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RESUMO 

O acompanhamento da evolução dos microrganismos e seu arranjo podem contribuir com proposição de 
estratégias de partidas e operação de reatores UASB, especialmente para águas residuárias de elevada 
concentração como a vinhaça. O objetivo principal deste trabalho foi acompanhar as alterações na diversidade 
microbiana em um reator UASB de volume útil de 10L, tratando vinhaça de destilaria de álcool de cana-de-
açúcar. O reator foi inoculado lodo granular proveniente de UASB tratando efluente de avícola. A carga 
orgânica volumétrica (COV) variou de 1,0 e 3,0 g DQO/L.d. nos 101 dias de experimento. A técnica de 
biologia molecular de DGGE permitiu constatar que a microbiota bacteriana mostrou-se mais diversa do que a 
de arqueias e que, aparentemente, foram mais sensíveis à pressão seletiva ocasionada pela alteração de 
substrato e aumento da carga orgânica. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Vinhaça, UASB, Microscopia, DGGE, PCR. 
 
 
INTRODUÇÃO 

A vinhaça é um subproduto líquido, proveniente da fabricação do álcool e açúcar, com concentração orgânica 
de até 100g/L de DQO, constituindo-se em preocupação em relação à sua destinação final. É produzida a 
temperaturas entre 80 e 90° C e após resfriamento, tem sido aplicada in natura no solo visando utilizar suas 
propriedades fertilizantes. 
 
A inserção do tratamento anaeróbio da vinhaça, anteriormente ao seu lançamento no solo, tem como objetivos 
reduzir o aporte de carga orgânica e consequentemente a colmatação do solo e explorar o potencial energético 
do metano. 
 
O reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) permite o tratamento de águas residuárias a altas taxas 
devido à formação de lodo granular de elevada concentração de biomassa, mantida no reator devido ao 
separador trifásico interno, que permite também a separação e direcionamento do biogás produzido. A 
configuração do reator UASB permite o desenvolvimento de elevada quantidade de biomassa ativa com 
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elevado tempo de retenção celular, possibilitando a aplicação de altas cargas volumétricas e curto tempo de 
detenção hidráulica (TDH). 
 
Os grânulos são agregados densos de biomassa anaeróbia com elevada atividade específica. O processo de 
agregação, desencadeado sem a necessidade de meio suporte, é o resultado de um conjunto de interações 
complexas envolvendo fenômenos físico-químicos, fisiológicos e ecológicos (Schmidt J.E. & Ahring B.K., 
1996). 
 
O êxito do reator UASB depende da formação e manutenção dos grânulos, com elevada taxa de utilização do 
substrato (Lettinga et al., 1980, Grotenhuis et al., 1991). A adaptação dos microrganismos e granulação frente 
a um substrato tem sido a principal preocupação dos utilizadores dessa tecnologia. A necessidade de 
manutenção de condições ambientais adequadas ao desenvolvimento e manutenção dos microrganismos tem 
sido alvo de estudos (Singh & Ojha, 2009). 
 
O acompanhamento da evolução dos microrganismos e seu arranjo, frente ao substrato, podem contribuir com 
proposição de estratégias de partidas e operação de reatores UASB, especialmente para águas residuárias de 
elevada concentração como a vinhaça. A evolução da biologia molecular nas últimas décadas propiciou avanços 
nessa linha. 
 
A ecologia microbiana molecular está baseada na compreensão das relações entre microrganismos e suas 
interações com o ambiente, através de análises de moléculas representativas de organismos ou de processos por 
eles desencadeados. Entre essas moléculas está o DNA (ácido desoxirribonucleico). A extração de DNA de 
amostras ambientais, com ampliação posterior e análise de material genético, tem sido uma alternativa ou 
complemento ao método clássico de cultivo e análise fisiológica de microrganismos (Coutinho et al., 1999; Zilli 
et al., 2003). Técnicas de análise de DNA podem gerar perfis moleculares, tais como eletroforese em gel de 
gradiente desnaturante (DGGE), que permite análise de várias amostras ambientais, simultaneamente, que é útil 
para o acompanhamento e compreensão das variações espaciais e temporais das comunidades microbianas (Zilli 
et al., 2003). A avaliação da evolução de comunidades microbianas tem sido estudada em amostras de reatores 
submetidos a alterações de substrato com concentrações crescentes (Buzzini et al., 2006; Sakamoto, 2000; 
Damianovic et al., 2006). 
 
De acordo com o exposto, o objetivo principal deste trabalho foi acompanhar as alterações na diversidade 
microbiana frente ao desempenho de um reator UASB tratando vinhaça de destilaria de álcool de cana-de-
açúcar. 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 

ÁGUA RESIDUÁRIA, INÓCULO E OPERAÇÃO DO REATOR 

A água residuária utilizada durante os ensaios experimentais foi a vinhaça, produto da destilação do caldo 
fermentado de sacarose para a produção de álcool, cedido pela usina Nova Era, localizada no Município de 
Ibaté, SP, Brasil. 
 
O inóculo utilizado foi proveniente de reator UASB, tratando água residuária de abatedouro de aves (avícola 
DACAR-Tietê/SP). 
 
Para o tratamento contínuo da vinhaça, foi implantado um protótipo de reator UASB construído em acrílico, 
com volume útil (zona reacional) de 10L. (Figura 1). O reator foi inoculado com uma concentração de 10g 
STV/L do lodo granular, e a carga orgânica volumétrica (COV) durante o experimento variou de 1,0 e 3,0 g 
DQO/L.d. 
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Figura 1 – UASB. 1. Saída de biogás; 2. Saída do efluente; 3 (a,b,c,d,e). Pontos de amostragem; 4. 

Defletores; 5. Entrada do afluente. 
 
As condições de operação do reator estão apresentadas na Tabela 1.  
 

Tabela 1: Condições operacionais do reator no período de estudo 
Etapa Tempo de operação 

(dias) 
COV 

(gDQO/L.d) 
1 34 1,0 
2 31 2,0 
3 36 3,0 

 
 
ANÁLISES BIOLÓGICAS 

Foram realizadas análises microbiológicas do lodo granular de inóculo e do lodo do reator UASB de estudo, 
em amostras da manta de lodo e da biomassa presente no efluente, no final de cada etapa, relativa às cargas 
orgânicas aplicadas. Para isso foi utilizado um microscópio “Olympus BH2” para exames de microscopia ótica 
de contraste de fase e de fluorescência. Como complemento, foi empregada microscopia eletrônica de varredura 
(MEV), segundo metodologia descrita por Nation (1983) e modificado por Araújo et al. (2000) para biofilmes 
microbianos. 
 
 
ANÁLISE MOLECULAR DA BIOMASSA DO REATOR 

Foram coletadas amostras do inóculo e do lodo do reator e presente no efluente para as cargas aplicadas, no 
final de cada etapa de operação do reator. A partir dessas alíquotas foi realizada a extração do DNA genômico 
(Griffiths et al., 2000) para o exame de biologia molecular de PCR e DGGE (Eletroforese em Gel com 
Gradiente de Desnaturante) , com o objetivo de caracterizar-se a microbiota dos Domínios Bacteria (Muyzer et 
al, 1996) e Archaea (Kudo et al, 1997), presentes no reator. 
 
Para a comparação entre os diferentes perfis de bandas foram construídos dendrogramas (programa 
Bionumerics, versão 2.5), para ambos os domínios e analisados pelo índice de similaridade de Jaccard (Goodall, 
1966), que considera a presença e ausência de bandas. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

ANÁLISE MORFOLÓGICA DA BIOMASSA 

O uso de microscopia ótica de contraste de fase e fluorescência permitiu avaliar as morfologias dos 
microrganismos presentes nas amostras do inóculo, assim como aquelas provenientes do lodo granular do 
UASB (manta de lodo e lodo arrastado no efluente), para cada uma das condições experimentais. Para todos os 
casos, o exame microscópio revelou diversidade de morfologias celulares, com predominância de arqueias 
metanogênicas, semelhantes a Methanosarcina sp., Methanosaeta sp. e bacilos fluorescentes (Figura 2a e 2b; 
2d; 2e)  respectivamente, além de cocos, bacilos curvos e retos não fluorescentes (Figura 2c).  
 

     
a)       b)           c)               d)      e) 

Figura 2 – Microscopia do lodo granular. a) células semelhantes a Methanosarcina sp. em 
fluorescência, b) células semelhantes a Methanosarcina sp. Em contraste de fase, c) cocos e bacilos 

diversos; d) células semelhantes a Methanosaeta sp., d) bacilos fluorescentes. 
 
A ampla diversidade do ponto de vista morfológico nas amostras do inóculo, assim como do lodo do reator 
anaeróbio em estudo, ao longo do período de operação foi evidenciada também pela microscopia eletrônica de 
varredura (MEV). Os cortes nas amostras dos grânulos permitiram observar vários arranjos de células bacilares, 
cocos e filamentos de Methanosaeta (Figura 3 e 4). 

 
           a)   b)       c)           d) 

Figura 3 – Micrografias a partir da análise em MEV dos grânulos anaeróbios. a) leveduras, b) 
arranjo de bacilos, c) cocos e bacilos, d) cocos e cocobacilos. 

 

 
  a)            c)        c)   d) 

Figura 4 – Micrografias a partir da análise em MEV do inóculo. a) cocos e filamentos curtos de 
Methanosaeta sp., b) cocos e bacilos, c) cocos, d) filamentos de Methanosaeta sp. 
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ANÁLISE MOLECULAR DA BIOMASSA 

As figuras 5 e 6, mostram os perfis das bandas de DGGE a partir do gene RNAr 16S amplificado, para os 
Domínios Bacteria e Archaea respectivamente, ao longo de 101 dias de operação do reator.  
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Figura 5. Dendrograma relativo aos perfis de bandas do Domínio Bacteria e os respectivos índices 
de similaridade em porcentagem (Jaccard). 1- amostra de inóculo, 2-manta de lodo com carga de 
1,0g DQO/L.d , 3- manta de lodo com carga de 2,0g DQO/L.d, 4- lodo presente no efluente com 
carga de 2,0g DQO/L.d, 5- manta de lodo com carga de 3,0g DQO/L.d, 6- lodo no efluente com 

carga de 3,0g DQO/L.d 
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Figura 6. Dendrograma relativo aos perfis de bandas do Domínio Archaea e os respectivos índices 
de similaridade em porcentagem (Jaccard). 1- amostra de inóculo, 2- manta de lodo com carga de 

1,0g DQO/L.d, 3- lodo da manta com carga de 2,0g DQO/L.d, 4- lodo presente no efluente com 
carga de 2,0g DQO/L.d, 5- manta de lodo com carga de 3,0g DQO/L.d, 6- lodo presente no efluente 

com carga de 3,0g DQO/L.d 
 

Para ambos os domínios houve alteração nos perfis de bandas do gel de DGGE entre a microbiota do inóculo 
(perfil 1) e do inóculo adaptado (perfil 2), ou seja, a comunidade microbiana diferiu em 44% para domínio 
Bacteria (Figura 5) e em 17% para o domínio Archaea (Figura 6), quando submetido a vinhaça. 
 
A alteração do substrato (substituição por vinhaça) e o aumento gradual da carga orgânica possivelmente 
influenciaram a diversidade da microbiota para ambos os domínios.  
 
Com relação ao domínio Bacteria, observa-se 78% de similaridade entre os perfis 3 e 4 (carga orgânica de 
1g/L) e 58% entre os perfis 5 e 6 (carga orgânica de 1,5g/L), indicando que aparentemente não houve diferença 
entre a microbiota bacteriana presente na manta e no efluente. 
 
Com relação ao domínio Archaea o agrupamento entre os perfis de bandas para ambas as cargas orgânicas 
aplicadas, mostrou-se diferente com relação ao domínio Bacteria. Os índices de similaridade para o domínio 
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Archaea foram significativamente maiores do que os índices calculados para o domínio Bacteria. Observa-se 
94% de similaridade entre os perfis 2 (carga orgânica de 1,0g/L) e 3 (arqueias na manta e carga orgânica de 
2,0g/L). O perfil 4 (arqueias no efluente e carga orgânica de 2,0g/L ) e o perfil 5 (arqueias na manta e carga 
orgânica de 3,0g/L) foram iguais (100% de similaridade). A similaridade das arqueias arrastadas no efluente, 
representadas no perfil 6 (carga orgânica de 3,0g/L), foi de 86% quando comparadas aos perfis 4 e 5. 
 
 
CONCLUSÕES 

A microscopia ótica de contraste de fase e de fluorescência permitiu a observação dos principais morfotipos 
celulares presentes nas amostras do inóculo, manta de lodo do UASB e do efluente, pertencentes aos domínios 
Bacteria e Archaea. A técnica de biologia molecular de DGGE constatou a diversidade microbiana das 
amostras nas diferentes condições de carga orgânica aplicada ao reator. 
 
A microbiota bacteriana mostrou-se mais diversa do que a de arqueias, indicado pelos menores índices de 
similaridade. Entretanto, aparentemente foram mais sensíveis à pressão seletiva ocasionada pela alteração do 
susbtrato e pelo aumento da carga orgânica. 
 
A microbiota de arqueias mostrou-se menos sensível ao aumento da carga orgânica.  
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