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RESUMO

Dentre os sistemas de tratamento anaerobio de esgoto, o reator UASB tem atendido as principais vantagens
quanto ao baixo custo de implanta¢do e operagdo. Neste reator, a digestdo anaerobia da matéria orgénica
compreende um sistema ecologico que envolve ampla diversidade de microrganismos, principalmente
bactérias e arquéias. Na superficie do decantador, ¢ formada uma camada de escuma que agrega
microrganismos provenientes do reator, que se adaptaram as condigdes microaerofilas do meio, e
microrganismos oportunistas tais como, microalgas e cianobactérias. A hipotese do presente estudo é que
esses microorganismos presentes no decantador, contribuem para oxigenagdo da escuma. Diante disso, o
principal objetivo foi o de identificar os géneros de cianobactérias presentes na camada de escuma do reator
UASB, por meio de técnicas de isolamento e cultivo. Foram realizadas 12 coletas durante um ano de
monitoramento da escuma para analise qualitativa. Enquanto que, para analise quantitativa foi realizada
apenas uma coleta. A concentragdo de oxigénio dissolvido foi medida na massa liquida do efluente abaixo da
escuma e no efluente final. Além dessas analises, também foram realizados dois isolamentos para posterior
cultivo das cepas de cianobactérias detectadas na escuma, com dois meios de culturas: ASM1 liquido e ASM1
solido, respectivamente. Os resultados obtidos indicaram que na escuma continha quatro géneros de
cianobactérias — Phormidium sp, Oscillatoria sp, Pseudoanabaena sp e Geitlerinema sp —, e também algas das
classes Bacillariophyceae e Euglenophyceae, com a predominancia dessa tltima. Portanto, as técnicas de
cultivo se mostraram satisfatorias para o isolamento e identificacdo das cianobactérias. Ademais, o meio de
cultura ASM1 so6lido mostrou-se mais eficaz no isolamento desses géneros do que o meio ASM1 liquido. A
medicdo de oxigénio dissolvido demonstrou que a presenca das algas e cianobactérias contribuem
satisfatoriamente para a oxigenagdo da camada de escuma.

PALAVRAS-CHAVE: Reator UASB, Escuma, Algas e Cianobactérias.

INTRODUCAO

O reator de manta de lodo ou UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) ¢ uma tecnologia anaerdbia que tem
sido amplamente utilizada para o tratamento de esgotos domésticos. Este processo baseia-se na capacidade dos
microrganismos utilizarem os compostos organicos biodegradaveis presentes nos esgotos domésticos,
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transformando-os em subprodutos. Um desses subprodutos ¢ a camada de escuma formada na superficie do
decantador do reator UASB, composta por materiais com densidade menor que da agua, nos quais juntamente
com microrganismos filamentosos formam uma trama que serve de habitat para outros microrganismos, tais
como; algas, bactérias e protozoarios.

A presenca de escuma em reatores UASB ¢ condicionada a implantagdo de retentores de escuma que podem
ser incorporadas no projeto do reator. Na presenca destes, a escuma dispde-se em camada so6lida na superficie
do decantador enquanto que, na auséncia dos retentores, a escuma apresenta-se de forma fragmentada, sendo
diluida no efluente do tratamento anaerdbio. A escuma ¢ constituida por substancias e materiais de dificil
degradacado tais como gorduras, 6leos e graxas, ceras, sabdes, restos de comida, papel e algoddo, cabelos,
pontas de cigarros, particulas de areia ¢ materiais similares (SOUZA, 2006). No aspecto microbiologico da
escuma, 0s microrganismos presentes toleram as condigdes existentes neste meio, o que sugere a participagdo
destes na degradagdo destes compostos.

O papel desempenhado pelos microrganismos em lodos de reatores bioldgicos ¢ de fundamental importancia
na degradacdo da matéria organica e de outros compostos presentes nos esgotos. Porém néo se sabe o papel
dos microrganismos que permanecem associados a escuma. Especula-se que algas e cianobactérias presentes
na escuma estejam envolvidas na produgdo de oxigénio pela fotossintese, o que torna a camada de escuma
favoravel ao desenvolvimento de microrganismos aerobios ou microaerofilicos adaptados as condi¢des
encontradas na superficie do decantador do reator anaerdbio. Por sua vez, alguns géneros de cianobactérias
também sdo capazes de realizar fotossintese anoxigénica na presenca de sulfeto. As espécies de Oscillatoria
sdo conhecidas por habitarem em ambientes anaerdbios e sdo capazes de crescer no escuro via a respiragdo do
enxofre, onde o enxofre elementar ¢ produzido como um intermediario da fotossintese anoxigénica (STAL,
1995).

A incidéncia de luz no decantador e os nutrientes provenientes da digestdo anaerobia no reator sdo fatores que
contribuem para o crescimento de algas e cianobactérias com ampla diversidade morfoldgica e fisiologica. Por
sua vez, as cianobactérias sdo unificadas pela habilidade de realizar fotossintese oxigénica, como das plantas
usando agua como doador de elétrons, além de possuirem clorofila e pigmentos fotossintéticos. Além disso,
muitas espécies de cianobactérias filamentosas sdo capazes de fixar nitrogénio molecular diretamente da
atmosfera (géneros heterocitados), o que as torna mais independentes do limitado fornecimento de nitrogénio
combinado, além de serem conhecidas por ocorrerem em ambientes anoxicos (STAL, 1995).

O principal significado sanitario das cianobactérias no tratamento de dgua e esgotos domésticos € atribuido ao
fato de algumas linhagens serem potenciais produtores de cianotoxinas (neurotoxinas, hepatotoxinas e
dermatotoxinas). Ha espécies de cianobactérias que liberam essas cianotoxinas — endotoxinas — apos a lise
celular e outras que sdo capazes de libera-las — exotoxinas — durante seu metabolismo. Ademais, algumas
espécies pertencentes aos géneros Oscillatoria e Phormidium podem formar limo e provocar a corrosdo do
concreto e do ferro, respectivamente, diminuindo a vida 1til das paredes e tubulagdes do reator (BRANCO,
1986).

Portanto, o objetivo principal desse estudo foi identificar os géneros de cianobactérias presentes na camada de
escuma do reator UASB, por meio de técnicas de isolamento e cultivo. Dessa forma, o isolamento e cultivo
das cianobactérias foi um passo importante para um melhor conhecimento dos géneros e de suas
potencialidades fisiologicas, além de ser fundamental para realizagdo de futuros testes de tratabilidade e
toxicidade.

MATERIAIS 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. A amostra de escuma e efluente foi coletada no decantador do
reator UASB e encaminhada ao laboratorio para prosseguimento das analises.
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Figura 1: Vista do reator UASB e decantador ampliado a direita.

Para identificacdo e quantificacdo das algas e das cianobactérias foi coletada toda a escuma do reator UASB
(18mL), em frasco de polietileno, mantido resfriado durante o transporte até o laboratorio. O volume inicial de
escuma foi completado para 1 litro com tampdo fosfato (Na,HPO, 120mM pH 8,0) e 1mL de lugol foi
acrescentado para fixagdo da amostra. A dilui¢do da escuma foi importante para a separagdo dos filamentos
que formavam um emaranhado constituido principalmente por fios de cabelo, no qual a presenga destes
dificultava a etapa posterior.

A andlise quantitativa das algas e das cianobactérias foi realizada por meio da contagem em cémaras de
Sedgwick-Rafter segundo APHA (2005), em microscopio binocular da marca Olympus, modelo BX-50.
Previamente, nesse mesmo equipamento, foi feita a identificacdo das cianobactérias presentes nas amostras de
escuma de acordo com ANAGNOSTIDIS ¢ KOMAREK (1988), KOMAREK ¢ ANAGNOSTIDIS (1989,
1999 e 2005), SANT’ANNA e AZEVEDO (1989 e 2000) e AZEVEDO e SANT’ANNA (2003), BICUDO e
MENEZES (2006). Coletas mensais foram realizadas durante o periodo de um ano (14/08/07 a 18/08/08), para
verificar a ocorréncia de sucessdo dos grupos microbianos presentes na escuma.

Para o cultivo das cepas de cianobactérias utilizou-se o meio de cultura ASM1 liquido segundo Cetesb (1993)
e os tubos foram mantidos, apds o indculo, em estufa incubadora a 22 £1 ° C, luminosidade continua de 40
umoles de fotons m™2s™'. Para o isolamento das cepas de cianobactérias foram utilizados dois meios de cultura:
ASMI1 liquido e ASM1 sélido (GOMES, 2008). Na Figura 2, encontra-se apresentado o esquema das etapas
de isolamento para o cultivo das cepas de cianobactérias.
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Figura 2: Etapas de isolamento para cultivo de cianobactérias em meio ASML1 liquido (6) e sélido (7).

Para o primeiro isolamento das cepas de cianobactérias, aliquota da amostra de escuma (1) foi retirada e em
seguida, transferiu-se para lamina de vidro (2) para posterior observacdo ao microscopio optico (3). Um
filamento de cianobactéria foi retirado da lamina com auxilio de uma pipeta de Pasteur (4) devidamente
esterilizada, o filamento foi transferido para um tubo contendo meio de cultura ASM1 liquido (5) com
nitrogénio (JARDIM, 1999). Os tubos foram mantidos em estufa incubadora (7) durante 15 dias, aclimatada a
22 +1 ° C com o fotoperiodo 12/12h e luminosidade de 40 umoles de fotons m™s™.
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Posteriormente, utilizou-se o método de plaqueamento em meio solido. Para isto, foi acrescentado ao meio
ASM1 liquido, 10% de agar para cada litro de meio de cultura. O meio s6lido (ASM1 + agar) foi dividido em
cubos e transferido para um recipiente contendo agua destilada. A cada duas horas, a dgua destilada era
trocada durante trés dias, sempre no periodo da manha e a tarde, totalizando-se 12 lavagens. Apoés este
procedimento, o meio solido foi transferido para o Erlenmeyer e esterilizado em calor imido a 121 °C.

A aliquota do cultivo de cianobactérias, contendo quatro espécies, foi transferida para placa de Petri com meio
ASM1 sélido (6). Com o auxilio de uma alga de Drigalski devidamente flambada, os ino6culos foram estriados
na superficie do meio. As placas foram dispostas na incubadora (7) com a tampa voltada para baixo, a fim de
reduzir a possibilidade de contaminagao.

Além disso, foram realizados trés testes preliminares, para medir a concentragdo de oxigénio dissolvido na
escuma. O teste foi feito na presenga e auséncia cianobactérias e algas, para avaliar a interferéncia destes na
oxigenacdo da escuma. O teste foi realizado na massa liquida do efluente imediatamente abaixo da escuma e
no efluente final do reator. O equipamento utilizado na medi¢do do oxigénio dissolvido foi o Medidor
Multiparametros Digital — HQ40d Hach.

RESULTADOS

O primeiro isolamento das cianobactérias com o meio de cultura ASM1 liquido mostrou-se eficaz para separa-
las dos demais microrganismos presentes na escuma, no entanto, analises microscopicas revelaram a presenca
conjunta de quatro géneros de cianobactérias mostradas na Figura 3 a, b, ¢ e d. Por conseguinte, o segundo
isolamento com o meio de cultura ASMI1 sélido possibilitou a selegdo de dois géneros: Phormidium e
Pseudoanabaena sp.

Figura 3: Microrganismos presentes na escuma - letras a, b, ¢ e d — espécies isoladas e cultivadas;
microrganismos observados na analise qualitativa - letras e, f e g.
a- Phormidium sp., b- Oscillatoria sp., c- Pseudoanabaena sp. e d- Geitlerinema sp., (aumento de 200X) e-
Phormidium sp. f- Euglenophyceae g- Bacillariophyceae (aumento de 1000x).

Apesar do meio ASM1 liquido ter possibilitado a separagdo das cianobactérias dos demais microrganismos
presentes na escuma, o meio ASM1 so6lido se mostrou mais eficaz no isolamento das cepas por facilitar a
seleg¢do das cianobactérias.

As cepas de Phormidium sp, Oscillatoria sp, Pseudoanabaena sp e Geitlerinema sp, foram encontradas na
camada de escuma proximas as bactérias de varios morfotipos, isto sugere uma intera¢do e adaptagdo destes
microrganismos as condi¢cdes ambientais existentes na escuma. Entretanto, também existe a possibilidade de
competi¢do entre eles pelos nutrientes disponiveis no efluente, o que pode vir a favorecer a predominancia de
alguma espécie.

Em relag@o a analise quantitativa da escuma do reator UASB, os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados da andlise quantitativa de algas e cianobactérias.

ORGANISMOS ORGANISMOS/ML
Bacillariophyceae *120,5
Euglenophyceae 13253,0
Phacus sp. 1566,3
Phormidium sp. *120,5
Oscillatoria sp. *120,5
Geitlerinema sp. *120,5
Pseudoanabaena sp. *120,5

* Estes valores correspondem as algas e cianobactérias visualizadas na amostra durante a analise qualitativa, mas que nio
foram observadas na aliquota retirada para contagem (andlise quantitativa). Por se tratar da mesma amostra, sabe-se que
as alagas (Phormidium sp, Oscillatoria sp, Pseudoanabaena sp e Geitlerinema sp e Bacillariophyceae) estavam presentes,
portanto foi adotado o n°org/mL igual a 1 para as mesmas.

Conforme apresentado na Tabela 1, o grupo mais freqiiente das algas foi da Ordem Euglenophyceae (Figura
3f) e do género Phacus sp.

Presume-se que a predomindncia destas algas na escuma se deve a sua adaptacdo em ambientes ricos em
matéria organica. Na andlise qualitativa, observou-se durante todo o periodo de monitoramento, alteracdes na
concentragdo de diatomaceas (Figura 3g), conforme a estacdo do ano, sendo mais abundantes na primavera e
outono (14/08/07 a 18/08/08). Estes resultados condizem com os previamente relatados na literatura
(BRANCO, 1978). Contudo, as alteragdes na concentragdo das diatomaceas sdo mais comuns em ambientes
naturais.

Em relag@o as cianobactérias, a possibilidade de corrosdo do concreto e do ferro por espécies pertencentes aos
géneros Phormidium (Figura 3e) e Oscillatoria, respectivamente, ocorre quando estes microrganismos
formam um limo aderente a parede dos reatores. Entretanto, neste estudo, estes microrganismos se aderem aos
materiais flutuantes da camada de escuma, minimizando drasticamente seu crescimento nas paredes do reator.

Este estudo ndo objetivo estudar a potencialidade toxica das cianobactérias Phormidium, Oscillatoria e
Geitlerinema sp. Entretanto, ¢ importante ressaltar que os trés géneros de cianobactérias sdo potenciais
produtores de cianotoxinas. Contudo, o efluente do reator UASB deste estudo ndo ¢ utilizado para consumo

humano e por isso ndo compromete a satde publica.

Os géneros Geitlerinema sp. e Pseudoanabaena sp. ndo foram observados durante todo periodo de
monitoramento por meio de microscopia optica. Contudo, no isolamento com meio ASM1 liquido, estes
microrganismos foram observados e se adaptaram as condigdes de cultivo. Na literatura, estes microrganismos
sdo relatados em sistemas de tratamento de dgua, mas nao ha citacdes quanto a adaptagdo dos mesmos em
ambientes ricos em matéria organica.

No que se refere, aos resultados de oxigénio dissolvido foram encontrados valores médios de 0,38 mg/L para
o efluente imediatamente abaixo da escuma, na presenga dos microrganismos fotossintetizantes, ¢ 0,09 mg/L
para o efluente final na auséncia de escuma. De acordo com estes resultados preliminares, as concentragdes de
oxigénio dissolvido foram maiores para a massa liquida imediatamente abaixo da escuma, quando comparados
com o efluente final do reator, com retirada da escuma.

Dessa forma, a fotossintese oxigénica realizada por algas e cianobactérias possibilita a oxigenagdao do meio,
no qual, nestas condi¢des pode estimular o desenvolvimento de microrganismos aerobios ou microaerofilicos
que contribuem para a degradagdo da matéria organica residual ou compostos inorganicos produzidos durante
a digestdo anaerobia.
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CONCLUSOES/RECOMENDAGCOES

Com base no trabalho realizado, conclui-se que:
As técnicas de isolamento e cultivo se mostraram satisfatorias para os géneros de cianobactérias filamentosas,
Phormidium sp, Oscillatoria sp, Pseudoanabaena sp e Geitlerinema sp. sendo recomendado o uso destas

técnicas para escuma do reator UASB.

No caso de ndo obter sucesso com o isolamento em meio ASM1 liquido, recomenda-se o uso do meio ASM1
solido.

A medigdo de oxigénio dissolvido demonstrou que a presenga de algas e cianobactérias contribuem para a
oxigenacao da camada de escuma.

Recomenda-se o uso de microeletrodos de oxigénio de forma a tragar o perfil de oxigénio na camada de
escuma.
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