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RESUMO

A prospeccdo, caracterizacdo das fungdes metabdlicas e relacdes ecoldgicas de microrganismos
podem ser Util para otimizar sistemas de engenharia que tratam residuos organicos e produzem
energia renovavel na forma de biogés. Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar
grupos funcionais bacterianos para a constru¢do de um indculo com potencial para otimizar o
tratamento de residuos sélidos organicos e producdo de biogds em reatores anaerdbios. Os
microrganismos foram isolados de sedimento de reservatorio urbano com meios de cultura
seletivos para cada grupo funcional bacteriano. Foram isoladas 60 cepas bacterianas: 10
bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC), utilizadas como grupo controle, 10 bactérias
lipoliticas (BL), 10 bactérias proteoliticas (BP), 10 bactérias amiloliticas (BAm) e 20 bactérias
acidogénicas (BAc). As cepas isoladas (60) foram caracterizadas morfotintorialmente,
submetidas a teste de oxidagéo e fermentagédo (OF) de carboidrato (45) e testes de sobrevivéncia
(42) em diferentes condicOes de temperatura e pH. Os resultados positivos em cada teste foram
considerados pré-requisito para a submissdo a teste de antagonismo (20) para selecdo de
bactérias capazes de crescer em inter-relacBes ecologicas harmdnicas para construcdo dos
consarcios bacterianos. Dois consdrcios com maior diversidade metabolica foram encapsulados
pelo método de extrusdo e a viabilidade das macropérolas formadas foi analisada pela técnica
de Pour Plate. A andlise dos resultados mostrou que, das 60 cepas isoladas, 75% apresentaram
parede celular Gram-negativa, 20% Gram-positiva e 5% foram viaveis, mas nao cultivaveis;
dos 45 submetidas ao teste de OF: 93% foram classificados como anaerobias facultativas e 3%
foram inertes; entre as 40 submetidas a testes de sobrevivéncia: 100% sobreviveram a 40°C e
70% a 45°C; 90% sobreviveram em pH 5 e 97% em pH 6. As combinagdes de cepas realizadas
a partir do teste de antagonismo permitiu a construcdo de 33 consorcios formados por duas
cepas bacterianas e 11 consorcios formados por 3 cepas. A analise da viabilidade do processo
de encapsulagdo mostrou que ambos os inoculos (C1 e C2) mantiveram a viabilidade das cepas
bacterianas para o periodo de 24 hora e sete dias, em que a quantificagdo do consorcio C; foi
de 5,53x10%° est. e 2,05x108 UFC/g, enquanto o consorcio C, foi de 6,17x10%° est. e 4,8x108
UFC/g, respectivamente. A prospeccao de grupos funcionais bacterianos permitiu a construcéo
de inoculos com ampla diversidade metabdlica e potencial para otimizar o processo de digestdo

anaerdbia, constituindo importante etapa para posterior aplicacdo em sistemas de engenharia.

Palavras-chave: Microbiota. Ecossistema aquético. Potencial biotecnoldgico. Consércio

funcional. Gerenciamento microbiano.



ABSTRACT

Prospecting, characterizing the metabolic functions and ecological relationships of
microorganisms can be useful to optimize engineering systems that treat organic waste and
produce renewable energy in the form of biogas. This work aimed to isolate and characterize
bacterial functional groups for the construction of an inoculum with the potential to optimize
the treatment of organic solid waste and biogas production in anaerobic reactors. The
microorganisms were isolated from urban reservoir sediment with selective culture media for
each bacterial functional group. Sixty bacterial strains were isolated: 10 cultivable heterotrophic
bacteria (BHC), used as control group, 10 lipolytic bacteria (BL), 10 proteolytic bacteria (BP),
10 amylolytic bacteria (BAm) and 20 acidogenic bacteria (BAc). The isolated strains (60) were
morphotintorially characterized, submitted to carbohydrate oxidation and fermentation (OF)
test (45) and survival tests (42) under different temperature and pH conditions. The positive
results in each test were considered a prerequisite for submission to the antagonism test (20)
for the selection of bacteria capable of growing in harmonious ecological interrelationships for
the construction of bacterial consortia. Two consortia with greater metabolic diversity were
encapsulated by the extrusion method and the viability of the formed macrobeads was analyzed
by the Pour Plate technique. The analysis of the results showed that, of the 60 strains isolated,
75% presented Gram-negative cell walls, 20% Gram-positive and 5% were viable, but not
cultivable; of the 45 submitted to the OF test: 93% were classified as facultative anaerobes and
3% were inert; among the 40 submitted to survival tests: 100% survived at 40°C and 70% at
45°C; 90% survived at pH 5 and 97% at pH 6. The combinations of strains performed from the
antagonism test allowed the construction of 33 consortia formed by two bacterial strains and 11
consortia formed by 3 strains. The analysis of the viability of the encapsulation process showed
that both inoculums (Cz and C2) maintained the viability of the bacterial strains for a period of
24 hours and seven days, in which the quantification of the C1 consortium was 5.53x10%° est.
and 2.05x10% CFU/g, while the C, consortium was 6.17x10'° est. and 4.8x10® CFU/qg,
respectively. The prospection of bacterial functional groups allowed the construction of
inoculum with wide metabolic diversity and potential to optimize the anaerobic digestion

process, constituting an important step for later application in engineering systems.

Keywords: Microbiota. Aquatic ecosystem. Biotechnological potential. Functional

consortium. Microbial management.
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1 INTRODUCAO

O répido crescimento populacional e desenvolvimento urbano, tecnoldgico e industrial
exercem influéncia no aumento da geracao de residuos solidos organicos (RSO) e na demanda
de energia, tornando um desafio a gestdo sustentavel dessa problematica (SAMANI;
HOSSEINI-MOTLAGH, 2021; ZHANG; LOH; ZHANG, 2019).

Os RSO podem causar impactos ambientais negativos e de salde publica, quando ndo
tratados adequadamente, e os combustiveis fosseis, principal fonte de energia no mundo, séo
poluentes e ndo renovaveis (BABU; VERAMENDI; RENE, 2021; GAZALI; MOQSUD,
2017). Por isso, 0 uso de tecnologias sustentaveis para solucionar a gestdao de residuos e
producdo de energia renovavel torna-se uma prioridade global (AL-WAHAIBI et al., 2020).

A digestdo anaerobia (DA), processo capaz de converter residuos organicos em biogas
e digestato, permite tratar residuos solidos urbanos, gerar energia renovavel, reduzir a poluicédo
ambiental e contribuir para o alcance de metas internacionais, uma vez que o biogas pode ser
aplicado como energia térmica, elétrica ou veicular e o digestato como fertilizante organico,
substituindo os combustiveis fosseis e fertilizantes quimicos, respectivamente (GLIVIN et al.,
2021; IGLESIAS et al., 2021; JIMENEZ et al., 2020).

Em principio, qualquer material organico, composto principalmente por carboidratos,
lipidios e proteinas, pode ser degradado por microrganismos em reatores anaerobios e o biogas
pode ser gerado a partir da biomassa residual de esterco animal, lodo de esgoto, aguas residuais,
residuos agricolas, residuos florestais e residuos alimentares (WESTERHOLM; LIU;
SCHNURER, 2020; LI; CHEN; WU, 2019; SIDDIQUE; WAHID, 2018).

Durante o processo de DA, a producdo estavel e eficiente de biogas ocorre ao longo de
quatro fases (hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese), em que a acdo mutua e
sintrofica de grupos microbianos com perfis funcionais especificos (hidrolitico, acidogénico,
acetogénico e metanogénico) degrada a matéria organica em produtos intermediarios, em
condicéo anaerdbia (WU et al., 2021; AWHANGBO et al., 2020).

No entanto, fatores que afetam as caracteristicas, estrutura, fungdes, interacdo sintrofica
e potencialidades do microbioma em reatores ainda necessitam de maiores estudos para
compreensdo e aplicagdo do conhecimento obtido, o que torna a Microbiologia do processo um
parametro de grande relevancia (PATIL et al., 2021).

Uma vez que sistemas projetados de DA sdo baseados na atividade metabdlica

microbiana envolvida no complexo processo de conversdo da matéria organica em metano em
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zonas anaerobias de ambientes naturais (SHIMA et al., 2020; OZBAYRAM et al., 2018), a
comparacao de informagdes funcionais de ambientes com caracteristicas semelhantes, como
sedimentos de ecossistemas aquaticos, pode resultar em novos conhecimentos sobre o potencial
microbiano com valor para aplicacdes biotecnolégicas (BERAUD-MARTINEZ et al., 2021).

Ecossistemas naturais, em que o ambiente de crescimento heterogéneo é caracterizado
por gradientes de fatores abioticos (intensidade de luz, temperatura, pH, concentracBes de
oxigénio dissolvido, diéxido de carbono e nitrogénio), sdo ocupados por microrganismos
especificamente adaptados (SHAHAB et al., 2020), constituindo uma fonte de microrganismos
com potencial biotecnolégico.

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar grupos
funcionais bacterianos para a construcdo de um indculo com potencial para otimizar o

tratamento de residuos solidos organicos e producédo de biogas em reatores anaerdbios.

1.1 Justificativa

O acesso a energia limpa e acessivel foi reconhecido como um dos Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos na Agenda 2030 (ONU, 2015).

A tecnologia de DA permite a valorizacdo de residuos organicos por meio da
recuperacdo de nutrientes (digestato) e geracdo de energia (biogas) (LYTRAS et al., 2021).

Apesar do amplo conhecimento técnico gerado sobre sistemas de DA, os aspectos
microbioldgicos ainda sdo apenas parcialmente compreendidos quando comparados as areas de
engenharia, bioquimica, monitoramento, dentre outras (KOVALOVSZKI et al., 2020).

A compreensdo da ecologia, dindmica e interacBes naturais microbianas permite
expandir aplicacBes de engenharia microbiana, visando realizar fungdes mais complexas em
reatores fechados e definidos (JOHNS et al., 2016).

Estratégias baseadas em Microbiologia para gerenciar reatores anaerébios exigem o
entendimento de como comunidades microbianas reagem a distlrbios operacionais ou
ambientais (CARBALLA; REGUEIRO; LEMA, 2015).

Prevé-se que o gerenciamento de recursos microbianos avancados e intervencdes na
composigdo microbiana contribuirdo significativamente com setor de biogas, deixando de ser
considerados uma “caixa preta” (KOUGIAS; ANGELIDAKI, 2018).
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1.2 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar grupos funcionais bacterianos para a construcao de um inéculo com
potencial para otimizar o tratamento de residuos sélidos organicos e producéo de biogas em

reatores anaerobios.

1.2.1 Objetivos especificos

e Isolar bactérias hidroliticas (lipoliticas, proteoliticas e amiloliticas) e acidogénicas de
sedimento de reservatorio urbano;

e Caracterizar fenotipica e bioquimicamente os isolados bacterianos;

e Testar a capacidade de sobrevivéncia em diferentes condi¢cdes ambientais;

e Caracterizar as relagdes ecoldgicas existentes para formar consorcios;

e Encapsular os consércios bacterianos;

e Analisar a sobrevivéncia das cepas bacterianas ao processo de encapsulacio.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Cidades inteligentes

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) (2018), cerca de 55% da
populacdo mundial vive em éareas urbanas. Estima-se que até 2050 aumentara para 70%,
correspondendo a 2,5 bilhGes de habitantes. Apesar do acelerado crescimento populacional e
desenvolvimento urbano, as cidades apresentam lenta adaptacdo em termos de infraestrutura,
organizacdo municipal, servicos e processos gerais (ABU-RAYASH; DINCER, 2021).

A pressdo exercida pela dindmica organizacional das cidades contemporaneas resulta
em elevado consumo de recursos e alta producdo de residuos, contribuindo com problemas
sociais, econdémicos e ambientais. Para melhorar a qualidade de vida, debates enfocam o papel
da sustentabilidade no planejamento e desenvolvimento urbano (BIBRI; KROGSTIE, 2017).

Em 2015, a assembleia geral da ONU criou a “Agenda 2030 para o Desenvolvimento
Sustentavel”, um plano de a¢éo pautado em 17 objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS)
a serem alcancados por meio de uma parceria global visando a superacdo de problemas sociais,
econdmicos e ambientais. Denominado “Cidades e comunidades sustentaveis”, 0 ODS 11 tem
como objetivo promover a inclusdo, seguranga, resiliéncia e sustentabilidade nas cidades e
comunidades do mundo (ONU, 2015).

No Brasil, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) estabelece a NBR ISO
37120 “Desenvolvimento sustentavel de comunidades — indicadores para servigos urbanos e
qualidade de vida” que aborda definigdes e metodologias para um conjunto de indicadores para
cidades sustentaveis que orientam os municipios brasileiros. Em seu complemento, a NBR 1SO
37122 “Cidades e comunidades sustentaveis — indicadores para cidades inteligentes” aborda
um conjunto de indicadores para cidades inteligentes que permitem a medicgéo e avaliacdo do
desempenho da gestdo de servicos e qualidade de vida das cidades em areas como
infraestrutura, mobilidade, tecnologia e sustentabilidade.

As cidades sdo ambientes complexos e dindmicos, cuja compreensao é necessaria para
elaboracdo de planos capazes de modelar, prever e formular estratégias de regulacdo ou
desenvolvimento (BENCKE; PEREZ, 2018). As abordagens de cidades inteligentes, propostas
para solucionar problemas e limitacdes relacionados a infraestrutura e qualidade ambiental por
meio de tecnologias de informacdo e comunicacdo, tem atraido interesse entre residentes,
fornecedores e visitantes (KAYA et al., 2021; XIE et al., 2019).
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Fundamentado no tripé do desenvolvimento sustentavel, o conceito de cidades
inteligentes associa-se com o principio de sustentabilidade para solucionar os desafios
emergentes das cidades (CURY; MARQUES, 2017). E, nas Gltimas décadas, o surgimento e
adequacao de cidades inteligentes, proporcionou a construcao de ambientes urbanos eficientes
e habitadveis como solucdo para problemas de infraestrutura urbana, tomada de decisdo e
sistemas de gestdo sustentavel (THORNBUSH; GOLUBCHIKOV, 2021).

2.2 Energia renovavel: biogas

O desempenho energético é essencial para garantir o desenvolvimento sustentavel em
todo o mundo, pois a energia € um parametro fundamental para o desenvolvimento
socioeconémico, abrangendo recursos energéticos e niveis econdmicos relacionados a planos
de desenvolvimento e politicas de consumo de energia dos paises (AHMAD; ZHANG, 2020).

O uso de energia renovavel, considerada sustentavel e limpa, oferece a oportunidade de
conter os impactos ambientais, decorrentes do uso de recursos ndo renovaveis, e o futuro
esgotamento dos recursos fdsseis. As fontes de energia renovaveis mais importantes sdo a
energia eolica, solar, fotovoltaica e a energia de biomassa (FREITAS et al., 2019; MILTNER,;
MAKARUK; HARASEK, 2017).

No Brasil, de acordo com a Empresa de Pesquisa Energética (EPE) (2021) do Ministério
de Minas e Energia (MME), as fontes renovaveis representam 84,8% da matriz energética
nacional, destacando-se como fontes de geracdo de energia elétrica a energia de hidroelétricas
(65,2%), biomassa (9,1%) e edlica (8,8%), conforme observa-se no Grafico 01.

Gréfico 1 — Geracgdo de energia elétrica por fonte no Brasil.

Producao de energia elétrica por fonte no Brasil - 2020
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A biomassa, proveniente de processos naturais ou antropogénicos, possui como
principais componentes organicos: proteinas, lipidios e carboidratos (ZHAO et al., 2020;
VASSILEV et al., 2010). E pode ser convertida em diferentes fontes de energia como: vapor,
6leo, metanol, etanol, biodiesel e biogas (PRABHU et al., 2021).

A biomassa residual se destaca como matéria-prima para a producdo de biogas em
sistemas de digestdo anaerdbia em escala global devido a abundéancia, a possibilidade de
destinacdo ambientalmente adequada e por ndo competir com a producdo de alimentos
(DESSIE et al., 2020; MILTNER; MAKARUK; HARASEK, 2017).

De acordo com a ClIBiogas (2021), no ano de 2020 havia um total de 675 plantas de
biogas no Brasil: 638 plantas em operacédo, 26 em implementacdo e 11 em reforma. Somadas
apresentam capacidade para producéo anual de 2,2 bilhdes de Nm? por ano de biogas, conforme

pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Status das plantas de biogas brasileiras (2020).

Condicao N° de plantas Volume (Nm?3/ano)
Operacao 638 1,83 bilhédo
Implementacao 26 349,96 milhdes
Reforma 11 43,35 milhdes
Total 675 2,2 bilhGes

Fonte: CIBiogés (2021).

Em relacéo a distribuicdo das 638 plantas de biogas em operacdo quanto a origem do
substrato utilizado, 503 utilizam residuos da agropecuéria, 78 da industria e 57 de aterro
sanitario e estacOes de tratamento de esgoto (RSU e ETE). Apesar do maior nimero de plantas
tratando residuos agropecuérios, a maior producdo de biogas € proveniente das plantas que
tratam RSU (CIBIOGAS, 2021), conforme pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Origem do substrato utilizado nas plantas de biogas em operacgéo (2020).

Origem do substrato N° de plantas Volume (Nm?3/ano)
Agropecuaria 503 203.048.019
Industria 78 283.795.333
RSU e ETE 57 1.342.221.982
Total 638 1.829.065.334

Fonte: CIBiogas (2021).

O biogas é composto por uma mistura de gases como metano (60%), diéxido de carbono

(30%) e outras substancias trago como nitrogénio (N2), oxigénio (O2), sulfeto de hidrogénio



25

(H2S), aménia (NHz), hidrogénio (H2), mondxido de carbono (CO), compostos organicos
volateis (COVs) e siloxanos (ADAN et al., 2019; MATHERI et al., 2018).

Além do metano, os demais componentes do biogas sdo considerados impurezas, sendo
necessaria a remocao. Ao atingir 96,5% de metano, passa a ser considerado como biometano,
aumenta o calor especifico, minimiza a corrosao e garante sua qualidade como fonte de energia
elétrica, térmica, veicular, podendo também ser injetado em dutos de gas natural (ZHANG et
al., 2021; NEVZOROVA; KUTCHEROV, 2019; ARYAL et al., 2018; MILANEZ et al.,
2018).

2.3 Residuos sélidos urbanos

O crescimento populacional, o desenvolvimento da economia, a tendéncia de
urbanizacgéo, industrializagdo e moderniza¢do e a mudanca nos padrées de consumo resultam
no aumento da geracao de residuos solidos urbanos (RSU), tornando sua gestao essencial para
proteger a salde humana e ambiental, aumentar a eficiéncia dos recursos e garantir a
sustentabilidade (KAYA et al., 2021; KUMAR; SAMADDER, 2017).

Os RSU sdo compostos principalmente de materiais provenientes de atividades
domeésticas, comerciais, de salde e de construcdo, categorizados em residuos organicos e
inorganicos (MISHRA et al., 2021; ZAMRI et al., 2021).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos
Especiais (2020), a geracdo total de RSU entre 2010 e 2019 aumentou de 67 milhdes para 79
milhdes de toneladas por ano, apresentando predominéncia de matéria organica (45,3%) na
composicdo média nacional.

A gestdo dos RSU é um complexo processo composto por etapas de coleta, transporte,
tratamento e disposicéo final de residuos (MULLER et al., 2021). Por isso, ha uma crescente
demanda global por sistemas eficientes que reduzam os impactos ambientais e aumentem a
recuperacao de produtos de valor agregado e energia (LI1U et al., 2017).

Varios paises incentivam politicas publicas que visam a reducdo da geracédo de residuos,
estimulando a promog&o da economia circular por meio de reuso e reciclagem, e seu tratamento
pelo aproveitamento energético (SILVA; CAPANEMA, 2019).

No Brasil, a Lei N° 12.305 de 2010 instituiu a Politica Nacional dos Residuos Sélidos
(PNRS) que dispde sobre a gestdo integrada e o gerenciamento de residuos solidos, que tem
entre os objetivos a adogdo, desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias limpas para

minimizar impactos ambientais, bem como o tratamento dos residuos solidos e disposi¢éo final
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ambientalmente adequada. E a Lei N° 13.576 de 2017 dispde sobre a Politica Nacional de
Biocombustiveis (RenovaBio), em complemento a Politica Energética Nacional (Lei n® 9.478
de 1997), com objetivos de atender a compromissos firmados no Acordo de Paris, reduzir as
emissdes de gases do efeito estufa e promover a regularizacao da producéo, expansédo e uso de
biocombustiveis na matriz energética nacional.

O tratamento e recuperacdo de energia de RSU desempenha relevante papel na gestdo
de RSU, uma vez que atende a requisitos de consumo a custos operacionais minimos, elimina
a fracdo organica, e contribui para desenvolvimento econdmico, para protecdo ambiental e da
salde humana (ISTRATE et al., 2021; GUO et al., 2021; IQBAL; KANG, 2021).

2.4 Digestao anaerobia

A digestdo anaerobia (DA) é um processo biolégico de degradacdo da matéria organica
que ocorre naturalmente em ambientes anaerébios, em que microrganismos, sobretudo dos
dominios Bacteria e Archaea, metabolizam o substrato organico durante uma série de reacdes
bioquimicas, convertendo-o em biogas e digestato (TYAGI et al., 2021; BREMOND et al.,
2018).

O processo de DA é dividido em quatro fases: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (MA; CHEN; NDEGWA, 2021). Cada uma ocorre de forma interdependente,
em gue a acao sinérgica de diferentes grupos funcionais microbianos degrada a matéria organica
complexa em substancias simples que séo utilizadas na fase seguinte (OZBAYRAM et al.,
2018; REN et al., 2018).

A conversdo de substratos em produtos alvo € dirigida pelo metabolismo de grupos
funcionais microbianos com caracteristicas especificas: fisiologia, necessidades nutricionais,
diferentes taxas de crescimento e capacidade de sobrevivéncia. Para a eficiéncia e estabilidade
do processo, deve haver um balanceamento na abundancia e atividade dos consércios
microbianos para a utilizagcdo bem-sucedida de subprodutos intermediarios de cada estagio (XU
et al., 2021; BERAUD-MARTINEZ et al., 2021; AWHANGBO et al., 2020; LI et al., 2016).

A tecnologia de DA ¢é empregada no tratamento de residuos organicos e producdo de
produtos de valor agregado como biogas em sistemas de engenharia, evidenciando que o
processamento microbioldgico de residuos tem se mostrado uma ferramenta para produgéo de
energia renovavel (ZHANG et al., 2018; PANDA et al., 2016).
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2.4.1 Hidrdlise

Na fase de hidrolise, considerada relativamente lenta, as bactérias hidroliticas atuam no
processo de fermentacéo liberando enzimas que, ao serem adsorvidas na superficie do substrato
organico, hidrolisam o material macromolecular como lipidios, carboidratos e proteinas,
transformando-os em compostos moleculares mais simples, solGveis em agua como acidos
graxos, aclcares e aminoédcidos (KONDUSAMY; KALAMDHAD, 2014; COELHO;
DROSTE; KENNEDY, 2011; VEEKEN; HAMELERS, 1999). As bactérias hidroliticas atuam
tanto como produtoras de enzimas hidroliticas quanto como utilizadoras de produtos de
hidrélise (LI; CHEN; WU, 2019).

2.4.2 Acidogénese

Na fase de acidogénese ha a atuacdo de bactérias fermentativas anaerobias restritas e,
em menor numero, bactérias anaerobias facultativas que sdo responsaveis por converter o0s
produtos da hidrdlise em substancias simples com baixo peso molecular como acidos graxos
volateis (acético, propidnico, butirico, lactico, piravico e formico), alcoois, aldeidos e de gerar
subprodutos como aménia (NHs), gas carbdnico (CO>) e gas sulfidrico (H2S) (WANG et al.,
2018; REN et al., 2018; ZHANG et al., 2014).

As bactérias acidogénicas sdo capazes de realizar suas atividades metabolicas em pH
muito baixo, em torno da faixa 4, porém, a maioria estritamente anaerdbia é afetada pela
presenca de oxidantes como 0 oxigénio ou nitrato que podem comprometer o processo de DA
(KONDUSAMY; KALAMDHAD, 2014). Algumas espécies bacterianas ativas na fase de
hidrolise também sdo ativas durante a fase acidogénica, sendo chamadas de bactérias
fermentativas (MANYI-LOH et al., 2013).

2.4.3 Acetogénese

Na fase de acetogénese, as bactérias acetogénicas digerem os substratos produzidos na
acidogénese transformando-os em acetato, gas hidrogénio (H.) e géas carbbnico (CO2), (RABII
et al., 2019). E uma importante etapa para o equilibrio do processo, uma vez que os produtos
gerados s&o considerados precursores para formagdo de metano (CHa4). Além disso, a presenca
de alguns acidos graxos volateis pode inibir a fase de metanogénese em altas concentracdes,
mesmo em pH neutro (WANG et al., 2018).
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Microrganismos acetogénicos, podem ser isolados de diversos habitats anaerobios,
incluindo sedimentos, solos, lagos de minas de carvao &cidas, material fecal, ambientes
psicrotréficos e termofilicos (DRAKE; GORNER; DANIEL, 2008).

2.4.4 Metanogénese

Na fase de metanogénse, as arqueas metanogénicas transformam os subprodutos da
acetogénese em metano (CHa) e dioxido de carbono (CO-) (REN et al., 2018). A formagédo do
metano pode ocorrer pela acdo das arqueas acetoclasticas que reduzem do acido acético
formando CH4 e CO2 ou pela acdo das arqueas hidrogenotroficas que reduzem CO2 na presenca
de H> (IZUMI et al., 2010). Quando comparadas as taxas de crescimento, as arqueas
metanogénicas hidrogenotrdficas apresentam taxa de crescimento mais rapida que as arqueas
metanogénicas acetoclasticas (AMIN et al., 2021).

Arqueas metanogénicas sdo microrganismos estritamente anaer6bios comumente
encontrados em ambientes anoxicos como sedimentos de agua doce, areas de tundra, pantanos
e trato intestinal de ruminantes e cupins, além de ambientes criados pelo homem como campos

de arroz, reatores anaerdbios de estagdes de efluentes e biogas (THAUER, 2010).

2.5 Microbioma de reatores

A microbiota corresponde aos microrganismos que formam um microbioma, que por
sua vez é formado pelo habitat, incluindo os microrganismos (bactérias, arqueas, eurcariotas e
virus), seus genomas e as condi¢Ges ambientais circundantes (BERG et al., 2020; MARCHESI;
RAVEL, 2015).

O avanco, reducéo de custos e eficiéncia de tecnologias de sequenciamento, plataformas
e ferramentas de bioinformatica, possibilitou ampliar a compreensdo sobre o potencial
funcional e diversidade microbiana em variados ecossistemas, permitindo descobertas em
taxonomia, ecologia microbiana, biogeoquimica e biologia evolutiva (TAS et al., 2021,
ZHANG et al., 2019).

Em reatores, a composicao, estrutura e atividade do microbioma sdo formadas por
milhares de espécies com funcionalidades especificas, envolvidas em teias alimentares
estreitamente dependentes de seu ambiente (KOCH et al., 2014). O processo biologico de

degradacdo completa dos compostos organicos biogas é conduzido por uma complexa rede de
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microrganismos pertencentes aos dominios Bacteria e Archaea envolvidos em associacOes
especializadas em diferentes processos (CABEZAS et al., 2015).

Pertencentes ao dominio Bacteria, os filos mais comumente encontrados sao:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Cloacimonetes, Tenericutes, Spirochaetes,
Aminicenantes, Chloroflexi e Parcubacteria. Enquanto ao dominio Archaea, os filos mais
encontrados sdo: Euryarchaeota, Woesearchaeota, Bathyarchaeota e Crenarchaeota
(CAMPANARQO et al., 2010; CALUSINSKA et al., 2018).

As trés primeiras fases do processo de DA (hidrolise, acidogénese e acetogénese) sdo
realizadas por microrganismos pertencentes ao dominio Bacteria, enquanto a ultima fase
(metanogénese) é realizada por microrganismos do dominio Archaea (VRIEZE et al., 2015).

A maioria das espécies de bactérias hidroliticas pertencem aos filos Firmicutes e
Bacteroidetes, enquanto a abundancia dos filos Fibrobacter, Spirochaetes e Thermotogae é
menos frequente, além disso 0s principais géneros encontrados sdo: Clostridium,
Ruminococcus, Caldicellulosiruptor, Caldanaerobacter, Butyrivibrio, Acetivibrio, Halocella e
Eubacterium. Quando comparadas as arqueas metanogénicas, crescem rapidamente e séo
menos sensiveis as mudancas de temperatura e pH (AZMAN et al., 2015; WANG et al., 2018).

Entre os filos de bactérias acidogénicas predominantes destacam-se: Bacteriodetes,
Cloroflexi, Firmicutes e Proteobacteria (AMIN et al., 2021). Além disso, 0s principais géneros
encontrados séo: Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus, Escherichia, Salmonella, Clostridium,
Ruminococcus e Paenibacillus (CARUSO et al., 2019; ARYAL et al., 2018).

Os principais géneros de bactérias acetogénicas sdo Pelotomaculum, Smithllela e
Syntrophobacter, comumente encontrados na biodegradacdo de propionatos, e
Syntrophomonas, que utilizam butirato (CARUSO et al., 2019; WANG et al., 2018).

Os géneros mais comuns de arqueas em reatores de biogas sdo Methanobacterium,
Methanothermobacter, Methanobrevibacter, Methanosarcina e Methanosaeta (LIU et al.,
2009; KONDUSAMY; KALAMDHAD, 2014). Apresentam lento desenvolvimento e alta
sensibilidade as mudancas ambientais que podem afetar o tamanho e/ou desempenho da
populacéo e reduzir a eficicia da producédo de biogas (YOUNGSUKKASEM et al., 2013).

A proporcdo da composicdo taxonémica de microrganismos em reatores anaerobios
pode variar a depender das configuracdes do reator e do tipo de biomassa (substrato) utilizado
(ABENDROTH et al., 2018). O monitoramento e/ou avaliagcdo da microbiota pode ser realizado
pela identificacdo de taxons, genes, transcritos, proteinas e metabdlitos ou pela caracterizacéo
da comunidade microbiana como uma entidade coerente pela técnica de fingerprint (VRIEZE,
2020).
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2.6 Consorcios microbianos

Na natureza, as células microbianas quase nunca estdo sozinhas e quase sempre vivem
adjacentes a parentes ou espécies diferentes, cujas interacdes estdo intimamente relacionadas a
viabilidade, atividade e estrutura da comunidade microbiana (MOULD; HOGAN, 2021). Além
disso, apresentam diferentes relagcGes ecoldgicas: neutralismo, mutualismo, comensalismo,
amensalismo, predacéo e competicdo (ROELL et al., 2019).

Os papéis funcionais de microrganismos-chave da microbiota atuante no ciclo da
matéria e fluxo de energia é de grande interesse para aprimorar abordagens de engenharia,
possibilitando o gerenciamento sustentavel sistemas experimentais e a extracdo de novos
conhecimentos sobre microbiomas (WEI et al., 2020; LAWSON et al., 2019).

Embora o cultivo axénico de culturas bacterianas seja utilizado na tecnologia de
fermentacao, o uso de consorcios bacterianos apresenta maior vantagem devido a combinacgéo
da capacidade metabdlica que oferecem para a utilizacdo de substratos mais complexos e a
producdo de produtos especificos (DU et al., 2020).

Segundo Bathia et al. (2018), os consorcios microbianos sdo classificados em naturais,

artificiais, semi-sintéticos e sintéticos, conforme pode ser observado em detalhes no Quadro 1.

Quadro 1 — Classificacdo dos consércios microbianos.

Classificacéo Definicdo

Refere-se a um grupo de microrganismos que
vivem em simbiose na natureza.

Refere-se a diferentes microrganismos de origem
natural capazes de crescer em simbiose que sdo
usados juntos em um sistema fechado para
produzir produtos valiosos.

Refere-se a microrganismos de origem natural e
modificados que sdo cultivados juntos para atingir
um objetivo comum.

Refere-se a co-cultura de microrganismos que sao
Consaércio microbiano sintético metabolicamente modificados para melhorar sua
funcéo e produtividade.

Consdércio microbiano natural

Consércio microbiano artificial

Consorcio microbianos semi-
sintético

Fonte: Bathia et al. (2018).

Os consorcios bacterianos sdo, portanto, uma atraente opcdo para o tratamento de
residuos solidos organicos, permitindo a recuperacao de recursos na forma de energia por meio

da digestdo anaerobia (WAINAINA et al., 2020). As tecnologias de biogas normalmente
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aplicam consorcios microbianos anaerdbios naturais que formam uma intrincada cadeia
alimentar microbioldgica (KOVACS et al., 2013).

Projetar estratégias baseadas em microrganismos para gerenciar reatores anaerobios,
exige entender o seu desempenho em estado estacionario e reacdo a disturbios operacionais ou
ambientais. Essas informacdes estdo disponiveis em maior nimero para o dominio Arquea que
para 0 dominio Bacteria (CARBALLA; CARBALLA; REGUEIRO; LEMA, 2015). Além
disso, 0os microrganismos de um consorcio devem crescer em harmonia sob as mesmas
condicdes: temperatura, pH, oxigénio e meio de cultivo (ROELL et al., 2019).

Uma vez que fatores deterministicos (selecdo natural e interacBes ecoldgicas) e
estocasticos (nascimento, colonizacdo, especiacdo e morte) afetam o desenvolvimento da
comunidade microbiana, a compreensdo de sua montagem é crucial para sua gestdo e
manutencdo em sistemas de producdo de biogas (PAGALING al. 2014; ZHOU et al. 2013).

Cada grupo microbiano tem caracteristicas Unicas em resposta as variagdes
operacionais, taxa de crescimento, densidade e diversidade, por isso é importante construir

digestdo anaerdbia (TYAGI et al., 2021; BELOSTOTSKIY et al., 2015).

2.6.1 Bioaumentacao

Variando de aplicacdes a exploracdo de microrganismos tem se mostrado uma
abordagem competitiva em sistemas de producdo atuais podendo oferecer plataformas
eficientes para recuperacédo de recursos (PINTO et al., 2021).

Uma técnica bioldégica comum € bioaumentacdo que consiste em introduzir
microrganismos ou enzimas especificos em um sistema para otimizar estagios do processo
(PATEL et al., 2021; OZBAYRAM et al., 2017).

Entre os varios critérios para selecionar microrganismos certos para bioaumentacao esta
sua capacidade de realizar a atividade biologica alvo em condi¢des compativeis (substrato, pH
e temperatura) (CAYETANO et al., 2021).

Gopinath et al. (2014) isolaram bactérias hidroliticas de esterco bovino para construcao
de quatro consércios com diferentes proporgdes de cada espécie. A bioaumentacdo dos
consorcios ocorreu em quatro reatores tratando excremento de aves por 30 dias, em que a maior
producéo de biogéas apresentou 79,45% de metano.

Tsapekos et al. (2017) aplicaram microbios hidroliticos (Clostridium thermocellum e

Melioribacter roseus) no tratamento de residuos agricolas em reatores de tanque agitado em
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batelada e continuamente (CSTRs). Os resultados dos ensaios em lote mostraram que C.
thermocellum aumentou o rendimento de metano em 34% e no estado estacionario o efeito foi
de 7,5%. Na bioaumentacdo com M. roseus, o rendimento de metano aumentou em até 10% em
lote e nenhum efeito foi mostrado no CSTR.

Zhang, S. et al. (2018) realizaram a bioaumentagdo de espécies exoeletrogénicas de
Geobacter sulfurreducens para acelerar a metanogénese. Testes em lote de producéo de metano
foram realizados utilizando acetato, o precursor mais tipico da metanogénese, como substrato.
A taxa maxima de producdo de metano foi aumentada em 78%.

Poszytek et al. (2016) selecionaram e caracterizaram bactérias hidroliticas
(celuloliticas) para constru¢do de um consorcio microbiano visando aumentar a producdo de
biogéas a partir da degradacdo da silagem de milho. As cepas (16), isoladas de lodo de esgoto
de uma usina de biogas agricola, dejetos e esterco bonino, pertenciam aos géneros Bacillus,
Providencia e Ochrobactrum. O consércio microbiano com alta atividade celulolitica, alta
atividade de endoglucanase e ampla faixa de tolerancia a condigdes fisicas e quimicas aumentou
a producdo de biogas em até 38%.

Mélo-Schlub et al., (2019) construiram um consorcio bacteriano hidrolitico com
Bacillus subtillis e Alcalingenes faecallis isolados de residuos solidos urbanos em reator
anaerobio. O concorcio foi aplicado ao tratamento de RSU, lodo de esgoto e agua durante 106
dias, em que a producéo de metano foi de aproximadamente 66-70%.

Ozbayram et al. (2018) utilizaram trés culturas hidroliticas (celuloliticas) enriquecidas
a partir rimen de vaca e cabra e um reator de biogas tratando biomassa de sorgo. A
bioaumentacdo ocorreu em reator mesofilico tratando palha de trigo operado por 30 dias. O
maior rendimento de metano foi registrado em reatores com 6% de cultura de enriquecimento
de rimen de cabra, 0 que representou um aumento de 36% na producdo de metano.

Liaquat et al. (2017) coletaram trés fontes de indculos: lodo de esgoto de uma estacédo
de tratamento de aguas residuais, esterco de bovino e lodo de reator anaerdbio tratando matéria
organica. O potencial individual e a combinagdo dos trés foram avaliados no tratamento de
residuos agricolas e residuos de hortalicas em quatro reatores, em que a maior producéo de
biogas apresentou 67,7% de metano.

Miura et al. (2015) utilizaram sedimentos marinhos para desenvolver a comunidade
microbiana metanogénica e melhorar a producdo de metano no tratamento de algas marrons sob
alta salinidade. O tratamento em lote apresentou producdo méxima de metano de 64,8%.

A sintese dos exemplos de bioaumentacdo de reatores descritos acima podem ser

observados na Tabela 3.



Tabela 3 — Bioaumentacdo aplicada ao processo de digestdo anaerobia.
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Microrganismo(s) Fonte(s) Substrato(s) Aumento de metano (%) Referéncia
Bacillus subtillis Reator tratando RSU RSU, agua e lodo 66-70% Mélo-Schlub et al., (2019)
Alcalinas faecallis de esgoto
Clostridium thermocellum Reator tratz,amdo dejetos ] ) 34% Tesapekos et al. (2017a)
Melioribacter roseus suinos Residuos agricolas 10% Tesapekos et al. (2017b)
Campo de petréleo Azman et al. (2015)
Geobacter sulfurreducens Células de combustivel Acetato 78% éhang, S-etal. (2018)
eguera et al., (2006)
Bacillus Lodo de reator
Providencia Dejeto bovino Silagem de milho 38% Poliszytek et al. (2016)
Ochrobactrum Esterco bovino
Enterobacterium cloacae
Pseudomonasaeru aeruginosa
Pseudomonas putida
Bacillus subtilis
Streptococcus bovi
CSItrep_to_coccus Sa"Va'T'“S Esterco bovino Excrementos de 79, 45% Gopinath et al. (2014)
ostridium tyrobutyricum aves
Clostridium drakei
Methanospirillum hungatei
Methanococcus voltaei
Methanobrevibacter smithii
Methanosarcina thermophila
Rdmen bovino
Cultura enriquecida Rdmen caprino Palha de trigo 36% Ozbayram et al. (2018)
Reator tratando sorgum
Lodo de esgoto sisl::?ﬁgj Sr:z
Cultura enriquecida Esterco bovino g iduos d 67,7% Liaquat et al. (2017)
Lodo de reator residuios de
hortalicas
Cultura enriguecida Sedimento marinho Alga marrom 64,8% Miura et al. (2015)
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2.7 Parametros operacionais em reatores anaerobios

O desempenho, a eficiéncia e a produtividade do DA dependem de variados fatores
operacionais (SAHA et al., 2020). A estrutura da comunidade microbiana nos processos de DA
correlaciona-se com varios parametros de desempenho que podem ser controlados para facilitar
0 crescimento das comunidades microbianas centrais e permitir melhor eficacia de reatores
(KHANAL et al., 2021).

2.7.1 Substrato

A composicdo do substrato abrange uma variedade de compostos organicos e
inorganicos, constituindo um fator crucial para aumentar a quantidade de biogas no processo
de DA (RASAPOOR et al., 2020). A reducdo na quantidade de matéria seca do substrato,
representada por sélidos totais e solidos volateis, indica a geracdo de biogas durante a converséao
bioldgica da biomassa (ZHONG et al., 2011).

Entre os principais substratos empregados como matérias-primas no processo de DA,
destacam-se os residuos de biomassa como: residuos solidos urbanos, residuos de alimentares,
residuos agricolas, residuos florestais, esterco animal, lodo de esgoto, aguas residuais
industriais, dentre outros (AMBAYE et al., 2021; SAWATDEENARUNAT et al., 2015).

2.7.2 Razdo carbono/nitrogénio (C/N)

A relacdo carbono/nitrogénio (C/N) de um substrato é uma caracterizagdo comumente
relacionada aos nutrientes (MEEDOGA et al., 2018) que em proporcdo ideal para os
microrganismos permitem maximizar a producdo de biogas. Valores de C/N entre 20 € 30 O
séo ideais para a estabilidades do processo de. Valores baixos de C/N elevam as concentragoes
de aménia, inibindo o crescimento microbiano, enquanto valores altos produzem grandes
quantidades de acidos graxos volateis (SIDDIQUE; WAHID, 2018).

2.7.3 Nutrientes

A composicéo equilibrada de micro e macronutrientes € necessaria para a sobrevivéncia
dos microrganismos envolvidos no processo de DA. Macronutrientes como carbono,

nitrogénio, fosforo e enxofre séo usados para o reforgo da estrutura celular de biomassa; para a
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sintese de proteinas; para capturar e transferir energia por transportadores nas atividades
celulares; e o enxofre é necessario para o crescimento de metandgenos e como componente de
alguns aminoacidos, respectivamente (MIRMOHAMADSADEGHI et al., 2019).
Micronutrientes como ferro, niquel, zinco e cobalto sdo importantes para manter a
atividade e aumentar o metabolismo microbiano e para sintetizar coenzimas essenciais
relacionadas a metanogénese (LV et al., 2021; KONDUSAMY; KALAMDHAD, 2014).

2.7.4 Configuracdes do reator

Diferentes tipos e configuracdes de reatores foram desenvolvidos para utilizar uma
ampla variedade de substratos e aumentar eficiéncia do processo de DA (ZHU et al., 2018).
Segundo Amaral, Steinmetz e Kunz (2019), os reatores mais usados no Brasil s&o: reator de
lagoa coberta (BLC), reator em fase sélida (RFS), reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket) e CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor).

Os detalhes de cada modelo de reator podem ser observados na Quadro 2.

Quadro 2 — Principais modelos de reatores utilizados no Brasil.

Modelo Caracteristicas
E um tanque escavado no solo, impermeabilizado e coberto com material
BLC o ) . - .
geossintético caracterizado pela baixa permeabilidade a fluidos e gases.
Tem como caracteristica o fluxo ascendente do afluente por uma manta de
UASB . . s
lodo até o topo do reator, onde ha um separador trifésico.
CSRT Caracterizado por ter seu contetido em homogeneizacao devido a presenca
de sistema de agitacdo, suporta elevadas cargas organicas volumétricas.
RES Sdo comuns com operacdo em batelada, sendo alimentados com residuos
contendo entre 20 e 40% de solidos.

Fonte: Adaptado por Amaral, Steinmetz e Kunz (2019).

2.7.5 Inéculo

O inoculo fornece ao sistema de DA a populagdo microbiana inicial (PELLERA;
GIDARAKOS, 2016). Em reatores, 0os microrganismos séo fornecidos na fase de inoculagéo,
em que a selecdo de uma fonte de indculo que contenha grupos funcionais adequados, capazes
de interagir entre si e de se adaptar as diversas condi¢fes ambientais é essencial para producao
de biogas (PECES et al., 2018; WOJCIESZAK et al., 2017).

O uso de inoculos pode favorecer o crescimento de comunidades microbianas centrais,

reduzir o tempo de inicializacdo de reatores e a instabilidade do sistema (TAO et al., 2020;
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KHANAL et al., 2021). Para a inicializacdo de reatores, normalmente séo usados como fontes
de indculos: lodo digerido de reatores, de estacOes de tratamento de aguas residuais ou
industriais, rimen e estrume animal e cepas de microrganismos naturalmente ou artificialmente
selecionadas (RAPOSO et al., 2012; KHALID et al., 2011).

2.7.6 Temperatura

A temperatura exerce influéncia sobre a velocidade do metabolismo microbiano, uma
vez que cada microrganismo possui uma faixa de temperatura ideal para realizagdo de suas
funcBes metabdlicas, além de influenciar o equilibrio de ionizacdo, a solubilidade do substrato,
dentre outros (ROOPNARAIN et al., 2021; SPEECE, 1996).

Por influenciar na atividade bacteriana, mudangas de temperatura afetam a produgéo
de biogéas, sendo necessario controlar a temperatura constante para maior estabilidade do
processo, que normalmente é operado em duas faixas de temperatura: mesofilica (20-40°C) e
termofilica (>40°C) (JAIN et al., 2015; EL-MASHAD et al., 2004).

2.7.7 pH

O pH influencia o desempenho dos microrganismos ao longo do processo e cada fase
possui uma faixa de pH considerada ideal. Em reatores anaerobios, esta relacionado as
concentracfes de aménia, produzida pela degradacdo de proteinas, aminoacidos, ureia e pelos
acidos graxos volateis, produzidos na etapa de acidogénese. Dessa forma, o controle da
concentracdo adequada destes compostos é necessario para manter o equilibrio do processo de
DA (GAO et al., 2021; FISGATIVA; TREMIER; DABERT, 2016).

Durante a DA a producao de biogas ocorre entre intervalo de pH de aproximadamente
6 a 8,5. Quando os limites dessas faixas de pH excedem, o processo é deteriorado, resultando
em uma diminui¢do na producdo de metano (KOUGIAS; ANGELIDAKI, 2018).

2.7.8 Tempo de retencéo hidraulica

O tempo de retencédo hidraulica é o periodo necessario para a completa degradagéo da
matéria organica. Esta associado a taxa de crescimento microbiano, temperatura, carga organica
e composi¢do do substrato (SIDDIQUE; WAHID, 2018; MAO et al., 2015).
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3 METODOLOGIA

O desenvolvimento dos experimentos foi realizado nas estruturas do Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.1 Origem dos microrganismos

3.1.1 Caracterizacéo da area

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram isolados de sedimento proveniente
de reservatério urbano, Acude Santo Anastacio (ASA), localizado no Campus do Pici Prof.
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara (UFC) em Fortaleza, Ceara.

A localizacdo do acude Santo Anastacio pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 — Mapa de localizagdo do reservatorio urbano: Acude Santo Anastacio.
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Fortaleza situa-se entre as coordenadas 3°43'02" Sul de latitude e 38°32'35" Oeste de
longitude e apresenta como caracteristicas ambientais, localizagcdo em regido costeira, clima
Tropical Quente SubUmido com precipitacdo média anual de 1.378 mm, predominante no
periodo de janeiro a maio, e temperatura media entre 26 e 28°C (IPECE, 2021).

O reservatorio, pertencente a bacia hidrogréafica do rio Maranguapinho, esté localizado
a 3°44'36" Sul de latitude e 38°34'13" Oeste de longitude, possuindo como afluente um canal
de drenagem urbana alimentado a montante pela lagoa da Parangaba. Estes corpos hidricos
estdo inseridos em uma area com alta urbanizacéo e baixo indice de desenvolvimento humano
(IDH) que contribuem para a poluicdo das dguas por meio do despejo de residuos sélidos e
esgoto n&o tratado oriundos das habitagdes do entorno (FRAGA; ROCHA; LIMA NETO, 2020;
ARAUJO; LIMA NETO; BECKER, 2019).

3.1.2 Amostragem do sedimento

O ponto escolhido para a coleta de sedimento foi uma &rea com &guas paradas, em que
a disponibilidade de oxigénio (O2) tende a ser menor, para aumentar a probabilidade de isolar
bactérias anaerobias facultativas, capazes de sobreviver na presenca e auséncia de oxigénio sem
sofrer efeitos deletérios na realizacdo de suas atividades metabolicas.

A amostragem do sedimento foi realizada utilizando coletor de solo, em profundidade
de aproximadamente 1 metro, proximo a margem, entre as coordenadas 3°44'27.3" Sul de
latitude e 38°34'18.3" Oeste de longitude. Em seguida, a amostra foi acondicionada em saco de
PVC com fechamento, armazenada em caixa térmica e transportada ao LAMAP.

Um esquema das etapas da coleta do sedimento pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma do procedimento amostragem de sedimento em corpo hidrico.

I1m

d
Coleta do sedimento Acondicionamento Armazenamento
do sedimento do sedimento

Fonte: Autor (2021).
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3.2 Processamento da amostra

Em laboratério, foram adicionados 25 g da amostra de sedimento em erlenmeyer
contendo 225 mL de solucéo salina 0,85%, previamente esterilizados, e colocados em agitador
magnético por 30 minutos para homogeneizacdo. Em seguida, a mistura homogeneizada foi
deixada em repouso por 10 minutos para decantacdo dos granulos de sedimento e obtencdo do
sobrenadante.

Na Figura 3, observa-se as etapas do processamento da amostra em laboratorio.

Figura 3 — Fluxograma do processamento da amostra de sedimento em laboratorio.

e — Sobrenadante
‘ Precipitado

Sedimento Solucéo salina 0,85% Agitador magnético Amostra em repouso
25¢g 225 mL 30 min 10 min

Fonte: Autor (2021).

3.3 Quantificacéo das colénias microbianas viaveis

A quantificacdo do nimero de bactérias anaerdbias cultivaveis foi realizada por meio
do método de Contagem Padrdo em Placas de acordo Madigan et al. (2016), com adaptacdes,
para 0s grupos bacterianos funcionais de bactérias heterotroficas cultivaveis (controle),
bactérias hidroliticas e bactérias acidogénicas.

Pela técnica de semeadura por Spread Plate foram realizadas diluicdes decimais
seriadas, 10 a 1073, exceto grupo controle (10 a 10#), em que uma aliquota de 1 mL do
sobrenadante foi diluida em tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina 0,85%. Em
seguida, 0,2 mL da mistura foram inoculados em placas de petri, em duplicada, contendo meio
de cultura especifico para cada grupo bacteriano funcional, espalhados com alca de Drigalski
estéril e incubadas em jarras de anaerobiose a 28°C por 48 horas para crescimento, com excegdo
das cepas amiloliticas e aciddfilas, que permaneceram em incubacao pelo periodo de 7 dias.

Os procedimentos realizados na semeadura podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma da semeadura pela técnica de Spread Plate.
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Fonte: Autor (2021).

Apds o periodo de crescimento, as col6nias dos diferentes grupos bacterianos funcionais
foram quantificadas, considerando as placas que apresentaram valores de contagens entre 30 e
300 unidades formadoras de colonias (UFC).

Foram utilizados os meios de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) para as bactérias
heterotroficas cultivaveis (BHC), Agar Nutriente + 5% de leite desnatado para as bactérias
proteoliticas (BP) (SIZEMORE; STEVENSON, 1970), Agar TSA + 1% de 6leo de soja, com
adaptacOes, para bactérias lipoliticas (BL) (LIUXY; LEE; CHEN, 1996), TSA (10%) + 1% de
amido de milho para as bactérias amiloliticas (BAm) (MARIANO; SILVEIRA, 2005) e Agar
Agar + Glicose + Selenito de so6dio + Azul bromatimol para as bactérias acidogénicas (BAc)
(YOUSEF; HEJAZI; ALLAHVERDI, 2013).

3.4 Isolamento das colbnias microbianas

O isolamento das cepas bacterianas foi realizado pela selecdo das UFCs que
apresentaram morfologias diferenciadas (tamanho, forma, cor, consisténcia), que foram
repicadas com agulha de platina, em tubos de ensaio contendo meio de cultura néo seletivo,
Agar TSA, e incubadas em estufa bacterioldgica & 35°C por 24 horas para crescimento.

Os procedimentos realizados durante o isolamento podem ser observados na Figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma do isolamento bacteriano.
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Fonte: Autor (2021).

No total, foram isoladas 60 cepas bacterianas, sendo 10 de bactérias heterotroficas
cultivaveis (controle), 30 de bactérias hidroliticas, subdividadas em proteoliticas (10),
lipoliticas (10) e amiloliticas (10), e 20 de bactérias acidofilas, todas nomeadas com sigla (BHC,

BP, BL, BAm e BAc) e niUmeros em ordem crescente.

3.5 Caracterizacdo morfotintorial

A caracterizacao fenotipica foi realizada pela técnica de coloracdo de Gram, de acordo
com Fuke, Case e Tortora (2017). A coloracdo adquirida pelas bactérias quando submetidas a
agentes quimicos especificos permite caracteriza-las quanto a morfologia, em cocos e
bastonetes, e estrutura da parede celular, em Gram-positivas e Gram-negativas.

Para realizacdo do procedimento de coloracao, os isolados bacterianos foram renovados
em Agar TSA e incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas para crescimento. Em
seguida, foram esfregados em lamina microscépica com alca de niquel, fixadas pelo calor sob
bico de Bunsen e submetidas a coloracdo de Gram.

A lamina contendo o esfregago fixado foi submergida em corante cristal violeta por 1
minuto, para coloracdo da parede celular, e lavada em agua corrente. Em seguida, foi
submergida em lugol por 1 minuto para a fixagdo do corante na parede celular. Depois, foi
submergida rapidamente em &lcool, contra-corante, para remocéo do cristal violeta e lugol da
parede celular das bactérias Gram-negativas, deixando-as descoradas, enquanto as bactérias
Gram-positivas 0s mantém na parede celular, permanecendo coradas. Por dltimo, foi
submergida em corante safranina por 30 segundos, para a coloragdo da parede celular das

bactérias Gram-negativas, e lavado em agua corrente.
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Apo6s a coloracdo, as laminas microscépicas, contento os esfregacos bacterianos
corados, foram observadas em microscépio eletrénico para caracterizacdo morfotintorial.

Os procedimentos da coloracdo de Gram podem ser observados na Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma do procedimento de coloragéo de Gram.
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Fonte: Autor (2021).

3.6 Teste de oxidacao e fermentacgéo (OF)

O teste de oxidacao e fermentacdo (OF) da glicose foi realizado de acordo com Faddin
(1980), com adaptacdes, com a finalidade de identificar a via metabdlica de consumo da glicose
e selecionar bactérias anaerdbias facultativas.

Os testes de sele¢do ndo foram realizados para o grupo controle (BHC), visto que eram
de interesse apenas as 50 cepas bacterianas pertencentes aos grupos funcionais: BL, BP, BAm
e BAc. Entretanto, das 50 cepas hidroliticas e acidogénicas, foram utilizadas apenas 46 devido
a ocorréncia de imprevistos durante o estudo. O resultado positivo de cada teste foi utilizado

como pré-requisito para as analises seguintes.

3.6.1 Teste de OF para bactérias Gram-negativas

Para a realizacdo do teste, as cepas bacterianas foram renovadas em Agar TSA e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas para crescimento. Em seguida, foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo Agar Hugh e Leifson, meio base OF, com glicose, em
duplicata. Em um dos tubos foi acrescido 1 mL de 6leo mineral, para criacdo de condicdo
anaerdbia. Em seguida, foram incubadas a 35°C pelo periodo entre 24 horas a 14 dias.

Ap0s o periodo de incubacéo, o resultado do teste foi aferido, em que o amarelamento
do meio de cultura com e sem 6leo mineral indicava a via metabolica das bactérias.

Os procedimentos do teste de OF da glicose podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7 — Fluxograma do teste de OF para bactérias Gram-negativas.
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Fonte: Autor (2021).

3.6.2 Teste de OF para bactérias Gram-positivas

Para a realizacdo do teste, as cepas bacterianas foram renovadas em Agar TSA e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas para crescimento. Em seguida, foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo Agar Staph OF, com glicose, em duplicata. Em um
dos tubos foi acrescido 1 mL de 6leo mineral, para criacdo de condi¢do anaerdbia. Em seguida
foram incubadas a 35°C pelo periodo entre 24 horas a 14 dias.

Ap06s o periodo de incubacdo, o resultado do teste foi aferido, no qual o amarelamento
do meio de cultura com e sem 6leo indicava a capacidade das bactérias em oxidar e/ou fermentar
a glicose, sendo consideradas anaerdbias facultativas.

Os procedimentos do teste de OF podem ser observados na Figura 8.

Figura 8 — Fluxograma do teste de OF para bactérias Gram-positivas.
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3.7 Testes de sobrevivéncia bacteriana

Os testes de sobrevivéncia foram realizados para 42 cepas que apresentaram resultado
positivo no teste de OF com a finalidade de analisar a capacidade de resisténcia a condi¢bes

ambientais adversas.

3.7.1 Teste de sobrevivéncia em diferentes temperaturas

O teste de sobrevivéncia a diferentes faixas de temperatura foi realizado com a
finalidade de analisar a capacidade de termorresisténcia das cepas bacterianas.

Para a realizacdo do teste, as cepas bacterianas foram renovadas em Agar TSA e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. Em seguida, foram inoculadas em
caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas separadamente a 40 e 45°C em banho maria por
48 horas para crescimento.

Apds o periodo de incubacéo, o resultado do teste foi observado, no qual a turvacdo do
meio de cultura, causado pelo crescimento bacteriano, indicava a sobrevivéncia da cepa a
condigdo térmica submetida.

Os procedimentos do teste de termorresisténcia podem ser observados na Figura 9.

Figura 9 — Fluxograma da analise de termorresisténcia bacteriana.
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Fonte: Autor (2021).

3.7.2 Teste de sobrevivéncia em diferentes faixas de pH

Para a realizacdo do teste, as cepas bacterianas foram renovadas em Agar TSA e

incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. Em seguida, foram inoculadas
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separadamente em caldo BHI, com pH ajustado para as faixas 5,0 e 6,0, e incubadas a 35°C em
estufa bacteriolégica por 24 horas para crescimento.

Ap0s o periodo de incubacéo, o resultado do teste foi verificado, no qual a turvagédo do
meio de cultura, causado pelo crescimento bacteriano, indicava a sobrevivéncia da cepa a
condicgéo de acidez submetida.

Na Figura 10 observa-se os procedimentos do teste de sobrevivéncia em faixas de pH.

Figura 10 — Fluxograma do teste de sobrevivéncia em diferentes faixas de pH.
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Fonte: Autor (2021).

3.8 Teste de antagonismo bacteriano

O teste de antagonismo bacteriano foi realizado de acordo com a metodologia proposta
por Garré (1887), utilizando a técnica de estrias cruzadas, Cross streak, com adaptacdes, com
a finalidade de selecionar bactérias capazes de crescer em sinergia. Foram submetidas ao teste
20 cepas bacterianas que apresentaram resultados positivos aos testes de sobrevivéncia.

Para realizacdo do teste, as bactérias foram renovadas em caldo BHI e incubadas em
estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas para crescimento. Em seguida, um in6culo com a cepa
potencial inibidora foi estriado verticalmente no centro de placa de Petri contendo Agar TSA,
meio de cultura ndo seletivo, e inoculos com as cepas testadas foram estriados
perpendicularmente a distancia de 0,5 cm. Apos o estriamento, as placas foram incubadas a
35°C por 24 horas para crescimento em estufa bacterioldgica.

Ap0s o periodo de incubag&o, o resultado do teste foi analisado, em que a identificacéo
da atividade antagbnica foi considerada positiva (+), quando detectada a inibicdo do
crescimento das cepas com a presenca de halos, e negativa (-), quando detectado crescimento
com as cepas sobrepostas, sem inibigcdo do crescimento préximo a cepa central.

Os procedimentos do teste de antagonismo podem ser observados na Figura 11.
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Figura 11 — Fluxograma do teste de antagonismo bacteriano.
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Fonte: Autor (2021).

3.9 Formacéo dos consorcios bacterianos

Os consorcios bacterianos foram formados a partir da analise dos resultados obtidos nos
testes anteriores. Foram selecionadas as cepas bacterianas que atenderam aos seguintes
critérios: capacidade de oxidar e fermentar a glicose, capacidade de sobrevivéncia a diferentes

condicdes de temperatura e pH e atividade antagbnica negativa, conforme a Figura 12.

Figura 12 — Critérios de selecdo para formacao de consorcios.
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Fonte: Autor (2021).

Os critérios tiveram a finalidade de possibilitar o manuseio das cepas bacterianas em
condigdes normais de laboratorio, a sobrevivéncia do consércio em todas as fases da DA e as
possiveis variacdes operacionais de reatores anaerdbios, e o desenvolvimento de suas atividades

metabdlicas em condi¢Bes harménicas de sinergia.

3.10 Formagcao do indculo bacteriano

A formacdo do inoculo foi realizada por meio do encapsulamento dos consorcios em
macropérolas, obtidas a partir da concentracao da biomassa bacteriana, seguida de imobilizacao
pela técnica de encapsulacdo, utilizando o método de extrusdo. Foram formados dois indculos
de dois consorcios, C1 e Cp, compostos pelas cepas P3+Am7+Acld e P3+Am7+Aclb5,

respectivamente.
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3.10.1 Concentragdo da biomassa bacteriana

A concentracdo da biomassa bacteriana (pellet) dos consorcios selecionados, necessaria
para a imobilizacao, foi realizada de acordo com Sheu e Marshal (1993), com adaptacdes.

Para a concentracdo do pellet, as cepas formadoras dos consorcios bacterianos foram
renovadas em Agar TSA e incubadas em estufa bacteriologica & 35°C por 24 horas. Depois,
foram inoculadas em solucdo salina 0,85% e ajustadas a escala de McFarland (0,5 nm), com a
finalidade de atingir a concentragdo celular igual a 1,5x108 UFC/mL.

Aliguotas de 1 mL de cada cepa bacteriana foi inoculada em erlenmeyer contendo 200
mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) e incubadas a 30°C por 24 horas em agitador shaker para
crescimento dos consorcios. Em seguida, a concentragdo celular foi medida em espectrémetro
e ambos foram transferidos para tubos Falcon e centrifugados a 500 RPM em 21°C por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi utilizado em experimentos seguintes.

Os procedimentos de obtencdo do pellet podem ser observados na Figura 13.

Figura 13 — Fluxograma do processo de obtencédo do pellet.
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Fonte: Autor (2021).

3.10.2 Encapsulacéo da biomassa bacteriana

A encapsulacdo do pellet foi realizada por meio de imobilizagdo em matriz de alginato
de sodio pelo método de extrusdo de acordo com Rathore et al. (2013), com adaptagdes.

Primeiro, o pellet foi ressuspendido em erlenmeyer contendo 80 mL de solucdo salina
0,85% transferido para becker contendo 120 mL de alginato de sodio 1%. Apds
homogeneizacédo, pelo método de extruséo utilizando pipeta Pasteur, foram transferidos para
becker contendo 800 mL de solugéo gelificante de cloreto de célcio 2%. A reacdo obtida pela

mistura das solugdes resultou no encapsulamento das células pela formacéo de macropérolas.
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As pérolas permaneceram em solucdo de cloreto de célcio 2% por 24 horas e foram
separadas por filtracdo, utilizando peneira com malha de 60 um e agua destilada estéril para
lavagem. Em seguida, foram armazenadas em frascos estéreis para uso em testes posteriores.

Os procedimentos de encapsulacédo podem ser observados na Figura 14.

Figura 14 — Fluxograma do processo de encapsulamento bacteriano.
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Fonte: Autor (2021).

3.10.3 Teste de reativacao e quantificacdo da biomassa encapsulada

O teste de reativacdo da biomassa bacteriana encapsulada foi acordo com Sheu e
Marshau (1993), com adaptacdes, com a finalidade de verificar a sobrevivéncia das cepas
bacterianas ao procedimento de encapsulagéo.

Para a reativacdo da biomassa encapsulada, 1 g de pérola de cada inéculo encapsulado
foi macerado e inoculado em tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina 0,85%,
equivalente a diluicdo 102, e deixado em repouso para reidratacéo por 30 minutos. Em seguida,
para a liberacdo das células, foi feito o rompimento das pérolas por meio da homegeneizacéao
da mistura utilizando bast&o de vidro.

Os procedimentos de reativacdo das células podem ser observados na Figura 15.

Figura 15 — Fluxograma da reativagéo das células bacterianas.

X /123
ﬁ é\_’ﬁf d ﬁ | / \ ,-".
\ / } N /
_ NG e
Pérolas Maceracio das Repouso Liberacao das células
lg macropérolas 30 min

Fonte: Autor (2021).
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A quantificacdo do numero de col6nias viaveis foi realizada pelo método de Contagem

Padrdo em Placas (CPP), de acordo Madigan et al. (2016). Apds a homogeneizagdo, foram

realizadas diluicBes seriadas (10 a 10°) e pela técnica de semeadura por disseminacio, Pour

Plate, uma aliquota de 1 mL das dilui¢cGes foram inoculadas em placas de petri, em duplicada,

seguida da adicdo de 20 mL de Agar TSA fundido. As placas foram homogeneizadas e

incubadas em estufa bacteriologica a 35°C por 48 horas para crescimento.

Os procedimentos realizados na semeadura podem ser observados na Figura 16.

Figura 16 — Fluxograma da semeadura pela técnica de Pour Plate.
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Fonte: Autor (2021).

Apbs o periodo crescimento em estufa bacterioldgica, as coldnias crescidas foram

quantificadas, considerando as placas que apresentaram valores de contagens entre 30 e 300

unidades formadoras de colonias (UFC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagem das coldnias microbianas viaveis

O crescimento das coldnias pertencentes aos diferentes grupos funcionais bacterianos
apoOs o processamento da amostra de sedimento pode ser observado na Figura 17, em que é
possivel ver as UFCs crescidas sobre cada meio de cultura seletivo, correspondendo as diluicdes
101 a10* (BHC) e 10 (BP, BL, BAm, BAc).

Figura 17 — Crescimento das col6nias bacterianas ap6s o0 processamento da amostra de
sedimento proveniente do Agude Santo Anastacio (ASA).

-

Fonte: Autor (2021).
A: Bactérias heterotroficas cultivaveis; B: Bactérias lipoliticas; C: Bactérias proteoliticas; D: Bactérias
amiloliticas; E: Bactérias acidogénicas.
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O estudo da abundéancia e diversidade microbiana é importante para compreender a
participacdo dos microrganismos no ciclo de nutrientes, fluxo de energia e destinagéo de
contaminantes em ecossistemas complexos (CLINTON et al., 2020).

Na Tabela 4 pode ser observada a quantificacdo do nimero de células viaveis de cada

grupo funcional bacteriano, expressa em unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/qg).

Tabela 4 — Quantificacdo das unidades formadoras de coldnias de sedimento do ASA.

Grupos bacterianos Unidade Populacdo microbiana
BHC 1,2x10%
BL -
BP UFClg 5,0x10?
BAmM -
BAC <10

Fonte: Autor (2021).
(-): incontével; (<): menor que.

As BHC apresentaram maior nimero de células viaveis totais (1,2x10* UFC/g) em
relagdo aos grupos funcionais BP (5,0x10? UFC/g) e BAc (<10 UFC/g). O meio de cultura ndo
seletivo utilizado para as BHC permite o crescimento de diferentes grupos bacterianos, o que
explica o maior crescimento de células (COWAN; SMITH, 2017). Os grupos BL e BAm
apresentaram crescimento significativo, entretanto nao foi possivel quantificar as colonias
porque a homogeneizagdo da cultura apos o processamento dificultou a contagem.

A determinacdo de grupos bacterianos heterotréficos em ecossistemas dulcicolas possui
importancia devido a sua atuacdo na ciclagem de matéria e energia (KIRCHMAN; YU;
COTTRELL, 2003), em que fatores ambientais formam habitats intrinsecos que influenciam na
composi¢do da comunidade microbiana, suas preferéncias ecoldgicas e distribuicdo desde a
zona pelagica a bentdnica (YADAV et al., 2019; YANG et al., 2013).

A microbiota de sedimento de fundo possui bactérias com propriedades bioquimicas
diversas que atuam em processos biogeoquimicos e que sdo amplamente distribuidas e que tem
diversidade e abundéncia variaveis (Y1l et al., 2021; KONIECZNA et al., 2011). Em
reservatorios, a decomposicdo da matéria organica pela comunidade microbiana leva a
producdo de gases como dioxido de carbono (CO2) e metano (CH4) (DEEMER et al., 2016).
Para a degradacdo da matéria orgénica, € necessaria a producdo de enzimas hidroliticas
(KAHKONEN; HAKULINEN, 2012) e a velocidade de degradacdo dependera de fatores
bidticos, como a capacidade enzimatica da comunidade microbiana, e abidticos, como
temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio (O2) (BIANCHINI JUNIOR et al., 2014).



52

Desta forma, microrganismos provenientes de ecossistemas aquaticos tém atraido
atencdo devido ao seu potencial biotecnoldgico com aplicacéo na producao de produtos de valor
agregado (YADAV et al., 2019). A producdo de enzimas hidroliticas (proteases, lipases,
amilases e outras) (MUDRYK; PODGORSKA, 2006) podem ter eficacia na otimizacdo do
tratamento de residuos organicos em reatores anaerdbios para producao de energia na forma
biogas, uma vez que bactérias e enzimas sdo cruciais na digestdo anaerdbia (CHRISTY;
GOPINATH; DIVYA, 2014).

4.2 Caracteristicas morfotintoriais

O resultado da caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos, quanto a morfologia

e estrutura da parede celular, pode ser observado em detalhes na Quadro 3.

Quadro 3 — Classificacdo da morfologia e parede celular dos isolados de sedimento do ASA.

Grupo funcional bacteriano

Classificacao

BHC BL BP BAmM BAC
Cocos, G+ * * * * Ac9
Bastonetes, | B1, B8, | L3, L4, | P3, P5, - *
G+ B9,B10 | L8, L9 | P9, P10

Aml, Am2, | Acl, Ac2, Ac3, Ac4, Acb,
L1, L2, | P1,P2, | Am3, Am4, Acb, Ac7, Ac8, Acl0,

Bastonetes, | B2, B4, |\ " &' | by pg | Am5 Am6. | Acll Acl2, Acl3, Acld,

G- B7 11 7'L10| P7.P8 | Am7. AmS | Acl5 Acl6. Acl7. Acls,
Am9, Am10 Acl9, Ac20
B3, B5, * * * *
VMNC 3

Fonte: Autor (2021).
G+: Gram positiva; G-: Gram negativa; VMNC: vidvel, mas ndo cultivavel; *: nenhuma cepa.

As bactérias apresentam morfologia bastante diversificada (TEESELING; PEDRO;
CAVA, 2017), em que a parede celular exerce grande influéncia no formato das células
(HAYHURST et al., 2008), que, normalmente, sdo encontradas nas formas de esferas (cocos)
e bastdes (bastonetes) (YANG; BLAIR; SALAMA, 2016).

A parede celular bacteriana, localizada externamente a membrana citoplasmatica, é
composta por uma estrutura de peptideoglicano organizada em varias camadas, em bactérias
Gram-positivas, ou em monocamada, em bacterias Gram-negativas (EGAN; ERRINGTON;
VOLLMER, 2020). Sua estrutura € suficientemente flexivel, para permitir o ajuste da forma

bacteriana e de propriedades mecénicas, durante o crescimento e diferenciagdo, e resistente,
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para proporcionar estabilidade a pressdo osmdtica causada pelos solutos dissolvidos do
citoplasma e aos impactos adversos do ambiente (MAYER et al., 2019).
As informacgdes contidas do Quadro 3 estéo sintetizadas no Grafico 2, em que se observa

0 agrupamento das cepas bacterianas de acordo com a classificacdo morfotintorial.

Gréfico 2 — Caracteristicas morfotintoriais dos isolados bacterianos provenientes de sedimento
do ASA, de acordo com os grupos funcionais.
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Fonte: Autor (2021).

Os microrganismos isolados sdo bactérias heterotroficas cultivaveis pertencentes aos
grupos funcionais hidrolitico e acidogénico. Entre as dez (10) cepas isoladas do grupo BHC,
utilizado como controle, sete (7) eram bastonetes, quatro (4) Gram-positivas e trés (3) Gram-
negativas, e as demais (3) eram viaveis, mas nao cultivaveis (VMNC).

Na caracterizacdo dos isolados do meio de cultura para BL, houve predominancia de
bastonetes (10), em que quatro (4) eram Gram-positivos e seis (6) eram Gram-negativos. Entre
os isolados do meio de cultura para BP, também houve predominio de bastonetes (10), sendo
quatro (4) Gram-positivos e seis (6) Gram-negativos. E os isolados do meio de cultura para
BAm apresentaram totalidade de bastonetes (10) Gram-negativos.

No grupo dos isolados do meio de cultura para BAc, os isolados eram bastonetes (19),
com dominancia Gram-negativos (18) e um (1) Gram-positivo.

O resumo do percentual de distribuicdo dos isolados bacterianos quanto as

caracteristicas morfotintoriais pode ser observado no Grafico 3.
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Gréfico 3 — Agrupamento das cepas bacterianas provenientes de sedimento do ASA quanto a
estrutura da parede celular.
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Fonte: Autor (2021).

A partir da analise do grafico, observa-se maior percentual de bactérias Gram-negativas
(75%), seguidas de Gram-positivas (20%) e VMNC (5%). Ambientes aquaticos apresentam
predominancia de bactérias Gram-negativas e pouca presenca de bactérias Gram-positivas, 0
que explica o resultado obtido (SIGEE, 2005).

O ndo crescimento de algumas bactérias ocorre devido a limitacdo dos metodos de
cultivo em criar condic¢Bes favoraveis para o seu desenvolvimento em ambiente de laboratério
(LEWIS et al., 2021), uma vez que bactérias fastidiosas podem apresentar requisitos especificos
de crescimento como: nutrientes, oxigénio, temperatura e pH (VARTOUKIAN, 2016). O ndo
atendimento desses parametros pode fazer com que as bactérias entrem em estado de
dorméncia, também conhecido “como viavel, mas ndo cultivavel”, em resposta ao estresse

associado (AYRAPETYAN; WILLIAMS; OLIVERC, 2018).

4.3 Via metabdlica: oxidativa e/ou fermentativa

O teste de OF permite diferenciar bactérias de acordo com sua capacidade metabdlica
de utilizacdo de uma fonte de carboidrato para obtencédo de energia. O resultado do teste, aferido
pela analise da cor do meio de cultura ap6s o periodo de incubagdo, em que o amarelamento
provocado pela mudanca de pH, devido a producédo de acidos, permite identificar a via que o
carboidrato foi metabolizado em condicdes aerdbia e anaerobia (VERMELHO et al., 2019).
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O resultado do teste de OF de algumas cepas bacterianas pode ser observado na Figura

18, sendo considerado positivo (+) para 0 meio de cultura amarelado.

Figura 18 — Resultado do teste de OF realizado para cepas bacterianas de sedimento do ASA.

\ N

Fonte: Autor (2021).
A, E: bactérias lipoliticas; B, F: bactérias proteoliticas; C, G: bactérias amiloliticas; D, H: bactérias acidogénicas.

De acordo com a analise dos resultados do teste de OF, pode-se observar no Grafico 4

a classificacdo das cepas bacterianas (46) quanto a capacidade de metabolizar a glicose.

Gréfico 4 — Agrupamento bacteriano quanto a via de oxidacdo e/ou fermentagéo da glicose.
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25

20
15

10

BL BP BAmM BAc

N° de cepas

Grupos funcionais bacterianos

Fonte: Autor (2021).
F: fermentativa; O: oxidativa; I: inerte.
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A via pela qual a bactéria metaboliza a glicose, permite classifica-la em anaerdbia
facultativa (F), aerobia (O) ou inerte (N). Entre as cepas testadas, 43 foram capazes de oxidar e
fermentar a glicose, sendo consideradas anaerobias facultativas, e 3 permaneceram inertes.

A degradacéo de carboidratos por bactérias heterotroficas € um processo complexo que
resulta na producéo de compostos quimicos de baixo peso molecular (DATE et al., 2012). O
mecanismo de oxidacdo e fermentacdo da glicose depende do papel desempenhado pela
presenca e auséncia do oxigénio, respectivamente (HUGH; LEIFSON, 1953).

Os microrganismos convertem carbono e outras fontes de energia em produtos que
possibilitem a manutengédo de funcdes e crescimento (FOLCH; BISSCHOPS; WEUSTHUIS,
2021). A capacidade de culturas puras de metabolizar diversidades substanciais de substratos
pode ser usada para caracteriza-las (KONOPKA; OLIVER; TURCO JUNIOR, 1998).

De acordo com a definicdo do chamado ponto de Pasteur, anaerdbios capazes de mudar
seu metabolismo para aerobio a pressao parcial de oxigénio (O2) préxima ao valor de 0,01 nivel
atmosférico atual sdo considerados anaercbios facultativos (SLESAK et al., 2019).

4.4 Sobrevivéncia bacteriana em diferentes condi¢cdes ambientais

O resultado do teste de sobrevivéncia de algumas cepas bacterianas pode ser observado

na Figura 19, em que a turvacdo do meio de cultura indica a sobrevivéncia da cepa.

Figura 19 — Resultado do teste de sobrevivéncia (temperatura e pH) das cepas bacterianas.

Fonte: Autor (2021).
A, E: bactérias lipoliticas; B, F: bactérias proteoliticas; C, G: bactérias amiloliticas; D, H: bactérias acidofilas.
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No Gréfico 5 observa-se o resultado do teste para todas as cepas bacterianas (40).

Gréafico 5 — Sobrevivéncia bacteriana em diferentes condi¢cdes ambientais: temperatura e pH.

Sobrevivéncia bacteriana
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20
16 16

v 15
©
=3 10 10 10 10
S 10 8 ;
3 6 6 6 6 6
° 4
" I I I I I
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Grupos funcionais bacterianos

Fonte: Autor (2021).

Todas as oito (8) BL testadas sobreviveram sob temperatura de 40°C, enquanto somente
seis (6) sobreviveram a 45°C. Para pH 5 e 6, sobreviveram seis (6) e sete (7) cepas bacterianas,
respectivamente. No teste das BP (6), todas sobreviveram as temperaturas de 40% 45°C,
Enquanto para as faixas de pH, quatro (4) estipes sobreviveram em pH 5, e seis (6) em pH 6.
Para as BAm, todas as cepas (10) sobreviveram a todas as condi¢des testadas.

Entre as BAc (16), todas sobreviveram a temperatura de 40°C e somente 6 sobreviveram
a 45°C. Para as condicdes de pH, todas sobreviveram as faixas 5 e 6, conforme esperado para
esse grupo funcional.

A temperatura € um parametro que influencia a atividade metabdlica microbiana e,
consequentemente, a velocidade de crescimento, reproducdo, sintese e degradacdo de
substancias, enquanto o pH do meio extracelular influencia o desenvolvimento microbiano e
desempenho de suas fungdes por meio da estabilidade da forma das enzimas e das reacdes
quimicas que ocorrem no interior da célula (MADIGAN et al., 2016).

De acordo com Tian et al. (2018), as estruturas das comunidades bacterianas tendem a
diminuir com o aumento de temperatura, o que explica a queda na taxa de sobrevivéncia testada.
Liu et al. (2008) relataram que o valor ideal do pH pode variar de acordo com o substrato e a
digestdo, sendo relativamente ampla. Bactérias hidroliticas e acidogénicas normalmente
operam ativamente em valores de pH ideal entre 5,0 e 6,0 (XU et al., 2018; DEMIRER; CHEN,

2004), o que explica a maior taxa de sobrevivéncia nessas faixas testadas.
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Por influenciarem o metabolismo da comunidade microbiana, temperatura e pH séo
parametros relacionados a eficiéncia e estabilidade do processo de DA (NIE et al., 2021; FENG
et al., 2021). O entendimento da estrutura do microbioma, relacionado a diferentes parametros
de desempenho, permite o controle e beneficio do crescimento de comunidades microbianas
centrais e consequente otimizacdo do processo (KHANAL et al., 2021).

Uma vez que o processo biologico de degradacdo da matéria organica ao longo das fases
da DA em reatores anaerobios é muito sensivel a mudancas ambientais, o controle de alguns
parametros torna-se fator importante para evitar desequilibrios e otimizar o processo
(FISGATIVA; TREMIER; DABERT, 2016).

4.5 Antagonismo bacteriano e combinac@es de consorcios

Na Figura 20, observa-se o resultado do teste de antagonismo de algumas cepas
bacterianas, em que a identificagdo da atividade antagonica foi considerada positiva (+), quando
detectada a inibi¢do do crescimento com distanciamento ou presenca de halos, entre cepas
centrais e perpendiculares, e negativa (-), quando ndo apresentaram a inibicdo do crescimento,

encostando uma na outra ou sobrepostas.

Figura 20 — Resultados do teste de antagonismo bacteriano.

Fonte: Autor (2021).
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O antagonismo bacteriano é um fendbmeno comum em comunidades microbianas que
exibem competicdo por espaco, pela captacdo de recursos ou que liberam toxinas que
prejudicam outras bactérias, e que resulta no estabelecimento de nichos espaciais e de nutrientes
por meio da inibicdo de crescimento ou morte dos individuos vizinhos (YIM; WANG, 2021;
KERN et al., 2021).

Os principais filos bacterianos apresentam vias antagbnicas a partir de mecanismos
independentes ou dependentes de contato (PETERSON et al., 2020). As acles espaciais
envolvidas no antagonismo independente de contato podem ocorrer por meio da acdo de
pequenas moléculas difusiveis entre bactérias fisicamente separadas, enquanto a via dependente
de contato pode ocorrer pelo efeito da producdo de toxinas e proteinas antibacterianas
secretadas que atingem células alvo (KLEIN; AHMAD; WHITNEY, 2020).

No Quadro 04 observa-se o resultado individual do teste de antagonismo para as 20

cepas bacterianas testada.



Quadro 4 — Resultado individual do teste de antagonismo realizado para as cepas selecionadas nos testes anteriores.
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A compreensdo de mecanismos funcionais e papeis ecoldgicos podem ser exploradas

para o desenvolvimento de ferramentas de engenharia e modulagdo de comunidades

microbianas em reatores industriais (YIM; WANG, 2021).

Baseado nesse conhecimento, ap0s a andlise dos resultados obtidos, foram construidos

consércios formados por combinagdes de cepas bacterianas, conforme a Tabela 5.

Tabela 5 — Consorcios bacterianos formados a partir do teste de antagonismo bacteriano.

Combinacdes

Grupos bacterianos

Lipoliticas Proteoliticas Amiloliticas Acidogénicas
L4+Acl P3+Am3 Aml+Am4 *
L4+Acl9 P3+Am4 Am1+Aml0 *
L9+Am10 P3+Am5 Am2+Am7 *
L9+Acl5 P3+Am7 Am3+Acl9 *
L9+Acl9 P3+Am10 Am4+Am10 *
* P3+Acl4 Am5+Am10 *
* P3+Acl5 Am6+Am7 *
2 cepas * P5+Am7 Am6+Acl *
* P9+Am3 Am7+Acl *
* P9+Am4 AmT7+Ac7 *
* P9+Am7 Am7+Acl4 *
* P9+Am10 Am7+Acl5 *
* P9+Acl Am7+Acl9 *
* P10+Am4 * *
* P10+Acl * *
* P3+Am4+Am10 Aml+Am4+Aml0 *
* P3+Am5+Am10 Am2+Am7+Acl9 *
* P3+Am7+Am10 * *
3 cepas * P3+Am7+Acl4d * *
* P3+Am7+Acl5 * *
* P9+Am4+Am10 * *
* P9+Am7+Am10 * *

Fonte: Autor (2021).
(*): sem formacéo.

A partir das combinacdes foi possivel a construcdo de 33 consorcios formados por duas

cepas bacterianas e 11 consércios formados por 3 cepas. A maioria dos ecossistemas sintéticos

sdo compostos por duas a quatro especies (ROY et al., 2014), o que explica os resultados

obtidos.

Entre os consorcios formados, dois consorcios compostos pelas combinagdes

P3+Am7+Acl4 e P3+Am7+Acl5, denominados C: e Cy, respectivamente, destacaram-se com

maior potencial para otimizagdo de processos em reatores anaerobios devido a ampla

diversidade metabdlica das cepas bacterianas em relacdo aos demais.
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A avaliacdo combinatéria para constru¢do de comunidades sintéticas, compostas por
uma mistura de espécies, evita a necessidade de dados mecanisticos detalhados e permite maior
controle sobre as espécies utilizadas (ENG; BORENSTEIN, 2019).

Consorcios sintéticos se destacam pela presenca de grupos funcionais especificos,
apresentando divisdo do trabalho, capacidade metabolica expandida, e maior robustez a
perturbacdes (JIANG et al., 2020; MCCARTY; LEDESMA-AMARO, 2019). Por isso, podem
ajudar a projetar melhores bioprocessos e a produzir produtos especificos que normalmente sdo
dificeis de produzir usando monoculturas (CAVALIERE et al., 2017).

4.6 Viabilidade da encapsulacéo bacteriana

Na Figura 21 pode-se observar o crescimento dos consaércios Ci e Co, apds o periodo de
incubacdo em estufa bacterioldgica, que foram posteriormente submetidos ao processo de

encapsulacao para formacéo do indculo bacteriano.

Figura 21 — Crescimento dos consorcios C1 e Cz, em meio de cultura, apos o periodo de
incubacéo.

Fonte: Autor (2021).
C1: consorcio 1; C2: consorcio 2.

Na Figura 22 pode-se observar a concentracdo do pellet do consorcio Ci1 ao fundo de
tubo Falcon, o encapsulamento das macropéloras em solucdo de cloreto de célcio 2% e seu

armazenamento em frasco universal.
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Figura 22 — Resultados das etapas de encapsulacéo para o consorcio Ci.

Fonte: Autor (2021).
A: concentragdo do pellet; B: encapsulamento das macropérolas; C: macropérolas.

A encapsulagdo do consodrcio teve a finalidade de aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia das células e melhorar sua eficiéncia, ao fornecer maior protecdo a estresses
ambientais, e preservar suas atividades metabdlicas por maiores periodos de tempo.

Segundo Zhu et al. (2020), Youngsukkasem et al. (2012) e Westman et al. (2012), a
protecdo associada ao encapsulamento de células esta relacionada protegdo contra competidores
em potencial e mudancas de condi¢cGes ambientais adversas como pH, temperatura, solventes
orgénicos e componentes toxicos. Além disso, reduz a complexidade da operacéo, ao facilitar
0 manuseio das células microbianas encapsuladas, reduz a baixa produtividade volumétrica e a
perda de microrganismos em altas taxas de diluicdo e melhora o desempenho de reatores.

Na Tabela 6 observa-se o resultado da quantificagdo das unidades formadoras de colénia
viaveis da solucdo contendo o concentrado bacteriano antes do processo de encapsulacéo e das

macropérolas apos o periodo de 24 horas e sete dias.

Tabela 6 — Quantificacdo das unidades formadoras de colénias presentes nas macropérolas.

Populacédo microbiana

Consorcios Unidade Ah 7 dias
C1 5,53x10% est. 2,05x10°8
Cz (UFC/g) 6,17x10% est, 4,8x10°

Fonte: Autor (2021).
C1: consorcio 1; C2: consorcio 2; est.: estimado.

A partir da analise dos resultados, observa-se que para o periodo de 24 horas a sete dias,
a quantificagdo do consdrcio C1 passou de 5,53x10%° est. para 2,05x108 UFC/g. Enquanto o
consorcio C; apresentou quantificacdo de 6,17x10%° est para 4,8x108 UFC/g.
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Apesar da reducdo na escala exponencial da quantificagdo das unidades formadoras de
coldnias, ambos os indculos apresentaram viabilidade das cepas bacterianas ap0s 0 processo de
encapsulacao para o periodo analisado.

O efeito do encapsulamento sobre as células microbianas pode afetar diretamente a
atividade metabdlica devido a promocéo de mudangas no microambiente (WESTMAN et al.,
2012). De acordo com Amine et al. (2014), a viabilidade celular geralmente tende a diminuir
ao longo do periodo de armazenamento do material encapsulado, o que explica os resultados
obtidos.

Além disso, a eficiéncia da encapsulacdo é influenciada por diferentes variaveis como
0 metodo utilizado, as caracteristicas do material encapsulador, o tamanho dos granulos
formados, a concentracdo de microrganismos, dentre outros (NAZZARO et al., 2012;
CHANDRAMOULLI et al., 2004). Por isso, ressalta-se que, apesar dos resultados demonstrarem
viabilidade dos in6culos, é necessario a aplicagdo de ambos em reatores anaerobios para a

anélise da eficiéncia individual.
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5 CONCLUSAO

As etapas realizadas caracterizam uma estratégia a ser adotada para montagem de
indculos iniciadores para otimizar o processo de digestdo anaerobia em reatores, uma vez que
a prospeccdo dos isolados bacterianos provenientes de sedimento do agude Santo Anastacio
permitiu:

e Caracterizar fenotipica e biogquimicamente os isolados bacterianos quanto a morfologia,
estrutura da parede celular e metabolismo anaerdbio facultativo;
e Selecionar cepas bacterianas capazes de sobreviver em condi¢des ambientais adversas

(temperatura e pH);

e Selecionar cepas com relacGes antagbnicas negativas;

e Formar consércios com ampla diversidade metabdlica;

e Construir dois inoculos formados por culturas bacterianas com potencial para
otimizag&o do tratamento de residuos sélidos organicos em reatores anaerobios;

e Confirmar a sobrevivéncia das cepas ao processo de encapsulagdo do indculo.

Ressalta-se a realizacdo de uma etapa posterior com ampliacdo dos grupos funcionais
microbianos envolvidos no processo de digestdo anaerdbia, completando o ciclo de degradacédo
dos substratos e producdo de biogas no sistema. Além da aplicacdo de testes em diferentes

escalas com a inoculacdo de reatores e monitoramento do desempenho do processo.
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