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RESUMO

O avanco acelerado da industrializacdo e urbanizacdo no Brasil, nas ultimas
décadas, gerou uma producao crescente de residuos solidos urbanos e industriais,
bem como efluentes e lodos oriundos de tais processos. O confinamento de residuos
sélidos urbanos em aterros sanitarios, produz percolados com alta toxicidade
decorrente do teor elevado de matéria organica, metais pesado, nitratos e sulfatos.
O tratamento desse percolado é necessario, antes de seu descarte, evitando
impactos em mananciais. Os bioprocessos séo utilizados desde o inicio do século no
tratamento de efluentes domésticos e industriais com alta carga organica,
necessitando apenas do ajuste de alguns parametros como o pH e temperatura,
considerando que sao variaveis importantes no processo de biotratamento. A
biorremediagcdo € uma técnica alternativa que se caracteriza por ser natural, por
implicar num investimento minimo e ter baixo consumo energético. Este trabalho
investigou a aplicacdo de bactérias do género Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
cereus, na forma isolada ou consorciada, em processos de biorremediacdo e sua
possibilidade em reduzir teores de nitrato, fosfato, sulfato e/ou nitrogénio total em
percolados parcialmente tratados de aterros sanitarios. O efluente foi precipitado
com tanino, teve seu pH corrigido para 7,5, apés a autoclavagem e suplementacéo
com fonte de carbono, recebeu a denominacéo de efluente tratado. Uma amostra do
efluente tratado foi enviada para andlise em laboratério quanto a sua composi¢ao
quimica antes da inoculacdo. As linhagens bacterianas foram cultivadas e
caracterizadas em laboratério e apds seu crescimento foram inoculadas no efluente
tratado, que recebeu a denominacédo de efluente preparado. A inoculacao foi feita
em frascos de 250 mL e a incubacdo em incubadora de agitacdo orbital tipo shaker,
a 32° C, 60 ciclos/min, durante 32 dias. Durante o periodo de incubagédo foram
coletadas amostras dos frascos e plagueadas, com o objetivo de se verificar o
comportamento microbiano e estabelecer assim a curva de crescimento bacteriano.
No final periodo foram coletadas aliquotas e enviadas para analise laboratorial
quantos aos parametros proposto no experimento. Foi possivel observar o
crescimento e contagem das colonias e a mudanca dos parametros avaliados, entre
eles a reducdo dos niveis de sulfato e nitrato do efluente, demonstrando
possibilidades futuras de aplicacdo em bioprocessos de remediacéao.

Palavras chave: Bactérias redutoras. Biorremediac&o. Bioprocesso.



ABSTRACT

The accelerated advance of industrialization and urbanization in Brazil in recent
decades has generated an increasing production of municipal and industrial solid
waste and effluents and sludge from such processes. The confinement of urban solid
waste in landfills produces leachate with high toxicity due to high content of organic
matter, heavy metals, nitrates and sulfates. The treatment of leachate is required
before disposal to avoid impacts on watersheds. The bioprocesses are used since
the beginning of the century in the treatment of domestic and industrial effluents with
high organic load, requiring only the adjustment of some parameters such as pH and
temperature, since these are important variables in the process of biotreatment.
Bioremediation is alternative techniques that is characterized by natural, because it
implies a minimum investment and have low power consumption. This study
investigated the application of the bacteria Pseudomonas aeruginosa and Bacillus
cereus, in isolation or consortium in bioremediation processes and their ability to
reduce levels of nitrate, phosphate, sulfate and / or total nitrogen in partially treated
leachate from landfills. The effluent was precipitated with tannin, had its pH adjusted
to 7.5 after autoclaving and supplemental carbon source, was named the treated
effluent. A sample of the treated effluent was sent for laboratory analysis as to their
chemical composition before inoculation. The bacterial strains were grown and
characterized in the laboratory and after growth were inoculated in the treated
effluent, which was called effluent prepared. The inoculation was made in bottles of
250 ml and incubated in shaking incubator type orbital shaker at 32° C, 60 cycles /
min for 32 days. During the incubation period samples were collected from the flasks
and plated, with the aim of studying microbial behavior and thus establish the curve
of bacterial growth. In the final period aliquots were collected and sent for laboratory
analysis parameters to those proposed in the experiment. It was possible to observe
the growth and enumeration of colonies and the change of the parameters evaluated,
including the reduction of sulfate and nitrate levels in the effluent, showing future
possibilities of application in bioprocesses remediation.

Keywords :Reducing bacteria. Bioremediation.Bioprocess.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, a geracdo e disposicdo de residuos soélidos urbanos e
industriais adquiriram formas e dimensbes que se aproximam de situacbes
catastroficas, sobretudo nos grandes centros urbanos e ecossistemas
ambientalmente sensiveis, tais como os litoraneos, representando uma problematica
permanente aos gestores publicos e privados envolvidos no seu gerenciamento
(SISSINO, 2000; GRANZIERA, 2001).

Nas duas Ultimas décadas, o avanco desenfreado da urbanizacdo e
industrializacdo no Brasil determinou 0 aumento da geracao e descarte de residuos
sélidos, lodos e efluentes derivados de tais processos, trazendo como consequéncia
a poluicdo dos solos, mananciais hidricos superficiais e subterraneos. Apesar do
avanco decorrente da Lei n°9. 433 - Politica de Recursos Hidricos Brasileira, que
versa sobre a cobranga pelo uso dos corpos d’agua para o langamento de efluentes,
a situacdo ndo se normalizou. Nao raro os veiculos de comunicacdo publicam
noticias sobre desastres ecoldgicos, decorrentes do descumprimento da Legislacéo.

No Brasil, conforme Vailati (1998), a denominacdo de Residuos Solidos
Urbanos (RSU) se aplica aquele lixo cuja coleta, transporte e destinagéo final séo,
legalmente de responsabilidade das prefeituras municipais, incluindo os residuos
domiciliares, comercial e o publico.

O lixo domiciliar € formado pelos residuos solidos gerados nas atividades
diarias de residéncias. Este residuo apresenta um alto teor de matéria orgéanica,
variando de 55% a 67% no Brasil, além de outros componentes reaproveitaveis
como plasticos, vidros, latas, etc. (PEREIRA NETO, 2007).

Os aterros sanitarios consistem na disposicao e confinamento dos residuos no
solo, observando critérios de engenharia e normas operacionais especificas; o
aprimoramento dessa técnica € necessario para controle de poluicdo ambiental e
protecdo da saude publica (NBR 8419/92).

As atividades dos aterros sanitarios geram percolados extremamente toxicos,
com valores altos para Demanda Bioquimica e Demanda Quimica de Oxigénio (DBO
e DQO), além de teores elevados de metais pesados e soélidos suspensos. A tabela
1 mostra os principais ions presente nos percolados, bem como possiveis de sua
fonte de origem. Os elevados teores de nitrogénio amoniacal, que em virtude de seu

potencial eutrofizante, determinam riscos a saude humana, decorrentes da sua
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conversédo a nitrato/nitrito, necessitam tratamento antes do descarte, prevenindo
assim contaminacdes em mananciais hidricos superficiais e subterraneos, evitando
prejuizos a fauna e flora aquatica. (BAIRD, 2002; BIDONE, 2001)

Tabela 1 — fons presentes no chorume de aterros sanitarios e possiveis fontes

Tipo de lon presente Composicdo do material depositado

Na‘, K*, Ca %, Mg ** Material organico, entulho de construgdo e casca de ovos;

PO, ¥, NO;", CO;z7, Material organico;

Cu?, Fe®,sSn?* Material eletrénico e tampas de garrafas;

Hg #, Mn % Pilhas comuns e alcalinas, lampadas fluorescentes;

Ni 2*, Cd ?*, Pb ?* Baterias recarregaveis (celulares telefones sem fio e

automaveis);

Al3* Latas descartaveis, utensilios domésticos e embalagens
laminadas em geral,

Cl, Br,Ag" Tubos de PVC, negativos de filmes e Raios X;

As3*, Sb 3 Ccr* Embalagens com resto de tintas, vernizes e solventes

organicos.

Fonte: IPT/CEMPRE, 2000.

Trabalhos realizados na area de tratamento de efluentes apontam o uso de
microrganismos nos mais variados ramos da atividade industrial: industria de
alimentos, petrdleo, mineracdo, no tratamento de efluentes e acidentes
potencialmente capazes de impactarem solos e corpos hidricos.

A utilizacdo de microrganismos no tratamento de despejos industriais e
municipais, com altos teores de matéria organica, data do inicio do século; porém
sua eficiéncia ndo decorre apenas da capacidade metabdlica dos microrganismos,
mas também da necessidade de ajustes de parametros como o pH e temperatura,
considerando-se que sdo variaveis importantes nessa metodologia. A
biorremediacao representa uma técnica promissora em razdo de sua simplicidade e
baixo custo, quando comparados aos métodos convencionais (ALEXANDER, 1994).

Neste contexto, surge a necessidade da aplicacdo de tecnologias alternativas
para o tratamento de efluentes, que atendam as atuais demandas e sejam mais

eficientes e limpas que os métodos convencionais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica elenca os elementos tedricos para o
entendimento desse estudo. Inicialmente foram abordados conceitos sobre
microrganismos, demonstrando a sua importancia e 0s principais mecanismos
utilizados por eles no processo de biorremediacdo. Posteriormente, discutiu-se a
problematica dos aterros sanitarios de residuos solidos urbanos, a toxicidade dos
percolados gerados pelas suas atividades, bem como o emprego de microrganismos
no processo de biorremediacdo, atenuando o0s impactos produzidos pelo

gerenciamento do aterro.

2.1 Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares, microscépicos, procariontes, que
nado possuem nucleo e nem organelas. Elas podem ser encontradas na forma
isolada ou em colbnias. Podem viver na presenca do oxigénio (aerdébia) ou na
auséncia do mesmo (anaerdbia) ou ainda ter ambas as habilidades, (facultativas).
Sé&o Organismos muito antigos, datando de 3,8 milhdes de anos (OLIVEIRA, 2006).

As bactérias foram descobertas em 1683 por Antoni Van Leeuwenhoek, a
denominacéo bactéria foi dada por Ehrenberg em 1828 pelo seu tamanho; somente
no século XIX despertaram interesse de cientistas como Robert Koch e Louis
Pasteur. Quanto a classificacéo elas foram classificadas entre as plantas por Lineu;
em 1866 incluida no Reino Protista por Ernst Haeckel; em 1969 houve a sua
incluséo colocada entre os procariontes no reino Monera por Whittaker e finalmente
Carl Woese dividiu os procariontes em Bactéria e Archea.

De acordo com a fonte de atomos de carbono para a producdo de suas
moléculas organicas, as bactérias s&o classificadas como: autotrofica e
heterotréficas. Os termos autotroficos e heterotréficos sao utilizados para
designarem a natureza da principal fonte de carbono para a biossintese das
bactérias: as categorias de bactérias que obtém carbono para sua sintese a partir do
CO, e aguelas que obtém carbono para sua biossintese a partir de compostos
organicos, respectivamente. Ha organismos que utilizam a luz como fonte energia,
empregando o carbono inorganico como fonte de carbono (fotolitotréficos) e os

fotoorganotroficos, que também utilizam a energia luminosa, porém sao incapazes
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de sintetizar o CO,. Quando as bactérias empregam a energia quimica como fonte
de energia, sdo classificadas como: quiomiolitotréficas e quimiorganotroficas,
quando os doadores de elétrons sdo substancias inorganicas e organicas,

respectivamente (Shippers, 2007).

2.1.1 Metabolismo Bacteriano

As bactérias utilizam o material organico para a producédo de suas células e,
também como fonte de energia (BITTON, 2001).

O Metabolismo € o conjunto de reac¢des bioquimicas que ocorre em uma célula;
€ catalisado por enzimas, que aceleram as reacdes. Através do metabolismo as
bactérias realizam dois processos: anabolismo e catabolismo. No anabolismo ocorre
a transformacdo do material organico em massa celular. Nao € um processo
espontaneo, portanto necessita energia sob a forma de ATP para que a bactéria
realize a sintese proteica (BROCK & MADIGAN, 1991). No catabolismo as bactérias
realizam o conjunto de todas as reacfes de degradacdo de compostos organicos
destinados a obtencdo de energia. As reacbes catabolicas liberam energia pela
quebra de moléculas complexas e mais energéticas, em moléculas mais simples que
podem ser reutilizadas como blocos basicos de construgéo, fornecendo energia para
0s processos vitais (TORTORA, 2000).

Van Haandel, 2006 distingue dois tipos de catabolismo celular: o processo
oxidativo e o fermentativo. No primeiro o material organico é oxidado por um
oxidante extracelular presente no efluente (oxigénio, nitrato e sulfato), gerando
compostos inorganicos estaveis como CO; e H,O (VON SPERLING, 2002). No
catabolismo fermentativo o composto catabolizado € decomposto em substancias
mais simples.

Os nutrientes necessarios para as diversas fungdes celulares dos
microrganismos sdo macromoléculas, complexas e com alto peso molecular,
portanto necessitam ser hidrolisada extracelularmente para terem uma difuséo
facilitada através da membrana celular, a quebra desses blocos maiores é realizada
pela atividade enzimatica. Ha4 nutrientes que para serem absorvidos necessita
transporte ativo, energia na forma de ATP (BITTON, 2002).

A maior parcela do nitrogénio contido nos alimentos se encontra formando

parte das proteinas e, esta para serem usadas como fonte de nitrogénio pelos
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microrganismos devera ser quebrada pelo ataque enzimatico, transformando-se em
substancias mais simples como peptideos e amino&cidos.

As proteinas ndo atravessam a membrana celular dos microrganismos, que
para utiliza-las secretam enzimas que as hidrolisam a peptideos e aminoacidos; as
enzimas podem estar presentes intra ou extracelularmente; as extracelulares atuam
sobre os nutrientes: carboidratos, proteinas e lipideos, favorecendo a digestdo. As
enzimas localizadas na membrana citoplasmatica estdo relacionadas com o
transporte de substancias para dentro e para fora da célula, com atividade
respiratéria e com estruturacdo da parede celular (BAZIN & PROSSER, 1998;
NEIDHART, 1990; NISENGARD & NEWMAN, 1994).

Enzimas sdo biocatalisadores de rea¢Bes quimicas envolvendo reacdes de
substratos organicos e inorganicos. Proteases sdo enzimas capazes de quebrar
ligacBes peptidicas de cadeias proteicas; estdo associadas a importantes processos
biolégicos tais como: a digestdo proteica, coagulacdo sanguinea e morte celular. As
enzimas proteoliticas possuem vasta aplicacdo comercial e industrial.

As proteases bacterianas encontram inimeras aplicacfes nas industriais de
alimentos e industria quimica. Espécies do género Bacillus possuem alta capacidade
de producéo de proteases alcalinas, que sao amplamente utilizadas nas industriais e
possuem alta atividade catalitica (JOO & CHANG, 2005).

Héa evidéncia que uma bactéria seja uma proteolitica, uma vez que 0s meios
em que ele é ensaiado passam a apresentarem valores de pH alcalinos, decorrentes
do consumo de proteinas (ROMERO et al. 2001; SILVA, 2001).

A concentracdo de enzimas produzidas também é consequéncia da biomassa
presente (BEG et al. 2002). Porém as condi¢cbes que favorecem o crescimento
celular (abundancia de nutrientes) sdo opostas as condicdes que ativam a
esporulacéo e, por consequéncia, a sintese da protease.

As bacteriocinas sdo compostos proteicos produzidos pelas bactérias com
efeito inibidor entre espécies relacionadas. Nas Gram positivas sdo mais abundantes
e diversas que as produzidas pelas Gram negativas (TAGG et al. 1976; JACK et
al.1995).

As bacteriocinas produzidas pelas Gram positivas ndo séo letais como o caso
das Gram negativas. Quando hé liberagdo da Bacteriocinas ocorre um efeito litico
sobre a membrana celular ocasionado a lise celular. A diferenca é explicada a partir

de um mecanismo de transporte especifico de que as Gram positiva estao
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aparelhadas (JACK et al. 1995).

2.2 Biorremediacao

E crescente a aplicagdo da biotecnologia nos diversos setores industriais,
utilizando organismos vivos com o0 objetivo de produzir ou modificar produtos
(ALBAGLI, 1998).

A biorremediacéo ou atenuacao natural € um processo que envolve as reacoes
guimicas promovidas pelos microrganismos, baseia-se na capacidade de
microrganismos selvagens em degradar contaminantes em geral, sem qualquer
interferéncia de tecnologias ativas de remediacédo (BORDEN et al. 1995).

A técnica da biorremediacao representa uma importante alternativa na area da
pesquisa, com vantagens por ser um processo natural, com baixo consumo de
energia; nao oferecer riscos ecoldgicos demasiados em comparacdo com O0S
métodos convencionais normalmente utilizados e possuir menor custo-beneficio em
relacdo a outros processos que, além de onerosos séo ineficientes. Pode ser in situ,
quando os microrganismos sdo utilizados no proprio local (autdctones); ou ainda
com adicdo de agentes estimulantes como: nutrientes, oxigénio e biosurfactantes
(bioestimulacdo) e finalmente com a inoculagdo de consércios microbianos

enriquecidos (bioaumentacao) (BENTO et al. 2003).

2.2.1 Microrganismos envolvidos na Biorremediacéo

As bactérias sao consideradas excelentes microrganismos biorremediadores,
porque toleram condicBes extremas, possuindo resisténcia aos metais toxicos.
Utilizam substratos organicos e inorganicos como fonte de nutricdo, com a formacao
de CH,; e compostos inorganicos como NH; e CO, (Dantas et al. 2002). A
extraordinaria plasticidade nutricional capazes de mudar seu conjunto de enzimas
para sobreviverem, a exploracdo de condi¢cdes aerdbias e anaerobias, litotroficas ou
organotréficas, sdo exemplos dos mecanismos bioquimicos utilizados pelas

bactérias na biorremediagao.
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2.2.2 Mecanismo energético da Biorremediacéo

Um composto organico, em geral é oxidado doando elétrons para um aceptor
final de elétrons ou reduzido ganhando elétrons. Na auséncia de oxigénio (Oy),
outros oxidantes alternativos como nitrato (NO3) e sulfato (SO4) podem ser
utilizados como elétrons aceptores.

Conforme Mazzuco (2004) na presenca de multiplos aceptores de elétrons, os
microrganismos tendem a utilizar aquele que for mais favoravel, tendo como ordem
de preferéncia O, > NO3 > MnO, > Fe(OH); > (SO4*) > CO, (LOVLEY et al.1994).

O tipo e a concentracdo dos compostos passiveis de serem reduzidos séo
importantes fatores na determinacdo do curso da reducdo; como as reacdes de oxi-
reducdo acompanham uma sequencia termodinamica relacionada a facilidade em
receber elétrons, um composto de menor afinidade seré reduzido apenas depois que
a concentracdo de compostos de maior afinidade for baixa. Desta forma, ocorrera
reducdo de quantidades significativas de manganés, por exemplo, apenas depois
qgue o nitrato for reduzido quase totalmente e assim sucessivamente. Porém na
pratica é possivel que algum éxido de ferro, por exemplo, tenha mais afinidade por
elétrons do que o 6xido de manganés em determinada fase e venha a ser reduzido
primeiramente, porque a sequencia termodinamica foi desenvolvida para sistemas

puros.

2.2.3 Aplicacdo da Biorremediacéo

Nas ultimas décadas cresceu o interesse e a producdo por biossurfactantes,
em razdo de suas inumeras propriedades como: emulsificacdo, separacao,
umedecimento, solubilizacdo, reducdo de viscosidade e reducdo da tensao
superficial, que possibilitam sua aplicacdo na industria de cosméticos, farmacéutica,
higiene e limpeza, industria do petréleo, recuperacdo de petroleo, biorremediacéo e
dispersdo no derramamento de o6leos; na industria de alimentos pela sua baixa
toxicidade; também devido ao custo e cuidados ambientais que eles propiciam.

Os biossurfactantes sdo compostos oriundos da atividade metabodlica das
bactérias capazes de sintetizarem substancias com propriedades tensoativas, sao
utilizados na industria em geral. As propriedades surfactantes (reducdo de tenséo

superficial e alta capacidade emulsificante) fazem com que seu uso seja
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recomendado na substituicdo de surfactantes sintéticos (MESQUITA, 2004; BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

A estrutura dos biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas, constituida por uma
porcao hidrofilica composta por aminoacidos ou peptideos e a porcéo hidrofébica
formada por hidrocarbonetos saturados ou insaturados ou &cidos graxos
hidroxilados (GEORGIOU et al. 1992; MULLIGAN et al. 2001).

A sua aplicacdo principal na industria do petréleo, esta relacionada ao aumento
da solubilidade dos componentes do petrdleo (LIMA, 1996; KIM et al. 2000; HARVEY
et al. 1990; ROBERT et al. 1991).

O uso dos biossurfactantes € vantajoso em relacdo aos surfactantes
sintéticos, porque possuem alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, podendo ser
produzido in situ ou extra situ (PERFUMO et al. 2006; MULLIGAN, 2005; MAKKAR e
CAMEOTRA, 1997; CARRILLO et al. 1996).

Os biossurfactantes apresentam habilidades como a reducdo de tensdes
superficiais, através do acumulo na superficie de compostos insolaveis,
influenciando as ligacbes de hidrogénio e outras interacbes hidrofébicas e
hidrofilicas, aumentando a area superficial destes, levando a um aumento da
biodisponibilidade e consequente biodegradabilidade (ANNA, 2000; BARATHI, 2001,
BOGNOLO, 1999).

Na area ambiental o microrganismo Pseudomonas aeruginosa esta sendo
utilizada na fabricacdo de biosurfactantes, que sao aplicados a acidentes com
vazamento de hidrocarbonetos (HARVEY et al. 1990; ROBERT et al. 1991). Os
biossurfactantes da classe raminolipidios produzidos pelas bactérias Pseudomonas
aeruginosa, foram utilizados no acidente do “Exxon Valdez” no Alaska.

Normalmente a producéo dos biosurfactantes € dependente da assimilacdo de
hidrocarbonetos pelos microrganismos, portanto esta vinculada a atividade de
microrganismos potencialmente degradadores de hidrocarbonetos. Porém hé relatos
de biosurfactantes produzidos a partir da glicose, sacarose, glicerol e etanol
(PALEJWALA e DESAI, 1989; HOMMEL e HUSE, 1993). Como exemplo tem a
surfactina, que é uma substancia biosurfactante produzida pelo Bacillus, no entanto

a fonte de carbono é um carboidrato e ndo um hidrocarbonetos ou 6leo.
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2.2.3.1 Agdo das bactérias na remocao de metais pesados de efluentes

A remocao de metais pesados de efluentes € decorrente da propriedade que as
bactérias possuem de afetar a especiacdo desses metais, em razdo de sua
capacidade ativa ou mediadora nos processos de mobilizagdo ou imobilizagéo, que
influenciam o equilibrio das espécies metalicas entre as fases liquida e soélida
(GADD, 2004).

Quando ocorre a reducdo de um metal para um estado de oxidagcdo menor, a
mobilidade e a toxicidade, também podem ser reduzidas. Esta propriedade facilita o
uso desta técnica na biorremediagdo. A mudanca do estado de oxidag&o proporciona
caminhos alternativos a biorremediacdo: reducdo da solubilidade com precipitacao
do metal, tornando-o indisponivel aos organismos; ou o aumento da solubilidade
facilitando a sua remocdo (LEE et al. 2008; CHEUNG e GU, 2007; KRISHNA e
PHILLIP, 2005).

O mecanismo bioquimico microbiano ndo consiste na degradacdo do atomo
contaminante, mas na mudanca do estado de oxidacdo do metal, permitindo a sua
detoxificacdo (SPROCATTI et al.2006).

De acordo com Sing e Cameotra (2004) no processo de biorremediacdo 0s
microrganismos atuam alterando a especiacdo dos contaminantes e depurando-os
em formas néo téxicas ou menos toxicas. As reacfes bioquimicas atuam no sentido
de concentrar o contaminante, precipitando no local ou transformando em

substancias volateis capazes de serem removidas.

2.2.3.2 Biossorcéao

A biossor¢cdo € definida como a acdo através da qual os microrganismos
adsorvem espécies metélicas, valendo-se de recursos fisico-quimicos existentes na
superficie celular. A entrada de metais no interior de células microbianas esta
associada a difusdo e gradientes osmoticos (forma passiva) e a outra forma envolve
gasto energético ATP, transporte ativo (NIES; SILVER, 1995).

Nas ceélulas vivas, a atividade metabdlica também pode influenciar esse
processo em razdo da mudanca de pH, Eh, nutrientes organicos e inorganicos e dos
metabdlitos produzidos. Independente da sor¢cdo que acontece nas superficies

celulares, algumas espécies catidnicas podem ser acumuladas dentro das células,
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via transporte de membrana. Uma vez dentro das células as espécies metélicas
podem ser ligadas, precipitadas, e localizadas dentro de estruturas ou organelas
celulares, dependendo do elemento e do microrganismo (ECCLES, 1995; GADD,
2004).

Conforme Gadd, 1992a, na biossor¢céo a acumulacdo de metais pesados, por
mecanismos independentes do metabolismo celular, se d& por interacdes fisico-
quimicas entre o metal e os constituintes da parede celular e outros materiais
associados a face externa da membrana celular. A independéncia do metabolismo
ocorre pelo fato de ndo ser necessario um gasto energético por parte da célula
microbiana, para que haja captacédo dos ions metalicos. A remocéao, neste caso pode

ocorrer usando tanto células vivas como mortas.

2.2.3.3 Bioacumulacgéao e Biolixiviagao

A bioacumulacao é o transporte dos cations de metais pesados, através da
membrana celular e, sua acumulacao intracelular é dependente do metabolismo, ou
seja, ocorrem somente em células vivas, capazes de gerar energia. A remocao de
ions metalicos pelo mecanismo de bioacumulacéo é mais lento do que a biossor¢céo
fisico-quimica, porém pode acumular quantidades maiores de metal (GADD, 1988).

Para Watling (2006), a biotecnologia vem sendo amplamente utilizada no
bioprocessamento mineral. Conforme o0 autor, no bioprocessamento tem: a) a
biolixiviacdo, solubilizacdo de metais por microrganismos quimiotréficos, que suprem
suas necessidades energéticas oxidando compostos organicos e inorganicos, para a
manutencdo de seu metabolismo; b) biobeneficiamento, o emprego de
microrganismos associados a flotacao e floculacdo, atuando na remocéo seletiva de
minerais contidos num determinado minério.

De acordo com Grundwel (2003) a biolixiviagdo compreende uma série de
reacfes quimicas e bioguimicas mediadas pelos microrganismos, podendo ser
utilizada na extracdo de metais em minério com baixo teor, com a solubilizacdo de
metais. A solubilizacdo de superficies solidas tem dividido a opinido dos
pesquisadores; uma corrente defende que os mecanismos de solubilizagéo direta e
indireta ocorrem simultaneamente em um sistema de lixiviagdo; ressaltam que no
mecanismo direto as bactérias, aderidas a superficie do mineral realizariam sua

dissolucéo por meio de reagdes envolvendo suas enzimas (mecanismo biolégico
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especifico na degradacdo do substrato) e, por isso, ganharia energia direta do
mineral. No mecanismo indireto os ions férricos em solugdo € que dissolveriam
(solubilizariam) o mineral do minério; as bactérias ganhariam sua energia a partir da
regeneracao dos ions férricos.

A acdo das bactérias na bioflotagdo e biofloculagdo decorre da presenca de
grupos funcionais ionizaveis existentes na superficie dos microrganismos, capazes
de substituir a funcdo de reagentes quimicos convencionais utilizados na flotacéo e
floculacdo, no processamento mineral. Os microrganismos, através de suas enzimas
ou produtos metabdlitos, sdo capazes de modificar a superficie mineral, de forma
direta ou indiretamente. No mecanismo direto, as células microbianas envolvem as
particulas minerais; jA& no mecanismo indireto, os produtos do metabolismo ou
fracGes solaveis da célula funcionam como reagentes ativos na superficie (SMITH e
MISHA, 1993).

2.2.4 Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As bactérias redutoras de sulfato sdo Gram negativas, mesdfilas, com
capacidade de degradar anaerobicamente a matéria organica, promovendo assim a
reducdo de sulfato a sulfeto. As BRS estdo amplamente distribuidas em ambientes
terrestres e aquaticos, apresentam crescimento satisfatorio numa faixa ampla de pH
entre 5,0 e 9,0 com pH 6timo variando entre 7,2 e 7,8; sendo que valores de pH na
faixa 6,8 a 8,5 permite que as BRS tolerem maiores concentracbes de sulfeto
(TANG, BASKARAN & NEMATI, 2009).

As BRS estdo divididas em dois grandes grupos: o primeiro usa lactato,
piruvato, etanol e determinados acidos graxos como doadores de elétrons, sendo o
produto final a oxidacdo do acetato; o segundo grupo oxida &cidos graxos,
particularmente acetato, na reducéo do sulfato a sulfeto. A principal diferenca entre
0s dois grupos € que o segundo possui a capacidade oxidar completamente acidos
graxos, lactatos succinato e benzoato até CO, (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004).

A reducdo do sulfato € um dos principais eventos observados, sempre que
condi¢Oes redutoras se estabelecem. As BRS s&o capazes de utilizar o sulfato como
aceptor final de elétrons na respiragdo anaerbbia, processo chamado de reducgéo

desassimilativa do ion sulfato, na qual esse ion atua como agente oxidante para a
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metabolizacdo da matéria organica (GONZALEZ et al. 1998). A diferenca entre a
reducdo assimilativa e desassimilativa do ion sulfato, reside no fato que, na primeira
o sulfato € incorporado como fonte de enxofre para os processos de biossintese, no
entanto, na reducdo desassimilativa do sulfato, restrita as BRS, o ion é utilizado
como aceptor final de elétrons para a geracdo de energia, em consequéncia tem-se
a excrecao do H,S.

Conforme Brock et al. (1995), existe uma variedade de microrganismos
capazes de utilizar sulfato como fonte de enxofre pela assimilacdo de sulfato. Em
ambientes anaeroObicos e em condicbes redutoras, contendo elevadas
concentracbes de sulfato, as BRS promovem a sua conversdo em sulfeto, num
processo denominado de reducdo de sulfato. Este grupo de microrganismos é
composto por bactérias heterotréficas anaerdbias, entre as quais se incluem as
Pseudomonas e Bacillus (WANG & BANKS, 2007; ZAGURY et al. 2006; STUBNER,
2004).

Existem também as bactérias redutoras de sulfato capazes de utilizar o nitrato
como aceptor final de elétrons, o que favorece a reducdo da producdo de sulfeto
(HAVEMAN; GREENE; VOORDOUW, 2005; SUNDE, et al. 2004., ENERGY
INSTITUTE, 2003; HUBERT et al. 2003; ECKFORD; FEDORAK, 2002a; MYHR,et al.
2002; DAVIDOVA, 2001).

O emprego das BRS também tem sido estudado para aplicacdo na
biorremediacdo de solos, agua subterranea e outros ambientes contaminados por
hidrocarbonetos do petréleo, onde segundo pesquisas, essas bactérias conseguem
ter atividades metabdlicas na presenca de compostos recalcitrantes e que
prejudicam o meio ambiente (ALVAREZ & DA SILVA, 2004; BOOPATHY, 2003;
KLEIKEMPER et al. 2002; KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001; LOVLEY et al.
1996).

2.2.5 Bactérias Redutoras de Nitratos (BRN)

As bactérias redutoras de nitrato sdo microrganismos aerobios facultativos. Na
presenca do oxigénio o microrganismo realiza a respiragcdo aerébia e na sua
auséncia passa a utilizar um aceptor final de elétrons alternativo, como o nitrato.
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

No processo de degradacdo da matéria organica, em condi¢cdes anaerodbias, €
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utilizado um aceptor de elétrons inorganico como NOj3; (reducdo de nitrato). A
presenca de nitrato no sistema pode desencadear a competicdo entre as BRS e
BRN quimiorganotréficas (quimioheterotroficas) por compostos organicos que
servem como doadores de elétrons.

Segundo Gonzales et al.(1998) a presenca de nitrato estimula o crescimento
das BRN, por ser seu metabolismo energeticamente mais favoravel comparado ao
consumo de sulfato pelas BRS e, porque estando em maior concentracao elas
podem competir mais intensamente por fontes de carbono e nutrientes, dificultando
o crescimento das BRS. Por sua vez a atividade mais intensa das BRN resulta na
reducdo de suprimentos de acidos organicos, impedindo o desenvolvimento das
BRS; a aplicacdo de nitrato ao sistema assegura uma maior atividade de bactérias
redutoras de nitrato, uma vez que a reducdo quimica do nitrato permite aos
microrganismos um ganho energético consideravelmente maior que a reducdo de
sulfato.

Ha referéncias de trabalhos realizados por diversos pesquisadores em
recuperacado e limpeza de reservatorios de 6leos na Industria de Petréleo, na area
de recuperacdo de petroleo, acidificagdo e corrosdo de reservatorio de petréleo,
onde foi utilizada a adicdo de nitrato em sistemas anaerdbicos de tratamento
biologico de efluentes no sentido de aumentar a populacdo de BRN e inibir o
crescimento das BRS. Porém o processo de adicdo intermitente de nitrato para
evitar a geracao de sulfeto de hidrogénio, ndo € um mecanismo independente e esta
ligado a outros fatores, entre eles a relacdo BRS/BRN presente no efluente
MAXWELL et al. (2003).

As BRN também podem realizar a reducdo assimilativa e desassimilativa do
nitrato, em processo analogo ao que acontece com as BRS, em relacdo ao sulfato.
Na reducdo assimilativa, o nitrato é convertido a amonia, posteriormente incorporado
a célula como fonte de nitrogénio para crescimento celular, ja na reducdo
desassimilativa é utilizado como aceptor final de elétrons, sendo convertido a
nitrogénio gasoso, N, (MADIGAN, MARTINKO, PARKER, ENERGY INSTITUTE,
2003).

2.2.6 Oxidacao Biolégica do Sulfeto por Acado das BRN-OS

Conforme B@DTKER, et al. 2009, as espécies de bactérias redutoras de
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nitrato capazes de oxidar o sulfeto (BRN-OS), elas sao quiomiolitotroficas, obtém
energia pela oxidacdo de compostos inorganicos do enxofre reduzido e, sendo
assim, possuem a capacidade de remover o sulfeto, aumentando o potencial redox
e, consequentemente inibindo o crescimento das BRS. Nessa condi¢cdo o nitrato
serve como aceptor final de elétrons para a reoxidacdo de sulfeto a sulfato ou
enxofre elementar.

Pode haver a atividade concomitante de espécies de BRN, que apresentam a
capacidade simultanea de oxidacédo de sulfeto (BRN-OS), ocasionando a remocao
de sulfeto e promovendo a elevacao do potencial redox do sistema, 0 que resulta em
condigBes improprias para o crescimento das BRS (JENNEMAN E GERVETZ. 1999;
HITZMANN et al. 1998; MAXWELL et al. 2003).

2.2.7 Bactérias Pseudomonas aeruginosa

As Pseudomonas aeruginosa sao bactérias Gram negativas; na area da
saude, frequentemente, tem sido citada na medicina como sendo um microrganismo
patogénico oportunista, associado a infeccdo humana, que ataca organismos
debilitados, estando presente em inimeros casos de infec¢des hospitalares. Enfase
a extrema resisténcia que esses microrganismos apresentam em relacdo aos
antibiéticos e condicfes extremas de pH e temperatura (TRABULSI et al. 2008).

Em testes realizados por Ganguli et al.1998 com Pseudomonas aeruginosa,
estas demonstraram ser relativamente dominante nos ambientes poluidos,
sugerindo também sua potencialidade na detoxificacdo do cromo em efluentes
industriais ricos em nutrientes, fornecendo energia necessaria para sua multiplicacao

e reducdo do cromo nestes locais.

2.2.8 Bactérias Bacillus Cereus

Os Bacillus cereus estdo amplamente distribuidos na natureza, sdo bactérias
bastonetes Gram positivo, caracterizada pela formacdo de esporos; a temperatura
de crescimento varia entre 4°C a 55°C; apresentam grandes colbnias, irregulares,
rugosas, brancas e de odor caracteristico; € um anaerdbio facultativo. Com a
temperatura 6tima entre 25°C e os 37°C, podem ser isolados em uma grande

diversidade de alimentos; os sintomas de intoxicagbes ligadas ao consumo de
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alimentos contaminados sdo caracterizados por dores abdominais e diarreias. Na
area ambiental é uma bactéria nitrato redutora. E um microrganismos anaerébio
facultativo, requerendo baixos valores de potencial redox, geralmente abaixo de -150
mV.

2.3 Aterros Sanitarios

O processo de tratamento e disposicdo de residuos solidos tem como objetivo
a reducado de seu potencial poluidor ou viabilizar uma etapa posterior de disposi¢ao
ou armazenamento dos mesmos, com a redugdo de seu volume (BIDONE E
POVINELLI; FERNADEZ-VINA, 2000).

Os conhecimentos acerca do emprego de microrganismos no tratamento de
efluentes de aterros sanitarios decorrem de experimentos em biorreatores, portanto
sao processos controlados e realizados em bateladas que, pela sua pequena escala,
se torna dificil extrapolar a sistemas maiores e com a magnitude dos aterros
sanitarios (MONTEIRO et al. 2006).

2.3.1 Ecossistema Aterro Sanitario

Os aspectos microbiologicos de um aterro sanitario estdo intimamente
relacionados com a fracdo organica de seus residuos. No local se estabelece uma
populacdo de microrganismos, que utilizam a matéria organica como fonte de
carbono como fonte de energia (BITTON, 2001).

A atividade microbiolégica eleva a temperatura no interior do aterro sanitario,
atingindo 60-70°C. O processo de degradacdo dos RSU inicialmente se desenvolve
em regime aerobio, porém o aterramento dos residuos acarreta o decréscimo de
oXxigénio e a agdo se restringe as bactérias anaerobias facultativas, iniciando a
primeira fase da decomposicao anaerobia (SIMONETI, 2006; FORESTI et al.1999).

2.3.1.1 Atividades dos Microrganismos em Aterros Sanitarios
Na decomposi¢do anaerdbia ha um consércio de microrganismos, atuando

interativamente na bioestabilizacdo da matéria organica complexa em metano, gas

carbOnico, agua, gas sulfidrico e amoénia; além de haver a producdo de novas
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células microbianas. As bases bioquimicas e as complexas relagBes simbidticas
existentes entre os grupos bacterianos envolvidas nessa conversédo, ainda séo
desconhecidas, mesmo porgue envolvem interacfes de varias e distintas espécies
microbianas. Conforme Roest et al. (2005), essa dificuldade deve-se a escassez de
métodos para identificacdo microbiana e avaliacdo de sua atividade metabdlica
restritos, até a década de 90, as técnicas de isolamento e cultivo em laboratdrio.

2.3.2 Fases da decomposicao Anaerobia

Conforme Junqueira e Simdes (2000), a degradacdo anaerdbica em aterros
sanitarios compreende cinco fases, Aerbbia: caracterizada pela presenca de
oxigénio, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos aerdbios como fungos
e bactérias. Trata-se de uma fase inicial de ajuste dos microrganismos as novas
condicBes; AnaerObia — a fase acida ocorre até dois meses ap0s o aterramento dos
residuos e marca a brusca queda do pH, em decorréncia da presenca acentuada
dos &cidos organicos e da pressao parcial do diéxido de carbono. Acetogénese:
caracterizada pela atividade das bactérias acetogenicas produtoras de hidrogénio,
que convertem o0s produtos gerados pelas acidogénicas em acetato e
Homoacetogenicas, precursora da energia para a producdo de acetato, hidrogénio e
diéxido de carbono produtoras de hidrogénio, a partir de acidos organicos de cadeia
longa; Metanogénicas: dividida em fase instavel, com até dois anos de aterramento
e fase estavel dez anos apdés o aterramento.

Por outro lado autores como Van Haandel (2006), dividem o processo da
degradacdo anaerObia em quatro fases: hidrolise, acidogenese, acetogénese e
metanogénese. A hidrolise é a primeira etapa da decomposicdo anaerébia, onde
ocorre a despolimerizacdo de substancias organicas mais complexos e mais
energéticas, como proteinas, carboidratos, lipideos, através da acédo das bactérias,
gue excretam exoenzimas hidroliticas, degradando compostos mais complexas a
moléculas mais sollveis e de baixo peso molecular (oligbmeros e monémeros). A
despolimerizacdo das macromoléculas é necessaria, pois permite a passagem
através da membrana celular dos microrganismos (MADIGAN et al. 2004).

A fase acidogénica é marcada pela queda brusca do pH, pela liberacdo do ion
Hs0", decorrente da producdo de &cidos. Os produtos dissolvidos pela fase anterior

sdo absorvidos e metabolizados pelas bactérias acidogénicas fermentativas e
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excretadas como substancias mais simples, &cidos graxos volateis (AGV), &cido
latico, acido acético, CO, e compostos inorganicos (CO,, H,, NHs, H.S); a
concentracdo desses acidos contribui para a alta da DBO, caracteristica da fase
acidogénica Tabela 2. Acredita-se que essas duas etapas da digestdo anaerdbia
sejam realizadas por um mesmo grupo bacteriano, apesar de seus produtos serem
diferentes, ja que a hidrolise isoladamente €& incapaz de suprir todas as
necessidades celulares (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994).

Os produtos excretados pelas bactérias acidogenicas irdo produzir
modificacdes drasticas no pH do meio e servirdo de substrato para as bactérias
acetogenicas, responsaveis pela producdo do hidrogénio; e a homoacetogenicas

responsaveis pelo consumo de hidrogénio.

Tabela 2 - Valores de DBO para diferentes tipos de aguas residuarias

Aguas residuéarias DBO (mg/L)
Esgotos sanitarios 200-600
Efluentes de alimentos — enlatados 500-2000
Efluentes de Cervejarias 500-2000
Efluente de processamento de 6leo comestivel 15000-20000
Efluente de destilaria de alcool (vinhaga) 15000-20000
Percolados de aterros sanitérios 15000-20000
Efluentes de matadouros (sem recuperagao de residuos) 30000
Efluentes de laticinios (sem recuperagdo de soro de queijo) 40000-48000

Fontes: Glazer, 1995 e Harper, 1974.

A acetogénese é a fase intermediaria do processo, onde as populacdes
bacterianas servem de ligacdo entre as fermentativas e as metanogénicas; se
caracteriza pela atividade das bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio. Dois
grupos de bactérias acetogénicas atuam nesse processo: 0 primeiro grupo produz
acido acético, CO,, H, a partir de acidos graxos intermediarios; o segundo grupo,
denominado de bactérias homoacetogénicas, sdo produtoras de acetato a partir de
COz e Hy. (ARCHER e KIRSOP, 1990).

A fase metanogénica € um dos mais importantes estagios da decomposicao
anaerobia, ocorre quando as bactérias metanogénicas completam as atividades das
anaerobias facultativas; o potencial redox se reduz aos menores valores em um
aterro sanitario, durante a fase metanogenica (POHLAND et al.1985).

As bactérias metanogénicas sdo estritamente anaerobias e necessitam pH
neutro (6,6 — 7,3). Os acidos volateis produzidos na fase acidogénica e outros

materiais organicos, agora sao convertidos a CH, e CO,. Com o valor do pH proximo
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a neutralidade, poucos materiais inorganicos serdo solubilizados e,
consequentemente, a condutividade elétrica do efluente (capacidade de conduzir a
corrente elétrica) diminui e 0 meio se torna mais redutor em relacdo a fase
acidogénica (POHLAND, 1985).

A separacdo em fases da decomposicao anaerdbia facilita a compreensao do
processo, embora na pratica essa divisdo ndo ocorra de forma linear, porque a
medida que aportam novas cotas de residuos nas células do aterro reinicia uma
nova fase ou interrompe a anterior, tornando-a incompleta (POHLAND; HARPER
1986).

2.3.3 Vantagens da decomposi¢do Anaerdbia

Conforme Chernicharo (1997) embora os processos anaerébicos possam gerar
menos energia que 0s aerobios, eles tém a alternativa de preservacdo da biomassa
(colbnias de bactérias anaerébias), sem que haja o fornecimento de nutrientes por
varios meses, ou seja, a colénia de bactérias entra em um estagio de endogenia,
sendo reativada a partir de novas cotas de nutrientes. Ao contrario dos processos
aerdbios, onde sdo utilizados aeradores a base de energia elétrica e a falta dessa
energia ou queima dos motores pode colapsar o sistema, com a consequente perda
da biomassa.

Os testes realizados em bateladas tém duas grandes limitacGes: o fato de
desprezar os efeitos da adaptacdo e ndo detectar os efeitos toxicos crbnicos. A
competicdo por nutrientes estabelece uma situagcdo de stress entre o0s
microrganismos afetando o proprio metabolismo, talvez essa seja a razdo do
guestionamento sobre 0s processos in vitro, com isolamento dos microrganismos e
mantidos em condi¢des nutritivas e ambientes 6timos; um ambiente artificial muito
diferente daquelas condigcbes encontradas no meio ambiente. Observa-se que em
experimentos de laboratério ocorre uma intensa multiplicagdo e crescimento
microbiano, uma verdadeira explosdo populacional, que se mantém até que o
substrato fornecido seja consumido e volte a ser o fator limitante (CINTRA, 2003;
BARROS, 2004; ALCANTARA, 2007).

No entanto, € crescente a realizacdo de experimentos em bateladas, em escala
de laboratorial, para avaliar o potencial da biomassa na sor¢éo de metais; pesquisas

indicando a aplicacdo dos biorreagentes em sistemas de separacéo sélido/liquido,
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como flotacdo e também em colunas de leitos fluidizados, demonstram que a
transicado da escala de bancada para industrial € importante e pode ser verificada em
algumas patentes de sistemas de biossorcdo ja existentes. A simulacdo de

condicBes ambientais reais para o tratamento de efluentes tem dividido opinides.

2.3.4 Estabilidade em Sistemas Anaeroébios e Toxicidade

Os aterros sanitarios de residuos solidos operam como grandes reatores
anaerobios. As condicbes de estabilidade dos processos anaerébios estdo
relacionadas, entre outros fatores, a existéncia de espécies quimicas que produzem
inibicdo, principalmente as bactérias metanogénicas, muito sensiveis. Em todos os
sistemas biologicos de tratamento de efluentes, a remocéo efetiva de poluentes
depende ndo apenas do potencial metabdlico dos microrganismos, mas também de
condi¢cdes ambientais apropriadas para tais atividades. Portanto € importante evitar
0 aporte nas células do aterro de residuos com alta concentracdo de agentes que
possam produzir efeitos adversos a estabilidade bioquimica dos aterros.

Os parametros mais importantes na degradacédo e posterior solubilizacdo de
residuos solidos sdo: pH, umidade, potencial redox, solventes organicos e
condutividade elétrica, porque essas variaveis exercem um papel importante nos
estagios principais da decomposicdo anaerébia, sendo responsaveis pela producéo
de enzimas, que hidrolisam compostos de cadeias complexas, transformando-os
em compostos moleculares de cadeias simples (CHAPELLE, 1994; BORDEN et al.
1995; CORSEUIL E ALVAREZ, 1996).

2.3.4.1 Potencial Hidrogenénico (pH)

O pH é um fator que apresenta grande influéncia no processo
aerdbio/anaerobio, influenciando a atividade das enzimas hidroliticas e dos
microrganismos de todo o consorcio anaerdbio, principalmente dos microrganismos
gue tém baixa taxa de crescimento, como as bactérias metanogénicas. O processo
de digestdo anaerdbia ocorre no intervalo de pH de 6 a 8,3, sendo que valores de
pH fora do intervalo 6timo podem inibir o processo de degradacdo, levando a
subestimacdo da biodegradabilidade (ANGELIDAKY et al. 2004). Neste caso €&
necessario, para o desenvolvimento bioprocessos de degradacdo, o ajuste do pH,
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com adicdo de agentes que proporcionem tamponamento do sistema na faixa 6tima
de pH.

2.3.4.2 Oxigénio Dissolvido (OD)

O oxigénio dissolvido na agua € importante para a sobrevivéncia dos seres
aguaticos aerébios e para a decomposicdo biolégica da matéria organica. Este
parametro também é utilizado no controle do fornecimento de oxigénio para 0s
processos aerdbios, minimizando desperdicios de energia. Caso todo o oxigénio
tenha sido consumido, reacGes anaerdbicas se realizam, podendo gerar maus
odores através da volatilizacdo de gases provenientes da atividade de bactérias
metanogénicas e redutoras. A origem pode ser natural pela dissolucdo do ar
atmosférico e pela producdo de organismos fotossintéticos ou antropogénica, pela
introducdo de aeracao artificial. Em termos de &gua residuéarias, é necessaria uma
concentracdo minima de 1mg/L de oxigénio dissolvido nos reatores dos sistemas
aerobicos (AMARAL et al. 2008).

2.3.4.3 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO)

A Demanda quimica de oxigénio (DQO) €& o parametro que determina a
quantidade de oxigénio necessario para oxidar toda a matéria organica contida em
uma amostra em referencia (JEFFERY, 1992).

A Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) mede a quantidade de oxigénio
necessario para que 0s microrganismos realizem a bioestabilizacdo da matéria
organica. Neste experimento a DBO foi analisada num ensaio padréo de cinco dias
de incubacédo (DBOs) a temperatura constante de 20 °C, simulando as condi¢des do
corpo hidrico.

A DBOs é a diferenca de concentragdo medida entre o oxigénio dissolvido no
momento da coleta da amostra e ap0s cinco dias, tempo em que a amostra fica
incubada a temperatura de 20°C, sendo consumido o oxigénio para a respiracao dos
microrganismos.

A relacdo DBOs/DQO é utilizada para indicar a concentracdo de matéria

organica biodegradavel presente no chorume (MONTEIRO, 2003). Aterros sanitarios
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em atividade, isto é, aqueles que permanecem recebendo novas cotas de matéria
organica nas células, a relagdo DBOs/DQO variam entre 0,5 e 0,8, enquanto que
aterros mais antigos ou com atividades encerradas essa relacdo baixa para 0,07 a
0,08 (NASCIMENTO FILHO, 2002).

2.3.4.4 Inibicao das BRS pelo aumento do potencial Redox (Eh) do Meio

As BRS se desenvolvem em ambiente em que os valores de pH oscilem entre
5 a 9; o potencial redox deve situar-se abaixo de -100 mV, sendo essencial para o
desenvolvimento das BRS, ja que a reducdo desassimilativa do sulfato € inibida em
altos valores de Eh. Como doadores de elétrons elas utilizam quase todos os
compostos organicos, desde acidos organicos de cadeia curta até hidrocarbonetos,
embora algumas espécies também sejam capazes de usar H,; (LIAMLEAM,;
ANNACHHATRE, 2007; BARTON; TOMEI, 1995; POSTEGATE, 1984).

Outro fator inibitério em relacdo as BRS € que a reducdo desassimilativa de
nitrato a nitrogénio gasoso, pelas BRN, produz intermediarios como nitritos, oxido
nitrico (NO), 6xido nitroso (N.O) e amobnia (HNO,), que possuem capacidade de
elevar o potencial redox do meio tornando-o improprio para as BRS (NEMATI;
JENNEMAN; VOORDOUW, 2001).

Estes fatores demonstram que o decréscimo do nivel de H,S envolve
principalmente a geracdo de um ambiente altamente oxidante em funcédo da
liberacdo de elétrons pela decomposi¢cdo de ion nitrito em solucao, resultando o
aumento do seu potencial redox (STURMANN, 2001; STURMANN; GOERES, 1999;
REINSEL et al. 1996).

De acordo com Lens et al. (1998) o sulfeto biogénico compreende as formas
H,S, HS e S?, sendo a presenca de cada espécie dependente do pH: em valores
de pH abaixo de 7, ha predominancia sulfeto de hidrogénio(H,S); quando o valor do
pH situa-se entre 7 e 14 uma mistura de H,S pode coexistir na solugdo, embora
haja decaimento do nivel de H,S a medida que ocorre o aumento do pH. Valores
acima de 9 promovem a dissociacdo de HS  em S?. Sendo essa espécie quimica
predominante em valores de pH acima de 10.

O mecanismo inibitério das BRS parece estar relacionado diretamente com o
sulfeto de hidrogénio, como molécula neutra, pode atravessar sem obstaculo a

membrana celular e reagir como componentes celulares (WEIJMA; BOTS;



35

TANDLINGER, 2002 apud VIEIRA, 2003; POL HULSHOFF; LENS; STAMS, 1998).

Li & Irvin (2007) observaram a variavel potencial redox e alcalinidade, quando
utilizadas como parametros de controle de processos de desnitrificacdo/nitrificacéo;
a alcalinidade apresentou resultados mais satisfatérios que o potencial redox.
Ressaltando a necessidade de aperfeicoamento desses parametros de controle no
referido processo.

2.3.4.5 Acidos Graxos Volateis (AGV) e Alcalinidade

A relacdo AGV/alcalinidade € um indicador importante que pode ser utilizado
para o monitoramento do pH, evitando redu¢des abruptas na producdo do metano
no meio. A alcalinidade é uma medida da quantidade de carbonato na solugéo
(proveniente do CO, produzido durante a decomposi¢cao anaerdbia). A importancia
da alcalinidade na decomposi¢cdo anaerobia, reside no fato das bactérias aciddfilas
produzirem acidos rebaixando o pH do meio, o carbonato reage com esses acidos,
controlando a acidez (tamponamento do carbonato). Essa agcdo mantém o equilibrio
entre as cepas acidogénica, acetogenicas e metanogénicas no sistema anaerobico.

A alcalinidade total (AT) é funcdo da alcalinidade devido a bicarbonato e a
acidos volateis. No caso do percolado com origem no inicio do processo de
bioestabilizacdo, os residuos organicos produzem percolado com baixa alcalinidade
a bicarbonato e elevada alcalinidade devido a acidos volateis. A proporcdo que o
processo entra na fase de equilibrio dindmico, a alcalinidade a bicarbonato passa a
ser mais representativa quantitativamente.

Em sistemas anaerdbios é importante que alcalinidade se situe entre 2500 a
5000 MgCaCos/L, para que haja condicbes de neutralizar uma eventual elevacao
das concentracdes de AGV produzidos pelas bactérias acidogénicas e nao
consumidos pelas metanogénicas, expostas a acao de algum agente inibidor
(SOUZA, 1982).

Van Haandel & Lettinga (1994), Foresti (1997) e Hirata (1997) afirmam que a
espécie alcalina mais importante num sistema de decomposicéo anaerébia € o ion
bicarbonato (HCOg3), cuja origem resulta da liberacdo de espécies alcalinas a partir
do metabolismo de proteinas, principalmente o amoniaco (NH3/NH;OH)
(amonificagdo) e de formas oxidadas de enxofre, de sulfito (S” /HS") e pela hidrolise

de sais de acidos organicos fracos.
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2.3.4.6 Fosforo

O carbono, nitrogénio e fésforo séo essenciais a todos 0s processos biologicos
da bactéria. A quantidade de nitrogénio e de fésforo necessaria para a degradacao
da matéria organica presente em um determinado processo, depende da eficiéncia
dos microrganismos em obterem energia para a sintese a partir de reacdes
bioguimicas de oxida¢éo do substrato organico (FORESTI et al. 1999).

O fosforo é um macronutriente, durante a decomposicdo da matéria organica
pelos microrganismos determinadas quantidades de fosforo vao sendo assimiladas
para a formacéo e o desenvolvimento de suas células (imobiliza¢édo). O fésforo sera
incorporado nas bases nitrogenadas das bactérias (RNA e DNA), fosfolipideos e
outros, porém em maior quantidade nas moléculas de RNA. A proporcao de fésforo
na matéria organica, ou seja, a razdo C/P na matéria organica determinara a
predominéancia de imobilizacdo ou mineralizagao.

Para Tchobanoglaus (1991) os principais mecanismos de remocéo do fésforo
entre outros elementos, em processos bioldgicos, sdo adsorcdo e a precipitacao

pela biosurfactagao.

2.3.4.7 Nitrato, Nitrogénio Organico e Nitrogénio Amoniacal

Nitrogénio organico e amoniacal sdo as principais formas presentes em aguas
residuarias domeésticas e sdo frequentemente medidas como Nitrogénio Kjeldalh
Total (BARNES & BLISS, 1983).

As proteinas remanescentes na fracdo organica do residuo aterrado sé&o
convertidas em grande parte a aménia pela acdo de bactérias heterotroficas em
condi¢gBes anaerodbias ou aerdbias. A amonia, o nitrito e o nitrato sdo compostos de
nitrogénio formados a partir da decomposicao da matéria organica. O processo de
nitrificacdo e desnitrificagdo ocorre com alternancia do regime aerébio e andéxico, o
primeiro permite a oxidagdo do nitrogénio amoniacal pelas bactérias nitrificantes e o
segundo favorece a reducao do nitrato com liberagéo do nitrogénio molecular (N>).

O nitrogénio organico € convertido a amolnia através da via bacteriana
oxidativa e assimilado pelos microrganismos durante o crescimento. A amdnia e
nitrito sdo oxidados pelas bactérias nitrificantes numa sequéncia de reacdes, cujo

produto final € o nitrato (nitrificacdo), porém existem géneros bacterianos que
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oxidam a amodnia até nitrito, provocando acidificacdo do sistema. A oxidagéo
anaerdbia da amonia consiste na substituicdo do oxigénio por 6xidos de nitrogénio,
NO,, NO e o N,O,4, sendo este a forma dimera do NO, (KAMPSCHEREUR et al.
2005; JETTEN et al. 1999; SCHMIDT et al. 2002).

A presenca de nitrogénio amoniacal é relevante introduzindo um carater toxico
ao chorume. A amonia, por sua solubilidade e altas concentracdes é um importante
tracador da contaminacdo do chorume nos corpos hidricos. O aumento da taxa de
recirculacdo do chorume € responsavel pelo aumento da concentracédo da amonia.

De acordo com Wakida & Lerner (2005) a maior parte do nitrogénio encontrado
em lixiviados esta na forma de nitrogénio amoniacal devido as condi¢cdes anaerdbias
caracteristicas nos aterros sanitarios.

Segundo Jungueira (2000), a presenca acentuada de amonia pode inibir o
desenvolvimento de varios grupos bacterianos. A toxicidade da ambdnia é
dependente da concentragdo do nitrogénio amoniacal e do pH, uma vez que a
toxicidade € mais acentuada na presenca do gas (NH3) do que em relacdo ao ion
amonio(NH;") em pH elevado (acima de 8).

N&o h& consenso entre autores a respeito da faixa de inibicdo mais aceita dos
grupos bacterianos, se é de 100 a 200 mg/L, para determinacdo dos diferentes
limites de inibicdo. Calli et al. (2005), observaram que nenhum efeito inibitério foi
causado devido a concentracdo de amonia para valores de amoénia livre até 161 + 12
mg/L, Koster et al. (1984) observaram inibicdo com concentragcdo de amonia livre
superior a 700 mg/L e Hansen et al. 1998, a inibicdo foi observada somente para

concentracdes superiores a 1.100 mg/L de amdnia livre.

2.3.4.8 Sulfato, Sulfetos e Metais Pesados

Aresolucdo Conama 357/2005 estabelece limites de concentragdes maximo de
250 mg/L sulfato nas aguas doces e 1,0 mg/L de sulfeto para lancamento de efluente
em corpos hidricos.

Em ambiente anaerobio e redutor as BRS reduzem o sulfato a sulfeto; os
sulfetos gerados pelas BRS sé&o uteis no processo de tratamento, tendo em vista
que sua fracdo sollvel tem a propriedade de combinar-se com metais pesados, a
excec¢do do cromo, formando sais insoluveis que ndo apresentam efeitos adversos

ao processo, somente a fracdo soluvel dos metais pesados apresenta efeitos toxicos
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ou inibitorios a digestdo anaerobia.

A alcalinidade também pode atuar na precipitacdo de metais pesados, pois
neutralizando a acidez, ha um aumento do pH que tende a precipitar os metais fora
da solucéo. Desta forma, a alcalinidade pode minimizar a acao inibidora dos metais
no meio do processo, sendo um elemento antagonista (POVINELLI, 1987).

Conforme Chernicharo (1997); Souza (1982), cerca de 1,8 mg/L a 2.0 mg/L de
metais pesados sdo precipitados como sulfeto metélicos pela adi¢do 1,0 mg de S .
Assim, verifica-se a conveniéncia de que a relagdo mg S?/L (mg de metais
pesados/L) assuma valores entre 0,5 e 0,56. Diga-se também que, além da reducéo
do efeito adverso dos metais pesados, a combinacao propicia também a diminuicdo
da concentracdo dos sulfetos em solucdo, que também oferecem inibicdo. Este
efeito de remocédo de metais em solucdo € um mecanismo de seguranca efetivo em
pH inferiores aqueles em que temos a precipitacdo de céations metalicos e

carbonatos.
2.4 Biodegradabilidade

Uma substancia ou composto é biodegradavel quando for susceptivel a
decomposicédo pela agdo dos microrganismos. Os microrganismos podem usar estes
compostos como fonte de energia ou de carbono (ANGELIDAKI et al. 2004).

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma profunda influéncia na
habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas. Alguns compostos
organicos sao rapidamente biodegradados, enquanto outros séo recalcitrantes (nao
biodegradaveis). Hidrocarbonetos com baixo e médio peso molecular e alcodis sdo
exemplos de compostos facilmente biodegradaveis. Por outro lado compostos
xenofébicos (compostos quimicos fabricados pelo homem), especialmente
hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes a biodegradacgao.
Geralmente compostos ramificados e polinucleados sdo mais dificeis para degradar
gue moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples, e aumentando o grau de
halogenacdo da molécula, diminui-se a sua biodegradabilidade (ALEXANDER, 1965
apud ATLAS, 1997).

Os microrganismos responsaveis pela degradag¢do de compostos xenofébicos
sao divididos: em primarios e secundarios, 0s primeiros possuem capacidade para

degradar o substrato principal fornecido ao sistema, enquanto os secundarios nao
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utilizam o substrato principal, mas sim os produtos liberados pelos microrganismos
primarios. Este processo € denominado a cometabolismo (BULL e SLATER, 1982
apud GRADY, 1985).

A biodegradabilidade anaerdbia pode ser definida como a fragdo maxima de
matéria organica que sera eliminada, por digestdo anaerObia, durante um
determinado periodo de tempo e em determinadas condigBes operacionais, em
comparacao a fracdo tedrica estequiometricamente convertida (FIELD, et al. 1988;
ROZZI et al. 2004).

Na literatura ha uma escassez de trabalhos sobre a biodegradabilidade de
lixiviados de aterros sanitarios. Santos et al. (2004), em trabalhos relativos a
tratamento de efluentes, avaliaram a biodegradabilidade aerdbia e anaerdbia de
lixiviados, demonstrando que na biodegradabilidade aerdbia do lixiviado ocorreu a
remocdo de 65% de DQO, sem a adi¢do de inoculo e 87% com a adi¢cdo de indculo,
sendo superior a degradabilidade anaerébia com remocao de 60%.

A ocorréncia de substancias quimicas recalcitrantes presentes, principalmente
no chorume de aterros sanitarios antigos, € determinante para o aumento da
toxicidade do sistema, pois elas oferecem dificuldades para serem degradadas;
considerando-se que 0S microrganismos Sao 0s principais agentes dos processos de
degradacéo e reciclagem de nutrientes, sua incapacidade em degradar substancias
€ um indicio de recalcitrancia do meio.

Aterros sanitarios com mais de dez anos possuem alcalinidade alta, compostos
nitrogenados, conforme mostra a tabela 3. A literatura cita que caracteristicas como
a idade do aterro, também tem influencia significativa na composi¢cdo quimica do

chorume.

Tabela 3 — Mudanca dos valores de concentracdo de parametros de caracterizacao
do chorume com a idade do aterro sanitario
Idade do aterro sanitario (em anos)

Parametro(mg.L™%)

0-5 5-10 10-20 >20
DBO 10000-25000 1000-4000 50-1000 <50
DQO 15000-40000 10000-20000 1000-5000 <1000
Nitrogénio Total 1000-3000 400-600 75-300 <50
pH 3-6 6-7 7-7,5 7,5
Fosforo 100-300 10-100 - <10
Ferro e Magnésio 500-1500 500-1000 100-500 <100

Fonte: EL-FADEL (2002).
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3 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

De acordo com a Secretaria Municipal do Meio Ambiente de Canoas/RS -
Brasil, (SMMA-2011), o Aterro Sanitario Guajuviras possui uma area de 13 hectares,
encontra-se a uma distancia de 10 km do centro da cidade, esta localizado na
Avenida Nazario, 3303, no Municipio de Canoas/RS, no bairro denominado Fazenda
Guajuviras; seu acesso ocorre pela BR-116, através da Avenida Boqueirdo. Atende
uma populagdo de 324.994 habitantes, recebe diariamente 300 toneladas de
residuos solidos urbanos (Classe A), oriundos dos Municipios de Canoas e Nova
Santa Rita, sendo que o Municipio de Canoas contribui com 250 toneladas desse

total.
3.1 Histérico do Aterro

O Aterro Sanitario Guajuviras iniciou suas operacdes em 1983 sob a forma de
um lixdo a céu aberto, modificou suas operacdes em 1988 transformando-se em um
aterro controlado. Possui uma extensa cortina vegetal no seu entorno (Figura 1),
cujo porte varia de arvores, arbustos até gramineas. Possui licenca ambiental
expedida pelo IBAMA, o término da licenca de operacdo ocorreu no dia 30 de
novembro de 2010, nessa ocasido era administrado pela empresa Vega Engenharia
Ambiental S.A. A licenca de operacgéo foi renovada pela FEPAM até 24.08.2012
(SMMA-2011). O aterro opera ha 27 anos, portanto € um aterro considerado
maturado conforme figura 1.

Figura 1 — Vista aérea do Aterro Sanitario Guajuviras na fase final das
atividades

Fonte - Google Earth, 2011
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3.2 Geragéo e Tratamento dos Percolados

A formacéo dos percolados nos aterros sanitarios ocorre na transicao da fase
aerobia para anaerébia. O percolado originalmente é formado por enzimas expelidas
pelos microrganismos, responsaveis pela degradacdo da matéria organica presente
nos residuos; em termos de quantidade e concentracdo o percolado pode aumentar
pelos seguintes fatores: em periodos de intensa precipitacdo, condicdo operacional
do aterro, tempo de concentracdo (exposicdo dos residuos sem cobertura), grau de
compactacao, cobertura final (declividade e material impermeabilizante) e drenagem
superficial da area do aterro (BIDONE, 2001).

O Aterro Sanitario Guajuviras gera, diariamente, 60 m3 de percolados, que
necessita ser tratado pela sua toxicidade. O sistema de drenagem e remoc¢ao do
chorume é feito por gravidade, através de uma rede de canalizagdo de concreto
localizada na base do aterro, o efluente é captado para o tanque de acumulo, com
capacidade volumétrica de 78m? e distribuido a um sistema de cinco lagoas em série
para receber tratamento (Figura 2); quatro delas com aeracdo natural (transferéncia
do oxigénio atmosférico para a dgua) e, em maior parte, pela acao fotossintética dos
vegetais clorofilados presentes na lagoa; na ultima lagoa a aeracéo é realizada de
forma mecéanica, com aeradores de superficie.

Essas lagoas estdo interligadas por canalizacbes de PVC de 200 mm. A
capacidade volumétrica das lagoas é variavel, sendo a 12e a22com 130 m®e a 32 e
42 com 650 m3e, finalmente a 52 e Ultima lagoa com 260 m°.

A geracéo de Percolados excede a capacidade de tratamento do sistema, por
iSSO € necessario a retirada semanal de 17 cargas de chorume da Lagoa n°5, o
equivalente a 22.000 litros para tratamento externo. Essa operacdo de
gerenciamento do aterro contribui com o rebaixamento de apenas 5 cm do nivel do

percolado da lagoa a cada operacao realizada.
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Figura 2 — Operacéao de retirada do Percolado, Lagoa n°5

Fonte: sugestdo do autor, 2011.

O aterro também esta equipado com um sistema de tubulacdes para drenagem
e remocao de gases; geomembranas de polietileno de alta densidade (PEAD)

impermeabilizando toda a area das lagoas.

3.3 Reciclagem de Materiais

A reciclagem de materiais consiste na retirada e no reaproveitamento de
diversos tipos de materiais presentes na massa de residuos solidos. E necessario
que haja demanda para aquisicdo e consumo dos materiais reciclados, caso
contrério eles ficaram depositados nos locais de separacéo interrompendo o ciclo do

produto.

3.3.1Coleta Seletiva

A coleta seletiva consiste na separagdo dos residuos a serem reaproveitados,
nas suas fontes produtoras.

A implantacdo da coleta seletiva em programas de gerenciamento para
residuos solidos urbanos, através das administracdes municipais, representa uma

decisdo fundamental, trazendo beneficios sociais como: geracdo de emprego e
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renda & comunidade envolvida no projeto, pela comercializagdo dos produtos;
aumento o tempo de vida util do aterro sanitario, pela reducdo do volume de
residuos dispostos nas células e economia de recursos naturais.

Outro fator de extrema relevancia € a reducdo da toxicidade dos percolados
no aterro sanitario, devido a auséncia dos materiais reciclaveis a massa de residuos,
isso contribui para o abrandamento da toxidez do chorume, pois ions derivados
desses materiais ndo serdo incorporados ao chorume.

A coleta Seletiva foi implantada no Municipio de Canoas desde 1993. A partir
de 2001, o Municipio firmou convénio com a Metroplan, com apoio da Fundacédo de
Estadual de Protecdo ao Meio Ambiente (FEPAM) garantindo a construcao de quatro
galpdes de triagem, facilitando o trabalho das Associacfes envolvidas no Projeto.

Apesar de os Galpdes do Municipio de Canoas reciclar 70 toneladas de lixo
ao més, a atuacdo da coleta seletiva ainda € incipiente, porque o percentual de
residuos solidos coletado em Canoas, no periodo de 2001 a 2007 e encaminhado
para os galpdes de reciclagem, foi menor que 5% do percentual total de residuos
coletado no periodo. Logo a grande parcela de RSU ainda esta sendo destinada nas
células do aterro (SMMA, 2011).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Tendo em vista a restricdo da legislacdo ambiental, no que tangue aos limites
de emissdo de sulfatos e nitratos em corpos hidricos, em razdo dos impactos
causados a qualidade da agua. Considerando os relatos na literatura indicando que
a reducdo de sulfato, em ambientes anaerdbicos e ricos em matéria organica,
contribui na formacao de sulfeto de hidrogénio, composto com odor desagradavel,
extremamente toxico, corrosivo e com alto DBO.

Este trabalho investigou a aplicacdo de bactérias do género Pseudomonas
aeruginosa e Bacillus cereus, na forma isolada ou consorciada, em processos de
biorremediagéo e sua possibilidade em reduzir teores de nitrato, fosfato, sulfato e/ou
nitrogénio total em percolados parcialmente tratados de aterros sanitarios.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial do bioprocesso a partir do emprego de bactérias,
isoladamente e em consorcio, em contato com chorume de aterro sanitario (residuos
Classe A), aferindo seu desempenho na biotransformacéao desse efluente;

e Analisar a composicdo quimica do composto lixiviado, quanto aos
parametros fésforo, nitrato, nitrogénio amoniacal, nitrogénio total e sulfato, pH,
eletrocondutividade e temperatura;

e Aperfeicoar as condicbes de processos microaeréfilos visando o uso de
linhagens de Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa na reducdo de sulfatos e
nitratos;

e Determinar a capacidade de oxidacdo e reducdo (Eh) e variagcdo do

potencial hidrogendnico (pH) do composto lixiviado pelos microrganismos testados.
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5 METODOLOGIA

5.1 Coleta e Preparacdo das Amostras

O percolado utilizado neste experimento foi recolhido da lagoa n°5, do sistema
de tratamento de efluentes do Aterro Sanitario Guajuviras. O conjunto € composto
por cinco lagoas de tratamento primario (remocédo de particulas coloidais e
estabilizacdo do pH). A escolha da area foi decorrente da proximidade do centro de
estudo, bem como pelo convénio de colaboracao cientifica existente entre o Aterro
Sanitario Guajuviras e o Instituto La Salle. Foram feitas cinco coletas do percolado,
todas na Lagoa n°5, no periodo da manhd e em dias diferentes; a amostragem
ocorreu em periodos climaticos sem qualquer precipitacdo pluviométrica. O volume
total do coletado foi 50.000 mL, para o qual foram utilizados cinco recipientes de
plastico com capacidade de 10.000 mL. As amostras foram transportadas para o
laboratorio em condicbes de refrigeracdo. No momento das coletas foram
registrados dados referentes a temperatura e pH. Todas as coletas foram realizadas
pelo mestrando na presenca do quimico responsavel pelo projeto, seguindo normas
pré-estabelecidas, relativa a coleta de agua para analise (EPA, 2010).

5.2 Tratamento parcial do efluente

As amostras foram separadas em laboratério e em seguida submetidas aos
testes de precipitacdo, através do seguinte protocolo: Equipamento utilizado: “JAR-
TEST” marca “QUIMIS”; 2 Béqueres de 2000 mL, sendo adicionado 1500 mL em
cada; realizada a homogeneizacdo por 2 minutos, a rotacdo de 120 RPM, foi
adicionado 3000mg/L de tanino em cada Becker e mantido a rotagdo de 120 RPM
por 2 minutos, apés mais 5 minutos em rotacdo de 30 RPM, descrito no item 5.3.
Aguardado decantar o floculante e segregado 1750 mL do sobrenadante. O
sobrenadante apresentou pH 8,7, sendo ajustado para pH 7,5 com uso de acido
acético a 20%. Apés o fracionamento das amostras em seis (06) erlenmeyers de 250
mL cada, o efluente foi suplementado com fonte de carbono, sendo os frascos
fechados com tampas de papel aluminio/celulose, e esterilizados em autoclavagem
vertical, a 121° C, a 0,5 atm pelo tempo de 10 min. e resfriadas. A partir desse

momento o liquido foi denominado de efluente tratado. As linhagens bacterianas
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foram cultivadas e caracterizadas no laboratério. Uma amostra do efluente foi
enviada para o laboratério para analise quanto a sua composi¢cao quimica antes da
inoculacdo. ApoOs a inoculacdo dos microrganismos no efluente tratado o mesmo
denominou-se efluente preparado. A inoculacéo foi feita em 06 frascos de 250 mL
cada, totalizando um volume de 1500 mL, foram incubados em incubadora de
agitacao orbital tipo shaker, a 32° C, 60 ciclos/min., no periodo de 32 dias. Durante o
tempo de incubacédo foram coletadas amostras dos frascos e plaqueadas, com o
objetivo de verificar-se 0 comportamento microbiano e estabelecer assim a curva de
crescimento bacteriano. No final periodo de 32 dias foram coletadas aliquotas e
enviadas novamente para andlise laboratorial quantos aos parametros proposto no
experimento. Foi possivel observar o crescimento e contagem das colbnias e a
mudanca dos parametros avaliados, entre eles a reducdo dos niveis de sulfato e
nitrato do efluente, demonstrando possibilidades futuras de aplicagcdo em
bioprocessos.

Para a precipitacdo do efluente foram empregados taninos, evitando a
utilizacdo de sais de aluminio e ferro para nao interferir na interpretacdo dos
resultados do trabalho, ja que o foco do estudo é o monitoramento das
concentracdes de sulfatos e nitratos do efluente.

Os ensaios foram realizados em triplicata, seguido de uma bateria de frascos

considerados como “branco”.
5.3 Taninos

O tanino utilizado no experimento é da marca ACQUAPOL® WM com
concentracdo de 25%(v/v). S&o compostos polifendlicos encontrados em uma
grande variedade de plantas superiores, com caracteristicas adstringentes e
utiizadas nas industrias, no tratamento de seus efluentes. As vantagens da
utilizacdo dos taninos: sdo preservados apos as modificagdes quimicas, capacidade
de combinar-se com proteinas e metais, além de ser um produto obtido de fontes

renovaveis, podendo ser biologicamente degradado ou eliminado termicamente.

! Produzido por: Acquaquimica LTDA; Aplicagdes Quimicas - Integrante do Grupo Seta/AS.
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5.4 Anédlises Fisico-quimicas

5.4.1 Nitratos e Sulfatos

As determinagbes de Nitratos e Sulfatos em solucdo seguiram a metodologia
do APHA, “Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater”
(CLESCERI et al. 1989), por meio de laboratorio externo com certificacdo da Rede
Metrologica.

O experimento teve o tempo de duracao de trinta e dois (32) dias, sendo as
andlises fisico-quimicas realizadas no inicio e final do ensaio, os resultados

encontram-se expressos na tabela 6, nas colunas resultado inicial e final.

5.4.2 Medidas de pH, Eh, DQO, DBOs e OD

Foram analisados os parametros pH e temperatura das lagoas do sistema de
tratamento vide tabela 4. As medidas de pH e Eh foram feitas em um medidor digital
de pH/ milivolt ANALION, modelo IA 601 com eletrodo combinado universal
ANALION, modelo V 620 (no caso de pH) e eletrodo ANALION, modelo ROX 673A
(no caso de Eh). DQO, DBOs e OD seguiram os procedimentos determinados pelo
“Standard Methods for the Examination of the Water and Wastewater”. Para a
determinacao destes parametros seguiram-se 0s mesmos tempos descritos para os

parametros do item 5.5.3.

5.5 Microrganismos

Foram utilizadas duas linhagens bacterianas: Bacillus cereus e Pseudomonas
aeruginosa. Ambas as culturas pertencentes a bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia do Unilasalle. A caracterizagédo das linhagens foi feita seguindo os
protocolos de identificagdo bioquimica estabelecidos por Konemann (2009).

No caso do género Bacillus foram realizados testes para a diferenciagdo de
outros membros do grupo (Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis e Bacillus
mycoides) e submetidos ao cultivo em meios de cultura quimicamente definidos para

se obter a caracterizagdo segura da espécie em questdo (Anexo A).
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5.5.1 Selecéo e Preparacao do Pré-inéculo

As bactérias encontravam-se acondicionadas em freezer a temperatura de -24
°C, por isso necessitaram ser descongeladas para a preparacdo do pré-inoculo. A
incubacéo foi feita em caldo de enriqguecimento (anexo A) em estufa a 37 +2 ° C por
24 horas, para obter-se o pré-inoculo.

Apos o crescimento do pré-inoculo, foi retirada uma aliguota do meio com
crescimento bacteriano e inoculado em dois Erlenmeyers de 100 mL, com meio de
cultura Agar BHI (Caldo de Infus&o de Cérebro e Coracéo) (anexo A), a fim de obter
a concentracdo bacteriana desejavel para posterior inoculacdo nos frascos com
amostras de efluente tratado. Os frascos foram incubados em estufas a 37°C, por
24-48 horas.

A concentracdo desejavel de célula bacteriana ficou entre 10% a 10° UFC mL™,
sendo estipulada por leitura da densidade 6ética (D.O) em espectrofotdbmetro (660

nm) e acompanhada pela contagem em placas.

5.5.2 Inoculacédo dos Microrganismos e Formacao dos Consorcios

O experimento microbioldgico foi realizado utilizando-se um conjunto de seis
(06) frascos erlenmeyers de 250 mL, em trés sequéncias de testes, todas elas
contendo a mesma composicao: efluente tratado mais solucdo peptonada 1%

(peptona bacterioldgica como fonte de carbono), (Figura 3).
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Figura 3 - Efluente tratado, Laboratério de Microbiologia Unilasalle.

Fonte: sugestdo do autor, 2011.

Assim os frascos foram inoculados da seguinte forma:

a) no primeiro experimento foi utilizado o Bacillus cereus; onde duas
sequéncias de erlenmeyers com 250 mL de efluente tratado foram inoculados com
cultura bacteriana, denominados como B; e By;

b) o segundo experimento foi realizado de forma idéntica a incubacao anterior,
porém utilizando-se o consorcio formado por ambos 0s microrganismos. Assim 0s
frascos foram inoculados com o consoércio Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
cereus, denominados como P/B; e P/B;;

C) no terceiro experimento repetiram-se as rotinas anteriores, desta vez
utilizando-se apenas a espécies Pseudomonas aeruginosa, denominado como P; e
P,. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

As etapas de manipulacdo das amostras de efluente preparado e dos indculos
foram todos feitos em capela de fluxo laminar vertical.

Durante os ensaios, os erlenmeyers foram vedados com rolhas de silicone
contendo uma entrada para realizar a purga de ar e H,S com nitrogénio. A saida
lateral desses frascos, por onde esses gases seriam expulsos, foi conectada através
de uma mangueira de silicone, a tampa de silicone de outro erlenmeyer, contendo

agua com pH préoximo a 8, ajustado com uma solucao de NaOH 0,1 mol/L. Ao final
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da purga, o sistema foi totalmente fechado, de tal forma que, a mangueira de
entrada do frasco de ensaio e da saida lateral do frasco de coleta de gases foi
comprimida com uma pinca de Hoffman, impedindo a entrada de ar.

Os ensaios foram conduzidos a temperatura a 32° C = 0,5, e sob agitacao
constante de 60 ciclos/min., em incubadora orbital (Shaker KS 4000i Control IKA),
por um periodo de 32 dias (Figura 4).

Figura 4 - Incubadora orbital (Shaker KS 4000i Control IKA), com efluente preparado

Nova Etica

Fonte: sugestdo do autor, 2011.

5.5.3 Determinagé&o da curva de crescimento Bacteriano

Quando uma cultura microbiana se desenvolve em um sistema fechado é
possivel se confeccionar uma curva de crescimento, que pode ser dividida em
diferentes etapas: fase lag, log, estacionaria e de declinio ou morte. A fase lag é
caracterizada por um rearranjo do sistema enzimatico (sintese de enzimas),
produtos téxicos e meio de cultura. Nao ha variacdo da concentracdo de biomassa
no decorrer do tempo. Na fase Log ou exponencial as células estdo plenamente
adaptadas, com velocidade de crescimento elevadas, consumo intenso de substrato
e acumulo de produtos no meio. A fase estacionaria marca o término do substrato
limitante, acimulo de produtos téxicos, concentracdo celular constante em seu valor
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méaximo. A Fase de declinio ocorre a reducao do crescimento celular e o consumo de
material intracelular (lise). Ndo somente a concentracéo celular se dispde no gréfico,
mas também o consumo de substrato e formacéo de subprodutos. (TORTORA, 2000
e TRABULSI, et al. 2008).

Para a determinagdo da curva de crescimento foram feitas contagem nos
Tempos de Analises (T), definidos como Ty, Ty, T2 e T3 com intervalo de 10, 12 e 10
dias, totalizando 32 dias. Desta forma a sequencia de avaliacdo do comportamento
microbiano compreendeu as seguintes etapas:

a. Amostragem dos ensaios e diluigdes:

De cada frasco do ensaio (P1, P2; B1, B2; P/B1 e P/B,) foi separado uma aliquota
de 20uL, a qual foi diluida num tubo contendo 10 mL de Solucédo Salina Peptonada
(SSP) 0,1% (anexo A), obtendo-se a diluicdo 10™. Este procedimento foi repetido
para a obtencdo das diluicdes 102 1073 10® 10> e 10° As diluicbes foram
necessarias para a contagem das bactérias e impedir o crescimento desordenado

verificado na placa de Petri localizada a direita da Figura 5.

Figura 5 — Placas de Petri com crescimento bacteriano em diferentes

concentracdes

Fonte: sugestao do autor, 2011.

Apenas as concentracdes 10, 10° e 10° provenientes de cada diluicdo foram
semeadas, isso porque nos tubos muito diluidos ndo haveria células suficientes, ao
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mesmo tempo em que nos tubos muito concentrados haveria excesso de células.

Segundo TRABULSI et al. (2008), neste método, aliquotas de diluicdes
seriadas da amostra sdo semeadas em meio de cultura soélidos adequados e
incubadas de maneira a permitir o crescimento das unidades formadoras colénias
(UFC) isoladas.

b. Contagem e identificacdo das Bactérias indicadoras:

Para a quantificacdo e isolamento das bactérias indicadoras, foi utilizado o
método de contagem “Spreadplate” em Agar Plate-Count (PCA) (MERCK).

Com auxilio de uma pipeta automatica com ponteira estéril, foram depositados
20 uL de cada diluicdo, na superficie de placas de Petri de tamanho (90x15 mm),
contendo PCA. Com auxilio da al¢a de Drigalsky ou um bastao de vidro tipo “hockey”
flambado, espalhou-se o inéculo por toda a superficie do meio até a completa
absorcao.

As placas de Petri foram incubadas invertidas para evitar que goticulas
provenientes do vapor fossem incorporadas ao efluente ja diluido.

Apods o plagueamento as placas foram incubadas em estufa a 32 £2 ° C, por 24
horas, apds esse periodo 0s pequenos agrupamentos cresceram isoladamente e
foram contadas as UFC mL™, para posterior elaboracdo da curva de crescimento
bacteriano.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises iniciais foram feitas em todas as lagoas do sistema de tratamento de
efluente do aterro sanitario, para a determinacédo e caracterizacdo dos parametros

pH, temperatura e Eh do percolado, descritas em média na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de pH, temperatura e potencial redox (Eh) verificados no

percolado gerado pelo aterro, no momento da Coleta

Parametros pH Temperatura  Eh (mV)
Tanque de Acumulo 8,15 26,4°C +26
Lagoa l 8,25 26,4°C +102
Lagoa 2 8,25 26,4°C +113
Lagoa 3 8,43 26,4°C +133
Lagoa 4 8,43 26,4°C +192
Lagoa 5 8,43 26,4°C +190

Fonte: sugestédo do autor, 2011.

6.1 Temperatura e pH

A temperatura do percolado se manteve constante em todas as lagoas e
muito proxima a temperatura ambiente na data da medicdo, a qual foi de 25°C; o
valor do pH apresentou pequena variacao entre as lagoas. Foi possivel constatar-se
um crescimento do potencial redox, a partir do tanque de acumulo até a lagoa 5; o
potencial redox apresenta uma relagéo direta com o pH, pois em valores perto ou
acima de 7, o potencial redox torna-se mais eletropositivo por unidade de pH. Esse
achado também é similar ao de Smayda (1990), ao analisar amostras de lodos de

bacias de sedimentacdo em estacdes de tratamento de esgotos domésticos.

6.2 Contagem das Bactérias

Apos a incubacgéo realizou-se a contagem das bactérias. O calculo foi obtido
multiplicando-se o niumero de coldnias contadas pelo fator de diluigéo.
As figuras abaixo mostram a contagem do namero de colonias em placas de Petri,
com auxilio da lupa. Quanto ao padrdo de crescimento das colbnias, o0s
microrganismos apresentaram diferencas morfoldgicas: a Pseudomonas aeruginosa,
na concentracdo 10, mostrou um padréo circular, com tamanho reduzido e cor

homogénea (Figura 6-A), bem diferente daquele exibido na concentracdo 10°, onde
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a coldénia mostrou uma série de bandas concéntricas marcadas pelas cores claras e
escuras, bem como um aumento de tamanho (Figura 6-C). O Bacillus cereus
apresentou aspectos rugosos em forma de galaxias, cores translucidas e tamanhos
maiores, quando se apresentou na forma pura (Figura 6-D); por outro lado, verificou-
se alteracdo da morfologia das UFC na forma consorciada, exibindo tamanhos
reduzidos (Figura 6-B). Esse comportamento pode ser indicativo de inibicdo

biocompetitiva com o microrganismo Pseudomonas aeruginosa.

Figura 6-A Crescimento de Pseudomonas Figura 6-B Crescimento do Consércio em Placas de
aeruginosa em Placas de Petri, na concentragédo Petri, na Concentracao 10,

10™, Fonte: sugest&o do autor, 2011.

Fonte: sugestéo do autor, 2011.

Figura 6-C Crescimento de Pseudomonas Figura 6-D Crescimento de Bacillus cereus
aeruginosa em Placas de Petri, na concentragéo em Placas de Petri, na concentracéo 10°,
10°®. Fonte: sugestéo do autor

Fonte: sugestdo do autor, 2011.

6.3 Fases de crescimento Bacteriano

Em microbiologia o termo crescimento se refere a um aumento no numero de
células e ndo de suas dimensodes celulares, logo crescimento populacional indica a
variacdo do nimero ou massa de microrganismos por unidade de tempo.

O crescimento bacteriano ocorre por fissdo binaria no qual a divisdo de uma
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Unica célula resulta em duas novas células, estas irdo dividir-se produzindo quatro

células, oito células novas e assim por diante.
6.3.1 Curva de crescimento Bacteriano

A contagem das colbnias e os valores para a construgdo da curva de
crescimento ocorreram nos tempos Tp=0, T1=10, T,=22, T3=32 dias.

As fases de crescimento mencionadas no item 5.5.3, ndo estdo presentes
integralmente neste estudo; a fase lag e a fase estacionaria ndo foram visualizadas

na Figura 7, portanto as culturas apresentaram apenas duas fases significativas: Log
e de declinio.

Figura 7 — Determinagéo da curva de crescimento bacteriana através da contagem
em placa de unidade formadoras de col6nia por mililitro (UFC.mL), das linhagens

bacterianas testadas
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Log;o UFC.mL"?

== P. aeruginosa P. aeruginosa/B. cereus =f=B. cereus

Fonte: sugestdo do autor, 2011.

A fase lag, embora tenha ocorrido durante o pré-inéculo, ndo foi monitorada
no presente estudo. Em relacdo a auséncia da fase estacionaria, a mesma néo se
manifestou durante o ensaio. E possivel que o nio aparecimento da fase

estacionaria se deva a escolha de intervalos demasiadamente longos durante o
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ensaio entre os tempos Ty, T1, T2 € Ts.

Segundo lItaliani e Marques (2003) a entrada em fase estacionaria bem como
a sua duracdo é causada por uma mudanca no padrdo de expressao génica de
bactérias, quando as células devem expressar um novo conjunto de genes
envolvidos principalmente com resisténcia a caréncia alimentar e a estresses
ambientais.

Analisando a Figura 7 observa-se que no intervalo de tempo de To=0 a T;=10
dias, todos os microrganismos obtiveram crescimentos significativos, sendo que seu
otimo foi atingido no intervalo de tempo igual a 10 dias; notou-se também que o
crescimento mais expressivo pertenceu ao microrganismo Pseudomonas aeruginosa
(P1), seguido pelo consorcio (P/B); por outro lado verificou-se que o microrganismo
gue menos cresceu foi Bacillus cereus (Bi). O intervalo correspondente To=0 a
T,=10 dias foi considerado como a fase log, uma vez que essa etapa apresentou a
maior taxa de crescimento dos microrganismos durante todo o experimento.

A fase de declinio bacteriano esta representada por uma reta com dois
segmentos: a) no primeiro segmento, intervalo T,=10 dias e T,=22 dias, foi possivel
observar-se uma queda do numero de todos os microrganismos; a Pseudomonas
aeruginosa (P;) foi o microrganismo que mais cresceu ha fase log, porém na fase de
declinio teve uma queda de 3,5 ciclos logaritmicos. Constatou-se ainda que o
consorcio (P/B1), o qual teve um crescimento moderado na fase log, também
decresceu moderadamente na fase de declinio; finalmente o Bacillus cereus (B;), foi
0 microrganismo que apresentou maior regularidade no experimento, tendo uma
taxa de crescimento igual a taxa de decaimento; b) observa-se que no segundo
segmento da reta de declinio, intervalo T,=22 dias e T3=32 dias, a Pseudomonas
aeruginosa (P;) e o consorcio (P/B;) continuam a fase de decaimento, enquanto o
Bacillus cereus (B1) mostrou estabilidade, com a reta tendendo a horizontalidade.
Esse comportamento pode ser indicio de que o Bacillus cereus € um microrganismo
adaptado a ambientes com caréncia nutricional, tendo uma constante de saturagéo
baixa, necessitando de pequenas concentracdes de substrato, propriedade revelada
pelas bactérias recolhedoras.

O Estagio T,=22 a T3=32 mostra um padrdo similar & etapa estacionaria,
presente nas curvas de crescimento bacteriano, em experimentos controlados,
realizados em laboratorio (TORTORA et al.2000).

Para Robazza, Teleken e Gomes (2010) os resultados obtidos pelo ajuste dos
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dados de crescimento, através do monitoramento de uma linhagem de
Pseudomonas indicam que 0 modelo empregado consegue reproduzir com precisédo
as diferentes fases presentes no crescimento deste microrganismo.

Estes resultados tendem a fortalecer a conviccdo que os padrdes de
crescimento observados em regimes dinadmicos de temperatura correspondem a um
comportamento proximo do que € observado em situagfes ambientais. Embora
esses estudos tenham sido realizados com parametros pré-estabelecidos e as
variacfes observadas, se tornam um fator explicito para a presenc¢a ou auséncia da
fase lag, sendo um passo importante para que 0 modelo proposto nesse

experimento possa ser utilizado com confianca pela industria de alimentos.

6.4 Ensaios Fisico-Quimicos

As analises fisico-quimicas do efluente, realizadas pelo laboratorio
correspondem ao efluente tratado e efluente preparado denominados,
respectivamente, como inicial e final Tabela 6; o intervalo entre as duas etapas foi de
trinta e dois (32) dias. Ao final deste periodo as células de cada erlenmeyer foram
separadas pela filtracdo a vacuo e o efluente encaminhado ao laboratério para
analise final.

Foram analisados os parametros: pH, Eh, OD, DBOs, DQO e Proteinas Totais.
Conforme a tabela 5, os valores de pH ndo apresentaram variacdes significativas
em relacdo ao efluente tratado (Inicial), mantendo-se proximo a neutralidade
durante o experimento. Os valores encontrados se enquadraram dentro dos limites
estabelecidos pela legislacéo, cujos valores variaram na faixa de 5 -9.

A concentracdo do oxigénio dissolvido (OD) teve uma variacdo em relacéo ao
efluente tratado (Inicial), situando-se abaixo dos valores estabelecidos na Resolucao
Conama 357/2005, a excec¢do da classe de aguas doces classe 4, cujo o valor da
concentracdo de OD deve ser superior a 2 mg/L O,, porém a média final persistiu
dentro do limite para um processo aerébio facultativo.

Conforme se observou, os valores do potencial redox (Eh) se mantiveram
positivos durante todo o experimento, podendo ser interpretado como possivel
resultado da reducdo desassimilativa de nitrato a nitrogénio gasoso pelas BRN, fator

esse que eleva os valores do Eh do meio.
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Tabela 5 - Valores dos parametros fisico-quimicos: pH, Eh, OD, DBOs, DQO e
Proteinas Totais nos tempos de analises T inicial € T final Para os diferentes

microrganismos e seus consorcios.

Resultados das Analises

Parametros  Unidade Preparado Metodologia Limite d~e
Tratado Deteccgao
P B P/B (mg/L)
pH - 7,75 6,6 6,85 7,07 Potenciémetro * 0,1**
oD mg/L 3,20 1,02 2,8 2,09 St. Meth. n® 4500-OC 0,02 -50 ppm
Eh mvV +320  +309  +130 +211 Potenciometro * +/-20 mV
DBOs mg/L 1260 776 660 709 St. Meth. n® 5210-B 1mg/L
DQO mg/L 3359 965 768 890 St. Meth. n® 5220-B 5mg/L
Método Colorimétrico 0.6 g/L
fi do Biureto (LabTest®
.Fr’r?te'“as g/DI 279 475 374 41 _ _
Rrals Diagnostic-BR)

* Média das triplicatas de cada microrganismo e seu consércio. 1- Modelo ANALION ROX 673Ae V
620.**nivel de resolucdo.***apds suplementacao proteica. ****valores relativos aos padrbes de
incerteza instrumental.

Legenda: P- Pseudomona aeruginosa; B — Bacillus cereus; P/B — Consorcio Pseudomonas e Bacillus
cereus.

Fonte: sugestédo do autor, 2011.

Os valores de DBOs medidos no percolado (Tabela 5) indicam uma atividade
efetiva dos microrganismos, estabelecendo niveis médios de degradabilidade.
Conforme a Figura 8, os valores de DBO obtidos pelos microrganismos Bacillus
cereus (B;) e consorcio (P/B;) atingiram percentuais em torno de 48% e 44%,
respectivamente, logo situaram abaixo do valor minimo estabelecido pela Resolucao
Conama 430/2011, cujo valor minimo da remogédo é de 60%. Por outro lado, a
relacdo DBOs/DQO do efluente tratado (inicial) e do preparado (final) a média foi de
0,81. Esse valor gque indica uma atuacdo positiva dos microrganismos, pois a

degradabilidade do efluente é alta quando a relacdo DBOs/DQO se aproxima de 1.
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Figura 8 - Variacao da DBOs e DQO decorrente da atividade

dos microrganismos durante o experimento
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Fonte: sugestdo do autor, 2011.

Neste ensaio houve aumento da concentracdo das proteinas totais em relacao
ao efluente tratado (inicial), quando o resultado esperado seria a sua reducao.

Os valores relativos & suplementacdo da fonte de carbono do efluente tratado,
foram considerados computadas no presente estudo, bem como os devidos ajustes.

A justificativa para o crescimento da concentracdo das proteinas pode estar
associada a producdo de bacteriocinas, compostos proteicos produzidos pelas
bactérias, que apresenta efeito inibidor entre as espécies.

O efeito do crescimento também pode estar relacionado a producédo de
diferentes de tipos de proteinas e &cidos organicos (formico, acético e oxalico)
excretados pelas bactérias fermentativas durante a fase de crescimento.

Os valores de pH se mantiveram constantes durante o experimento e dentro
da faixa de neutralidade. Ha relatos na literatura indicando que a atividade
proteolitica, o consumo de proteinas pelas bactérias, é evidenciado quando o valor

do pH do meio passa apresentar valores alcalinos.

6.5 Analise da Concentracdo dos Parametros Fosforo Total, Nitrato, Nitrogénio

Amoniacal, Nitrogénio Total e Sulfato No Efluente.

Os resultados da analise da concentracdo dos parametros fosforo total, nitrato,

nitrogénio amoniacal, nitrogénio total e sulfato se encontram na tabela 6. A tabela foi
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separada em dois campos: o efluente tratado (inicial) e o efluente preparado (final) e
representa o comportamento da concentracdo dos parametros analisados no

presente estudo.

Tabela 6 - Determinacdes dos parametros fisico-quimicos do efluente, nos tempos

de analises Tiniciai€Tinal, Para os diferentes microrganismos e seu consorcio.

Resultados Limite de
Parametro Unidade T tado Preparado Método Deteccao
P, B1 P/B;

Fosfato Standard Methods 21 st
Total mg/L 571 4,52 9,13 2,85 Método 4500-P-B 0,001
Nitrato mg/L 13,2 1493 124 12,7 Standard Methods 13 st 0, 010
(como N)

Standard Methods 21st —
Nitrogénio mg/L 494 3594 567,8 399 Métodos 4500 NH3 — B e C. 0, 140
Amoniacal

Standard Methods 21st —
Nitrogénio Total mg/L 693 859 856 676 Métodos 4500 Norg —-B e 0, 140
Kjeldahl D/4500 NH3 — C.

Standard Methods 21st -
Sulfato mg/L 6,30 54 191 59 Método 0, 057

4500 SO4-2/E

Legenda: P- Pseudomonas aeruginosa; B — Bacillus cereus; P/B — Consorcio Pseudomonas e
Bacillus.
Fonte: Referéncia de andlises realizadas pelos Laboratérios ALAC Ltda.

6.5.1 Fosforo Total

A remocdo do parametro fosforo observada no experimento ocorreu

b

principalmente devido a assimilagdo por crescimento bacteriano, quando em
consorcio, o que provavelmente foi devido a propriedade surfactante dada pela
espécie Pseudomonas.

Houve reducdo da concentracdo do parametro fésforo durante o ensaio,
conforme se verifica na Figura 9, através da acdo dos microrganismos
Pseudomonas aeruginosa (P;) do consércio (P/B;), atingindo, respectivamente,
valores na ordem de 1,03 mg/L e 2,85 mg/L, demonstraram que a forma
consorciado foi mais efetiva na reducdo do parametro. Por outro lado, o
microrganismo Bacillus cereus (B;), apresentou comportamento andmalo durante o
ensaio, quando aumentou o valor da concentracdo do fésforo para 3,58 mg/L,
ultrapassando o valor da concentragéo do efluente tratado.

O aumento da concentracdo do fosforo, apresentado pelo microrganismo

Bacillus cereus pode estar relacionada ao acumulo de nutrientes no efluente e
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também a valores de pH neutro, possibilitando a solubilizacdo do fosfato, como
também a processos de quebra de proteinas e lise de células antigas. Esse
comportamento reforca a hipotese de que o microrganismo Bacillus cereus
manifestou a forma recolhedora em relacdo as altas concentracfes de nutrientes,

demonstrando necessitar de cotas minimas de nutrientes para seu crescimento.

Figura 9 — Variacao do teor de Fosforo
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Legenda: | — Efluente Tratado; P; — Pseudomonas aeruginosa; B; — Bacillus cereus; P/B; —
Pseudomonas aeruginosa / Bacillus cereus.
Autoria: sugestéo do autor, 2011.

6.5.2 Nitrato

O Parametro nitrato apresentou teores de concentracdo acima daqueles
estabelecidos pela Resolugdo Conama 357/2005, no efluente tratado (inicial) e no
preparado (final). A Figura — 10 releva um desempenho discreto dos microrganismos
Bacillus cereus (B:) e do consorcio Pseudomonas aeruginosa/ Bacillus cereus
(P/B,), verifica-se que os valores da reducdo do parametro foram semelhantes e
préximos ao valor do efluente tratado; enquanto a Pseudomonas aeruginosa (P1)
teve niveis de reducédo acima do valor do efluente tratado (inicial).

A desnitrificac@o, remocao do nitrogénio através da reducdo do nitrato a nitrito,

oxido nitrico, nitroso e formagdo de nitrogénio molecular, ndo foi efetiva no presente
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ensaio, apesar de estarem presentes 0S requisitos necessarios para 0 pProcesso:
condi¢cdes anaerdbias, uma demanda de matéria organica para fornecimento de
elétrons e reducdo do nitrato. Conforme relatos da literatura, tanto as bactérias
Pseudomonas como Bacillus, sdo microrganismos efetivos no processo da
desnitrificagéo.

A manutencdo de niveis elevados da concentracdo de nitrato pode estar
associada a relacdo carbono e nitrogénio (C/N), que deve ser ajustada e
padronizada. Quando essa relacdo é baixa, hda um acumulo de nitrato, nitrito e
oxidos de nitrogénio; por outro lado, uma alta relacdo (C/N), o nitrito ou nitrato
podem ser reduzidos a amoénia, havendo consumo preferencial desta em detrimento
ao nitrato. Esse fato também pode ser recorrido para justificar a prevaléncia de altos
teores de nitrato neste estudo, bem como o desempenho dos microrganismos na
desnitrificagéo.

O pH tem um papel importante no processo de desnitrificacédo e, possivelmente
a razao para o processo inibitério dos microrganismos possa ser explicado a partir
deste parametro; na tabela 5, verificamos que o valor médio do pH situou-se
proximo a neutralidade (pH 6,84). Sendo que a manutencdo de valores de pH
elevados, proximos a 8,0, € um requisito essencial para evitar a inibicdo dos
microrganismos, pois em valores de pH menores que 7,0 haveria uma maior
concentracdo de 6xidos de nitrogénio, causando toxicidade aos microrganismos, em
particular nas BRS.

Altas concentragdes de nitrato no efluente tratado possivelmente
desencadearam a competicdo entre as BRN e BRS por compostos doadores de
elétrons. Essa biocompetitividade favoreceria o metabolismo das BRN, uma vez que
a reducdo de nitrato permite um maior ganho energético por parte deste
microrganismo, tornando-o0 mais competitivo por substratos; logo ele deveria atingir
maiores taxas de crescimento. Porém essa preferéncia ndo se concretizou no
presente ensaio.

Verificou-se que a desnitrificacdo foi discreta no presente estudo; tendo a
concentracdo de nitrato permanecido elevada para quase todos os microrganismos.
Ja o processo de nitrificacdo foi facilitado pela anaerobiose proporcionada nos
frascos e também pelo potencial redox eletropositivo do meio, situacdo que

inviabiliza as BRS de reduzir também o sulfato.



63

Figura 10 — Variag&o do teor de Nitrato
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Legenda: | — Efluente Tratado; P, — Pseudomonas aeruginosa; B, — Bacillus cereus; P/B; —
Pseudomonas aeruginosa / Bacillus cereus.
Autoria: sugestédo do autor, 2011.

6.5.3 Nitrogénio Amoniacal

Conforme a Tabela 6 a maior parte do nitrogénio encontrado no efluente tratado
se encontra sob a forma de nitrogénio amoniacal, corroborando com a ideia de que o
ambiente anaer6bio dos aterros sanitarios possui alta toxicidade capaz de inibir
grupos bacterianos.

A variacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal Figura 11, embora
reduzida pelos microrganismos Pseudomonas aeruginosa (P1) e consorcio, situou-se
acima dos niveis estabelecido pela Resolugdo Conama 357/2005, cujo valor dos
teores € calculado em fungdo do pH. Entretanto o Bacillus cereus (B;) elevou a
concentracéo de nitrogénio amoniacal durante o experimento muito além do valor do
efluente tratado (inicial).
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Figura 11 — Variacdo do teor de Nitrogénio Amoniacal

600

500

P/B, - 399

400

300

200

100

Teor de Nitrogénio Amoniacal mg/L

TO T1 T2 T3

PERIODO DO ENSAIO - 32 DIAS

Legenda: | — Efluente Tratado; P, — Pseudomonas aeruginosa; B, — Bacillus Cereus P/B; —
Pseudomonas aeruginosa / Bacillus Cereus.
Autoria: sugestéo do autor, 2011.

6.5.4 Nitrogénio Total

O nitrogénio total, formado pelo nitrogénio organico mais nitrogénio
amoniacal, ndo apresentou uma reducgdo significativa da concentracdo durante o
experimento. Verificou-se que as culturas puras, Pseudomonas aeruginosa (P1) e
Bacillus cereus (B1), ndo foram efetivos na reducdo desse parametro. Os valores da
concentragdo aumentaram, ultrapassando o valor do efluente tratado (inicial). Foi
possivel notar que apenas o consorcio, Pseudomonas aeruginosa/Bacillus cereus
(P/B,), atuou de modo redutor, porém reduzindo apenas de forma discreta os valores

da concentracgdo de nitrogénio total (Figura 12).
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Figura 12 — Variacéo do teor de Nitrogénio Total
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LEGENDA: | — Efluente Tratado; P, — Pseudomonas aeruginosa; B; — Bacillus Cereus P/B;
— Pseudomonas aeruginosa / Bacillus Cereus.
Autoria: sugestéo do autor, 2011.

6.5.5 Sulfato

A reducédo do sulfato ndo ocorreu de forma uniforme em todo o experimento
devido a reducéo desassimilativa do nitrato, a qual eleva a taxa de O, consumivel no
processo, além de elevar o valor da eletrocondutividade do meio para indices acima
de + 100 mV, situagdo que impede o processo de dessulfatacdo por alguns grupos
microbianos, fato observado neste experimento, isoladamente com o género
Bacillus.

Na andlise da Figura 13 se observou que todos os microrganismos foram
promissores na reducdo da concentracdo de sulfato. O desempenho da
Pseudomonas aeruginosa (P1) foi superior ao consorcio e, finalmente, o Bacillus
cereus (B;) microrganismos que apresentou valores expressivos na reducdo da
concentracdo de sulfato, sendo a alteracdo mais significativa mostrada durante todo
0 experimento.

De acordo com Oliveira et al. (2010) o processo de dessulfatacdo ou
sulfetogénese se houver a presenca de sulfato disponivel para o bioprocesso,
compostos como o sulfeto ou mesmo o enxofre elementar, passarao a ser utilizados
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por BRS, as quais competirdo direta ou indiretamente com as bactérias
fermentativas acidogénicas, seguidas pelas acetogenicas e por Ultimo as
metanogénicas. Nesta sequencia, as primeiras iniciam num estado oxi-reducao
menos negativo e segue até a metanogénese, que ocorre em um estado oxi-reducao

mais negativo, em baixissimas concentracdes de O, dissolvido, que nos processos

anteriores.
Figura 13 — Variacdo do teor de Sulfato
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LEGENDA: | — Efluente Tratado; P, — Pseudomonas aeruginosa; B; — Bacillus cereus P/B;
— Pseudomonas aeruginosa / Bacillus cereus.
Autoria: sugestéo do autor, 2011.
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7 CONCLUSAO

Este estudo comprovou a viabilidade da aplicacdo de microrganismos
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus, na forma isolada ou consorciada, em
processos de biorremediacdo e sua possibilidade em reduzir teores de nitrato,
fosfato, sulfato e/ou nitrogénio total em percolados parcialmente tratados
provenientes de aterros sanitarios.

Constatou-se a necessidade de certas condicbes de ajustes no experimento,
por exemplo, o efluente bruto foi parcialmente tratado e suplementado com fonte de
carbono, porque os microrganismos inoculados nao foram capazes de atingir a fase
de crescimento utilizando apenas a concentracdo original de matéria organica
presente no efluente bruto. Houve a necessidade de aceptores alternativos de
elétrons, uma vez que se trata de processo anaerobico.

As Figuras 6A, 6B, 6C e 6D, relativa as fases de crescimento bacteriano,
mostraram diferencas de tamanhos e morfologia das bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Bacillus cereus, quando as mesmas se apresentam na forma isolada
ou consorciada. Os tamanhos menores, presentes na forma consorciada, pode ser
um indicativo de biocompetitividade.

A configuracdo da curva de crescimento bacteriano (Figura 7), ndo apresentou
a fase estacionaria, sendo a sua auséncia possivelmente decorrente da escolha de
intervalos de tempos demasiadamente longos, 0s quais tornaram impossivel o
monitoramente dessa fase.

Observou-se que a curva de crescimento bacteriano (fase log) Figura 7, atingiu
valores maiores com o0 microrganismo Pseudomonas aeruginosa, seguida pela
forma consorciada. No entanto, ndo houve correlacdo entre o0 crescimento
bacteriano e a eficiéncia na redugcéo da concentragcdo dos parametros: citando como
exemplo a Pseudomonas aeruginosa, foi 0 microrganismos com maior crescimento,
no entanto mostrou um comportamento irregular durante o experimento.

O consorcio ocupou uma posigdo mediana na curva de crescimento, a exemplo
da Pseudomonas aeruginosa, tampouco demonstrou equilibrio entre o padrdo de
crescimento e a reducéo da concentracao dos parametros analisados.

O Bacillus cereus foi 0 microrganismos que menos cresceu, no entanto, seu
desempenho como sulfato redutor foi extraordinério. Por outro lado, em relacdo aos

demais parametros, seus resultados ndo foram significativos.
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As andlises fisico-quimicas do efluente mostrou que os valores do pH se
manteve neutro e dentro da faixa estabelecida pela Resolu¢do Conama 357/2005 no
ensaio.

Os valores do potencial redox (Eh) se mantiveram positivos durante todo o
experimento, possivelmente em razdo da reducdo desassimilativa do nitrato pelas
BRN, que eleva os valores do Eh do meio. Entretanto este fator ndo inibiu a
atividade das bactérias redutoras de sulfato, as quais necessitam de baixo potencial
redox (-100 mV) para realizarem a reducéo desassimilativa do sulfato.

O ensaio foi conduzido em condi¢cdes microaerodfilas, baixa concentracdo de
oxigénio, no entanto este fato ndo inviabilizou a atividades das BRS, ao contrario
levantou a hipotese de que a reducdo do sulfato pelas BRS pode ocorrer em
ambientes microaerofilos.

A concentracao do oxigénio dissolvido (OD) mostrou uma variagdo em relacao
ao efluente tratado (Inicial), situando-se abaixo dos valores estabelecidos na
Resolucdo Conama 357/2005, a excecao daqueles atribuidos as aguas doces classe
4, cujo o valor da concentracdo de OD deve ser superior a 2 mg/L O,, porém a
média final dos valores persistiu dentro dos limites para um processo aerébio
facultativo.

A Demanda Bioquimica de Oxigénio, embora tenha sido reduzida, ndo atingiu o
valor de remocdo minima estabelecida pela Resolucdo Conama 430/2011, o qual é
de 60%. Por outro lado, a relacdo DBO/DQO cresceu durante o experimento e o
valor da média se aproximou de 1, o que pode ser interpretado como alta
biodegradabilidade.

O ensaio também demonstrou que o parametro nitrato, apesar de estar
presente em maior concentracdo no efluente tratado, comparado ao sulfato e tendo
preferéncia na série de potenciais de oxidacdo como eletroaceptores, conforme ja
relatado no item 2.2.2, ndo apresentou redu¢c&o na sua concentracao.

A justificativa para a manutencgao de altas concentracdes de nitrato no efluente
preparado refor¢ca a hipétese, de que o sulfato foi utilizado como aceptor final de
elétrons para a oxidacdo da matéria organica no presente estudo.

Este fato € um indicativo para futuras tomadas de decisdes, quando da
utilizacdo de microrganismos, em processos anaerobios, para tratamento de

efluentes em percolados de aterros sanitarios.
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A pesquisa deu subsidio para que novos experimentos sejam feitos com a
finalidade de biotransformacéo dos liquidos percolados de aterros sanitarios, bem
como, base para novos estudos relativos as concentragcdes dos compostos como

fosforo e nitrato.

7.1 Sugestdes para estudos futuros

O presente ensaio permitiu 0 manejo de apenas duas espécies bacterianas, na
forma isolada e consorciada; considerando que a area estudada (universo amostral)
€ extensa em relacdo ao modelo simulado e, portando capaz de abrigar uma gama
infinitamente maior de espécies. Sugerimos que em trabalhos futuros, se amplie o
modelo ensaiado, com a identificacdo de todos 0s genes bacterianos existentes no
percolado da Lagoa de Estabilizacdo do Aterro Sanitario. Também que seja
aumentado o numero de espécies bacterianas em consércio, a fim de que se possa
compreender melhor as interacdes metabdlicas existentes entre 0s microrganismos
gue compdem a micro fauna do sistema.

Ampliar o modelo ensaiado numa escala que permita a comparacao dos testes
de bateladas em biorreatores com o modelo real e a amplitude dos aterros
sanitarios.

E provavel que a aplicacdo direta do bioprocesso para o tratamento do
efluente, ndo se obtenha um resultado satisfatorio, portanto € necessario que esse
tratamento seja precedido de tratamento fisico-quimico, como coadjuvante do

processo.
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA e REAGENTES

Caldo de Enriguecimento

=Y (o0 [ o= [ SRR 0,3g
PEPIONGA . ... 10g9
(O 023 (o o [ 8T T Lo 100 PSS 0,59
Yo U E= o L1111 F=To - VSR 100,0 ml
Agua peptonada tamponada

=T 0] (0] 1 T= PP 10g
(O3 [0] (=) (o ] (SIS0 To | o TP UUTT PO 59
Fosfato de SOdIio dIDASICO............euuuiiii i 3,59
Fosfato de potasSio MONODASICO........cueiiiiiiiiiiiiiiiiecce e 159
AQUA JESHIATA ...ttt ettt e te et eee e 1000 mL

Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de
3000 ml em frascos Erlenmeyers de 5 L ou frasco similar. Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 minutos. pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Nota: O meio pronto deve ser estocado a temperatura de 15 a 30°C. Para o preparo
a partir do meio desidratado, obedecer as recomendacdes do fabricante.

Solucéo salina a 0,85%

(04 [0 1=] (o o [ 8T T |0 100U 8,50
o U o (=11 1] = o - VR 1000 mL
Dissolver o cloreto de sédio em agua. Autoclavar a 121°C / 15 minutos. Resfriar a
temperatura ambiente.

Agar Lisina Ferro

PEPIONGA ... 5,09
EXrato de IEVEAUIA ........uiii e e e e e e eeaens 3,09
€] [0 0 1Y T 1,09
I 1Y - RS 10,09
=T o 1011 = 10g
Citrato fErrico amoniacCal ...........cccooeeeiiiiiiiic e 0,5g
RO SISY 0] 2= 1 (o 0 (ST Yo [ TR 0,049
PUrpura de bromMOCIESO0I........cooiiiiiiiiice e e 0,029
Yo T 1 SRR 15,09
AQUA DESHIATAL ...ttt 1000 mL
Agar xilose lisina desoxicolato

EXIrato 0@ IEVEAUIEA ... ..uueiiiiiiiiiiiiitite bbb 349
1S3 = PP 59
D10 1= 3,759
0= o (0 1S = PP 759
Y= 107= 1 (0 1T 7509
DesOXICOIAtO A€ SOUIO .......ceeeieiiieiiiie e e e e e e e e e e eeanes 25¢g
Citrato fErriCO AMONIACAI ........oeveiiei i e e e e e 0,8¢g
(O (o 1=1 (o o (=810 Yo Lo T USSR 59
IR0 TSI U] 1 7= (o 0 [JE=T0 Lo | T 6,89

Vermelho de fENOI .......... i 0,08 g



Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aquecimento com
agitacdo até a ebulicdo. Evitar o aquecimento excessivo. Nao autoclavar. Distribuir
aliquotas de aproximadamente 20 mL em placas de Petri. pH final: 7,4 + 0,2 a 25°C.
A.6

Agua peptonada tamponada (APT)

=T 0] (0] 1 T- PP 10g
(O3 [o] (=1 (o ] (SIS0 Lo | o TSP UUTT PP 59
Fosfato de SOdio dIDASICO............uuueiiii i e 3,59
Fosfato de potasSio MONODASICO........cceiiiiiiiiiiiiiiiieee e 159
AQUA DESHIATA .........eeeieeeee ettt ee e 1000 mL

Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de
225 mL em frascos erlenmeyers com capacidade de 500 mL e aliquotas de 10 mL
em tubos de ensaio. 16 x 160 mm. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos. pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Nota:

O meio pronto deve ser estocado em temperatura de 15 a 30°C.

Caldo uréia

= L (O 0 [ (V=10 U] = 0,1g
Fosfato diIDASICO dE SOUIO..........ceuuiiiiii e e e e e eaaens 9,5¢
Fosfato MONODASICO A& POLASSIO ......uueeiiiieeiiiiiiiiieiiee e 9,19
Ureia DacteriolOgICa. .........ccoiiiiiiiii e 20,09
VermelNo de TENOL ... e e e r e e e eaas 0,019
o U o (=11 1] = o - VR 1000 mL

Suspender os ingredientes em agua destilada e homogeneizar até a total dissolucao.
Esterilizar por filtracdo. Distribuir aliquotas de 3 mL em tubos de ensaio 13 x 100
mm. pH final 6,8 £ 0,2 a 25°C.

Caldo tetrationato

POIIPEPIONA ..ttt 50
S F= T3l o] | [F= U= USRI 19
Carbonato de CAICIO ..........eueiiieiiiee e e 109
Tiossulfato de sédio (pentahidratado) ..........ccoovvviiiiiiiiiieiiee e 30¢g
o U= o (=11 1] = o - VR 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aguecimento até a
ebulicao. Distribuir aliquotas de 10 mL em tubos de ensaio 16 x 160 mm estéreis.
N&o autoclavar. Estocar por até duas semanas a 5-10°C. pH final 8,4 + 0,2 a 25°C.
No momento da utilizagdo do meio adicionar para cada 10 mL de caldo tetrationato
0,2 mL de solucéo de iodo-iodeto de potassio e 0,1 mL de solucdo de verde brilhante
a 0,1%.

O meio néo devera ser estocado ap0s o0 acréscimo das solugfes descritas acima.

Agua peptonada tamponada
T 0] (0] 1 = NP 10g

ClOreto de SOIO ....ccoeeeeeeeeeeee e 59
Fosfato de SOdio dIDASICO............uuuuiiiii e 3,59



Fosfato de potassio MONODASICO..........ccoiiiiiiiiiii e e 159
o U= o (=11 1] = o - VOO 1000 mL
Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de
3000 MI em frascos Erlenmeyers de 5 L ou frasco similar. Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 minutos. pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C.

Nota:

O meio pronto deve ser estocado a temperatura de 15 a 30°C. Para o preparo a
partir do meio desidratado, obedecer as recomendag¢fes do fabricante.

Solucéo salina a 0,85%

(040723 (o o [ 8T T |0 100 8,50
AQUA ESHIATA. ........ocveiieeieeeeceeee ettt 1000 mL
Dissolver o cloreto de sédio em agua. Autoclavar a 121°C / 15 minutos. Resfriar a
temperatura ambiente.

Agar Lisina Ferro

=T 0] (0] 1 - PP 5,09
= L (O 0 [ (V=10 U] = 3,09
€ 1o 0 1= 2SS 1,09
e 1Y = T 10,09
= 10 || 1T SRR 10g
Citrato fErriCO amMONIACAL ........cceueiiiei e e e e e e e e e e e e e eaaeees 0,59
B (o 1S3ST 0] = (o T o L=< Yo Lo PR 0,049
PUrpura de BromoOCrES0l........cooiiiiiiiiiiiiee e 0,029
AUGAT .ot 15,09
o U= o (=11 1] = o - VR 1000 mL
Agar xilose lisina desoxicolato

EXIrato 0@ I@VEAUIEA ... ..uuiiiiiiiiiiiiiie bbb 39
1] USSP 59
D10 1= 3,759
0= o (0 1S = PP 750
Y= 1072 1 (0 1T 7509
DT o) [ele] =1 (o e L= K=o Yo Lo 1S PSPPI 25¢g
Citrato fErriCO amMONIACAI ..........euiiiiiiie e e e e e ees 0,89
(04 (o 7=] (o o [ 810 Yo [ TP 59
B0 SIS0 ]| = 1 (o 0 (ST Yo [ TR 6,89
Vermelno de fENOL ..........ee e 0,08 g
Yo T OO 159
AQUA DESHIATAL ...ttt 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aquecimento com
agitacdo até a ebulicdo. Evitar o aquecimento excessivo. Nao autoclavar. Distribuir
aliquotas de aproximadamente 20 mL em placas de Petri. pH final: 7,4 = 0,2 a 25°C.
A.6

Agua peptonada tamponada (APT)

PEPIONGA ... 10 g
(O (o 1=1 (o o (=810 Yo Lo T USSR 59
Fosfato de SOAIO AIDASICO.........iieeiiiiiii e e e e e 3549

Fosfato de potassio MONODASICO...........cooiiiiiiiiiiiii e e 159
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AQUA DESIATA .........eeeeceeeee ettt et ee e 1000 mL
Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de
225 mL em frascos erlenmeyers com capacidade de 500 mL e aliquotas de 10 mL
em tubos de ensaio. 16 x 160 mm. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos. pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Nota:

O meio pronto deve ser estocado em temperatura de 15 a 30°C.

Caldo ureia

= (O 0 [ (V=10 U] = 0,1g
Fosfato diDASICO A€ SOUIO.........ceeviiiiii e e e e e e eeanes 9,5¢
Fosfato MONODASICO dE POLASSIO ......uueeiiiieeiiiiiiiiiie e 9,19
Uréia DacteriolOgICa. .........cceeiiieiiici e e e e e e eaanes 20,0g
Vermelno de TENOL .......coee e e e e e e e eaas 0,019
AQUA DESHIAOA ...ttt te et eee e 1000 mL

Suspender os ingredientes em agua destilada e homogeneizar até a total dissolucao.
Esterilizar por filtracdo. Distribuir aliquotas de 3 mL em tubos de ensaio 13 x 100
mm. pH final 6,8 £ 0,2 a 25°C.

Caldo tetrationato

o1 [T oT=T o] (o] o - PPN 59
SAIS DIIAIES ... 1lg
Carbonato de CAICIO .........ooevviiiiii e e 10g
Tiossulfato de sodio (pentahidratado) ............eeeeviiiiiiiiiiiiiie e 309
AQUA JESHIAOA ..ottt et te et ee e 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aguecimento até a
ebulicdo. Distribuir aliquotas de 10 mL em tubos de ensaio 16 x 160 mm estéreis.
N&o autoclavar. Estocar por até duas semanas a 5-10°C. pH final 8,4 + 0,2 a 25°C.
No momento da utilizagdo do meio adicionar para cada 10 mL de caldo tetrationato
0,2 mL de solucéo de iodo-iodeto de potassio e 0,1 mL de solugéo de verde brilhante
a 0,1%.

O meio ndo deverd ser estocado apOs o acréscimo das solu¢cdes descritas acima.



