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RESUMO

A camada de escuma formada na superficie de decantadores de reatores UASB é constituida de materiais
flutuantes remanescentes ao tratamento bioldgico. A hipotese deste trabalho ¢ que a escuma abrigue
microrganismos capazes de oxidar sulfeto e metano e, desta forma, contribua para minimizagao do mau odor e
da emissdo de metano, respectivamente. Adicionalmente, acredita-se que o metano também possa ser oxidado
anaerobiamente dentro do reator UASB. Para a identificagdo dos microrganismos capazes de oxidar sulfeto,
foram realizadas analises qualitativas por meio de microscopia Optica comum ¢ contraste de fase. Para
detecgdo dos microrganismos envolvidos na oxidagdo de metano, extraiu-se o DNA da escuma e juntamente
com primers especificos realizou-se a reagdo de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados
obtidos da andlise qualitativa demonstraram a presenga de bactérias oxidadoras de sulfeto, tais como
Beggiatoa sp., Thiotrix sp. e Chlorobium sp. Em rela¢do a técnica de PCR, o primer geral do grupo de
metanotrofica aerobias (A189f-A682r) detectou a presenga destes microrganismos na escuma, assim como os
primers especificos identificaram metanotroficas do tipo I: Methylobacter/Methylosarcina (A189f-Mb601r) e
Methylococcus (A189f-Mc468r); e representantes do tipo II: Methylocapsa (A189f- Mcap630r ) e
Methylosinus (I1223f-11646r). Além disso, os grupos de arquéias anaerobias oxidadoras de metano (ANME(f-
907r) e de bactérias redutoras de sulfato (907-385) foram também detectados na escuma.

PALAVRAS-CHAVE: Escuma, Oxida¢do de Metano, Reator UASB, Sulfeto.

INTRODUCAO

Dentre as tecnologias de engenharia aplicadas no processo de tratamento de aguas residuarias estdo os
biodigestores, tais como o reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB). Estes biorreatores
sd0 ecossistemas muito complexos, contém diferentes espécies microbianas que utilizam os compostos
organicos biodegraddveis presentes nos esgotos domésticos como fonte de carbono e/ou energia e dessa
forma, contribuem para a eficiéncia do tratamento na remogdo da matéria organica.

A escuma ¢ um importante constituinte deste processo. Formada na superficie do decantador do reator UASB,
dispde-se como camada soélida composta por materiais com densidade menor que a da agua e de dificil
degradacdo (SOUZA et al., 2006). Estes materiais, juntamente com microrganismos filamentosos, formam
uma trama que serve de habitat para diferentes microrganismos, tais como arquéias, bactérias, protozoarios,
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cianobactérias e algas, sendo as duas ultimas responséaveis pela coloragdo predominantemente esverdeada da
escuma.

Um dos maiores problemas da degradacdo anaerdbia de aguas residudrias ¢ a presenca de enxofre. Nestas
condigdes, o sulfeto de hidrogénio ¢ formado no processo de reducdo de sulfato. Dentre as espécies ionizadas
(HS e S,) e ndo-ionizadas (H,S) de enxofre, apenas o ultimo é capaz de atravessar a membrana celular, sendo
a forma mais toxica de sulfeto que ocasiona a inibigdo dos microrganismos. Além disso, quando o sulfeto
passa da forma dissolvida no efluente para a gasosa, ocorre exalagdo de maus odores em ambientes abertos.

Nestas condigdes, uma possibilidade para controle de odor foi sugerida por Souza et al. (2006). Os autores
consideraram a camada de escuma, como um filme bioldgico capaz de remover compostos reduzidos de
enxofre por meio de microrganismos oxidadores de sulfeto.

No tratamento anaerdbio, a comunidade microbiana transforma a matéria orgénica complexa em gases
(principalmente metano e gas carbonico). A produgdo de metano (metanogénese) € a principal etapa em que
ocorre a remocdo efetiva da matéria organica carbonacea da fase liquida, uma vez que o metano é pouco
soluvel em agua. Entretanto, segundo Campos (1999), parcela significativa de metano pode permanecer
dissolvida no liquido e, assim, sair com o efluente final tratado. Contudo, na camada de escuma, uma parcela
do metano pode ser removida por meio da oxidagdo biologica, mediada pelas bactérias metanotroficas
aerobias que o utilizam como unica fonte de carbono.

As metanotroficas sdo freqiientemente detectadas em superficies de sedimentos recobertos com agua com alto
teor de oxigénio dissolvido, ou na zona do metalimnio, entre as zonas anodxicas saturadas de metano e o
epilimnio aerdbio. Sdo fisiologicamente e filogeneticamente distintas e divide-se em dois grupos: gamma-
Proteobacteria, que inclui as metanotroficas do tipo I, e alfa-Proteobactéria, que inclui as metanotroficas do
tipo II. Os microrganismos do tipo I crescem preferencialmente em altas concentragdes de oxigénio e baixas
concentragdes de metano, em contraste com o tipo Il de metanotréficas que crescem em baixas concentragdes
de oxigénio e nitrogénio e altas concentragdes de metano (ZHENG et al., 2008).

A oxidagdo de metano pode ocorrer também em ambientes anaer6bios, tais como sedimentos marinhos e areas
alagadas, como os pantanos. Os microrganismos responsdveis pela oxidacdo anaerdbia do metano (OAM)
ainda ndo foram isolados ¢ o mecanismo permanece desconhecido. Contudo, estudos moleculares mostram
que as metanotroficas anaerobias (ANME) sdo filogeneticamente afiliados com arquéias metanogénicas da
familia Methanosarcinales e dois grupos filogenéticos sdo reconhecidos: ANME-I e ANME-II. Além disso,
com exce¢do da Mehylocella palustris, todas as metanotroficas possuem a enzima particulate methane
monoxygenase (pMMO) que cataliza a oxidagdo de metano.

As evidéncias da oxidagdo anaerdbia de metano sdo bem documentadas na literatura, baseado na modelagem
geoquimica (WARD et al., 1987), isotopos estaveis (BURNS, 1998), perfil quimico da agua (BOROWSKI,
PAULL e USSLER, 1999), estudos de inibidores (CHAN & PARKIN, 2000) ¢ incubagdes de amostras com
tracadores readioativos (THOMSEN, FINSTER e RAMSING, 2001). Os resultados destes estudos levaram a
hipotese de que a oxidagdo anaerdbia de metano ¢ mediada por um consoércio de arquéias e bactérias redutoras
de sulfato (BRS). O metano ¢ convertido por arquéias metanotroficas a dioxido de carbono e os subprodutos
desta reacdo (metanol, hidrogénio molecular ou acetato) sdo subseqiientemente metabolizados por bactérias
redutoras de sulfato (HALLAM et al., 2004).

Sabe-se que o metano ¢ um dos mais potentes gases do efeito estufa, apresentando potencial de aquecimento
global aproximadamente 21 vezes superior ao do gas carbodnico. Felizmente, o metano langado na atmosfera ¢é
degradado por processos quimicos. Contudo, a oxidagdo biologica de metano é responsavel por remover mais
metano do que a oxidagdo quimica. Acredita-se que em ambientes aerobios e anaerobios, a oxidagdo bioldgica
do metano € responsavel por remover o metano antes mesmo de atingir a atmosfera, diminuindo desta forma
sua emissdo. Assim, sem a oxidagdo bioldgica do metano, as concentracdes deste composto na atmosfera
seriam ainda maiores.

Nesse contexto, a hipotese deste trabalho ¢ que a escuma abrigue microrganismos aerobios e microaerofilicos
envolvidos na oxidacdo de sulfeto e na oxidacdo de metano e, desta forma, contribua para minimizacdo de
maus odores ¢ da emissdo de metano, respectivamente. Além disso, acredita-se também que o metano possa
ser oxidado anaerobiamente dentro do reator UASB, o que explicaria parte da perda de metano reportada por
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diversos autores. Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar a presenca de bactérias oxidadoras de
sulfeto e de metano em amostras de escuma de reator UASB, por meio de técnicas de microscopia Optica e de
biologia molecular.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo, foi utilizado um reator UASB, em escala piloto, destinado ao tratamento de esgotos domésticos.
O reator era equipado com retentor de escuma, o que possibilitava a acumulagdo desta na superficie do
decantador. O aparato experimental (Figura 1) foi instalado no Centro de Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CePTS) da UFMG/COPASA.

— || Ponto de coletalf
—
-t daescumae
efluente

Figura 1: Vista do reator UASB e do decantador (ampliado, a direita).

As amostras de escuma foram coletadas no decantador do reator UASB e encaminhadas ao Laboratorio de
Microbiologia do DESA/UFMG, para prosseguimento das andlises. O volume de escuma totalizava-se entre
15-18 mL, sendo completado para 50mL com tampao PBS 1X (NaCl 0,13M; Na,HPO,4 0,7Mm; NaH,PO,
0,3Mm; pH 7,2). Essas amostras foram lavadas com tampao PBS 1X e 50mL de cada amostra foram
transferidas para o tubo Falcon e centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos. Para analise molecular, os
sedimentos dessas amostras foram armazenados em tubos tipo Eppendorf de 2,0 mL e mantidos a temperatura
de -20°C.

Para caracterizagdo morfolégica dos microrganismos presentes na escuma, realizaram-se analises
microscopicas. A solugdo agar 1% foi aquecida em forno microondas por aproximadamente 1 minuto e
distribuida sobre a lamina de vidro. Apds solidificacdo do agar, foi colocada aliquota da amostra e, por
conseguinte, a laminula. A caracterizagdo microbiana foi realizada no periodo de 14/08/07 a 18/08/08, por
meio de microscopia Optica comum e contraste de fase no microscopio binocular da marca Olympus, modelo
BX-50, com camara acoplada para captura de imagem.

Para outros microrganismos - algas e cianobactérias - foi necessario fixar a amostra de escuma com 1mL de
lugol. A identificagdo dos microrganismos presentes na escuma foi possivel com a utilizagdo de chaves
taxonomicas (ANAGNOSTIDIS e KOMAREK,1988, KOMAREK ¢ ANAGNOSTIDIS, 1989, 1999 e 2005,
SANT’ANNA e AZEVEDO,1989 e 2000, AZEVEDO e SANT’ANNA, 2003, BICUDO E MENEZES,
2006).

Para a extragdo do DNA microbiano da escuma do reator UASB foi utilizado o método descrito por Egli et al.,
(2003). O método consiste basicamente em lise celular quimica e mecénica, seguida de purificagdo dos acidos
nucléicos em fenol e cloroférmio. O material gendmico purificado foi ressuspendido em agua ¢ mantido a -
20°C.

Foram realizadas trés extracdes da amostra de escuma e aliquotas de 5,0uL foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1,0% a 75 Volts por 45 minutos. Para se avaliar o tamanho dos acidos nucléicos extraidos,
utilizou-se como marcador de peso molecular, o Ladder 1Kb (Fermentas). Enquanto que, para estimar a

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



25° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

concentragdo de DNA no gel, foi utilizado o DNA Lambda na concentracdo de 300ng/pL. O lambda foi
diluido 100X (3ng/uL) e no gel, aplicou - se 4ul. do Lambda obtendo-se a concentragdo final de 12ng/pL.

O gel de agarose foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta
para verificagdo da extragdo do DNA gendmico. As imagens dos géis foram registradas por um sistema de
captura de imagem.

As extragdes de DNA obtidas das amostras de escuma foram submetidas a amplificagdo por PCR, por meio de
diferentes pares de iniciadores (primers) conforme o grupo de interesse. Na reagdo de amplificagdo dos
fragmentos de DNA foram usados os seguintes reagentes, com suas respectivas concentragdes, para um
volume final de 25puL: tampdo de PCR (1X); MgCl, (1,5mM), dNTPs (200uM); primer forward (200nM) ¢
primer reverse (200nM) ; enzima Taq polimerase (1,25U) e 1uL do DNA extraido.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas juntamente com um controle sem DNA (branco). O processamento
da reagdo de PCR ocorreu no termociclador (Eppendorf). As reagdes foram realizadas em trés eventos
diferentes, ou seja, trés reagdes de PCR independentes para o mesmo fragmento de interesse, para garantir a
representabilidade dos resultados.

A detecgdo do grupo geral de metanotroficas aerdbias foi feita por meio de PCR com gradiente de temperatura
(primers A189F-682R, Tabela 1). Para os géneros especificos de metanotroficas aerdbias, utilizou-se o
produto de PCR (obtido com os primers para o grupo geral) como DNA alvo para a segunda reacdo de PCR,
com primers especificos para os géneros Methylobacter/Melhylosarcina, Methylococcus, Methylocapsa e
Methylosinus. Enquanto que, para detec¢do dos microrganismos envolvidos na oxidagdo anaerdbia de metano,
utilizou-se os primers ANMEf-907R e 907-385, para a deteccdo das arquéias anaerdbias oxidadoras de
metano e bactérias redutoras de sulfato, respectivamente. As temperaturas utilizadas na programagao para as
amplificagdes do fragmento de interesse estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Perfis de temperatura utilizados para cada par de primers na reagdo de PCR.

Par de Grupo alvo Tamanho do Condi¢do de amplificagdo Referéncia
primers fragmento
A189f Grupo geral das 500 pb 94°C,45s,62-52°C,60s;72°C, Horz et al., 2005
A682r metanotroficas 180s (30 ciclos)

aerdbias
A189f Methylobacter/ 432 pb 94°C,45s; 56°C,60s; 72°C,  Kolb et al., 2003
Mb601r Methylosarcina 3min (30 ciclos)
A189f Methylococcus 299 pb 94°C,45s; 62°C,60s; 72°C, Kolb et al., 2003
Mc468r 3min (30 ciclos)
11223f Methylosinus 444 pb 94°C,45s; 62°C,60s; 72°C,  Kolbetal., 2003
116461 3min (30 ciclos)
A189f Methylocapsa 461 pb 94°C,45s; 56°C,60s; 72°C,  Kolbetal., 2003
Mcap630 3min (30 ciclos)
ANME(f Grupo geral de 817 pb 94°C,45s; 57°C,60s; 72°C, Thomsen et al.,
907R metanotroficas 3min (30 ciclos) 2001

anaerdbias
907 Grupo geral de 522pb 94°C,30s; 63°C,60s; 72°C, Amann et al.,
385 bactérias redutoras de 60s (20 ciclos); 94°C,30s; 1990

sulfato 53°C,60s; 72°C, 60s (10

ciclos)

Todas as reagdes de PCR iniciaram com desnaturagdo em 94°C por 3 minutos e finalizou com elongamento a
72°C por 10 minutos, com temperatura de espera em 4°C. O PCR touch-down foi usado de 62°a 52°C. Depois
de cada ciclo, a temperatura de anelamento decaiu 0,5°até atingir 52°C.

RESULTADOS

Os resultados da caracterizacdo morfologica da escuma por observagdo em microscopia optica estdo
apresentados na Figura 2, que corresponde as bactérias similares a Beggiatoa sp., Thiotrix sp. e Chlorobium
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sp., respectivamente. Estas bactérias sdo capazes de oxidar sulfeto e produzir sulfato, além de acumular
granulos intracelulares de enxofre elementar para ser oxidado posteriormente, o que indica a importancia das
mesmas no ciclo do enxofre. Dentre estas bactérias, destaca-se Chlorobium sp., bactéria fototrofica
anoxigénica, que sob condigdes anoxicas e na presenca de luz, utiliza o sulfeto como doador de elétrons na
fotossintese anoxigénica. A incidéncia direta da luz e o contato do efluente com a escuma possibilita a
realizacdo da fotossintese anoxigénica, entretanto, este dado ndo foi avaliado na pratica. Ainda, outras
morfologias bacterianas foram observadas tais como: bacilos, cocos e espirilos, além de filamentos de
cianobactérias.

Figura 2: Microrganismos presentes na escuma. A- Beggiatoa sp., B - Thiotrix sp. e C- Chlorobium sp.

A extracdo do DNA pelo método de Egli et al., (2003) foi eficiente para extragdo de DNA da amostra de
escuma conforme apresentado na Figura 3. Contudo, a analise da extracdo de DNA em gel de agarose mostrou
que a quantidade de DNA extraido foi pequena, quando efetuada a analise quantitativa do DNA em relaggo ao
DNA Lambda (Figura 3), totalizando em 12ng/pL. de DNA extraido.

Além disso, a extragdo apresentou “rastros”, que podem ser contaminantes como os acidos humicos, proteinas
ou ainda residuos dos reagentes da extracdo. O fato das bandas apresentarem mais claras, indicado por setas
na Figura 3, pode ser devido a ocorréncia da perda de DNA durante o processo de extracdo da amostra.
Contudo, a qualidade ¢ a quantidade de DNA néo interferiram nas amplificagdes por PCR.

EoA  E2B E2C lambda

Figura 3: Resultados da extragdo de DNA da amostra de escuma do decantador do reator UASB e DNA
Lambda na concentragdo de 12ng/pL na ultima canaleta.

Apos as extracdes de DNA das amostras de escuma, uma quantidade de DNA foi utilizada nas reagdes de
PCR para deteccdo das metanotroficas aerdbias. A presenca do grupo geral de metanotroficas aerdbias foi
constatada por meio de reagdo de amplificagdo com o par de primers geral (A189F-A682R); o resultado da
amplificagdo esta apresentado na Figura 4, canaleta 7. Com o objetivo de identificar os géneros de
metanotroficas aerobias foram utilizados os primers especificos para detectar Methylobacter/Methylosarcina,
Methylococcus, Methylocapsa e Methylosinus e os resultados encontrados foram positivos para todos os
organismos testados (Figura 4, canaletas de 2 a 6). A diversidade de metanotroficas aerdbias encontradas na
escuma sugere que estes microrganismos possam estar realizando a oxidagdo do metano no efluente do reator
UASB, visto que, sdo capazes de utilizar este gas como fonte de carbono e energia.

O limite de detecgdo dos primers utilizados para investigagio dos grupos de metanotroficas ¢ de 10" a 10°
moléculas alvo/reacdo (KOLB et al., 2003). Portanto, os primers testados para os géneros de metanotroficas
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aerdbias foram capazes de detectar os representantes deste grupo mesmo quando estavam presentes em
pequena quantidade. Considerando que o tipo I de metanotroficas cresce preferencialmente em altas
concentragdes de oxigénio e baixas concentragdes de metano, os géneros Methylobacter/Methylosarcina e
Methylococcus podem estar presentes em menor quantidade, uma vez que a camada de escuma apresenta as
condigdes favoraveis para o crescimento dos membros do tipo II, que crescem em baixas concentracdes de
oxigénio e nitrogénio e altas concentragdes de metano (ZHENG et al., 2008).

Em concordancia com os resultados encontrados, o estudo realizado por Halet et al. (2006) detectou estes
microrganismos em condigdes mesofilicas durante a compostagem da matéria orginica, € 0s grupos
pertencentes ao tipo II foram predominantes sob altas concentracdes de metano. Ainda, conforme Miguez et
al., 1999, o género Methylosinus se adaptou nas condig¢des do reator UASB, parcialmente aerado. Além desses
estudos, RASTOGI (2007) observou grupos de metanogénicas ¢ metanotroficas no biogas de um reator e
concluiu que o biogas contém uma diversidade de metanotroficas aerobias.

- -

il 4 5 a6 7

!
*iid ]

Figura 4: Produtos de PCR da amostra de escuma correspondente a detec¢do de metanotroficas aerdbias. 1-
Marcador de peso molecular (Ladder 1Kb, Fermentas), 2- Methylocapsa sp., 3- Methylococcus sp., 4-
Methylobacter/Methylosarcina sp., 5- Methylosinus sp., 6- branco, 7- grupo geral de metanotroficas aerdbias.

Ed

Em relacdo aos microrganismos envolvidos na oxidagdo anaerdbia de metano, os grupos de arquéias
anaerdbias e bactérias redutoras de sulfato foram encontrados na escuma, conforme apresentado na Figura 5.
A presenga de metanotroficas anaerébias (Figura 5a) na camada de escuma pode estar intimamente
relacionada com a perda de solidos provenientes do lodo anaerdbio em dire¢do a camada de escuma. A
presenca destes microrganismos na escuma ndo necessariamente indica que estdo metabolicamente ativos
realizando a oxidagdo de metano, mas ¢ um fator importante que sugere sua adaptagdo nas condigdes do reator
UASB.

Além disso, as bactérias redutoras de sulfato (Figura 5b) também foram detectadas na escuma, o que subsidia
a possibilidade de oxidagdo anaerobia de metano na camada de escuma. Segundo Hallam (2004), a conversdo
do metano a didxido de carbono ¢ realizada pelas arquéias metanotroficas e os subprodutos desta reagdo
(metanol, hidrogénio molecular ou acetato) sdo subseqiientemente metabolizados pelas bactérias redutoras de
sulfato.

ladder BRS |
= ¢ —

Vinilinm

o
[&3
Figura 5: Produtos de PCR da amostra de escuma correspondente a detecgdo dos microrganismos envolvidos
na oxidagao anaerobia de metano (indicado pela seta).
a - arquéias anaerobias; b- bactérias redutoras de sulfato.
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Apesar de ndo haver relatos na literatura sobre a oxidagdo anaerdbia de metano em reator UASB, Girguiz
(2003) obteve crescimento de arquéias anaerdbias oxidadoras de metano juntamente com bactérias redutoras
de sulfato em um bioreator de fluxo continuo. Neste estudo, foi analisado o impacto da mudanga do fluxo na
comunidade OAM e observou-se que o grupo ANME-II apresentou maiores taxas de crescimento em regimes
de menor fluxo em relagdo ao grupo ANME-I, que demonstrou maiores taxas de crescimento em regimes de
maior fluxo.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

A escuma apresenta potencial para controlar o odor e a toxicidade causada pelo sulfeto, j4 que a mesma
apresentou diversidade morfoldgica de bactérias similares a Beggiatoa sp., Thiotrix sp. e Chlorobium sp., as
quais sdo capazes de remover enxofre por oxidagdo biologica.

A detecgdo do grupo geral de metanotroficas aerdbias indicou a presenga destes microrganismos na camada de
escuma, os quais, possivelmente, estdo envolvidos na oxidacdo aerdbia de metano proveniente do reator
UASB, antes de sua emissdo para a atmosfera.

A detecgdo das metanotroficas Methylobacter/Methylosarcina, Methylococcus, Methylocapsa e Methylosinus
na escuma indica alta diversidade de géneros de metanotroficas representando diferentes tipos fisioldgicos, o
que sugere que a oxidagdo aerobia do metano pode ocorrer sob diferentes condigdes ambientais (ex:
concentragdo de oxigénio dissolvido, concentragdo de metano etc).

O grupo de metanotroficas anaerdbias e bactérias redutoras de sulfato, envolvidos na oxidagdo anaerdbia de
metano, foram presentes na camada de escuma do decantador do reator UASB. A presenca das arquéias
anaerébias oxidadoras de metano na escuma provavelmente esta relacionada com a presenca de sélidos
provenientes do interior do reator UASB.
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