra do Mar e pelas oriundas da propria
Baixada. Esta caracteristica causa a formagdo de um labirinto de canais ¢ meandros que na
porcdo central e noroeste individualizam as ilhas de Sao Vicente e Santo Amaro. Contornando
as margens desses canais, existem manguezais que ocupam grandes extensdes de planicie até
a zonagao da maré (FUNDESPA, 1994).

O sistema estuarino de Santos — Sao Vicente ¢ tido com um dos mais sérios exemplos
brasileiros de degradacdo ambiental de sistemas costeiros, cuja origem dos problemas de
poluicdo hidrica e atmosférica foi fundamentalmente industrial (CETESB, 1999). A regido
abriga o maior porto da América Latina — o Porto de Santos-, ¢ o mais relevante polo
industrial do pais, situado no Municipio de Cubatao.

Entre as décadas de 50 a 70 a Baixada Santista passou a integrar o circuito da
industrializacdo pesada do pais, com a implantacdo da refinaria Presidente Bernardes da
Petrobras, da Companhia Siderargica de Sdo Paulo (COSIPA) e do complexo de fertilizantes
(MESQUITA, 1995). Em 1985, somavam-se 22 industrias de grande e médio porte, abrigando
111 fabricas distintas (CETESB, 1990). As ocorréncias de liberacdo de efluentes industriais
inadequados, de residuos solidos, dos esgotos sanitarios provenientes do Porto de Santos e
dos municipios da Baixada Santista, bem como os freqiientes acidentes de derramamentos de
6leo e outras substincias nos cursos d’agua, favoreceram um conjunto de condi¢des deletérias
e impactantes ao ambiente estuarino (CETESB, 1990, 2001). Apesar do esfor¢o do “Programa
de recuperacdo da qualidade ambiental de Cubatdo” instituido pela CETESB em 1984, um

levantamento realizado em 1988 sobre os rios da regido revelou a presenca de elevadas
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concentragdes de metais pesados e de compostos organoclorados na agua, nos sedimentos e
nos organismos aquaticos (CETESB, 1990; EYSINK ez al’., 1991 apud CETESB, 2001).

Nishigima, Weber e Bicego (2001) relataram niveis alarmantes de hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos no estuario de Santos, indicando que o ponto de coleta proximo a
Cosipa apresentava altos niveis de acenafitileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno e criseno. Adicionalmente, as concentragdes encontradas de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos totais (PAHs) nos sedimentos foi de 0,08 a 42,39ug.g'1 e as de n-
alcanos variaram entre 4,38 ¢ 157,9 ug.g'1, sugerindo intensa atividade antropogénica. As
contribui¢cdes biogénicas de n-alcanos em areas controle foram determinadas proximamente
na faixa de 2,0 a 4,6 ug.g’1 de sedimento. Em outro estudo realizado no sitio Cosipa
(MEDEIROS; BICEGO, 2004), constatou-se valores totais de PAHs em torno de 15,38 pug. g'1
de sedimento, prevalecendo os compostos fluorantreno (2,71 ug.g’1), criseno (2,74ug.g'1),
pireno (2,06pg. g'1) e benzo(a)pireno (1,9ug.g'1). Com relagdo aos hidrocarbonetos alifaticos
totais as concentragdes encontradas foram de 107,8 pg. g'1.

Em 2001, a CETESB realizou uma campanha amostral a fim de avaliar a presenga de
contaminantes quimicos em 26 pontos distribuidos por toda a regido estuarina, abrangendo os
principais rios contribuintes do sistema, a Baia de Santos e parte da zona marinha adjacente.
A compilagdo dos resultados mostrou que o sedimento ¢ o compartimento com a maior
variedade e freqiiéncia de detecgdo de contaminantes, sendo a area mais critica a da bacia de
evolucdo da COSIPA. Na bacia foram encontradas as maiores concentracoes de PAHs
(109.200 a 733.700 pg.kg™ peso seco) , PCBs ( 3,0 a 74 pg.kg” peso seco), metais pesados

(Pb-132 a 295 pg.g”’, Mn-599 a 1561 pg.g”', Hg-0,48 a 0,85 pg.g”, Zn-260 a 818 ug.g') e

! EYSINK, G.G.J.; LAMPARELLI, M .C.; VARGAS-BOLDRINNI, C.; MARTINS, M.C.

Contaminants in the Cubatdo Riverbasin and its Estuary (SP, Brazil), relating to the Aquatic
Biota. Part 1. Heavy Metals, arsenic and Cyanide. 11th Biennial International Estuarine
Reasearch Conference - San Francisco USA. Session: Inputs and Cycling of Natural and
Contaminant Materials in Estuaries. 1991.
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compostos fendlicos (Fenol — 280 a 1100 pg.Kg', 4-metilfenol — 20 a 2300 pug.Kg', 2,4
dimetilfenol — 150 a 690 pg.kg™) em niveis acima dos limites de toxicidade. Segundo os
critérios do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), as amostras de agua
analisadas apresentaram niveis elevados de cddmio e chumbo, e menores de cobre,
hexaclorobenzeno (HCB) e hexaclorociclohexano (BHC). Foi diagnosticado em peixes, siris,
caranguejos, mexilhdes, ostras, camardes e unhas-de-velho o acimulo de compostos como
PCBs, PAHs, dioxinas e furanos. Embora a ocorréncia de PCP nessas amostras de sedimento
ndo se tenha sido detectada, os dados divulgados em relatorio anterior pela propria Cetesb
(1990) revelaram valores de PCP no sedimento da bacia do rio Cubatdo proximos a
35,0ug.kg”. As informagdes conclusivas do relatorio da CETESB (2001) em relacio a fontes
de emissdo apontam que as areas contaminadas por pesticidas organoclorados na Baixada
Santista foram aquelas destinadas a disposicdo irregular de residuos sélidos da industria
Rhodia S/A (grupo Rhone Poulenc) e o Lixa@o de Pildes.

A introdu¢do do composto PCP na regido da Baixada Santista teve inicio em 1962,
quando as atividades da empresa Clorogil S/A — Inddstrias Quimicas iniciaram sua producao,
bem como do sal pentaclorofenato de sddio e do tetracloreto de carbono como desengraxante
de industria metalirgica (MESQUITA, 1995; MATHEUS, 1998). Com a incorporagdo dessa
empresa em 1976 ao conglomerado francé€s Rhone-Poulenc, cuja subsidiaria no Brasil ¢ a
Rhodia S/A, a unidade de produ¢do do PCP foi mantida até¢ 1978, quando foi fechada devido
a problemas sociais e sanitarios (MESQUITA, 1995). A destinacdo desorganizada dos
residuos da Rhodia S/A, em parte armazenada ou descartada em area de aterros industriais,
seguida pelo transporte e disposicdo aleatoria dos rejeitos em diferentes locais da regido

santista, culminou em graves acidentes e impactos ambientais (MESQUITA, 1995).
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A seriedade da movimentagao irracional de rejeitos da fabricacdo do composto PCP na
Baixada Santista e em locais da Grande Sao Paulo, a CETESB elaborou em 1985 normas para
controlar e fiscalizar o transporte deste produto. A dimensdo dessa situagdo pode ser
novamente exemplificada pela atuagdo das industrias Rhodia S/A. Em apenas dois meses do
ano 1985, foram deslocadas da area de fabrico aproximadamente 48 toneladas de PCP para
diferentes destinos, segundo o relatério Prevengdo de Acidentes Ambientais na Regido
Metropolitana de Sdo Paulo (CETESB, 1985).

A historia revela, de acordo com Matheus (1998), que entre 1966 ¢ 1988 foram
langadas quase 12 mil toneladas de produtos toxicos na regido de Santos, entre eles o PCP, o
HCB e o Hexacloroetano. Em 1998, foram identificadas 11 areas contaminadas por esses
compostos nos municipios de Sdo Vicente, Cubatdo e Itanhaém (MATHEUS, 1998). Em
conseqiiéncia desse reconhecimento e por exigéncia da Companhia de Tecnologia e
Saneamento Ambiental — CETESB e da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao
Paulo, a empresa implementou iniciativas para solucionar os indices de poluicdo instituidos,
tais como a instalacdo de um incinerador e uma estagdo de esperera, situada a margem da
Rodovia Padre Manuel da Nobrega na altura dos km 67 (MESQUITA, 1995; MATHEUS,
1998). Nesse local, foram armazenadas varias toneladas de solos contaminados, bem como
residuos toxicos industriais. No estudo realizado por Nascimento (2004), no qual foram
avaliadas as condigdes das areas proximas aos depoésitos citados em relagdo aos compostos
PCP e HCB, foi revelado que os poluentes encontravam-se presentes, com ocorréncia de
contaminacdo difusa a distancias de até 500 metros a partir desses depositos.

Apesar da existéncia de projetos para remocdo, tratamento e disposicdo dos poluentes
da estacdo de espera para um local adequado, a CETESB (2001) apontou a area como uma
possivel fonte de emissdo de organoclorados para o sistema estuarino de Santos e Sdo

Vicente, especialmente do hexaclorobenzeno. Além disso, constatou-se o risco eminente de
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contaminagdo local pelos toxicos encontrados no Lixdo de Pildoes, como os organoclorados
dispostos pelas industrias Ultrafértil, Alba, Carbocloro ¢ Rhodia (MATHEUS, 1998). A
CETESB, em seu relatorio de 2001, recomendou a implantacdo de medidas para reducao da
contaminacdo por organoclorados nos mananciais de 4gua a niveis nao deletérios ao ambiente,
visando a recuperagdo da regido. Este trabalho de doutorado visa suprir esta necessidade, pois
propde a aplicacdo de tecnologia de reatores anaerobios para o tratamento de areas
contaminadas com compostos organoclorados, utilizando como indculo microrganismos

presentes no sedimento da regido.

3.2 Pentaclorofenol

O pentaclorofenol (PCP) ¢ um composto organico aromatico halogenado (Figura 1),
com peso molecular igual a 266,34. Este composto pode ser sintetizado por dois diferentes
processos: (1) cloragdo direta do fenol, clorofenol e policlorofendis sob agdo de catalisadores
como 0 amoniaco, antiménio e seus cloretos em elevadas temperaturas, sob temperaturas de
30 a 40°C; (2) hidrolise alcalina do hexaclorobenzeno em metanol ¢ alcoois hidratados,
misturados em varios solventes, havendo a substituicdo de um ion cloreto por um ion
hidroxido (VERCHUEREM, 1983 “apud MATHEUS, 1998). E um composto organico
estavel devido ligacdo estavel do 4&tomo de cloro com o carbono, ¢ praticamente insolivel em
agua (8mg/100 ml) e altamente soltivel em solventes organicos. Em 4gua, a solubilidade se da
quando se encontra na forma do sal pentaclorofenato de sodio (PCP-Na). Apresenta como

dose letal para 50% dos individuos (DL 50) valores de 146,175 mg/Kg de rato (Merck, 1996),

2 VERSCHUEREN, k. . Handbook of environmental data on organic chemicals. New York, 1983,363p
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sendo efetivo biocida. O PCP ¢é considerado composto de baixo custo, o que possibilitou seu
emprego nas industrias téxteis, na agricultura ¢ na producdo de algacidas, bactericidas,
fungicidas e moluscocidas para a preservacdo de madeiras recém cortadas, bem como
protecdo de postes, vigas e dormentes de estrada de ferro (HAGGBLOM; VALO, 1995). O
produto era conhecido no mercado como Penta, Acutox, Fungol, Penchlor, Pentachlor e P6 da
China (MATHEUS, 1998). No Brasil o a utilizagdo do composto foi restrita em 1985 e em
2006, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vinculada ao Ministério da
Satde publicou a Resolugdo RDC n° 164, de 18 de agosto no Diario Oficial da Unido n° 160

proibindo todos os usos dos ingredientes ativos Pentaclorofenol e seus sais no pais.

OH
cl o1
L=
Cl Ll

PCP

Figura 1: Estrutura da molécula do pentaclorofenol (Index Merck, 1996).

3.3 Estudos microbianos sobre a degradaciao de compostos halogenados

Os compostos organicos halogenados, tais como os clorofendis sdo oriundos de

residuos derivados da produgdo tecnologica agricola e industrial e estdo entre os poluentes
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mais abundantes nos solos, sedimentos aquaticos e aqiiiferos contaminados. Em fungdo de sua
bioacumulagdo e toxicidade, desafiam a integridade dos ecossistemas e suas diferentes formas
de vida, afetando indiscriminadamente a biodiversidade. Apesar dos efeitos deletérios a vida,
muitos desses compostos podem servir como fonte energética e de crescimento celular a uma
variedade de populagdes microbianas, as quais, muito provavelmente, desenvolveram
estratégias enzimaticas proprias e originais para a degradacdo de moléculas halogenadas
naturalmente encontradas em solos e aguas (FETZNER, 1998). Assim, a acgdo dos
microrganismos sobre clorofendis, hidrocarbonetos clorados, bifenilos policlorados etc. pode
ser passivel, desde que “se dé o tempo suficiente e as condi¢des ecologicas adequadas para o
ataque microbiano” (SMIDT, 2001).

Smidt (2001) afirmou que a biodegradabilidade de compostos halogenados no
ambiente depende fortemente de duas condi¢des, da estrutura quimica da molécula a ser
degradada e dos fatores abidticos que caracterizam o habitat dos microrganismos. A eficiéncia
da degradacdo aerobia de compostos halogenados é bem conhecida, ¢ os mecanismos
fisiologicos, bioquimicos e genéticos envolvidos na quebra das moléculas por oxigenases tém
sido bem documentados (FETZNER, 1998). Os sistemas enzimaticos microbianos
dependentes do oxigénio — mono- e dioxigenases — atuam eficientemente na desalogenagédo de
moléculas com pequeno nimero de halogénios substituintes, o que resulta na persisténcia de
compostos altamente halogenados nos ambientes aerobios (SMIDT, 2001).

A solida evidéncia que emerge na ciéncia ha cerca de duas décadas, e revoluciona os
estudos sobre a degradacdo de organohalogenados, refere-se a habilidade estritamente
anaerobia de alguns procariontes em conservar energia pelas reacdes de desalogenacdo
redutiva de compostos organicos halogenados (EL FANTROUSSI; NAVEAU; AGATHOS,

1998; SMIDT, 2001).
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E fato que consércios anaerébios promovem a desalogenagio redutiva de halogenados
organicos através do metabolismo potencial de certos organismos fermentativos, sulfato-
redutores, ferro-redutores e metanogé€nicos. Sao relevantes os exemplos sobre a ocorréncia da
completa desalogenacdo anaerobia de compostos clorados em investigagcdes sobre tecnologias
sanitarias como a biorremediacdo de sitios contaminados ou o biotratamento de compostos
clorados (VAZOLLER, 1996; EL FANTROUSSI; NAVEAU; AGATHOS, 1998).
Relacionando-os historicamente, merecem destaque a transformagdo do tetracloroeteno a
eteno e/ou etano, ou mesmo a metano, por culturas anaerdbias mistas enriquecidas em
biorreatores (FREEDMAN; GOSSET, 1989), a descloragdo de misturas complexas de
compostos polihalogenados pela acdo de biofilmes microbianos em reatores anaerdbios
industriais (EL FANTROUSSI; NAVEAU; AGATHOS, 1998) ¢ a formacdo do metano em
biorreatores pela degradacdo de compostos fenodlicos altamente clorados, como o
pentaclorofenol (SUSARLA et al., 1998).

Em 1998, El Fantroussi, Naveau e Agathos (1998) compilaram uma série de

informagdes sobre as rotas metabolicas das culturas puras anaerobias desalogenadoras de

organoclorados, sendo os trés modelos de metabolismos mais relevantes: - via metabolismo
central, em que o composto ¢ a unica fonte de carbono e energia para a célula e ¢ usual

quando os substratos sdo hidrocarbonetos simples (C1 e C2) clorados; - via co-metabolismo

ou reagdo “fortuita”, que se refere a um conjunto de reacdes que resultam na modificacdo
acidental do organoclorado por enzimas e cofatores que normalmente catalisam outras reagdes
do metabolismo microbiano; nesse caso, a transformacdo ndo é energeticamente util para a
célula e, portanto, outros doadores de elétrons e/ou aceptores de elétrons exercerdo essa
fungdo; por essa via, o composto ¢ transformado ainda que o organismo seja incapaz de o

utilizar em seus mecanismos energéticos; - via halorespiracdo, processo pelo qual compostos

halogenados sdo utilizados como aceptores de elétrons em reagdes exergonicas de
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desalogenagdo, com a conseqiiente conservagdo de energia para o crescimento celular; ao
contrario do que acontece no co-metabolismo, a desalogenagdo nesses organismos ¢
catalisada por enzimas com grande afinidade pelo substrato e elevada especificidade.

O metabolismo dos compostos halogenados alifaticos e aromaticos, por uma ou outra via
bioquimica catalitica, gera em tultima instancia produtos cujo esqueleto carbdnico ¢ alterado,
quer por uma modificacdo na ligacdo entre carbonos, ou pela substitui¢do do ion haleto por
um elétron e sua conseqiiente eliminacdo (FETZNER, 1998). De acordo com Bouwer e
Zenhder (1993) sdo trés os mecanismos de redugcdo dos compostos alifaticos e aromaticos

halogenados: - hidrogenélise, uma reducdo na qual a ligagdo carbono-halogénio ¢ quebrada e

um atomo de halogénio ¢ substituido pelo hidrogénio; - dialoeliminacdo, uma redug¢do em que
dois halogénios sdo removidos de atomos de carbono adjacentes e, a0 mesmo tempo, forma-se

uma ligacdo dupla entre os d&tomos de carbono; - reacdo de acoplamento, na qual ocorre uma

ligacdo entre dois radicais livres e eliminacdo de um halogénio. Todos estes mecanismos de
reducdo podem estar envolvidos no processo da desalogenacdo redutiva de uma molécula.

Haggblom (1992) relatou varios experimentos sobre a biodegradagdo anaerdbia do
PCP por consdrcios microbianos metanogénicos e/ou sulfetogénicos, pontuando que os
aceptores finais de elétrons no meio de reagdo orientam uma ou outra condi¢do metabolica.
Sem duvida, ¢ fundamental o esclarecimento dos mecanismos que governam a desalogenagdo
redutiva em culturas puras, nos quais enzimas e cofatores especificos e pouco conhecidos
efetuam a reacao.

Para melhor compreender o metabolismo das reacdes celulares de desalogenagdo
redutiva, os estudos devem ser conduzidos com culturas puras desalogenadoras, selecionando-
se as enzimas e cofatores responsaveis pelas reagcdes. Contudo, o conjunto do conhecimento
basico ndo prescinde da necessidade de outros estudos, como por exemplo, dos efeitos de

fatores abidticos em processos da transformagdo microbiana de um composto clorado em
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diferentes ambientes. Isso se destaca quando o fim é tecnologico, como o emprego dos
sistemas de engenharia para destoxificar ou “limpar” ambientes contaminados. E o conjunto
dos resultados sobre os aspectos fundamentais e os de engenharia que traduzem a aplicacdo
segura de sistemas para a biorremediacao e/ou biotratamento de organohalogenados (MOHN;

TIEDIJE, 1992).

3.3.1 Biodegradacio anaerobia do PCP

A reagdo de desalogenacdo redutiva microbiana do PCP ¢ diretamente proporcional ao
numero de cloros da molécula do PCP. Em geral, quanto maior o grau de cloracdo de um
composto maior seu estado de oxidagdo, fator que torna as moléculas mais suscetiveis a
reacdo redutiva de desalogenagdo (ADRIAENS; VOGEL, 1995).

A rota preferencial de degradagdo do PCP pode ser explicada pela desalogenagdo
redutiva preferencialmente na posigdo orto, porém as descloragdes iniciais podem também se
dar nas posi¢oes para e meta (WILD; HARRAD; JONES, 1993).

Os metabolitos mais comuns formados durante a desalogenacdo do PCP foram
apontados por Larsen et al. (1991) como 2,3,4,5-TeCP, o 3,4,5-TCP, 0 3,5-DCP e 0 3-CP, ¢ a
reacdo inicial ocorreria preferencialmente na posicdo orfo. Bryant, Hale e Rogers (1991)
também descreveram a desalogenacdo do PCP por comunidades microbianas anaerobias
presentes em sedimentos ndo adaptados ao composto, e os resultados apontaram que a
desalogenagdo inicial se deu na posi¢do para resultando no composto 2,3,5,6-TeCP, em

seqiiéncia a desalogenagdo ocorreu na posigdo orto resultando em 2,3,5 TCP.
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Khodadoust et al. (1997) estudaram a degradagdo anaerébia do PCP em reator
anaerobio de leito fluidificado com carvdo ativado como suporte e etanol como substrato
organico principal. No decorrer do periodo experimental, incluindo o periodo de partida, a
remog¢do do PCP foi maior que 99%, considerando-se concentragdes da ordem de 1.333 mg.
L no afluente e uso de inéculo previamente adaptado. A produgdo dos metabélitos 2,4,6-
TCP, 2,4-DCP e 4-CP indicou que a desalogenagdo se deu na posicdo 3-mefa do anel
aromatico (Figura 2). Em outra fase operacional, os autores verificaram outra rota para a
desalogenagdo inicial do PCP, ocorrendo na posi¢do orto e resultando nos compostos 3,4,5-
TCP, 3,4-DCP e 3-CP (Figura 3). A primeira rota observada por Khodadoust et al. (1997) ¢
também a encontrada anteriormente por Nicholson et al. (1992), cujos experimentos com
consorcios metanogénicos adaptados em 5.300 mg. L de acetato ¢ 3,4 uM de PCP foram
eficientes na descloragdo do PCP.

Takeuchi et al. (2000) investigaram a transformacdo de 19 isémeros de clorofenois
(PCP, 2,3,4,5-TeCP, 2,3,4,6-TeCP, 2,3,5,6-TeCP, 2,3,4-TCP, 2,3,5-TCP, 2,3,6-TCP, 2,4,5-
TCP, 2,4,6-TCP, 3,4,5-TCP, 2,3-DCP, 2,4-DCP, 2,5-DCP, 2,6-DCP, 3,4-DCP, 3,5-DCP, 2-
CP, 3-CP, 4-CP) por lodos anaerébios metanogénicos e verificaram que a transformacio
ocorreu via desalogenagdo redutiva inicialmente na posigdo orto. A descloragdo de atomos
nas posicdes meta ou para somente ocorreu na transformagdo do composto 3,4,5-TCP, cujos

produtos foram 3,4-DCP e 3,5-DCP.

OH OH OH OH
a c a Cl H a H H
—_— —- —
a a H H H H H H
a a a a

PCP 2,4, 6-TCP 2,4-DCP 4P

Figura 2: Rota metabdlica principal de degradacdo do PCP no Reator Anaerdbio de Leito Fluidificado,

segundo os experimentos de Khodadoust et al. (1997), com etanol como fonte de carbono simples.
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PCP 3,4,5.TCP 3.4DCP &  3,5DCP cp & 4cP

Figura 3: Rota metabdlica secundaria de degradacdo do PCP no Reator Anaerdbio de Leito
Fluidificado. Fonte: Khodadoust et al. (1997) — com etanol como fonte de carbono simples.

Chen et al. (2000) estudaram a degradagdo anaerobia do PCP em digestor anaerobio
de vidro em escala laboratorial com volume total de 8,0 litros, operado a 35 + 1 °C com tempo
de detengdo hidraulica (TDH) de 15 dias. Lodo cru contendo 3,5 a 4,5 % de so6lidos totais e
solidos volateis, respectivamente proveniente de uma estagdo de tratamento de agua residuaria
serviu como substrato primario para o consorcio anaerobio. Adicao diaria de 30 mg de PCP —
C'" foi realizada para observar a distribuicdo da radiacdo em todas as fases. Os resultados
demonstraram que 19,5% do C'* proveniente do PCP encontravam-se na fase aquosa, 78% na
fase solida e 2,5% na fase gasosa. Estudos de balanco de massa indicaram que o composto 3
CP foi o principal intermediario presente no efluente do sistema (95%), seguido por 3,4CP
(4,5%) e por 3,5CP (0,5%). Nenhum intermediario foi detectado na fase gasosa.

Zangh e Wiegel (1990) sugeriram que a desalogenagdo redutiva necessaria para
transformar o 2,4-DCP em 4-CP ¢ precedida de uma carboxilagdo, que transforma a molécula
de fenol em benzoato (Figura 4), e posterior quebra do anel aromatico. O experimento desses
autores (ZANGH; WIEGEL, 1990) mostrou que a desalogenagdo do composto possibilitou a
acetogénese com formacgdo de acido acético, dioxido de carbono e hidrogénio, seguida da

metanogénese.
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Figura 4: Modelo de degradacdo do fenol pela rota do 4cido benzbdico ou carboxilagdo do fenol,
segundo Londry e Fedorak (1992).

De acordo com Fang et al. (1997), uma vez formado o benzoato, sua conversao
anaerobia resulta em acido acético, via a acdo de bactérias acetogénicas sintroficas (BAS). Em
seus experimentos, os autores verificaram que o géas hidrogénio foi usado pelas bactérias
redutoras de sulfato (BRS) na presenca do sulfato, com formagao de sulfeto de hidrogénio. Os
ensaios também evidenciaram a atividade de arquéias acetoclasticas metanogénicas
Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp., bem como de hidrogenotroficas, como por exemplo,

Methanobacterium sp., Methanospirillum sp. e Methanobrevibacter sp. .

F
BENZOATO
¢ L, :
l BAS e BRS-I l BAS l BES-C
Acetato Hidrogénio Bicarbonate e Sulfsto
de lndrogémo
A
APM i BRS—%l APM BRS-C
N Sulfeto de /
: letano e i Metano Sulfeto de
Bicarbonato . 5 - hidrogénio
r
oo A
A

Figura 5: Esquema da conversdo de benzoato a metano em ambientes anaerdbios, segundo Fang et
al.(1997).Legenda: BAS - bactérias acetogénicas sintroficas; BRS-I — bactérias redutores de sulfato
que realizam a degradagdo incompleta do substrato; BRS-C -bactérias redutores de sulfato que oxidam
completamente o substrato; APM- produtoras de metano acetoclasticas e hidrogenotréficas
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3.3.2. Tratamento anaerobio do PCP em biorreatores

Como anteriormente mencionado, o metabolismo anaerdbio tem demonstrado sua
eficiéncia na desalogenacdo redutiva de compostos com elevado niimero de halogénios.
Assim, a escolha pelos processos biologicos anaerdbios de tratamento para a transformagao de
compostos toxicos halogenados ¢ uma alternativa segura, como defendido por El Fantroussi,
Naveau e Agathos (1998). Segundos os autores, em areas de aplicagdo biotecnoldgicas tem
sido revelado que os microrganismos anaerdbios sdo mais adaptados que os aerdbios para a
remocdo de compostos halogenados de efluentes industriais. De acordo com a revisdo feita
pelos autores, isto acontece devido a polimerizagdo de compostos haloaromaticos que ocorre
frequentemente quando sdo degradados por bactérias aerdbias, limitando assim os ataques
eletroliticos subseqiientes pelo oxigénio a estrutura do composto.

De acordo com Speece (1986), a eficiéncia de um reator bioldgico, seja ele aerobio ou
anaerobio, esta relacionada com a cinética das reacdes bioquimicas, a qual apresenta dois
aspectos-chaves: - as caracteristicas hidraulicas (fluxo e mistura) que proporcionem o contato
adequado entre a agua residuaria e a biomassa; - a retengdo da biomassa no reator. As
configuragdes dos reatores, portanto, visam a reunido desses dois aspectos para que as reagdes
bioldgicas resultem em elevada eficiéncia de remocao da matéria organica em sistemas de
reacdo com a menor dimensdo ¢ no menor tempo possiveis. No caso do tratamento anaerobio,
foram desenvolvidos os denominados “sistemas de alta taxa”, com capacidade em reter
grandes quantidades de biomassa ativa, permitindo elevados tempos de retengdo celular
mesmo com a aplicagdo de baixos tempos de retencdo hidraulica.

A biodegradacdo anaerobia do PCP foi constatada em diferentes tipos de reatores

anaerobios, em que se inclui os “sistemas de alta taxa”, tais como o reator anaerobio de fluxo
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ascendente ¢ manta de lodo (UASB), os filtros bioldgicos anaerdbios, o reator anaerdbio
hibrido - UASB e filtro anaerobio, o reator com leito expandido com carvao ativado granular
¢ o reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) (SAIA, 2005).

Shen, Liu e He (2005) estudaram a degradagdo do PCP em reator UASB, no qual
granulos anaerébios foram adaptados as concentragdes de 5 a 70 mg. L™ clorofendis por um
periodo de 6 meses. O sistema operado com tempos de retencao hidraulica entre 20 a 22 horas
resultou em velocidades de degradacdo da ordem de 200 a 220 mg/ L /d para concentragdes
de 170 a 180 mg. L' de PCP. Nesse trabalho, os autores relataram que a adsorgdo ¢ desor¢do
do PCP no lodo granulado anaerdbio seguiram a equagdo da isoterma de Freundlich, sendo
parte da adsor¢do ndo reversivel. As conclusdes mostraram que o principal mecanismo de
remocdo de PCP no reator UASB foi bioldgico e ndo fisico-quimico através da adsorgdo e
volatilizagdo.

Visvanathan et al. (2005) avaliaram o potencial de biorreator com membrana (MBR)
aplicado a degradagdo do PCP. O MBR combina um sistema de filtracdo em membrana com
um processo biologico. O reator foi operado por 120 dias com um inéculo previamente
adaptado, a tempos de reteng@o hidraulica da ordem de 12 horas. Na primeira fase, a carga
organica aplicada foi de 600 mg. L e a carga aplicada de PCP variou de 12 a 40 mg/m’/d. A
remog¢do do PCP no sistema foi maior que 99%. Na segunda fase do estudo, cargas maiores de
PCP foram aplicadas da ordem de 20 a 200 mg/m’/d, resultando em 99% ou mais de remogio
do composto. Os autores verificaram que devido a alta concentracdo de biomassa, a
biossor¢do de PCP foi um fator importante para o processo de biodegradacao, pois aumentou
o contato do composto com a biomassa. Experimentos em sistemas descontinuos revelaram
que a capacidade de adsor¢do do PCP pela biomassa microbiana foi de 0,63 mg PCP/g

biomassa em 60 minutos.
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Lanthier et al. (2005) estudaram a degradag@o do PCP em um reator de filme fixo com
volume total igual a 505mL, preenchido com aproximadamente 275g de anéis “rasching”
como suporte para a colonizacdo da biomassa. Como inoculo, o experimento empregou lodo
granulado macerado proveniente de um reator UASB que tratava agua residuaria de industria
de processamento de polpa de maca. O consorcio metanogénico foi adaptado a concentragdes
baixas de PCP (1,3 mg.L™") por 225 dias. Foram também acrescidas ao sistema fontes
organicas adicionais como sacarose (1,99 g.L'l), acido butirico (0,63g.L'1) e etanol (0,46g.L°
1. O biorreator foi operado a 35°C, com um TDH de 28 e 35 horas. Apds o periodo de
adaptacdo, maiores teores de PCP, da ordem de 364 mg.L'l, foram testados. A remocdo do
PCP foi de 99%, sendo sua total mineralizacdo em torno de 60% e o restante convertido a 3-
CP, principal produto do metabolismo do sistema de reagdo. Nesse trabalho, foram realizadas
analises de biologia molecular, aplicando-se a técnica de hibridiza¢do in sifu com sondas
fluorescentes (“FISH”). Os autores detectaram a presenga da bactéria halorespiradora
Desulfitobacterium hafniense em 19% da biomassa, e associaram o 6timo desempenho do
reator a essa atividade microbiana.

Os dados da Tabela 1 mostram o potencial do processo anaerdbio na remog¢do do PCP
e seus intermediarios clorados em pesquisas realizadas no Brasil, no Departamento de
Hidraulica e Saneamento da EESC-USP. Os autores avaliaram a ocorréncia da biodegradacgio

anaerobia do PCP por diferentes indculos e sistemas de reacao.
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Damianovic (1997), em trabalho pioneiro no Brasil, estudou a degradacdo anaerdbia
do PCP em concentracdes de 0,2 a 8,0 mg. L empregando dois reatores anaerdbios do tipo
RAHLF e meio de cultivo Angelidak. Como fontes de carbono ou co-substratos acresceram-
se glicose, acido acético, acido formico e etanol, com taxas de carregamento orgénico
diferentes, 1,12 KgDQO/m® para o primeiro reator e 1,71 KgDQO/m® para o segundo. A
operacdo do sistema resultou em elevadas taxas de remocdo de matéria organica total
(expressa em DQOQO), conseqiientemente do PCP. No trabalho, constatou-se que o composto
PCP foi desalogenado em compostos menos clorados, principalmente DCP. A autora indicou
a presenca marcante do gé€nero Methanosaeta sp. no reator com taxa de carregamento
organica menor. Para o outro reator, foi verificada a presenga de morfologias semelhantes aos
géneros Methanosarcina sp. ¢ Methanosaeta sp., bem como morfologia de cocobacilos
vibrides, aos pares, as quais foram relacionados a vibrios redutores de sulfato.

Larizzatti (1997) e Oliveira (1998) estudaram a degradacdo do pentaclorofenol por
lodos anaerobios mesofilicos e termofilicos, respectivamente, em reatores bateladas e
obtiveram remocao de PCP de 75 a 97% e de 80 a 100%, respectivamente. Larizzatti (1997)
observou a predomindncia de géneros metanogénicos semelhante a Methanococcus sp.,
Methanobacterium sp., Methanobrevibacter., Methanosarcina sp. ¢ Methanosaeta sp.

Baraldi (2001) operou o RAHLF em condi¢des semelhantes a Damianovic (1997),
enfatizando a caracterizacdo da comunidade microbiana. A autora utilizou como indéculo a
mistura de lodo proveniente de um reator UASB aplicado ao tratamento de efluentes de
industria de reciclagem de papel e papeldo e de outro aplicado ao tratamento de esgoto. O
estudo constatou que a remocao da matéria orgénica e, conseqiientemente do PCP ocorreu na
primeira terga parte do reator. As técnicas moleculares de PCR, ARDRA e hibridizagao “slot-
blot” utilizadas confirmaram o predominio do Dominio Archaea e alteragdes na diversidade

das populagdes apos a adi¢do de 2,0 mgPCP. L. As morfologias identificadas pela autora
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revelaram o predominio de tipos metanogénicos acetoclasticos do género Methanosarcina sp.
e Methanosaeta sp. As células estavam presentes em maior intensidade no ponto inicial do
reator. Ja nos trecho final do reator as células estavam em menor quantidade e com indicios de
degeneracao celular.

Montenegro et al. (2001) verificaram a eficiéncia de reator anaerobio hibrido (RAH)
na degradagdo do PCP em concentragdes de 2,0 a 21,0 mg. L. Os experimentos empregaram
como fontes de carbono adicionais ao processo com PCP, 4cidos orgénicos tais como acético,
propidnico, e latico, bem como do alcool metanol, perfazendo uma DQO de 6,88 g. Lo
RAH apresentou remogao de matéria organica expressa em DQO de cerca 97%, redugdo do
PCP de 99% e composicdo do metano no biogas da ordem de 85,5%. As velocidades de
remogdo determinadas foram proximas a 1,07 mg PCP. g”' SSV. d' durante as mais elevadas
concentracdes de PCP adicionadas. Testes revelaram a presenga de microrganismos
metanogénicos na concentragio de 10° a 10° células/ mL. Os autores utilizaram a técnica
FISH em conjunto com a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para analisar os grupos
microbianos que estavam presentes nos sistema durante a degradagdo do PCP (Montenegro et
al., 2003). Os autores concluiram que as arquéias metanogénicas eram predominantes no lodo
granulado anaerobio, perfazendo porcentagens da ordem de 82 e 89% , respectivamente antes
e ap6s a adicdo de 21,0 mg. L' de PCP. As células detectadas com sonda especifica para
Methanosarcinales (MSMX860) foram morfologicamente similares ao género Methanosaeta
(33%) e Methanosarcina (26%). Os resultados de FISH também revelaram que a
porcentagem de célula morfologicamente similar a Methanosarcina decresceu de 26,0% para
9,0% apos a adi¢do do PCP, ao contrario da porcentagem de Methanosaeta sp. que aumentou
de 33 para 79% apos a adi¢do do PCP.

Freire (2005) avaliou a capacidade do reator anaerdbio de leito fluidificado (RALF)

utilizando carvao ativo granular como suporte na degradagdo do PCP. O reator foi inoculado
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com lodo proveniente de reator anaerdbio de manta de lodo e escoamento ascendente
(UASB), tratando agua residuaria de abatedouro de aves. O substrato sintético (DEL NERY,
1987) continha glicose como fonte de carbono adicional (DQO efluente de 1000 mg. L'l) eo
composto clorado foi testado a concentragdes de 1 a 6 mg. L. Foi adotado um tempo de
detencdo hidraulico de 8 horas, correspondente a uma vazao de alimentacdo de 48 L/dia. A
temperatura na fracdo liquida variou de 25°C a 30°C. As eficiéncias médias de remogdo do
PCP estiveram na faixa de 70 a 93% para os 80 dias de operagdo. O autor detectou a
predominancia de bacilos ndo metanogénicos (ndo fluorescentes). Também estavam presentes
cocos, bactérias filamentosas, bacilos metanogénicos, cistos de Methanosarcina e
Methanosarcina sp.

Saia et al. (2007) estudaram a degradacdo do PCP no RAHLF inoculado com
sedimentos provenientes do estuario de Santos - S3o Vicente previamente enriquecidos sob
condicdes metanogénicas e halofilicas. O reator preenchido com cubos de espuma de
poliuretana foi operado por 126 dias e tempo de detencdo hidraulica de 18 horas, com meio de
cultura salino contendo glicose (1,0 g. L) como principal fonte de carbono e PCP nas
concentragdes de 5, 13, 15 ¢ 21 mg. L. O desempenho do RAHLF foi estavel, mantendo boa
eficiéncia durante toda sua operagdo. A reducdo dos niveis de matéria organica (expressa em
DQO) variou de 70 a 100% e a do PCP foi de 99% com deteccdo de compostos menos
clorados e sob teores de metano no biogas de 15 a 30%. Da massa de 1.111,73 mg de PCP
aplicada ao reator, teores de 286,9 mg ficaram retidos nas bioparticulas do sistema pelo
processo de adsor¢do e 834,83 mg foram biodegradados. Os autores também fizeram a
caracterizacdo microbiologica e detectaram células com sonda especifica para
Methanosarcinales (MSMX860) pela técnica do FISH e estas foram morfologicamente
similares ao género Methanosaeta e Methanosarcina. Este resultado também foi observado

por microscopia eletronica de varredura.
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Os trés estudos prévios realizados com o sistema RAHLF demonstraram o potencial
deste reator no tratamento de compostos clorados, selecionando populagdes microbianas
degradadoras de clorofendis sob metanogénese.

O RAHLF foi inicialmente descrito por FORESTI et al. (1995) para o tratamento de
agua residuaria de industria de papel e segundo Zaiat (1996), o reator contendo espumas de
poliuretana como material de enchimento e suporte para a imobilizagdo da biomassa possui
vantagens, a saber: - partida em tempo curto; - operagdo estavel rapida; - utilizagdo de
material de enchimento leve, poroso, de alta superficie especifica e de custo atrativo; - facil
colonizagdo ¢ elevada retengdo da biomassa ao leito fixo; - contato biomassa-esgoto
adequado; - tempos de retencdo hidraulica reduzidos para cargas organicas relativamente
elevadas; - comportamento semelhante ao reator com regime de fluxo pistonado. Estas
caracteristicas tornam o RAHLF bastante promissor ao tratamento de diferentes aguas
residudrias, inclusive as que contém compostos toxicos.

Além da pesquisa realizada por Saia (2005), Cattony (2005) utilizou o RAHLF para
remocdo de tolueno e benzeno com velocidades de remogdo dos compostos sob condi¢des
sulfetogénicas da ordem de 0,06 Mg wueno. Mg sv. d' € 0,07 ME benseno. Mg 'ssv. d,
respectivamente. Nardi et al. (2005) utilizaram com sucesso este reator na remog¢ao de 95%
dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) em concentragdo de 15mg. L'
de cada composto e tempo de retencao hidraulica de 12 horas. Os autores indicaram o uso do

RAHLF no tratamento de efluentes e 4guas subterrdneas contaminadas por BTEX e gasolina.
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3.3.2 Estudo de isotermas de adsorcao do PCP

Estudos sobre adsor¢do de compostos sdo datados desde o inicio dos anos 60. Um dos
pioneiros foi o de Giles et al. (1960) que resultou em 4 modelos basicos de isotermas de
adsorcdo para solugdes diluidas. As classificagdes foram baseadas no desenho da curva
tragada ao se comparar o coeficiente de equilibrio (Moles. L) com a concentragio na fase
solida (Moles/Kg). Assim, apresentam-se: - o modelo da curva em S, usado para situagdes em
que na parte inicial de baixa concentragdo de equilibrio ocorre baixa interagdo entre o
contaminante ¢ a fase solida; entretanto, quando a adsor¢do do soluto inicia, mais facil se da a
adsorcdo de quantias adicionais, com ocorréncia de interagdo entre moléculas adsorvidas e
outras, o que facilita a fixa¢do na superficie do adsorvente; - o modelo da curva em L, usado
para situacdes em que o contaminante tem alta afinidade com a superficie do composto e
assim, quanto mais sitios do substrato forem preenchidos, mais dificil este substrato ¢
adsorvido por novas moléculas; - o0 modelo da curva em H, caso particular do modelo em L,
no qual o contaminante tem alta afinidade com o s6lido que é completamente adsorvido; - o
modelo da curva em C, caracterizado pela constante de particdo do soluto entre a solugdo ¢ o
solido, crescendo para a maxima adsor¢do possivel. A linearidade da isoterma mostra que o
numero de sitios para adsor¢do permanece constante.

As isotermas podem ser representadas por equagdes simples que relacionam
diretamente o volume adsorvido em fungdo da pressdo e/ou concentragdo do adsorvato, sendo
as Langnuir, Freundlich, Henry, Temkin, Giles ¢ BET as mais comuns empregadas nos
estudos sobre adsor¢do (RUTHVEN, 1984).

Com base no trabalho realizado por Giles (1960), Mollah ¢ Robinson (1996)

estudaram ¢ modelaram a adsorc¢do e desor¢do do PCP em carvdo ativado granular. Os dados
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de equilibrio do PCP adsorvido no carvao ativado e na fase aquosa foram ajustados em 5
diferentes modelos de isotermas. O modelo de Radke-Prausnitz (1972) foi o que apresentou
um menor desvio entre o predito e o experimentalmente observado. Os resultados
demonstraram que quando a concentragio de equilibrio era somente 1,0 mg. L™ de PCP, o
carvao ativado granular (CAG) teve capacidade de adsorver 157 mg PCP/g, revelando-se a
elevada capacidade de adsor¢do deste composto. Este modelo se equivale ao modelo em L
citado por Giles (1960), no qual o contaminante tem alta afinidade pelo substrato. Mollah e
Robinson (1996) também relataram que o processo de adsorgédo e desor¢do do PCP em carvao
ativado foram reversiveis, mas a desor¢do foi menor a temperatura de 25-30°C. Os autores
citados estudaram a capacidade de adsor¢do do PCP em CAG em fungdo do pH, e verificaram
que a quantidade maxima de PCP adsorvido se deu com pH na faixa de 6,0 e a quantidade
minima quando o pH foi de 11. Além disso, observou-se que a adsor¢do do PCP em funcao da
temperatura diminuia com o aumento da temperatura, considerando-se a faixa de 10 a 60°C.

A adsor¢do de compostos lipofilicos como o PCP pode ser um importante processo de
remocdo deste composto em biorreatores aplicado ao tratamento de residuos. Estudos
conduzidos por Jacobsen et al. (1991) mostraram que a adsor¢do do PCP por lodos ativados ¢
estimada como sendo superior a 50%, desde que o tempo de detengdo celular seja inferior a 3
dias. Por outro lado, o tempo de retenc¢do celular foi superior a 14 dias e a quantidade de PCP
adsorvido foi menor que 10 % do total de PCP removido. A isoterma de adsor¢do indicou
linearidade até a concentracdo de 100 pg. L de PCP dissolvido.

Jacobsen, Arvin e Reinders (1996) determinaram que a concentracdo de equilibrio
para adsorcdo ¢ desor¢do do PCP em biomassa microbiana foi estabilizada em
aproximadamente 5 minutos e permaneceu constante por um periodo de 11 dias. Os autores

calcularam a isoterma de adsorcdo linear para concentragdes até 80 pg. L' em pH 6 ¢ para
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concentragdes de 160 pg. L' em pH 8. Os trabalhos de Karickhoff (1984)° apud Jacobsen,
Arvin e Reinders (1996) indicaram linearidade da isoterma de adsorcdo em biomassa
microbiana para concentragdes de até 2,66 mg PCP. L.

Visvanathan et al. (2005) estudaram a capacidade de biossor¢do do PCP em lodo
empregando experimentos operados sob condi¢des descontinuas. Os resultados revelaram que
a capacidade de biossorcdo do lodo aumenta com o aumento do tempo de contato até um
determinado momento, em que se estabiliza. A concentracdo de PCP na fase liquida decresceu
rapidamente nos primeiros 10 minutos e vagarosamente nos demais 50 minutos, quando entao
ocorreu a estabilizacdo da biossor¢io do lodo em 0,63 mg PCP.g” biomassa. O tempo de 60
minutos foi utilizado como tempo de equilibrio para os estudos da isoterma. Este resultado
também foi alcangado por Ladislao e Gali (2004), que reportaram que a biossor¢do do PCP se
estabilizou em menos de 2 horas em testes com lodos ativados, e cerca de 2 horas quando um
lodo granulado anaerobio foi testado. Para a determinagdo do tempo de equilibrio, volume de
50 mL de concentracdo de biomassa conhecida, foi adicionado em frascos com concentracoes
de PCP, variando de 7 a 15 mg. Lho tempo de contato variou de 0, 10, 20, 40, 60, 120 ¢ 180
minutos. Os resultados mostraram que a partir dos 60 minutos, ndo houve diminui¢cdo da
concentracdo do PCP adsorvido. Para a construcdo da curva de isoterma de adsor¢do, os
autores trabalharam com 15,0 mg PCP. L'e tempo de equilibrio de 60 minutos. Os resultados
revelaram que a capacidade de adsorcdo da biomassa foi de 0,63 mg PCP.; piomassa A
quantidade de PCP adsorvida pela biomassa foi determinada como sendo a diferenca entre a
concentragdo inicial e final no liquido. Os autores ajustaram seus dados com o modelo de
Freundlich.

A equagdo que descreve o modelo de Freundlich é a seguinte:

In (geq) = In (Kf) + nln Ceq, em que:

3 Karickhoff, S.W. (1984) Organic pollutant sorption in aquatic systems. J. Hydraul. Engng 110, 707-735.
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- ¢4 € a capacidade especifica (relagdo entre a quantidade de PCP adsorvido € o peso
da biomassa);
- K e n sdo constantes da Isoterma de Freundlich;

- C¢q € a concentracdo de equilibrio do PCP na solugao.

Freire (2005) estudou a adsor¢do de PCP em carvao ativado e correlacionou com a
isoterma de adsor¢do de Langnuir, a qual resultou em melhor ajuste dos pontos experimentais.
O resultado do ensaio indicou que a presenca da glicose reduziu em 9% a adsor¢do do PCP no
carvao ativado, demonstrando competividade destes dois compostos pelos sitios ativos do

carvao.

3.4 Nitrogénio e Fosforo como nutrientes limitantes

Segundo Odum (1983), o material essencial que estd disponivel em quantidades que
mais se aproxima das necessidades minimas necessarias para a manutencao das funcdes vitais
dos organismos ¢ considerado “fator limitante”, ou seja condi¢do que se aproxima ou exceda
os limites de tolerancia, conceito este que se tornou conhecido como a “lei” do minimo de
Liebig. Na verdade, um fator limitante pode ocorrer ndo s6 por causa da insuficiéncia de
algum material, conforme foi proposto por Liebig, mas também por excesso. Assim 0s
organismos apresentam um minimo ¢ um maximo ecologico, que representam os limites de
tolerancia. O conhecimento deste conceito foi primordial para que microbiologistas

dominassem a dificil arte de formulagdo de meios para se cultivar microrganismos. Na
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confecg¢do de meios de cultura para quaisquer microrganismos, o objetivo principal é fornecer
uma mistura balanceada de nutrientes necessarios, em concentragdes que permitam um bom
crescimento (STANIER, 1986), entretanto estes nutrientes, ao contrario do que se acreditava,
ndo pode estar em excesso, tornando-se inibidores ou toxicos quando suas concentracoes
forem aumentadas. Isto ¢ verdade para muitos substratos orgénicos, como acetato, por
exemplo. Alguns constituintes inorganicos também podem se tornar inibitorios se estiverem
em excesso (STAINER, 1986).

Para crescer, os microrganismos devem retirar do meio em que vivem substancias
necessarias para sintese de seu material celular e para a geragdo de energia. E ¢ baseado neste
principio cientifico, e partindo do conhecimento da composi¢ao quimica da célula microbiana
que os meios de culturas s3o elaborados. A matéria solida de uma célula contém
principalmente, além de hidrogénio e oxigénio, que sdo derivados da dagua, carbono,
nitrogénio, fosforo e enxofre. Estes seis elementos representem cerca de 95% do peso seco
celular. Muitos outros elementos estdo presentes em fragdes residuais. Estudos nutricionais
mostram que potassio, magnésio, calcio, ferro, manganés, cobalto, cobre, molibdénio e zinco
sdo requeridos por praticamente todos os microrgansimos (STAINER, 1986). De acordo com
este principio, os nutrientes disponiveis para o desenvolvimento celular podem ser divididos
em duas classes: -macronutrientes, aqueles requeridos em grandes quantidades pela célula; -
micronutrientes, aqueles necessarios em quantidades extremamente pequenas.

Os elementos carbono, nitrogénio e fosforo sdo macronutrientes e essenciais a
estruturacdo das biomoléculas. A maioria dos microrganismos requer compostos organicos
como fonte de carbono e podem catabolizar e/ou assimilar o carbono proveniente de
diferentes compostos como aminoacidos, aglcares, acidos orgénicos, bases nitrogenadas,
compostos aromaticos, etc. O nitrogénio pode ser encontrado na célula microbiana em

associacdo com compostos organicos e de forma reduzida (grupo amino), na constituicdo de



51

proteinas, aminoacidos e coenzimas. As fontes de nitrogénio para as células microbianas sdo
os aminoacidos, a amonia e o nitrato (MADIGAN et al., 1996).

De acordo com Hutchinson® (1957) apud Odum (1993), de todos os elementos
presentes nos organismos vivos, o fosforo ¢ provavelmente o mais importante em termos
ecoldgicos. Em relacdo aos demais, sua propor¢@o nos seres vivos (sintese de acidos nucléicos
e fosfolipidios) tende a ser consideravelmente maior do que a encontrada nas fontes primarias
dos sistemas bioldgicos. Portanto, segundo o autor, ¢ mais provavel que uma deficiéncia de
fosforo limite a produtividade de uma dada regido da superficie terrestre do que uma
deficiéncia de qualquer outro material, com excecdo da agua.

A quantidade de nitrogénio e fosforo é altamente significativa para a produtividade de
ecossistemas aquaticos, e o fosforo ¢ um fator limitante para a produtividade em ambientes de
aguas doces temperadas devido a sua pequena disponibilidade natural. Apesar de poucos
estudos de limitagdo de nutrientes em lagos tropicais, tem sido sugerido que, enquanto a
limitacdo por N ocorre raramente em sistemas temperados de aguas doces (SMITH, 1983),
pode ser mais comum em sistemas tropicais (LEWIS, 2002), em decorréncia de maiores
perdas de N por denitrificagdo em temperaturas mais elevadas. J& em ambientes aquaticos
marinhos o N parece ser consideravelmente limitante devido a sua baixa concentragdo
(WETZEL, 1983). Esses nutrientes principais € os numerosos elementos traco (ferro,
manganés, molibdénio e zinco) tém importancia bioldgica crucial na constituigdo de
proteinas, acidos nucléicos e na producao de enzimas especificas.

Em relagdo a produtividade primaria, Overbeck (2000) comenta que os nutrientes
nitrogénio e fosforo sdo consumidos pelo fitoplancton em uma relacio média de massa de
7,2:1, e sera limitante se a disponibilidade desses compostos diferir muito dessa relagdo. Uma

relacdo critica de N:P indicada pelo autor ¢ de 10:1. A Tabela 2 de Forsberg et al. (1978), por

* Hutchinson, G.E. 1957. A Treatise on Limnology. Vol.I, Geography, Physics and Chemistry. New York, John
Wile & Sons, 1015pp.
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exemplo, mostra as relacdes N:P descritas para o desenvolvimento de culturas de algas ou em
lagos naturais. De acordo com os autores, a relagdo N:P maior que 12 revela que o P torna-se
o fator limitante para o crescimento celular. Por sua vez, a relagdo N:P menor que 7, destaca o
N como o limitante ao desenvolvimento das culturas. Finalmente, a relacdo N:P entre 7 ¢ 12
resulta que, nessa condi¢do, ambos os nutrientes sdo limitantes ao crescimento celular. A
tabela 2 também apresenta dados de que demonstram o poder preditivo de diferentes
concentragcdes de P e N em relacdo a biomassa fitoplanctonica expressa na forma de clorofila

a.

Tabela 2. Relagdes N:P que estabelecem o nutriente limitante em relagdo aos niveis de clorofila a.

N total/P total Nutriente limitante do crescimento Nivel de clorofila a (mg/m’)
> 12 P <20

7-12 N e/ou P 20-70

<7 N >70

Fonte: FORSBERG et al. (1978).

Em estudos para verificar a dominancia de cianobactérias em lagos em funcdo da
relacdo N:P, Smith (1983) observou que a relagdo 29:1 possibilitava a dominancia de grupos
de cianobactérias, mas uma relagdo superior evitava esse predominio. Em trabalho posterior
Smith et al., (1995) concluiu que a relagdo de 22:1 estabelece a mais distinta barreira entre
lagos dominados por cianobactérias fixadoras de N e lagos com baixas ocorréncias destas
algas. O mecanismo proposto por Smith (1983) para ligar a dominancia de cianobacteria com
a baixa relacdo de N:P ¢é que todas as espécies de cianobactérias, sdo mais capazes de
competir por nitrogénio do que outros fitoplanctons, quando a quantidade deste composto ¢

baixa.
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Os estudos de Smith (1983, 1998) e Overbeck (2000) demonstram o papel essencial
que a disponibilidade de nutrientes tem no controle da composicdo ¢ biomassa das
comunidades fitoplanctonicas. A razdo 6tima de nutriente para o crescimento ¢ peculiar de
cada espécie e pode determinar a exclusdo ou a co-existéncia de espécies potencialmente
competidoras (TILMAN, 1977, 1981).

Alguns experimentos realizados por Tilman et al, 1986 ¢ Olsen, 1988> appud Huszar
et al. (2005) demonstraram que a habilidade competitiva por nitrogénio e fosforo ¢ diferente,
entre algas verdes e azuis. Teoricamente espera-se que, se diversas espécies de algas sdo
limitadas pelos mesmos nutrientes, as que apresentam um menor requerimento destes
nutrientes sejam capaz de vencer competitivamente as outras em condigdes de equilibrio
(TILMAN, 1977, 1981).

Embora seja de fato a concentracdo absoluta de um determinado nutriente que vai
permitir ou ndo o crescimento de certa espécie (REYNOLDS, 1999), ¢ importante lembrar
que as espécies possuem habilidades diferentes em captar nutriente do meio. Em baixas
concentragdes, um determinado nutriente pode, por exemplo, estar abaixo da capacidade de
adsor¢do de uma espécie e ndo da outra, fazendo com que a primeira seja excluida pela
segunda, que se tornaria dominante (HUSZAR, et al, 2005).

A teoria dos nutrientes limitantes, proposta por Tilman (TILMAN et al, 1977;
TILMAN et al.,, 1981), demonstrou de maneira clara, em experimentos realizados em
laboratério e mais tarde comprovados por estudos de campo, que as concentracdes de
nutrientes necessarias ao crescimento sao diferentes entre as espécies.

Trabalhos recentes tém sugerido a aplicacdo da teoria dos nutrientes limitantes como
ferramenta para explicar os efeitos dos acréscimos nutricionais nas populagdes microbianas

ativas (SMITH; GRAHAM; CLEVELAND, 1998; HEAD; SWANNEL, 1999; SMITH,

> OLSEN, Y. Phosphate kinetic and competitive ability phytoplankton blooming Cyanobacteria under variabel
phosphate suply. 1988. Thesis (Ph.D) — Norwegian Institutte of Technology, University of Trondheim.
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2002). Quando a teoria se aplica a comunidades microbianas complexas, ocorrem mudangas
na densidade microbiana e na estrutura da comunidade. Atlas e Bartha (1972) em seu estudo
pioneiro variaram a relagdo N:P e obtiveram uma populagdo microbiana com melhor
desempenho na degradagdo de 6leos em ambiente marinho sob uma relagdo molar entre 2:1 e
20:1.

O acréscimo de nutrientes a fim de estimular o desenvolvimento microbiano durante
processos de biorremediagdo ¢ bastante praticado. Porém, ¢ ainda considerado empirico,
necessitando o esclarecimento de suas conseqiiéncias em base experimental, notadamente em
relagdo aos efeitos do acréscimo de nutrientes para a atividade de biodegradacdo (HEAD;
SWANNEL, 1999).

A teoria dos nutrientes limitantes tem sido aplicada na suplementacdo de nutrientes
nos estudos sobre a biodegrada¢do de hidrocarbonetos. Baseado no principio de que se
diferentes espécies ou linhagens de microrganismos presentes em amostras de solos
contaminados com hidrocarbonetos tém diferentes necessidades nutricionais, a teoria prediz
que alteragdes na dominancia dos microrganismos podem ocorrer se a relagdo N:P for
alterada. Assim, a alteracdo na composi¢do da populacdo microbiana em fungdo da relagdo
N:P podera resultar na alteragdo das rotas bioquimicas e/ou velocidades de degradacdo do
poluente pelo favorecimento de espécies mais eficientes (SMITH; GRAHAM;
CLEVELAND, 1998)

A modificagdo da propor¢do N:P resulta na alteracdo significativa da composi¢do da
comunidade microbiana e das velocidades de biodegradacdo. Um exemplo estd no estudo de
campo de Swanell et al. (1999), no qual adotou técnicas de biorremediagdo em areas com
derramamento de 6leo. Através de métodos da biologia molecular para estudo dos genes que
codificam o RNA ribossomal para avaliacdo filogenética das espécies microbiana, os autores

relataram as mudangas nas populagdes microbianas sob varia¢do dos teores de N e P.
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No estudo realizado por Smith, Graham e Cleveland, (1998) testou-se o efeito da
limitagdo de nutrientes na velocidade da degradagdo aerdbia dos hidrocarbonetos hexadecano
e fenantreno. Avaliando-se 34 diferentes combinagdes dos compostos nitrito de sédio (na
faixa de 0 a 8,4 mg N/g de solo) e fosfato de potassio (na faixa de 0 a 0,68mg P/g de solo), os
autores demonstraram que a relacdo N:P ideal para a maxima degradacdo aerdbia do
hexadecano foi igual a 7:1. O resultado ndo significou que as populacdes degradadoras de
hexadecano estavam ausentes nas demais relagdes testadas, apenas que forma menos
eficientes. Por sua vez, a biodegradagdo maxima do fenantreno ocorreu sob duas relagoes
N:P, uma préxima a 5:1 e outra cerca de 20:1. Neste caso, os autores associaram o resultado
a possivel selecdo de duas distintas populagdes degradadoras de fenantreno, como também
supuseram a indugdo de rotas metabdlicas diversas na mesma populagdo, com diferentes
velocidades das reagdes. Andlise na populagdo microbiana presentes nos ensaios com
diferentes relagdes nutricionais testadas indicou a selecio de diferentes padroes de
diversidade. Os resultados experimentais demonstraram a consisténcia da teoria nutrientes
limitantes, em que a suplementacdo do meio de cultivo com diferentes relagdes N:P
influenciou as velocidades de degradagédo do fenantreno e do hexadecano.

Em outro trabalho, Roling et al. (2002) estudaram o efeito da adicdo de diferentes
niveis de N:P na dindmica da comunidade microbiana cultivada para testes de degradagdo de
6leo. Os experimentos foram conduzidos em microcosmo inoculado com sedimentos de uma
praia contaminada. As variagdes na diversidade de microrganismos nas diferentes
concentragdes nutricionais foram comparadas pela analise do gene RNAr 16S amplificados e
submetidos a técnica do gel de eletroforese com gradiente desnaturante — DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis). Os resultados obtidos, analisados apds a determinacdo da
producgdo de didxido de carbono e da degradagdo do o6leo, demonstraram que a adigdo de

nutrientes aumentou significativamente a biodegradagdo. Entretanto, as velocidades de
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produgdo de CO, e de consumo de 6leo foram similares para as diferentes concentragdes de
nutrientes. Isto demonstrou que foi a adi¢do de nutrientes, e ndo as quantidades adicionadas,
que influenciou diretamente na degradacdo do oleo.

A pesquisa que demonstra padroes similares de respostas ¢ a Ishihara et al. (1994), que
estudando a degradacdo de 6leos em microcosmos com agua do mar sintética e inoculados
com uma cultura pura - Linhagem SM8. Os autores verificaram que a taxa de degradagao foi
fortemente afetada pela alteragdo das concentra¢des de N e P. Os resultados foram analisados
em modelo tridimensional com a taxa de utilizagdo de O, em fungdo dos niveis acrescentados
de nitrogénio e fosforo. Estes dados mostraram que baixas velocidades de utilizagdo do O,
ocorreram quando a relagdo N:P era baixa. Ainda, observaram um aumento progressivo nessa
velocidade com o aumento dos niveis dos nutrientes N e P. Portanto os resultados concluem
que a Linhagem SMS8 apresentara melhor resultados de degradacao de 6leos em concentragoes
elevadas de nutrientes, sendo desfavorecida quando as condi¢des nutricionais forem
limitantes.

Braddock et al. (1997) observaram que quando o nitrogénio era o nutriente limitante
em areas contaminadas com hidrocarbonetos, o tamanho da populagdo ¢ a atividade dos
microrganismos do solo aumentaram com a adicdo de N e P. Os autores também relataram
que o padrao de distribui¢do microbiana e o de degradagdo dos hidrocarbonetos diferiram
consistentemente sob diferentes relacdes N:P.

Os experimentos que aplicaram a teoria nutrientes limitantes na degradagdo aerobia de
hidrocarbonetos demonstraram claramente que o suprimento com diferentes relagdes N:P
resultaram em um forte impacto nas taxas de degradagdo dos compostos.

Sem duvida, a teoria ndo suscita grandes questdes, na medida que preconiza o
emprego equilibrado dos macronutrientes em direcdo a sele¢do de culturas microbianas mais

eficientes na degradacdo de um composto alvo. Mas, para a Ecologia Microbiana aplicada as
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praticas de tratamento de residuos e/ou biorremediagdo é necessario esclarecer que a selegéo
de grupos microbianos em funcdo dos nutrientes resulta na alteragdo de elos em cadeias
alimentares e, por conseguinte, em rotas metabodlicas. Assim, ¢ importante o dominio das
possiveis conseqiiéncias de sua aplicacdo em campo. Para tanto, se abrem as perguntas sobre
essa teoria e a operagdo de biorreatores anaerobios.

Trabalhos sobre a degradacdo anaerdbia de clorofendis realizados em laboratorio
utilizam excesso dos nutrientes N e P. Montenegro (2001) e Montenegro et al. (2001)
estudaram a degradacdo anaerdbia do PCP em reator anaerobio hibrido com um meio de
cultivo contendo 10,66 g de N. I'' ¢ 1,56g de P. L' (SOARES; HIRATA, 1997). A carga
organica média aplicada foi 5,0g DQO. L', resultando na relagio DQO:N:P de 5:10:1. A
concentragdo do composto clorado variou de 2,0 a 21,0 mg. L ¢ a taxa de remogio deste
composto foi em torno de 99,0%. Chen et al. (2000) estudaram a degradagdo do PCP em
digestor anaerdbio, e o meio de cultura utilizado continha 323 mg de N. L'el7 mg de P. L,
ou seja, uma propor¢do N:P de 19:1. O meio Zinder et al. (1984), utilizado como substrato em
diversos trabalhos de pesquisas nos quais se estudou a degradacdo anaerobia de compostos
poluentes como o tricloroetileno (TCE) (BRUCHA, 2001), o tolueno e o benzeno
(CATTONY, 2005) possui em sua constituigio 132 mg de N-NH,. L™ ¢ 22,75 mg de P — PO,.
L', estabelecendo uma proporcao N:P de 5,8:1.

Gardin, Lebeault e Paus (2001) estudaram a degradacdo anaerdbia do composto 2.4,6-
TCP (triclorofenol) em reator UASB alimentado de modo continuo com glicose, propionato,
acetato e o composto clorado na concentragdo de 25 a 278 pmol. L". Os nutrientes N ¢ P
foram usados no meio na relagdio C:N:P igual a 100:5:1. O composto 2,4,6-TCP foi
degradado em 2,4-DCP e 4-CP, mas ndo sofreu mineralizagdo completa devido as baixas

velocidades de degradagdo do composto monoclorado.
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Danianovic (1997) utilizou o meio Angelidaki, Petersen ¢ Ahring, (1990) na operagdo
de um RAHLF, estudando a degradagdo anaerdbia do PCP em concentragdes de 0,2 a 8,0 mg.
L"'. Como anteriormente apontado, foram acrescentadas as fontes organicas glicose e os
acidos acético e formico, perfazendo uma DQO tedrica de 3000mg. L. A autora obteve
100% de remocao do composto com produgdo de DCP em concentragdes médias de 0,23 mg.
L. O meio utilizado continha 105,66 mg de N-NHj. L' e 54,29 mg de P — PO,. L,
perfazendo uma relacdo DQO:N:P de 1000:35:18.

Vale ressaltar que os meios utilizados pelos trabalhos citados foram elaborados para
estudos laboratoriais em microbiologia ¢ bioquimica ¢ que foram transportados para estudos
de processos anaerobios em laboratorio, por se tratar de meios confiaveis, resultando muitas
vezes em respostas aquém da realidade. Entretanto, precisa-se averiguar a real necessidade da
aplicagdo de altas concentragdes de nutrientes em processos de escala real, onde o custo
operacional ¢ relevante e a maximizagao da velocidade de degradagao ¢ preterida.

Segundo Speece (1996), o requerimento de macronutrientes dos microrganismos
anaerobios ¢ proporcionalmente reduzido quando comparado com o do processo aerdbio,
sobretudo devido & quantidade reduzida da sintese de biomassa nesses sistemas. Entretanto, o
autor aponta que a concentragdo de N disponivel aos microrganismos anaerobios deve se
encontrar entre 40 e 70 mg. L"a fim de prevenir a limitagdo do processo por este composto.

Nao foi encontrada na literatura a descri¢do de trabalhos que relatem a aplicagdo de
uma condi¢do nutricional proxima a limitante para reatores anaerobios que operavam na
degradacdo de compostos clorofendlicos. O objetivo deste trabalho foi aplicar a teoria
nutrientes limitantes, jA consagrada em ecologia, para ecossistemas anaerobios e estudar a
comportamento da comunidade microbiana na limitacao de nutrientes. A aplicacdo desta
teoria visou selecionar indculos autoctones com melhor desempenho na degradagdo anaerdbia

do PCP para ser aplicado no sistema RAHLF, buscando otimizar a eficiéncia da degradacao
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anaerobia deste composto, transformando em produtos menos clorados e/ou a mineralizacio,
uma vez que a interrupcdo do processo de degradacdo anaerdbia deste composto por
desalogenacdo redutiva ocorre em intermediarios clorados (ZHANG; WIEGEL, 1990;
MOHN; TIEDJE, 1992; FAHMY; KUT; HEINZEL, 1994; GARDIN; LEBEAULT; PAUS,
2001). Também buscou-se estabelecer a relagao nutricional ideal, visando além de maximizar

a eficiéncia do sistema, diminuir custo em processos de biorremediacao do local contaminado.

3.5 Ecologia Molecular Microbiana

O estudo sobre as comunidades microbianas levanta questdes sobre a composi¢éo,
estrutura, estabilidade e relacdo da atividade e funcdo de seus habitantes. As técnicas
microbiologicas tradicionais € os exames microscopicos comuns sdo meios insuficientes para
responder a estas questdes. A maioria dos microrganismos em amostras ambientais ndo pode
ser detectada através de exames microscopicos convencionais, pois muitas vezes, as células
microbianas podem se encontrar no meio de forma agregada quando, por exemplo, se aderem
a particulas do solo, aos sedimentos de um corpo aquatico ou mesmo entre si (MUYZER et
al.,1996). Além disso, ¢ praticamente impossivel a simulacdo das condi¢gdes ideais para a
reproducdo microbiana encontrada no ambiente, muitas vezes impossibilitando o cultivo e a
manuten¢do mais adequados em laboratorio.

A investigacdo filogenética de populacdes naturais ¢ importante para conhecer a
diversidade microbiana dos ambientes. O desenvolvimento das técnicas de Biologia
Molecular associado a tecnologia de bioinformatica ¢ componente de uma nova linha de

estudo interdisciplinar conhecida por Ecologia Molecular Microbiana. Nesse sentido, busca-se
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determinar a diversidade genética das comunidades microbianas e suas relagdes com o
ambiente (MUYZER et al., 1996; TESKE et al., 1996; HEUER et al., 1997, KOWALCHUK
et al., 1997).

Os acidos desoxirribonucléico (DNA) e ribonucléico (RNA) sdo extraidos de
comunidades microbianas presentes em amostras de solo, adgua e sedimentos, sendo
empregados em diferentes estratégias moleculares, a fim de determinar a complexidade da
comunidade e identificar os membros das populagdes. No entanto, para que tais analises
possam ser realizadas, os acidos nucléicos precisam ser isolados dos outros constituintes
celulares e ressuspensos em solugdo aquosa. Muitas vezes, as suspensoes de acidos nucléicos
necessitam ainda passar por processos de purificagdo para que compostos considerados como
contaminantes, tais como proteinas e polissacarideos, sejam retirados da solucao.

Para se obter acidos nucléicos para andlises, duas diferentes estratégias de extragdo
tém sido desenvolvidas na ultima década, extragdo por lise direta e extragdo por lise indireta.
Na primeira, o DNA ¢ extraido da comunidade microbiana diretamente da amostra ambiental
(OGRAM; SAYLER; BARKAY, 1987) e, na segunda, os microrganismos sao primeiramente
extraidos do solo ou sedimento, para depois a células serem lisadas e o DNA ser extraido
(TORVISK 1980; HOLBEN et al., 1988; TSAI; OLSON, 1991). Entretanto, as duas
metodologias apresentam suas desvantagens. O método de lise indireta ¢ demorado,
trabalhoso e normalmente menos eficiente, pois recupera menor quantidade de DNA que o
método de lise direta. Por sua vez, o método de lise direta apresenta como desvantagens a
extracdo de DNA tanto de procariontes como de eucariontes, maior indice de contaminacao
por compostos hiimicos, no caso de extracdo de sedimentos e solos, e maior nivel de
degradacdo dos acidos nucléicos extraidos (TSAI; OLSON, 1991).

Em geral, o processo de extracdo celular ¢ composto por alguns poucos procedimentos

basicos para que ocorra a desintegracdo e homogeneizacdo de células, a solubilizacdo dos
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acidos nucléicos, a separacdo dos acidos nucléicos dos outros constituintes celulares e a
precipitagdo dos acidos nucléicos. Os protocolos de isolamento de 4acidos nucléicos
apresentam pequenas variagdes € podem ser mais ou menos convenientes a determinados
propositos em fungdo do tempo gasto, da quantidade e pureza dos 4cidos nucléicos obtidos,
do nivel de degradacdo dos acidos nucléicos e da eficiéncia de lise das células-alvo (PIZA,
2000).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), introduzida por Saiki et al. (1985), permitiu
amplificar pequenos e especificos segmentos do genoma. E um método pelo qual se obtém in
vitro varias copias de um determinado fragmento do DNA. A aplicagdo de métodos baseados
na PCR tem sido cada vez mais utilizada em varios campos da Biologia Molecular.

Para a sistematica microbiana, o PCR ¢ atualmente o método basico para obter copias
de segmentos de DNA gendmico para clonagem e seqlienciamento de genes utilizados na
caracterizacdo e identificacdo de microrganismos. Nos estudos de genética de populagdes e
Ecologia Microbiana, os fragmentos amplificados por PCR geram dados sobre a distribuicao
natural dos microorganismos no ambiente. As vantagens do PCR incluem a simplicidade,
rapidez e sensibilidade do método que necessita de pequenas quantidades de DNA (MULLIS;
FALOONA, 1987).

Metodologias baseadas na analise de fragmentos especificos de RNAr 16S ou de
genes cromossomais que os codificam, DNAr 16S, tém se revelado de grande valia para o
estudo da diversidade de microrganismos em amostras ambientais (AMANN; LUDWIG;
SCHLEIFER, 1995; MUYZER et al., 1996). Essas seqiiéncias sdo marcadores filogenéticos
importantes devido a sua distribui¢do universal (ocorrem em todos os organismos), bem como
pela sua conservacdo estrutural e funcional, pela presenga de regides conservadas ou variaveis
¢ hiper-variaveis nas diferentes por¢des da molécula de DNA e, finalmente, pelo tamanho que

fornece a informacdo da seqiiéncia de bases para inferéncias filogenéticas. Além disso, mais
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de 10.000 seqiiéncias estdo disponiveis em bancos de dados publicos de seqiiéncia de
nucleotideos, como o GenBank (BENSON et al., 1997) e o Ribosomal Database Project (RDP
— MAIDAK et al., 1997).

A andlise direta do DNA usando experimentos de reassociagdo de DNA (TORSVIK;
GOKSOYR; DAAE, 1990) ou hibridagdo DNA/DNA (LEE; FUHRMAN, 1990) revelou a
importante informagdo do nimero de diferentes genomas em amostras ambientais. Em adicao
a analise direta de DNA, uma outra estratégia de analise da diversidade ¢ baseada na
eletroforese de RNA de baixo peso molecular (5S RNAr e RNAt) em gel de poliacralamida de
alta resolucio (HOFLE, 1992). No entanto, essas duas metodologias ndo permitem identificar
os membros da comunidade. As duas Unicas estratégicas que permitem a identificacdo dos
membros da comunidade sdo a clonagem ¢ o DGGE de marcadores moleculares como o
RNAr 168, ambos seguidos de seqlienciamento dos fragmentos amplificados e isolados.

Diferentes estratégias de clonagens tém sido aplicadas para analisar a diversidade
genética microbiana: clonagens de fragmentos, de alto peso molecular, gerados por “shotgun”
em bacteriéfago lambda (SCHMIDT; DELONG; PACE, 1991), clonagem de fragmentos de
DNAcr, que sdo copias do DNA obtido por transcri¢do reversa a partir do RNAr (WARD;
WELLER; BATESON, 1990) e de fragmentos de RNAr 16S, ambos fragmentos obtidos por
amplificacdo por PCR (FUHRMAN; McCALLUM; DAVIS, 1993; GIOVANNONI et al.,
1990). Todas essas estratégias de clonagem resultaram em bibliotecas de recombinantes na
qual o fragmento de DNA ligado a vetores plasmidiais e inserido em células hospedeiras pode
ser seqiienciado. Usando essas estratégias, microrganismos que nunca tinham sido
identificados puderam ser classificados (MUYZER et al., 1996).

Assim, os 4cidos nucléicos extraidos de diferentes comunidades microbianas sdo
usados em diferentes estratégias moleculares para determinar a diversidade genética e

identificar membros das comunidades. Ao realizar as analises comparativas de seqii€ncias
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“ambientais” com seqiiéncias de microrganismo conhecidos, a afiliacdo filogenética de
membros da comunidade pode ser inferida. A Figura 6 esquematiza algumas diferentes
estratégias para se determinar a diversidade genética da populagdo microbiana.

Outra estratégia para analise da diversidade estd baseada na eletroforese de
fragmentos de RNAr 16S, em gel de poliacrilamida contendo um gradiente linear de agentes
desnaturantes de DNA (DGGE) (MUY ZER et al., 1996). Para isso, fragmentos especificos de

DNA tém que ser amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).



Analise de hibridizacao “in situ”

64

Comunidade
microbiana no
ambiente

Reassociagdo DNA DNA/RNA
Hibridagdo <
Eletroforese de RNA Clone do RNAr
de baixo peso molecular
Banda padrao Clones de
do RNA RNAr

Seqiienciamento

Seqiiéncia de
RNA
“database”

Banda padrio

DGGE do RNAr

do RNAr

hibridiz

alise

acdo

Analise filogenética
& “desenho” de sondas

Figura 6: Diagrama geral de diferentes métodos moleculares usados para determinar a diversidade de

populacdes microbianas mistas (MUYZER et al., 1996).
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3.5.1 Técnica de “Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante” e outras

A técnica de DGGE ou celetroforese em gel com gradiente desnaturante foi
originalmente desenvolvida e aplicada na pesquisa médica a fim de detectar, identificar e
localizar mutagdes de ponto, naturais ¢ induzidas (MYERS et al.,1985). E das técnicas da
Biologia Molecular que permite medir a diversidade de uma comunidade microbiana sem que
para isso seja necessario cultivar as células. A técnica atinge um nivel de resolucdo que
permite separar fragmentos de DNA de mesmo comprimento com seqiiéncias de nucleotideos
diferentes, e estd baseada na mobilidade eletroforética de uma molécula de DNA parcialmente
desnaturada em géis de poliacrilamida contendo gradiente linear de uma substancia
desnaturante (uréia e formamida). Devido a isso, pode-se detectar até 95% de todas as
substituigdes em uma unica base (nucleotideo) entre as seqiiéncias de até 500 pares de base de
comprimento (VALLAEYS et al., 1997).

Dentre as limitagcdes da metodologia do DGGE encontram-se: - o custo do “primer”
com “GC-clamp”; - a analise com até 500 pares de base; - 0s genes excepcionalmente ricos
em GC ndo facilmente analisados, pois ¢ muito dificil de separar estas bandas no gel; - o
método envolve o uso de substancias toxicas como formamida;- a coincidéncia nos dominios
de dissociagdo de fragmentos diferentes de DNA com o mesmo numero dos nucleotideos A-T
e C-G.

A técnica de DGGE vem sendo utilizada para estimar a diversidade genética de
comunidades microbianas em diferentes ambientes, tais como biorreatores (GUSMAO et. al.,
2007; BUZINI, et. al., 2006), amostras de sistemas aquaticos ¢ sedimentos de fontes termais e
outros ambientes extremos, bem como no estudo de bacterioplancton de agua doce

(MUYZER et al., 1993; TESKE et al., 1996; WAWER; MUYZER, 1995; KOWALCHUK et
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al., 1997, HEUER et al.,, 1997;). Os procedimentos do DGGE proporcionam ainda a
possibilidade de isolamento e seqiienciamento de bandas distintas, permitindo a analise
filogenética dos membros da comunidade (MUY ZER et al.,1996).

Tartakovsky et al. (2000) correlacionaram os intermedidrios clorados com o
aparecimento de bandas no DGGE de um reator UASB operado com glicose e com aumento
progressivo de PCP. O seqiienciamento de bandas mais relevantes do gel do DGGE revelou a
proliferacdo de Clostridium e Sybtrophobacter/Syntrophomonas sp. Durante a degradacdo do
PCP. Estes autores relacionaram o género Clostridium com a degradagdo direta do PCP ¢
Sybtrophobacter/Syntrophomonas sp com o consumo dos acidos organicos intermediarios ¢
do benzoato.

Maukonen e Ratto (2001) utilizaram a técnica do DGGE para monitorar a composi¢ao
da comunidade microbiana em um reator de leito fluidizado redutor de sulfato, que era usado
para tratar efluente contaminado por metais (Zn e Fe’") e sulfato. Dois reatores foram
operados, um com etanol e outro com etileno-glicol, como doadores de elétrons. Os resultados
mostraram que havia muitas linhagens bacterianas presentes ambos os reatores e que a
populacdo do reator operando com etanol foi mais estavel do que a do operado com etileno-
glicol.

Sanz (2002) utilizou esta técnica para estudar as populagdes microbianas e sua
evolucdo em perfis de sedimentos marinhos com indicios da ocorréncia de alquilbenzenos
sulfonados (LAS), relacionando os pardmetros fisico-quimico e microbiologicos.

Roling et al. (2002), por sua vez, estudaram o efeito da adigdo nutricional em
microcosmos contendo sedimentos de praia contaminados por 6leo com diferentes niveis
nutricionais. As comunidades bacterianas foram comparadas por padrdes de bandas do
DGGE. Afiliagdo filogenética da comunidade foi analisada por amplificagdo, clonagem e

sequenciamento do RNAr 16S. Andlises estatisticas dos padrdoes de bandas do DGGE
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apontaram mudangas claras na estrutura de comunidades, tanto com relagdo ao tempo, como
aos diferentes tratamentos impostos. Analise em triplicatas das amostras retiradas dos
microcosmos individuais demonstrou a existéncia de baixa heterogeneidade espacial em um
mesmo microcosmo. Entretanto, quando se comparou a similaridade dos padrdes de bandas
em trés microcosmos preparados independentes que receberam a mesma concentracdo de
nutrientes inorganicos os resultados ndo foram significativamente diferentes dos microcosmos
alimentados com diferentes concentracdes de nutrientes. Frente a estes resultados, os autores
ndo puderam concluir que foram as diferentes concentra¢des de nutrientes a responsavel pela
selecdo de das diferentes comunidades. Os autores relataram que uma fraca homogeneizacao
da fra¢@o sedimento/agua contribuiram significativamente para alta variabilidade da estrutura
da comunidade microbiana entre os microcosmos (somente 65% + 6 de similaridade).

Apesar da variacdo da comunidade microbiana nos diferentes reatores ndo ter sido
atribuida aos diferentes concentracdes de nutrientes inorginicos impostos, o tratamento de
impostos reduziu drasticamente a diversidade da comunidade bacteriana. A diminui¢do da
diversidade pode ser justificada pela forte selecdo da bactéria pertencente ao grupo
degradadora de alcano Alcanivorax/Fundibacter.

Em recente estudo, Yang et al. (2005) descreveram a caracterizag@o filogenética de
culturas anaerobias provenientes de sitio contaminado com cloroetenos, capazes de
desalogenar redutivamente o tetracloroeteno (PCE). A cultura foi enriquecida usando
diferentes combinacdes de doadores de elétrons (hidrogénio e acetato) e aceptores de elétrons
(PCE, cis, 1,2 dicloroetileno cDCE). Os autores utilizaram a técnica do PCR do RNAr 16S —
DGGE para comparar a composi¢do da comunidade microbiana e seqiienciar as bandas de
interesse. A técnica FISH também foi utilizada para quantificar grupos especificos de
microrganismos, usando oligonucleotideos marcados (sondas) previamente desenhados com

base nas seqiiéncias obtidas das bandas especificas extraidas do DGGE. Os resultados
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indicaram a presenga dos géneros Dehalococcoides e Desulfitobacterium como
microrganismos capazes de desalogenar os compostos clorados estudados. O género
Dehalococcoides foi associado com a completa desalogenacdo de cloroetenos a etenos,
utilizando hidrogénio como doador de elétrons. A bactéria Desulfitobacterium foi associada
com a desalogenagdo incompleta do PCE a cis-DCE utilizando o acetato como doador de
elétrons. Os autores concluiram que a combinacao de técnicas convencionais como o0 DGGE e
o FISH foi uma importante estratégia para identificar os microrganismos chaves envolvidos
na desalogenacdo do PCE, isto é, correlacionando a fungdo dos microrganismos com sua
identificacdo filogenética.

Lanthier et al. (2005) estudaram o desenvolvimento de uma comunidade microbiana

degradadora de PCP em um reator de filme fixo inoculado com lodo granulado proveniente de
um UASB. Analises de PCR-DGGE demonstraram que as comunidades de Bacteria ¢
Archaea no reator estabilizaram no biofilme depois de 56 dias de operagdo. Modificagdes
consideraveis no Dominio Bactéria com relagdo ao indculo ocorreram, ¢ menos de 1/3 das
bandas inicialmente presentes permaneceram no reator apos a estabilizacdo da comunidade. A
metodologia do FISH, com sondas para o Dominio Bacteria e Archaea também foi utilizada
pelos autores e revelou que o biofilme era composto principalmente pelo Dominio Bacteria,
com representagdo de 70% das células presentes. Foram utilizados “primers” especificos para
detecgdo, através do PCR, da bactéria halorespiradora Desulfitobacterium hafniense. Este
microrganismo capaz de degradar o PCP (LANTHIER et al., 2002) foi detectado durante o
periodo de aclimatacdo do reator, e através da técnica do FISH, pelo emprego de sondas
especificas, determinou-se que esta linhagem era responsavel por 19% da comunidade total
presente no biofilme. Os autores associaram este fato como sendo crucial para o desempenho

do reator.
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Akarsubasi et al. (2006) utilizaram a metodologia do DGGE para comparar as
comunidades de arquéias presentes de dois distintos reatores UASB (143 e 476 m’, operados
desde 1998 e 1996, respectivamente) tratando 4gua residudria de uma destilaria de alcool na
Turquia. Ambos os reatores apresentaram uma composicdo muito similar na comunidade de
arquéias, 83,1%. Amostras recortadas do gel de DGGE foram seqiienciadas e as seqiiéncias
predominantes de ambos os reatores pertencia a Methanobacteria formicicum e Methanosaeta
soehngenii.

No Brasil, estudos realizados por Rosado et al. (1997), empregaram a técnica do
DGGE para avaliar a diversidade do gene nifH de linhagens isoladas de Paenibacilum spp. e
organismos presentes em amostras de solo. Prantera et al. (1999) utilizaram esta técnica para
identificar uma populagdo capaz de degradar hidrocarbonetos de petroleo.

Cattony (2001) empregou o DGGE para verificar o efeito do aumenta da temperatura,
causado pela queima de cana de agucar, na estrutura da comunidade microbiana do solo. Os
resultados obtidos ndo revelaram alteragdes na estrutura da comunidade bacteriana do solo de
canavial depois da queima.

Duarte et al. (2001) utilizaram a metodologia do PCR-DGGE, para verificar o efeito
seletivo de hidrocarbonetos contendo enxofre na diversidade bacteriana de um solo. O
resultado, obtido pela analise do DGGE, demonstrou uma diminui¢do no padrao de bandas
com o aumento na concentracao de o6leo.

Brucha (2001) utilizou a técnica do DGGE com primers do Dominio Archaea e
Bactéria para verificar a diversidade microbiana de consorcios anaerdbios enriquecidos a
partir de amostras de sedimento lacustre na degradacdo anaerobia do tricloroetileno (TCE).
No final do experimento, morfologias semelhantes aos géneros Methanosarcina e
Methanosaeta estavam presentes. O resultado do DGGE analisado de amostras do sedimento

enriquecido antes da adicdo e apds a degradacdo do TCE, demonstrou que ndo houve
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mudanca significativa na comunidade e, portanto a microbiota enriquecida foi resistente as
concentragdes de TCE estudada (6 ¢ 12 mg. L") podendo ser responsavel pelo processo de
degradacdo sob metanogénese.

A andlise do DGGE de fragmentos do RNAr 16S amplificados por PCR foi utilizada
para a investigagdo da diversidade bacteriana em sedimento contaminado do estuario da
baixada santista (Santos-Sdo Paulo). Analises preliminares do DGGE indicaram um alto
nimero de bandas, resultando em uma alta diversidade de microrganismos presentes no
sedimento contaminados, tornando dificil a visualizagdo e comparacdo dos padroes de bandas
obtidos no gel (PIZA; MANFIO, 2001).

Buzzini et al., (2006) utilizaram a técnica do DGGE para avaliar alteragdes na
diversidade microbiana em reator UASB tratando efluente de industria de papel e celulose. Os
resultados revelaram que a estrutura da comunidade microbiana estava complexa e similar
durante o periodo experimental. A comunidade microbiana do Dominio Bacteria foi mais
sensivel a mudangas operacionais do que o Dominio Archaea.

Saia et al. (2007), ao estudarem o potencial da degradacdo anaerobia de
pentaclorofenol (PCP) em reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) pelos
microrganismos autdctones do estudrio de Santos, utilizaram a técnica do DGGE para
acompanhar padroes de diversidade microbiana. Os autores constataram que para o Dominio
Archaea, o enriquecimento em condigdes halofilicas do sedimento do estuario de Santos- Sao
Vicente apresentou pouca diversidade de espécies com apenas duas bandas. Esta diversidade
aumentou no RAHLF com o surgimento de pelo menos quatro novas bandas ao longo de todo
o comprimento do reator, as quais persistiram durante a adi¢ao progressiva de PCP. Padrdes
de bandas do DGGE de todos os pontos do reator foram comparados ante ¢ apds a adigdo do
PCP pelo indice de similaridade (GILLAN et al., 1998). Os valores variaram de 94 a 100%

para o dominio Arquaea. Portanto, a autora constatou que as adi¢cdes de PCP ndo provocaram
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alteragdo na estrutura da comunidade microbiana de arquéias do biofilme formado nos ensaios
continuos no RAHLF sob condi¢des metanogénicas e halofilicas.

Para o Dominio Bacteria, a foi constatado a presenca de pelo menos nove bandas no
enriquecimento sob condi¢des metanogénicas e halofilicas. Ao comparar o padrao de bandas
das amostras do reator, os autores observou-se que o PCP alterou a estabilidade da
comunidade microbiana halofilica préximo a entrada do reator. A presenga do organoclorado
parece ter afetado a estrutura da comunidade do Dominio Bacteria. Os autores concluiram
que a técnica do DGGE permitiu constatar que microrganismos autdctones do Dominio
Bacteria, sob condi¢des metanogénicas e halofilicas, foram capazes de degradar o PCP. As
arquéias metanogénicas halofilicas estiveram relacionadas com o consumo de acidos

organicos, principalmente o acético e de intermediarios metabolicos menos clorados.
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4. MATERIAL E METODOS

Visando alcancar os objetivos propostos, o projeto foi desenvolvido em etapas, a
saber:

(1) caracterizagdo das condigdes abitticas do local amostrado na regido do estuario
proximo a Cosipa (23°52°31,17S; 46°22°35,9°W), notadamente e caracterizagdo fisico-
quimica das amostras de sedimento e 4gua; exames microscopicos das amostras;
determinagdo do gas metano na interface agua-sedimento para a verificacdo da atividade
anaerobia metanogénica in situ;

(2) realizagdo de testes nutricionais em sistemas anaerobios operados em batelada com
alimentacdo semi-continua, a fim de determinar a melhor relagdo N:P para a degradacdo

anaerobia do PCP (1 mg. L'l) em condicdes halofilicas; aplicagdo da técnica do DGGE para
avaliar a alteragdo na diversidade microbiana devida as diferentes condigdes nutricionais
testadas;

3) enriquecimento dos sedimentos para inoculagdo do RAHLF; operacdo do
RAHLF com PCP em meio de cultura contendo N e P nas respectivas concentracdes de 130 e
45 mg. L' sob condigdes halofilicas; aplicagio de exames microscopicos e da técnica de
DGGE para analise da microbiota nas diversas etapas de operacao;

4 enriquecimento dos sedimentos para inoculagdo do sistema RAHLF; operacdo
do RAHLF com PCP em meio de cultivo contendo N e P nas respectivas concentragdes de 10
e 1 mg. L' sob condi¢des halofilicas; identificacio de culturas degradadoras através dos
métodos moleculares DGGE e seqiienciamento gendmico.

A Figura 7 organiza em um esquema as etapas e procedimentos da pesquisa realizada na
presente tese de doutorado.
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Figura 7: Esquema geral do trabalho de pesquisa da presente tese de doutorado.
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4.1 AMOSTRAGENS

As amostragens do sedimento foram realizadas com o apoio da CETESB (Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental) que possui autorizagdo para efetuar coletas na
regido do estuario. A coleta foi realizada em barco a motor no periodo de maré baixa, entre
13:00 e 15:00h do dia 06/07/2004. As condi¢des de tempo eram boas, sem vento e chuva,
facilitando o manuseio do amostrador. Os pontos foram georeferenciados com aparelho GPS,
marca Garmim. Além da coleta do sedimento, foram realizadas as analises de condutividade,
salinidade, oxigénio dissolvido, pH e potencial redox na agua de superficie e de fundo.

As amostragens foram feitas nos pontos 4 - Projeto Biota Fapesp (Figura 8). O ponto 4
fica em frente a Cosipa e situa-se ao lado do cais desta empresa (Figura 9). Foi possivel
observar manchas de 6leo na superficie da agua, formando uma pelicula fina. O sedimento
coletado apresenta aspecto lodoso, consisténcia viscosa (semelhante a graxa), coloragdo preta

e emanava forte odor de 6leo.
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Figura 8. Area de estudo, regiio da Baixada Santista, Sdo Paulo.
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Figura 9: Local da coleta (frente da Companhia Siderargica Paulista — COSIPA)

4.1.1 Coleta, transporte e estoque de amostras do sedimento.

Para a coleta de sedimento utilizou-se um amostrador do tipo corer (Figura 10) cedido
pela CETESB. Este amostrador ¢ bastante utilizado em estudos sobre comunidades
microbianas anaerobias (PARKES et al, 1993; BERKAW; SOWERS; MAY, 1996;
KAZUMI et al., 1997).

O amostrador consiste de uma peca de ago inox a qual se prende um tubo de acrilico
de 50cm de comprimento e 5,4cm de didmetro interno. A peca de ago inox possui uma tampa
interna que permanece aberta durante a descida do amostrador, a qual se fecha antes de subir a

amostra, formando vacuo evitando que a amostra se perca durante o recolhimento do
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aparelho. O aparelho possui um peso mével, amarrado a uma corda, que pode ser utilizado
como um “martelo”, ajudando o tubo a penetrar no sedimento. A fixa¢do do tubo de acrilico
na peca de aco inox ¢ feita com o auxilio de duas borboletas e um anel de borracha (Oring)
que promove vedacao suficiente para a formagao de vacuo no tubo.

Para coleta, o seguinte procedimento foi tomado: fixou-se o tubo de acrilico no
amostrador; - mergulhou-se o aparelho até alcangar o sedimento; - com o auxilio do peso
movel, o tubo penetrou no sedimento;- puxou-se o amostrador com cuidado, a boca inferior
do tubo foi tampada com tampa de PVC; - o tubo foi desconetado da pega de aco inox e
imediatamente colocado uma tampa de borracha na outra extremidade; - as duas extremidades
foram vedadas com fita adesiva e etiquetadas.

Este procedimento foi realizado 4 vezes para o preenchimento dos 4 tubos de coleta.
Os tubos com as amostras foram transportados para o laboratorio preservados a temperatura
de 4 + 1°C até o momento do manuseio, no dia seguinte. No laboratdrio, o conteido dos
“cores” foi transferido para frascos Duran de 2L (um frasco por core) sob atmosfera de
nitrogénio. Para isso, um funil de boca larga foi acoplado ao frasco e nitrogénio fluxionado
através do funil. Como os “cores” estavam com pouca quantidade de agua, ndo foi necessario
a homogeneizacdo da amostras. Uma das tampas do cilindro foi retirada e o contetido vertido
aos poucos no funil, cuidadosamente. E importante ressaltar que, antes de verter o sedimento,
o fluxo de gas foi trazido para a boca do funil e mantido sobre o material durante toda a
transferéncia. A Figura 10 ilustra o procedimento de transferéncia do sedimento para os

frascos Duran.
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Figura 10. Procedimento de transferéncia do sedimento dos “cores” para os frascos Duran sob
condi¢Ges de anaerobiose.

Ap6s a transferéncia, o funil foi retirado e o fluxo de hidrogénio foi mantido no frasco
por mais 10 minutos no sedimento e 5 minutos no “headspace”, para garantir a anaerobiose do
sistema. O frasco foi finalmente tampado com batoque de butila e tampa de rosca e guardado
em geladeira at¢ o momento do uso. Além das amostras para os experimentos de
microbiologia, aliquotas de sedimento foram guardadas para futuras analises da comunidade
microbiana através de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Para estas
analises, frascos apropriados de 1,5mL foram preenchidos com sedimento e imediatamente

guardados em freezer (-20°C).



78

4.1.2 Determinacio de parametros fisico-quimicos, profundidade e localizacdo do

ponto de coleta.

As determinacdes dos valores de pH, temperatura, salinidade, condutividade, potencial
redox e oxigénio dissolvido foram feitas com o auxilio de aparelho WTW, com os eletrodos
Oxi 197, pH 197, LF 197. Para as medidas da agua, o sensor foi colocado em duas
profundidades: perto da superficie e proximo ao sedimento. O referenciamento geografico dos
pontos foi feito através de aparelho GPS modelo Etrex marca Garmin utilizando 6 satélites de

referéncia. A profundidade no momento da coleta estava em torno de 1,00 metro.

4.1.3 Determinacio da taxa de emanacio do metano na interface superficie — agua.

A determinacdo da taxa de emanagdo do metano e do gas carbonico representa o fluxo
de gas dissolvido que na interface agua-ar escapa para a atmosfera. Esta foi utilizada como
uma medida indireta para verificar a atividade dos microrganismos metanogénicos no local da
coleta do sedimento. Para isto, utilizou-se a camara de difusdo de gases (Figura 11) e seu
funcionamento pode ser comparado com um copo invertido que mantém aprisionado um
volume conhecido de ar sobre a superficie do estuario recebendo os gases que emanam.
Determinando a concentragdo dos gases inicial, e uma nova concentragdo apds alguns minutos
de intercambio, conhece-se a massa que atravessou a area abrangida pelo copo no periodo de
amostragem. Quando o gas emanado satura o ar do copo, este volta a se dissolver na agua.
Para levar em conta o efeito da saturac@o utilizam-se trés cdmaras simultaneamente que sdo

submetidas a 3 diferentes tempo de equilibragdo (3, 6 ¢ 12 minutos). Decorridos os periodos,
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foram colhidas aliquotas do ar equilibrado em uma ampola gasométrica (Figura 12) para
transporte de amostra e levadas para andlises cromatograficas. A partir dos resultados da
analise, extrapolou-se a taxa de saturacdo para o instante inicial no qual, dada a auséncia de
saturagdo correspondeu a condicdo existente na interface agua-ar antes da instalacdo da
camara. Assim ¢ obtida a taxa de emanacdo verdadeira. Esta técnica foi desenvolvida pelo

Prof. Dr Bohdan Mathvienko Sikar e foi descrita por Rosa et al. (2002).

O procedimento experimental para o uso das camaras de difusdo foi o seguinte:

1) Usando uma bomba manual cilindrica, de pistdo com capacidade de 600mL,
aspirou-se o ar cerca de 10 cm acima do nivel da dgua. E importante que o motor
do barco foi desligado em tempo para que o vento dissipe o CO; liberado pelo
motor e este ndo contaminasse o experimento. Uma aliquota do ar da bomba foi
transferida para ampola gasométrica destinada a analise cromatografica.

2) Transferiu-se 150 mL do ar da bomba para uma camara submersa inicialmente
preenchida com agua; depois de 3 minutos transferiu-se o ar equilibrado para a
ampola gasométrica marcada

3) Transferiu-se novos 150 mL do ar da bomba para outra camara submersa, obteve-
se amostra equilibrada apds 6 minutos, que foi armazenada na ampola gasométrica.

4) A ultima equilibragdo teve duracdo de 12 minutos.

E importante notar que o uso das porgdes (150mL) do mesmo ar da bomba em todas as
situacdes de equilibrio assegurou que todas as camaras possuissem gases com a mesma
concentracdo em seu instante inicial. Na auséncia de tal garantia a determinagdo das

concentragdes ficaria incerta.



80

Para evitar erros, o experimento foi realizado por duas pessoas, sendo uma
cronometrista e a outra o manipulador. Anotou-se para cada condi¢do de equilibrio a hora ¢ o
minuto do inicio e do fim, bem como o respectivo numero de amostra. As amostras foram
levadas para o Laboratorio Construmaq — Sao Carlos onde foram processadas. A composicao
do biogas foi determinada por cromatografica com detecor TCD (condutividade térmica) para
0 CO;. Para a determinagdo das concentragdes de CH4 usou-se o detector FID (ionizagdo em

chama).

Figura 11: Camara de difusio de gases

Figura 12: Ampola gasométrica
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4.1.4 Caracterizacao da amostra de sedimento

A amostra de sedimento coletada foi analisada para determinar a concentragdo de
6leos e graxas, segundo metodologia de extracdo com hexano em Soxhlet, Por sua vez, o
fosfato total foi determinado pelo método do acido ascorbico, o nitrogénio amoniacal pelo
método de destilacdo e titulagdo e os solidos totais volateis (STV) pelo método gravimétrico

descritos em APHA, AWWA e WEF (1998).

4.2 COMPOSICAO E PREPARACAO DE SOLUCOES E MEIO DE CULTIVO.

O meio de cultura utilizado foi o meio mineral denominado Biota (Tabela 3),
acrescido da solugdo trago de metais, como descrito por SAIA (2005). A salinidade de 20 %,
do meio de cultura mineral foi mantida pela adi¢do de NaCl e demais sais que constituem a
agua do mar, como descrito em APHA, AWWA e WEF (1998). O meio foi previamente
tamponado com 0,1% de bicarbonato de soédio e acrescido de 0,1 ml/10ml de meio total de
uma solucdo de vitaminas adaptada por Vazoller (1995) a partir de Touzel e Albagnac (1983),
além dos compostos organicos glicose e formiato de sédio em concentragdo de 0,5g. L™ cada.
O meio foi reduzido pela adicdo de 0,05% de solucdo de sulfeto de s6dio. O meio de cultura
Biota, nessas condi¢des, era composto de 130 mg.L" de N e 45 mg.L"' de P, respectivamente
como N-NH; e P-PO4. Esses foram os sais cujas concentragdes variaram nos testes

nutricionais realizados.
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Tabela 3: Meio de Cultivo Mineral Biota.

MEIO MINERAL BIOTA
Componentes quantidade para 1,0 1
NH,4C1 O,Sg
KH2PO4 0,2g
NacCl 20 g
MgC126H20 1,0g
CaClz.ZHQO 0,1g
KC1 0,3g
Soluc¢do de resazurina 0,1% 1,0mL
Solugdo-traco de metais 10,0mL

Fonte: SAIA (2005).

Os sais foram dissolvidos em agua previamente fervida sob fluxo de Nj, visando
minimizar o conteiido de oxigénio dissolvido. A solucdo foi autoclavada por 20 minutos a
121°C e 15 psi e armazenada a temperatura ambiente ao abrigo de luz. Previamente ao uso
dos meios de cultura, substituiu-se a atmosfera de nitrogénio dos frascos para a mistura gasosa
nitrogénio e diéxido de carbono na proporgdo de 70:30% (v/v).

Para o preparo da Solugdo Trago de Metais os reagentes foram pesados e
dissolvidos em agua Milli-Q na ordem apresentada na Tabela 4, de acordo com Saia (2005). O
pH da solugao foi mantido em 7,0 pela adi¢do de KOH 10% m/v. A solug¢ao foi distribuida em
frascos Duran de 250mL ou 500 mL, fechados com tampas de batoque de butila e lacrados
com rolhas de borracha. Apos esterilizagdo em autoclave, os frascos foram armazenados sob
refrigeragdo e ao abrigo da luz.

A solugdo indicadora do potencial de oxidacdo e reducdo do meio de cultivo foi a de
resarzurina 0,1% (m/v), preparada pela dissolug¢do de 0,1g do corante em 100 mL de agua
Milli-Q. A solucao foi mantida sobre refrigeracdo em frasco dmbar.

O tamponamento do meio de cultivo foi realizado pela adicdo de solugdo estoque de
bicarbonato de sodio 10% (m/v). Essa solugdo era previamente preparada dissolvendo-se 100
g do reagente em 1000 mL de agua Milli-Q, previamente fervida por 15 minutos. Apds o

resfriamento da agua a temperatura aproximadamente de 50°C, o bicarbonato de sodio era
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acrescido, e a mistura submetida a fluxo de nitrogénio (100%) por 20 minutos, com o auxilio
de uma pipeta invertida. A solugdo era esterilizada a frio empregando-se o sistema Millipore
com membrana de 0,2 um, e o fluxo de nitrogénio era mantido até o término da distribui¢do
de aliquotas da solugdo em frascos de antibioticos de 50 mL estéreis. Os frascos eram

armazenados a temperatura ambiente, sob auséncia de luz.

Tabela 4: Composi¢ao da solucgdo tracos de metais.

i Componente Quantidade
Acido nitriloacético (NTA)* 1,5g
FeS0,4.7H,O 0,556 g
MgSO,47H,0 1,0g
MnSO4.H,0 0,5g
Na,Mo042H,0 0,28g
Na,WO0.2 H,O 0,165¢g
Na,SeOs3 0,15g
NiCl,.6H,O 0,1g
CoCL.6H,O 0,1g
ZnS04.7H,0 0,1g
CuS04.5H,0 0,01g
AIK (S04),12H,0 0,02¢g
H;BO; 0,01g
Agua Milli-Q g.s.p- 1000mL

Fonte: SAIA (2005).

A composicao da solu¢do de vitaminas estd descrita na Tabela 5. O preparo da solugéo
foi realizado de acordo com metodologia descrita em Vazoller (1995). Para isso, os sais foram
dissolvidos em agua Milli-Q sob fluxo de N, (100%). A solug@o foi esterilizada por filtracao
em sistema Millipore com membrana de 0,2 pm, e sob assepsia foi distribuida em frascos de

Duran de 250mL ou 500 mL, sob fluxo de N, (100%). Os frascos foram fechados com
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tampas de batoque de butila, lacrados com selo de aluminio e armazenados sob refrigeragdo e

ao abrigo da luz para uso posterior na preparagdo do substrato.

Tabela 5. Composicao da solucdo de vitaminas

Solucio de Vitaminas para Archaea e Bacteria

Componente Quantidade
Biotina 0,002 g
Acido félico 0,002 g
Tiamina.HCI 0,005 g
Riboflavina 0,005 g
Acido nicotinico 0,005 g
Pantotenato de calcio 0,005 g
Piridoxina.HCI 0,010 g
Vitamina B, 0,0001 g
Acido p-aminobenzoico 0,005 g
Agua Milli-Q q.s.p. 1000m

Fonte: Widdel; Pfennig (1984); Touzel; Albagnac (1983) apud Vazoller (1995).

A solugdo de sulfeto de sodio (Na,S. 9H,0) 5% (m/v), redutora do meio de cultivo, foi
preparada pela dissolucdo de 5,0 g desse sal em 100 mL de dgua Milli-Q previamente fervida
e resfriada a temperatura de 40°C. O sal foi dissolvido e a solugdo homogeneizada e
esterilizada em membrana 0,22 um da Millipore, sob fluxo de nitrogénio (100%). A solucdo
foi distribuida em pequenas aliquotas, em frascos de antibidtico de 50 mL, sob atmosfera de

nitrogénio (100%) e mantida em temperatura ambiente.
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As fontes de carbono nas concentragdes estoques de 2,0 moles/L (formiato de sédio) e
1,0 mol/L (glicose) foram preparadas sob atmosfera de nitrogénio (100%), homogeneizando-
se cada uma das fontes individualmente em agua Milli-Q. A solugdo preparada foi transferida
para um erlemmeyer de 500 mL, sob fluxo de nitrogénio (100%) mantido por 20 minutos e,
entdo, sob o mesmo fluxo de gas, foi distribuida em frascos de antibiodtico de 30mL. Os
frascos foram fechados com tampas de batoque de butila, lacrados com selo de aluminio,
esterilizados por autoclavagdo a 20 minutos, 121°C e 15 psi de pressdo, e estocados ao abrigo
da luz.

As solugdes-padrdo estoque de cada composto clorofendlico, bem como a solugédo
contendo todos os clorofendis, foram preparadas em solu¢do aquosa de NaOH 0,2M. As
solucdes de concentragdo intermediaria e final foram preparadas pela dissolucdo da solucao
estoque em agua padrdo Milli-Q. Os analitos foram pesados ¢ as solugdes preparadas de

acordo com a Tabela 6.

Tabela 6. Preparo das solugdes estoques dos clorofendis

Analitos Quantidade Solugdes estoques
(2
Concentracoes
(mg.L™")

Pentaclorofenol 0,07 7000
2,6 diclorofenol 0,0027 270
2,3 diclorofenol 0,0032 320
2.4,6 triclorofenol 0,0022 220
2,3,6 triclorofenol 0,0021 210
2,3,4 triclorofenol 0,0009 90

2.4 dibromofenol 0,0068 680

(Padrao interno)
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Para o composto 2-clorofenol, que apresentava-se na forma liquida e com densidade
de 1275,3 gL', preparou-se uma solugio com concentragio de 1500 mg.L", utilizando-se

como solvente uma solucdo aquosa de NaOH 0,2M.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Descricao dos reatores

4.3.1.1 Reatores semi-continuos

O enriquecimento do sedimento para utilizacdo como indculo foi realizado em frasco
reator de boro silicato (Duran) de 2,0 litros com volume 1til de 1,0 litro (Figura 13). Frascos
de vidro boro silicato de 1,0 L com volume util de 500mL foram utilizados como reatores
semi-continuos no ensaio nutricional, onde testou-se diferentes relacdes de N e P. Nestes
ensaios, 0 meio era trocado, apods estabilizacdo da porcentagem de metano na atmosfera do
frasco reator, visando a manutengdo das concentra¢des nutricionais requeridas. Para isso, a
agitacdo magnética era desligada 24 horas de antecedéncia para precipitacdo da biomassa. O
frasco era despressurizado, com auxilio de uma agulha estéril, aberto sob assepsia e cerca de
800 mL de meio era retirado por sifonamento. O indculo era protegido da aeragdo por um selo
hidrico. Apdés a drenagem do sobrenadante, o frasco era submetido a atmosfera de
N,/CO,(70/30), e o volume reacional completado com meio mineral, bicarbonato, vitaminas,
fontes de carbono, redutora, PCP e as devidas concentragdes de N e P, nas mesma proporgdes

da relacdo inicial estabelecida (Figura 14).
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Figura 13. Frasco reator utilizado no enriquecimento da amostra de sedimento

c)

d)

Figura 14: Imagem fotografica do procedimento de troca do meio de cultura e retiradas de amostra: a)
abertura do frasco reator sob assepsia e fluxo de N, no meio de cultura a ser acrescentado, b) processo
de sifonamento do meio de cultura, apos retirada de amostras para analises, ¢) acréscimo do meio de
cultura novo sob fluxo de N,/CO,, d) acréscimo das fontes de carbono, vitaminas, bicarbonato,
solugdo redutora de sulfeto de s6dio, PCP e macronutrinentes sob fluxo de N,/CO,.
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4.3.1.2 Reator continuo do tipo RAHLF

Na avaliacdo da remocdo do PCP em sistema continuo e biomassa imobilizada
testando duas relacOes nutricionais distintas, foi utilizado o reator anaerdbio horizontal de

leito fixo (RAHLF) (Figura 15) desenvolvido por Foresti et al. (1995).

—
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Figura 15. Esquema do reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF). As letras A, B, C, D e E
correspondem ao frasco de alimentacgdo, reservatorio de N2, bomba peristaltica, reator e sistema
coletor de gas, respectivamente. L/D corresponde aos pontos de amostragem nas relagdes
comprimento/didmetro ao longo do reator.

O reator foi confeccionado em vidro de boro silicato, com comprimento (L) de 100 cm
e diametro interno (D) de 5 cm, perfazendo uma relagdo comprimento por didmetro (L/D) de
aproximadamente 20. O volume total aproximado foi de 1990 mL e volume util de 800mL.
Para a coleta de amostras havia 5 pontos espagados 20 cm entre si, resultando em L/D de 3,3,
6,6, 9,9, 13,2, 16,5. A coleta do biogas foi feita na mangueira superior, em trés pontos: na
entrada do reator proximo a L/D = 3,3 (ponto 1); no meio, L/D =9,9 (ponto 2) e L/D = 16,5 ¢

no final proximo (ponto 3).
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4.3.2 Procedimento para ativacdo e enriquecimento do consércio microbiano anaerobio
metanogénico das amostras de sedimento do Sistema Estuarino de Santos-Sdo Vicente:

COSIPA.

Os indculos utilizados nos testes nutricionais e na operagdo do RAHLF foram
preparados utilizando-se procedimento de enriquecimento do sedimento da Cosipa
armazenados em geladeira em frascos de vidro Duran fechados, sob atmosfera de 100%
nitrogénio. O procedimento foi realizado em reatores semi-continuos. O meio de cultura
utilizado foi o meio mineral Biota previamente autoclavado sob atmosfera de 100%
nitrogénio, com salinidade expressa em NaCl igual a 2 % e com formiato e glicose como
fontes orgénicas. A formulagcdo do meio e as condi¢des de preparo estd descrito no item 4.2
do capitulo de Material e Métodos. A salinidade do meio mineral Biota foi aplicada de acordo
com a salinidade encontrada no local da coleta. As concentracdes de N e P foram corrigidas
de acordo com os diferentes ensaios. Anteriormente a introducdo dos sedimento, o meio foi
submetido a condi¢des assépticas e fluxo de nitrogénio por 15 minutos e em seguida, sob
atmosfera de N,/CO, (70:30% v/v), foi tamponado com 0,1% de solucdo de bicarbonato de
sodio, acrescido das solugdes nutrientes (vitaminas e fontes de carbono), e reduzido com
0,05% de solugdo sulfeto de s6dio 5%, conforme indicado na Tabela 7.

Uma aliquota de 100 ml de sedimento foi transferida para um frasco reator, sob fluxo
de nitrogénio (100%), o qual foi fechado sob esta atmosfera ¢ agitado manualmente para a
homogeneiza¢do. Com o auxilio de proveta, mediu-se 100 mL de sedimento homogeneizado,
que foi transferido para o frasco reator contendo o meio de cultura suplementado. Os

procedimentos foram feitos sob condicdes de assepsia e substitui¢do do fluxo constante de
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nitrogénio por mistura gasosa de nitrogénio e didxido de carbono (70:30% v/v). Os frascos
foram incubados sob agita¢do controlada a 150 rpm, sob temperatura de 30+1°C.

O monitoramento dos reatores semi-continuos foram feitos através da determinacdo da
porcentagem de metano presente na atmosfera livre do sistema, acidos volateis e exames

microscopicos.

Tabela 7. Concentragdo final e volume das solugdes usadas nos enriquecimentos do sedimento
COSIPA .

Componentes Volume adicionado(mL) Concentracao final no meio
de cultivo

Meio Mineral Biota 863,6 -

Bicarbonato de sodio 10% (m/v) 10 0,1%

Solugdo de vitaminas 10 -

Glicose (180 g.L™" 2,77 0,5 g/L

Formiato de sédio (140 g.L™) 3,67 0,5 g/L

Redutora de sulfeto de sédio 5% 10 0,05%

(m/v)

Inoculo 100 10 %

4.3.3 Avaliacdo do desempenho do inéculo para remocao de PCP em diferentes relacoes

nutricionais (DQO:N:P) baseado na Teoria “Resource Ratio”

Este ensaio foi adotado com a finalidade de estudar a teoria “Resouce Ratio” ou Teoria
dos Nutrientes Limitantes de SMITH et al. (1998) em ecossistemas anaerdbios, que prediz
que a competicdo por recursos limitantes influencia a composi¢do da diversidade microbiana.
Pretendeu-se com a metodologia adotada, determinar a relagdo nutricional que melhor
estimulasse o desenvolvimento dos microrganismos degradadores de PCP, tendo como

principio que diferentes populagdes microbianas sdo favorecidas por diferentes relacdes
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nutricionais. Os resultados obtidos nesse experimento nortearam a etapa experimental de
operagdo dos reatores continuos, os RAHLFs.

Amostras enriquecidas na auséncia de PCP, por 220 dias sob a relacdo de DQO:N:P
de 1000:130:45, encontrada no meio mineral Biota foram submetidas a ensaios de degradacdo
de PCP sob diferentes relagdes nutricionais. Para minimizar a influéncia dos nutrientes
remanescentes, 3 dilui¢des subseqiientes foram realizadas, anteriores a inoculacao: 800ml do
meio de cultura era sifonado e novo meio de cultura sem N e P era reposto.

Para a montagem dos experimentos, 50 ml da amostra do sedimento enriquecido
foram adicionadas em 450 ml de meio mineral Biota, com modificacdo nas concentragoes de
NH,4CI e KH;PO, estabelecendo 11 diferentes relagdes de DQO: N: P, de acordo com os
dados conhecidos na literatura sobre condi¢cdes limitantes para metabolismos anaerdbios e
aerobios (Tabela 9). Nos ensaios 1,0 mg. L™ de PCP foi adicionada aos frascos reatores.
Solucdo estoque de 25g N/L foi preparada a partir de NH4Cl e solucdo estoque de 4,98 g P/L a
partir de KH,POy,. Estas solu¢des foram mantidas sob refrigeragdo e utilizadas para acréscimo
das fontes de N e P em diferentes relagdes.

A Tabela 8 mostra a concentragdo final das solugdes usadas neste ensaio ¢ a Tabela 5
enumera os experimentos de acordo com as relagdes nutricionais adotadas para melhor
compreensdo na discussdo dos resultados e apresenta comentarios a respeito dos critérios de
escolha das diferentes relagdes. Os frascos foram incubados a 30°C, e mantidos sob agitagdo

constante de 150 rpm.
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Tabela 8: Concentragdo final e volume das solu¢des usadas nos ensaios de degradagdo do
PCP no sistema semi continuo, variando-se as relagdes nutricionais

Componentes Volume adicionado(mL.)) Concentragio Final no
meio de cultivo

Meio mineral Biota (sem NH4CI e 428 -

KH,POy4)

Bicarbonato de sddio 10% (m/v) 0,1%

5
Solugdo de vitaminas 5 -

Glicose (90 g.L'l) 2,85 0,5 g/L (550 mg DQO/)
Formiato de sodio (280 g.L™) 4 1,437 g/L (500mg DQO/)
5

Redutora de sulfeto de sédio 5% 0,05%
(m/v)
PCP (7,0 g/l) 0,072 1 mg. L

O periodo de alimentacdo dos frascos reatores variou de 20 a 26 dias, em funcdo da
estabilizacdo da producdo de metano. Apds a estabilizagdo, era realizada a troca do meio de
cultura. Assim, as realimentagdes determinaram 4 fases experimentais (Fase 1, 2, 3 e 4). Ao
final de cada uma delas, aliquotas de amostras drenadas eram retiradas para determinacdo de
N-NH,4, P-PO4, PCP e intermediarios, acidos volateis e DQO. Apds o término do experimento
amostras de todos os frascos foram coletadas para verificar a estrutura da diversidade
microbiana estabelecida nas diferentes condigdes impostas, de acordo com metodologia

descrita no Item 4.4.6 de material e métodos.
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Tabela 9: Experimentos com diferentes relagdes nutricionais e critérios adotados

Experimento Relacdo Comentarios
(DQO/N/P)
1 1000:0:0 Controle sem N e P
2 1000:5:1 Concentragdo de N e P abaixo da relagdo sugerida por
Speece
3 1000:5:2 Concentragdo de N abaixo da relacdo sugerida por Speece
4 1000:10:0  Relag@o DQO:N baseada em Speece (1996) e auséncia de P
5 1000:10:1  Relag@o DQO:N baseada em Speece (1996) variando P
6 1000:10:2  Relag@o escolhida para nortear o trabalho, abaixo da qual ¢

considerada por Speece (1996) como limitante para o
sistema anaerobio

7 1000:15:2  Relacdo intermediaria entre acrobio e anaerdobio

8 1000:20:5  Relacdo intermediaria entre acrobio e anaerdbio

9 1000:50:10  Relacdo adotada quando se trabalha com microorganismos
aerobios

10 1000:130:45 Relagao estabelecida pelo meio mineral Biota adotada por
Saia (2005)

11 1000:130:45 Frasco controle com inéculo autoclavado a 1,2 atm (121°C)

In6culo por 3 dias consecutivos

autoclavado

4.3.4 Ensaios de degradacio do PCP no RAHLF com duas diferentes relacées

nutricionais (DQO:N:P) 1000:130:45 e 1000:10:1

Visando comparar a influencia da concentragdo de nutrientes na eficiéncia do RAHLF
alimentado com o PCP, dois diferentes ensaios foram realizados. No primeiro ensaio, testou-
se a relagio nutricional imposta pelo meio mineral Biota, que contém 130 mg N.L" ¢ 45 mg P
L. No segundo ensaio, foi testada a relagdo apontada pelo ensaio nutricional em reator semi-
continuo, contendo 10 mg N.L"' ¢ 1 mg P.L". Neste ultimo ensaio o meio utilizado foi o

mineral Biota, com corre¢des na concentracdo de NH4Cl ¢ KH,PO,4. Para ambos os ensaios,
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distintos enriquecimentos a partir do sedimento coletado foram realizados, cada qual com as

devidas concentra¢des de N e P impostas durante a operacdo do RAHLF.

4.3.4.1 Inoculacio dos RAHLF

Nos dois ensaios de degradagdo do PCP no RAHLF, com as relagdes nutricionais
distintas, o procedimento de inocula¢do adotado foi o mesmo e estd descrito a seguir. A
relagdo de nitrogénio e fosforo (N:P) estabelecida pelo meio Biota ¢ de 130:45 e foi adotada
no RAHLF 1. No RAHLF 2 as concentra¢cdes de NH4Cl como fonte de Nitrogénio e de
KH,PO,4 como fonte de fosforo foi alterada para testar a relagdo N:P 10:1.

Nos RAHLF 1 e RAHLF 2, o sedimento da COSIPA previamente enriquecido sob
condi¢des de anaerobiose com glicose ¢ formiato como fonte de carbono foi utilizado como
inéculo do reator. O RAHLF foi preenchido com 1.040 mL (20,8 g) de espuma de poliuretano
com densidade de 23 Kg.m™ ¢ 40% de porosidade, no formato de cubos com +/- 0,3 cm de
lado, e embebidos em agua destilada estéril, previamente autoclavados a temperatura de
121°Ce pressdo de 1 atm por 20 minutos.

Anteriormente a inoculacdo, o RAHLF preenchido com a espuma foi submetido a
fluxo de nitrogénio 100% por 10 minutos. Este gas foi injetado pela mangueira de entrada
mantendo a saida aberta, garantindo assim a passagem do gas ao longo de todo o reator e com
isto garantindo a manutencdo da anaerobiose do sistema. Anteriormente a inoculagdo, o meio
basal foi bombeado para o reator em sistema de circuito fechado, de modo a umedecer toda a

espuma e preencher o volume 1til do sistema. Este procedimento teve duragdo de 2 horas. As
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mangueiras utilizadas durante a operagdo do RAHLF com PCP foram de “tygon”, material
com menor adsor¢do de PCP.

Aliquota de 300 ml do sedimento da Cosipa previamente enriquecido e com produgéo
de metano estavel foi transferido para frasco Duran com volume total de 5000 ml contendo
3000ml de meio biota salino, previamente autoclavado, sob fluxo de N, e sob condigdes
assépticas. A concentragao final do inoculo foi de 10%.

A imobilizacdo das células, nos dois ensaios, foi realizada segundo metodologia
descrita em Domingues (2001) a adotada por Saia, (2005), com todos os cuidados em relagdo
a manipulacdo de microrganismos anaerdbios estritos. O reator foi operado em circuito
fechado, com auxilio de bomba peristaltica com retorno do efluente do reator ao frasco de
alimentagdo até observar ocorréncia visual de biofilme.

O periodo de inoculagdo dos reatores foi de 6 dias. Os indculos foram bombeados
diariamente para o reator por um periodo de 12 horas, na vazdo maxima da bomba. Por
precaugdo, no periodo noturno a bomba foi desligada. As mangueiras utilizadas nas
inoculagdes foram de silicone previamente lavadas.

A imobilizacdo da biomassa no reator foi verificada pela subtragdo da biomassa
contida no frasco de inoculagdo, expressa em SSV (g./''), imediatamente antes e apos a
inoculacao.

Ap6s o periodo de imobilizagdo da biomassa, o sistema passou a ser alimentado de
forma continua, sem recirculagdo do afluente (substrato). Anteriormente a operagdo continua,
amostras de 3 cubos de espumas de cada ponto de amostragem do reator foram retiradas para

exames microscopicos sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia.
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4.3.4.2 Procedimento para operacio continua dos RAHLF

Os reatores RAHLF 1 (R1) e RAHLF 2 (R2) foram operados com vazdo média
afluente de aproximadamente 44 ml/hora, correspondendo ao tempo de deten¢o hidraulica de
18 horas, considerado satisfatorio por Damianovic (1997) e Saia (2005) durante pesquisas
sobre degradacdo anaerdbia do PCP no mesmo reator. Para a partida dos RAHLFs, ap6s a sua
inoculacdo, houve alimentacao inicial de aproximadamente 0,5 g.L'l de glicose e 1.437 mg.L”
' de formiato de sddio, obtendo-se DQO tedrica de 1,05 g.L'l, constante durante toda a
operagdo do sistema, com meio mineral salino Biota nas relagdes nutricionais de 1000:130:45
(DQO:N:P para R1) e 1000:10:1 (DQO:N:P para R2). Optou-se por operar o reator por
periodo de 20 e 26 dias, para R1 e R2, respectivamente, sem a adi¢do do PCP.

Ap0s este periodo, duas diferentes estratégias foram adotadas para partir os reatores
RAHLF 1 e RAHLF 2. Na partida do RAHLF 1, visando aclimatagdo da comunidade
microbiana ao composto clorado, optou-se por acrescentar o PCP na concentragdo de 10,0
mg.L™". Para isso, o meio foi preparado nas mesmas condigdes do prévio enriquecimento do
reator com a adi¢do do composto clorado, como pode ser observado na Tabela 10. Este etapa
teve duracdo de 109 dias. Apos esta fase o reator foi operado sem a adicdo do composto
clorado por um periodo de 90 dias.

Apds o periodo de partida, o PCP voltou a ser adicionado ao substrato em
concentragdo de 5 mg.L™" por 168 dias. Apés esta etapa a concentragio de PCP adicionada foi
de 10 mg.L" por 101 dias de operacio, totalizando 269 dias de operagio do RAHLF com
PCP.

No RAHLF 2, para a partida do reator, apds a sua inoculagdo, também houve

alimentacdo inicial de aproximadamente 0,5 g.L”' de glicose ¢ 1.437 mg.L™" de formiato de
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sodio, obtendo-se DQO tedrica de 1,05 gL', constante durante toda a operagdo do sistema,
assim como a relagdo 1000:10:1 de DQO:N:P. Optou-se por operar o reator por periodo de 26
dias sem a adicdo do PCP, verificando-se a imobilizacdo da biomassa pelos resultados de
microscopia Optica e observagdo visual do reator indicarem que houve colonizagdo da
biomassa de maneira quase uniforme. Apos este periodo, o PCP comegou a ser adicionado na
concentragdo de 0,5 mg.L". Para isso, o meio foi preparado nas mesmas condigdes do prévio
enriquecimento do reator com a adi¢do do composto clorado, como pode ser observado na
Tabela 6. Este experimento teve duragdo de 16 dias e foi denominado de etapa 1. Apds esta
fase, a concentracio do PCP adicionado aumentou para 5,0 mg.L" e o reator foi operado por
um periodo de 8 dias, sendo denominada de etapa 2. Na etapa 3, a concentragdo de PCP
adicionada aumentou para 10 mg.L™" e teve duracdo de 12 dias de operagio. Apos este periodo
a concentragio do PCP foi aumentada para 12,4437 mg.L™' e o reator foi operado por mais 16

dias, totalizando 81 dias de operagao.

Tabela 10: Concentragdo final no meio de cultivo e volume das solugdes usadas nos ensaios
de degradagdo do Pentaclorofenol no RAHLF

Componentes Volume adicionado(mL) Concentraciao Final no meio
de cultivo

Meio mineral Biota 3000 -

Bicarbonato de sodio 10% (m/v) 31 0,1%

Solugdo de vitaminas 31 -

Glicose (180g/L) 8,7 0,5 g/L (550 mg DQO/)

Formiato de sodio ( 140 g.L'1 ) 48,1 1,437 g/L (500mg DQO/)

Redutora de sulfeto de sédio 5% 31 0,05%

(m/v)

PCP (7,0 g/l) 0,225; 2,25; 4,5 0,5;5; 10 mg./"

(respectivamente)
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4.3.4.3 Monitoramento do RAHLF

O desempenho dos reatores foi avaliado pela determinagdo de pardmetros fisico-
quimicos como DQO, acidos volateis totais, concentragdo do gis metano no biogas e
concentracdo de PCP e metabolitos. A freqiiéncia das analises em quase todo o periodo
experimental esta descrita na Tabela 11. Em alguns momentos, devido a estabilidade do reator
e impossibilidade de coleta das amostras a rotina de analises foi alterada.

A coleta do efluente foi realizada em proveta de vidro, material que minimiza a
adsor¢do do PCP, com isofilme recobrindo a sua por¢do superior ¢ a coleta do afluente em

conexao destinada a este fim, situada proxima da entrada do reator.

Tabela 11: Freqiiéncia das analises fisico-quimicas realizadas durante a operagdo dos RAHLF

Parametros
Rotina

DQO (bruta)

I x sem - Paf e Pef
Acidos volateis por GC 1 x sem — Paf e Pef
Porcentagem de metano 1 x sem
no biogas
Concentragdo de PCP e 1 x sem - Paf e Pef
metabdlitos
Analises Microbiologicas P1, P3, P5

Legenda:1 x sem — 1 x por semana; Paf: afluente e Pef: efluente ; P1,P3,P5: Pontos de amostragem ao
longo do reator.

Todas as analises na fracdo liquida, exceto a de DQO, foram feitas nas amostras
congeladas imediatamente apds a coleta. As amostras foram processadas dentro da capela e as
analises feitas em réplicas.

O meio basal utilizado apresenta em sua composic¢ao cloreto de sddio em concentragdo

de 20g.L" e foi reduzido com 0,05% de sulfeto de sodio. Tanto o cloro quanto o sulfeto
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geram DQO, interferindo no método. Assim, para retirar esta interferéncia na leitura da DQO
foi utilizado 0,2 g de nitrato de prata e 0,1ml solugio de sulfato de zinco (100 g. L) para
cada 3 ml de amostra, segundo calculos demonstrado por Saia (2005). A prata precipita o
cloro e o zinco precipita o enxofre.

Para evitar formacdo de caminho preferencial do liquido dentro do reator, a cada

retirada de particulas de espuma, foram recolocadas particulas de espumas novas.

4.3.5 Ensaio de adsorc¢io de PCP na espuma de poliuretana do RAHLF

Com a finalidade de determinar a quantidade do PCP e seus congéneres que podem
ficar retidos na bioparticula (indéculo mais suporte) pelo processo de adsor¢io, amostras da
bioparticula foram retiradas nos 5 pontos de amostragem no 3°, 10°, 17 °, 24° ¢ 30° dias de
operagdo do RAHLF 1, alimentado com meio Biota adicionado de PCP.

Em cada ponto de amostragem foram retirados 8 cubos de espuma de poliuretano
impregnados com indculo e apertados contra a parede dos frascos, para drenagem da fracao
liquida remanescente, mantidos por 24 horas a 30°C. Os cubos de espumas, isentos da fracdo
liquida, foram levados ao tubo de DQO e submetidos a extragdo com 10,0 ml da solucdo de
NaOH (0,1M), em banho ultrassonico por 9 minutos, permanecendo na solugdo por 12 horas.
Apos esse periodo, as amostras foram submetidas novamente a banho ultrassonico por 9
minutos e posteriormente levadas ao vortex por 1 minuto, a velocidade maxima. Os cubos da
bioparticula foram pressionados contra a parede do tubo para a drenagem da fracdo liquida,

transferidos para um Becker e enviados a estufa 60°C por 24 horas para a secagem ¢ posterior
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pesagem. Aliquotas de 1 mL da fase liquida foi utilizada para a extracdo e derivatizacdo do
PCP ¢ intermediarios clorados conforme metodologia descrita no item 4.4.4.
Este procedimento também foi adotado para a quantificacdo do PCP adsorvido na

bioparticula ao final das fases de operagdo do RAHLF 1 e 2.

4.3.6 Isoterma de adsorcao

Foram realizados testes de adsor¢do para determinagdo da capacidade da bioparticula
(espuma de poliuretana mais inoculo). Para isso, cubos de espuma foram impregnados de
inoculo esterelizados em autoclave a 121°C e 1 atm por 20 minutos por trés procedimentos
consecutivos. Amostras de massas conhecidas de biomassa imobilizada inativada foram
colocadas em frascos de 100 ml, com 10 ml de meio mineral Biota com PCP nas
concentragdes de 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400 ¢ 500 mg. L. Os frascos reatores em
triplicata foram lacrados e mantidos a 30°C por um periodo de 18 horas, suficiente para o
equilibrio entre as fases liquidas e so6lidas. Apds esse periodo, aliquotas da fragdo liquida
foram retiradas para determinagdes cromatograficas da concentragdo do composto clorado. Os
cubos de espuma foram processados como descrito no ensaio de adsor¢do de PCP na espuma
de poliuretana do RAHLF (item 4.2.5). Aliquotas de 1 mL da fase liquida foi utilizada para a
extragdo e derivatizacdo do PCP. Foram aplicados modelos de isotermas de adsor¢do a partir

dos resultados obtidos.
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4.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS PARA O ACOMPANHAMENTO DOS

EXPERIMENTOS LABORATORIAIS

4.4.1 Parametros e métodos de analise

As concentragdes de demanda quimica de oxigénio (DQO), Sélidos Volateis Totais e
Suspensos (STV e SSV) e pH foram determinados segundo os procedimentos descritos nos
Meétodos 2540 —D e 2540-BE no Standart Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHA; AWWA; WEEF, 2005).

Para determinacdo analitica dos nutrientes N e P utilizou-se o método analise por
injecdo em fluxo (FIA) para determinagdo de amonia (Método 4500-1.) e ortofosfato (Método

4500-PF.), respectivamente (APHA; AWWA; WEF, 2005 ).

4.4.2 Procedimento para determinacio cromatografica do metano

O monitoramento de gas metano produzido pela atividade microbiana nos frascos
reatores em batelada e no RAHLF foi realizado por cromatografia a gis. O cromatdgrafo
utilizado foi da marca Gow-Mac, equipado com detector de condutividade térmica e colunas
PORAPAK-Q (de analise) ¢ PORAPAK-T (de referéncia), ambas com 2 metros de
comprimento, 74”’de diametro interno e 80 —100 mesh. O hidrogénio foi utilizado como gas de
arraste e o forno operou a 50°C.

Os frascos reatores em batelada eram retirados da incubadora com agitacdo ¢

temperaturas controladas, sendo suas tampas flambadas com alcool etilico antes da
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amostragem feita com seringa. Amostras da atmosfera eram retiradas em aliquotas de 1000
pL, sem despressurizagdo, com o auxilio de seringa Hamilton “gastight”, com trava. Na
determinag@o da porcentagem de metano no RAHLF aliquotas de 1000uL da atmosfera do

reator obtida através dos pontos coletores de gases do reator foram analisadas.

4.4.3 Procedimento para determinacio cromatografica dos acidos organicos volateis e

fenol

As analises dos acidos orgénicos e do fenol, intermediario metabolico da degradagdo
do PCP, foram feitas em cromatografo a gas Hewlett Packard, modelo HP 6890, equipado
com detector de ionizacdo de chama (FID), através da metodologia descrita em Moraes et al.
(2000). A coluna capilar utilizada foi HP INNOWAX, com 30m de comprimento, 0,25 pm de
espessura de filme e 0,25 mm de didmetro interno. O gas de arraste utilizado foi o H, com
vazdo de 2,0 mL/min. Os gases auxiliares utilizados foram o H,, ar sintético e o N,. A técnica
de injecdo adotada foi o “split” 1:20 e o volume de amostra injetado foi de 1,0uL. A
temperatura do injetor de 300°C e do detector de 250°C. A temperatura inicial do forno foi de
100°C, por 3 minutos; em seguida, elevou-se a temperatura para 180°C a uma taxa de 5°C/min
e permanecendo nesta temperatura por 5 minutos. A seringa utilizada era previamente lavada
com metanol, a cada inje¢do, em um limpador de seringas, por 16 vezes.

Anteriormente a injecdo da amostra no cromatdgrafo para a detec¢do dos acidos
orgédnicos presentes nas amostras, aliquotas de 2,0 ml da amostra eram transferida para tubo

de ensaio, com tampa de rosca. Foi acrescentado 1,0 g de NaCl, 100ul da solucdo de acido

sulfurico 1M, 100 ul da solucdo de acido crotonico na concentragdo de 700 mg. L’ (padrao
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interno) e 0,6 ml de éter etilico purificado gelado. A amostra era agitada, em agitador de
tubos, por 1 minuto e centrifugada por 1 minuto a 3000 rpm. A microseringa, utilizada para
injetar as amostras, era armazenada em freezer e 1ul da solug@o aquosa era injetada.

Os limites de detecgao teodrico dos acidos acético, propidnico, isobutirico, bitirico, isovalérico
e valérico por esta metodologia foram de 5,13, 13,46, 14,9, 25,45, 79 e 12,5 mg.L'l,

respectivamente.

4.4.4 Procedimento para determinacio cromatografica dos compostos clorados

As analises cromatograficas, para detec¢do dos compostos clorados, foram realizadas
em cromatografo a gas Hewlett Packard, modelo HP 5890 série 11, equipado com detector de
captura de elétrons (CG-ECD). A coluna capilar utilizada foi HP-5 (5% diphenyl, 95%
dimethylpolysiloxane) da Agilent Technologies com 30m de comprimento, 0,25 pum de
espessura de filme e 0,32 mm de didmetro interno. O gas de arraste utilizado foi o H, com
vazdo de 1 mL/min e como gas auxiliar foi utilizado o N, com vazdo de 30 mL/min. A
técnica de inje¢do adotada foi o “splitless” e o volume de amostra injetado foi de 1ulL. A
seringa utilizada era previamente lavada com metanol, a cada injecdo, em um limpador de
seringas, de acordo com o procedimento adotado no Laboratério de Processos Biologicos
(LPB-SHS/ESSC). A temperatura do injetor foi de 250°C e do detector de 320°C. A
temperatura inicial do forno foi de 45°C, permanecendo nesta por 2 minutos; em seguida,
elevou-se a temperatura para 132°C a uma taxa de 15°C/min, seguindo-se uma segunda rampa
de 5°C/min até 204°C e, entdo, elevando-se novamente a temperatura a uma taxa de 70°C/min

até 260°C, mantendo-se a mesma por 3 minutos (tempo de corrida de 26 minutos)
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(DAMIANOVIC, et al., 2007). O limite de detec¢do dos compostos clorados foi de 0,1 mg.L
1

Também foi utilizado, para analises qualitativas dos intermediarios metabolitos
proveniente da degradacdo do PCP, um cromatografo a gas com detector de espectrometria de
massa (GC/MS), modelo QP 5000, marca Shimadzu. As analises foram realizadas nas
dependéncias do Laboratorio de Cromatografia do Instituto de Quimica de Sao Carlos. A
coluna capilar utilizada foi HP-5 (5% diphenyl, 95% dimethylpolysiloxane) da Agilent
Technologies com 30m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno). A técnica de injegdo
adotada foi o “splitless” e o volume de amostra injetado foi de 1uL. A seringa utilizada era
previamente lavada com metanol, a cada inje¢do. A temperatura do injetor foi de 250°C e da
interface 300°C. O tempo de amostragem foi 1,2 min e a pressio na cabega da coluna foi de
72,3. A razdo m/v (massa/carga) utilizada foi de 30 a 300 e o tempo do solvente delay foi de
4,00 min. A temperatura inicial do forno foi de 45°C, permanecendo nesta por 3 minutos; em
seguida, elevou-se a temperatura para 132°C a uma taxa de 15°C/min, seguindo-se uma
segunda rampa de 5°C/min até 204°C e, entdo, elevando-se novamente a temperatura a uma
taxa de 30°C/min até 260°C, mantendo-se a mesma por 3 minutos (tempo de corrida de 26

minutos). O modo de deteccao selecionado foi Scan.

4.4.4.1 Procedimento de extracao e derivatizacio das amostras

Aliquotas de 1 mL das amostras analisadas, para detec¢do dos compostos clorados,
foram transferidas para tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 0,250 mL de solugdo de

K,CO3 304¢g/L (solugdo tampdo), 50 ul. do padrdo interno 2,4 dibromofenol a 3,4 mg . LY,
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375 uL de anidrido acético ¢ 0,5 mL de hexano. Os tubos foram submetidos a agitacdo, em
agitador magnético de tubos do tipo vortex, por 1 minuto para a ocorréncia da acetilagdo e
extragdo. Os tubos foram armazenados em freezer at¢ o momento da analise cromatografica

(SAIA, 2005).

4.4.4.2 Preparacio da curva de calibracio

Duas curvas de calibragdo foram elaboradas, uma abrangendo concentragdes baixas de
clorofenois (10 a 1000 pg/L) e outra concentracdes mais altas (1,0 a 10,0 mg. L™, Para a
primeira, as solu¢des-padrao de clorofenodis (PCP; 2,6; 2,3 diclorofendis; 2,4,6; 2,3,6; 2,4,6
triclorofenois; 2 clorofenol) foram empregadas. Para a segunda, utilizou-se somente o PCP,
pois a deteccdo dos intermediarios ndo foi possivel aparecer nesta faixa. Ambas foram
preparadas em agua padrao Milli-Q, utilizando-se as solug¢des estoque descritas no item 4.2.1.
A solugdo do padrdo interno 2,4 dibromofenol utilizada apresentava concentragao de 3,4 mg.

Lt preparada a partir da solugdo de 680 mg. L

4.4.5 Procedimentos para os exames microscopicos

As observagdes sob microscopia foram realizadas para evidenciar a morfologia das
células microbianas predominantes nas amostras apos coleta e durante os experimentos. Os

exames foram realizados com auxilio de um microscopio da marca Olympus, modelo BHT2,
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acoplado a um sistema de cdmara Olympus, modelo U-PMTVC, n° 8C14730 e sistema
analisador de imagem Optronic-CCD video camara system.

As amostras examinadas ao microscopio foram as do sedimento utilizado como
indculo e amostras do reator ao final do experimento de ativagdo e enriquecimento dos
consorcios microbianos metanogénicos. As amostras foram examinadas sob luz comum,
contraste de fase e fluorescéncia. Para reduzir o movimento das células nas amostras,
aliquotas foram dispostas em laminas com &gar a 2% solidificado. As laminas eram
preparadas rapidamente, colocando uma aliquota das amostras sob o agar solidificado e

recoberto por uma laminula (DSM, 1991).

4.4.6 Analise da diversidade microbiana por DGGE

Para analise da diversidade microbiana os procedimentos utilizados foram os seguintes:

1) Extraiu-se o DNA da comunidade bacteriana;

2) Procedeu-se ao PCR para amplificacdo de fragmentos do 16S RNAr usando primers para
os Dominios Bacteria € Archaea;

3) O produto do PCR foi analisado através da técnica do DGGE;

4) A complexidade dos padrdoes de bandas obtida no DGGE foi observada em um
transiluminador UV e as bandas foram tomadas como uma medida da diversidade das

comunidades.



107

4.4.6.1 Extracio de DNA

Para a extracdo de DNA dos microrganismos que estavam presentes na amostra de
sedimento foi testado o protocolo de Griffiths et al. 2000, adaptado por Fabio Chinaglia
(Laboratorio de Processos Biologicos do Departamento de Hidraulica e Saneamento — EESC-
USP). Este protocolo tem sido utilizado com eficiéncia na extracdo de DNA das amostras de
lodo.

Antes de iniciar o protocolo, foi testado o tempo de agitacdo para verificar qual o
melhor tempo para extrair o DNA. Tempo muito curto pode ndo resultar em boa extragdo e
tempo longo pode fragmentar o DNA. Assim, ¢ importante determinar o melhor tempo de

agitacdo. O protocolo utilizado esta descrito a seguir:

Protocolo de extraciao

1. Pesou-se 0,5g amostra em tubo de rosca de 15ml estéril contendo 0,5 g de pérolas de vidro
(“glass beads”) (150-212 microns-Sigma)

2. Ressuspendeu-se na capela na seguinte ordem: 1ml de PBS 1X + 1ml de Tris HCI saturado
com fenol pH 8.0 + 1ml cloroférmio

3. Os tubos foram agitados em agitador de tubos vortex por 60 segundos

4. Centrifugou-se (6000 rpm) por 10min a 4°C para separacdo da fase aquosa (contém os
acidos nucléicos)

5. Transferiu-se com o tubo reto a fase aquosa (800 ul, ou o quanto conseguir sem pegar
proximo ao cloroférmio/fenol, para ndo pegar sujeira) para eppendorf de 2ml estéril e
completou o volume com fenol.

6. Agitou-se por 10s no vortex previamente ligado a poténcia maxima
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7. A amostra foi centrifugada a 6000rpm por 10min a 4°c
8. Transferiu-se a fase aquosa (£400 pl, ou o quanto conseguir sem pegar o fenol) para novo
eppendorf de 2ml estéril e completar o volume ou adicionar o mesmo volume (400 ul) de
cloroférmio
9. Agitou-se por 10s no vortex a poténcia maxima
10. A amostra foi centrifugada novamente a 6000rpm por 10min a 4°C ou a temp.
ambiente
Os procedimentos 8, 9 e 10 foram repetidos por 2x
11. Transferiu-se a fase aquosa (£100 pl ou quanto for possivel sem cloroformio) para um
novo eppendorf.

O resultado do processo de extracdo foi verificado em gel de agarose 1% preparado

com tampao TEB 1X e corado com brometo de etidio.

4.4.6.2 Reacido de Amplificacio — PCR

As amostras de DNA purificadas foram amplificadas usando “primers” para o 16S
DNAr dos Dominios Bacteria e Archaea. Foi preparada uma mistura para reagdo com as
concentragdes finais de reagentes de acordo com as Tabelas 12 e 13 para os Dominios

Bacteria e Archaea, respectivamente.
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Tabela 12: Concentragdo final dos reagentes para a execu¢do do PCR do Dominio Bacteria

Estoque Concentracao final por Volume para reacio

Reagentes reacio de S0uL
Solucdo tampao da Taq 10 X 1X S5uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 1,5 uL
Primers 968f 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
Primer 1401 r 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
DNTP’s 100 mM 0,8 mM 0,4 uL
Tag-polimerase 5 U/uL 0,5 U/i2,50L 0,4 uL
DNA -- 50-100ng --
H,O -- -~ Qsp. 50uL

Tabela 13: Concentracdo final dos reagentes para a execucdo do PCR do Dominio Archaea

Estoque Concentracio final por Volume para reacio

Reagentes reacio de S0uL
Solugdo tampao da Taq 10X X 5uL
MgCl, 50 mM 3,5mM 3,5ulL
Primers 1100f 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
Primer 1400 r 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
DNTP’s 100 mM 0,8 mM 0,4 uL
Tag-polimerase 5 U/uL 0,5 U/i2,50L 0,4 uL
DNA -- 50-100 ng --
H,O -- -- Qsp. S0uL

A mistura de 4gua e tampao acrescentou-se o dNTPs e em seguida os “primers”. Por

ultimo, acrescentou-se a enzima 7aq polimerase e o DNA (2,0uL) a ser amplificado. Como

foram realizadas varias amplificacdes, preparou-se uma mistura contendo a enzima, que foi

distribuida em aliquotas nos tubos de PCR contendo as amostras de DNA. Para manipulacdo

das solugdes estoque de “primers” foi necessario o uso de ponteiras com protegdo de

aerossois, e as preparacdes foram feitas sob fluxo laminar.
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- Primers do Dominio Archaea usados no PCR :

Os primers do Dominio Archaea foram especificos para amplificar a regido do DNA
entre as posi¢des 1100 e 1400 do RNAr 16S. Esses primers foram desenhados segundo
KUDO et al. (1997). Os autores se basearam nas seqiiéncias do RNAr 16S de bactérias
metanogénicas (existentes na base de dados do DNA — “DNA data base”). Assim:

Dominio Archaea:

Primer 1100 F (¢/ GC clamp) : 5’gc.- AAC CGT CGA CAG TCA GGY AAC GAG CGAG
3

Primer 1400R : 5° CGG CGA ATT CGT GCAAGG AGC AGG GAC 3’

Seqiiéncia do GC clamp: 5° CGC CCG CCG CGC GCGGCG GGC GGG GCG GGG GCA

CGG GGG G

- Programa usado no PCR com os primers do Dominio Archaea:

-1ciclo a temperatura de 95° C por 5 minutos seguido de 30 ciclos a: 94° C por 30 segundos,
55° C por 30 segundos e 72° C por 90 segundos. O tultimo ciclo é seguido por 72° C por 7

minutos e finalizando a 4°C.

- Primers do Dominio Bacteria que usados no PCR :
F 968 GC ( posigdes 968-984) e R1401 (posigdes 1378-1401)
968 F com GC clamp: 5’gc. AAC GCG AAG AAC CTTAC
1401 R: 5 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
A seqiiéncia rica em G+C acoplada a extremidade 5’ do primer serviu para impedir a

completa desnaturacdo do fragmento de DNA durante a separagdo em gel de DGGE.
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- Programa usado no PCR com os primers do Dominio Bacteria:

-1 ciclos a 97° C por 3 minutos; 30 ciclos a 94° C por 1 minuto, 55° C por 1 minuto e 72°C por

1 min; depois 1ciclo de 72°C por 3 minutos e resfriamento a 4° C.

As amplificacdes realizadas foram feitas com o uso de um termociclador “Gene Amp
PCR System 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Conn.). Foi confirmada a qualidade dos

produtos do PCR em gel de agarose 1,2%, antes de proceder ao DGGE.

4.4.6.3 Técnica do DGGE

O resultado da amplificacdo do DNA para os Dominios Bacteria ¢ Archaea foram
analisadas pela técnica do DGGE. Para isso confeccionou-se um “sanduiche” de gel gradiente
desnaturante paralelo de desnaturagao de 30 a 70%, no qual o gradiente ¢ paralelo a direcdo
do campo elétrico aplicado. Apds a polimerizagdo do gel foi realizada a montagem da cuba do
tampdo superior no tanque de eletroforese contendo tampdo TE a 60°C. As amostras
provenientes do PCR foram aplicadas nas canaletas com auxilio de ponteiras de
seqiienciamento, ¢ a eletroforese foi de SOV por 14 horas. Em seguida, foram feitas a remogao

dos géis e a coloragdo com brometo de etidio (BRUCHA, 2001).
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4.4.6.4 Analise dos Géis do DGGE

Os géis foram fotografados com um sistema de foto-documentacdo. A complexidade
dos padrdes de bandas obtidos no DGGE foi tomada como uma medida da diversidade da
comunidade. Através dos diferentes padrdes de migracdo das bandas, comparando-se a
amostra do reator antes da adi¢do do PCP e apds a saturacdo da biomassa com este composto
foi analisada a variacdo da diversidade dos Dominios Archaea ¢ Bacteria ao longo do periodo

inicial.

4.4.6.5 Calculo do coeficiente de similaridade

Na comparagdo das bandas da eletroforese em gel de gradiente desnaturante, foi
utilizada a equagdo (4.1), segundo Gillan et al (1998). Essa equagdo permite calcular o
coeficiente de similaridade (Cs) entre duas amostras, considerando o nimero de bandas do

DGGE de cada amostra e o nimero de bandas comuns as amostras.

Cs =2J/ (atb)x100 4.1)
Onde:
a - numero de bandas do DGGE na amostra 1
b - nimero de bandas do DGGE na amostra 2

J - nimero de bandas comuns dos DGGE
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4.4.7 Sequenciamento

As bandas de interesse do gel de DGGE foram recortadas com auxilio de um bisturi
estéril, e reamplificadas, seguindo metodologia descrita no item 4.4.6.2. Os primers utilizados
foram os mesmos, com exce¢do da seqiiéncia GC Clamp dos primers Foward. As amostras ja
amplificadas foram enviadas para o Laboratorio do Centro de Genoma Humano — USP para
quantificagdo, purificacdo e sequenciamento. A identificagdo dos diferentes microrganismos
foi realizada utilizando-se conjunto de reagentes para sequenciamento automatico baseados
em didesoxinucleotideos marcados com fluorocromos (chamados dye terminators). As
concentracdes de DNA molde e de primers seguiram as instrucdes dos fabricantes. As reagdes
de sequenciamento foram purificadas no sephadex G50 e aplicadas no seqiienciador
Megabace 1000 da GE Healthcare. A analise foi feita pelo software Sequence Analyser 3.0
com basecaller Cimarron 3.12. Os resultados foram analisados no programa DNAstart e

comparagdo no Blast — NCBI.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Localizacdo dos pontos de amostragens e determinacio in situ das variaveis fisico-

quimicas

A amostragem realizada na profundidade de aproximadamente 1,00 metro ocorreu
durante a maré baixa, na localizacdo geografica de S 23° 52°401""; W’ 46°22°727"", feita por
GPS e o sedimento coletado emanava um forte odor de 6leo.

Os resultados das variaveis fisico-quimicas apresentados na Tabela 14 referem-se aos
fatores abioticos do local amostrado, quais sejam, valores de condutividade, salinidade, pH e
potencial de 6xido-redugdo na agua, bem como os teores de metano emitidos na superficie.

A condutividade elétrica é a capacidade de uma solu¢do conduzir corrente elétrica,
sendo esta a fungdo da concentragdo de ions presentes na agua (ESTEVES, 1988). Assim,
uma solu¢do com maior concentragdo de ions possui maior valor de condutividade. O valor da
condutividade da agua no ponto de coleta foi de 24 us/cm na superficie e 34,1 pus/cm no
hipoliminio. As diferencas podem ser devido aos teores de salinidade dos pontos amostrados,
bem como pela concentragdo de compostos presentes no local. Segundo Barreto (1999), a
condutividade elétrica pode ser utilizada para detectar indicios de poluicdo, embora nao
discrimine a natureza dos elementos geradores dos valores medidos. Os trabalhos de Saia
(2005) e Nakayama (2005), realizados no local e em igual periodo sazonal no ano de 2002,
revelaram valores de condutividade da agua de fundo e da superficie de 30,0 e 9,36 ps/cm,
respectivamente. A diferenca destes valores com os resultados apresentados pelo presente
trabalho ¢ atribuida a diferenca de profundidade do local de coleta dos dois estudos. Saia e
Nakayama caracterizaram o ambiente quando a maré estava alta, com dois metros de

profundidade, contrastando com profundidade de 1,0 metros deste trabalho.
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Os valores de temperatura na superficie e na interface dgua sedimento foram iguais a
24 °C, revelando ocorréncia de homeotermia da coluna d’agua em fun¢do da freqiiente
circulacdo da massa de agua, da pequena profundidade do ponto amostrado e da exposi¢ao
continua a acdo dos ventos. Esteves (1998) relatou este mesmo comportamento nas lagoas
costeiras do Estado do Rio de Janeiro, que apresentam baixa profundidade e ressaltou a
importancia do vento que vem do mar, que ¢ sempre constante pela auséncia de montanhas,
neste processo. Saia (2005) também determinou a homeotermia da coluna d’agua nos valores
de 24,5°C no mesmo local e em igual periodo sazonal no ano de 2002. O valor de 24°C
detectado na coluna d’agua no més de julho ¢ explicado pelo alto calor especifico da agua,
que proporciona estabilidade térmica dos ambientes aquaticos.

Os valores de temperatura do local de coleta do sedimento caracteriza este ambiente
como mesofilico e serviu para nortear os proximos passos experimentais. O sedimento foi
incubado a temperatura de 30 °C, com vistas a favorecer a condigdo mesofilica e possibilitar
velocidades mais rapidas ao metabolismo anaerébio metanogénico (SPEECE, 1996).

No ponto de coleta os valores do potencial de 6xido-redu¢@o na agua da superficie e de
fundo foram +57 e —-310 mV, respectivamente. Esta diferenca de valores pode estar
relacionada a influéncia da maré, a baixa profundidade no momento da coleta e a dindmica de
circulagdo de agua dentro do estuario. De fato, a existéncia de baixo valor de potencial de
oxido-redug¢do ¢ condizente com ocorréncia de anaerobiose, condi¢do fundamental para a
atuagdo dos anaerdbios estritos, particularmente das arquéias metanogénicas. Assim, a
emanacao de metano na interface ar-sedimento (item 5.2) verificada no local ¢ justificada.

O pH pode ser considerado uma das varidveis mais importantes para a caracterizagdo
de ambientes aquaticos, mas também pode ser uma das varidveis mais dificeis de se
interpretar devido ao niimero de fatores que o influenciam (ESTEVES, 1988). Os valores de

pH na agua de superficie e na dgua de fundo foram de 7,6, condi¢do ligeiramente bésica. Saia
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(2005) determinou neste mesmo local de coleta, em 2002, o valor de pH na superficie e na
agua de fundo em torno de 7,6 e 7,2, respectivamente. Geralmente, o valor do hipoliminio ¢é
mais baixo, e esta relacionado com as condi¢des mais profundas, como demonstrado por Saia,
que determinou a diferenca em profundidade de 2,0 metros. Portanto, a auséncia de diferencas
neste estudo pode ser explicada pelo fato da baixa altura da coluna d’agua no momento da
amostragem.

Tabela 14. Indicacdes geograficas e valores das varaveis fisico-quimicas das amostras
coletadas

Localizagdo /Varidveis fisico-quimicas Indicag¢des / Valores
1. Localizagdo geografica (GPS) S 23°52°401°"; W’ 46°22°727""
2. Condutividade (ps/cm)

e 4gua da superficie 24

e agua do fundo 34,1

3. Salinidade (%)

e 4gua da superficie 15,2

e 4gua do fundo 21,3

4. pH

e 4gua da superficie 7,6

e sedimento 7,6

5. Potencial de 6xido-redugdo (mV)

e 4gua da superficie +57

e 4gua do fundo -310

6. Temperatura (°C)
e 4gua da superficie 24
e jgua do fundo 24

Os valores da salinidade na adgua de superficie e de fundo foram de 15,2 e 21,3 %o,
respectivamente. Braga et al. (2000) determinaram o valor de 24,9 %o neste mesmo local. O
valor determinado na interface dgua-sedimento foi fundamental para estabelecer a salinidade
empregada no meio de cultura do presente estudo, cerca de 20%o.

As variaveis fisico-quimicas da coluna d’agua determinadas no local de coleta do
sedimento corrobora com a informagdo de eutrofizacdo da area estudada, como apontada por
CETESB (2001). Estes dados indicam que os impactos apontados por esse relatdrio, como

liberagdo de efluentes industriais inadequados, de residuos solidos, dos esgotos sanitarios
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provenientes do Porto de Santos e dos municipios da Baixada Santista, bem como os
freqiientes acidentes de derramamentos de 6leo e outras substancias nos cursos d’agua ainda
persistem. A caracterizacdo do ambiente onde foi coletado o sedimento foi essencial para
desenhar estratégias metodologicas que permitiram transformar este sedimento em um bom

inodculo de reatores anerobios.

5.2 Determinacgio da taxa de emissao do gas metano na interface superficie — agua.

De acordo com o resultado das analises dos gases, o ponto 4 BIOTA, ou como se pode
denominar o “sitio Cosipa” apresentou emissao difusiva dos gases metano na ordem de 23,90
(+/- 13,38) mg CH4 /m?*/d e carbonico na ordem de 2535 (+/- 1752) mg CO;, /m? /d. Os
resultados dos teores CO, e metano (ppm)presentes nas cdmaras de difusdo por cromatografia
estdo relacionados na Tabela 15 e foram utilizados no calculo de emissédo difusifa, de acordo
com metodologia descrita em Rosa et al., (2002). Os resultados confirmam a existéncia de
atividade metanogénica no local. Sabe-se que os teores do metano que emanam do sedimento
sdo, em geral, maiores do que aqueles que sdo lancados na interface agua-ar, uma vez que
podem ser consumidos pelas bactérias metanotroficas ao longo da coluna d’agua, sofrer
reacOes de foto-oxidagdo, ou ficam armazenados no fundo da coluna d’agua por forca da
pressdo que esta exerce. As médias de emissdo difusiva de rios e reservatorios amostrados
entre os anos de 2003 e 2004 em sitios localizados no territorio nacional entre as latitudes 3
graus Sul e 14 graus Sul sdo de —1346 (+- 5946) a 6617 (+- 4523) mg CO, /m* /d e de 6,12
(+- 8,49) a 57,4 (+- 165,3) mg CH; m*/d (ROSA et al., 2002). Os valores com sinal negativo

significam absor¢do dos gases pelos corpos d’agua.
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A determinagdo da taxa de emissdo de metano em ambiente estuarinos varia de acordo
com a salinidade do local, pois a disponibilidade do sulfato relacionada com a salinidade
favorece as bactérias redutoras de sulfato na competicio com as metanogénicas (CAPONE;
KIENE, 1988). Alguns trabalhos tém demonstrado a importidncia da salinidade na
determinacgdo da emissdo do metano. Barlett et al., (1985) ao estudar a emissdo do gas metano
no estuario Bay Tree Creek Salt Marsh, estado de Virginia (USA), determinou para variacdes
de salinidade de 5 a 23 (%o) ocorreu emissdo de 129,6 a 41,6 mg/mz/diafl. Barlett et al.,
(1987) estudando o estuario York River, estado de Virginia (USA), verificou que para a
salinidade de 2,6, 5,5 ¢ 8,8 (%o0) a emissdo de metano foi de 48, 60,8 ¢ 14,4 mg/mz/dia_1
respectivamente. Magenheimer et al., (1996), estudando o estudrio Dipper Harbour (Canada)
determinou a taxa de emissio de metano de 2,08 e 0,48 mg/m*/dia ' para salinidade na faixa
de 20,6 a 23,5 e 31 a 35 (%o), respectivamente. Estes estudos realmente apontam para uma
real diminuicdo da producdo de metano quando ha o aumento da salinidade. A concentragdo
de emissdo de metano em areas estuarinas com salinidade em torno de 20(%o), a mesma do
presente trabalho, variou de 1,6 mg/mz/dia_1 determinada em Scheldt — Bélgica/Holanda
(MIDDELBURG et al., 1996) ¢ 2,08 mg/mz/dia_1 em Dipper Harbour (Canada).

Assim, a emissdo difusiva do “sitio Cosipa” (23,90 (+/- 13,38) mg CH, /m*/d)
encontra-se uma magnitude superior ao determinado em literatura em regides estuarinas
impactadas com salinidade proximas. O fato de os estudrios citados pela literatura estar
localizados em regides temperadas, pode ser uma explicacdo para esta diferenga, pois a
temperatura ¢ essencial para a boa atividade metanogénica. Nao foi encontrado na literatura
cientifica, trabalhos que determinam taxas de emissdo de metano em estuarios brasileiros,
portanto estes dados sdo Unicos e nos permite concluir que o ambiente estudado apresenta

elevada atividade metanogénica. Este resultado norteou o uso do sedimento deste local para
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enriquecimento dos microrganismos anaerdbios, tornando—os aptos a serem usados como

indculos em reatores anaerobios.

Tabela 15. Teores de CO, e metano em ppm
Amostra CO, Metano

1 CO(t0) 250 2,12
1 C3 (t =3min) 556 4,82
1C6 (t =6min) 670 9,11
IC12 (t=12min) 586 9,7

2C0 (1 0) 297 1,94
2C3 (t=3min) 411 3.9

2C6 (t =6min) 619 5,08
2C12 (t=12min) 692 6,83

Legenda: 1C — Camara 1; 2C - Camara 2; t — tempo de equalizagio

5.3 Caracterizaciao da amostra de sedimento

As reais condi¢des de contaminacdo do sedimento estudado sdo visualizadas na Tabela
16 que apresenta os valores das variaveis fisico-quimicos determinadas.

A quantidade de solidos volateis associada a concentracdo de biomassa presente na
amostra de sedimento da COSIPA foi de 288,73 g STV/L. Considera-se para lodo de esgoto
que o valor determinado por STV pode ser associado a biomassa presente. Entretanto, para
sedimentos essa associagdo ndo pode ser direta, uma vez que em sua composicdo ha
componentes como 6leos e graxas e matéria organica provenientes de galhos, folhas, frutos e

demais substancias presentes na regido estuarina.
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Tabela 16. Resultados das analises empregadas na caracterizagdo da amostra de sedimento.

Parametros Valores
STV 115,73 g/L
Oleos e graxas ~ 6.180,0 mg/L
Fosfato total 2.544,0 mg/L

N amoniacal 46 mg/L

Zn 80 mg/Kg
Pb 148 mg/Kg
Cd Nd

Ni 10,5 mg/Kg
Fe 32,7 g/Kg
Mn 1.075 mg/Kg
Cr 31,0 mg/Kg
Cu 40,5 mg/Kg

Legenda: STV — Solidos Totais Volateis; N — Nitrogénio; Zn — Zinco; Pb — Chumbo; Cd — Cadmio; Ni
— Niquel; Fe — Ferro; Mn — Manganés; Cu — Cobre; Cr —Cromo.

A quantidade de Oleos e graxas encontrada foi de 6,18 g.L"'. Esta alta concentragio
seria prejudicial para a hidrodinamica do reator se o sedimento fosse utilizado diretamente
para a inoculagcdo do RAHLF, pois esse 6leo poderia colmatar o leito fixo, causando alteragdo
no tempo de detencao hidraulica.

Visando uma maior compreensdo da qualidade da matrix coletada, como fonte de
indculo para aplicacdo tecnologica, foi realizada a determinagdo da concentracdo de metais
pesados no sedimento. Entretanto a legislacao brasileira ndo dispde de critério de qualidade de
sedimento que os considere. A CETESB vem adotando em seus relatorios ambientais, os
critérios estabelecidos pela Agéncia Ambiental Canadense (ENVIRONMENTAL CANADA,
1999), que apresenta o nivel de classificagdo PEL (Probable Effect Level) que determina as
concentragdes acima da qual s3o causadoras de efeitos adversos severos sobre os organismos
aquaticos e o TEL (Theshold Effect Level) que indica a concentracdo abaixo da qual ndo sio
esperados efeitos adversos sobre o organismos aquaticos. Levando em consideragdo este
parametro nas analises dos resultados encontrados neste trabalho, deve-se atentar para a

concentragdo de chumbo encontrada no sedimento que foi de 148 pg/g e é superior as
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concentracdes estabelecidas pelo PEL (122ug/g). A CETESB determinou a concentracio
entre 8,3 a 17,5 ug/g deste metal no estuario de Santos em 1979, ¢ em 1999 a concentracdo
encontrada no mesmo ponto de coleta foi de 295ug/g no sedimento. A alta concentra¢do de
chumbo no sedimento coletado se explica pelo metal estar presente no efluente da COSIPA e
de outras siderurgicas instaladas no local, além da refinaria da Petrobras (CETESB, 2001).

A concentragdo média de cobre no sedimento foi de 40 pg/g e ¢ inferiror a
determinada pelo PEL (108 pg/g), mas estd acima do TEL (18,7ug/g) e também indica
preocupagdo com o local. Os valores encontrados pela CETESB (2001) em 1999 foi 81ug/g
para o mesmo lugar de amostragem, indicando possivel reducdo da emissdo deste composto
pelas industrias instaladas no local. A concentragdo de cromo (31,0 pg/g) determinada no
sedimento estd proxima a estabelecida pelo TEL (32,3pg/g) e coincide com os valores
determinados pela CETESB em 1999 (CETESB, 2001) que variava de 23 a 70pg/g. Os
demais parametros encontram-se em concentragdes abaixo dos valores limites para os
organismos aquaticos (TEL), de acordo com a Agéncia Ambiental Canadense.

Estes resultados levantaram preocupagdes de uso direto do sedimento como indculo no
RAHLF, pois as elevadas concentragcdes de metais pesados encontradas no local poderia
inibir, por toxicidade, a atividade microbiana metanogénica.

Assim, decidiu-se adotar o método de dilui¢des sequenciais no processo de ativagdo ¢
enriquecimento do consércio microbiano anaerdbio metanogénico das amostras de sedimento

coletado, visando minimizar a interferéncia destes constituintes.
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5.4 Ativacido e enriquecimento do consércio microbiano anaerébio metanogénico das
amostras de sedimento do Sistema Estuarino de Santos-Sao Vicente coletados em frente

da COSIPA.

Os microrganismos proveniente do sedimento estuarino foram enriquecidos sob
condicdes metanogénicas, visando a utilizacdo do sedimento como inoculo nos ensaios
nutricionais e¢ na operagdo dos reatores do tipo RAHLF (RAHLF 1 ¢ RAHLF 2). Este
processo também resultou em diluigdes do sedimento, diminuindo assim a toxicidade causada
pelas altas concentragdes de metais pesados e 6leos e graxas presente nas amostras in natura.

O sedimento coletado no estuario de Santos — Sdo Vicente foi inoculado em meio
mineral Biota, com as condigdes fisico-quimicas e nutricionais adequadas para favorecer a
obtencdo de culturas metanogénicas provenientes de ambiente salino. A producdo de metano
nos frascos reatores indicou a ocorréncia de ambiente metanogénico apds periodo de
adaptagdo de 19 dias de incubagdo.

A variavel de controle utilizada foi a produ¢do de metano nos frascos reatores. Os
frascos reatores para produgdo de indculo foi preenchido com 100 mL de sedimento, diluidos
em 900 ml de meio Biota, conforme a Tabela 3 no item 4.2.2.

No enriquecimento do sedimento para uso como inoculo durante o ensaio do RAHLF
1, o reator foi realimentado com 0,250 mg /L de formiato de s6dio e 0,250 mg/L de glicose,
sempre apos a estabilizagdo da produgdo do gés metano (%), na periodicidade indicada na
Figura 16 (a). O lodo foi considerado apto como in6culo do RAHLF 1 quando a porcentagem

do gas metano na atmosfera do frasco atingiu valor estavel de 39%.
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Figura 16: Representacdo grafica dos valores de metano (%) e indicagdo das alimenta¢des efetuadas
ao longo dos dias de operag@o durante enriquecimento do sedimento a ser utilizado como inoculo na
operagao do RAHLF 1 (a) e no RAHLF 2 (b).

No enriquecimento do sedimento para uso como indculo do RAHLF 2, o meio mineral
biota teve a concentragdo de N e P corrigida para as relagdes de 10:1 mg.L™". O sistema de
enriquecimento foi entdo operado sob condigcdes semi-continuas e apds 11 dias de operacdo
substituiu-se o meio de cultivo por novo meio mineral biota, com as mesmas concentragdes
nutricionais, como demonstrado no item 4.2.2 do capitulo Material ¢ Métodos. Este
procedimento visou a manutengdo das relagdes nutricionais impostas durante todo o periodo
de enriquecimento, pois buscava-se a selecdo da comunidade microbiana pela baixa
concentracdo nutricional imposta durante este processo. Apos 30 dias de operagdo a
porcentagem do gds metano na atmosfera do frasco reator era de 18% e o lodo foi considerado
apto como ino6culo do RAHLF 2. A Figura 16 b, mostra o avanco da producdo de metano ao
longo do periodo operacional do reator destinado ao enriquecimento do lodo.

Dessa forma, os procedimentos utilizados para o enriquecimento dos microrganismos
autoctones presentes no sedimento proveniente do estuario de Santos-Sdo Vicente foi
adequado. O meio de cultivo salino Biota suplementado com glicose ¢ formiato, nas duas
condi¢cdes nutricionais testadas, foi propicio para o desenvolvimento da comunidade

microbiana metanogénica, transformando o sedimento estuarino com aspecto de uma borra
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oleosa, como discutido no item 5.3 do capitulo resultados e discussdo, em lodo metanogénico

para ser utilizado em reatores anaerdbios.

5.5 Testes preliminares a operacio dos reatores RAHLF.

5.5.1 Ensaio de adsorcao

5.5.1.1 Isoterma de adsorc¢io

Para os calculos da isoterma, a quantidade de PCP adsorvida pela bioparticula foi
determinada como sendo a diferenca entre a concentragdo inicial e final no liquido, dividido
pelo peso seco da biomassa.

Os valores experimentais da isoterma e adsor¢cdo foram ajustados a diversos modelos
propostos por diferentes autores (Tabela 17). Os dados para o calculo do Erro Relativo Médio
¢ de Erros ao Quadrado para todos os pontos estdo demonstrado no Anexo 1. Em todas as
isotermas o ajuste foi satisfatério em termos do seu coeficiente de correlagao (%), entretanto,
os ajustes dos dados das isotermas propostas por Radke — Prausnitz (1972)°, Mathews e
Weber (1977)’ e Fritz e Schliinder (1974)® appud Mollah e Robinson, (1996) ndo produziram

resultados satisfatorios, com elevados desvio nos coeficientes da isoterma.

% RADKE, C. J.; PRAUSNITZ, J. M. (1972). Adsorption of organic of organic solutes from dilute aqueous
solution on GAC. Ind. Engn Chem. Fund. V' 11. p. 445-451.

" MATHEWS A. P.; WEBER W.J. (1977). Effects of external mass transfer and intraparticle diffusion on
adsorption rates in slurry reactors. AIChE Symp. Ser. 71, 91-98.

¥ FRITZ, W.; SCUNDER E.U.; (1974). Simultaneous adsorption equilibria of organic solutes in dilute aqueous
solution on GAC. Chem. Engn. Sci. 29, p. 1279-1282
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Foi possivel aplicar regressdo linear entre os dados experimentais e os modelos de
Langnuir, Freundlich e Linear, visto que as pressuposi¢cdes sobre homocedasticidade e
normalidade dos residuos foram satisfatérias para todos as regressoes, resultando em p=0.
Baseado neste critério, as isotermas de Freundlich (1907)°, Langnuir (1918)"° appud Mollah e

Robinson, (1996) e Linear ajustaram-se satisfatoriamente aos pontos experimentais.

Tabela 17: Resultado do ajuste dos dados experimentais a diferentes isotermas de adsorgao.

Isoterma N° de parAmetros Coeficientes da isoterma R> ERM' SEQ*
. a =4,2010" £4,12'107
Langmuir 2 a = 6,05'10'4 N 4,88‘104 0,994 27,52 63,83

a;=6,3610" +1,78'10"
a,=8,9910" + 520107
a;=1,4310°+3,1010°
Radke — Prausnitz 3 a,=1,0010+ 825107 0,994 1928 50,71
a3 =-9,9810" +3,9410°
a;=2,9710"' +2.,42:10*
Mathews — Weber 3 a,=4,5710' +3.81'10° 0,994 2227 52,36
a;=1,0210" + 1,13-10°
a;=4,7510* + 1,58'10°
a,=1,4010"+3,80'10°

Freundlich 2 0,994 22,25 52,35

Fritz — Schliinder 4 ay = 74710  2.4910° 0,994 22,26 52,35
a,=4,9810" +3,8010°
. a; =2,5510" + 1,4410°
Linear 2 4, =3.5710" + 1,0410° 0,994 32,99 60,58
Z|qobs —(cal
+Erro relativo médio _ Gobs x100.
obs

*Soma dos erros ao quadrado.

A Tabela 17 mostra os valores dos erros relativos e das somas dos erros ao quadrado
para todos os modelos. Esses parametros t€ém sido utilizados para definicdo do melhor ajuste

de modelos em isotermas (MOLLAH; ROBINSON, 1996). De acordo com estas analises, o

 FREUNDLICH H. (1907). Uber die Adsorption in Losungen. Z. Phys. Chem. 57, p. 385
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modelo de Freundlich foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais. O modelo da
isoterma de Freundlich é descrito pela seguinte equagdo: In (g.,) = In (K) + nln Ceq. A
constante K, que indica a capacidade de adsor¢do da bioparticula foi 0,63 e n, que indica a
intensidade de adsorcdo, igual a 0,899. Visvanathan et al. (2005) estudaram a capacidade de
biossor¢do do PCP em lodo empregando experimentos operados sob condi¢des descontinuas.
O modelo de Freundlich foi utilizado para ajuste de seus dados. Os autores encontraram
valores da constante Kr igual a do presente trabalho, ou seja 0,63, e valor de »n igual a 0,388.
Shen, Liu e He, (2005) estudaram a capacidade de adsor¢do do PCP por lodo granular do
reator UASB. Os autores concluiram que a equacdo da isoterma de Freundlich foi a que
melhor descreveu o comportamento de adsor¢do do PCP em lodo granular em um reator
UASB. Os autores determinaram valores para as constantes K e n de 0,567 ¢ 1,113.

Portanto, o0 modelo de Freundlich tem se ajustado bem para experimento de isoterma
de adsorcdo de PCP em biomassa microbiana e foi o modelo que melhor se ajustou no

presente trabalho, que estudou a adsor¢do do PCP em bioparticula (espuma + biomassa).

5.5.1.2 Avaliacio da adsorcio de PCP durante a partida do RAHLF 1

Para determinar a quantidade de PCP que estava adsorvido na bioparticula, amostras
de espumas inoculadas (bioparticula) foram retiradas do reator e processadas de acordo com a
metodologia descrita no item 4.2.5 de material e métodos. A Tabela 18 apresenta os dados de
recuperagdo do composto clorado adsorvido na biomassa imobilizada com relagdo ao

processo de adsor¢do adotado durante o ensaio de isoterma de adsorgao.

' LANGMUIR J. (1918). The adsorption of gases on planes of glass, mica and platinum. J. Am. Chem. Soc.
40,361.



127

Tabela 18. Valores do ensaio de adsor¢do do PCP.

PCP adicionado (mg) 0,0497 0,098 02 0497 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

A) PCP recuperado na fragdo liquida 0,0108 0,0208 0,0867 0,297 0,452 1,035 1,792 2,327 2,693
(mg)

B) PCP recuperado na espuma (mg) 0,0210 0,021 0,0853 0,182 0,517 098 1,33 1,575 1,766
Capacidade de recuperagio (%) 64 43 86 96,3 97 101 104 98 90

Capacidade de recuperagdo: (massa de PCP remanescente na frago liquida + massa de PCP adsorvida na
espuma)/(massa de PCP adicionada) = (A+B)/PCP adicionado

Considerando a capacidade de recuperagdo do método de extracdo como sendo a
massa de PCP remanescente na fragdo liquida mais a massa de PCP adsorvida na bioparticula
dividida pela massa de PCP adicionada, a eficiéncia da metodologia de extragdo variou de 86
a 104% de recuperagdo para massas adicionadas de 0,2 a 5,0 mg PCP e 46% e 64% para
massa de 0,098 e 0,05 mgPCP.

As concentragdes de PCP adsorvida na biomassa imobilizada e presente na fragdo
liquida (Figura 17 e 18, Tabela 19 ¢ 20) durante alimentacdo do reator com 10 mgPCP. L™
indicam que em 30 dias a pluma de PCP avancou pelo reator e atingiu o efluente. A
concentracdo do PCP na fase liquida no 30° dia foi praticamente constante (10mg/1) ao longo
dos pontos de amostragem, ¢ proxima a concentragdo adicionada (Figura 18, Tabela 20),
indicando saturacdo da biomassa imobilizada. Nessa fase, a massa média do composto PCP
por grama de espuma foi de 6,5 mg de PCP. Isoterma de Freundlich, prediz que para a
concentragdo de equilibrio de 10,0 mgPCP.L™, 5,04 mg PCP estaria adsorvido por grama de
espuma. Os dados da isoterma de adsor¢do (item 5.5.1.1) indicam que o modelo de Freundlich
possa ser utilizado para mensurar a capacidade de adsor¢cdo do PCP em bioparticula (espuma
mais lodo anaerdbio) ndo degradadores de PCP, mais ¢ imposivel obter um verdadeiro
balango de massa nas fases liquida e solida durante a operacio do RAHLF devido a
hidrodinamica do reator e a degradagdo do PCP pelos microrganismos presentes. Entretanto,

apesar da diferenca dos dados observados e do previsto pela modelo de isoterma adotado,
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estes apontam para conclusdo de que, neste periodo, a adsor¢do foi o mecanismo principal de
remogdo do PCP.

Realmente, a adsor¢do de compostos lipofilicos como o PCP pode ser um importante
processo de remocgdo deste composto em biorreatores. Jacobsen, Arvin e Reinders (1996),
demonstraram que a adsor¢do de PCP em lodo ativado pode ser superior a 50% quando o
tempo de detencdo celular ¢ menor que 3 dias. Entretanto, segundo estes autores, quando o
tempo de detencdo celular for superior a 14 dias o mecanismo de adsorcao € inferior a menos
de 10% da remogao de PCP. Os dados deste trabalho diferem as do apresentado por Jacobsen,
Arvin e Reinders (1996), pois o reator utilizado neste estudo ¢ de leito fixo e o tempo de
detencdo celular foi o mesmo tempo de duragdo deste ensaio, 30 dias. Entretanto, o principal
mecanismo de remogdo do PCP foi a adsor¢do durante o periodo inicial de aclimatagdo da
comunidade microbiana ao PCP, na partida do RAHLF 1. Uma das possiveis explicagdes para
este resultado ¢ utilizacdo de inoculo nao adaptado ao composto toxico.

Apesar de o mecanismo principal de remogao do PCP ter sido a adsorcdo, ao longo do
periodo operacional, observou-se o decaimento da concentragdo de PCP adsorvido na espuma
no ponto 1 (Tabela 19), e valores-trago dos intermediarios clorados passiveis de serem
medidos na fase liquida (Figura 19). A presenca dos intermedidrios menos clorados indicou a

ocorréncia da biodegradaciao do PCP no sistema.

Tabela 19: Valores de PCP (mg/g espuma) adsorvido na biomassa imobilizada ao longo dos pontos de
amostragem no 3, 10, 17, 24 e 30 dias de experimentos.
3d 10d  17d 24d 30d
P1 7,72 6,67 5,45 4 5,04
P2 0,87 4,47 3,33 4,09 6,64
P3 0,03 22 274 51 8§17
P4 nd 029 1,56 4,11 6,15
PS5 nd 0,046 1,5 1,024 6,69
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Figura 17: Representagdo grafica dos valores de PCP (mg/g espuma) adsorvido na biomassa
imobilizada ao longo dos pontos de amostragem no 3, 10, 17, 24 e 30 dias de experimentos.

Tabela 20: Valores de PCP (mg/L) na fracao liquida ao longo dos pontos de amostragem no 3, 10, 17,
24 e 30 dias de experimentos.

3d 10d 17d 24d 30d
P1 4 4 938 7,6 10,2
P2 04 28 6,94 49 10,2
P3 02 2,1 9,07 75 109
P4 0 0,1 4,66 6,87 10,5
P5 0 0,1 297 37 10,7

Perfil liquido
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Figura 18: Representagdo grafica dos valores de PCP na fragdo liquida ao longo dos pontos de
amostragem no 3, 10, 17, 24 e 30 dias de experimentos.
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Figura 19: Representagdo grafica dos valores dos compostos intermediarios passiveis de medigdo no
sistema de reacdo, ao longo do experimento na fragdo liquida

5.5.2 Andlise da diversidade microbiana por DGGE durante o estudo de adsorcdo no

RAHLF 1

Visando entender o impacto que a saturacdo do leito do RAHLF com PCP causa nos
microrganismos autoctones provenientes do sedimento do estuario de Santos aderidos ao
material suporte do RAHLF, a variacdo da diversidade microbiana foi determinada por
métodos de biologia molecular. Para isso, perfis d¢ DGGE de amostras do inicio (Ponto 1),
meio (Ponto 3) e fim (Ponto 5) do reator foram comparadas antes e apos a saturacdo com o
PCP, através do coeficiente de similaridade, segundo equagdo descrita por Gillan et al.,
(1998).

Os perfis de bandas do DGGE das amostras antes da adicdo do PCP e apos a saturagdo
da biomassa com este composto, do ponto 1, 3 e 5 do reator, ou seja, comeco, meio e fim,
amplificadas com primers do Dominio Archaea mostram que as estruturas das comunidades
microbianas, pertencentes a este dominio, foram semelhantes, como demonstrado na figuras
20 b e a representagdo grafica no ANEXO 2. No ponto 1, das 16 bandas inicialmente

presentes, 15 se mantiveram e apareceram outras 3 apds a saturagdo com o PCP. No ponto 3,
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das 11 bandas inicialmente presentes (antes da adi¢do do PCP), 10 se mantiveram. No ponto
5, das 12 bandas iniciais, 11 se mantiveram apds a saturagdo da biomassa. O coeficiente de
similaridade foi de 88%, 95% e 95%, respectivamente, para os pontos 1, 3 e 5, comparando-se
antes da adi¢do do PCP e apos a saturagcdo com este composto. Estes resultados demonstraram

que a comunidade de arqueias, proveniente do sedimento do estuario de Santos, foi pouco

impactada com a saturagdo da bioparticula com PCP.

a) b)
Figura 20: Fotos do géis de DGGE. (a) e (b) DGGE dos produtos de PCR usando primers do
Dominios Bacteria e Archaea, respectivamente, com gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda da
Figuras: 1; 3; 5 — Pontos 1,3 e 5 do reator antes da adi¢do do PCP; 2; 4; 6 — Pontos 1,3 e 5 do reator
apos a saturacdo da biomassa com PCP.

O perfil de bandas do DGGE para o Dominio Bacteria (Figura 20 a), das amostras
coletadas antes da adi¢do do PCP e apo6s a saturacdo do leito do reator com este composto no
comego, meio e fim do reator, revelou um grande impacto na comunidade microbiana apos a
saturagdo com o PCP. A representacdo grafica do perfil de bandas do DGGE para o Dominio
Bacteria encontra-se demonstrada no ANEXO 3. No ponto 1, das 9 bandas inicialmente

presentes, 5 se mantiveram e outras 6 foram evidenciadas. O coeficiente de similaridade para
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este ponto foi de 50%. No ponto 3, das 5 amostras inicialmente presentes, somente 1 se
manteve e outras 5 apareceram, perfazendo um coeficiente de similaridade de 18%. O
coeficiente de similaridade no ponto 5 foi de 43% e das 8 bandas inicialmente presente
somente 3 permaneceram apos a saturacdo com o PCP e surgiram outras 3. Estes resultados
demonstram que o Dominio Bacteria sofreu alteracdes quando ocorreu saturagdo da biomassa
imobilizada com o PCP, constatando-se o desaparecimento de populagdes apds a saturagdo e
o predominio de algumas, estas possivelmente relacionadas com tolerdncia ao PCP ou com
sua degradacdo.

Estes resultados confirmaram alguns estudos prévios que indicaram microrganismos
pertencentes ao Dominio Bacteria como responsaveis pela degradacdo inicial do PCP,
enquanto que as arquéias foram associadas ao metabolismo dos sub-produtos formados,
reforcando a importancia do sintrofismo microbiano para a degradagdo deste composto
(TARTAKOVISKY et al., 2001, MONTENEGRO et al., 2001). O estudo de Saia et al. (2007)
revelou grande variagdo de bandas do Dominio Bacteria em relagdo ao de Archaea, e
presenga especifica de bactérias em todas as porgdes do RAHLF durante a degradacdo do
PCP. A autora concluiu que os membros da comunidade microbiana pertencentes ao Dominio
Bactéria estavam diretamente envolvidos com a desalogenagdo do PCP ¢ membros da ordem
Methanosarcinales estavam diretamente envolvidos com este metabolismo. Lanthier (2005)
monitorou mudancas na comunidade microbiana por DGGE durante o processo de
aclimatag¢do em PCP, e notou importantes modificacdes no Dominio Bacteria entre o biofilme
do reator e o lodo granular original usado como inoculo. Os autores constataram que das 25
bandas do DGGE presentes em ambas as amostras, somente 6 eram comuns. Para o Dominio
Archaea a comunidade encontrada em ambas as amostras foi menos complexa, com a
presenca de 8 a 10 bandas no lodo usado como inoculo. As bandas mais proeminentes

também foram encontrada no biofilme.
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Alguns trabalhos relatam o tempo que se levou para a comunidade microbiana, tanto
do Dominio Bacteria como Archaea, se adaptarem a exposi¢do do PCP. Tartakovisky et al.,
(1999) demonstraram estabilizacdo da comunidade de Bacteria depois de 17 dias de operacdo
de um UASB, alimentado com PCP. Liu et al., (2002), demonstraram estabilizagdo de
Bactéria e Archaea em dois reatores anaerdbios acidogénicos apos 13 dias de operacdo.
Entretanto, ndo se encontrou em literatura trabalhos que relatem o efeito da adsorcao de PCP
em bioparticulas contendo comunidades microbianas provenientes de sedimento estuarinos.

Neste trabalho, apesar de ndo ter sido realizado o acompanhamento da diversidade
microbiana por mais tempo para verificar se a comunidade microbiana entrou em estabilidade,
as mudancas na alteracdo da diversidade observada mais os relatos de outros trabalhos, onde
intervalos de tempo inferiores ao adotado por este estudo sdo necessarios para que a
comunidade microbiana se estabilize, nos faz concluir que apds o periodo de avango da pluma
de adsor¢do, onde a saturacdo da biomassa foi completa, de acordo com a concentragdo de

equilibrio de 10,0 mg.L™" a microbiota presente no reator estava em processo de estabilizago.
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5.6 Avaliacdo do desempenho do inéculo na remocio de PCP em diferentes relacdes
nutricionais (DQO:N:P), baseado na Teoria “Resource Ratio”

Com o objetivo de testar diferentes relagdes nutricionais na degradacdo anaerébia do
PCP, com vistas a uma melhor compreensdo da relacdo N:P adequada para o processo
anaerobio, o presente estudo fundamentou-se na Teoria dos Nutrientes Limitantes (SMITH et
al., 1998). A teoria prediz que diferentes relagcdes nutricionais selecionam diferentes
comunidades microbianas, ¢ quando esta é aplicada em processo de biorremediagdo resulta
em diferentes taxas de degradacdo dos compostos estudados (HEAD; SWANNEL, 1999;
SMITH, 2002). Essa teoria vem sendo aplicada com sucesso na degradagdo aerdbia de
hidrocarbonetos demonstrando que o suprimento de diferentes relagdes N:P apresentam forte
impacto nas taxas de degradacdo destes compostos (HEAD; SWANNEL, 1999). Entretanto, a
relacdo nutricional N:P nos processos anaerobios de estabilizacdo de residuos orgénicos nao
tem sido relatada com base na Teoria dos Nutrientes Limitantes. Nesse sentido, o presente
estudo procurou avaliar diferentes relagdes nutricionais (ver Tabela 2 do item 4.2.3 de
Material e Métodos) para os microrganismos anaerdbios, na busca para encontrar as melhores
relacdes de N e¢ P para a degradacdo do PCP, facilitando as reagdes de degradagdo e
favorecendo o crescimento celular.

A influéncia da relacdo nutricional N:P foi avaliada pelo desempenho dos frascos
reatores tipo batelada sob alimentacdo semi-continua, em relacdo a reducdo da concentragdo
de PCP e formacao de clorofendis, diversidade microbiana e produgdo de metano, entretanto
os dois primeiros parametros, aliados a relagdo com menor concentragdo dos nutrientes que
apresentaram bons resultados de degradagdo do PCP, foram fundamentais para selecionar a
relagdo DQO:N:P mais adequada. Para isso, o lodo enriquecido foi submetido a iguais

concentragdes de PCP, alterando as concentragdes de N e P, sem adaptagdo prévia ao PCP. A
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estabilizacdo da producdo de metano foi utilizada como indicador para a alimentagdo dos
reatores. O intervalo entre as alimentagdes sucessivas foi definido como fase. Para minimizar
a influéncia dos nutrientes remanescentes no inoculo, 3 diluicdes subseqiientes foram
realizadas, anteriores a inoculacao, resultando na auséncia de N, de acordo com a metodologia
disponivel e concentragdo de aproximadamente 3,0 mgP/L biodisponivel. A concentracio de
solidos volateis no inoculo foi de 18,19 g STV/L.

Para facilitar a compreensdo e discussdo, as Figuras 21, 22, 23 e 24 representam os
valores das determinagdes de metano ao longo das fases 1, 2, 3 e 4. Os frascos reatores estdo
numerados de 1 a 10, com as diferentes relagdes nutricionais impostas, como mostrado na
Tabela 2 do item 4.2.3. As Tabelas 21 e 22 apresentam os valores dos acidos organicos que
estiveram presentes no final das fases 3 e 4, respectivamente. A Tabela 23 apresenta a
concentracdo de PCP introduzida em cada reator experimental, assim como o residual e os
sub-produtos da degradacdo do composto no final de cada fase experimental, tais como 2,4,6
TCP, 2,3 DCP e 2,6 DCP. As tabelas 24 ¢ 25 apresentam os valores residuais de N e P no
final de cada fase experimental. Relembrando (item 4.2.3), as fases operacionais para todas as
relagdes testadas, tem-se: Fase 1 (primeiros 20 dias de operacdo); Fase 2 (do 20° a 46° dia de
operagdo); Fase 3 (do 46° ao 70° dia de operagdo); Fase 4 (do 70° a 96° dia de operagio).

Os resultados das determinagdes de N-amoniacal ¢ de P (ver Tabelas 24 e 25,
respectivamente) ao final de cada fase experimental dos ensaios 1 (N:Pijicir = 0:0) e 4
(N:Piniciar = 10:0) revelaram que nutrientes foram suplementados ao meio de reacdo pelo
sedimento, e que o P presente nesse sedimento ndo foi limitante a atividade bioldgica nos
sistemas de reacdo. Portanto, em ambas as condigdes nutricionais ocorreu metanogénese
(Figura 21, 22, 23 ¢ 24) e degradag@o do PCP, como pode ser observado na Tabela 23.

Na auséncia de adigdes de P, permite-se afirmar que o sedimento ¢ a origem desse

elemento no meio de reacdo, bem como inferir sobre a forma de sua liberagdo, ou seja, através
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de processos fisicos e/ou bioldgicos como dessorgio e/ou endogenia microbiana,
respectivamente. Os resultados da determinag¢do de fosforo no final das fases experimentais
detectaram aproximadamente 3,3 + 0,5 mg.L", nos experimento 1 e 4, em que este composto
nao foi inserido. Em baixas concentragdes, a quantidade de fosforo geralmente ¢ conservada
em processos de digestdo anaerobia (FIELD et al., 1984). Quando o fosforo estd em excesso,
sua remoc¢ao das aguas residuarias envolve a adsor¢do do fosfato aos so6lidos suspensos e a
subseqiiente remoc¢do desses solidos (METCALF E EDDY, 1991). Este nutriente pode ser
incorporado em solidos biologicos (microrganismos) ou removido por precipitagdo quimica.
Realmente, a remocdo de fosforo em excesso € obtida mediante sele¢do de bactérias capazes
de armazenar polifosfato e essa selegdo ¢ feita expondo os microrganismos alternadamente as
condicdes aerobias e anaerobias (KERRN-JESPERSEN et al., 1994). Nesse sentido, como as
quantidades que foram detectadas ao final das fases experimentais, aproximadamente 3,3
mgP/L (Tabela 25), estavam proximas as condigdes limitantes, possivelmente estas
concentragdes se encontravam no inicio dos experimentos e foram consideradas adequadas
para a ocorréncia e manutengdo das atividades celulares. Este dados estdo de acordo com a
relacdo de C[DQO]J:N:P de 1000:10:2 proposta por Speece (1996) para a digestdo anaerdbia
metanogénica. Como no ensaio 4, a concentragdo de N inicial foi de 10mg/L (Tabela 24) ¢ o
residual observado de fosforo em torno de 3,0 mg/l (Tabela 25), portanto, as relagdo C:N:P
estava acima da minima necessaria estabelecida pelos autores para processos anaerobios.

No ensaio 4, relacdo N:P de 10:0 e cuja concentracdo inicial da primeira fase foi de
1,0mg PCP/L, ocorreu degradacdo de cerca metade do composto, restando como PCP
0,54mg/L apo6s 20 dias de incubacdo. Além disso, determinou-se também 0,64 mg/L de 2,4,6
TCP, principal composto formado durante todo o ensaio (Tabela 23). Nas 2°, 3° e 4° fases,

ocorreu remogdo de 100%, 91% e 100% do PCP adicionado, respectivamente.
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Particularmente para o ensaio 1, os resultados conduziram a seguinte questdo: “como
0s microrganismos presentes no reator do ensaio 1 estiveram ativos, produziram metano e
apos duas fases experimentais foram hdabeis em degradar o PCP sem acréscimo de
nutrientes?” Com relacdo ao fosforo, a resposta se fundamenta na afirmacao anterior, em que
concentracdes de P no proprio sedimento foram passiveis de suplementar as necessidades das
reagcdes anaerdbias, e as condicdes de ensaio facilitaram o acesso das células aos nutrientes.
Com relag@o ao nutriente N, como este ndo foi detectado ao final das fases experimentais,
(Tabela 24), quando a producdo de metano estava estabilizada, deduz-se que uma pequena
quantidade de nitrogénio foi disponibilizada pelo processo de endogenia microbiana.
Considerando-se que 15% do peso seco de uma célula microbiana constituem-se por
nitrogénio (TORTORA, FUNKE, CASE, 1991), ao ocorrer morte celular, fontes nitrogenadas
ficam disponiveis no meio, e provavelmente esta pequena quantidade foi suficiente para
possibilitar a atividade microbiana anaerdbia, apés um periodo de adaptagdo as novas
condicdes impostas. Apds este periodo, a matéria organica foi consumida e o composto
clorado biodegradado pela comunidade selecionada. E interessante notar que a existéncia de
nutrientes biodisponiveis no sedimento possibilita inferir sobre a existéncia de reacdes
anaerdbias metanogénicas no local amostrado.

Os resultados da técnica DGGE revelaram que ao final do ensaio 1 (N:P = 0:0), coluna
1 da Figura 25, poucas bandas do Dominio Bacteria com baixa intensidade foram observadas,
ao comparar-se com as obtidas a partir das amostras testadas com outras relagdes nutricionais.
Representagdo grafica das bandas do DGGE do Dominio Bacteria encontra-se no Anexo 4.
Quando comparados com o nimero de bandas presentes no inoculo (coluna I, Figura 25), os
dados permitem algumas inferéncias sobre a ocorréncia de sele¢do microbiana ao longo dos
ensaios 1, com redugdo da diversidade microbiana. Apesar das analises de PCR-DGGE néo

serem robustamente quantitativas, a diferenca da intensidades de bandas tem refletido a real
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diferenca na abundancia relativa de diferentes componentes da diversidade microbiana
(AKARSUBASI et al., 2006), desde que o processo de extragdo e¢ amplificacdao tenha tido a
mesma eficiéncia para todas as amostras testadas. Buzzini et al. (2006) associaram a
diminui¢do da intensidade de banda de DGGE ao longo do periodo operacional do reator
UASB tratando agua residudria de industria de papel, como reducdo de sua populagdo.
Analises microscopias auxiliaram a estas conclusdes. Portanto, a diminuicdo do nimero de
bandas nas amostras dos ensaios 1, do presente trabalho, onde ndo foram acrescentados os
nutrientes N e P, podem estar associados a diminuicdo da diversidade microbiana,
possivelmente ocasionada por morte celular. Houve perda de amostras do ensaio 4, e devido
a este fato, ndo se conseguiu uma boa extracdo e consequentemente, amplificagdo e DGGE.
Quando os ensaios foram realizados com acréscimo inicial de 5,0 mg N/L (ensaio 2 —
5:1 e 3 — 5:2), os resultados mostram um consumo de cera 100% do macronutriente. Os
resultados do emprego da técnica DGGE revelaram que concentragdes proximas as limitantes
tiveram um efeito seletivo na constituicdo da comunidade microbiana bacteriana anaerdbia,
pois nos ensaios 2 ¢ 3 com relagcdo N:P de 5:1 e 5:2 (linhas 2 e 3 da Figura 25) houve baixa
similaridade dos padroes de bandas obtidos (50%), na comparagdo entre eles. Este resultado
estd de acordo com o que prediz a Teoria dos Nutrientes Limitantes, pois duas relacdes
nutricionais distintas, abaixo da considerada limitante por Speece (1996), C:N:P de
1000:10:2, selecionaram comunidades distintas, e possivelmente com diferentes capacidades
em metabolizar o PCP. No ensaio 2, com relacdo N:P de 5:1 a biodegradacao do PCP e
remocao da matéria organica ndo ocorreu, resultando em um actimulo de 481,75 mg/L e 383
mg/L de acido acético ao final da fase 3 e 4, respectivamente (Tabela 21 e 22). A
concentracdo de PCP residual esteve proxima a concentracdo adicionada, bem como nao
foram determinados os intermediarios ao final de cada fase experimental (Tabela 23). No

ensaio 3 com relagdes N:P de 5:2, observou-se degradacdo do PCP somente na 3% fase,
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demonstrando que a comunidade selecionada por esta relagdo nutricional foi apta a degradar o
composto clorado, apés um provavel tempo necessario para adaptacdo dos microrganismos
selecionados. Segundo os resultados da técnica DGEE, quando a relagdo nutricional N:P
testada foi baixa, de 5:1 e 5:2, a concentracdo dos dois nutrientes teve impacto na selegdo da
comunidade microbiana. Smith, Graham e Cleland (1998), trabalhando com microrganismos
aerobios, demonstraram que a adicdo de diferentes concentragdes de N e P nas relacdes 5:1 e
20:1, selecionaram diferentes grupos de organismos autdctones, com diferentes capacidades
de degradagdo do composto fenantreno. Portanto, os dados do presente trabalho trazem para o
ecossistema anaerdbio, os resultados ja alcangados em estudos com microrganismos aerdobios.

Nas relagdes N:P de 10:1, 10:2, 15:2, 20:5 e 50:10 a degradacdo do PCP se iniciou na
fase 2, uma vez que o PCP residual ao final da fase 1 foi proximo a concentragdo inicial. As
populagdes microbianas estabelecidas por estas relagdes precisaram de um tempo menor de
adaptacao para a degradacao do PCP. As analises de DGGE revelaram que nos ensaios 5 e 6,
com relagdo de N:P de 10:1 e 10:2 apresentou um maior nimero de bandas perceptiveis (21) e
uma maior similaridade entre si (95,23%), demonstrando que as diferentes concentra¢des de
fosforo estudadas (1 e 2 mg/L), quando a concentragdo de N foi de 10mg/L, ndo foi
impactante no processo de selecdo microbiana. Os resultados também indicaram uma alta
similaridade nos padrdes de bandas dos ensaios 15:2, 20:5 e 50:10 quando comparadas entre
si (90,3%, 96,5% e 93,75, na comparagdo entre 15:2 e 20:5, 15:2 e 50:10 e 20:5 e 50:10,
respectivamente), demonstrando que o N foi o limitante no sistema, pois as concentragdes de
P estudadas (2, 5 e 10mg/L) ndo tiveram impacto na comunidade microbiana. Entretanto,
quando se comparou a similaridade destes grupos com a relagdo 10:1, concentragdo que
apresentou um maior numero de bandas e uma 6tima eficiéncia de remocdo do PCP, a
similaridade ficou entre 80 ¢ 84% (80% entre 10:1 e 15:2, 84% entre 10:1 ¢ 20:5 ¢ 83,3 %

entre 10:1 e 50:10). Este resultado se deve ao desaparecimento de algumas bandas presentes
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nas relagdes 10:1 com o aumento da carga nutricional. Todas as bandas presentes nas relagdes
15:2, 20:5 ¢ 50:10 estavam presentes na relagdo 10:1.

A similaridade dos padrdes de bandas do Dominio Bacteria do ensaio 10 (N:P de
130:45) quando comparada com as relagdes 15:2, 20:5 e 50:10 variou entre 64 e 72% (64,28%
entre 130:45 e 20:5, 69,23% entre 130:45 ¢ 50:10 ¢ 72% entre 130:45 e 15:2). Neste ensaio, a
degradacdo do PCP iniciou somente na 3° fase e esta demora, quando comparada com os
outros ensaios que apresentavam relacdo nutricional acima da considerada limitante, pode
estar relacionada ao fato de que a relagdo 130:45 apresentava um menor niimero de bandas
(11) quando comparada com as outras relagdes, indicando que a comunidade bacteriana
selecionada por esta relagdo nutricional necessitou de uma tempo maior de adaptagdo para que
o processo de degradagdo do PCP fosse iniciado. Saia et al. (2007) ao estudarem a degradagao
do PCP em RAHLF com indculo proveniente do mesmo local de coleta do presente trabalho,
utilizaram meio de cultivo com as mesma relagdo 130:45 (N:P). Os autores constataram a
presenca de 13 a 17 bandas no gel de DGGE para o Dominio bactéria em concentragdes de
PCP variando de 5 a 20 mg/L. A diferenca destes resultados com o presente trabalho, que
detectou somente 11 bandas nesta mesma relagao, pode estar relacionado ao fato de Saia et al.
(2007) terem empregado extrato de levedura, o que altera a relagdo de N e P, bem como
apenas glicose como fonte de carbono e demais condi¢des operacionais. Um outro fator que
deve ser levado em consideracdo é a instabilidade de comunidade microbiana anaerdbia
durante longo periodo de operacdo de reatores estaveis. Fernandez et al. (1999),
demonstraram que as comunidades de Bacterias e Archeae sdo extremamente dinamicas, com
drasticas mudangas em curtos periodos de tempo, durante operagdo de reator metanogénico,
sob condigdes constantes e com performance estavel, por um periodo de 605 dias. Portanto, o
dinamismo da dos microrganismos anaerdbios pode ser uma explicagdo para a diferenga de

diversidade bacteriana encontrada por Saia et al. (2007) e pelo presente trabalho.



141

Em sistemas de tratamento anaerdbio de aguas residudrias, onde a carga a ser tratada,
nem sempre ¢ constante, quanto maior diversidade de microrganismos presentes no reator
maior estabilidade da comunidade a possiveis alteragdes, pois nos ecossistemas
metanogénicos hd uma complexa cadeia alimentar, em que microrganismos estdo divididos
em niveis troficos. Distarbios nas populagdes de um nivel trofico afetam a comunidade inteira
e causam um desequilibro que se reflete no desempenho do reator, como o acumulo de
intermediarios, mudangas no pH e diminuicao da eficiéncia (SCHINK, 1988). Neste ensaio,
os nutrientes N ¢ P foram fornecidos em diferentes concentragdes, ¢ como previsto pela
Teoria dos Nutrientes Limitantes (TILMAM, 1981) foram selecionadas diferentes
comunidades microbiana dominadas por organismos mais aptos a utilizar os nutrientes
inorganicos. As diferentes comunidades microbianas autdctones selecionadas apresentaram
diferentes velocidades de degradagdo do PCP. De acordo com essas premissas, com 0S
resultados de degradagdo do PCP (Tabela 23) e com a contencdo de gastos na operacdo em
escala real, a relagdo 10:1, ensaio 5, foi a que apresentou melhores resultados, pois além da
rapida degradacdo do PCP quando comparada com as outras relagdes, apresentou a maior
diversidade de microrganismos. Devido a este fato, esta relacdo foi escolhida para ser testada
na operac¢ao do reator RAHLF alimentado com PCP.

Os dados aqui apresentados corroboram com a aplicabilidade desta teoria em
ambientes anaerobios metanogénicos, pois se detectou a sensibilidade dos microrganismos
envolvidos em relagcdo a variacdo das condigdes nutricionais. Assim, a aplicacdo da Teoria
dos Nutrientes Limitantes previamente a ensaios de degradacdo ¢ uma importante estratégia
para processos de biotratamento e biorremediagdo, pois esta pode ser usada na selecdo de
microrganismos autoctones proveniente de amostras ambientais que mais rapidamente

biodegrada o composto toxico, possibilitando assim, rapida partida no processo, melhor
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eficiéncia de remocgdo e consumo eficiente dos nutrientes, evitando desperdicio e reduzindo os

gastos.

12 Ensaios

Milimols de metano/L

0 5 10 15 10

Tempo operacional (dias)

Figura 21: Representacdo grafica da variagdo de valores do gas metano em relagdo ao tempo (dias)
durante a fase 1 nos diferentes ensaios. Legenda: 1 —1000:0:0 (DQO:N:P); 2 — 1000:5:1; 3 — 1000:5:2;
4 —1000:10:0; 5 — 1000:10:1; 6 — 1000:10:2; 7 — 1000:15:2; 8 — 1000:20:5; 9 — 1000:50:10; 10 —
1000:130:45.



143

12 - Ensaios

10 4 ——1
=2
3

%
— 4

—*—5

—e—6

MiliMols de metano/L

——7
‘ —38
0 ‘ ‘ 9
0 5 10 15 10

Tempo operacional (dias)

Figura 22: Representacdo grafica da variagdo de valores do gés metano em relacdo ao tempo (dias)
durante a fase 2 nos diferentes ensaios. Legenda: 1 —1000:0:0 (DQO:N:P); 2 — 1000:5:1; 3 — 1000:5:2;
4 —1000:10:0; 5 — 1000:10:1; 6 — 1000:10:2; 7 — 1000:15:2; 8 — 1000:20:5; 9 — 1000:50:10; 10 —
1000:130:45.
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Figura 23: Representacdo grafica da variagdo de valores do gas metano em relagdo ao tempo (dias)
durante a fase 3 nos diferentes ensaios. Legenda: 1 —1000:0:0 (DQO:N:P); 2 — 1000:5:1; 3 — 1000:5:2;
4 —1000:10:0; 5 — 1000:10:1; 6 — 1000:10:2; 7 — 1000:15:2; 8 — 1000:20:5; 9 — 1000:50:10; 10 —
1000:130:45.
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Figura 24: Representacdo grafica da variagdo de valores do gas metano em relagdo ao tempo (dias)
durante a fase 4 nos diferentes ensaios. Legenda: 1 —1000:0:0 (DQO:N:P); 2 — 1000:5:1; 3 — 1000:5:2;
4 —1000:10:0; 5 — 1000:10:1; 6 — 1000:10:2; 7 — 1000:15:2; 8 — 1000:20:5; 9 — 1000:50:10; 10 —
1000:130:45.

Tabela 21: Valores dos acidos organicos volateis ao final da fase 3 de operacao.

Amostra Acético Propidnico Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico Caproico

Fase 3 mg./" mg./"! mg./"! mg./"! mg./"! mg./"! mg./"!
0:0 112,6 3,5 0,7 1,9 2,7 nd nd
5:1 481,7 4,0 0,8 0,7 3,9 nd nd
5:2 nd 6,9 nd 0,06 nd nd nd
10:0 5,0 5,0 nd 0,6 nd 0,03 0,2
10:1 5,0 6,0 nd 4,2 nd nd nd
10:2 nd 7,2 nd nd nd nd nd
15:2 nd 2,5 nd 2,6 nd nd 0,3
20:5 3,3 8,4 nd 0,2 nd nd nd

50:10 nd 7,6 nd nd nd nd nd

130:45 2,9 7,6 1,2 nd 1,6 nd nd

nd = ndo detectado
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Tabela 22: Valores dos acidos organicos volateis ao final da fase 4.

Amostra Acético Propidnico Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico Caproico

Fase 4 mg./"! mg./"! mg./"! mg.[" mg./"! mg.[" mg./"!
0:0 4.8 4.6 nd nd nd nd nd
5:1 383,0 3,7 0,1 0,1 2,0 nd nd
5:2 19,8 1,3 nd 2,2 nd 0,5 1,2
10:0 5,2 nd nd nd nd nd nd
10:1 3,9 nd nd 4,0 nd nd nd
10:2 2,9 5,2 nd nd nd nd nd
15:2 4,1 nd nd nd nd nd nd

20:5 3,2 4,2 nd nd nd nd nd

50:10 nd nd nd nd nd nd nd

130:45 9,1 23,6 nd 1,3 nd 3,3 9,3

nd = ndo detectado
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Tabela 24: Valores de N-NH,4, determinados ao final de cada experimento.

Fase 1 Fase2 Fase3
mg./' mgl' mgl’
1 0 0 0
2 0,5 1 0
306 0 0
4 16 1,6 2
5 1,6 1,6 1,4
6
7
8
9

2,0 1,7 0,1
5,3 3,8 1,6
8,3 6,4 4,6
31,5 30,6 8,6
10 80,0 70,2 434

Tabela 25: Valores de P, determinados ao final de cada experimento

Fase1 Fase2 Fase3 Fase4
mg/' mgl' mgl' mgl'

1 2,7 3,7 3,6 2,9
2 3,2 4,0 3,9 2,8
3 3,2 3,5 4,2 3,9
4 2,7 3,7 3,7 3,2
5 2,9 4,6 3,1 3,3
6 3,2 4,0 3,7 4,0
7 3,2 3,9 3,1 4,1
8 4,2 55 57 4,8
9 5,8 9,5 8,9 8,6

-
o

12,6 22,2 28,7 22,5
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Figura 25: Fotos do gel de DGGE. Produtos de PCR usando primers do Dominio Bacteria, com
gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda: I-Inoculo; 1 —1000:0:0 (DQO:N:P); 2 —
1000:5:1; 3 — 1000:5:2; 4 — 1000:10:0; 5 — 1000:10:1; 6 — 1000:10:2; 7 — 1000:15:2; 8 —
1000:20:5; 9 — 1000:50:10; 10 — 1000:130:45.

5.7 Operaciao do RAHLF

5.7.1 Inoculacio

A inoculacdo dos reatores anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) foi
concluida ap6s o bombeamento em circuito fechado, durante 72 horas, do sedimento
enriquecido em meio mineral Biota. A massa de lodo retida no sistema foi avaliada pela
diferenca de massa presente no frasco de alimentacdo anteriormente ao inicio do
processo a apos o periodo de alimentacdo. A concentragdo de biomassa imobilizada no
RAHLF 1 foi de 736 mg SSV.L", (886 mg SSV.L" inicial - 150 mg SSV.L" final no

frasco reator). A quantidade de biomassa imobilizada no RAHLF 2 foi em torno de
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1.119 mg STV.L". Ao final dos procedimentos de inoculagio os reatores ficaram
visualmente homogéneo (de coloragdo preta por inteiro) com intensidade mais
acentuada no primeiro terco do reator, como pode ser observado na Figura 26.

A inoculagdo de sistemas anaerobios com lodo de unidades de tratamento
anaerobio de residuos tem sido realizada através de contato direto com o material
suporte por periodo de 24 horas, como indicado nos trabalhos de Foresti et al., 1995,
Damianovic, 1997 e Nardi, 2002. Entretanto, alguns trabalhos utilizam o processo de
recirculacdo quando o inoculo utilizado ¢ oriundo de amostras ambientais (Saia, 2005),
necessitando de um maior aproveitamento da biomassa presente sob condicdes
controladas de anaerobiose. Essa técnica também foi adotada quando se inoculou
culturas purificadas no RAHLF. Gusmao et al. (2007) inocularam o RAHLF com
cultura purificada desnitrificante para avaliagdo da biodegradagdo do composto BTEX.
A eficiéncia média de remocgdo do BTEX foi de 98,8%. Estes autores comprovaram a

eficiéncia da técnica de inoculagdo de reatores anaerdobios.

Figura 26. Reatores anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) inoculado, por bombeamento
em circuito fechado, durante 72 horas, do sedimento enriquecido em meio mineral Biota.
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No presente trabalho, apos a inoculacdo, amostras de espumas foram retiradas
dos pontos 1, 3 ¢ 5 do RAHLF 1 ¢ ponto 3 do RAHLF 2 para exames microscopicos.
No RAHLF 1 foram observadas morfologias de bacilos curvos, finos e curvos, espessos
e retos, cocos, filamentos finos longos, sarcinas ndo fluorescentes conforme
visualizadas na Figura 27. No ponto 3, a morfologia semelhante ao género
Methanosarcina nao foi encontrada, e a amostra revelou predominio de cocos e bacilos.
As diferentes morfologias encontradas podem ser visualizadas na Figura 28. As
amostras examinadas do ponto 5 apresentaram menor incidéncia de tipos microbianos,
revelando aglomerados com cocos e bacilos. Algumas morfologias encontradas sdo
visualizadas na Figura 29.

Na analise microbiologica dos microrganismos imobilizados na espuma de
poliuretano apos procedimento de inoculagdo do RAHLF 2, aponta para o predominio
de cocobacilos. Também foram detectadas morfologias de bacilo com extremidade
arredondada, bacilos finos e curvos, como visualizado na Figura 30. A diferenga das
comunidades microbianas presentes no RAHLF 1 e no RAHLF 2 apds os processos de
inoculacdo foi visivel e em conjunto com as diferentes relagdes nutricionais e distintas
metodologias empregadas para a partida dos reatores resultou em distintas eficiéncia de

partida, como discutido no item 5.7.2.



Figura 27: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenca de microrganismos provenientes das espumas do ponto 1 do reator: a) bacilos retos
com extremidade arredondada; b) bacilos retos, bacilos curvos e cocos; c) filamento fino; d)
cocos e filamentos curvos; e) cocos, filamentos finos e bacilos pequenos; f) morfologia
semelhante ao género Methanosarcina sp.
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Figura 28: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenca de microrganismos provenientes das espumas do ponto 3 do reator: a) bacilos com
inclusdes; b) bacilos curvos grande com extremidade arredondada e cocos; c) bacilos curvo
segmentado com comprimento de 12 um e bacilos pequenos de comprimento aproximado de 2
um; d) aglomerado de cocobacilos, bacilos e cocos; e) filamento fino, bacilo pequeno reto,
bacilo pequeno curvo e cocos; f) morfologia semelhante ao género Methanosaeta sp., cocos e
bacilos pequenos.
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C) d)

Figura 29: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenca de microrganismos provenientes das espumas do ponto 5 do reator: a) aglomerado de
bacilos e cocos; b) cocobacilos; bacilos retos e bacilos curvos; c¢) cacho de cocos; d) cocos
grandes e bacilos pequenos
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Figura 30: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenca de microrganismos provenientes das espumas do ponto 3 do RAHLF 2: a) aglomerado
de cocobacilos; b) cocobacilos e bacilo fino curvo; c¢) bacilos com extremidade arredondada; d)
cocobacilos enfileirados.
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5.7.2 Estratégias de Partida

O desenvolvimento da comunidade microbiana metanogénica ao longo do reator
foi observado apds 20 dias de alimentagdo com meio mineral Biota nas relagdes
nutricionais C:N:P (DQO:N:P) de 1000:130:45 para R1 ¢ 1000:10:1 para R2, sendo
fontes de carbono a glicose e o formiato. Apesar de as arquéias metanogénicas ndo
estarem diretamente relacionadas com a desclora¢do da molécula de PCP, esta estratégia
foi empregada pelo fato deste importante grupo microbiano anaerdbio ser membro
obrigatorio do consorcio microbiano, participando ativamente no consumo de
subprodutos da degradacdo do PCP e das demais fontes de carbono fornecidas. Além
disto, este grupo ¢ altamente sensivel aos clorofenois (WU et al., 1993), e assim, se a
inibicdo dos microrganismos metanogénicos ¢ evitada, a integridade do consorcio

microbiano anaerobio ¢ favorecida (TARTAKOVSKY et al., 2000).

Apbs o periodo de 20 dias de operagdo, duas diferentes estratégias foram
adotadas para a partida dos reatores RAHLF 1 e 2. Na partida do RAHLF 1, optou-se
por acrescentar o PCP na concentragdo de 10,0 mg. L. Nas condigdes operacionais a
carga de PCP aplicada ao lodo biologico foi da ordem de 5SmgPCP/gSTV. Nos
primeiros 28 dias apds aplicacdo do PCP, o processo anaerdbio de degradacdo da
matéria organica, com eficiéncia média de 81 + 9% (Figura 31) e valores do gas metano
no biogas da ordem de 46 + 9%, resultou na manutengdo da atividade microbiana. A
remog¢ao de PCP foi de 100% nesse periodo, provavelmente em fungdo do processo de
adsorcdo do composto pelo material suporte utilizado na imobilizagdo dos

microrganismos, caracterizado por alta porosidade (92%). Siahpush et al. (1992)
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indicaram que essa caracteristica do suporte aumentou o tempo de retencdo do
composto no reator e favoreceu a biodegradacdo dos clorofenois. Duff et al. (1995), da
mesma forma, constataram a importancia da biossor¢do como mecanismo de remocgdo
de clorofenois no periodo que precedeu a atividade de descloragdo, ¢ Kennedy et al.
(1992) relataram adsor¢do de clorofendis nos granulos do reator UASB, seguindo a

isoterma de Freundlich.
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Figura 31: Representacdo grafica da variagdo temporal dos valores da Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) no afluente e efluente e eficiéncia de remogao.

Apbs 28 dias do inicio da adi¢cdo de PCP, quando a pluma de adsor¢do atingiu o
final do reator saturando a biomassa imobilizada total, a concentracdo de PCP no
efluente do reator se igualou ao afluente, e permaneceu assim até o 103° dia apos a

adicdo do PCP. Nesse periodo, foi realizado o estudo de adsor¢do do PCP na biomassa
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do reator, apresentado no item 5.5.1 do capitulo resultados e discussdo. Nessa fase,
constatou-se que a remog¢do do composto foi pequena, atingindo ndo mais que 3% de
eficiéncia (Figura 32). Nesse mesmo periodo, a eficiéncia de remogdo da matéria
organica decresceu de 99 para 60%, com valores de acido acético acumulados no
efluente da ordem de 324 mgL'. A produgdo de metano caiu de 20 mmoles de
metano/L para 11 mmoles de metano/L ap6s a adigdo do PCP no 106° dia. Neste dia, as
analises de acidos organicos por cromatografia indicaram a presenca no efluente do
sistema de 356,17 mg.L'1 de acido acético, 7,25 mg.L'1 de propidnico e tragos de acidos
butirico e isovalérico, o que justificou a queda da atividade metanogénica no sistema.
Nao foi detectado aumento do pH no afluente do sistema, devido ao tamponamento do
meio de cultivo com bicarbonato de sodio.

Portanto, a satura¢do da biomassa com o PCP afetou a metanogénese do sistema,
como demonstrado pela diminui¢do da produgdo de metano, pela alteragdo da
comunidade microbiana do Dominio Bacteria e pelo acumulo do acido acético, em
geral removido pelas arquéias metanogénicas acetoclasticas. Saia (2007), ao utilizar
sedimento coletado no mesmo local do presente trabalho como in6culo em um sistema
RAHLF em seus estudos sobre degradacdo do PCP, determinou o predominio das
acetoclasticas Methanosarcina e Methanosaeta no sistema. O exame microscopico do
indculo estudado na presente investigacdo detectou morfologias semelhantes ao género
Methanosarcina, porém nao fluorescentes (item 5.7.1). Varios trabalhos na literatura
relataram a toxicidade do PCP a grupos microbianos anaerobios, tais como os de
Piringer e Bhattacharya (1999) que constataram a inibi¢do de um sistema acidogénico
anaerobio alimentado com glicose e 10 mg. L' de PCP, Bhattacharya & Jin (1996), os
quais observaram inibi¢do reversivel da metanogénese de uma cultura enriquecida com

acido acético na concentragdo de 1,9-2 g. L™ de SSV e 5 mg. L' de PCP, e Ribarova et
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al. (2002) que também verificaram a inibi¢do da desalogenacdo do PCP quando 19 mg.
L"'do composto foi acrescido ao meio de reagdo. No Brasil, o trabalho de Montenegro et
al.(2001) descreveu a inibi¢do da metanogénese em reator hibrido alimentado com 15
mg. L'de PCP. Os resultados adquiridos pelo presente trabalho, corroboram com os
apontados pelos trabalhos citados, pois a diversidade bacteriana metanogénica foi
afetada com a exposi¢do dos microrganismos autdctones nao adaptados a concentragdo

de 10,0 mg PCP.L'I, resultando na inibi¢do da atividade microbiana metanogénica.
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Figura 32: Variacdo temporal da concentracdo de PCP no afluente, PCP, 2,4,6 TCP e
2,6 DCP no efluente e da eficiéncia de remogao do PCP durante o periodo de partida do
RAHLF 1.

Os resultados obtidos por Saia (2005), que operou um RAHLF sob condi¢des
nutricionais e de indculo semelhantes as do presente trabalho mostraram eficiéncia de
remogdo de PCP na faixa de 99%, com detecgdo de tragos de compostos intermediarios
menos clorados. Muito provavelmente, as diferencas nos resultados obtidos nos dois

experimentos puderam ser relacionadas as diferentes estratégias adotadas na partida e
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operacio do reator. Saia (2005) iniciou a operagio do RAHLF com carga de 5 mg. L™
de PCP, aumentando gradativamente sua concentra¢do. A autora também utilizou como
fonte de carbono somente glicose (1000 mg. L") e adicionou 0,02% de extrato de
levedura durante o enriquecimento do inoculo e operacdo do reator, enquanto que no
presente trabalho empregou-se glicose (500 mg. L) ¢ formiato (500 mg. L) como
fontes de carbono.

O composto extrato de levedura parece ser um fator acelerador na degradagéo de
compostos fenolicos. Baraldi (2001) também notou a necessidade da adi¢do de extrato
de levedura para garantir uma rapida eficiéncia de remocdo do PCP. Maitinguer (2004)
estudou a degradagio anaerébia de fenol (250 mg. L) e verificou que a adigdo de
extrato de levedura foi primordial para degradagdo anaerobia destes compostos.

O extrato de levedura ¢ um produto soltivel em agua que provém de células de
leveduras autolizadas. A composi¢cdo quimica principal da levedura ¢ seu teor protéico
que varia de 35-56% e sua excelente fonte de nitrogénio. A proteina da levedura ¢é
composta de aminoacidos essenciais. Evitou-se a adicdo do extrato ao meio
experimental do presente trabalho, pois alteraria o controle de nutrientes obrigatorios
nas condi¢des experimentais.

O baixo desempenho do RAHLF 1 na reducdo da matéria organica e na
degradagdo de PCP corrobora com os resultados obtidos no ensaio nutricional
conduzido em reator semi-continuo, no qual a relagdo DQO:N:P de 1000:130:45, a
mesma imposta para operar o RAHLF 1, selecionou um menor numero de espécies
microbianas e resultou em maior tempo necessario de adaptagdo para o inicio de
degradacdo do PCP (item 5.6). Portanto, um dos provaveis motivos para lentiddo na

partida do reator RAHLF 1 operado com concentragio inicial de 10mgPCP.I", com
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relacdo a degradagdo de PCP, pode ter sido a selecdo de microrganismos imposta pela
relag@o nutricional DQO:N:P de 1000:130:45.

Outro possivel efeito negativo neste periodo operacional estd relacionado a
alteracdo dos fatores ambientais no reator, principalmente ao pH do afluente, que esteve
em torno de 9,0 devido a adi¢do de solucdo estoque de PCP utilizada naquela etapa.
Detectado o problema, o pH da solugdo foi corrigido. Entre os fatores ambientais
relevantes para a metanogénese, o pH ¢ recomendado na faixa de 6,5 a 7,5 (SPEECE,
1996).

Devido a redugdo da eficiéncia de remocdo da matéria organica em 40%,
causado provavelmente pela toxicidade do PCP e alteracdes ambientais no reator,
optou-se por operar o reator sem a adicdo de PCP a fim de verificar se ocorreria
recuperagdo da eficiéncia. Este procedimento teve dura¢do de 90 dias (Figura 32),
periodo necessario para que a concentracdo do PCP no efluente ficasse proxima a zero.
Durante esse procedimento ocorreu redugcdo da concentragdo do PCP adsorvido, que
provavelmente contribuiu para evitar a faléncia do reator.

No momento inicial desta fase, a eficiéncia de remoc¢do da matéria organica
encontrava-se em 51% (120 dias operacionais), com 291,89 mg. L de 4cido acético e
10 mg. L' de acido propidnico e 6,8 mg. L' de PCP presentes no efluente do reator. O
perfil analitico realizado no 117° dia de operagdo, de acordo com o método descrito no
item 5.5.1.2 do capitulo Material ¢ Métodos, detectou aproximadamente 3,8; 4,5;
5,2;6,4 ¢ 9 mg PCP.gespuma'1 em amostras dos pontos 1, 2, 3, 4 ¢ 5 do reator,
respectivamente. Destaca-se que os valores do composto clorado aumentaram no
sentido do fluxo do reator. Estes resultados apontam para uma lavagem do reator
demonstrando que a estratégia adotada conduziu a reduc@o da concentracdo do PCP na

biomassa imobilizada, como se pode observar na Figura 33 e Tabela 26.
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Apo6s a alimentagdo continua com o meio Biota sem PCP, a concentracdo de
PCP no afluente do reator foi diminuindo, € no 197° dia de operagio obteve-se 0,1 mg.
L'de PCP e 7,83 mg. L' de 2,4,6 TCP, indicando a ocorréncia da biodegradagdo do
PCP (Tabela 26, Figura 33). Aos 200° dias de operagdo, o PCP ndo foi detectado no
efluente, ¢ 5,10 mg de 2,4,6 TCP foi encontrado. Neste momento, a eficiéncia de
remog¢ao da matéria organica em termos de valor de DQO removida estava em 77,5%
(Figura 31) e a producdo de metano em 20 mmoles/L, representando 48% da atmosfera
do reator. Estes resultados apontaram para a recuperagdo do reator. Assim, uma nova
fase foi iniciada com o retorno da adicdo do composto clorado em valores menores, em
torno de 5,0 mg. L™,

Tabela 26: Valores do PCP (mg/g) adsorvido na bioparticula e presente na fase liquida
ao longo do reator nol17° dia de operagao.
Liquido Espuma
(mg. L) (mg. g)
Pl 4,05 3,79
P2 5,63 4,56
P3 8,54 52
P4 6,36 6,4
PS5 8,31 9
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Figura 33: Representacdo esquematica da variacdo espacial da massa de PCP adsorvido
na bioparticula e presentes na fase liquida em cada se¢do do reator no 117° dia de
operacao.
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Os resultados desta fase indicaram que o PCP foi convertido principalmente no
composto 2,4,6 TCP, indicando a desalogenacdo na posicdo 3-meta do anel aromatico,
similar ao observado por Khodadoust et. al. (1997).

A estratégia adotada na partida do RAHLF 1, inibiu comunidade microbiana
metanogénica, concordando com Guthrie et al. (1984) ¢ Tiedje et al. (1987). A
producdo de metano por lodo ndo aclimatado foi inibida na concentragdo de 0,2 a 0,4
mg PCP/L (GUTHRIE et al.,, 1984). Desta forma, a estratégia adotada no presente
trabalho, em que PCP foi suprimido do afluente durante 90 dias foi correta, pois além de
evitar a faléncia do sistema, proporcionou tempo necessario para que a comunidade
microbiana se adaptar ao composto toxico. Alguns estudos tém apontado que a
capacidade de lodo anaerdbio em degradar compostos toxicos pode ser aumentada apos
periodos de adaptacdo do inodculo de 2 semanas a 6 meses ou mais de aclimatagdo
(HOROWITZ et al., 1983; BUITRON; CAPDEVILLE, 1995; BUITRON et al., 1998).
Durante esta fase ocorre a selegdo ¢ multiplicagdo dos microrganismos especializados
ou degradadores (WIGGINGS et al., 1987). Ye e Shen (2004) estudaram a adaptagdo de
lodo anaerébio a PCP e 2-CP, 3-CP e 4 CP por um periodo de 100 dias, ¢ apesar do
composto PCP ser o mais toxico, os efeitos de aclimatagdo ao PCP e 2-CP foram os
melhores. Nesse caso, a taxa de degradacdo destes dois compostos clorofenolicos foi
aumentando com o passar do tempo. Estes resultados indicaram que na fase de
adaptagdo a estrutura quimica dos compostos alvo ¢ um fator decisivo para o ataque
microbiano e que quanto mais alta a cloracdo do composto, mais facilmente ocorre a
desalogenagdo redutiva, resultando aumento na velocidade de degradagdo. Portanto, a
estratégia adotada na partida do RAHLF 1, proporcionou tempo suficiente (120 dias),
para que a comunidade microbiana autoctone halofilica sofresse adaptagdo as condicdes

impostas.
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A partida do RAHLF 1 foi considerada lenta, em fung@o do periodo necessario
para recuperagdo do sistema, durante o qual ocorreu adaptacdo dos microrganismos em
fung@o da disponibilidade gradual do PCP adsorvido durante o periodo de adi¢cdo do
PCP. Devido aos longos periodos necessarios para adaptacdo das comunidades
microbianas anaerobias alguns compostos toxicos, em que microrganismos
especializados envolvidos no metabolismo de degradacdo sdo selecionados, a fase de
aclimatag@o ¢ provavelmente o periodo mais importante do que os curtos periodos onde
a biodegradacao ocorre (YE; SHEN, 2004).

De acordo com os resultados da partida do RAHLF 1, a estratégia adotada para a
partida do RAHLF 2 foi o aumento gradual de concentracdo do PCP. Esta estratégia tem
sido utilizada por outros autores (WU et al, 1993; JUTEAU et al., 1995;
DAMIANOVIC, 1997; TARTAKOVISKY et al., 2001; MONTENEGRO et al., 2001;
LANTHIER et al., 2005; SAIA et al., 2007) no estudo de degradagio de PCP,
independentemente do tipo de indculo e do reator utilizado e parece ser necessaria para
adaptacdo da comunidade microbiana, mais especificamente dos grupos metanogénicos
sensiveis a compostos xenobidticos (LANTHIER et al., 2005). Wu et al. (1993)
operaram um reator UASB por um periodo inicial de 5 dias sem a adicdo de PCP. Apds
este periodo o composto foi adicionado na concentracdo de 0,5 mg.L'1 e teve sua
concentragdo gradualmente aumentada para 1,0, 2,0, 2,5, 5,0, 10, 15, 30 ¢ 60 mg.L'l. A
eficiéncia de remogao do PCP variou de 95 a 99% para concentragdes superiores a 10
mg.L". Esta estratégia permitiu o desenvolvimento de granulos anaerébios estaveis na
presenga do composto toxico. Damianovic (1997) iniciou a operacdo do RAHLF com
0,2 mg PCP.L"! aumentando para 0,4, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 ¢ 8,0 mg.L'l. A estratégia
adotada permitiu que o PCP fosse desalogenado em compostos menos clorados e que

elevadas taxas de remog¢do de matéria organica total fosse obtida. Saia et al., (2007)
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também estudou a degradacdo do PCP em RAHLF e comecou a operacdo com 5,0
mgPCP.I" ¢ aumentou para 13, 15 ¢ 21 mgPCP.L™". Os autores obtiveram eficiéncia de
remocgao de 100% do composto clorado.

No RAHLF 2, iniciou-se a adi¢do do PCP com concentragdo de 0,5 mg.L'1 por
16 dias. Apds este periodo a concentragdo do PCP adicionado foi aumentada para 5,0,
10,0 ¢ 12,0 mg.L", por 8, 12 ¢ 16 dias de operacio cada, respectivamente. Dessa forma,
a estratégia de acréscimo gradual de PCP para a partida do reator foi adequada e ndo
provocou inibi¢do da comunidade microbiana metanogénica, como observado na partida

do RAHLF 1.

5.7.3 Operacio do RAHLF com PCP.

Operacao do RAHLF 1

Esta etapa teve duracdo de 169 dias de opera¢do com adi¢do de 5,0 mg. L' de
PCP, apos o periodo de adaptacdo previamente discutido (item 5.7.2). A adi¢do do
composto clorado nao influenciou e eficiéncia de remoc¢@o da matéria organica (analise
em DQO) como verificado na Tabela 27 e Figura 34. A eficiéncia de remogdo de DQO
manteve-se na faixa de 75 a 80% nos 30 primeiros dias de operacdo, chegando a 85%

em 60 dias e permanecendo nessa faixa até o 168° dia de operagdo do reator.
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Tabela 27: Valores determinados de DQO no afluente e efluente e eficiéncia de remocao.

Diasde  Afluente Efluente Eficiéncia
amostragem (mg.L") (mg.L") (%)

1 1173 323,6 72
5 1110 323,6 70,8
9 1084 152,0 86,0
16 1134 97,5 91,4
23 934 45,2 95,2
29 1095 7,2 99,3
46 1072 302 71,82
49 1070 389,7 63,58
84 980 417,6 57,39
106 800 3217 59,79
115 959,8 430 55,15
123 826 496,5 51
137 1091 292 73,18
139 1091 295,6 72,05
202 995,4 223 77,5
203 1019,6 251 75,36
207 872,0 187 78,5
228 1091,0 220 79,8
263 1034,2 161,04 98,44
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Figura 34: Representagdo grafica da variacao temporal dos valores de DQO no afluente
e efluente e eficiéncia de remocao.
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Na Figura 35 apresenta-se a eficiéncia de remocdo do PCP nesta fase, que variou
de 93,4 a 100%. O intermediario principal formado foi 0 2,4,6 TCP, com concentragdo

de 1,37 + 0,08 mg. L™ no periodo entre 0 107° ¢ o 140° dia de operagdo.
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Figura 35: Variagdo temporal da concentracdo de PCP no afluente, PCP, 2,4,6 TCP ¢
2,6 DCP no efluente e da eficiéncia de remocao do PCP.

Andlises cromatograficas realizadas em amostras retiradas ao longo do
comprimento do reator (perfil espacial) no 9° dia operacional evidenciaram a
degradagdo do PCP nos dois primeiros trechos do reator, como pode ser visualizado na
Figura 36. Determinou-se a produgdo do composto 2,4,6 TCP nestes dois pontos, com
uma queda na concentragdo deste intermediario nos trechos subseqiientes,
possivelmente associada a sua degradacdo. Tragos de 2,6 DCP foram detectados nesta
mesma fase. Khodadoust ez. al. (1997), ao estudar a degradacdo anaerdbia do PCP em
um reator anaerobio de leito fluidificado, também detectaram a produgdo de 2,4,6 TCP

como intermediario, indicando a desalogenacdo na posi¢do 3-meta do anel aromatico.
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Figura 36: Representacdo esquematica da variagdo espacial na concentragao de PCP,
2,4,6 TCP e 2,6 DCP para concentragao de 5,0 PCP./-1 aplicada no afluente.

O perfil espacial realizado no dia 16° dia operacional também aponta para
degradagdo do PCP nos dois primeiros pontos do reator (Figura 37, Tabela 28). A
presenga de concentragdes elevadas de 2,4,6 TCP no ponto 2 do reator pode ser
associada a degradacdo do PCP preliminarmente adsorvido no sistema. O composto 2,6
DCP foi detectado na faixa de 3,5 mg.L"' nos pontos 1 e 2. Analise em GC/MS
detectou, neste perfil, um composto similar a 2-clorofenol, 3-clorofenol e 4-clorofenol
(Anexo 6). Trabalhos na literatura tém sugerido a existéncia de duas vias de
desalogena¢do do PCP (Dennie et al., 1998). Quando o PCP ¢ inicialmente desclorado
na posi¢ao meta a transformagdo ocorre pela rota 2,4,6-TCP, 2,6-DCP ¢ 4-CP. Devido
a detecgdo de 2,4,6 TCP e 2,6 DCP nos experimentos em discussdo, pode-se concluir
que o composto 4-CP ¢ o mais provavel para a complementacdo da seqii€ncia de
desalogenacgdo da rota metabodlica PCP, 2,4,6 TCP, 2,6 DCP e 4 CP. Khodadoust et al.
(1997), ao estudar a desalogenagdo do PCP obteve resultados similares, como pode ser

observado na figura 2 do item 3.3.1 do capitulo revisdo da literatura. Nao foram
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encontrados nesta etapa compostos fenodlicos com 4 cloros. De acordo com estes
resultados, a degradagdo inicial do PCP se deu na posigdo meta do anel aromatico.
Andlises qualitativas por cromatografia gasosa e espectrometro de massa
também determinaram a presenga de fenol, 1 metil benzeno, 1,3 dimetilbenzeno, 1,2,3
trimetilbenzeno, 1,2,4 trimetilbenzeno, ¢ 1,2 acido benzenodicarboxilico (anexo 7).
Segundo Londry e Fedorak (1992), a degradagdo anaerdbia do fenol tem sido
demonstrada através de duas rotas distintas: a rota redutiva, na qual o anel aromatico ¢é
reduzido, produzindo ciclohexanona como intermediario do metabolismo do fenol,
antes da quebra do anel; e a rota do 4acido benzdico, em que a carboxilacdo do fenol
ocorre sob condicdes metanogénicas. A maioria das publicacdes descreve o acido
benzodico como intermediario na degradacao do fenol. Knol e Winter (1987) e Béchard
et al. (1990), utilizando espectrometro de massa, mostraram que o benzoato foi formado
a partir do fenol, sob condi¢gdes metanogénicas. A utilizagdo do cromatografo gasoso
com espectrometro de massa na deteccdo destes compostos no RAHLF inoculado com
sedimento severamente contaminado de uma area estuariana ¢ operado em condigdes
salinas, aponta para uma rota de degradacdo do PCP, passando por 2,4,6 TCP, 2,6 DCP,

2-CP, fenol, e por compostos associados a rota do benzoato.

Tabela 28: Valores (mg.L™") de PCP, 2,4,6 TCP ¢ 2,6DCP presentes na fase liquida ao
longo do reator no 16° dia de operagéo.

Perfil 2,6DCP 2,46 TCP PCP
P1 3,34 554 2,76
P2 3,54 10,17 0,03
P3 0,14 6,44
P4 1,17 3,09
P5 1,3 2,11
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Figura 37: Representagdo esquematica da variagdo espacial na concentragdo de PCP,
2,4,6 TCP e 2,6 DCP para concentragdo de 5,0 PCP./-1 aplicada no afluente no 16° dia
de operacdo. Legenda: 1- Afluente; 2- P1; 3-P2; 4 — P3; 5-P4; 6-P5; 7-Efluente

A estabilizagdo da eficiéncia do reator em relacdo a remogao do PCP (~100%) ¢
2,4,6 TCP como intermediario predominante no efluente do reator (1,37 + 0,08 mg.L'l),
norteou o aumento da concentracdo do PCP.

Apos a operagio do reator com 5,0 mg de PCP.L" (fase 1), com elevada
eficiéncia de remocdo do composto, a concentracdo deste foi aumentada para 8,0
(+0,2675) mg.L™" (fase 2). A fase do experimento que compde esta etapa se iniciou no
170° dia de operagdo e terminou com 211 dias de operagdo. O aumento na concentra¢do
do composto clorado ndo influenciou e eficiéncia de remogdo da matéria organica
(analise em DQO), como verificado na Figura 34. A eficiéncia manteve-se na faixa de
84% apos o aumento de PCP (8,0 mg.L™"). Na Figura 35 observa-se a resposta sobre a
eficiéncia do reator em remover o PCP nesta fase 2 foi de 100%. Apos o acréscimo de

8,0 (+/- 0,2675) mgPCP.L" a concentragdo deste composto no efluente foi menor do
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que o limite de detecgdo do aparelho (0,1 mg.L™). A produgdo do composto 2,4,6 TCP
de 1,49 mg.L'l no 175° dia de operagdo aumentou para 3,47, 4,7 e 6,92 mg.L'l,
respectivamente nos 192°, 196° ¢ 202° dias de operagdo (Figura 35). Estes resultados
indicaram o composto 2,4,6 TCP como intermediario preferencial.

Na fase 3, a concentra¢io do PCP/afluente foi em média 12,3 (+0,8037) mg.L ™.
A eficiéncia, que estava na faixa de 84% durante a operagdo com 8,0 mgPCP.L'l,
permaneceu em torno de 80% quando a concentracdo de PCP afluente do sistema foi de
12,0 mg.L'l. Esta fase se iniciou no 212° dia operacional e teve duracdo até 270 dias de
operacdo. Nesta fase (3) a eficiéncia de remocdo do PCP foi de 100%, com formacgdo
predominante do intermediario 2,4,6 TCP. A concentracao de 6,93 mg.L'l do 2,4,6 TCP
presentes no efluente no 212° dia de operacdo, manteve-se constante até o 242° dia de
operacdo. A partir do 250° dia, a concentracdo deste composto diminuiu para 3,61 mg.L
! e no 268° dia foi detectado 2,89 mg 2,4,6 TCP.L" no efluente. Este resultado mostra a
capacidade dos microrganismos presentes no reator em transformar o PCP, ¢ uma
possivel adaptagdo da comunidade microbiana a presenga do composto 2,4,6 TCP
presente no sistema desde o inicio da adicdo do PCP. Apods este periodo, os
microrganismos foram capazes de metabolizar este composto em outros intermediarios
do processo.

Andlises cromatograficas realizadas em amostras retiradas ao longo do
comprimento do reator (perfil espacial) no 270° dia operacional evidenciaram a
degradagdo do PCP nos primeiro segmento (L/D 3,3) como pode ser visualizado na
Figura 38. A concentracdo afluente de 13,0 mg.L'ldecaiu para 8,0 mg.L'1 no primeiro
ponto de amostragem (L/D 3,3) com formacdo de 7,96 mg.L'l de 2,4,6 TCP. No
segundo ponto de amostragem (L/D 6,6) o PCP nao foi encontrado e a concentracdo do

2,4,6 TCP aumentou para 11,4 mg.L", evidenciando que este composto foi o principal
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intermediario formado na desalogenagdo anaerobia do PCP, nestas condicdes. No
terceiro, quarto e quinto pontos de amostragens (L/D de 9,9; 13,2 e 16,5), a
concentracdo do TCP foi de 4,56, 2,55 ¢ 3,0 mg.L'l respectivamente, demonstrando a
capacidade do reator em transformar o triclorofenol. No efluente foram medidos 2,89
mg.L'1 de 2,4,6 TCP. Baraldi (2001) ¢ Damianovic (1997) também estudaram a
degradagcdo do PCP em um sistema do tipo RAHLF alimentado com meio de cultivo
ndo salino e constataram que o composto desaparecia na porgdo inicial do reator (até
L/D=4). Baraldi (2001) ndo detectou nenhum intermedidrio metabdlico, porém
Damianovic (1997) identificou compostos como tetra, tri e diclorofenois tanto na fase
liquida, como adsorvido nas bioparticulas. Estes resultados foram semelhantes aos
encontrados por Saia (2005), que detectou a degradacdo do PCP na primeira sessdo
(L/D=4) do reator RAHLF operado sob condi¢des salinas. No presente estudo, a
diminui¢do da concentracdo do composto 2,4,6 TCP ao longo do reator certifica a
importancia do comprimento do reator na sua aplicacdo para a degradagdo dos
intermediarios metabolicos formados. Analises cromatograficas com espectrometro de
massa também mostraram a presenga de compostos benzénicos como 2 metil benzeno,
1,2 dimetilbenzeno e 1,3 dimetilbenzeno,corroborando o modelo de degradacdo
proposto por Zangh e Wiegel (1990) que sugeriram que a desalogenacdo redutiva
necessaria para transformar o DCP em CP ¢é precedida de uma carboxilagdo, que

transforma a molécula de fenol em benzoato.



172

8 2,4,6 TCP
6 —a—PCP

mg de organoclorados/L

»

0 - T & A 4 4
0 1 2 3 4 5 6 7
Pontos de amostragem

Figura 38: Representacdo esquematica da variacdo espacial nas concentracdes de PCP,
2,4,6 TCP e 2,6 DCP para concentragdo de 13,0 PCP./-1 aplicada no afluente no 267°
dia de operagdo. Legenda: 1- Afluente; 2- P1; 3-P2; 4 — P3; 5-P4; 6-P5; 7-Efluente.

Os resultados de quantidade de PCP e intermedidrios menos clorados adsorvidos
na bioparticula (material suporte mais espuma) demonstraram a auséncia do PCP
adsorvido em todos os pontos amostrados, indicando que todo o PCP adicionado no
reator foi degradado. O composto 2,4,6 TCP estava presente nas concentracdes de 0,49,
0,56, 0,81, 1,83 e 1,62 mg/y espuma nOs pontos L/D 3,3, 6,6, 9,9, 13,2 e 16,5,
respectivamente (Figura 39). Estes dados apontam para uma degradagéo total do PCP
adsorvido, com formagdo preferencial de 2,4,6 TCP, considerado tdxico para os
microrganismos (KRUMME; BOYD, 1988). Choi, Kim e Sang (2007) estudaram a
degradacgdo de 2,4,6 TCP em sistemas de barreiras seqiiéncias em escala laboratorial.
Foi relatado que os microrganismos anaerobios ndo conseguiram degradar o 2,4,6 TCP
na concentragdes de 21, 62 e 139 mg.L™". Os autores associaram este fato a auséncia de
enzimas para degradar o composto e a toxicidade do 2,4,6 TCP. Krumme e Boyd (1988)
relataram que o 2,4,6 TCP ¢ o intermediario metabolico que tem maior poder de
inibi¢do de culturas anaerdbias, e o predominio deste intermediario no efluente do reator

¢ indicio de que os microrganismos presentes no RAHLF ndo foram capazes de
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metabolizar totalmente este composto nas condigdes impostas. No presente trabalho,
entretanto, a presenca de baixos valores de 2,4,6 TCP no efluente do sistema ao longo
dos 268 dias de operacdo, como observado na Figura 39, demonstrou que a degradacdo

do composto ocorreu apds aclimatacdo da comunidade microbiana.

—_

— o —
0 =2 NBROO N
Il Il Il Il Il Il I

e 2,4,6/ g espuma
o

0,6 1

gd
o

m

o
OoON b
L

o
[¢)]

10 15 20
L/D

Figura 39: Representacdo esquematica da variacdo espacial da massa de 2,4,6 TCP
adsorvido na bioparticula do reator no 268° dia de operagio.

Os resultados das andlises de diversidade microbiana pela técnica do DGGE
apontam para uma mudan¢a da comunidade microbiana do Dominio Bacteria ao longo
do periodo operacional, como visualizado na Figura 40. Analises comparativas no ponto
3 do reator (L/D 9,9), empregando-se o indice de similaridade proposto por Gillan et al
(1998) indicam similaridade de somente 23,5% nos padrdes de bandas antes da adicdo
do PCP e apds 267 dias de operagdo do reator na presenga do composto clorado. Na
comparagdo do mesmo periodo no ponto 5 do reator (L/D 16,5), o indice de

similaridade foi de 31,5%. Estes resultados corroboram a idéia de que a comunidade
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microbiana halofilica proveniente de sedimento estuarino contaminado pertencente ao
Dominio Bacteria sofreu adaptag@o as condi¢des impostas.
Os resultados do DGGE do Dominio Archaea, ndo produziram resultados

satisfatorio devido ao longo tempo de armazenagem das amostras de DNA na geladeira.

1 2 3 4 5 6 7 8

Al

ry '
Figura 40: Fotos do gel de DGGE do sistema RAHLF 1. DGGE dos produtos de PCR usando
primers do Dominios Bacteria, com gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda da Figuras:
1,2 e 3 —Pontos 1, 3 e 6 do reator antes da adigdo do PCP ¢ ; 2; 4; 7 — Pontos 1, 3 ¢ 5 do reator
apos a saturacdo da biomassa com PCP; 5 ¢ 8 — Ponto 3 e 5, apos 267 dias de operagdo com
PCP.

Os exames microscopicos realizados no final da fase 1 (5,0 mg PCP.L h
revelaram o predominio de bacilos reto com extremidade arredondada no ponto 1 do
reator, e morfologias de cocobacilos, bacilos curvos e filamentos. No ponto 2 do reator
estava presente uma grande quantidade de filamentos finos e morfologias semelhantes a
bacilos retos, bacilo curvo e cocos. Na por¢do final do reator ocorreu o prodominio de
bacilos retos com extremidade arredondada e presenga de filamento e cocobacilos.

(Figura 41).
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Ao final da fase 2 (10,0 mg PCP.L"), os exames revelaram morfologias como
bacilos fluorescentes semelhantes a Methanobacterium sp. no ponto 1 do reator, bem
como bacilos curvos e cocos fluorescentes. As morfologias encontradas podem ser
visualizadas na Figura 42. Estes resultados apontam para a modificagdo da comunidade
microbiana predominante no sistema, corroborando os resultados da técnica DGGE,
pois nos exames microscopicos antes da adicdo do PCP (Item 5.7.1) ndo foram
observadas morfologias semelhantes a Methanobacterium sp. Além dos bacilos curvos e
cocos, também presentes nas amostras no ultimo dia de operacdo do reator, foram
observadas morfologias de bacilos espessos e retos, filamentos finos longos e sarcinas

nao fluorescentes conforme visualizadas na Figura 27.
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Figura 41: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenca de microrganismos provenientes das espumas do ponto 1 (a, b), 3 (c, d) e 5 (e, f) do
reator ao final da operagio com 5mgPCP.L": a) bacilos, cocobacilos, bacilos curvos e
filamentos b) bacilos reto com extremidade arredondada; filamento e cocobacilos ¢) bacilos
retos, bacilo curvo, cocos, filamentos fino; d) predominio de filamentos finos e) bacilos retos
com extremidade arredondada, filamento; f) bacilos e cocobacilos.
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Figura 42: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenga de microrganismos provenientes das espumas do ponto 1 do reator: a) bacilos retos
com extremidade arredondada, bacilos curvos; b) bacilos retos e curvos fluorescentes ¢) bacilos
retos e fluorescentes semelhante a Methanobacterium e curvos fluorescentes; d) filamentos,
bacilos curvos e cocos fluorescentes; e) bacilos retos com extremidade arredondadas; f)
filamento fluorescente.
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O balango de massa no reator RAHLF 1, apods o periodo de partida, mostra que
do total estimado de 1.955 mg de PCP introduzido no reator, 10,22 mg (0,52%) foi o
remanescente determinado no efluente. O composto ndo ficou adsorvido no sistema,
resultando em uma remogao biologica de 1944,78 mg de PCP. Na bioparticula ficaram
adsorvidos 22,34 mg de 2,4,6 TCP. Estes resultados demonstraram que o mecanismo
principal de remocao foi a biodegradag@o e ndo a adsor¢do. No trabalho realizado por
Saia et al. (2007), do total de 1.111 mg de PCP introduzidos no RAHLF, 286,9 mg
(25,8%) ficaram adsorvidos na bioparticula, com remocao bioldgica de 824,83 mg de
PCP. Em Damianovic (1997), da quantidade de 242 mg de PCP introduzida no RAHLF
no periodo operacional, determinou-se cerca de 0,5 mg adsorvido na bioparticula (ou
0,2%). Tsuno et al. (1996) reportaram a adsor¢do de 100g (40%) de PCP em
bioparticulas de carvdo ativado granular durante 375 dias de operagdo de um reator
bioldgico de leito sob concentragdo afluente de 400 mgPCP.I" (80 mgPCP. L .dia),
demonstrando que a adsor¢do foi um mecanismo significativo na remogao de PCP mas
o mecanismo principal de foi a biodegradagdo. Os resultados deste trabalho foram
similares aos obtidos por Damianovic (1997), Wu et al. (1993) e Shen et al. (2005), nos
quais a adsorcdo do composto no lodo granular foi baixa ¢ a biodegradagdo foi o
principal mecanismo de remog¢ao de PCP. Estes resultados indicaram que o RAHLF nas
condi¢des operacionais impostas, sob condigdes metanogénicas, halofilicas e com
microrganismos autdctones provenientes de area estuariana severamente contaminada

foi capaz de metabolizar a quantidade de PCP imposta (13,58 mg PCP/gSSV).
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Operaciao do RAHLF 2

Na operagdo do RAHLF 2, a condi¢do nutricional imposta foi balizada nos
resultados do ensaio nutricional, onde diferentes relacdes dos macronutrientes
nitrogénio e fosforo, foram estudadas na degradacdo do PCP. A relagdo N:P de 10:1 foi
escolhida de acordo com a eficiéncia de degradagdo o PCP, diversidade microbiana
presente e menor taxa nutricional, conforme discutido no item 5.6.

Antes da adi¢do do PCP, o RAHLF 2 foi operado por 26 dias e a eficiéncia de
remoc¢do da matéria organica foi de 60,6% + 4,3%, nessa fase. Apds a introducdo
gradual da concentragio de PCP (0,5 mgPCP.L", 5,0 mg.L", 10 mgL" e 12 mg.L™)
nas fases 1, 2 e 3, respectivamente) , durante 54 dias, observou-se aumento da eficiéncia
de remocao da matéria organica, atingindo 80% no 50° dia operacional (10,0 mg PCP.
L"), como verificado na Figura 43. A adi¢do do composto clorado nio desestabilizou o
RAHLF, demonstrando que a estratégia adotado na partida deste reator, permitiu o
desenvolvimento de um lodo anaerdbio estavel, oriundo de sedimento estuarino
contaminado, na presenca do PCP.

O periodo operacional foi dividido em 4 fases em relacdo a concentra¢do do PCP
(Figura 44, Tabela 29). Na fase 1, o reator foi alimentado por 16 dias com 0,6 + 0,01 mg
PCP. L. Durante este periodo nio foi detectado PCP no efluente do reator. A analise
de perfil espacial no 16° dia operacional aponta para o desaparecimento do PCP no
ponto 3 (L/D 9,9). O composto 2,4,6 TCP foi determinado na concentracao de 0,3 mg.
L' (Figura 45) no ponto 5 do reator, tendo sua origem relacionada & biodegradacao do
PCP. O composto 2,4,6 TCP ndo foi encontrado no efluente do reator, certamente

devido a atividade microbiana.
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Figura 43: Representacdo grafica da variacdo temporal dos valores de DQO no afluente e

efluente e eficiéncia de remocao.
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Figura 44: Variagdo temporal da concentracdo de PCP no afluente, PCP, 2,4,6 TCP no

efluente e da eficiéncia de remocdo do PCP.
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Tabela 29: Valores da concentracdo de PCP no afluente, PCP, 2,4,6 TCP no efluente
durante operagdo do RAHLF 2.

PCP PCP 2,4,6
Dias de Afluente efluente afluente
amostragem (mg.L'") (mg.L") (mg.L"
4 0,62 0 0
6 0,6 0 0
8 0,6 0 0
12 0,62 0 0
15 0,6 0 0
17 54 0 0
20 54 0 0
24 5 0 0
25 10 0 0
28 10,8 0 0,46
33 9,5 0 0,65
34 9,24 0 0,85
37 10,2 0 1,25
42 12,29 0,06 2
43 12,29 0,18 3
46 12,75 1,59 3,8
47 12,75 1,44 6,52
54 12,1 1 6,45
0,7 ~
ﬁ 0,6
3
c 0,5
o
E 0,4 - —e—PCP
c
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o
g‘ 0,1
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Figura 45: Representacdo esquematica da variacdo espacial nas concentracdes de PCP,
2,4,6 TCP e 2,6 DCP para concentracao de 0,6 PCP. L' aplicada no afluente no 15° dia
de operacdo. Legenda; 1- Afluente; 2- P1; 3-P2; 4 — P3; 5-P4; 6-P5; 7-Efluente
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Na fase 2 5,2 + 0,23 mg PCP.L"! foram acrescentadas durante um periodo de 8
dias. Também nao foi detectado PCP no efluente nesta fase. O perfil espacial realizado
no 23° dia operacional demonstra que o composto PCP continuou sendo consumido até
o ponto 3 (L/D 9,9) do reator (Figura 46) . Entretanto, o compostos 2,4,6 TCP apareceu
no ponto 1 (L/D 3,3) na concentragdo de 0,547 mg.L'l, atingindo o valor maximo

proximo a 1,0 mg.L'1 entre os pontos 2 e 3 e ndo foi determinado no efluente.
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Figura 46: Representacdo esquematica da variagdo espacial nas concentracdes de PCP,
2,4,6 TCP para concentragio de 5,0 PCP.L-1 aplicada no afluente no 23° dia de
operacdo Legenda: 1- Afluente; 2- P1; 3-P2; 4 — P3; 5-P4; 6-P5; 7-Efluente

Na fase 3, 9,95 + 0,6 mg PCP.L"' foram adicionadas ao sistema por um periodo
de 12 dias. PCP ndo foi detectado no efluente do sistema neste periodo, entretanto o
composto 2,4,6 TCP estava presente no efluente do sistema a partir do 28° dia

operacional na concentragao de 0,46 mg. LA concentracdo do 2,4,6 TCP aumentou
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para 0,65, 0,85 e 1,25 no 33°, 34° e 37° dias operacionais, respectivamente. Analises
qualitativas em espectrometro de massa no 37° dia operacional determinaram tragos de
2,3,4,5 TeCP.

Na fase 4, que se iniciou no 38° dia operacional e se estendeu até o final deste
ensaio (54° dia operacional), a concentragdo do PCP no afluente foi de 12,4 + 0,3 mg.L"
! Nesta etapa o PCP foi detectado no efluente do reator. No 42° dia operacional foram
detectadas 0,06 mg PCP. L. A concentracdo do PCP no efluente subiu para 0,18 ¢ 1,59
mg. L no 43° ¢ 46° dias operacionais, respectivamente. No 47° a concentragdo de PCP
no efluente se estabilizou (1,4 mg. L") e diminuiu para 1,0 mg. L' no 54° dia
operacional, como pode ser visualizado na Figura 44. Nesta tltima etapa, entre os 38° e
54° dias operacionais, a eficiéncia média de remocao do PCP foi de 93,2 + 5,5 %. A
concentragdo do composto 2,4,6 TCP subiu de 1,35 no 37° dia operacional para 2,0, 3,0,
3,8 ¢ 6,5 mg. L' nos 42°, 43°, 46° ¢ 47° dias operacionais, respectivamente. A
concentragdo deste composto no efluente do reator se estabilizou e permaneceu nesta
faixa até o 54° dia operacional (6,45 mg. L' ).

Nas analises qualitativas de intermedidrios por espectrometria de massa os
compostos 2,3,5,6 TeCP, 2,3,4,5 TeCP, 2,4,6 TCP, 3,4,5 TCP ¢ 4 CP (anexo 8)
apareceram no ponto 1 (L/D 3,3) do reator. Também se encontrou neste ponto do reator
compostos associados com rota de degradagdo do fenol como o 2,6 bis-fenol e o 1,2
acido benzenodicarboxilico, além do proprio fenol (anexo 9). No ponto 2 do reator os
tetraclorofenois ndao foram encontrados, tendo-se determinado somente 2,4,6 TCP. Estes
dados corroboram com a hipotese de que os compostos intermediarios de degradacdo do
PCP que sdo levados a 2,4,6 TCP, tem sua rota de degradacdo interrompida nesta etapa,
devido a toxicidade deste composto. Krumme e Boyd (1988) verificaram a interrupgdo

da rota de degradagdo quando o 2,4,6 TCP foi encontrado, enquanto que a rota que
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levava a formacdo do 3,4,5 TCP desenvolve-se para a mineralizacdo do composto. De
fato, o composto 2,4,6 TCP apresenta alta toxicidade e pode inibir tipos microbianos
anaerobios (KRUMME; BOYD, 1988; CHOI; KIM; SANG, 2007), porém, os
microrganismos autdctones provenientes do sedimento estuarino inoculado no RAHLF
1 foram menos sensiveis a toxicidade do 2,4,6 TCP, e sua degradagdo iniciou apds 65
dias de tempo experimental. O RAHLF 2 foi operado por 59 dias, com aparecimento do
composto 2,4,6 TCP no efluente do reator a partir do 25° dia de operagdo, portanto os
microrganismos do reator estiveram exposto ao 2,4,6 TCP por 24 dias. Esse tempo pode
ndo ter sido suficiente para aclimatacdo dos microrganismos autdctones estuarinos nas
condicdes nutricionais impostas e, assim, ndo ocorreu degradacdo do composto,
resultando em altas concentra¢gdes de 2,4,6 TCP no efluente do reator, como visualizado
na Figura 44, Tabela 29.

O resultado de perfil espacial realizado no 54° dia operacional revela redugdo
notavel do PCP no primeiro trecho do reator, como demonstrado pela Figura 47. Nessa
condi¢do, o composto 2,4,6 TCP foi medido no ponto 3 do reator, talvez pela

degradagdo dos tetraclorofendis presentes no ponto 1 do reator.
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Figura 47: Representacdo esquematica da variacdo espacial nas concentracdes de PCP,
2,4,6 TCP e 2,6 DCP para concentragdo de 12,0 PCP.L™" aplicada no afluente no 54° dia
de operacdo. Legenda: 1- Afluente; 2- P1; 3-P2; 4 — P3; 5-P4; 6-P5; 7-Efluente

O resultado do teste de adsor¢do dos compostos clorados na bioparticula do
reator de amostras do ultimo dia de operacdo de R2 demonstra o aumento, ao longo do
comprimento do reator, da concentragdo adsorvida nos pontos L/D 3,3, 6,6, 9,9 e 13,2,
com concentragdes de 1,96, 2,49, 3,63 e 4,1 mg de PCP/, cspuma, respectivamente (Figura
48). O ponto L/D 16,5 continha 1,62 mg de PCP/; cspuma- Estes dados apontam para uma
maior atividade de degradacdo nos dois primeiros pontos do reator, corroborando os
perfis espaciais da fase liquida. Da quantidade total de 385,46 mg de PCP adicionados
ao sistema, 15,68 mg (4,06%) foram encontradas no efluente do sistema e 61,446 mg,
ou 15,94%, ficaram adsorvidas na bioparticula do reator. Portanto, de toda a massa de
PCP acrescentada ao sistema, considera-se que 80% sofreu degradagdo anaerdbia

microbiana.
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Figura 48: Representacdo esquematica da variagdo espacial da massa de PCP e 2,4,6
TCP adsorvido na bioparticula em cada se¢do do reator no 54° dia de operagio.

Exames microscopicos realizados no ultimo dia operacional demonstraram
mudanga das morfologias predominantes, quando comparada com inoculo (Figura 30
item 5.7.1). O predominio de cocobacilos na amostra do reator recém inoculado foi
substituido pela ocorréncia de morfologias de bacilos retos com extremidade
arredondadas e fluorescentes, como se observa na Figura 49, ap6s o 54° dia de operacdo
com o PCP. Os exames também revelaram reducdo dos morfotipos encontrados apds a

operagdo do reator com PCP.
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e) f)

Figura 49: Fotomicrografias de amostras sob microscopia de contraste de fase, referentes a
presenca de microrganismos provenientes das espumas dos pontos 1 (a, b, ¢) e 3 (d, e, f) do
reator: a) bacilos retos com extremidade arredondada, b) bacilos fluorescentes; c) bacilos retos
e cocos; d)aglomerados de bacilos; bacilos com inclusdes; e) bacilos retos com extremidade
arredondadas, bacilos pequenos; f) bacilos fluorescentes.
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Os resultados da aplicacdo da técnica DGGE também apontam para a existéncia
de alteracdes na diversidade microbiana durante os experimentos. Na comparagdo dos
perfis de bandas dos géis de DGGE, conforme metodologia descrita no item 4.4.6.5 de
materiais ¢ métodos, os indices de similaridade para o Dominio Bacteria antes da
adicdo do PCP e ao término da operagdo do reator com este composto foram de 70, 77,
e 85% para os pontos 1, 3 e 5, respectivamente (Figura 50).

Para o Dominio Archaea, das 7 bandas existentes no ponto 1 do reator nas
amostras de espuma coletadas logo apds inoculagdo, 4 se mantiveram e 3
desapareceram apods a operacdo do RAHLF com PCP. O indice de similaridade neste
ponto foi de 54%. No ponto 3, das 6 bandas inicialmente presentes, nenhuma se
manteve ao final da fase experimental, porém, observou-se o aparecimento de 3
diferentes bandas. Estes dados apontam para auséncia de similaridades entre estas duas
fases experimentais. O ponto 5 do reator apresentou similaridade de 66,6% na
comparagdo das amostras iniciais ¢ finais do experimento ¢ ndo houve alteragdo em
relag@o as 3 bandas presentes na fase inicial, mas uma nova banda foi visualizada. Estes
resultados diferem dos obtidos na partida do RAHLF 1 (item 5.5.2), em que o impacto
da saturacdo da biomassa imobilizada com o PCP foi maior na comunidade pertencente
ao Dominio Bacteria, bem como em relagdo a resultados encontrados por outros autores
(TARTAKOVISKY et al.,, 2001, MONTENEGRO et al., 2001, Saia et al., 2007).
Entretanto, deve-se considerar que a selecdo da comunidade microbiana ocorreu nio
somente pela adi¢do do PCP e sua provavel toxicidade, mas pelas condigdes
nutricionais impostas, relagdo DQO:N:P igual a 1000:10:1. Esta alteragdo na relacdo
nutricional parece ter sido a responsavel pelas modificagdes consideraveis na

composi¢do da comunidade microbiana do Dominio Archaea, resultando na selecio de
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microrganismos autoctones com maior capacidade de competicdo na baixas relacdes
nutricionais impostas, resistentes a toxicidade do PCP e associados ao metabolismo dos
sub-produtos formados na degradagao do PCP.

Com o objetivo de identificar os microrganismos autdctones provenientes de
regido estuarina envolvidos na desalogenagdo redutiva, e inoculados no RAHLF
operado sob condi¢do halofilica, 7 bandas do Dominio Archaea ¢ 2 do Dominio
Bacteria (bandas nimero 1 a 7 da Figura51) foram excisadas, re-amplificadas e
seqiienciadas, conforme metodologia descrita no item 4.4.7, do capitulo Material e
Meétodos. Para o Dominio Bacteria, diversas bandas foram recortadas do gel de DGGE,
entretanto s6 duas resultaram em quantidades de DNA re-amplificado suficientes para
um bom sequenciamento e analise filogenética (bandas 8 e 9 da Figura 50). As
afiliacdes filogenéticas das bandas recortadas estdo demonstradas na Tabela 30.

A banda 8 presente no ponto 1, 3 e 5 do reator apresentou similaridade (89%) a
Oceanobacillus iheyensis, nimero de identificacdo (NC 004193.1). Este microrganismo
foi isolado em sedimento marinho de profundidade de 1050m (LU; NOGI; TAKAMI,
2001). E uma bactéria extremamente halotolerante e alcalifilica, com capacidade de
crescer em concentragdes de 0 a 21% NaCl em pH 7.5 e 0-18% em pH 9.5. Apresenta
concentragdo Otima de crescimento em 3% NaCl. A banda 9 apresentou baixa
similaridade (81%) com o microrganismo Bacillus halodurans, nimero de identidade
(NC 002570.2). Este microrganismo tem sido encontrado em ambientes alcalinos sendo
explorado para extragdo da enzima xilanase. Esta ensima ¢ utilizada para hidrololizar o
componente xilano da madeira ¢ facilitar a remog¢do da lignina. Mamo, Kaul e
Mattiasson (2006), isolaram o Bacillus halodurans dos lagos de soda na regido de Rift
Valley da Ethiopia. A baixa similaridade encontrada entre a espécie sequenciada e

Bacillus halodurans e as diferencas de ambientes da origem destes microrganismos,
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induz que estd sequencia proveniente do gel de DGGE se trata de um microrganismo
ainda nao classificado.

Ambos os microrganismos selecionados para classificacdo filogenética ndo tém
sido relatados em literatura como possiveis degradadores de organoclorados. Entretanto,
estiveram presentes no reator apds o término de operagdo com PCP nas condigdes
nutricionais estudadas. Os exames microrcopicos realizados ao final desta fase
operacional, demonstra o predominio da morfologia bacilo nas amostras, o que
corrobora com as informagdes acima. Devido a poucas bandas recuperadas do DGGE
para o sequenciamento, ndo podemos aferir sobre a participacdo destas espécies no
processo de desalogenacdo redutiva do PCP, mas a sua detecgdo na comunidade
microbiana degradadora e a forte intensidade no gel de DGGE na fase final de operagao,

¢ indicio de sua atividade na presenca do PCP

I Pla Pld P3a P3d PS5a P5d

Figura 50: Fotos do gel de DGGE. Produtos de PCR usando primers do Dominio Bactéria com
gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda: I-Indéculo; Pla, P3a, P5a — amostras do Ponto 1,
3 e 5 do reator antes da adi¢cdo do PCP; P1d, P3d, P5d — amostras do Ponto 1, 3 ¢ 5 do reator
apos 54 dias de operagdo. As bandas submetidas as andlises da seqiiéncia estdo marcadas com
numeros (referente a tabela 30 de afiliacdo filogenética)
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Os resultados do sequenciamento das bandas recortadas do Dominio Archaea
revelaram que as 2 bandas analisadas nas amostras do final do reator, de acordo com o
banco de dados NCBI, apresentaram similaridade com Methanosaeta uncultured
(mimero AY 454772) e Methanocalcullus uncultured, de 98 e 100%, respectivamente.
Outras quatro espécies de Methanosaeta foram encontradas nas amostras, como
demonstrado na tabela 30. Entre as 6 filotipos encontrados, 5 foram similares a culturas
depositadas por Piza (2004). Provavelmente estas espécies ndo resistiram a toxicidade
do PCP e/ou nao se desenvolveram nas condigdes nutricionais estudadas. As cinco
linhagens que apresentaram maior similaridade com as depositadas por Piza, Prado,
Manfio, (2004) foram encontradas pelos autores em amostras do sedimento de Santos-

Sdo Vicente, no mesmo ponto de coleta do realizado na presente trabalho.

I Pla Pld P3a P3f PS5a P5f

Figura 51: Fotos do gel de DGGE. Produtos de PCR usando primers do Dominio Archaea com
gradientes de géis iguais a 30 e 70%. Legenda: I-Indéculo; Pla, P3a, P5a — amostras do Ponto 1,
3 e 5 do reator antes da adigdo do PCP; P1d, P3d, P5d — amostras do Ponto 1, 3 ¢ 5 do reator
apos 54 dias de operagdo. As bandas submetidas as andlises da seqiiéncia estdo marcadas com
numeros (referente a tabela 30 de afiliagdo filogenética).
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Tabela 30: Afiliagdo filogenética de fragmentos de ~ RNAr 16S recuperados neste
estudo (nimero da banda se refere aos geis de DGGE nas Figuras 50 e 51)

Nimero Tamanho do filotipo com maior similaridade de Similaridade de

da banda fragmento (~) seqiiéncias; nimero de acesso seqiiéncia (%)

Banda 1 300 Methanosaeta sp uncultured; AY 98%
454772

Banda 2 300 Methanosaeta sp uncultured; AY 99%
454768-1

Banda 3 300 Methanosaeta sp uncultured; AY 99%
454770

Banda 4 300 Methanosaeta sp uncultured; AY 98%
4547681

Banda 5 300 Methanosaeta sp; AB 288619 93%

Bandas 6 300 Methanocalcullus sp. uncultured 100%

e’

Banda 8 400 89%
Oceanobacillus iheyensis;, NC
004193.1

Banda 9 400 Bacillus halodurans; NC 002570.2 81%

O Género Methanocalcullus ¢ um dos sete pertencentes a familia
Methanomicrobiaceae. Também fazem parte desta familia os géneros
Methanomicrobium, Methanolacinia, Methanogenium, Methanoculleus, Methanoplanus
e  Methanofollis. A  familia  Methanomicrobiaceae,  juntamente  com
Methanocorpusculaceae ¢ Methanospirillaceae, completa a ordem Methanomicrobiales
(Rouviere et al., 1992). Todas as linhagens pertencentes a familia Methanomicrobiaceae
podem usar hidrogénio, didéxido de carbono e formiato como substrato para a
methanogénese. A descrigdo do novo género Methanocalcullus foi feita por Olliver et
al., (1998). O microrganismo Methanocalcullus halotolerans foi isolada de pocgo
petrolifero em regido esuarina e apresentava formato de cocos irregulares e capacidade
de crescimento 6timo em 5% NaCl, mas resistindo a concentracdes de 0 a 12 %. Em

2000, Mori et al. (2000) isolaram no Japdo outra espécie de Methanocalcullus
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(Methanocalcullus pumilus). Esta apresentava crescimento otimo em 1% NaCl e
tolerava concentragdoes de até 7% NaCl. Lai et al. (2002) isolaram de sedimento
estuarino de Taiwan (estudrio Erlin Shi) duas linhagens de uma nova espécie de
Methanocalcullus  (Methanocalcullus  Taiwanensis). As células apresentavam
caracteristicas morfoldgicas de cocos irregulares com 0,9 a 1,4 um de didmetro. As duas
linhagens eram gram-negativas e catabolizavam formiato ¢ H, + CO, para produzir
metano, mas ndo utilizava acetato, metanol, trimetilamina, etanol ¢ alcoois secundarios
como substrato metanogénico. O crescimento 6timo se deu em concentracdo de 0,5% de
NaCl, pH 6,7 e 37°C de temperatura. Portanto, este género estd relacionado com
metanogénicas hidrogenotréficas com crescimento 6timo em concentragdes salinas
proximas a encontradas neste estudo.

O DNA da banda 1, presente nas amostras do final do experimento, (Figura 51)
teve sua seqiiéncia 98% similar a Methanosaeta uncultured (nimero AY 454772). Esta
linhagem foi depositada por Piza (2004). Em seu estudo, Piza (2004), avaliou a
diversidade molecular de Archaea no estuario de Santos, no sito COSIPA e relatou que
26,5% dos clones obtidos pertencia ao género Methanosaeta, sugerindo que membros
deste género ¢ um grupo importante ¢ predominante neste sitio. Resultados similares
foram encontrados por Purdy et al. (2002), em sedimentos do estuario do rio Colne.
Varios trabalhos relatam a detec¢do de Methanosaeta em sedimentos (DOJKA et al.,
1998; GROSSKOPF et al., 1998; VON WINTZINGERODE et al., 1999), indicando
que este grupo ¢ membro ativo da comunidade microbiana de sedimentos. A deteccdo
destes microrganismos como componente importante da comunidade microbiana em
sitio contaminado com hidrocarbonetos refor¢ca a idéia de que a metanogénese

acetoclastica possa ser o principal processo metanogénico associado com a degradacdo
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de hidrocarbonetos (DOJKA et al., 1998; FICKER et al., 1999; WATANABE et al.,
2002).

A detecgdo de methanogénica hidrogenotrofica (Methanocalcullus) e
methanogénica acetoclastica (Methanosaeta) na fase final de operacdo do RAHLF,
alimentado com glicose ¢ formiato sob condi¢des halofilicas na presenca do PCP, ¢é
sinal da existéncia de um verdadeiro sintrofismo microbiano no sistema. Na maioria
dos ambientes anaerdbios, a cooperacdo metabodlica entre microorganismos ¢ requerida
para a degradacdo completa da matéria organica. Por causa das consideracoes
termodindmicas, a mineralizacdo dos intermediarios ¢ realizada pela cooperagdo ao
menos de trés grupos troficos diferentes (hidroliticos fermentativos, acetogénicos
sintréficos e metanogénicos). O grupo dos microrganimos acetogénicos pode ser inibido
em altas pressdes H,, devido a incapacidade de regeneracdo das coenzimas oxidativas
sob altas pressdo deste gas. Portanto, para que toda a reag@o ocorra o hidrogénio e/ou o
formiato tem que ser eliminados assim que produzidos.

Os microrganismos Methanobacterium formicicum e Methanospirillum hungatii
sd0 o0s metanogénicos hidrogenotréficos mais frequentemente encontrados em
digestores anaerdbios (McINERNEY; BRYANT; PFENNIG, 1979; BOONE;
BRYANT, 1980; CHARTRAIN; ZEIKUS, 1986) e em sedimentos de lagos
eutrofizados (LOVLEY; DWYER; KLUG,1982). Entretanto, diversas outras espécies
methanogénicas sdo suscetiveis a realizar a remocao do hidrogénio e/ou do formiato.
No presente estudo, Methanocalculus spp. foi o microrganismo responsavel por esta
funcdo, devido a sua habilidade de usar ndo somente H,/CO, como também o acido
férmico como fonte de carbono e energia. Diversos estudos mostraram que transferéncia
do formiato poderia ser tdo importante como transferéncia do hidrogénio em

associacgdes sintroficas e, em alguns casos, o formiato poderia ser o portador principal
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de elétron interespécies (BOK; LUIJTEN; STAMS, 2002; BOONE; JOHNSON; LIU,

1989; THIELE; ZEIKUS, 1988).

A importancia da transferéncia do acetato interespécies em consorcio sintrofico
também tem sido enfatizada por diversos autores (WARIKOO, et al., 1996; JACKSON;
MCcINERNEY, 2002). A taxa de degradagdo dos substratos sdo influenciadas
extremamente pela remocgdo eficiente dos produtos de extremidade, incluindo o acetato,
e a presenca de metanogénicas acetoclasticas foi um indicio de melhora da degradacdo
dos acidos graxos (WARIKOO, et al., 1996). A deteccdo de Methanosaeta sp. como
representante do grupo metanogénico acetoclastico na fase final de operagdo do RAHLF
pode ser explicada devido a sua elevada afinidade com o acetato. As espécies
pertencentes ao género Methanosaeta apresentam uma vantagem sobre as do género
Methanosarcina, quando as concentracdes de acetato sdo baixas. O género
Methanosarcina nao foi detectado neste ensaio. Saia et al. (2007) encontraram estes
dois grupos durante a operacdo do RAHLF em condicdes halofilicas com PCP, contudo,
os autores operaram o RAHLF com maiores concentragdes de glicose, resultando
possivelmente em maiores concentragdes de acetato. Um outro fator interessante é com
relacdo ao periodo de operacdo dos reatores. Fernandez et al., (1999) estudaram a
estabilidade da comunidade microbiana de um reator metanogénico operados sob
condi¢des constantes com performance estavel, por um periodo de 605 dias. Populagdes
do Dominio Bacteria e Archaea foram analizadas pela técnica do ADRA (analises de
restricdo do DNAr amplificado). Os resultados demonstraram que as comunidades de
Bacterias e Archeae sdo extremamente dindmicas, com drasticas mudancas em curtos
periodos de tempo. Com relacdo as arquéias, dois distintos periodos puderam ser
observado pelos autores. No primeiro, que teve duragdo de 425 dias prevalecia a

predominancia de Methanobacterium formicium. Durante o segundo periodo (68 dias),
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o principal membro da comunidade de Archaeca foram Methanosarcina mazei e
Methanobacterium bryantii. Os resultados obridos por Fernandez et al., (1999),
demonstraram que a estabilidade funcional de um reator ndo implica na estabilidade da
comunidade e que uma comunidade extremamente dinamica pode ser desenvolvida em
um simples ecossistema. Portanto, a diferenca encontrada nos microrganimos
metanogénicos presentes no RAHLF 2 e no trabalho de Saia et al., (2007), pode estar
relacionado com os diferentes tempo de operacdo dos reatores e com a instabilidade de
comunidades microbianas anaerobia.

O sintrofismo entre microrganismos pertencentes a Classe “Deltaproteobacteria”
com microrganismos metanogénicos do género Methanocalculus and Methanosaeta, foi
demonstrado por Grabowski et al., (2005). Os autores encontraram o microrganismo
Methanocalculus spp em fracdo significativa nos clones recuperados da agua do campo
de 6leo do lago Pelican e propuseram a hipdtese que Methanocalculus spp. poderia ter
um papel ecoldgico importante em reservatorios de 6leo. Os autores concluiram que a
presenca do consoércio teve papel fundamental na degradagdo do heptadecano sob
condi¢des metanogénicas.

Warikoo et al., (1995) estudaram a degradacdo do benzoato por consoércios
sintréficos e demonstraram que o aumento na concentracdo do acetato, afeta a
degradagio do benzoato por culturas sintréficas. E conhecido que em ambientes
metanogénicos, o benzoato ¢ degradado a acetato, H, e formiato (FERRY; WOLFE,
1976; MOUNTFORT; BRYANT, 1982; SHELTON; TIEDJE, 1984, SZEWZYK;
SCHINK, 1989). A degradagdo do benzoato ¢ termodinamicamente desfavoravel se nédo
ocorrer consumo do hidrogénio e formiato pelas metanogénicas hidrogenotroficas.
(FERRY; WOLFE, 1976; MOUNTFORT; BRYANT, 1982). Portanto, para a completa

degradacdo do benzoato ¢ necessaria a presenca de microrganismos metanogénicos



197

acetoclasticos e hidrogénotroficos. Como a rota do benzoato é a rota preferencial de
degradacdo do PCP sob condicdes anaerdbias e, em vistas do resultados alcancados, foi
a rota verificada pelo presente estudo. A deteccdo dos microrganismos
Methanocalcullus ¢ Methanosaeta provenientes de amostra estuarina utilizada como
matriz para inocular o RAHLF operado em condi¢des salinas, foi considerada
fundamental para manter estabilidade do reator. A alta identidade com as linhagens
caracterizadas por Piza et al., (2004), conduz a afirmacdo sobre a importancia destes
microrganismos autdctones, no sintrofismo microbiano envolvido na desalogenacdo do
PCP. Essa descoberta contribui com informacdes sobre a real diversidade microbiana de
ecossistemas tropicais, sobretudo em habitats anaerobios, bem como sobre as condigdes
nutricionais e os procedimentos necessarios para confina-la em reatores e usa-la em
processos de biorremediacao.

Comparando-se os desempenhos dos sistemas RAHLF 1 e RAHLF 2 pode-se
observar que o composto 2,4,6 TCP foi o principal intermediario de degradagdo do PCP
em ambos os reatores, entretanto, no RAHLF 1 a concentra¢do deste composto no final
do experimento foi menor (Figura 35), provavelmente devido ao longo tempo de
operagao do reator (267 dias). O RAHLF 2 foi operado por 59 dias, ¢ a presenca do PCP
e do 2,4,6-TCP adsorvido na bioparticula e deste intermediario em elevadas
concentragdes no efluente do sistema no periodo final de operagdo pode ser devido ao
curto tempo de exposi¢cdo da comunidade microbiana aos organoclorados. Este periodo
de tempo perece ndo ter sido suficiente para que a comunidade dos microrganismos
halofilicos provenientes de sedimento estuarino sofresse adaptagdo a toxicidade dos
compostos. Realmente, acimulos de intermediarios clorados com elevada toxicidade
sdo esperados em periodos de adaptagdo, pois diferentes linhagens microbianas tem

diferentes taxas de crescimento e mais que uma linhagem bacteriana de consorcios
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microbianas autoctones degradadores de PCP ¢é necessaria para a completa
desalogenagdo do PCP (TARTAKOVISKY, et al., 1999).

A estratégia adotada para a partida do RAHLF 1, em que se permitiu a adaptagdo
da comunidade microbiana ao PCP durante 120 dias, apos saturacdo por adsorcao da
bioparticula com PCP presente no afluente (10mg. L) e posterior lavagem no sistema,
conduz a observacdo de que o tempo de exposicdo ao toxico é determinante para o
acumulo, com posterior consumo do PCP e seus metabolitos (YE; SHEN, 2004), pois
apos este periodo o RAHLF teve eficiéncia de 100% de remogdao do PCP em todas as
concentragdes testadas. Entretanto, a estratégia de partida adotada no RAHLF 2, com
aumento gradual da concentragdo de PCP, resultou em uma partida mais rapida com
auséncia de saturacdo da bioparticula com o PCP evitando a faléncia do reator,
diferentemente do observado no RAHLF 1, pois os compostos estavam sendo adsorvido
e, em seguida, degradado.

As condigdes nutricionais impostas na operagdo do RAHLF 2, com baixas
concentragdes dos nutrientes nitrogénio e fosforo, quando comparadas com a operagdo
do RAHLF 1 e com as demais condigdes relatadas em trabalhos de degradacdo
anaerobia do PCP (DANIANOVIC, 1997; TARTAKOVSKY et al., 1999; CHEN et al.
2000, GARDIN; LEBEAULT; PAUS, 2001; MONTENEGRO et al. 2001, SAIA et al.,
2007), permitiram a selecdo e o desenvolvimento de comunidade microbianas
autoctones proveniente de 4rea estuarina severamente contaminada capazes de
desalogenar o PCP, sob condigdes metanogénicas, halofilicas e com glicose ¢ formiato
como doadores de elétrons. A condicdo nutricional imposta, aliada a estratégia de
partida deste ensaio, possibilitou rapida partida no processo, Otima eficiéncia de
remoc¢do e consumo eficiente dos nutrientes, objetivando reducdo de custos em

processos de biorremediacdo do local contaminado.
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Uma das grandes limitagcdes encontradas para se propor o uso de tecnologia da
biorremediacdo em areas contaminadas ¢ a dificuldade em formular estratégias de
tratamento que produza resultados satisfatorios em termos de taxa de degradacdo e
concentragdo do contaminante residual (HEAD, 1998). Uma das preocupacdes esta na
quantidade de nutrientes que se deve fornecer para que a biorremediacdo ocorra.
Diversos trabalhos tém sido realizadados para verificar qual a relacdo nuticional
adequada para que a comunidade microbiana aerobia degradadora de compostos toxicos
se desenvolva, sem resultar em adicdo de mais nutrientes do que o estritamente
necessario (SWANNEL et al., 1999; HEAD; SWANNEL, 1999, VENOSA, et al.,
1996). Devido a este fato, os resultados apresentados e discutidos na presente tese
constituem fonte relevante de informagdes para o entendimento das relagdes
nutricionais em sistemas anaerdbios e corroboram com os resultados também
alcangados por Damianovic (1997), Baraldi (2002), Nakayama (2005) e Saia et al,,
(2007). O presente trabalho propde o uso do RAHLF inoculado com microrganismos
autdctones provenientes da area estuarina estudada sob condigdes metanogénicas,
halofilicas, com glicose ¢ formiato como doadores de elétrons ¢ baixa relacdo de
nitrogénio e fosforo, como uma tecnologia anaerdbia a ser aplicada em estratégias de
biorremediacdo da regido impactada e em tratamento de efluentes industriais contendo

PCP.
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6.0 CONCLUSOES

Quanto a coleta de sedimento e determinacao in situ das variaveis fisico-

quimicas do local de coleta

- O amostrador “corer” foi adequado para a coleta dos sedimentos.
- O ambiente de coleta do sedimento encontrava-se em condi¢coes mesofilicas, com

baixo potencial Redox e apresentava elevada atividade metanogénica.

Quanto ao ensaio de adsorc¢io
- A equacao de isoterma de Freundlich foi a que melhor descreveu o comportamento da

adsor¢do do PCP em bioparticulas inertes.

Quanto a ativacdo e enriquecimento do consércio microbiano anaeroébio
metanogénico das amostras de sedimento do Sistema Estuarino de Santos-Sao

Vicente coletados em frente da COSIPA.

- O meio de cultivo salino Biota suplementado com glicose e formiato, nas duas
condi¢des nutricionais testadas (DQO:N:P 1000:130:45 e 1000:10:1), foi propicio para
o desenvolvimento da comunidade microbiana metanogénica halofilica.

Quanto a avaliacdo do desempenho do inéculo na remocao de PCP em diferentes

relacoes nutricionais (DQO:N:P), baseado na Teoria dos Nutrientes Limitantes.
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- As diferentes relacOes nutricionais testadas resultaram na selecdo de distintas
comunidades microbianas do Dominio Bacteria, ¢ em diferentes velocidade de
degradagdo do PCP.

- A relagdao N:P de 10:1 foi a que apresentou melhores resultados, pois além da rapida
degradagdo do PCP quando comparada com as outras relagdes, apresentou a maior

diversidade de microrganismos e menor concentra¢do nutricional.

Quanto a operacdo do RAHLF.

- A incolu¢do do RAHLF em sistema de circuito-fechado foi adequada.

- A espuma de poliuretana mostrou-se adequada para a colonizacdo e imobilizagdo da
biomassa no reator sem perda de células durante o periodo operacional.

- Os microrganismos autoctones do enriquecimento do sedimento da Cosipa foram
in6culos adequados para a biodegradagio do PCP de 0,5 a 12,0 mg. L™ sob condigdes
salinas, metanogénicas, com glicose e formiato como substratos organicos em RAHLF.
- A alimentagcdo progressiva de PCP e as concentragdes nutricionais adotadas
(DQO:N:P 1000:10:1) utilizadas na partida do RAHLF 2 foram adequadas e
proporcionaram uma partida mais eficiente do reator, quando comparado com o modo
de alimentag@o e a condig@o nutricional adotado na partida do RAHLF 1.

- O composto, 2,4,6 TCP foi o intermediario principal no efluente do reator.

- A rota principal de degradacdo do PCP neste trabalho se deu através da desclorag@o na
posicdo meta, passado por 2,4,6-TCP, 2,6-DCP ¢ 4-CP.

- Os perfis espaciais permitiram concluir que acentuada remo¢ao de PCP na fase liquida
para todas as concentragdes aplicadas ocorreu na duas primeiras parte do reator.

- O balanco de massa no reator RAHLF 1 demonstrou a ocorréncia de remocao

biologica de 99,48% das 1.955 mg de PCP introduzidas no reator.
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- O balang¢o de massa no reator RAHLF 2 demonstrou que da quantidade total de 385,46
mg de PCP adicionados ao sistema, 15,68 mg (4,06%) foram encontradas no efluente e
61,446 mg, ou 15,94%, ficaram adsorvidas nas bioparticulas do reator. Portanto,
considera-se que 80% do PCP adicionado foi degradado por processo anaerobio.

- A técnica do DGGE permitiu constatar microrganismos halofilicos do Dominio
Bacteria, os quais se presume, participaram na desalogenagdo redutiva do PCP. As
arquéias metanogénicas halofilicas estiveram relacionadas com o consumo de acidos
organicos, principalmente o acético e formico.

- Analises das seqiiéncias das bandas recortadas do gel de DGGE, permitiram identificar
os microrganismos Methanocalcullus e Methanosaeta na fase final de operagdo do
RAHLF 2, relacionando estrutura da comunidade microbiana metanogénica e funcao
dos seus integrantes.

- As espécies metanogénicas identificadas, presentes no RAHLF, apresentaram alta
similaridade com linhagens provenientes do mesmo local onde foi coletado o sedimento
utilizado como ino6culo no reator, comprovando que a metodologia empregada para
inoculacdo ¢ operacdo do RAHLF, assim como o meio salino Biota, foram adequados
para confinar e manter a populagdo microbiana autoctone proveniente do sedimento

estuarino de Santos no reator.
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7.0 RECOMEDACOES

Como recomendagdes para futuros trabalhos, sugerem-se:

- Para ensaios de degradagdo de compostos toxicos, fazer exames nutricionais
previamente, visando a escolha da relagdo DQO:N:P que selecione a comunidade
microbiana mais apta a degradar o composto em questao.

- Para ensaios de degradacdo de compostos toxicos utilizar, sempre que possivel,
inoculo previamente exposto ao composto.

- A estratégia de partida com acréscimo gradual da concentracdo do composto
toxico a ser estudado ¢ adequada para reatores anaerobios.

- Padronizar metodologia, que melhor reflita a determinacdo de biomassa
microbiana de lodo proveniente de amostras ambientais.

- Isolar os microrganismos presentes na fase final do ensaio de degradacdo de
produtos toxicos, para realizagdo de testes de fisiologia e metabolismo bioquimico,
visando a identificagdo de culturas e, posterior submissdo a uma colegdo de cultura em
centro depositario.

- Utilizar a metodologia do DGGE para acompanhamento do padrio de
diversidade microbiana.

- Utilizar técnica de clonagem e sequenciamento para identificacdo de culturas
microbianas.

- Utilizar a metodologia do SIP — Stable Isotope Probing, para identificagdo de
linhagens microbianas, que participaram efetivamente do processo de degradacdo do

composto alvo, desde que tenha certeza que a mineralizagdo do composto ocorra.
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ANEXO 2

Matriz dos perfis do DGGE realizados com primers para o Dominio Archaea nos
pontos 1, 3 e 5 do reator, antes da adi¢do e apds a saturagdo da biomassa com PCP,

durante o ensaio de estudo de adsor¢do no RAHLF 1
|

N | 1 2 3 2 5 6 H
! X | x x | x | X | x 6
2 X | x x | x| X | x 6
3 X | x x | x| X | x 6
4 X | x x | x| X | x 6
5 X X X | x 4
5 x 7
7 X | x x | x| X | x 6
8 X X 2
° X | x x | x| X | x 6
10 X | x x | x| X | x 6
T x 7
12 X | x x | x| X | x 6
13 X | x x | x| X | x 6
1 <« | x 2
15 < | x 2
16 <~ | x 2
77 « | x 2
18 <« | x 2
19 X | x x | x| X | x 6
\" 16 18 11 10 12 11

Legenda da Figuras: N = posicdo das bandas; V = niimero de bandas produzidas em cada amostra ou
coluna; H = niimero de bandas das posigdes de cada coluna (marcas negras representam as bandas); 1, 3,
5 — Pontos 1, 3 e 5 do reator antes da adicdo do PCP; 2, 4, 6 — Pontos 1, 3 e 5 do reator apds a saturacdo
da biomassa com PCP.
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Matriz dos perfis do DGGE realizados com primers para o Dominio Bacteria nos
pontos 1, 3 e 5, do reator, antes da adicdo e apds a saturacdo da biomassa com PCP,

durante o ensaio de estudo de adsor¢do no RAHLF 1

N 1 2 3 2 5 6 H
7 . 1
2 x . 2
3 . 7
4 X | X x | x| X | x 6
5 X | X X X 4
5 " 7
7 X X X 3
8 X X X 3
o X X X 3
10 x 7
" X x | X | x 4
12 <« | x 2
13 X | x x | X | x 5
1 x 7
15 X X 2
16 X | x X X 4
77 X 7
18 X i
\" 9 11 5 6 8 6

Legenda da Figuras: N = posicdo das bandas; V = niimero de bandas produzidas em cada amostra ou
coluna; H = nimero de bandas das posi¢des de cada coluna (marcas negras representam as bandas); 1, 3,
5 — Pontos 1, 3 e 5 do reator antes da adicdo do PCP; 2, 4, 6 — Pontos 1, 3 e 5 do reator apds a saturacdo

da biomassa com PCP.
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ANEXO 4

Matriz dos perfis do DGGE realizados com primers para o Dominio Bactéria no ensaio
de avaliacdo do desempenho do indculo na remogdo de PCP em diferentes relagdes
nutricionais (DQO:N:P)

N T 1 p 3 2 5 6 7 8 9 10 T A
0 | ©o | &1 | 5:2) | 10:0) | (o) | (10:2) | (15:2) | 20:5) | (50:10) | (130:45)

] X 1

2 " 7

3 " 1

3 S 2

5 X | x | x X | x| x| x X 8
6 X | x| x| x X X 6
7 X X | x | x | x X X !
8 X X | x| x| x X X 7
9 x . 2

10 " x 2

1 X | x | x | x X X 6
12 X X X | x| x| x X 7
13 X | x | x | x| x| x| x| x| x X X [ M
14 X | x | x | x| x| x| x| x| x X X | "
15 X 1

16 X | x | x | x| x| x| x| x| x X X [ M
17 x | x | x| x| x| x| x| x X X |
18 X <~ | x 3
19 x 1

20 x X |2
21 X X X | X 4
2 X X X | X X 5
23 x <~ | x 3
% ~ | x | x 3
%5 X 1

% X X | x| x| x X 6
27 X X X | x| x| x X 7
28 X <~ | x 3
29 X X | x| x| x | x| x| x X X |
30 x x 2
31 X | X X X 4
32 X X X | x| x| x X 7
\" 17 6 16 12 5 21 21 14 17 15 11

Legenda da Figuras: N = posicdo das bandas; V = niimero de bandas produzidas em cada amostra ou
coluna; H = niimero de bandas das posigdes de cada coluna (marcas negras representam as bandas); 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10 e 11: (Inoculo), (0:0), (5:1), (5:2), (10:0), (10:1), (10:2); (15:2); (20:5), (50:10),
(130:45) em (N;P).
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Espectros de comparacdo resultante de andlise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro ¢ da amostra analisada. Os outros dois sdo
os expectros dos compostos que apresentaram maior similaridade: 4 CP e 2 CP.

+ Spectra Comparison
Display  Bepott! Help

| [#]%]

= Comp.Info.

Hit No.: 0

[ D]

Comp.Info.

Hit No.: 9

[Iv]

Comp.Info.

Hit No.: 10

[+]

Target
138
A04
kil
A
2 7o "
0l | ,|:|,|,,|‘, [ A M:, L, 1B 1% 210 222 2 250 268 282
' 100 ' 200 ' =
128 : Parachlorophenol 55 Phenol, 4-chloro- §5 Phenol, p-chloro- §§ p-Chlorophenol $5 4-Chlorophenol 55 4-Hydroxychlor
188 Cl
504 B5
e ‘ OH
73 10a
a0
0] I .IE.I|3. i . | —
100 200
128 : Phenaol, 2-chloro-
18 cl
OH
0
b 120
92
18 A
100 200
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Espectro de comparagdo resultante de analise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro ¢ da amostra analisada. Os outros dois sdo
os expectros dos compostos que apresentaram maior similaridade: 4 CP e 3 CP.

i Spectra Comparison

[ [T ]x]

Comp.Info.

Hit No.: 0

[ D]

Comp.Info.

Hit No.: 18

D]

Comp.Info.

Hit No.: 21

D]

Display Heportl Help
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138 fall
504
B gq 73
102 1#3 200
] ||||| ...|| |||||. L |h| 154 164 177 193 207 222 234 251 26B 283
1 T ]
' 100 ' 200 ' 00~
128 : Parachlorophenol $§ Phenol, 4-chloro- $$ Phenol, p-chloro- $5 p-Chlorophenol $5 4-Chlorophenol §5 4-Hydroxychlon
k8 C1l
50' 85
29 ‘ OH
73
50
i i, |||II|| o ||| %3 |!|| I.' - . -
100 200 3008
128 : Phenol, 3-chloro-
138 cl
O
130
B5 OH
18 3 ‘ 100
0 V l 4.Bi. .||| F‘I|3. u 1A . | .
100 200 3008
i Iniciar H &S » HBcwsss-som | 4 Report Manager | 5 Pt Rur Menu

|2 Browser - aM15_ “8 1011
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Espectro de comparagdo resultante de analise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro ¢ da amostra analisada. Os outros dois sdo

os expectros dos compostos que apresentaram maior similaridade:

Benzenodicarboxilico.

Target
1) =]
504
57
7 470
o A% o, 2 67 qas %23 54256 2e1 296311 38 309403 421 M6 N
. : : : _
' 100 200 ' 300 400 ' -

278 - 1,2-Benzenedicarboxy

lic acid, bis[2-methylpropyl] ester

50

£,

R

1

9

1 l?? 205 2T3

100

200 ' 300

334 :1.2-Benzenedicarboxy

lic acid, butyl 2-ethylhexyl ester

504

41
g C om 1o
JI l||| L

=1

1

3

160 173 205 223 267

L)
100

200 300

400

1,2 Acido
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Espectro de comparagdo resultante de analise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro ¢ da amostra analisada. Os outros ¢ o
expectro do composto que apresentou maior similaridade: 1,3 dimetil benzeno

Target
9 4]
a0y 106
1
e
0) 118 143 186 19 203 246 O67 29431005 34 361377 M6 M6 442453
100 ' 200 ' 30 ' 400 s
106 : Benzene, 1,3-dimethyl-
9
zl 106 O
29 51 65 I
oL 7L | | | |
100 200 200 400

il Inicic
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Espectro de comparagdo resultante de analise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro ¢ da amostra analisada. Os outros ¢ o
expectro do composto que apresentou maior similaridade: 1,2 dimetil benzeno

| MEE

Target

9 108 =

51

504 7
&5
“ J il 124142 164178 204213235 265282 300316 343 373 391 414 431 449
100 ' 200 ' 300 ' 400 r
106 : Benzene, 1,2-dimethyl-
E

472

=1

l 1

106
O

2351 77

Lpehd)
bhal ) , ,
100 200 300 400

=1
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Espectro de comparagdo resultante de analise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro ¢ da amostra analisada. Os outros dois sdo
os expectros dos compostos que apresentaram maior similaridade: 2,3,5,6
Tetraclorofenol e 2,3,4,5 TeCP.

| HEE
Target
252 fall
504
274 47
0] 283 |, 295 31§ B/ 37T 408 429 446
; ; |
100 200 ' 300 ' 400 ' S
230 : Phenol, 2,3,5.6-tetrachloro- $5 2.3,5.6-Tetrachlorophenol
232 OH
c1 c1
01 i O
c1 C1
85 83 9% B8
LT e ]
0 |I h Lyl 1 IlI |I i |1£|13I 1 - . - . -
100 200 300 400
230 : Phenol, 2,3,4,5tetrachloro- $§ 2.3.4,5-Tetrachlorophenol
252 c1
c1 c1l
O
13
168 1594 He .
96
NG J H o
0 [T 'l. b i : o , . , . ,
100 200 300 400

3 1756



237

ANEXO 8

Espectro de comparagdo resultante de analise em cromatografia gasosa com
espectrometro de massa. Primeiro espectro é da amostra analisada. O outro é o expectro
do composto que apresentou maior similaridade: Fenol

' Spectra Comparison [ [&]=]
Dizplay  Beport! Help
Target
¥ = Comp.Info.
Hit No.: 0
o I [ I»]
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468
0 Ll 2y 12 195713 238 267 290 322 M9 377 408 4% 447
} : ; ; _
' 100 ' 200 ' 300 ' 400 -
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¥ OH Comp.Info.
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e 7]
a9 BR
55
0 Il Lyl .ﬂ 73 : : . :
100 200 300 400
94 : Phenol
¥ OH Comp.Info.
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O [I+]
&6
B
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