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Sumario

O objectivo desta tese foi a caracterizagdo de biomassa anaerdbia granular utilizando técnicas de andlise quantitativa de
imagem, de visualizagdo em microscopio electronico de varrimento, de identificagdo microbiana com sondas genéticas e de

visualizacdo usando técnicas histoldgicas.

A analise quantitativa de imagem foi aplicada a biomassa granular proveniente de dois reactores do tipo manto de lamas. Num
dos reactores tentava-se seguir um protocolo experimental que conduzisse a formagao de granulos e noutro reactor, devido ao tipo
de substrato alimentado (acido oleico), os granulos previamente inoculados sofreram um processo de desgranulagdo. Os
objectivos especificos do presente trabalho foram: (i) definir o protocolo de amostragem da biomassa no reactor de granulagéo, de
modo a preservar a estrutura dos agregrados formados em todas as etapas do processo. (ii) definir o melhor método de aquisigéo
da imagem, de modo a obter a melhor e maior informacéo durante as etapas dos processos, (iii) quantificar e minimizar erros
devido a processos de diluicdo das amostras. (iv) demonstrar a utilidade e mais valia de técnicas de analise quantitativa de
imagem para monitorizagdo dum processo de granulagdo e dum processo de desgranulagdo de consércios microbianos
anaerdbios, nomeadamente na medi¢cdo da area projectada dos agregados, dos filamentos livres e do numero relativo de

particulas de pequenas, intermédias e grandes dimensdes.

A amostragem da biomassa do reactor foi optimizada, tendo-se construido uma sonda que se introduzia pelo topo do reactor e
que permitia aspirar uma amostra preservando a integridade dos agregados. O estudo do efeito da diluigdo na quantificacdo dos
parametros morfolégicos e de tamanho atras definidos permitiu concluir que para diluicdes elevadas ha sistematicamente uma
sobrestimagédo de todos os parametros e que a diluigdo 6ptima depende ndo s6 da concentragéo inicial de biomassa, mas também
do seu estado de agregacd@o e provavelmente da sua estrutura. Na definicdo da diluigdo éptima em cada um dos estudos
realizados, recorreu-se a um parametro definido como percentagem de reconhecimento que mede a razdo entre os objectos

integralmente visualizados numa imagem e todos os objectos, incluindo os que se encontram na fronteira da mesma.

A aplicagdo da analise de imagem a um processo de desgranulagdo permitiu quantificar as alteragdes de tamanho ao longo do
processo e obter uma boa correlagéo linear entre paradmetros de analise de imagem tal como area de finos/area total (sendo os
finos definidos como particulas com diametro inferior a 1 mm) e parametros baseados numa selecgao fisica de tamanho e na
analise dos solidos. A aplicagédo da analise de imagem a um processo de granulagéo permitiu também quantificar as alteragdes de
tamanho e morfoldgicas ocorridas nos agregados microbianos durante o processo. Mediu-se a area média dos agregados e a area
média de trés fracgdes de tamanho de agregados definidas do seguinte modo: pequenos, entre 100 e 1000 um? de area,
correspondendo a um diametro equivalente entre 11.3 e 35.8 um, intermédios, entre 1000 e 20000 umz de area, correspondendo a
um diametro equivalente entre 35.8 e 159.6 um e grandes, superiores a 20000 um? de area, correspondendo a um diametro
equivalente superior a 159.6 um. O numero e o comprimento médio de filamentos livres também foram determinados para cada

amostra analisada.

A microscopia electronica de varrimento permitiu avaliar a morfologia bacteriana do exterior dos agregados que se formaram
durante o processo de granulagao, verificando as principais alteragdes ao longo do mesmo. Observaram-se bactérias filamentosas
semelhantes ao género Methanosaeta e agregados de cocos. Observaram-se também os agregados que se encontravam em fase

de desgranulagao.

A aplicacdo de técnicas de hibridizagdo com sondas genéticas a identificacdo de grupos de organismos nos granulos em
formacéo, permitiu dar uma informacdo meramente qualitativa. Os resultados obtidos sdo muito preliminares e utilizaram-se

apenas duas sondas especificas de grandes grupos (ARC915 — para aqueobactérias e EUB338 para bactérias).

Por fim, tentou-se uma abordagem de técnicas histolégicas para localizar a presenga de acidos gordos de cadeia longa
adsorvidos em agregados de biomassa anaerdbia. Utilizaram-se dois corantes, negro de Sudao e 6leo vermelho e pelos

resultados obtidos que sdo também preliminares pareceu que o 6leo vermelho permitia obter melhores imagens.
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Abstract

The aim of this work was to characterize anaerobic granular sludge by using quantitative image analysis techniques, scanning
electron microscope observations, fluorescent in-situ hibridization (FISH) and histological techniques.

Quantitative image analysis was applied to granular sludge from two sludge blanket reactors (an Upflow Anaerobic Sludge
Blanket — UASB and an Expanded Granular Sludge Bed — EGSB). The UASB reactor was set to produce granular sludge from a
completely dispersed inoculum. In the other reactor and due to the substrate fed (oleic acid) the previously inoculated granular
sludge suffered a process of disintegration. The specific aim of this part of the work was: (i) to define the best protocol to withdraw
the biomass from the granulation reactor preserving its structure during all the process. (ii) to define the best way of image
aquisition, in order to get the highest quality and quantity of information. (iii) to quantify and to minimize the errors due to the
diluition processes. (iv) to demonstrate the usefulness of quantitative image analysis for monitoring processes of granulation and
granules disaggregation, namely by measuring the projected area, the free filaments and the relative number of small, medium and

big particles.

Biomass sampling was optimized. A special device was constructed that allowed a sample to be taken from the reactor,
preserving the integrity of the aggregates. The effect of the diluition on size and morphological parameters quantification led to the
conclusion that for high diluitions, there is an overestimation of all parameters. Furthermore, the optimal diluition depends not only
on the initial biomass concentration, but also on the size of the aggregates and possibly on they structure. Optimal diluition was
defined by using a parameter denominated percentage of recognition that measures the ratio between the objects that are

completely inside the image and all the objects, including those that are in the fontiers.

The application of image analysis to a process of granules disintegration allowed the quantification of size changes along the
process. A good linear correlation was obtained between image analysis parameters such as fine areal/total area (fines were
defined as particles with a diameter smaller than 1 mm) and parameters based on a physical separation and solids determination.
The application of image analysis to a process of granulation allowed the quantification of size and morphology along the process.
The average area of the aggregates was measured as well as the average area of three ranges of size, defined as: small
aggregates between 100 e 1000 um? of area, corresponding to equivalent diameters between 11.3 e 35.8 um, medium aggregates,
between 1000 e 20000 pum? of area, corresponding to equivalent diameters between 35.8 and 159.6 um and big aggregates larger
than 20000 um? of area, corresponding to equivalent diameters higher than 159.6 pm. The number and the average length of the

free filaments were also measured for each sample.

Scanning Electron Microscopy (SEM) allowed the observation of the bacterial morphology during the process of granulation.
Organisms similar to the genera Methanosaeta and Methanococus were observed. The disaggregated granules were also
observed by SEM.

The application of FISH techniques for the identification of groups of microorganisms in the granular sludge allowed only a
qualitative information. Preliminary results were obtained by using only two genetic probes (ARC915 for archaebacteria and
EUB338 for bactéria).

The last technique used was based on histological techniques and the aim was to localize long chain fatty acids adsorved onto
anaerobic granular sludge. Two dyes were used: sudan black and red oil and by the preliminary obtained results, the oil red was

better for that purpose.
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1. Introducao

Sumario

Apds o enquadramento geral do tema da tese, é descrito sumariamente o processo de
degradacdo anaerdbia, identificando as 4 etapas principais de degradacdo: hidrdlise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese. S&do apresentadas aplicagbes tecnoldgicas do
processo ao tratamento de efluentes liquidos, realgando as vantagens dos reactores de manto de
lamas. Sao revistos os principais trabalhos relativos a estudos de granulagdo de biomassa
anaerdbia.
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1.3 Aplicagbes tecnoldgicas do processo anaerobio ao tratamento de efluentes
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1.1 Enquadramento geral

Os processos de tratamento de efluentes por via anaerébia apresentam vantagens
significativas relativamente aos processos convencionais aerobios. Entre estas vantagens
salientam-se a menor produgdo de biomassa devido aos menores rendimentos
biomassa/substrato da biomassa anaerdbia, a menor necessidade em nutrientes, a capacidade de
adaptagcdo a compostos toxicos, a capacidade da biomassa preservar a sua actividade apés
longos periodos sem alimentagéo e a obteng&o de um produto com conteudo energético (metano).
Nos processos aerdbios além de nao se obter nenhum produto com valor, ha um consumo
energético para fornecimento do oxigénio necessario ao processo. Por cada 100 kg de matéria
organica (em termos de Caréncia Quimica de Oxigénio — CQQO) degradados consomem-se 100

kWh por via aerébia e produzem-se 285 kWh por via anaerobia.

Os processos anaerébios também tém desvantagens, sendo a mais importante relacionada
com a afinidade dos microrganismos para o substrato que é, em geral inferior a dos
microrganismos aerdbios. Isto pode limitar a aplicacdo do processo como unico passo, devido a
menor qualidade do efluente final atingida, quando comparada com a do processo aerobio.
Actualmente é reconhecida a importancia da combinagao entre processos anaerébios e processos
aerébios como meio mais eficaz e sustentavel de tratamento de efluentes industriais e mesmo

domésticos.

No final da década 70 foram descritos pela primeira vez os agregados granulares de biomassa
anaerdbia que conduziram, nos anos subsequentes, a enormes desenvolvimentos da tecnologia
anaerdbia de tratamento de efluentes. Foram desenhados novos reactores em que a imobilizagao
da biomassa é conseguida apenas pelas caracteristicas de densidade e tamanho dos agregados
(LETTINGA ET AL., 1980) e continuam a aperfeigoar-se os desenhos de reactores (HABETS ET AL.,
1997).

Este potencial de desenvolvimento tecnolégico tornou imperativo o estudo dos fundamentos da
microbiologia, ecologia e fisiologia dos microrganismos envolvidos, bem como dos fenémenos em
que se baseia o processo de granulag&do. A organizagdo do consorcio microbiano anaerdbio em
agregados com uma estrutura interna bem definida confere potencialidades a biomassa anaerdbia
que nao foram nunca evidenciadas em biomassa dispersa. Por exemplo, o facto das bactérias
metanogénicas acetoclasticas, as mais sensiveis do processo, se localizarem essencialmente no
centro dos granulos, protege-as de efeitos toxicos, da acgédo de possiveis predadores, e permite
criar um microambiente éptimo ao seu desenvolvimento. Por outro lado, a organizagdo granular
também favorece as trocas de metabolitos (por exemplo hidrogénio) entre parceiros de
associagdes sintréficas, estimulando a sua actividade quando comparada com a actividade de
células em suspensao (ALVES ET AL., 1999). O estudo da comunidade microbiana em consorcios
anaerébios desenvolvidos em reactores de tratamento de efluentes deve ser feito em condigcbes

ambientais relevantes ou seja sem destruir a organizacgao ou estrutura do consorcio.
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A aplicagéo do processo de degradacgao anaerdbia a efluentes industriais pouco concentrados
em matéria organica e com compostos recalcitrantes ou potencialmente inibitérios para os grupos
bacterianos envolvidos no processo, durante muitos anos considerada ndo exequivel, é
actualmente um dos centros de interesse da investigagdo em digestdo anaerdbia (COLLERAN ET
AL., 1995, VERSTRAETE E VANDEVIVERE, 1997). A possibilidade de “construir’ consoércios especificos
para degradar determinados compostos téxicos de modo a acelerar o natural processo de
adaptacao tem sido considerada como um dos desafios para um futuro préoximo da investigacao
neste campo (VERSTRAETE E VANDEVIVERE, 1997). A co-inoculagéo de culturas puras capazes de
degradar determinados compostos pode ser eficientemente utilizada para esse efeito (AHRING ET
AL., 1992). Nesses estudos o uso de técnicas moleculares de hibridizagdo com sondas genéticas
permite localizar e quantificar as culturas alvo. Além disso, todos os aspectos relacionados com a
formacao e deterioracdo granulares s&o, actualmente alvo de interesse cientifico (ALPHENAAR,
1994, FANG, 1997).

1.2 O processo de degradagao anaerdobia

A degradacdo anaerdbia da matéria organica a metano e diéxido de carbono, envolve uma
cadeia sequencial de percursos metabdlicos e requer a acgdo combinada e coordenada de
diferentes grupos tréficos de bactérias anaerobias, onde se podem identificar os seguintes

processos principais:

1. Hidrdlise de biopolimeros (proteinas, hidratos de carbono e lipidos) a aminoacidos, agucares e

acidos gordos de cadeia longa, respectivamente;
2. Fermentagao de aminoacidos e agucares;
3. Oxidagao anaerdbia dos acidos gordos de cadeia longa;

4. Oxidacao anaerdbia dos produtos intermediarios (acidos volateis, com excepgéo do acetato) a

acetato e Hidrogénio;
5. Homoacetogénese
6. Conversao de acetato a metano pelas bactérias acetoclasticas;
7. Converséao do hidrogénio a metano pelas bactérias hidrogenotroficas.

De um modo simplificado estas etapas podem agrupar-se em 4 sequéncias de degradagao
principais, assinaladas na Figura 1.1 (hidrolise, acidogénese/fermentacdo, acetogénese e

metanogénese), e que se descrevem seguidamente.
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Proteinas

Hidratos de
Carbono

MATERTIA ORGANICA PARTICULADA

Lipidos

HIDROLISE
Y
aminodcidos, agucares 4cidos gordos
ACIDOGENESE
\ / B_OXidagﬁo
produtos intermediarios
propionato, butirato, etanol..
ACETOGENESE %
?
acetato < hidrogénio
~70% ~30%
METANOGENESE

METANO

Figura 1.1 Esquema do processo de digestao anaerodbia (adaptado de GUJER E ZEHNDER, 1983).
Os valores expressos em %, indicam fluxo de substrato na forma de CQO ou equivalente em
metano.

1.2.1 Hidrélise

O primeiro passo da degradagdo anaerdbia consiste na hidrélise ou liquefacdo dos

biopolimeros por meio de enzimas extracelulares. E normalmente um processo lento, sendo a

velocidade da hidrodlise afectada por um grande numero de factores, entre os quais a superficie

especifica e o tipo de substrato (EASTMAN E FERGUSON, 1981). No caso de substratos complexos

(por exemplo na digestdo anaerdbia de residuos solidos), esta etapa pode limitar a velocidade

global do processo de degradacao (PARKIN E OWEN, 1986).
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1.2.2 Acidogénese ou Fermentagao

Tal como indicado no esquema da Figura 1.1, os substratos utilizados no processo
fermentativo, sdo os mondmeros resultantes da hidrélise que, apds serem transportados através
da membrana celular para o interior da célula, sdo transformados numa variedade de produtos

entre os quais acetato, propionato e butirato.

No geral, a populagéo fermentativa representa cerca de 90% da populacéo bacteriana total dos
digestores anaerdbios (ZEIKUs, 1980). O numero e a diversidade das espécies bacterianas
fermentativas envolvidas no processo dependem largamente da composi¢cdo do substrato. As
bactérias fermentativas tém tempos de duplicacéo curtos, e a fermentagdo nunca € limitante no
processo global da degradacao anaerdbia (GUJER E ZEHNDER, 1983).

1.2.3 Acetogénese

A etapa da acetogénese consiste na transformagéo dos produtos da fermentagao em acetato,
diéxido de carbono e hidrogénio por acgdo das chamadas bactérias sintroficas ou produtoras
obrigatdrias de hidrogénio (OHPA - obligate hydrogen producing acetogens). Em condigbes
normais estas transformagdes sdo termodinamicamente desfavoraveis. Por exemplo, a
degradacdo do propionato a acetato e H, é a reacgdo da acetogénese mais desfavoravel pois

apresenta um valor de AG° de 74 kJ (DOLFING, 1988). Neste caso, verifica-se que s6 se a pressao

. . - -4 S . -

parcial de hidrogénio for 10 atm ou menor, a oxidagdo do propionato se torna exergonica.
Normalmente tal é assegurado pelas bactérias metanogénicas hidrogenotroéficas ou, no caso de
existir sulfato no meio, pelas bactérias sulfato-redutoras, por meio de um processo vulgarmente

designado de “transferéncia de hidrogénio inter-espécies” (DOLFING, 1988).

Pensa-se que as associagdes sintroficas requerem também uma associagao fisica dos dois
tipos de bactérias envolvidas. GUJER E ZEHNDER (1983), determinaram a distadncia maxima
possivel entre os dois tipos de bactérias para que a transferéncia do hidrogénio entre as duas
espécies possa ocorrer € SCHINK E THAUER (1988) referiram que, de facto, a cooperagéo entre os
dois grupos tréficos € 6ptima quando a distancia entre eles for minima o que, segundo estes

autores, pode justificar em parte o fenédmeno da granulagéo.

1.2.4 Metanogénese

A metanogénese € a etapa final do processo, responsavel directa pela produgao de metano e
constitui, em muitos casos, o passo controlante do processo. As bactérias metanogénicas
pertencem ao dominio das arqueobactérias, sdo anaerdbias estritas e requerem para o seu
desenvolvimento um potencial redox entre -250 e -300 mv. Possuem coenzimas e cofactores
especificos (coenzima F4a9, F430, coenzima M, Metanopterina e Metanofurano (WOLFE, 1992)). E
degradam apenas um numero limitado de substratos com baixo nimero de carbonos: acetato,
metanol, metilaminas, formato, e hidrogénio e didxido de carbono. A maior parte do metano (70%)
provém do acetato (JERIS E MCCARTY, 1965), sendo esta conversao particularmente importante.
Além disso, as bactérias metanogénicas que degradam o acetato a metano representam o elo

5
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mais fraco de toda a cadeia de degradagéo anaerdbia no que respeita a sua susceptibilidade a

condi¢des adversas tais como choques organicos, hidraulicos e presenga de substancias téxicas.

Até a data apenas foram identificados dois géneros como sendo acetoclasticos: Methanosaeta
(ex. Methanothrix) e Methanosarcina. Estes dois géneros de bactérias possuem morfologias muito
distintas. Methanosaeta surge em filamentos podendo estes ser curtos e dispersos ou longos e
agregados em feixes (KAMAGATA E MIKAaMI, 1990) e a Methanosarcina cresce em agregados de
cocos. Em termos cinéticos Methanosaeta apresenta maior afinidade para o acetato (Ks=0.46
mM) do que Methanosarcina (Ks=3-5 mM), mas cresce mais lentamente que Methanosarcina para
elevadas concentragbes de substrato (GUJER E ZENHDER, 1983). Por exemplo Methanosarcina
barkeri e Methanosarcina mazei tém tempos de duplicagdo de aproximadamente 24 horas
enquanto que a filamentosa Methanosaeta tem tempos de duplicagdo de 3.5 a 9 dias (HUSER ET
AL., 1982).

De entre os géneros de bactérias metanogénicas conhecidos, Methanosarcina € o mais versatil
metabolicamente podendo utilizar H,/CO,, metanol, metilaminas, e acetato, enquanto que o

género Methanosaeta é exclusivamente acetotrofico (HUSER ET AL., 1982).

1.3 Aplicagoes tecnolégicas do processo anaerébio ao
tratamento de efluentes

Os granulos anaerdbios foram observados pela primeira vez, na década de 70, em reactores
UASB, a temperaturas mesdfilicas, alimentados com efluentes provenientes de uma fabrica de
agucares. Embora ja houvesse referéncias anteriores ao aparecimento de agregados de biomassa
anaerdbia em reactores do tipo filtro anaerdbio (YOUNG E MCCARTY, 1967), foi s6 nessa altura que
0 grupo liderado por Gatze Lettinga da Universidade de Wageningen verificou que essas
estruturas eram potencialmente interessantes do ponto de vista tecnolégico e desde entado esse
grupo foi muito eficiente no desenvolvimento e implantagao da tecnologia dos reactores de manto
de lamas (UASB — acréonimo de “upflow anaerobic sludge blanket”) ao tratamento de efluentes
liquidos. Uma das maiores vantagens dos reactores UASB € a auséncia de material de suporte. A
imobilizacdo da biomassa €& conseguida apenas devido as excelentes qualidades de
sedimentagdo dos agregados. No entanto, a manutengdo da estrutura granular € um factor
importante e sabe-se que em determinadas condigbes pode haver deterioragdo dos agregados,
pondo em causa a estabilidade do reactor e podendo mesmo conduzir a lavagem das células
(“washout”). De qualquer modo, o reactor UASB é o mais popular de todos os reactores
anaerobios para tratamento de efluentes industriais, existindo mais de 1200 unidades em todo o
mundo. Na Figura 1.2 esta representada uma distribuicdo das aplicagbes de diferentes
tecnologias ao tratamento de efluentes industriais, onde se evidencia a dominancia dos reactores

de manto de lamas UASB.
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UASB 61%

PC processo de contacto

Lfluid leito fluidizado

Lfixo Leito fixo, filme fixo e
filtro anaerébio PC12%

outros 1%

Lagoas 7%

Hb Reactores hfbgdos i L fuid 2% IC 2%
1C reactotes de circulacio Lfixo 10% Hb 4%
interna

Figura 1.2 Aplicagao da tecnologia anaerébia ao tratamento de efluentes industriais. Distribuicdo
por tipo de digestor. (adaptado de HULSHOFF POL ET AL., 1997)

No reactor UASB existem duas zonas distintas: uma zona inferior designada por leito de lamas,
que tem uma concentragao elevada de biomassa constituida em granulos com elevada velocidade
de sedimentacao e a zona superior onde predominam flocos de pequeno tamanho e em que a
concentragdo de biomassa é muito menor. O gas produzido e alguma biomassa flutuante que
existe na secgao superior sdo separados da corrente liquida de saida por meio de um separador

gas-soélido-liquido colocado no topo do digestor (Figura 1.3).

biogas

efluente
tratado

alimentacao
Figura 1.3 Esquema simplificado do reactor UASB

Tém sido desenvolvidos alguns desenhos de reactores baseados no UASB: o reactor de manto
de lamas de leito expandido (EGSB - “expanded granular sludge bed”), que consiste num UASB
com leito expandido por meio da recirculagdo do efluente, o reactor de recirculacédo interna (IC -
“Internal Circulation”), que consiste em dois ou mais compartimentos do tipo UASB uns sobre os
outros e em que o liquido e a biomassa recirculam internamente (HABETS ET AL., 1997), o reactor
com varios andares (VAN LIER ET AL., 1994, GUIOT ET AL., 1995) e o reactor horizontal segmentado

com anteparos (GROBICKI E STUCKEY, 1991). Em todos estes sistemas, embora ndo estritamente
7
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necessaria, € suposta a utilizacdo de biomassa estruturada em grénulos.

1.4 Granulagao e desgranulagao de biomassa anaerébia

A granulagéo, por definicdo, € o processo pelo qual a biomassa dispersa se aglutina para
formar granulos bem definidos. E um processo complexo que envolve diferentes grupos tréficos
de bactérias assim como as suas interacgdes fisico-quimicas e microbianas. Alguns autores,
afirmam que os diferentes grupos tréficos estéo distribuidos aleatoriamente nos granulos (SCHMIDT
E AHRING, 1996), e outros autores, mencionam uma estrutura mais organizada (GUIOT ET AL 1992).
Estas opinides diversas terdo certamente a ver com os diferentes tipos de substratos em que

granulos foram formados.

Em substratos mais complexos a estrutura por camadas é mais consensual. A superficie é
essencialmente composta por bactérias fermentativas e por bactérias metanogénicas
hidrogenotroficas. As metanogénicas acetoclasticas e as bactérias acetogénicas produtoras de H,

ocupam as camadas interiores (SCHMIDT E AHRING, 1996).

A fase de arranque dos reactores do tipo UASB pode tornar-se um passo critico, uma vez que
nao estdo bem estudados os processos basicos da granulagdo, conhecendo-se apenas alguns
factores que a estimulam (WEILAND E R0zzI, 1991, LETTINGA, 1995). Para iniciar a operagao, pode-
se inocular biomassa granular desde que disponivel. No entanto, esta op¢c&do pode diminuir a
estabilidade dos granulos, resultando por vezes na sua desintegracdo ou flutuagédo, devido a
alteragdo das condigbes ambientais (KOSARIC E BLASzCSYK, 1990). Pensa-se que, quando se
acrescenta uma pequena quantidade de granulos a um inoculo disperso, € possivel acelerar o
processo de granulagao (HICKEY ET AL, 1991). Em regibes em que ndo ha facilidade de dispor de
inoculo granular (como por exemplo em Portugal), a instalagdo de uma unidade deste tipo requer
um investimento inicial que comporta a compra e transporte desse inoculo, 0 que pode ser

significativo. Torna-se assim importante continuar a investigar o fenédmeno da granulagéo.

Por outro lado, a ocorréncia de deterioracdo granular nem sempre é previsivel nem controlavel,
sendo um aspecto que tem merecido alguma atencdo por parte dos investigadores nos ultimos
anos (FANG ET AL., 1994, ALPHENAAR, 1994). A biomassa granular pode ser obtida a partir de
biomassa dispersa com uma variedade de efluentes industriais. No entanto, HULSHOFF POL ET AL.
(1983) referem que, para altas concentragbes de ido amonio (> 1000 mg/L), ndo ocorreu
granulagdo. HICKEY ET AL. (1991) citando COHEN (comunicagéo pessoal, 1989) referem que, para
um efluente constituido por soro de queijo ndo ocorreu granulagédo, mas, uma vez inoculados, os
granulos podiam ser mantidos nesse tipo de substrato. Os efluentes contendo lipidos s&o
particularmente problematicos para a biomassa granular. Além dos problemas de toxicidade
aguda dos acidos gordos de cadeia longa (AGCL), resultantes da hidrélise dos lipidos, s&o
referidos na literatura problemas de adsorgcao dos acidos gordos na superficie dos granulos,

tornando-os leves, flutuantes e conduzindo ao “washout’” (RINZEMA, 1988, Hwu, 1997). De acordo
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com Hwu (1997) a concentragdo de acidos gordos de cadeia longa que origina problemas de
flutuacao da biomassa € inferior aos limites de toxicidade destes compostos. Além do problema da
flutuagdo, os AGCL actuam como detergentes, baixando a tensao superficial. Consequentemente,
a agregacgao de bactérias hidrofébicas, como sdo a maior parte das acetogénicas (consumidoras
de AGCL) é desfavoravel, aumentando a probabilidade de “washout’” destas bactérias
(DAFFONCHIO ET AL., 1995, HWU ET AL., 1997).

O conhecimento da estrutura granular e a sua evolugao ao longo do tempo, é essencial para
aprofundar o conhecimento do processo de granulagdo e entender a dindmica das populagdes e a
ecologia das bactérias constituintes dos granulos. Embora, a natureza e comportamento dos
microrganismos ainda nao seja clara, tém sido publicadas algumas teorias sobre os factores que

governam a formacgao de granulos estaveis e com boas propriedades de sedimentagao.

Segundo alguns autores a granulagéo inicia-se com a formagdo dum nucleo constituido
essencialmente por Methanosarcina e por Methanosaeta (WU ET AL., 1996, HUSHOFF PoL ET
AL.,1983).

A Methanosarcina pode crescer em agregados, devido a excrecao de polimeros extracelulares.
Com o aumento do tamanho destes agregados, a excregao de polimeros extracelulares aumenta,
construindo “cachos” maiores, até estes terem um didmetro que impega o arrastamento, para fora
do reactor. A Methanosaeta tem como caracteristica a capacidade de aderir a superficies inertes,
e, em condigbes de baixa concentracao de acetato, pode competir com a Methanosarcina, e

passar a predominar no nucleo (SCHMIDT E AHRING, 1996).

Segundo KOSARICK E BLAszcsYK (1990), é conhecido que a Methanosarcina pode formar
agregados naturais, mas nao se liga facilmente a superficies estranhas. No entanto, a
Methanosaeta parece ser a responsavel pela ligagdo das bactérias a espécies inertes. Quando a
carga organica aplicada ao reactor € aumentada progressivamente a Methanosaeta evolui para

uma forma de bastonete, garantindo a formagéo dos agregados mais compactos.

Segundo de Zeeuw (1987), os agregados de Methanosarcina com o aumento da concentragéo
de acetato sdo colonizados pela Methanosaeta nas cavidades centrais, ficando os agregados com
a Methanosaeta no interior, e com a Methanosarcina no exterior. Subsequentemente quanto mais
denso for o agregado desenvolvido pela Methanosaeta, a camada exterior da Methanosarcina
tende a desaparecer. Através de um lento e gradual processo de selecgdo, os organismos que
crescem dispersos sdo lavados para fora do reactor, enquanto os agregados de biomassa, que
consistem, nesta fase, em organismos ligados uns aos outros ou ligados a particulas inertes que

funcionam como suporte, séo retidos no reactor.

HULSHOFF PoL ET AL. (1987) referem que ha uma seleccao por pequenas diferengas de
densidade entre as fracgbes dispersa e agregada da biomassa. Estes autores identificam nos
reactores uma pressdo de selecgdo que resulta da combinagdo entre a velocidade de carga
hidraulica (ou taxa de diluicdo) e a carga superficial de gas. Referem igualmente o fenémeno de

maturagédo (renovagdo de geragdes de células) dos granulos como factor importante durante o
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processo e consideram que durante o crescimento dos granulos se desprendem pequenos
agregados que servem de nucleo para a formacgao de granulos de 22 e de 32 geragdo. Segundo
estes autores, a maturagdo € a Unica razdo para o desaparecimento dos granulos filamentosos
que vao sendo substituidos por outras geragdes de granulos com caracteristicas superiores de
granulagdo. HULSHOFF PoL ET AL. (1987), sugere que nas fases iniciais da formagido dos
agregados, se deve seleccionar a bactéria filamentosa Methanosaeta em vez da Methanosarcina,
utilizando baixas concentragbes de substrato. Deste modo conseguem-se obter granulos maiores

e mais densos, diminuindo a probabilidade de washout.

Segundo Jiam E SHI (1993), a chave para a granulagdo € conseguir manter condi¢des
adequadas para a Methanosarcina possa excretar polimeros extracelulares para que a

Methanosaeta se possa agarrar ou inserir nos “cachos” da Methanosarcina.

WIEGANT em 1987, apresentou uma teoria para a granulagao que intitulou “teoria esparguete”.
Segundo este autor, as bactérias filamentosas do género Methanosaeta, devido as suas
propriedades e morfologia, tém o poder de se entrelagcar nos aglomerados que podem ou nao
conter particulas inertes, formando os aglomerados iniciais. A Methanosaeta evolui para

bastonetes, assegurando a formagao de granulos compactos e densos.

Segundo DOLFING (1987), no decorrer do processo de granulagdo é possivel distinguir trés
tipos de aglomerados: O primeiro denominado por flocos, sdo aglomerados, com uma estrutura
poouco definida. Depois de sedimentarem formam macroscopicamente uma Unica camada. O
segundo tipo denominado por “pellets”, sdo aglomerados com uma estrutura mais densa do que
os flocos e depois de sedimentarem estes aglomerados sao visiveis como entidades separadas. A
biomassa deste tipo, € composta por aglomerados que consistem na sua maioria em
microrganismos filamentosos que estao fortemente ligados, formando estruturas tipo esparguete,
sdo sensivelmente esféricos podem ter até 1 mm de didmetro. O ultimo tipo denominado por
granulos sao “pellets” mais densos, tem uma aparéncia granular, as suas formas ndo se alteram
na presenga da agua, podendo suportar alguma pressdo sem alterar a sua integridade. Os
granulos metanogénicos, deste tipo, consistem maioritariamente de bactérias tipo cocos ou
bastonete, compostos por uma sé célula ou em cadeias pequenas. Estes agregados sao esféricos

e podem ter até 5 mm de didmetro.

Os polimeros extracelulares, vulgarmente designados por EPS, sédo constituidos por polimeros
de sacarideos, proteinas, lipidos e acidos nucleicos, que podem ter fungdes diferentes,
dependendo dos microrganismos. Alguns autores, usando observagbes microscopicas,
verificaram que as bactérias presentes nos granulos estdo recobertas por EPS. E geralmente
aceite que estes polimeros tém um papel significativo no processo de granulagédo, porque a
produgdo destas substancias pode mudar a carga das bactérias que normalmente se repelem por
terem carga negativa, podendo resultar na atrac¢do entre bactérias, favorecendo o processo de
agregacao (SCHMIDT E AHRING, 1996). GROTENHUIS ET AL. (1991A) localizaram e analisaram
quantitativamente os polimeros extracelulares presentes em biomassa granular dum reactor do
tipo UASB e discutiram o seu papel na estabilidade dos agregados.
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Ja foi demonstrado que alguns i6es metalicos como o Ca” e o Fe*, melhoram o processo de
granulacéo e a estabilidade dos granulos (KOSARIC E BLASZCSYK, 1990, SCHMIDT E AHRING, 1996).
Os precipitados de calcio podem servir como material de suporte para a adeséo bacteriana. YU ET
AL. (2000) apds terem realizado um estudo sobre a adigéo de ferro em seis reactores em paralelo,
concluiram que quando se adiciona entre 300-400 mg/L de iao Fe?*, o processo de granulagéo é
acelerado. No entanto, a actividade especifica destes granulos diminui com o0 aumento da adi¢ao
de Fe”', o que pode ser explicado pela precipitagdo do Fe®* nas superficies dos granulos.
Segundo estes autores (Yu ET AL., 2001), a adicdo de uma baixa concentragdo de calcio
provavelmente melhora trés passos da granulagdo, como a adsorgdo, adesao e multiplicagao,

mas nao influéncia a biodiversidade microbiana presente.

QUARMBY E FORSTER (1995) estudaram um factor ao qual denominaram factor do reactor. Para
estes autores as caracteristicas do reactor, assim como as condigbes de operagado sao téao
importantes como as caracteristicas biolégicas dos proprios granulos.
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2. Aplicacao de analise de imagem e de
microscopia electrénica de varrimento
durante processos de granulacao e de

desgranulacao

Sumario

E aplicada a anélise quantitativa e qualitativa de imagem a agregados de biomassa anaerébia
durante um processo de desgranulagdo e durante um processo de granulacdo. A andlise
quantitativa de imagem foi realizada apés captura das imagem obtidas em microscopio 6ptico ou
lupa binocular, dependendo das fases do processo. A analise qualitativa da imagem foi realizada
por observacao de fotografias obtidas em microscépio electronico de varrimento. Foram avaliados
e estabelecidos procedimentos de aquisicdo de imagem, estudando-se o efeito da diluicdo das
amostras na sua morfologia e tamanho. Sdo analisadas as vantagens e as desvantagens da
técnica no sentido da quantificagcdo dos processos de granulagdo e desgranulagdo. Por
observacdao das amostras em microscopio electrénico de varrimento, pbde identificar-se a
presenca de alguns géneros de bactérias morfologicamente bem descritos na literatura.
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2. APLICACAO DE ANALISE DE IMAGEM E DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO DURANTE
PROCESSOS DE GRANULAGAO E DE DESGRANULAGAO

2.1 Introducao

A anadlise quantitativa e qualitativa de imagem permite obter informac&o importante durante as
varias etapas dos processos de granulagdo e de desgranulagdo. Embora estes fendmenos
estejam descritos na literatura sob diversos pontos de vista, os resultados baseiam-se
essencialmente em observagdes qualitativas sendo poucos os estudos em que se quantificam os

tamanhos e os aspectos relacionados com a morfologia dos agregados.

As amostras de biomassa estudadas, provenientes de processos de granulacédo e de
desgranulagdo foram processadas num sistema de andlise quantitativa de imagem,
complementando-se a informacgdo obtida com a visualizagdo em microscopio de epifluorescéncia
e em microscopio electronico de varrimento. Estas duas técnicas encontram-se detalhadas

seguidamente, apresentando-se exemplos de aplicacdo das mesmas.

2.1.1 Andlise quantitativa de Imagem

Durante anos, os microbiologistas contavam ou mediam os seus espécimes visualmente.
Recentemente a analise de imagem, tornou-se um acessoério indispensavel, tanto para
quantificacdo, pois reduz a subjectividade do operador e permite uma automagéo, como para a
identificacédo e diferenciagdo de diversas espécies presentes em amostras microbianas (AMARAL,
1998).

O decréscimo do custo do material informatico tornou a analise de imagem um processo
acessivel, sendo neste momento uma ferramenta quase rotineira em muitos campos da ciéncia. O
sistema de analise de imagem mais vulgar e mais econémico € composto por um microscépio
acoplado a uma camara de video, onde a imagem é adquirida por uma placa de aquisi¢do de um
computador. As imagens adquiridas sao posteriormente implementadas num programa elaborado
para o efeito. Desde os anos 70, tém sido comercializados instrumentos para analise de imagem,
para a contagem automatica de coldénias de bactérias, sendo também possivel analisar a estrutura
e actividade dessas colénias. A maioria das imagens é adquirida em formato monocromatico onde
a diferenca de tonalidades é explorada. No entanto, ja estdo disponiveis no mercado sistemas a

cor, embora ainda bastante dispendiosos e technicamente mais exigentes.

O termo analise de imagem engloba, em geral, cinco passos (AMARAL ET AL., 1999): a aquisi¢ao
das imagens, a aplicacdo dos filtros, a segmentagéo, a aplicagao do programa e a obtenc¢ado dos
parametros requeridos. Se as imagens forem mal adquiridas (desfocadas, nao representativas,
etc) todo o processo € posto em causa (DOUGHERTY, 1994, GLASBEY ET AL., 1994, JAHNE, 1995 E
Russ, 1995). Através da placa de aquisi¢cao, a informacao analdgica das imagens é transformada
em informagao digital, onde cada pixel corresponde a um espago da imagem. De seguida é
realizada uma binarizagdo, a imagem passa de 256 tons para 2 tons, preto e branco, sendo

necessario estabelecer um limite de detecgao de cor que distinga os objectos do fundo. O fundo
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esta agora a preto com um valor matematico de 0 e os objectos a branco com o valor matematico
de 1. As imagens adquiridas podem conter pequenas particulas sem interesse para o estudo em
causa que sao retiradas com o auxilio de filtros desenhados para o efeito. Apds a binarizagao de
imagem e aplicagao dos filtros, as imagens tratadas s&o analisadas num programa elaborado para

o efeito e s&o calculados os paradmetros requeridos.

Para esta técnica ser fiavel ha que analisar uma grande quantidade de imagens, mas o uso da
analise de imagem tem a vantagem de requerer pouca quantidade de amostra, ndo sendo por isso
uma técnica que provoque perturbagdes no funcionamento do reactor (DUDLEY ET AL.,1993). A
principal desvantagem é que a aquisi¢do das imagens € um processo demasiado demorado.
(AMARAL ET AL., 2001, PACKER E THOMAS, 1990).

A analise de imagem tem sido largamente utilizada para caracterizar morfologicamente fungos
filamentosos. Com a microscopia convencional s era possivel obter uma analise qualitativa, mas
este problema foi ultrapassado com a utilizagdo da analise de imagem sendo possivel quantificar
estes microrganismos (Cox ET AL., 1998). Embora esta ferramenta seja largamente utilizada em
varios campos, a sua aplicagdo a caracterizacao de agregados de biomassa anaerdbia ndo tem

sido muito explorada.

Tal como referido anteriormente, as formas filamentosas tém um importante papel no processo
de granulagdo. Por analise de imagem é potencialmente possivel seguir a evolugdo das formas
filamentosas livres (ndo completamente inseridas em agregados de biomassa), da fraccao
dispersa da biomassa, qualquer que seja a sua morfologia, e quantificar a sua predominancia em
relacdo as formas agregadas de biomassa. ALVES ET AL. (2000) obtiveram correlagbes lineares
entre a actividade metanogénica acetoclastica e 0 numero de bactérias filamentosas livres durante

uma experiéncia de aplicagdo de um choque hidraulico a um reactor alimentado com acido oleico.

2.1.2 Microscopia

O microscépio electrénico permite o estudo minucioso e pormenorizado da estrutura da célula,
devido ao seu enorme poder de resolugao, bastante superior ao microscopio 6ptico. Este facto
deve-se sobretudo a utilizacdo de feixes de electrdes que tem um comprimento de onda de 0.005
nm, em vez da utilizacao de feixes de luz visivel, pois esta ronda os 550 nm. O baixo comprimento
de onda da radiagao electrénica permite limites de resolugdo muito baixos e consequentemente,
ampliagées muito superiores. No microscépio electronico de varrimento, obtém-se uma imagem
tridimensional das superficies que se pretendem observar, permitindo a visualizagdo da

organizagao espacial da morfologia bacteriana.

As imagens sao obtidas a partir de electrées, que sdo produzidos por aquecimento em vacuo,
de um filamento, sendo acelerados devido a uma diferenca de potencial. Os electrées, ao chocar
na superficie da estrutura sao reflectidos, e posteriormente sdao captados por um tubo foto
multiplicador, gerando um sinal eléctrico dando origem a imagem num ecrd (http:///

business.fortunecity.com).

14



2. APLICACAO DE ANALISE DE IMAGEM E DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO DURANTE
PROCESSOS DE GRANULAGAO E DE DESGRANULAGAO

A microscopia electrénica de varrimento, conhecida vulgarmente por SEM, do inglés, Scanning
Electron Microscopy, € largamente utilizada no estudo de biofimes e de biomassa granular,
permitindo obter informagédo sobre a morfologia microbiana das superficies destes ecossistemas.
No entanto, a maior desvantagem desta técnica, reside no facto de se basear na identificagéo

visual, ndo sendo por isso, por si s0, uma técnica de identificacao microbiana.

HEPPNER ET AL. (1992) usou a microscopia SEM, para estudar o crescimento de uma cultura de
degradacgao de propionato num reactor anaerébio de leito fluidizado. WU ET AL. (1996) usaram as
observagbes obtidas por SEM, para postular o mecanismo da formagédo de camadas em grénulos
anaerdbios, enquanto FANG ET AL. (1994) também explorou as estruturas por camadas de granulos
de varios reactores, com a mesma tecnologia. MACLEOD ET AL. (1990) examinaram granulos
provenientes de reactores alimentados com sacarose por microscopia de SEM. Estes s&o so6

alguns exemplos dos varios estudos, possiveis de enumerar que utilizaram esta tecnologia.

2.1.3 Epi-fluorescéncia

A propriedade das bactérias metanogénicas serem autofluorescentes devido a presenca do
coenzima F4 torna-as facilmente visiveis em microscopia de epi-fluorescéncia, desde que se
utilizem os filtros adequados. A coenzima F4,9 € uma deazaflavina que participa em duas reacgoes
de transferéncia de electrdes. Na metanogénese funciona de uma maneira analoga ao NADH e
tem uma absor¢gao maxima a 420 nm, dai a sua referéncia como F4,. Esta propriedade permite
visualizar as bactérias metanogénicas, mas nao permite uma diferenciacdo entre as diferentes
espécies deste grupo, nem permite quantificar a actividade metanogénica. Tentativas de
correlacionar a actividade metanogénica com a intensidade de fluorescéncia em amostras de
microrganismos anaerébios tém falhado uma vez que os niveis de F4y0 s@o muito variaveis de
espécie para espécie e por exemplo a Methanosaeta que esta maioritariamente presente na
biomassa granular, possui niveis muito reduzidos e dificilmente detectaveis desta coenzima

(SHCMIDT E AHRING, 1996).

15



2. APLICACAO DE ANALISE DE IMAGEM E DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO DURANTE
PROCESSOS DE GRANULAGAO E DE DESGRANULAGAO

2.2 Objectivo

O objectivo do presente capitulo foi o desenvolvimento e aplicagdo de metodologias de
amostragem, de aquisicdo de imagem para andlise quantitativa e de microscopia ao estudo da
granulagéo durante a etapa de arranque dum reactor UASB e ao estudo dum fenémeno de
desgranulagéo ocorrido durante a operagao dum reactor EGSB alimentado com acido oleico. Nao
foi objectivo deste estudo o desenvolvimento do software de analise de imagem (trabalho de
doutoramento de Antonio Luis Amaral) nem o estudo de operagdo e de desempenho dos
reactores (trabalho de doutoramento de Pablo Araya Kroff e de Alcina Pereira). Tratou-se portanto

dum trabalho de interface entre a operacéo de reactores e a analise de imagem.

A nivel da aquisicdo de imagem para andlise quantitativa deu-se especial importancia ao
estudo do efeito da diluigdo das amostras na quantificagdo dos parametros morfologicos, no

numero e no tamanho dos agregados e no comprimento médio e total dos filamentos livres.

Durante o processo de granulagdo do reactor UASB, foi utilizada a microscopia electronica
para observar, o inéculo e a evolugdo da biomassa de dois em dois meses. Também foram
observados em microscopio electrénico agregados no inicio e no fim do processo de

desgranulacéo.

Como complemento também foi utilizado um microscoépio de epi-fluorescéncia para detectar a

presenca de bactérias metandgenicas que sdo autofluorescentes a 420 nm.
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2.3 Materiais e Métodos

2.3.1 Proveniéncia das amostras

2.3.1.1 Estudo do efeito da diluigcao

Os reactores anaerobios do tipo UASB operam com uma elevada concentragao de sélidos que
tende a aumentar com o tempo, o que obriga a utilizacdo de diluicbes para aquisicdo das
imagens. Todas as aquisi¢des do reactor do ensaio de granulagédo foram realizadas com diluigdes.
Para estudar qual o efeito da diluicdo na quantificacdo dos parametros determinados, foram
realizados 3 estudos de aquisicdo de imagem duma mesma amostra com diferentes diluigbes. Os
dois primeiros estudos foram realizados com amostras provenientes do primeiro ensaio de
granulagéo em que se procedeu a diluigbes de 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 e 1:20. O 3° estudo foi realizado

com uma amostra do 3° ensaio de granulagdo procedendo-se a diluigbes de 1:5, 1:10, 1:20 e 1:50.

2.3.1.2 Ensaio de desgranulacdo

As amostras utilizadas neste estudo foram recolhidas de um reactor anaerdbio de manto de
lamas de fluxo ascendente de leito expandido (EGSB — acronimo de “Expanded Granular Sludge
Bed”) de 10 litros (Figura 2.1), alimentado com concentragdes crescentes de oleato, entre 2e 8 g
CQOI/L. A operacéao deste reactor € parte do trabalho de doutoramento de Alcina Pereira, estando
detalhadamente descrita em PEREIRA ET AL. (2001A). No Capitulo 4 também sera referida a
operagao deste reactor. Nos primeiros 70 dias a alimentagao foi constituida por leite magro (50%
de CQO) e &cido oleico (50% de CQO). A partir do dia 70 e até ao final (dia 219), a fonte de
carbono alimentada foi somente o acido oleico. O inoculo foi biomassa granular, proveniente de
um reactor UASB de uma industria cervejeira. Para cada concentracdo de acido oleico, foram

recolhidas amostras de biomassa que posteriormente foram processadas por analise de imagem.

As amostras para analise de imagem foram obtidas nos dias 70, 92, 119, 141, 162, 191, e 219
e para todas elas foram determinados os sélidos suspensos volateis. Como ao longo da operagao
se detectou visualmente que a biomassa ia perdendo as suas caracteristicas granulares tentou
quantificar-se este fendmeno por analise de imagem, e valida-lo com outro método. O método
escolhido para a validagdo baseou-se na seguinte metodologia: a 10 ml de cada uma das
amostras adicionaram-se, num goblé, 20 ml de agua destilada. Mantendo o conteido em agitagao
lenta removeu-se, com uma seringa equipada com uma agulha de 20 Gx1" (didmetro interno da
agulha =0.9 mm), a fraccao de sélidos que nessas condi¢des entrava na seringa. Essa fracgéo foi
quantificada para cada amostra em termos de sdlidos suspensos volateis em relagao aos sélidos

suspensos volateis da amostra original. Determinou-se assim uma fracgéo de sélidos finos.
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Reactor

em estudo

Figura 2.1 Aspecto geral do reactor EGSB utilizado no estudo de desgranulagdo

Por anadlise de imagem aplicada a esta fraccdo de sdlidos finos concluiu-se que o maior
didametro de Feret encontrado nas particulas desta fraccdo era de 1mm, ou seja um pouco
superior ao diametro da agulha de recolha. Esta diferenga é faciimente explicada pelo caracter
deformavel da biomassa. Este procedimento permitiu também dividir as amostras de biomassa em
duas categorias de tamanho, por analise de imagem: didmetro de Feret menor do que 1 mm e

didmetro de Feret superior a 1mm.

2.3.1.3 Ensaio de Granulagao

Ensaio |

O inoculo do reactor proveio dum digestor de lamas da ETAR municipal de Parada, na cidade
da Maia. Antes da inoculacdo a biomassa passou por um crivo de 2 mm para retirar sélidos
grosseiros e as lamas resultantes foram depositadas num matraz onde se deixou sedimentar
procedendo posteriormente a uma remogao do excesso do liquido sobrenadante, para aumentar a
concentragdo das mesmas. Inoculou-se um volume de 5 L de lamas, com uma concentragao de

sélidos volateis de 13 g/L.

Passados 7 dias da inoculagéo foram retiradas duas amostras, uma da purga do sedimentador
externo e outra do fundo do reactor (Figura 2.2) para aquisi¢do de imagem e posterior tratamento
de analise de imagem (como definido em 2.3.2). Este procedimento foi repetido toda as semanas.
Este ensaio teve uma duragao de 83 dias, apds os quais houve um dano irreparavel no reactor,

com perda de parte da biomassa.
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T de
amostragem

Purga

Reactor

Figura 2.2 Aspecto geral do reactor UASB utilizado no estudo de granulacao

Ensaio Il

Este ensaio foi bastante similar ao ensaio I. O inculo deste segundo ensaio, foi composto por
parte da biomassa final do ensaio | (3 ) e com biomassa proveniente dum digestor de lamas duma
ETAR municipal de Viana do Castelo (2 ). Passados cerca de 15 dias da inoculagdo foram
retiradas as primeiras amostras do reactor e do T (como definido em 2.3.2) para analise de
imagem e este procedimento repetiu-se todos os 15 dias. Este ensaio teve uma duragéo de 82

dias.

Ensaio Il

O ensaio Il surgiu na continuidade do ensaio Il, ap6s uma paragem no funcionamento do
reactor durante um més, a 4.° C. Neste ensaio, a recolha e periodicidade das amostras, foi
realizada de maneira analoga ao ensaio ll. Os dados deste ensaio correspondem a 56 dias de

funcionamento continuo.

2.3.2 Recolha das amostras

No inicio do primeiro ensaio a biomassa do reactor era amostrada a partir de uma valvula
existente no fundo do mesmo, mas, verificou-se que a grande pressao de saida provocava uma
desintegracdo da biomassa. Este método foi abandonado de imediato, sendo substituido pelo
seguinte método: introduziu-se pelo topo do reactor um tubo de plastico em que numa das
extremidades foi colocado um peso para alcangar o fundo. Na outra extremidade aspirava-se por
meio duma seringa de 100 ml uma amostra do conteddo do reactor, de modo a que esta ficasse
apenas no tubo e ndo entrasse na seringa. Este processo de recolha foi adoptado para os trés

ensaios.
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Relativamente a amostragem da biomassa da saida do reactor, no ensaio I, a amostra foi
recolhida directamente do sedimentador externo. No entanto como a biomassa se acumulava um
tempo consideravel nas paredes do mesmo, onde a concentracdo de substrato era limitante,
considerou-se que esse tempo poderia ser responsavel por alteragdes morfoldgicas dos
agregados. Para tentar resolver este problema, foi introduzido um novo ponto de amostragem
para os ensaios Il e Ill. Este novo ponto de amostragem, a que se denominou de “T”, ficou
localizado entre o topo do reactor e a entrada do sedimentador externo (Figura 2.2). Embora
sendo amostrada de forma diferente nos 3 ensaios, a biomassa que sai do reactor sera designada

como purga.

Apos a recolha das amostras foi necessario retirar uma quantidade de biomassa para a analise
de imagem e para tal utilizaram-se micropipetas de volumes variaveis (5-50 ul para filamentos e
flocos e 0.5-5 ml para macroflocos) com a ponta cortada para evitar uma selecgdo de tamanho

neste procedimento.

2.3.3 Aquisicao das imagens

As imagens do ensaio de desgranulagdo foram adquiridas s6 para os macroflocos como
referido em 2.3.3.3. As imagens do ensaio de granulagdo foram adquiridas em trés etapas:
primeiro foram adquiridas as imagens relativas aos filamentos, de seguida as imagens relativas
aos flocos e por ultimo as imagens relativas a flocos visivelmente maiores, a que se chamou
macroflocos. Tal com ja referido anteriormente, o software de andlise de imagem foi desenvolvido

em Matlab 6.1 por Luis Amaral, sendo parte central do seu trabalho de doutoramento.

2.3.3.1 Filamentos

Sao reconhecidos como filamentos, todos os filamentos livres presentes na amostra. Sao
considerados filamentos livres, todos os que possuam pelo menos uma extremidade livre para

uma possivel ligacao (Figura 2.3).

Filamentos livres

Figura 2.3 Esquema representativo de como se podem apresentar os filamentos livres
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As imagens para medida dos filamentos foram adquiridas com um microscépio da DIAPHOT
300 Nikon (Nikon Corp., Tokio) com contraste de fase, com uma ampliagdo de 100x. Em cada
amostragem foram colocados 35uL de amostra numa lamina sem qualquer tipo de tratamento,
colocando por cima uma lamela de 20 x 20 mm. De cada amostra foram retiradas 60 imagens. O
sistema de aquisi¢cdo foi constituido por uma camara de video CCD AVC D5CE (Sony, Tokio)
acoplada ao microscopio e ligada a um computador com uma placa de aquisigdo DT 3155 (Data

Translation, Marlboro) (Figura 2.4).

Figura 2.4 Sistema de aquisicao de imagem dos filamentos

Para uma melhor focagem e aquisi¢do das imagens dos filamentos, deve-se deixar secar a
gota cerca de 15 minutos. Nas imagens com muitos filamentos, a focagem simultdnea dos
mesmos pode ser um passo critico. A focagem deve ser de modo a que os filamentos tenham 2-3
pixeis de largura, de modo a que o filamento se veja continuo. Embora possa nao parecer focado,
o importante é ver todo o filamento. Na Figura 2.5 estdo representadas imagens das principais

etapas do processamento da imagem para determinagédo dos parametros relativos aos filamentos.

Figura 2.5 Imagens resultantes do programa Matlab 6.1 para os filamentos: (a) aquisi¢ao da
imagem, (b) eliminagao da iluminagao, (c) aplicagao do filtro “Bottom-Hat”,(d) binarizagéao, (e)
identificagéo dos filamentos.
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Os parametros calculados pelo software para os ensaios relativos aos filamentos foram o
numero total e o seu comprimento médio. Na Figura 2.6 esta representado um organigrama do

software.

Aquisigcao da imagem original Aquisicao da imagem de fundo

Eliminag&o da iluminag&o nao uniforme do fundo

Identificacédo dos flocos Aplicagao do filtro “ Bottom-Hat”

Eliminag&o dos flocos

Binarizagédo

Identificagdo dos Filamentos
area> 32 pixeis
comprimento > 16 pixeis
Raio de giragéo >1.2

Determinag&o dos parametros

Figura 2.6 Organigrama do programa MATLAB 6.1 para os filamentos

2.3.3.2 Flocos

Sao denominados por flocos todos os agregados microbianos com uma area superior a 10um2.
Para melhor entendimento do que se passa com a evolucgdo dos flocos, estes foram subdivididos
em 4 fracgdes: os flocos residuais com uma area entre 10-100 pmz (didmetro equivalente entre 3.5
e 11.3 um), os flocos denominados por pequenos com uma area entre 100 e 1000 umz (didametro
equivalente entre 11.3 e 35.7 um), os denominados de médios, com uma area entre 1000-20000
umz (diametro equivalente entre 35.7 e 159.6um), e por ultimo os grandes flocos com uma area
superior a 20000 pmz (didmetro equivalente superior a 159.6 um). As imagens dos flocos (excepto

dos macroflocos) foram adquiridas com um microscépio Axioscop (Zeiss Oberkochen), com uma
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ampliacédo de 100x. Em cada amostragem foram colocados 35uL de amostra numa lamina sem
qualquer tipo de tratamento, colocando por cima uma lamela de 20 x 20 mm. De cada amostra
foram retiradas 60 imagens. O sistema de aquisicdo de imagem foi constituido por uma camara de
video CCD AVC D5CE (Sony, Tokio) acoplada ao microscépio e ligada a um computador com
uma placa de aquisicdo DT 3155 (Data Translation, Marlboro) (Figura 2.7).

Figura 2.7 Sistema de aquisicdo de imagem dos flocos e macroflocos

Para os ensaios relativos aos flocos determinou-se a area média de flocos da amostra total, a
area média de cada fracgdo de tamanho e o numero total de flocos de cada fracgdo de tamanho.
Calculou-se a % em numero de flocos de cada fracgdo de tamanho. Nao foram contabilizados no
calculo de area, os flocos que se encontravam na fronteira. Na Figura 2.8 estao exemplificadas as
principais etapas do processamento das imagens e na Figura 2.9 esta representado o

organigrama com as etapas do software.

a ' | ’

Figura 2.8 Imagens resultantes do programa Matlab 6.1 para os flocos: (a) aquisicdo da imagem,
(b) eliminacao da iluminagao, (c) aplicagao do filtro “Wiener”,(d) binarizagéo, (e) imagem final apés
preenchimento
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Aplicagéo das imagens original e de fundo

Remocéo da imagem do fundo

Equalizagao por histograma

Determinagéo da imagem de fronteira dos
Filtro de Wiener objectos

Binarizagao

Determinagdo da % proviséria da area de
flocos

Binarizagao

Conjugagdo das imagens binarias

Eliminagédo dos objectos <10*10 pixeis

U

Correcgéo dos flocos mais pequenos

U

Preenchimento das zonas interiores<3*3
pixeis

I

Determinagéo da area total

e

Eliminagao dos flocos na fronteira

y

Determinagao dos parametros

Figura 2.9 Organigrama do programa MATLAB 6.1 para os flocos residuais e pequenos
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De referir que este software tal como esta apresentado sé foi aplicado as imagens das frac¢oes
de flocos residuais e pequenos. Para o tratamento das imagens dos flocos médios, foi aplicado o

software também aplicado as imagens dos macroflocos e que esta descrito em 2.3.3.3.

2.3.3.3 Macroflocos

As imagens dos flocos maiores, denominados por macroflocos foram adquiridas com uma lupa
binocular Olympus, com uma ampliagdo de 40x. Em cada amostragem foram colocados 2.8 mL de
amostra numa caixa de petri sem qualquer tipo de tratamento. De cada amostra foram obtidas 50
imagens. O sistema de aquisi¢éo foi constituido por uma camara de video CCD AVC D5CE (Sony,
Tokio) acoplada ao microscépio e ligada a um computador com uma placa de aquisicdo DT 3155
(Data Translation, Marlboro) (Figura 2.7). Calcularam-se 0os mesmos parametros que para 0s
flocos. Na Figura 2.10 estdo exemplificadas as principais etapas do processamento das imagens e

na Figura 2.11 esta representado o organigrama com as etapas do software.

Figura 2.10 Imagens resultantes do programa Matlab 6.1 para os macroflocos: (a) aquisi¢ao da
imagem, (b) eliminagédo da iluminagéo, (c) aplicagao do filtro “Wiener”,(d) binarizagao, (e) imagem
final apds preenchimento
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Aquisigao das imagens original e
fundo

Remogao da imagem do fundo

Filtro de WIENER

Determinagéao do valor de
Threshold por analise do
histograma

Binarizagéo

Preenchimento das zonas
inferiores <3x3 pixeis

Identificagéo dos flocos >3x3
pixeis

Determinagéo da area total

Eliminagdo dos flocos na fronteira

Determinagao dos parametros
morfolégicos

Figura 2.11 Organigrama do Matlab 6.1 para os flocos médios e grandes
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2.3.4 Sdlidos suspensos volateis

Para cada amostra utilizada para anélise de imagem foram calculados os sélidos suspensos
volateis. Entende-se por sélidos toda a matéria suspensa ou dissolvida numa amostra. O termo
sélido total aplica-se ao residuo seco obtidos apds secagem a 105 °C. Os sélidos volateis sao

peso perdido por igni¢ao a 550 °C. Todas as determinagdes foram realizadas em duplicado.

Encheu-se o cadinho com 10 mL (b) de amostra, colocando-o de seguida na estufa a 105 °C
até se obter um peso constante, este processo demora 24 horas. Pesou-se o cadinho com o
residuo seco depois deste arrefecer no excicador (¢ gramas). Efectuou-se a ignicao do residuo na
mufla a 550 °C durante meia hora. Pesou-se o cadinho apés arrefecimento no excicador (d

gramas).

Sélidos volateis (g SV/L) = (c-d)*1000/b

2.3.5 Microscopia electrénica

2.3.5.1 Proveniéncia das amostras

Do reactor EGSB (Figura 2.1), utilizado no estudo da desgranulagédo foram analisadas
amostras do inoculo constituido por biomassa granular, proveniente de um reactor anaerébio de
tratamento do efluente de uma industria cervejeira, assim como da biomassa final localizada no

topo e no fundo do reactor.

Do reactor utilizado no estudo da granulagdo as amostras analisadas foram provenientes dos
trés ensaios. Do primeiro ensaio foi analisado o inoculo constituido por biomassa dispersa e a
biomassa final apds 83 dias de operagédo. Do segundo ensaio foi analisado o inoculo ja descrito.
Durante este ensaio e o ensaio Ill foram observadas amostras retiradas de dois em dois meses do

reactor.

2.3.5.2Preparagdo das amostras (adaptado de HARPER E POHLAND, 1997).

Todas as amostras foram submetidas ao mesmo tratamento para serem analisadas no
microscopio electrénico de varrimento. Foi necessario preparar as seguintes solugdes, para

tratamento das amostras:

2.3.5.2.1Tampao cacodilato pH 7.2

Pesaram-se 1.07 g de cacodilato de sodio (Na(CH3), AsO,.3H,0), diluiram-se em 50 mL de
agua destilada, adicionaram-se 4.15 mL de HCI 0.1 N, e perfez-se um volume de 100 mL com

agua destilada.

2.3.5.2.2 Glutaraldeido 3% em tampao cacodilato pH 7.2

Diluiram-se 12 mL de solugdo de glutaraldeido 25% em 88 mL da solugdo de tampéao de

cacodilato pH 7.2 descrita anteriormente.
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A biomassa foi colocada em cestos semelhantes aos representados na Figura 4.2, em contacto
com a solugdo de glutaraldeido durante 12 horas. De seguida a amostra foi desidratada com a
passagem de uma solugédo de etanol 10% durante cerca de 15 minutos. Esta etapa foi repetida
para solugdes de etanol de concentragéo crescente de 25, 50, 90 e 100%. A amostra foi seca num
exsicador. Depois de seca a amostra foi colocada num suporte (Figura 2.12) onde foi previamente
revestida a ouro, para nao ser permeavel ao feixe de electrdes produzidos pelo microscépio

electrénico de varrimento.

Figura 2.12 Imagem do suporte no qual a amostra é revestida a ouro

2.3.5.3 Observagao Microscopica

O microscoépio utilizado foi o microscopio electronico de varrimento LEICA Cambridge S360,
com detectores de electrdes, pertencente a Universidade do Minho, laboratério de microscopia
electrénica no campus de Gualtar. As imagens da epi-fluorescéncia foram obtidas com um
microscopio de Zeiss Axioscop (Oberkochen) com ladmpada de halogéneo, acoplado a uma
camara fotografica Zeiss MC 100.
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2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Andlise quantitativa de imagem

2.4.1.1 Estudo das diluicées

Como os reactores anaerdébios operam com grande concentragbes de solidos € necessario
proceder a diluicdes para realizar as aquisicdes das imagens. Ao longo da realizagdo dos ensaios
foram efectuadas varias diluicbes particularmente para a amostra recolhida do reactor, tendo-se
considerado necesséario proceder a um estudo para averiguar se as diluicdes alteravam os
resultados finais. Foram realizados trés estudos da diluigdo, dois deles durante o primeiro ensaio
com duas amostras diferentes de biomassa (recolhida em diferentes tempos de operagéo) e o

terceiro realizado com a biomassa do reactor do terceiro ensaio de granulacgéo.

Estudo |

A biomassa utilizada neste estudo tinha uma concentragéo inicial de 12.25 g SSV/L, e pertence
ao dia 58 de operacao do ensaio | de granulagéo. Foram realizadas diluigbes de 1:2, 1:5, 1:10 e
1:20 (Tabela 2-1). Foi definido um pardmetro que permite quantificar a % de reconhecimento
(%Rec) dos objectos duma imagem (s6 aplicado aos flocos) e que € calculado a partir da area de
todos os flocos menos dos que se encontram na fronteira, a dividir pela area total, incluindo os
flocos da fronteira. O valor ideal para a diluicdo sera a menor diluicdo que tenha um valor de %

reconhecimento mais elevado.

Tabela 2-1 Resultados dos SSV (g/L) com as dilui¢gdes do reactor para o estudo |

Diluigéo 1:1 1:2 1:5 1:10 1:20

SSV (a/l) 12.25 4.9 245 1.23 0.61

Na Figura 2.13 esta representado o efeito da diluigdo na % de reconhecimento. Nestes estudos
de diluigédo os flocos foram quantificados em fung¢ao da area total e da area média (Figura 2.14(a))
assim como em fungdo do numero (Figura 2.14 (b)). Foram quantificados para a area total e para
0 numero total todos os agregados de todas as fracgbes anteriormente referidas e para a area
média foram excluidos os flocos residuais (entre 10 e 100 um2 de area). Os filamentos foram
quantificados pelo seu comprimento total e comprimento médio assim como em numero (Figura
2.15).

Da analise da Figura 2.13, e devido a definicao da % Rec, conclui-se que a diluigéo ideal para
a biomassa com estas caracteristica € de 1:5, pois € a menor diluigdo com maior % de

reconhecimento.
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Figura 2.13 Resultados da percentagem de reconhecimento para os flocos para o estudo |
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Figura 2.14 Resultados obtidos com as diluicbes para a area total e para a area média dos flocos

(a) e com o numero de flocos (b) para o estudo I.

Ao observar a Figura 2.14, conclui-se que a variagdo da area média, area total e niumero total
de flocos com a diluicdo apresentam o mesmo tipo de comportamento, aumentando
significativamente para diluigbes superiores a 1:5. O processo de diluigdo, dependendo do modo
de homogenizagcdo da amostra pode provocar uma alteracdo de tamanho nos agregados uma
alteracdo de numero de agregados devido a desintegragcédo, e um aumento de filamentos que se
podem soltar dos flocos e tornar-se livres, de acordo com o conceito apresentado anteriormente.
Caso haja desagregacao de flocos a area média devera diminuir, a menos que se forme uma
fracgdo muito significativa de flocos residuais que nao séo contabilizados na area média. Por outro
lado, quando se faz a aquisigdo da imagem é conveniente obter as imagens de modo sequencial,
percorrendo cada lamela de forma sistematica, sem introduzir o factor procura de objectos. No
entanto quando um objecto estd na fronteira convém tentar observa-lo integralmente para

minimizar os erros introduzidos pelos objectos da fronteira e aumentar a % reconhecimento.

No presente ensaio, para diluicbes superiores a 1:5 as grandezas representadas para os flocos
(area total, area média e numero total) aumentaram significativamente. Na analise dos filamentos

é possivel observar que o numero de filamentos permanece quase inalteravel até a diluigdo de
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1:10, o mesmo acontecendo para o comprimento total e comprimento médio dos mesmos (Figura
2.15). Conjugando a informacao fornecida pela analise dos flocos e dos filamentos a concentragéao
ideal para a biomassa com estas caracteristicas € uma diluicdo de 1:5. Para biomassa com estas

caracteristicas a concentragao ideal para aquisicao de imagem é de 2.45 g SSV/L.

25000 100 300
- -¢ - Comp. Total
T 20000 - —=— Comp. Médio € 250 .
El ) el .
= o
s 2 200
s 15000 | 3 o
5 2 g 150 |
£ g p AR LR
£ 10000 g 3 L .
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50 4
0 ; ; ; ; -0 0
0 15 2/5 3/5 4/5 1 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1/5 2/5 3/5 4/5 1
a) Diluigdo b) Diluicdo

Figura 2.15 Resultado obtidos na diluigao para filamentos contabilizando o comprimento total e

o comprimento médio (a) e em nimero de filamentos (b) para o estudo |

O facto do numero de filamentos e de flocos aumentar indica que pode ter havido de facto um
efeito de desagregacao o que até se compreende pela fraca resisténcia mecanica dos agregados
nesta fase mais inicial do processo de granulagdo. Em relagéo aos filamentos, pode explicar-se o
aumento do seu comprimento total e médio também pelo mesmo fendmeno de desintegragdo. Na
Figura 2.16 esta representado um esquema do possivel efeito de desagregacao devido a diluigao
nos filamentos e nos flocos, onde se nota o aumento do niumero de flocos, 0 aumento possivel do
numero de filamentos e do seu comprimento médio. Este parametro s6 contabiliza a parte do
filamento que esta livre pelo que se um filamento se soltar integralmente dum floco, sera
detectado um comprimento maior de filamento. Relativamente a area média ndo se verificou uma
diminuicdo, mas sim um aumento. Este aumento s6 pode ser justificado se aumentar
significativamente o numero de flocos residuais, numero que nao foi contabilizado no calculo da

area média.
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Figura 2.16 Efeito de desagregacéao na contabilizagdo dos filamentos e flocos

Em todos os graficos apresentados o ponto correspondente a diluicdo de 1:2 ndo obedece a

tendéncia dos demais, indicando que durante as diluicées algo de incorrecto se passou.
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Estudo Il

A biomassa utilizada neste ensaio de diluicdo corresponde a biomassa retirada do reactor ao
fim de 78 dias de operagdo com uma concentracdo de SSV (g/L) de 6.33 g/L. As diluicdes
executadas foram similares ao estudo | (Tabela 2-2).

Tabela 2-2 Resultados dos SSV (g/L) com as diluigbes do reactor para o estudo Il

Diluicao 1:1 1:2 1:5 1:10 1:20

SSV (g/l) 6.33 3.17 1.27 0.63 0.32

Esta representado na Figura 2.17, a % de reconhecimento dos flocos em fung¢éo da diluigao
realizada. Na Figura 2.18 (a), pode-se observar os resultados obtidos para a area média e para a
area total e na Figura 2.18 (b), o numero de flocos em fungéo das dilui¢des.
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Figura 2.17 Resultados da percentagem de reconhecimento para os flocos para o estudo |l
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Figura 2.18 Resultados obtidos com as diluicdes para a area total e para a area média dos

flocos (a) e com o nimero de flocos (b) para o estudo Il

Ao analisar a Figura 2.17, estima-se como diluicao ideal a de 1:2. Para esta diluicdo obtém-se
um valor de reconhecimento, de 80% correspondendo, a diluicdo mais baixa com um valor de
reconhecimento mais alto. Na Figura 2.18 a semelhanga do que se passou com o ensaio anterior,
a partir do valor da diluigdo ideal a area total e 0 niumero aumentam. A area média tem um
decréscimo na ultima diluigéo (Figura 2.18 (a)).
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Foi igualmente analisada neste ensaio a alteragcdo do comprimento total, do comprimento
médio e do numero de filamentos (Figura 2.19 (a) e (b)). Na analise de filamentos, o numero e
comprimento total, aumentam a partir da diluigdo ideal (Figura 2.19), tal como se passou no ensaio

anterior (Figura 2.15). No entanto, 0 mesmo nao se observou para o comprimento médio, nos dois

ensaios.
---¢-- Comp. Total
—m— Comp. Médi 500 7
30000 - p-Medio_ g4
*
— " = ..
£ ' &l 400 |
el = -
= L 60 o
I -
S 20000 - ) 2 o 300 .
el * . o T
5 F40 £ 5 . P
% £ < 200 1
10000 s Sl
g ‘t 20 g -®
o 8 100 1
R?=0,9922
0 ‘ ; ; ; 0 0 ‘ ‘ ‘ ;
0 1/5 2/5 3/5 4/5 1 0 1/5 2/5 3/5 45 1
a) b) Diluicdo

Diluicéo

Figura 2.19 Resultado obtidos na diluicdo para filamentos contabilizando o comprimento total e

o comprimento médio (a) e em numero de filamentos (b) para o estudo I

Tendo em conta os resultados obtidos para os flocos e para os filamentos, a diluigdo mais
indicada seria a de 1:2. Esta diluicdo corresponde a um valor de concentracdo de SSV 6ptimo
para analise de imagem, de uma biomassa com estas caracteristicas, de 3.17 g/L, que é
semelhante ao valor obtido para o estudo | da diluigao.

Em todos os graficos apresentados, o ponto correspondente a diluicdo de 1:10, ndo obedece a
tendéncia dos demais, pelo que se desprezaram no tragados das linhas de tendéncia
representadas.

Estudo Il

Este ensaio de diluicbes, foi executado de maneira analoga aos ensaios anteriores, mas com o
intuito de perceber qual a alteragdo provocada, por esta, quando a biomassa esta mais préoxima
de um estado de granulagéo. Esta diluicao corresponde ao dia 155 de operagao do reactor com
uma concentragao de 24.45 g/L de SSV (ensaio lll). Nesta etapa o aspecto granular da biomassa
ja era visivel. As diluigdes executadas foram de uma ordem de grandeza diferente, como se pode
observar na Tabela 2-3. Ao contrario dos ensaios anteriores nao se realizou aquisigdo de imagens
para a diluicdo 1:1, devido a elevada concentragcdo de biomassa, tornava-se impraticavel a
aquisicdo da amostra e o seu posterior tratamento.

Tabela 2-3 Resultados dos SSV (g/L) com as diluigbes do reactor para o estudo lll
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Diluigéo 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100

SSV (g/l) 4385 2.45 1.23 0.50 0.24

Na Figura 2.20 esta representada a variagao da % de reconhecimento para os flocos com as
diluigdes efectuadas. Na Figura 2.1 (a) é possivel observar, o efeito provocado pelas diluigbes, na
area média e na area total e na Figura 2.21 (b) pode-se observar o efeito provocado pela diluicdo
no numero de flocos. Por ultimo estdo representados os dados referentes aos filamentos. Na
Figura 2.22 (a), esta representado o efeito das diluicdes, no comprimento médio e total e na Figura

2.22 (b), esta representado o numero de filamentos.
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Figura 2.20 Resultados da percentagem de reconhecimento para os flocos para o estudo llI

150000000 - —+—AreaTotal - 6000 40000 -
-m—AreaMédia | 5000

< 3 30000 | ¢

€ 100000000 - + 4000 2 o '

] 4 3000 g é 20000 |

o = 2 &

8 50000000 +2000 8 10000 e

~< ~< = v 2

.. R%= 2
L1000 | Tl e 0,989
""" h J
0 ; ; ; ; 0 0 ‘
0 1/20 110 3/20 1/5 1/4 0 1/20 110 3/20 115 1/4
Diluigdes Diluicdes
a) b)

Figura 2.21 Resultados obtidos com as diluicdes para a area total e para a area média dos

flocos (a) e com o nimero de flocos (b) para o estudo Il

Ao analisar os dados da % reconhecimento, em fungéo da dilui¢cdo, para os flocos, encontra-se
como diluigdo ideal o valor de 1:50 (Figura 2.20). Este valor é bastante mais elevado do que as
diluicdes ideais para os estudos anteriores. A semelhanca do que se passou com 0s ensaios
anteriores, a area total assim como o numero, sofrem um aumento a partir da diluicdo 1:50 (Figura

2.21(a) e (b)). A area média, a semelhanca do ensaio Il, sofre um decréscimo na ultima diluigao.
Conforme ja foi mencionado, a % Rec é altamente influenciada pelo tamanho dos granulos
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encontrados na fronteira e como se pode comparar, a area média e o numero de flocos, € neste
ensaio muito maior do que nos ensaios anteriores (Figura 2.14, Figura 2.18 e Figura 2.21). Se os
flocos forem demasiado grandes, tocardo mais vezes na fronteira, ndo sendo, por isso
reconhecidos. Foi igualmente referido que a percentagem de reconhecimento é largamente
afectada pela diluicdo, porque quanto maior a diluicdo, menor é a quantidade de flocos analisada

no mesmo numero de imagens.

Neste ensaio de dilui¢gdo, devido a evolugao do tamanho dos agregados, foram utilizados para
a aquisi¢cdo de imagens dos flocos, 0 microscopio e a lupa anteriormente referidos. Certos
agregados possuiam uma area média demasiado elevada para serem s6 adquiridos no

microscopio.

Relativamente aos filamentos (Figura 2.22 (a) e (b)), o comprimento total e nimero, aumentam
drasticamente a partir da diluicdo ideal obtida pela Figura 2.20, a semelhanga dos ensaios
anteriores. O comprimento médio, ndo teve um aumento acentuado, o que estd em conformidade

com 0s ensaios anteriores.
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Figura 2.22 Resultado obtidos na diluicdo para filamentos contabilizando o comprimento total e

o comprimento médio (a) e em numero de filamentos (b) para o estudo Il

Apds a analise dos dados do estudo em questao, conclui-se que a concentragao ideal para a
biomassa com estas caracteristicas, € de 0.50 g/L de SSV (Tabela 2-4). Este valor é bastante
inferior ao encontrado no ensaio anterior, o que tém a ver com as proprias caracteristicas da
biomassa. No ensaio anterior, a biomassa ainda apresentava um aspecto floculento, e neste
ensaio a biomassa tem uma estrutura mais granular e um tamanho maior implicando a
necessidade de se proceder a diluicbes maiores. Assim, a diluicdo parece nao depender s6 da

quantidade de solidos presentes mas também das caracteristicas da biomassa.

PACKER ET AL. (1990) efectuaram um estudo de diluicdo a um fermentador com fungos
filamentosos do género penicilina, chegando a conclusdo que, embora as diluicdes efectuadas
nao alterassem significativamente os resultados finais, essencialmente para diluigbes baixas,
alguns resultados alteravam-se. Este autor pressupds que este fendmeno se devesse a quebra
das ligagbes dos agregados.
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DA MOTTA ET AL. (2001) efectuaram uma experiéncia similar com diluicbes de amostras de
digestores anaerébios e de lamas activadas, chegando a conclusdo que o ideal, é utilizar sempre
a mesma diluicdo ao longo da recolha de imagens, mas para conseguir iSso, € necessario
conhecer profundamente o processo, estes autores pressupuseram que as caracteristicas e

estados de agregacao, ndo variavam significativamente dentro do mesmo processo.

2.4.1.2 Estudo de desgranulacdo no reactor EGSB alimentado com acido oleico

Neste ensaio tentou-se quantificar por analise de imagem um fenédmeno de desgranulagao
ocorrido durante a operagao dum reactor EGSB, inoculado com biomassa granular e alimentado
com acido oleico. Tal como ja mencionado nos materiais € métodos este fendmeno foi
aparentemente evidente pela inspecgédo visual das amostras recolhidas ao longo do tempo de
operagao do reactor. Tendo definido um didmetro de Feret de 1 mm, como sendo o valor fronteira
entre particulas finas e nao finas, determinou-se a fracgdo de finos em nimero e em area total ao
longo do temo de operacgao (Figura 2.23(a)). Na Figura 2.23 (b) esta representada uma correlagédo
obtida entre a % de finos determinada por andlise de imagem em termos area e a % de finos

obtida pela razéo de sdlidos volateis.
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Figura 2.23 Variagao ao longo do processo da % de particulas finas em termos de area, em
termos de sdlidos e em termos de nimero (a). Correlagéo obtida entre a % de finos determinados
por analise de imagem em termos de area e a percentagem de finos obtida pela raz&do de sdlidos

volateis (b).

Verificou-se que estas frac¢des de finos aumentavam, bem como a fracgdo de finos baseada
na determinagdo da fracgdo dos solidos finos tal como descrito anteriormente nos materiais e
métodos (2.3.1.2). De salientar a elevada fracgao de finos em numero, que variou entre 93 e 99%.

No entanto, a frac¢ao de finos em termos de area foi significativamente inferior (entre 0.2 e 0.6).

2.4.1.3 Estudo de granulagao do reactor UASB
De seguida apresentam-se os resultados dos ensaios |, Il e lll, sobre a evolugéo dos flocos e
dos filamentos, assim como a evolugao das diferentes frac¢des de flocos. Como ja foi referido, sdo

denominados por flocos, todos os agregados microbianos com uma area superior a 10 umz. Para
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melhor entendimento do que se passa com a evolugao dos flocos, estes foram subdivididos em 4
fracgdes: os flocos residuais com uma area entre 10-100 umz, os flocos denominados por
pequenos, com uma area entre 100 e 1000 pmz, os denominados de médios, com uma éarea entre
1000-20000 pmz e por ultimo os grandes flocos (macroflocos), com uma area superior a 20000
pmz. Na area total sdo contabilizadas todas as fracgbes e na area média séo contabilizados todas

as fracgbes, menos os flocos residuais.

No decorrer dos trés ensaios foram realizadas diluigdes, durante o processo de aquisi¢ao que
por vezes nado foram as mesmas que as calculadas em 2.4.1.1 como ideais. No entanto os

resultados anteriormente obtidos nos estudos de diluigao permitiram corrigir os valores obtidos.

Ensaio |

Na Tabela 2-4 estao representados os valores dos SSV das amostras recolhidas neste ensaio.

Tabela 2-4 Resultados dos SSV (g/L) para o ensaio | e as respectivas diluigdes utilizadas

Reactor Purga
Dias de SSV(g/L) Diluigbes SSV(g/L) Diluiges
operagao

1 13.5 1:20

8 17.83 1:20 19.42 1:20
16 16.64 1:20 18.86 1:20
24 10.90 1:20 4.10 1:20
30 12.05 1:20 2.95 1:10
38 14.80 1:20 4.30 1:10
51 10.90 1:20 7.40 1:10
58 14.60 1:20 4.60 1:10
71 12.62 1:20 1.92 1:1
78 6.33 1:20 1.15 1:1

Os resultados obtidos por analise de imagem para os flocos, revelam que a area média
calculada para todas as fracgbes, sem os residuais (Figura 2.24 (d)), aumenta ligeiramente tanto
no reactor como na purga. A Figura 2.24 revela que os flocos pequenos (Figura 2.24 (a)) mantém
um tamanho estavel ao longo de todo o ensaio, que os flocos médios vdo aumentando
ligeiramente (Figura 2.24 (b)) e por ultimo que a fraccao de grandes flocos tem uma tendéncia

oscilatéria ao longo do tempo (Figura 2.24 (c)).
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Figura 2.24 Evolugéo da area média dos flocos pequenos (a), dos flocos intermédios (b), dos

flocos grandes (c) e da area média de todos (d) ao longo do tempo para o ensaio |

Ao observar a Figura 2.25 (a), percebe-se que a fracgdo mais representativa em namero da

amostra do reactor, com um valor a rondar os 80%, s&o os flocos pequenos, seguida da fracgao

de flocos intermédios. Nao foram detectados praticamente flocos grandes. Este fendmeno repete-

se para a purga (Figura 2.25 (b)).
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Figura 2.25 Evolugao das percentagens das diferentes fracgées de flocos no reactor (a) e na
purga (b) para o ensaio |

Relativamente aos filamentos, o seu comprimento médio aumenta ao longo do tempo de

operagao, nao havendo diferengas significativas entre o comprimento médio dos filamentos dentro

do reactor e os que eram lavados do reactor (purga) (Figura 2.26 (a)). Relativamente ao numero

total de filamentos por unidade de concentragédo de sélidos verifica-se que, em geral, os solidos

volateis do reactor apresentavam um maior nimero de formas filamentosas do que os que eram

purgados do mesmo. Embora as diferengas ndo sejam muito persistentes ao longo do tempo do
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ensaio pode ter acontecido algum grau de selecgéo de formas filamentosas que se sabe terem um
papel crucial no processo de granulagao (Figura 2.26 (b)). O aumento do nimero de filamentos
por unidade de solidos volateis pode estar relacionado com o enriquecimento em formas
filamentosas que era um dos objectivos do protocolo experimental seguido na operagédo do

reactor.
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Figura 2.26 Evolugdo do comprimento médio (a) e do numero total (b) para os filamentos no

ensaio |

Ensaio Il

Na Tabela 2-5 estéo representados os valores dos SSV das amostras recolhidas neste ensaio,

e as respectivas diluigdes utilizadas na aquisi¢do de imagem.

Tabela 2-5 Resultados dos SSV (g/L) para o ensaio Il e as respectivas diluigbes utilizadas

Reactor T de
amostragem
Dias de SSV(g/L) Diluicées SSV(g/L) Diluicées
operagao

4 12.44 1:20 -
16 9.86 1:20 1.89 1:10
30 9.74 1:10 0.57 1:1
45 19.12 1:15 0.68 1:1
58 16.64 1:15 1.04 1:1
71 25.78 1:15 1.23 1:1
85 13.71 1:20 0.51 1:1

Neste ensaio, a area média dos flocos tem uma tendéncia oscilante ao longo do tempo (Figura
2.27 (d)). Este comportamento é similar ao ensaio |, tanto no reactor como no “T” ou purga. No
entanto, neste ensaio, e apesar de haver oscilagdes, € mais nitido um aumento de area média
total dos agregados. Como ja foi referido, este ensaio foi bastante similar ao anterior, mas o

inéculo continha biomassa pertencente ao ensaio anterior. Por isso seria de esperar que neste
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ensaio se conseguisse um aumento de area superior.

Observando o comportamento das varias fracgdes, ao longo do ensaio, verifica-se que a
fracgdo correspondente aos flocos pequenos (Figura 2.27 (a)), sofre uma ligeira diminuigao,
comparando com o ensaio anterior. Esta fracgdo de flocos tem a mesma area, no reactor e no T,
nos ultimos pontos de amostragem. A fracgao dos flocos médios (Figura 2.27 (b)) aumentou, em
comparagao com o ensaio anterior. Na fracgao correspondente aos flocos grandes (Figura 2.27
(c)) este aumento € mais notdrio. Estes flocos tém um aumento consideravel para o reactor e para
o T, e, com excepgao dum ponto, o tamanho médio dos flocos grandes do reactor € superior ao

dos da purga, embora as diferengas ndo sejam significativas.
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Figura 2.27 Evolugéo da area média dos flocos pequenos (a) dos flocos intermédios (b), dos

flocos grandes (c) e da area média de todos (d) ao longo do tempo para o ensaio Il

A percentagem de focos pequenos (Figura 2.28 (a) e (b)), continua neste ensaio a ser a
fracgdo dominante mas a fracgédo de flocos grandes é ligeiramente superior sendo quase similar
aos flocos intermédios, nos ultimos dias de amostragem, tanto no reactor como no T de

amostragem.

O comprimento médio de filamentos manteve-se aproximadamente constante ao longo do

ensaio e relativamente inferior ao verificado no ensaio | (Figura 2.29 (a)).
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Figura 2.28 Evolugao das percentagens das diferentes fracgoes de flocos no reactor (a) e no T de
amostragem (b) para o ensaio Il

O numero de filamentos neste ensaio (Figura 2.29(b)) tem um comportamento nitidamente

decrescente, tanto no reactor como na purga, que contrasta com a tendéncia do ensaio |. Em

ambos os pontos de amostragem o numero de filamentos presentes é inferior ao ensaio |.
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Figura 2.29 Evolugédo do comprimento médio (a) e do numero total (b) para os filamentos no

Ensaio Il
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Este ensaio € um prosseguimento do ensaio I, pelo que o tempo de operagdo ndo recomecga

do zero na Tabela 2-6. Nesta tabela estdo representados, os valores dos SSV e as respectivas

diluicdes realizadas nos diversos dias de amostragem.

Tabela 2-6 Resultados dos SSV (g/L) para o ensaio lll e as respectivas dilui¢gdes utilizadas

Reactor T de
amostragem
Dias~de SSV(g/L) Diluigcdes SSV(g/L) Diluigdes
operagao
114 27.26 1:25 1.13 1:1
127 26.92 1:100 0.76 1:1
141 26.3 1:50 0.65 1:1
155 245 1:90 0.65 1:1
169 31.52 1:60 1.43 1:1
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A area média neste ensaio, em contraste com os dois anteriores decresce ao longo do tempo,
tanto no reactor como na purga (Figura 2.30 (d)). A area média dos pequenos flocos (Figura 2.30
(a)) mantém-se aproximadamente constante, com uma tendéncia a estabilizar perto dos 250 umz,
sendo este valor ligeiramente inferior ao valor obtido no ensaio anterior. A area dos flocos
intermédios (Figura 2.30 (b)) também diminui neste ensaio comparativamente ao anterior. No
entanto, os grandes flocos, aumentam cerca de 10 vezes em &area, notando-se uma diferenca
muito significativa entre o tamanho médio dos grandes flocos que permanecem no reactor e o dos

que sao lavados do mesmo (Figura 2.30 (c)).
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Figura 2.30 Evolugéo da area média dos flocos pequenos (a) dos flocos intermédios (b), dos
flocos grandes (c) e da area média de todos (d) ao longo do tempo para o ensaio lll

A maior fraccao de flocos, presente nos dois pontos de amostragem, continua a ser os
pequenos, mas numa percentagem menor, cerca de 60% (Figura 2.31 (a) e (b)). Em contrapartida
a percentagem de intermédios e grandes aumentou no reactor. S6 a percentagem de intermédios
€ que aumentou no T, os grandes flocos continuam quase inexistentes, neste ponto de

amostragem.
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Figura 2.31 Evolugao das percentagens das diferentes fracgbes de flocos no reactor (a) e no T de
amostragem (b) para o ensaio Il

O numero de filamentos (Figura 2.32 (b)), no reactor, tem um comportamento oscilatério néo
definido, mas no T tém uma tendéncia crescente e estdo presentes em muito maior nimero do
que no ensaio anterior. Esta tendéncia de aumento do nimero de filamentos é contraria ao que se
observou no ensaio Il e pode significar que houve algum efeito de desagregacdo ou de

crescimento de filamentos na forma livre que foram lavados do reactor.
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Figura 2.32 Evolugdo do comprimento médio (a) e do numero total (b) para os filamentos no

ensaio Il

Os filamentos neste ensaio tém um comprimento médio ligeiramente superior ao ensaio

anterior, tanto no reactor como na purga, (Figura 2.32 (a)).

Na Tabela 2-7 estao representados os valores da area média de cada fracgdo de tamanho de
flocos nos vérios ensaios. Verifica-se que tanto no reactor como no T de amostragem, a area
média dos pequenos flocos quase nao sofre alteracdo. A area média dos flocos intermediarios,
tem igualmente o mesmo comportamento nos dois pontos de amostragem, havendo um ligeiro
aumento no segundo ensaio, mas decrescendo no terceiro ensaio. A area média dos flocos
grandes cresce significativamente ao longo dos ensaios. Esse aumento ndo é tdo acentuado na

purga como no reactor, indicando uma selec¢ao de agregados grandes dentro do reactor.
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Tabela 2-7 Resumo dos resultados obtidos, para os trés ensaios em area média das diferentes

fraccbes
Reactor Purga
Ensaios | Area média | Area média |Area média | Area média| Area média | Area média
pequenos | intermédios grandes pequenos | intermédios grandes
(um?) (um?) (nm?®) (um?) (nm?) (um?)
1.° Ensaio 280 4151 39841 291 3912 37254
2.° Ensaio 280 5420 49198 273 7024 49439
3.° Ensaio 255 4335 237368 247 4495 50321

Na Figura 2.33 esta representado um parametro que permite avaliar o estado de agregacgao da

biomassa ao longo de todo o tempo dos ensaios de granulagdo. Este parametro representa o

comprimento total de filamentos detectado por imagem dividido pela area total de flocos

detectados por imagem. Verifica-se que nos estagios iniciais da granulagdo houve um aumento

dos filamentos sem que se tivessem formado grandes agregados. Esse aumento era esperado ja

que se alimentava o reactor com um substrato que favorecia a selecgdo de microrganismos

filamentosos acidogénicos e metanogénicos. A partir do dia 50 de operagéo (durante o primeiro

ensaio) o comprimento total de filamentos livres/area de flocos diminuiu segundo uma exponencial

decrescente significando que os filamentos deixaram de ser livres e que a area dos flocos

aumentou.

Comprimento total de
filamentos/Area Total de

0,30

0,25 -
e 0,20
]

~ 0,15 -
0,10 -
0,05 -

floco

0,00

100

200

Dias de Operagéo

300

Figura 2.33 Evolugédo do comprimento total de filamentos/area total de flocos ao longo dos 3
ensaios de granulagao
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2.4.2Resultados da microscopia electrénica

Todas as imagens que estdo representadas sdo representativas, do conjunto de amostras

analisadas.

2.4.2.1 Ensaio de desgranulacdo

As amostras de seguida representadas séo provenientes do ensaio de desgranulagao, referido

em 2.3.1.2, com o reactor representado, na Figura 2.1.

O inoculo deste reactor é granular e € composto por uma camada muito compacta de diversos
microrganismos como se pode observar pela Figura 2.34 (a e b). Segundo FANG ET AL., 1997, a
camada exterior deste tipo de grénulos é composta por cocos, bastonetes de Methanosaeta e
Methanosarcina, sendo a maior parte destas bactérias acidogénicas e algumas metanogénicas.
Outros autores observaram estas estruturas granulares, visualizando igualmente, microcolénias
sintréficas de acetogénicas e metanogénicas como componentes estruturais dos grénulos

provenientes do tratamento anaerdbio da industria cervejeira (WU ET AL.,1996).

Ao fim de 129 dias de operagdo em continuo, com uma alimentagdo crescente de oleato,
obteve-se a biomassa apresentada na Figura 2.34 (c). Nas amostras analisadas nao parece ter
existido uma alteracao significativa no tamanho. No entanto, a superficie dos granulos, é bastante
diferente, como é possivel observar nas Figura 2.34 (d, e). Estas figuras representam o aspecto

pormenorizado da Figura 2.34 (c).

A analise qualitativa de EDS (Energy Dispersion Spectrography) realizada com uma amostra
do fundo do reactor indicou a presenga de vestigios de sdédio e calcio assim como de oxigénio
(Figura 2.35). O facto do reactor ser alimentado com oleato de sddio pode justificar a presenca
deste elemento no meio. Por outro lado, como o oleato de calcio é bastante insoluvel tem

tendéncia a precipitar no reactor e dai se detectar a presenga de calcio na biomassa.

A amostra retirada do topo do Reactor levou algum tempo a revestir, dado a sua superficie ser
bastante porosa como se pode verificar pelas Figura 2.34 (g, h, i, j). Esta biomassa apresenta
algumas semelhangas, com a amostra do fundo do reactor, no entanto a sua superficie é
diferente. A estrutura da superficie parece ser a mesma, mas mais porosa, ndo tdo compacta.

Esta biomassa provavelmente tornou-se flutuante por ser mais leve.

As imagens obtidas sugerem que a biomassa no topo do reactor é constituida por granulos
partidos (Figura 2.34 (f)). O facto de o aumento da concentragdo de oleato, implicar uma
desintegragédo dos aglomerados ja foi reportada por PALMS ET AL. (1991). Este autor referiu que a
biomassa continuava presente mas com um aspecto de superficie diferente. Este fendmeno de
desintegragéo dos granulos alimentados com acido oleico foi analisado por analise de imagem por
AMARAL ET AL.( 2001) como ja foi referido.
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Figura 2.34 Resultados obtidos no microscopio electronico, para o R EGSB. inoculo (a, b,)
biomassa do fundo do reactor (c, d, €) do topo do reactor (f, g, h, i, j)
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Figura 2.35 Analise qualitativa do agregado presente na Figura 2.34 (c)

Um dos mecanismos de remocé&o de acidos gordos de cadeia longa em reactores anaerdbios é
por biossorgdo (HWU ET AL.,1998). Segundo PEREIRA ET AL. (2001), foi visualmente detectado a

volta dos granulos, uma camada branca gelatinosa que se supds ser de matéria adsorvida.

2.4.2.2Ensaio de granulagcdo

Ensaio |

As imagens que se seguem correspondem as amostras retiradas do primeiro ensaio do reactor
UASB, que teve como tempo de operagao 83 dias, referido em anteriormente nos materiais e

métodos.

A biomassa de natureza dispersa usada como in6culo, como se pode verificar pela Figura 2.36

(a, b), € composta por um conjunto de agregados microbianos.

Quando o ensaio terminou ao fim de 83 dias, obtiveram-se as imagens representadas na
Figura 2.36 (d, c, f). Estas imagens sao bastantes distintas do indculo. Como se pode observar na
Figura 2.36 (d) a maioria das bactérias presentes s&o filamentosas semelhantes ao género
Methanosaeta. Na Figura 2.36 (c) € possivel observar canais preferenciais, para a saida do
biogas. Estes canais ja foram observados por diversos autores (KOSARIC E BLASZCSYK, 1990, WU
ET AL.,1996, HUSHOFF PoL ET AL.,1989). Na Figura 2.36 (f) pode-se observar que as bactérias

filamentosas presentes, estdo unidas em cadeias compridas com a forma de bastonetes.
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Figura 2.36 Resultados obtidos no microscopio electronico para o Reactor UASB (1.° ensaio).
inoculo (a, b, ¢) biomassa final do reactor (d,e,f,)

No decorrer da analise microscopica ao inoculo foram detectadas particulas de natureza néo

bioldgica tal como a que é

analise por EDS desta particula.
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Figura 2.37 Analise qualitativa do objecto de natureza nao bioldgica presente na Figura 2.36 (c).
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Verifica-se que contém calcio, sendo provavelmente carbonato de calcio. Estes objectos de
natureza nao bioldgica encontrados no indculo, possivelmente serviram de suporte para iniciar o

processo de agregagao das bactérias.

Ensaio Il e lll

As imagens que se seguem correspondem a amostras retiradas, do segundo e terceiro ensaio,
do reactor utilizado no processo de granulagdo. De seguida estdo representadas as amostras

correspondentes ao indculo do 2° ensaio (Figura 2.38).

Como ja foi referido, o inoculo deste ensaio, foi constituido por biomassa proveniente do ensaio
anterior (Ensaio |) apds lavagem com tampao anaerébio, em conjunto com biomassa dispersa
proveniente de um reactor UASB, a escala real de uma ETAR de tratamento de agua municipais

da cidade de Viana de Castelo.

Ao observar a Figura 2.38 (a, b, ¢, d, e, f), verifica-se que o aspecto geral é bastante

semelhante ao da biomassa presente no reactor no final do ensaio I, o que seria de esperar.

As bactérias filamentosas semelhantes a Methanosaeta continuam presentes, com o mesmo
aspecto e com a mesma organizacdo. Muitas das cavidades observadas na superficie dos

granulos, podem ser canais para transporte para o gas ou para o substrato.

Na Figura 2.38 (g, h) esta representada a biomassa proveniente da ETAR de Viana do Castelo,
que nao tem uma estrutura organizada a semelhanga do inoculo do Ensaio I, mas os agregados
de bactérias, como a Methanosaeta, ja estao presentes. Estas bactérias tém uma forma distinta da
biomassa final do ensaio I. Enquanto que na biomassa final do ensaio | sédo filamentos mais
longos (Figura 2.38 (e)), na biomassa proveniente da ETAR tém uma forma de bastonete (Figura
2.38 (h)). Segundo FANG ET AL. (1997), a estrutura microbiana dos granulos ¢é diferente segundo a

natureza do substrato, embora as mesmas bactérias estejam presentes.

Nas figuras obtidas da biomassa proveniente da ETAR da cidade de Viana de Castelo, estao
presentes objectos minerais como o calcio (Figura 2.39), neste aspecto existe igualmente, uma

semelhanga com a biomassa proveniente da ETAR da cidade da Maia.
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Figura 2.38 Resultados obtidos no microscopio electrénico para o inoculo do Reactor UASB (2.°
ensaio). biomassa final do 1.° ensaio (a, b, c,d,e) biomassa final do reactor (g,h)
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Figura 2.39 Analise qualitativa do objecto de natureza nao bioldgica presente na Figura 2.38 (h).

As imagens seguintes correspondem a amostra retirada do fundo do reactor ao fim de dois
meses de operagdo em continuo (Figura 2.40). Desde o arranque do reactor, até esta data, o
reactor sofreu uma diminuicdo do tempo de retencéo hidraulico (TRH) de 60% (TRH inicial de 105
h, para TRH ao fim de 2 meses de 42 h), mantendo a mesma velocidade de carga organica
tedrica (0.7 kg/m>.dia).

A superficie da amostra apresenta algumas modificagbes significativas (Figura 2.40 (a))
embora ndo apresente ainda uma estrutura granular. O agregado microbiano correspondente a
esta amostra, é constituido por uma matriz bastante diversa, sendo possivel observar bactérias
filamentosas, com um comprimento superior ao apresentado no inoculo (Figura 2.40 (b,c)). A
Figura 2.40 (c) é bastante representativa da teoria “esparguete”, apresentada por, WIEGANT em

1987, e ja descrita na introducgéo deste trabalho.

Observam-se bactérias com forma de cocos, bastante agregadas, como no caso da Figura
2.40 (d). Quando observada com mais pormenor, a Figura 2.40 (e), sugere que estes “cachos” s&o
constituidos provavelmente pela Methanosarcina. E possivel observar nas Figura 2.40 (f, g, h),
bactérias filamentosas com alguma extensao, agarradas aos cachos de bactérias, com a forma de

COCoOs.

As bactérias em forma de bastonete, parecem ter sido substituidas pelas bactérias
filamentosas, ao fim de dois meses. Ainda estdo presentes nesta amostra componentes nao

biolégicos, com o encontrado na Figura 2.40 (f).

Segundo, HICKEY ET AL. (1991), granulos que contenham a bactéria Methanosaeta com forma
filamentosa tendem a crescer mais do que os granulos que contenham a Methanosaeta com

forma de bastonete.
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Figura 2.40 Resultados obtidos no microscopio electrénico para a amostra ao fim de 2 meses,
aspecto geral (a,b,c,d,f,g), (e) aspecto pormenorizado do (d), (h) aspecto pormenorizado do (g)

As imagens seguintes correspondem as amostras ao fim de quatro meses de operacao
continua do reactor (Figura 2.41). Esta amostra foi separada em trés tamanhos visivelmente
diferentes, que foram identificados da seguinte maneira, a fracgdo de maior tamanho como,
grande aglomerado, a fracgdo de tamanho intermédio, como nao finos, e por ultimo a fracgdo com

tamanho inferior como finos. Nesta data também foi analisada o T de amostragem da purga do
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reactor. Desde o arranque até esta data, o reactor sofreu uma diminuigdo do tempo de retengao
hidraulico (TRH) de 80.4% (TRH inicial de 105 h, para um TRH ao fim de 4 meses de 20.6 h) e a

velocidade de carga organica tedrica aumentou de 0.7 kg/m®. dia para 1.5. kg/m®. dia.

As imagens que seguidamente s&do apresentadas correspondem a um grande aglomerado
(Figura 2.41).

Figura 2.41 Resultados obtidos no microscépio electronico para a amostra ao fim de 4 meses
definida como grande aglomerado. (a) aspecto geral, (b,e,g) aspecto pormenorizado do grande
aglomerado, (c,d) aspecto pormenorizado do (b), (f) aspecto pormenorizado do (e), (h) aspecto

pormenorizado do (g)
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Ao observar a Figura 2.41 (a), correspondente ao aspecto geral do grande aglomerado, ja se
pode observar uma estrutura que se assemelha em algo a uma estrutura granular. A este grande
aglomerado parecem estar agarrados aglomerados mais pequenos, como o representado pela
Figura 2.41 (g). A superficie do grande aglomerado (Figura 2.41 (b,e)) é constituida
essencialmente por bactérias filamentosas semelhantes a Methanosaeta (Figura 2.41 (c, f)).
Existem zonas em que as bactérias flamentosas estdo agarradas a bactérias com forma de cocos
(Figura 2.41 (d)).

Os pequenos aglomerados que estdo agarrados (Figura 2.41 (g)), parecem ser constituidos
por uma matriz um pouco mais complexa de bactérias flamentosas e bactérias com a forma de
cocos, onde estas ultimas parecem dominar a matriz. Estdo igualmente presentes, constituintes

nao biolégicos, minerais como o calcio como se pode observar na Figura 2.42.

T
EM1 2 pi-14

Figura 2.42 Analise qualitativa do objecto da Figura 2.41 (d).

As imagens que seguidamente sao apresentadas correspondem a fracgdo de particulas que

foram definidas anteriormente como nao finos e finos (Figura 2.43).

Ao observar os aglomerados definidos como nao finos (Figura 2.43 (a)), podemos verificar que
tém uma forma granular, sendo estruturalmente semelhantes entre si. Existe uma semelhanga na
matriz biolégica (Figura 2.43 (b)), com a biomassa retirada do reactor ao fim de dois meses. Esta
é constituida por “cachos” de bactérias semelhantes a Methanosarcina, com bactérias

filamentosas agarradas (Figura 2.43(c)).

Os aglomerados definidos como finos, tém igualmente formas granulares e similares entre si
(Figura 2.43 (d, f)). A sua area é mais pequena como se tinha constatado visualmente, mas, no

entanto, a matriz biolégica da superficie é similar aos aglomerados nao finos (Figura 2.43 (e, g)).
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Figura 2.43 Resultados obtidos no microscépio electronico para a amostra ao fim de 4 meses
definida como nao finos (a),(b, ¢) aspecto pormenorizado do (a), e(d, f,) definidos como finos, (e)
aspecto pormenorizado do (d), (g) aspecto pormenorizado do (f)

Como se pode observar pela Figura 2.44 (a, b) as bactérias presentes sdo maioritariamente

metanogénicas, estando distribuidas por todo o aglomerado (Figura 2.44 (c, d)).
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Figura 2.44 Imagem de autofluorescéncia a 420 nm (a, b) e a mesma imagem em campo

normal (c, d) pertencentes a amostra do reactor UASB ao fim de 4 meses.

As imagens que seguidamente sdo apresentadas correspondem ao T de amostragem (Figura

2.45), referente ao sexto més.

Figura 2.45 Resultados obtidos no microscopio electronico para o T de amostragem, ao fim de 4
meses, (a,b) aspecto geral da amostra,(c ) aspecto pormenorizado do (b), (d) aspecto
pormenorizado de uma bactéria filamentosa.
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A biomassa retirada do T de amostragem (Figura 2.45 (a, b)), ndo tém qualquer tipo de
estrutura granular, sdo agregados dispersos sem forma definida. Esta amostra é constituida por
agregados de bactérias filamentosas (Figura 2.45 (d)). Na Figura 2.45 (d) é possivel observar em
pormenor uma bactéria filamentosa. Esta amostra provavelmente foi expulsa do reactor, devido ao

seu baixo tamanho e a sua estrutura desorganizada impedindo a sua sedimentagao no reactor.

As imagens seguintes (Figura 2.46) correspondem as amostras ao fim de seis meses de
operagao continua do reactor UASB. Desde o arranque do reactor até esta data, o reactor sofreu
uma diminuigdo do tempo de retengao hidraulico (TRH) de 94.6% (TRH inicial de 105 h, para um
TRH ao fim de 6 meses de 5.65 h) e a velocidade de carga orgénica tedrica aumentou de 0.7
kg/m3. dia para 7.7 kg/m3. dia.

Figura 2.46 Resultados obtidos no microscopio electrénico para a amostra retirada do reactor ao
fim de 6 meses, (a,d) aspecto geral da biomassa, (b,e) aspecto pormenorizado de (a,d), (c,f)
aspecto pormenorizado de (b,e)

Ao observar a Figura 2.46 (a, d, e) é evidente que os agregados estdo mais compactos,
existindo poucos espacos livres na superficie dos granulos e apresentando estes uma forma
granular. Observando a Figura 2.46 (b) distinguem-se bactérias filamentosas em conjunto com
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bactérias com uma forma de bastonete. Na Figura 2.46 (c, f) a forma de bastonete das bactérias é
mais notoéria. Os poucos orificios existentes nesta amostra (Figura 2.46 (b,c)) possivelmente

servem para libertar o biogas ou para acesso do substrato.

De seguida estao representadas as amostras retiradas do topo do reactor (Figura 2.47) ao fim

de seis meses. Estes granulos flutuavam no topo do reactor sem sedimentar.

Figura 2.47 Resultados obtidos por microscopia electrénica para os granulos flutuantes do 6.°
més, (a,e) aspecto geral dos granulos flutuantes, (b,f) aspecto pormenorizado do (a,e), (c,d,g,h)
aspecto pormenorizado (b,f)

58



2. APLICACAO DE ANALISE DE IMAGEM E DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO DURANTE
PROCESSOS DE GRANULAGAO E DE DESGRANULAGAO

O fenémeno de flutuagdo dos granulos, foi reportado anteriormente por KOSARIC E BLASZCSYK
(1990) E POR HULSHOFF PoL (1989). Este fenobmeno esta associado a granulos de grande
dimensao assim como a granulos cultivados em condi¢des de baixa carga (LETTINGA ET AL, 1983).
A flutuagdo da biomassa granular é causada por aprisionamento de biogas no centro do granulo.
Geralmente é aceite que estes espagos séo criados por um decréscimo das bactérias situadas no
centro do granulo, devido a diminuigcdo de substrato no interior do mesmo ou por uma elevada
concentragédo de bactérias metanogénicas nesse local (KOSARIC E BLASZCSYK, 1990, ALPHENAAR ET
AL., 1993). No entanto, se as cavidades sao causadas pela diminui¢do de substrato no interior do
granulo, todos os granulos terdo tendéncia para flutuar, quando aumentarem de tamanho (YODA E
NISHIMURA, 1997).

Segundo KOSARIC E BLASZCSYK (1990) E GROTHENIUS ET AL. (1991), os granulos que obedecem
a estas caracteristicas, tenderéo a partir devido a sua fraca estrutura, dando origem a pequenos

fragmentos que mais tarde servirdo de nucleo para outra geragéo de granulos.

Os granulos flutuantes (Figura 2.47 (a, €)) retirados do topo do reactor, apresentam uma
estrutura granular, com uma superficie compacta (Figura 2.47 (d, f)). Ao observar a matriz da
superficie em pormenor (Figura 2.47 (c, d, g, h)), visualiza-se um variado conjunto de bactérias,

semelhante ao apresentado pelos granulos retirados da mesma data do fundo do reactor.
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2.5 Conclusao

A anadlise de imagem permitiu quantificar alteragdes morfologicas e de tamanho em consorcios
microbianos anaerdbios durante processos de granulacdo e de desgranulacdo. Mediu-se a area
média dos agregados e a area média de trés gamas de tamanho de agregados definidas do
seguinte modo: pequenos, entre 100 e 1000 pmz de area, correspondendo a um diametro
equivalente entre 11.3 e 35.8 um, intermédios, entre 1000 e 20000 pmz de éarea, correspondendo
a um didmetro equivalente entre 35.8 e 159.6 um e grandes, superiores a 20000 um2 de area,
correspondendo a um didmetro equivalente superior a 159.6 um. Foi possivel determinar a fracgao
em numero de cada uma das gamas de tamanho de agregados acima definidas ao longo do
processo. Pela quantificagcdo do comprimento total de filamentos livres e da relagdo entre esta
medida e a area dos flocos foi possivel monitorizar o estado de agregagao da biomassa de uma

forma quantitativa.

Foi dada especial importancia a quantificagdo e minimizacdo de erros introduzidos nos
resultados obtidos para os pardmetros morfolégicos devidos a diluicdo das amostras. Concluiu-se
que a diluicdo 6ptima a realizar nestes ensaios ndo depende sé da concentragao da biomassa
mas também das caracteristicas (tamanho e estrutura) da mesma. E importante a optimizag&o da

recolha, evitando romper ligacdes entre os agregados de biomassa.

A andlise qualitativa de imagens obtidas por microscopia electronica de varrimento permitiu
observar alteracbes da populacdo bacteriana ao longo do processo de granulacdo e também

antes e apos o fendmeno de desgranulagéo.

Com a diminuigao do tempo de retengao hidraulico e consequente aumento da carga organica
a biomassa comegou a apresentar caracteristicas diferentes. Nos indculos utilizados ja se
encontravam bactérias filamentosas que poderiam ser do género Methanosaeta, mas sob a forma
de bastonete. Com a maturacdo da biomassa, estas sdo substituidas por bactérias filamentosas.
Durante o processo de granulagdo, também se detectaram bactérias semelhantes a
Methanosarcina. Num estado granular, as bactérias do género Methanosarcina deixam de ser tao

evidentes na superficie da biomassa.
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3. HIBRIDIZAGAO cOM SONDAS GENETICAS

3.1 Introducao

3.1.1 Hibridizagdo com sondas genéticas (FISH)

No inicio dos anos 80, descobriu-se que a sequéncia das moléculas dos acidos ribonucleicos
(RNA), existiam em multiplas cépias nas células, cerca de 10* a 10°, abrindo o caminho para a era
da identificagdo genética. Na década de 80, Carl Woese e os seus colaboradores, conseguiram
classificar a subunidade menor do RNA ribossomal, a molécula 16S (SSU- small subunit of the
ribosome), como sendo um marcador molecular poderoso a nivel da identificagdo e classificagdo
filogenética. Esta descoberta implicou uma alteragdo das arvores filogenéticas, até entao
existentes, assim como a relagéo entre os procariotas (LUDWIG E SCHLEIFER,1999). A nomenclatura
S indica a unidade de Svedberg, que mede a velocidade de sedimentacio dos ribossomas, numa

ultracentrifuga, desenvolvida por Theodore Svedberg (SMITH, 1984).

No fim dos anos 80, principio dos anos 90, instaurou-se um novo método aplicado com
sucesso aos estudos ambientais, que consiste na hibridizacdo com marcadores biolégicos. Este
novo método, deu origem ao aparecimento de uma nova disciplina, a ecologia molecular, que se
tornou uma disciplina emergente, em que se utilizam os marcadores biolégicos para identificacao
dos microrganismos presentes nas mais diversas amostras. A utilizacdo do rRNA, nestes estudos,
¢ justificada pelo facto deste ser o mais abundante dos 3 tipos do RNA (MRNA, tRNA, rRNA). Em

algumas bactérias o rRNA pode conter até 80% do RNA total da célula.

Existem dois tipos de hibridizagcdo com sondas de oligonucleotideos: A hibridizagao “Slot Dot",
que consiste, na comparagdo quantitativa, de determinada molécula 16S rRNA alvo, com a
quantidade de 16S rRNA total da amostra a analisar. Esta técnica é obtida através da hibridizagao
de uma mistura de acidos nucleicos extraidos da amostra, com uma sonda de oligonucleotideos
especifica para a molécula 16S rRNA alvo e uma sonda de oligonucleotideos universal para o
restante 16S rRNA da amostra. A quantificagdo é obtida através do calculo da abundancia relativa,
que se obtém, dividindo a quantidade da sonda especifica hibridizada, pela quantidade da sonda
universal hibridizada.

Estes valores de relativa abundancia do rRNA ndo podem ser directamente traduzidas em
numero de células, na medida em que células de diferentes espécies possuem conteudos
ribossomaticos diferentes. Mesmo para a mesma espécie, o conteudo ribossomatico pode variar
com o estado de crescimento das células. No entanto, esta quantificagcao representa uma medida
razoavel da actividade fisiologica da respectiva populagdo (AMANN ET AL., 1995). O outro método, é
a hibridizacao “in situ”.

A hibridizagao “in situ” de fluorescéncia vulgarmente conhecida por FISH (“fluorescent in situ
hybridization”) € uma técnica, onde o uso de sondas permite que duas ou mais sequéncias de 16S

rRNA possam ser localizados na célula intacta.
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3. HIBRIDIZAGAO cOM SONDAS GENETICAS

A hibridizagao “Slot Dot “ é similar a hibridizagao “in situ”, mas na primeira, a hibridizagdo da-se
nos acidos nucleicos extraidos, e na segunda, a molécula 16 S rRNA alvo, é hibridizada na célula
intacta. Ambas usam as sondas especificas para a sequéncia alvo e uma sonda universal para a
detencgéo da toda a célula. No caso do FISH, é usado uma solugdo de DAPI que detecta todo o

DNA, presente na célula.

Estas novas técnicas de identificagdo microbiana, vieram melhorar o estudo da ecologia
microbiana nos digestores anaerdbios, permitindo ultrapassar as limitagbes das técnicas
tradicionais, em que era obrigatério o cultivo das espécies. No caso dos microrganismos
anaerdbios essas técnicas sao especialmente criticas devido as baixas taxas de crescimento, e a

necessidade de condigbes anaerdbias estritas (RASKIN ET AL., 1994).

As primeiras tentativas para caracterizar as amostras ambientais, através do estudo do RNA
ribossomal (rRNA), comecgou pela utilizacdo da molécula 5S rRNA. Estas moléculas eram
directamente extraidas das amostras, separando-se por electroforese conforme a comunidade a
que pertenciam. A sua sequéncia era analisada e comparada com as bases de dados, para
encontrar a localizagdo do microrganismo na arvore filogenética. A separagao por electroforese da
molécula 5S rRNA de espécies diferentes limitou esta metodologia a ecossistemas menos
complexos. Estes estudos pioneiros tiveram o seu interesse, mas a informagédo contida na
molécula 5S rRNA é relativamente reduzida, dado que sé contem informagéo de 120 nucleétideos.
A separacao por electroforese da molécula 5S rRNA de espécies diferentes limitou esta

metodologia a ecossistemas menos complexos (AMANN ET AL., 1995).

Na maioria dos ensaios de hibridizagdo assistiu-se a uma substituicdo da utilizagdo da
molécula 5S rRNA, pelas moléculas 16S rRNA com informagéo de 1500 nucledtideos ou pela
molécula 23S rRNA com informacao de cerca de 3000 nucleotideos. Estas duas moléculas
contém mais informagéo, podendo ser as espécies mais diferenciadas entre si, alcangando-se
uma analise mais precisa dos microrganismos e a sua localizagdo na arvore filogenética mais
correcta (AMANN ET AL 1995). Sendo as moléculas 16S e 23S consideradas as “moléculas de ouro”
da ecologia molecular, a sua comparagdo analitica esta pela primeira vez na histéria da

microbiologia, a facilitar a reconstrugao das arvores universais filogenéticas (AMANN ET AL., 1995).

Segundo AMANN E LUDWIG (2000), existem varias razdes para usar tanto a molécula 16S/18S
(SSU rRNA) a mais pequena subunidade ribossomal (Figura 3.1) ou a molécula 23S/ 28S rRNA
(LSU- large subunit ribosome), a maior subunidade do ribossoma, como moléculas alvo dos

biomarcadores, das quais se podem referir as seguintes:
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3. HIBRIDIZAGAO cOM SONDAS GENETICAS

o Estdo sempre presentes em todas as células;

e A sua elevada ampliagdo natural, com um elevado numero de copias por célula
(104), aumenta largamente a sensibilidade das sondas de rRNA alvo;

e O facto das células bacterianas possuirem moléculas que devido a sua fungao
essencial, ttm poucas mutacbées como € o caso das moléculas 16S e 23S,
ambas componentes dos ribossomas;

¢ A aparente falta de transferéncia lateral de genes;

e A sua presenga em varias regides, o que torna util para descriminar a subespécie
a um nivel superior na arvore filogenética;

e A existétncia de muitas sequéncias ja conhecidas e descodificadas.
Aproximadamente 22 000 SSU rRNA e 500 LSU rRNA estdo depositadas em
bases de dados;

e As estruturas primarias das moléculas 16S e 23S, sdo compostas por regides de
sequéncias tanto de baixa como de elevada conservagéo, ao longo do processo
evolutivo.

Figura 3.1 Modelo esquematico da molécula 16S rRNA (SSU)

Através da comparagdo e analise das sequéncias de RNA, arquivadas e classificadas nas
diversas bases de dados, uma pesquisa comparativa das potenciais zonas alvo permite efectuar o
desenho e construgdo das sondas para um determinado grupo, género ou espécie de
microrganismos. Normalmente as sondas sdo constituidas por um oligonucleotideo, com uma
sequéncia de 16 a 20 bases quimicamente sintetizadas, complementares da pequena regido
especifica do RNA ribossomal do microrganismo alvo. As sondas sado alvo de uma regido
pequena, que pode ser tipica para um grupo de bactérias, géneros ou espécies. Na extremidade
final do oligonucleotideo, 5, esta ligado um marcador fluorescente. Existem varios marcadores
fluorescentes, nomeadamente fluoresceina (FLUOS) (com uma onda de excitagdo de 490 nm, e
onda de emissado de 520nm), tetrametilrodamina (550nm, 575nm), e os fluorocromos CY3, CY5 e
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3. HIBRIDIZAGAO cOM SONDAS GENETICAS

CY7, no entanto devido a sua relativa fotoestabilidade o fluorocromo CY3 tornou-se o marcador
mais usual (AMANN, 1995).

Se a sonda tiver a sequéncia da molécula 16S ou da molécula 23S do microrganismo alvo, e
como geralmente ha varias copias de rRNA por célula, ocorre a hibridizagdo das células podendo

assim ser detectadas no microscépio de epi-flurescéncia.

Célula C ; .
o—eo o O
—eo o—o
o—eo L oo )
g N\
—eo
*———»
- _— M
Sondas Hibridizacao lo—e = )
Célula A
e—eo oo
—o eo—o Epi-flurescéncia

SRR

Célula C

Célula A

Figura 3.2 Esquema sintetizado do processo de hibridizagao “in situ” de uma célula

No entanto existem limitacbes associadas ao uso das sondas e a utilizacdo das moléculas
alvo. O 16S rRNA tem de se encontrar bem conservado para se poder distinguir entre populagbes
relacionadas. Espécies diferentes podem ter idénticas sequéncias de 16S rRNA, nestes casos é
preferivel usar sequéncias de 23S rRNA, as quais tém aproximadamente o dobro do comprimento
e contém regides altamente variaveis e distintas entre espécies similares (FOx ET AL., 1995). A
heterogeneidade encontrada por vezes nos operdes do rRNA de um simples organismo pode
também ser um problema (NUBEL ET AL., 1996). O operéo € o gene responsavel pelo controlo de
uma série de processos bioquimicos, estando muitas vezes adjacente a outro, numa ligagéo a
molécula de DNA (SmiTH, 1984). Outra grande limitacdo é o facto de a diversidade do rRNA so6
estar ainda parcialmente descrita (AMANN, E LUDWIG, 1995). O inconveniente deste aspecto, reside
no facto de ao utilizar uma sonda, mesmo que bem construida, esta pode hibridizar
microrganismos que ainda n&o estejam identificados e levar a um erro crasso de identificagdo. O
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ideal é testar uma populagdo com mais de que uma sonda, pois pode haver organismos do

mesmo grupo filogenético, em que a sequéncia alvo nao seja perfeitamente igual.

Outro aspecto a considerar é o facto da especificidade e sensibilidade das sondas depender
das condigdes exactas de hibridizagcdo. Parametros tais como, temperatura de hibridizagao.
concentragédo das solugdes de lavagem e de hibridizagdo tém de ser optimizados. A maioria dos
microrganismos sdo permeaveis as sondas de oligonucleotideos por fixagdo com aldeidos (como
a formalina, o paraformaldeido ou o glutaraldeido) e com alcoois (etanol e metanol). Também é a
fixagdo que protege as células para os restantes tratamentos, pois na hibridizagdo as células

ficam expostas a elevadas temperaturas, detergentes e grandes gradientes osmaticos.

O FISH, segundo alguns autores, ndo pode ser considerado um método quantitativo, pois
torna-se dificil estabelecer uma correlagdo entre a intensidade da hibridizagdo e o numero de
células. A quantidade do rRNA celular depende do estado fisiolégico da célula, sendo de referir
que um aumento de actividade de uma populagdo se encontra directamente relacionado com um
aumento de numero de células, logo de ribossoma celular (AMANN E LubwiG, 1995). Contudo,
BINNERUP ET AL. (2001), obtiveram uma correlagdo entre a concentracdo do rRNA e o nimero de
operdes de rRNA, em culturas puras para a “Pseudomonas putida”’, num biorreactor de
degradacao de tolueno.

3.1.2 FISH aplicado a estrutura biolégica granular

As bactérias metanogénicas (Figura 3.3) sao filogeneticamente coerentes com o reino Eurya-
archaeota que em conjunto com a Crena-archaeota constituem o dominio arqueo (archaea no
esquema). As bactérias metanogénicas foram o primeiro grupo a ter a sua taxonomia baseada no
estudo da sequéncia 16S rRNA (RASKIN ET AL., 1994).
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Figura 3.3 Arvore filogenética universal baseada na analise da molecular 16S rRNA
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Nos granulos dos reactores UASB, existem varios grupos de microrganismos, organizados
num biofilme esférico altamente estruturado. Este biofilme tem sido largamente estudado e varios
aspectos tém sido descritos quanto a fungdo dos microrganismos presentes e sobre a sua
organizagdo espacial. Normalmente a camada interior consiste em bactérias metanogénicas
acetoclasticas, sendo a camada exterior constituida por bactérias fermentativas (SEKIGUCHI ET
AL.,1999).

Na ultima década foram identificadas sondas, para microrganismos anaerébios, em
biorreactores (RASKIN ET AL., 1994), e varios trabalhos usando, o FISH foram realizados, em
reactores anaerobios, como € o caso da deteccdo e localizagdo de bactérias presentes em
reactores alimentados com propionato (HARMSEN ET AL., 1996), a caracterizagdo molecular do
consorcio metanogénico de um bioreactor alimentado com tolueno (FICKER ET AL., 1999), a
identificagdo microbiana de reactores anaerdbios alimentados com efluentes corados (PLumB ET
AL., 2001), e a caracterizagdo do consorcio microbiano de biomassa granular de degradacao de
tereftalato (WU ET AL., 2001).
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3.2 Objectivo

O objectivo deste capitulo consistiu na utilizagdo e optimizagdo preliminar da técnica de
hibridizagdo com sondas genéticas para a identificagdo de bactérias metanogénicas, em granulos

provenientes de um reactor UASB descrito no capitulo 2.3.1.3
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3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Proveniéncia das amostras

Todas as amostras utilizadas neste capitulo foram retiradas do reactor UASB, desenhado para
obter um processo de granulagdo, cujo processo foi descrito com mais detalhe em 2.3.1.3. As
amostras utilizadas correspondem as que foram analisadas por microscopia electréonica em

2.4.2.2, no 6.° més, tanto a amostra do fundo do reactor como a amostra de granulos flutuantes

3.3.2 Preparagao de solugdes e material
Todo o material utilizado foi autoclavado, durante 20 minutos a 121 °C, para ndo haver

interferéncias de microrganismos externos as amostras em estudo.

Em todas as solugbes foi utilizada agua, Milli-Q, que foi preparada da seguinte maneira:
primeiro a agua desionizada foi filtrada num filtro esterilizado (0.2um), e posteriormente foi

autoclavada durante 15 minutos a 121.°C.

Antes do inicio da fixagcao foi necessario preparar as seguintes solugdes:

3.3.2.1 NaOH 1M e NaCl 5M

Estas solugdes foram preparadas, com agua Milli-Q e posteriormente filtradas, com um filtro

esterilizado de 0.2um,

3.3.2.2 Solucgéo de PBS
e 8gNaCl;
e 0.2gKCJ

e 1.44 g Na,HPO,4.2H,0;

e 0.24 g KH,PO,

e Foi adicionada agua desionizada até perfazer, o volume de 1000 mL;

e Ajustou-se, a pH 7.4 com NaOH 8M, a solugéo foi filtrada com um filtro
esterilizado de 0.2 um e posteriormente autoclavada durante 15 minutos a
121.°C.

3.3.2.3 Preparagdo dos slides de gelatina:

As laminas foram mergulhadas durante 1 minuto numa solugéo a 70.°C, previamente filtrada de
0.1% de gelatina com 0.1% de CrK(SOy,).
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3.3.2.4 Solugéo de PBS trés vezes concentrada

e 2.4 gdeNaCl;

e 0.06 g de KCI;

e 0.43 g de Na,HPO,.2H,0;

e 0.072 g de KH,PO,

¢ Foi adicionada agua desionizada até perfazer, o volume de 1000mL;

e Ajustou-se, a pH 7.4 com NaOH 8M, a solucdo foi filtrada com um filtro
esterilizado de 0.2um e posteriormente autoclavada durante 15 minutos a 121.°C.

3.3.2.5 Solucao de 4% de paraformaldeido

Esta solugédo foi sempre preparada na hora, pois s6 se mantém constante durante 5 dias a
4.°C. Diluiu-se 2 g de paraformaldeido em 30 mL de Milli-Q, foi adicionado 100 ul de 1M de NaOH.
Esta solucao foi colocada no microondas a 350 W, durante 10 minutos. Foi adicionado 13.3 mL de
solucdo de PBS 3 vezes concentrado ajustou-se o PH a 7.2 com 1 ul de HCI fumante e por ultimo

foi adicionado agua Milli-Q até perfazer o volume de 50 mL.

3.3.3 Sondas utilizadas

As sondas de oligonucleotideos 16 S rRNA utilizadas nestes ensaios foram, a sonda marcada
com Cy3 correspondente ao dominio arqueo, Arc915 com uma sequéncia alvo 5-GTC CTC CCC
CGC CAA TTC CT-3°, e uma sonda marcada com fluoresceina, correspondente ao dominio
bactéria, Eub338 com uma sequéncia alvo 5-CTG CTG CCT CCC GTA GGA GT-3".

3.3.4 Ensaios

Foram realizados cinco ensaios, com o objectivo de melhorar o sinal das sondas utilizadas.

3.3.4.1 Ensaio |

3.3.4.1.1Fixacao das células

5 mL de amostra do dia 4/12/01, previamente sonicada, foi centrifugada em dois ependorfs
com volumes iguais, durante 10 minutos. De seguida a amostra foi lavada com PBS e
resuspendida, novamente na solugao de PBS. A amostra foi fixada, com a adigao de trés volumes
de 4% de paraformaldeido, a um volume das células suspendidas. A incubagao foi realizada a 4.°
C durante 3 horas. O sobrenadante, foi removido da amostra apds 10 minutos de centrifugagao, a
amostra foi lavada duas vezes, durante 10 minutos com a solugdo de PBS. A amostra foi
novamente resuspendida em PBS e adicionado um volume de etanol a 96%, para um volume de

amostra. A amostra foi guardada a —20.° C

3.3.4.1.2 Hibridizacao
Foram colocados nos slides com gelatina, 10 ul de amostra fixada e seca durante 10
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minutos a 46 °C., de seguida lavada com agua Milli-Q. A amostra colocada na lamina foi
desidratada, através da passagem sucessiva em concentragbes crescentes de etanol a 50%,
80%, 96%(v/v) durante 3 minutos, deixando secar a temperatura ambiente. Foram adicionados a
amostra, 10 uL da solugéo de hibridizacdo (0% em formamida), e 1uL de cada sonda (Arc915 e
Eub338), com uma concentragdo maxima de 30ng/ul, com cuidado para nao raspar a superficie
das laminas. Numa caixa fechada e recoberta a aluminio foram introduzidos os slides, colocando
no fundo papel humedecido com a restante solugao de hibridizagdo. Os slides sdo imediatamente
transferidos para um forno de hibridizagao a 46 °C durante 3 horas. Rapidamente os slides foram
passados da solugdo de hibridizagdo (0%) para a solugdo de lavagem com 100uL de 0.1% de
DAPI, deixando a incubar durante 20 minutos, num banho a 48 °C. A solugédo de lavagem foi
removida com agua destilada a 4 ° C e os slides foram secos com ar comprimido cuidadosamente
para nao remover as células. Foram colocadas nos slides, umas gotas de vectashield, antes da

imediata colocagao da lamela, que posteriormente foi recoberta com verniz.
Neste ensaio foram utilizadas as seguintes solugdes:

Solugéo de hibrizag&o (0%- formamida) Solugédo de lavagem
e 1mLde 1M Tris/HCl a ph 8;
e 9 mLde5MNaCl

e 180 uL de 5M NaCL;
e 20 uL de 1M Tris/HCI, a pH 8;
e 800 L de Milli-Q;

e 2yl de SDS a10%.

e diluir com agua Milli-Q até
perfazer o volume de 50 mL.

3.3.4.2 Ensaio Il

3.3.4.2.1 Fixacéo e hibridizagao

O ensaio Il decorreu de maneira similar ao ensaio | (3.3.4.1.1, 3.3.4.1.2). A alteragéo

introduzida neste ensaio foi a solugdo de lavagem, em que se adicionou 50 uL de SDS a 10%.

3.3.4.3 Ensaio lll

3.3.4.3.1Fixacao

As amostras utilizadas neste ensaio, foram obtidas no dia 4/12/01 e foram recolhidas do fundo
do reactor e da camada flutuante. Estas amostras foram impregnadas em parafina para posterior

corte do micrétomo.

A etapa de fixagdo decorreu de forma analoga ao ensaio | (3.3.4.1.1) utilizando 5 mL de
amostra. Para proceder a inclusdo em parafina, foi necessario desidratar as amostras previamente
fixadas. Estas foram colocadas nas seguintes solugdes alcodlicas, durante 5 minutos a 4 °C: duas
vezes em etanol 50% e em solugbes de ter-butanol-etanol-agua com as proporgdes 1:4:5, 2:5:3,

7:10:3, 10:9:0. Para facilitar a passagem das amostras, entre as diferentes solugdes, utilizaram-se
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cestos, que estdo descritos com mais pormenor no capitulo 4. Os cestos foram colocados numa
solugcdo de ter-butanol etanol absoluto (3:1), e seguidamente lavadas em ter-butanol. Todo o
processo foi realizado a uma temperatura cerca de 60° C, para minimizar a solidificagdo da
parafina. Colocaram-se os cestos em goblés e adicionaram-se 50 mL de ter-butanol seguido de 50
mL de parafina, tapou-se e deixou-se a 60 °C durante 3 horas. Colocou-se o cesto num goblé
novo e adicionou-se parafina por cima a 60 °C durante 1 hora. Esta etapa foi repetida duas vezes.
A biomassa foi colocada no molde colocando a cassete, onde foi vertida a parafina liquida. As
cassetes com as amostras foram cortadas por um micrétomo, com uma espessura de cerca de 5
um. As ténias de cortes, antes da montagem foram passadas numa solugéo alcodlica e passadas
num banho termostatizado com uma temperatura de 40 °C antes de se proceder a montagem da

lamina.

Para desparafinar as laminas, estas foram mergulhadas a 4 °C nas seguintes solu¢des durante

cerca de 2 minutos: duas vezes em xileno e por ultimo em etanol absoluto mais xileno (1:1)

3.3.4.3.2 Hibridizagéao

O procedimento foi o descrito, em 3.3.4.1.2, mas com um tempo de hibridizagdo de 5 horas.

3.3.4.4 Ensaio IV

3.3.4.4.1Fixacao e Hbridizacao

Este ensaio foi realizado com as mesmas amostras e da mesma maneira do que o ensaio llI

(3.3.4.3.1, 3.3.4.3.2), utilizaram-se as seguintes solugdes:

Solugéo de hibrizagéo (35%- formamida) Solugéo de lavagem

e 180 pL de 5M NaCL; e 1mLde 1M Tris/HCIl a pH 8;

e 20 uL de 1M Tris/HCI, a pH 8; e 700 puL de 5 M NaCl;

e 350 uL de formamida; e 500 uL de 0.5 M EDTA;

e 450 pL de Milli-Q; e 50 puL de SDS 10%;

e 2 ul de SDS a 10%. e diluir com agua Milli-Q até perfazer o

volume de 50 mL.

3.3.4.5Ensaio V

3.3.4.5.1Fixacao

A fixagdo obedeceu a mesmo método utilizado no ensaio Il (3.3.4.3.1) utilizando as mesmas

amostras.

3.3.4.5.2 Hibridizagéo
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Foram adicionados a amostra correspondente ao dia 4/12/01, 20 uL da solugéo de hibridizagao
(35%), e a amostra definida como granulos flutuantes, 50uL da solugao de hibridizagao (35%), e a
ambas foi adicionado 1uL de sonda, de Arc915 com uma concentracdo de 30ng/pL. Numa caixa
fechada e recoberta a aluminio, foram introduzidos os slides, colocando no fundo papel
humedecido com a restante solugao de hibridizagdo. Os slides foram imediatamente transferidos
para um forno de hibridizagdo a 46 °C durante 10 horas. Rapidamente os slides foram passados
da solugédo de hibridizacdo (35%) para a solucdo de lavagem com 100uL de 0.1% de DAPI,
deixando a incubar durante 20 minutos, num banho a 48 °C. Foi adicionado a amostra do reactor,
20uL da solugéo de hibridizagao (5%) e a amostra definida com de granulos flutuantes 50uL da
solucdo de hibridizagdo (5%), e a ambas foi adicionado 1uL de sonda, de Eub 338 com uma
concentragdo de 30ng/uL. Numa caixa fechada e recoberta a aluminio, foram introduzidos os
slides, colocando no fundo papel humedecido com a restante solugcéo de hibridizagdo. Os slides
foram imediatamente transferidos para um forno de hibridizagdo a 46 °C durante 10 horas.
Rapidamente os slides foram passados da solucdo de hibridizacdo (5%) para a solugdo de
lavagem com 100uL de 0.1% de DAPI, deixando a incubar durante 20 minutos, num banho a 48
°C. A solugao de lavagem foi removida com agua destilada a 4 ° C e os slides foram secos com ar
comprimido, cuidadosamente para ndo remover as células. Foram colocados nos slides, umas

gotas de vectashield, antes da imediata colocagdo da lamela, que posteriormente foi recoberta

com verniz.
Solugao de hibrizacao ( 5%- formamida) Solugao de lavagem
. 180 uL de 5M NaCL; e 1 mLde1M Tris/HCl a pH 8§;
. 20 uL de 1M Tris/HCI, a pH 8; e 6.3 mL de 5M NaCl;
. 50 pL de formamida; e 50 uL de SDS 10%;
. 750 pL de Milli-Q; e diluir com agua Milli-Q até perfazer o
. 2 puL de SDS a 10%. volume de 50 mL.

3.3.5 Observacao microscoépica

As imagens foram adquiridas com um microscépio Zeiss Axioscop (Oberkochen), acoplado a

uma camara fotografica Zeiss MC 100.
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3.4 Resultados e discussao

3.4.1Ensaiolell

Todas as amostras foram fixadas, logo que foram removidas do reactor para garantir que estas
nao sofriam qualquer tipo de alteragdo morfoldgica ou bioldgica. Segundo STAHL ET AL. (1995) a

fixagdo deve ser sempre realizada a fresco, nunca em amostras com mais de 24 horas.

Do ensaio | para o ensaio |l foi introduzido SDS, pois o uso de SDS melhora a intensidade do
sinal e reduz o ruido de background (STAHL ET AL.,1995). Esta solugédo foi mantida ao longo dos

restantes ensaios.

Nos ensaios | e I, seguiu-se um protocolo sem adigao de formamida, mas n&o se obtiveram
resultados, embora se tenha conhecimento que as bactérias metanogénicas estdo presentes na
biomassa em estudo. No entanto, ndo se conseguiu detectar a sua localizagdo, pois
provavelmente as sondas ndo conseguiram penetrar nos aglomerados em estudo. A sonicagéo

das amostras ndo melhorou a detecgéo.

3.4.2 Ensaio lll

Para ultrapassar o obstaculo referido anteriormente, procedeu-se a uma inclusdo em parafina
para se obter cortes da biomassa, com 10um de espessura. Segundo INGHAM ET AL. (1990), a
vantagem de usar secgbes em parafina em vez de usar as criostaticas, neste tipo de ensaio, é
devido a facilidade de lidar e cortar o material. As amostras podem ser guardadas, podendo ser
acumuladas, retirando-as ao longo de varios passos do processo. Sem referir que o material
necessario para manter e cortar as sec¢des criostaticas € bem mais caro, e o custo econémico

tém de ser levado em conta pois € sempre um passo limitante em analises de rotina.

Além da inclusdo em parafina, também se aumentou o tempo de hibridizagao de 3 horas nos
ensaios | e Il para 5 horas no ensaio lll e para 10 horas nos ensaios IV e V. Porque as amostras
provenientes de biofilmes ou agregados requerem tempos de hibridizagdo maiores (STAHL ET
AL.,1995).

O filtro de DAPI, revela o material genético presente na amostra (o DNA), que € visivel em

todos os ensaios.

No ensaio Il é possivel presenciar que o sinal do grupo arqueo é superior ao sinal do grupo
bactéria (Figura 3.4 (a,b,c)). As zonas reflectidas s&o diferentes sendo a percentagem maior

referente as bactérias.
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>
50u m

Figura 3.4 Resultados obtidos no ensaio Ill, do DAPI( a- reactor , d- granulos flutuantes), da sonda
Eub338 (b- reactor e- granulos flutuantes) e da sonda Arc915 (c- reactor f- granulos flutuantes).

Nos granulos definidos como granulos flutuantes (Figura 3.4 (d,e,f)), o maior sinal é igualmente
do grupo arqueo, mas a localizagdo é ligeiramente diferente. Existe um centro oco, que nao
contém material biolégico como podemos observar pela coloragdo com DAPI (Figura 3.4(d)), que
nao identifica qualquer tipo de material genético, nesta zona. Nao ha uma localizagao preferencial
do grupo arqueo e do grupo bactéria, estando ambos localizados ao longo de toda a estrutura

exceptuando o ja referido centro inactivo (Figura 3.4 (e,f)).
Ensaio IV

No ensaio IV, o sinal das arqueobactérias é relativamente melhorado com o aumento do tempo
de hibridizagao, assim como com a percentagem de formamida adicionada (Figura 3.5 (c,f)), no
entanto o sinal do dominio bactéria é bastante superior, comparativamente ao ensaio Il (Figura
3.5(b, e)).
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Figura 3.5 Resultados obtidos para o ensaio IV, do DAPI( a- reactor , d- granulos flutuantes), da
sonda Eub338 (b- reactor e- granulos flutuantes) e da sonda Arc915 (c- reactor f- granulos
flutuantes).

A distribuicdo parece ser similar a obtida no ensaio Ill. Na biomassa do fundo do reactor as
arqueobactérias estdo distribuidas pela biomassa (Figura 3.5 (c, f)), assim como nos granulos
flutuantes. No que respeita as bactérias, estas estao localizadas mais na periferia da biomassa do
reactor (Figura 3.5 (b)). Nos granulos flutuantes, o sinal das bactérias € quase inexistente (Figura
3.5 (e))

Ao observar as Figura 3.5 (b,c) repara-se que existem espagos comuns as arqueobactérias e
as bactérias, provavelmente devido ao sinal das archaeas ser tao intenso que reflecte sinal sob o
filtro das bactérias. Isto pode acontecer pelo facto das células poderem estar sobrepostas ou

muito juntas.

3.4.3 EnsaioV

No ensaio V, manteve-se uma hibridizacdo de 35% para as archaeas mas diminuiram-se a
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percentagem de formamida na hibridizacdo relativa as bactérias, obtendo-se neste ensaio um

aumento do sinal destas, o que n&o foi conseguido nos ensaios anteriores.

A abundancia de arqueobactérias (Figura 3.6 (c,f)) continua a ser significativamente superior a
das bactérias (Figura 3.6 (b,d)), mantendo o mesmo tipo de distribuicdo em toda a extensdo do

granulo (Figura 3.6 (c)).

Figura 3.6 Resultados obtidospara o ensaio V, do DAPI( a- reactor , d- granulos flutuantes), da
sonda Eub318 (b- reactor e- granulos flutuantes) e da sonda Arc915 (c- reactor f- granulos
flutuantes).
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3.5 Conclusao

Na optimizagcédo da técnica de FISH, com as sondas Arc915 e Eub318, aplicadas a biomassa

granular mesdfila pode-se concluir que:
e Aintroducdo do SDS melhora o sinal das sondas e reduz o background.

e A impregnagcdo em parafina e corte da amostra melhora significativamente a
penetragdo das sondas na biomassa.

e Este tipo de microorganismos necessita de um tempo de hibridizagdo elevado (10

horas).

e A percentagem de formamida 6ptima n&o € igual para as duas sondas. Para a do
dominio arqueo a percentagem ideal é a de 35%, e para o dominio bactéria € de 5 %

em formamida.

Nas hibridizacbes efectuadas foi possivel identificar e localizar bactérias e arqueobactérias em

agregados microbianos anaerdébios.
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4.Coloracao de lipidos

Sumario

Neste capitulo caracterizou-se biomassa anaerdbia granular proveniente dum reactor
alimentado com acido oleico. Os acidos gordos de cadeia longa como o acido oleico adsorvem na
biomassa impedindo a difusdo de substratos e produtos e exercendo um efeito altamente tdxico
para a biomassa acetogénica e metanogénica. Este trabalho consistiu na confirmagdo da
presenca de material lipidico assim como a visualizagcdo da localizacdo deste grupo quimico na
biomassa em causa, recorrendo a técnicas histolégicas.
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4.1 Introducao

Os lipidos comegaram por ser definidos como “substdncias gordurosas que ocorrem
naturalmente, sendo insoluveis em agua, e soluveis em solventes organicos. Loverm em 1955

redefiniu os lipidos como possiveis derivados de acidos gordos (HIGH, 1984)

Os lipidos mais complexos sdo compostos por ésteres de acidos gordos ligados a alcoois,
como o glicerol podendo também ser ésteres ligados a determinadas bases por meio de ligagdes
amino (WEIL, 1983). Sdo um grupo quimico com uma consideravel variagdo na sua estrutura e na
sua actividade. Até recentemente estes compostos foram dificeis de manipular com as técnicas
histologicas, pelo que, neste campo o desconhecimento sobre este grupo quimico € ainda

elevado.

Durante a 12 etapa do processo de degradagédo anaerdbia de compostos lipidicos (hidrdlise)
cerca de 93 a 96% da carga organica € mantida na forma de acidos gordos de cadeia longa
(AGCL). A aplicagao de reactores anaerobios de manto de lamas granulares ao tratamento de
aguas residuais com lipidos, & problematica porque além dos AGCL serem altamente téxicos para
as bactérias acetogénicas e metanogénicas envolvidas no processo, também adsorvem nos
agregados de biomassa, tornando-os leves e flutuantes, o que pode conduzir a sua lavagem do
reactor. Em estudos prévios foi reconhecida a importancia da adsorcdo dos AGCL na biomassa
anaerobia (ALVES ET AL., 2001, PEREIRA ET AL., 2001A, PEREIRA ET AL., 2001), tendo em vista a sua

posterior metanizacgéo.

O primeiro passo da histoquimica foi dado sensivelmente ha 170 anos atras quando
Rrenchmam Respail usou o iodo para colorir e identificar o amido. Desde este primeiro passo até
aos dias de hoje as técnicas histolégicas evoluiram, sendo hoje largamente utilizadas na
identificacéo e localizagdo de varios compostos nas mais diversas amostras e nos mais variados

campos de aplicagdo (HIGH, 1984).

Quando se pretende estudar biomassa anaerdbia do ponto de vista histolégico depara-se com
duas dificuldades basicas: a primeira, € o facto dos granulos constituirem na sua maioria
estruturas opacas, que nao podem ser estudadas ao microscépio no seu estado natural e a

segunda dificuldade consiste na falta de contraste entre os componentes que se querem observar.

No primeiro caso a dificuldade pode ser ultrapassada reduzindo as estruturas a cortes
suficientemente finos para que sejam transparentes. A segunda dificuldade pode ser ultrapassada

com auxilio de corantes selectivos.

A preparagdo do material biolégico para observacdo microscépica € morosa, correndo 0 risco
das enzimas celulares destruirem parte das estruturas que se pretendem observar. Para impedir
este processo procede-se em primeiro lugar a chamada fixagdo. Esta € uma etapa que envolve
uma série de reacgdes quimicas que tém como objectivo evitar a autdlise das células assim como

o ataque bacteriano da amostra. Os tecidos fixados ndo devem mudar de forma ou de volume nas
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etapas seguintes (HIGH, 1984, HopwooOD, 1994).

Os melhores agentes fixantes sdo o tetroxido de 6smio e o acido crémico, mas no entanto
estes dois compostos, alteram radicalmente a reactividade dos lipidos, podendo mesmo alterar a
sua estrutura. Em geral as solugbes fixantes usadas para fixar as células com lipidos séo
compostas por aldeidos, sendo normalmente utilizado o formaldeido. Outro fixador possivel € o
cloreto de mercurio, embora também reaja com certos lipidos insaturados. Este fixador penetra
muito mal nos tecidos provocando um encolhimento dos mesmos e normalmente é usado em
conjunto com outro agente fixador, normalmente um aldeido. Na fixacdo podem-se perder lipidos.
Segundo HopPwooOD (1994), ao utilizar na etapa da fixagdo solugdes que contenham o cloreto de
mercurio e o dicromato de potassio € mais provavel que se preservem os lipidos, havendo, no

entanto as desvantagens acima mencionadas.

A seguinte etapa, denominada por desidratacdo permite a remogao da agua dos tecidos, pela
passagem do material por solugbes alcodlicas de concentragédo crescente. Nesta etapa € possivel
que os lipidos sejam lavados das células. Para minimizar este efeito esta etapa, devera ser a mais
curta possivel, e realizada a uma temperatura de 4°C (SANDERSON,1994). De seguida procede-se
a etapa de diafanizagéo ou clareamento onde se faz uma substituicdo do alcool por um composto
que seja capaz de funcionar como veiculo do material de inclusdo (parafina). Esta substancia

deve ser miscivel com a parafina (http:///business.fortunecity.com).

Seguidamente faz-se a impregnag¢ao, onde o agente diafenizante é substituido pela parafina
liqguida, dando-se por ultimo a inclusdo do material na mesma. Este processo tém por fim
endurecer os tecidos, para que seja possivel executar cortes finos do material. Se a inclusao
estiver bem feita, apés cada movimento da Iamina do micrétomo sai um corte e 0 que se segue vai
colar-se ao anterior pela aresta vizinha de forma que se constituem assim fitas ou ténias de
cortes. Uma vez obtidas as ténias, procede-se a coloracdo (HIGH,1994, http./business.

fortunecity.com).

Na coloragao torna-se necessario remover parafina e re-hidratar os cortes, sendo a sequéncia
utilizada a inversa da inclusdo. A coloragdo depende da afinidade entre o corante e o tecido
devido a forgas de atracgdo como ligagbes hidrofébicas, interacgbes reagente - reagente, ou
devido a interacgbes reagente - tecido como é o caso das forgas de Van der Waals, atracgéo de

coulomb, pontes de hidrogénio ou ligagdes covalentes.(HIGH,1994).

O termo “gordo” ndo tém qualquer significado estrutural mas no entanto o estado fisico do
lipido a analisar € de maior importancia, sendo o seu ponto de ebuligdo determinante da sua
reaccao com um grande grupo de corantes organotropicos. Este aspecto esta relacionado com o
comprimento da cadeia e com o grau de saturagéo dos seus constituintes de acidos gordos (HIGH,
1994).

Os corantes mais utilizados na coloracao dos lipidos s&o o dleo vermelho e o negro de Sudéo.
B O dleo vermelho é ligeiramente soluvel em solventes orgéanicos, e insoluvel em agua. A

coloragéo obtida por este corante é mais nitida do que com qualquer um dos corantes de Sudéo.

81



4. COLORAGAO DE LiPIDOS

O negro de Sudéo B tém uma estrutura ligeiramente diferente do 6leo vermelho, pois possui
grupos amino. O negro de Sudao é um corante basico e ira combinar-se com grupos acidos por
isso também € mais vantajoso na identificagdo de fosfolipidos e do colesterol, tém uma

solubilidade similar ao 6leo vermelho e cora lipidos neutros por preferencial adsorgao.

Estes corantes actuam por difusdo simples nas gotas lipidicas, onde sdo mais sollveis que no

meio alcodlico onde se encontravam solubilizados (HOROBIN, 1994).

O melhor solvente para os corantes € etanol a 70%, embora alguns lipidos neutros possam ser

extraidos, mas esta perda é minima (HIGH, 1994).

Com esta técnica é impossivel distinguir entre as diferentes subclasses de lipidos, podendo
apenas distinguir entre lipidos hidrofébicos e hidrofilicos. O poder adsorvente dos lipidos é
relacionado com a temperatura e o estado fisico dos mesmos, sendo maximizado a uma
temperatura préxima do seu ponto de fusdo, s6 podendo ser corados os lipidos que sejam liquidos
ou semi liquidos a temperatura ambiente. Os lipidos sélidos ou cristalinos ndo sdo corados. Os
lipidos ndo conjugados como € o caso dos acidos gordos, sdo compostos hidrofébicos, com

afinidade para os corantes organotrépicos (HIGH E LAKE, 1994).

As interacgdes mais importantes envolvidas na coloragdo dos lipidos, sdo as ligagdes
hidrofobicas e as interacgbes solvente — solvente (HOROBIN, 1994). A coloragdo pelo preto de
Sudao é um simples processo de particdo em que o corante € mais solivel nos tecidos com
lipidos do que no préprio solvente (HIGH E LAKE, 1994). No entanto segundo BANCROFT (1989), no
caso dos corantes de Sudao existem evidéncias de que a absorcao fisica pode ter um papel

importante.
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4.2 Objectivos

O objectivo do estudo realizado neste capitulo foi a aplicagdo, de técnicas histologicas para a
visualizagdo dos lipidos presentes em agregados microbianos anaerobios. Os agregados
microbianos utilizados neste estudo foram provenientes de um reactor de manto de lamas de fluxo
ascendente de leito expandido, alimentado com acido oleico. Dos objectivos inerentes a este
trabalho também consistiu a optimizacdo do método escolhido para a identificagdo do material
lipidico, a escolha do melhor corante para este grupo quimico, assim como a comparagao da

analise de duas amostras provenientes de etapas diferentes da operagao do reactor laboratorial.
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4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Proveniéncia das amostras analisadas

As amostras utilizadas neste estudo foram recolhidas de um reactor anaerdbio de manto de
lamas de fluxo ascendente de leito expandido (EGSB — acronimo de “Expanded Granular Sludge
Bed”) de 10 litros, alimentado com concentragdes crescentes de oleato, entre 2 e 8 g CQO/L. A
operagao deste reactor ja foi referida anteriormente no Capitulo 2.3.1.2 — Ensaio de
desgranulagao. A operagao deste reactor é parte do trabalho de doutoramento de Alcina Pereira,
estando detalhadamente descrita em PEREIRA ET AL. (2001A). Nos primeiros 70 dias a alimentagao
foi constituida por leite magro (50% de CQO) e acido oleico (50% de CQO). A partir do dia 70 e
até ao final (dia 219), a fonte de carbono alimentada foi somente o acido oleico. O inoculo foi
biomassa granular, proveniente de um reactor UASB de uma industria cervejeira. Para cada
concentragdo de acido oleico, foram recolhidas amostras no fundo e no topo do reactor. As
amostras do topo representavam granulos que haviam migrado do fundo devido a adsorgéo de
AGCL. A matéria adsorvida nos agregados de biomassa foi quantificada indirectamente incubando
a biomassa em frascos fechados a 37 C e 150 rpm, apds 2 lavagens e centrifugagdes sucessivas
com um tampao anaerébio e sem a adicao de qualquer fonte de carbono. Nestas experiéncias
houve uma produgéo de metano correspondente a degradacao anaerdbia da matéria adsorvida e
quantificou-se a taxa maxima de producado de metano (mL CH,/gSSV.dia) e o plateau da curva,
correspondente a maxima producao total de metano acumulada no frasco. Na Figura 4.1 (a) esta
representada uma curva referente ao ensaio com a biomassa obtida no dia 162 (carga organica
de oleato = 6 g CQOJ/L.dia, TRH=1 dia), onde se evidencia a maior quantidade de metano

produzido na amostra recolhida no topo de reactor, em relagdo a amostra recolhida no fundo.
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Figura 4.1 — Resultados obtidos nos testes em reactor fechado para as amostras recolhidas no
fundo (4 ) e no topo do reactor (®) (a) dia 162. (b) dia 219.

Na Figura 4.1 (b) esta representada uma curva referente ao ensaio com a biomassa obtida no

dia 219 (carga orgénica de oleato = 8 g CQO/L.dia, TRH=1 dia), onde se evidencia uma
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significativa diminuicdo da produgao de metano, relativamente ao periodo anterior, provavelmente

devido a fenémenos de inibigao.

Num trabalho realizado por PIRES ET AL. (2001) em que se extraiu a matéria adsorvida e se
analisou por cromatografia gasosa, verificou-se que esta era constituida essencialmente por acido
palmitico, o que ja tinha sido anteriormente sugerido por PEREIRA ET AL. (2001) e por ALVES ET
AL.(2001).

4.3.2 Preparagcao de amostras para a coloragao |

Neste ensaio foi analisada a amostra relativa ao dia 162. Para obter uma secg¢ao sem lipidos
como termo de comparagao ou ensaio em branco, procedeu-se inicialmente a uma deslipidizagao
(remocédo dos lipidos). A maioria dos lipidos pode ser extraida através de um tratamento com
cloroférmio e metanol (2:1) em 1% de &cido cloridrico. O &cido cloridrico foi incluido para romper
as ligacdes lipoproteicas. Juntaram-se 4% de agua, para remover os fosfolipideos (HIGH, 1984). A

amostra ficou em contacto com esta solugdo durante uma hora a temperatura ambiente.

4.3.2.1 Fixagédo

O procedimento de fixagao foi efectuado para a amostra com e sem o pré-tratamento de
deslipidizagao. A solugao fixadora foi composta por, 90 % de etanol a 70%, 5% de acido acético e
5% de formalina durante 12 horas a 4 °C. Na Figura 4.2 esta representada uma fotografia dos

cestos utilizados para a transferéncia da biomassa entre as solu¢des de trabalho (CLARCK, 1981).

Figura 4.2 Cesto utilizado para a transferéncia da biomassa entre as solugbes de trabalho.

4.3.2.2 Desidratacdo

As amostras previamente fixadas foram colocadas nas seguintes solugdes alcodlicas, durante
5 minutos a 4 C: duas vezes em etanol 50% e em solugdes de ter-butanol-etanol-agua com as
proporgdes 1:4:5, 2:5:3, 7:10:3, 10:9:0, 3:1:0. Por fim realizaram-se duas lavagens em ter-butanol
(CLARCK, 1981).

4.3.2.3 Impregnacéao

Todo o processo foi realizado a uma temperatura cerca de 60° C para minimizar a solidificagdo

da parafina
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Colocaram-se os cestos contendo as amostras em goblés e adicionaram-se 50 mL de ter-
butanol seguido de 50 mL de parafina. Apds tapar o recipiente, deixaram-se a 60 °C durante 11
horas. No final deste tempo, retira-se o cesto do goblé e coloca-se noutro goblé, vertendo parafina
por cima e deixando 1 hora a 60 °C. Este processo permite remover o ter-butanol do meio de

impregnacao e é realizado duas vezes.

4.3.2.4 Inclusao

A biomassa foi retirada do cesto e inserido na parte central do molde (Figura 4.3 (a)) colocando

por cima a cassete (Figura 4.3 (b)), onde foi vertida a parafina liquida limpa até cobrir.

Figura 4.3 Imagem do molde (a) e das cassetes (b) utilizadas neste ensaio

4.3.2.5 Corte

Apos solidificacdo, as cassetes com as amostras foram cortadas por um micrétomo (Figura
4.4), com uma espessura de cerca de 5 um. Antes da montagem, os cortes foram passados por
uma solugdo alcodlica (Figura 4.4 (b)) e seguidamente colocadas num banho de agua
termostatizado a 40.°C Figura 4.4 (c). Por ultimo, os cortes sao apanhados do banho com laminas

de vidro, onde se fixam naturalmente, sendo posteriormente secos a temperatura ambiente.

Figura 4.4 Microtomo (a), Solugao alcodlica (b) e banho termostatizado (c)

4.3.2.6 Desparafinagao

As laminas foram mergulhadas a 4 °C nas seguintes solugdes durante cerca de 2 minutos:
duas vezes em xileno puro e por ultimo numa solugéo de etanol absoluto e xileno (1:1).
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4.3.2.7 Rehidratagcao

As laminas foram mergulhadas a 4 °C cerca de 2 minutos em solugbes com concentragdes

decrescentes de etanol (etanol absoluto, etanol 96% e etanol 86%).

4.3.2.8 Coloragao

4.3.2.8.1 Negro de Sudao B

Duas laminas com cortes da amostra e duas Idminas com cortes da amostra sem lipidos, foram
mergulhadas em etanol a 70% durante 2 minutos e de seguida foram mergulhadas numa solugéo
de negro de Sudéo B em 70% etanol (1 g em 100 mL) durante 2 horas (HIGH E LAKE, 1994).

4.3.2.8.2 Oleo vermelho

Duas laminas com cortes da amostra e duas laminas com cortes da amostra sem lipidos foram
mergulhadas em etanol a 70% durante 2 minutos e de seguida foram mergulhadas numa solugéo

de o6leo vermelho em 70% etanol (1 g de corante em 100 mL) durante 2 horas (HIGH E LAKE, 1994).

4.3.3 Preparag¢ao de amostras para a coloragao ll:

Neste ensaio foi utilizada uma amostra de biomassa do topo do reactor referente ao dia 219 de
operacgao (ver perfil de producdo de metano desta amostra na Figura 4.1 (b)). Foi usado o mesmo
método ja descrito. Como ensaio em branco (amostra sem lipidos) utilizou-se uma amostra de
biomassa anaerdbia granular proveniente de um reactor do tipo manto de lamas para o tratamento
de efluente duma industria cervejeira. E esperado que esta biomassa granular, dadas as
caracteristicas do efluente industrial que tratava, nio tivesse uma camada lipidica externa tao
evidente como a das amostras do reactor laboratorial. O reactor laboratorial foi inoculado com esta

biomassa.

4.3.4 Preparagao de amostras para a coloragao lll

Neste ensaio foram utilizadas as duas amostras de biomassa atras ja referidas (dia 162 e dia
219) e como controlo foram também utilizados os granulos do reactor industrial da cervejeira.
Como a etapa de fixagdo pode ser critica para a preservacdo dos lipidos, optou-se por testar a

fixagao proposta por HOPWOOD (1994).

4.3.4.1 Fixagao

Foram colocados 10 mL de cada amostra nos cestos em contacto com a solugéo fixadora. A
solucéo fixadora cujo o nome técnico é Elftma’s Fluid foi composta por cloreto de mercurio (5 g),
dicromato de potassio (2.5 g), em agua até perfazer um volume de 100 mL. Esta etapa durou

cerca de 3 dias a temperatura ambiente (HoPwooD, 1994).
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4.3.4.2 Desidratacao, Impregnacao Inclusao e Corte

Estas etapas foram realizadas de acordo com os métodos ja descritos anteriormente nos
pontos 4.3.2.2,4.3.2.3,4.3.2.4 € 4.3.2.5.

4.3.4.3 Desparafinagao

Mergulharam-se as laminas a 4°C nas seguintes solu¢des durante 2 minutos cada: duas vezes

em xileno e numa solugéo de etanol absoluto e xileno (1:1).

Devido a utilizagdo da solugao fixador de cloreto de mercurio houve necessidade de remover
alguns precipitados negros de mercurio, lavando as laminas em solu¢do de iodo (0.5%) em etanol
70% durante 15 minutos. As laminas foram passadas em agua, em 5% (p/v) de tiossulfato de

sodio durante 5 minutos e por fim lavadas em agua corrente (HOPwOOD, 1994).

4.3.4.4 Rehidratacao e Coloragcao

Estas etapas foram executadas de acordo com os métodos ja descritos nos pontos 4.3.2.7 e
4.3.2.8.

4.3.5 Observagao microscépica

As imagens das amostras coradas com o negro de Suddo B foram obtidas com um
microscopio Zeiss Axioscop (Oberkochen) campo claro, acoplado a uma camara fotografica Zeiss
MC 100. As amostras coradas com o 6leo vermelho foram visualizadas no mesmo microscépio e

também no microscépio Diaphot 300 Nikon (Nikon Corporation, Tokyo).
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4.4 Resultados e discussao

As fotografias apresentadas sao demonstrativas das amostras analisadas. Neste estudo
deveria ter-se procedido a fixacdo das amostras imediatamente apds a sua recolha do reactor.
Apesar de ser reconhecido que a biomassa anaerdbia preserva a sua actividade metanogénica a
4-°C, a sua estrutura podera ser alterada. Por outro lado a degradagéo da matéria adsorvida a 4°C
€ detectada devido a formacgéo de biogas nos frascos de armazenamento, o que até pode ser um

aspecto interessante a investigar futuramente.

O acido oleico € um acido gordo insaturado com 18 carbonos, com um ponto de fusdo de 64
°C. O acido palmitico € um acido gordo saturado com 16 carbonos, com um ponto de fusdo a 14
°C. Estes acidos gordos de cadeia longa sao hidrofébicos, e por esta razao impossiveis de
distinguir por técnicas histoldgicas. De qualquer modo o objectivo deste estudo era aplicar e
adaptar técnicas histolégicas a agregados de biomassa anaerdbia no sentido de localizar nestes
matéria lipidica adsorvida, considerando como matéria lipidica os acidos gordos de cadeia longa

acima referidos.

4.4.1Coloragao |

Os lipidos ndo podem ser classificados pelas suas propriedades 6pticas mas é vantajoso por
vezes ver as amostras com luz polarizada depois de coradas com 6leo vermelho horas (HIGH E
LAKE, 1994). Neste ensaio efectuou-se esta visualizagdo ndo tendo sido observado nenhum grau
de diferenciacao a nivel de cor ou de intensidade de cor, pelo que n&o sdo apresentadas as fotos
correspondentes. Na Figura 4.5 estdo apresentadas as fotografias obtidas no ensaio de coloragéo

I, obtidas com o corante negro de Sudéo.

Pela observagédo da Figura 4.5 (a) detecta-se a presenca de zonas coradas a preto, preto-
azulado e bronze. Nao ha uma localizagao definida das regides coradas na estrutura observada.
Além disso ao contrario do esperado a parte central apresenta-se corado ou pelo menos com um
aspecto semelhante a regides mais periféricas. A hipétese de que a matéria lipidica se encontra
essencialmente na camada exterior ndo pode ser confirmada com base nesta foto. E interessante
observar que ha uma tendéncia de organizagao circular em camadas, que esta de acordo com o
descrito por GUIOT ET AL. (1992) e por FANG (1997) em relagdo a organizagao da estrutura dos
granulos anaeroébios. Na Figura 4.5 (b) pode ver-se a mesma amostra com maior ampliagcéo e na
Figura 4.5 (c, d) um aspecto da mesma biomassa na forma dispersa. De referir que no reactor
laboratorial ocorreu um processo gradual de desgranulagdo que esta bem descrito em AMARAL ET
AL. (2001), devido a crescente concentragdo de oleato de sodio na alimentacdo. Este processo foi
referido anteriormente no Capitulo 2. Assim, o aparecimento de formas de biomassa granulares e
dispersas é facilmente explicado. Relativamente a coloragcao nestas formas mais dispersas a

localizagao das regides coradas € aleatdria, como era esperado.
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Figura 4.5 — Resultados obtidos nos ensaios de coloragao I. Amostras (a, b, c, d) e controlos (e, f).

Na Figura 4.5 (e, f) estdo representadas fotos obtidas na coloragdo da amostra do controlo que
sofreu a deslipidizagdo. Nao ha uma evidéncia clara de que este tratamento para remover os
lipidos tenha funcionado, ja que ha também uma regido corada bem localizada na superficie

exterior da estrutura microbiana.

4.4.2 Coloragio I

Na Figura 4.6 estdo apresentadas as fotografias obtidas no ensaio de coloragéo Il onde se

usou o negro de Sudao (a, b, c) e o 6leo vermelho (d, €, f).
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Figura 4.6 Resultados obtidos nos ensaios de coloragao Il. Coradas com negro de Sudao (a —
amostra, b e ¢ — controlo). Coradas com 6leo vermelho (d, e —amostras e f — controlo).

Pela comparagao entre a Figura 4.6 (a) e a Figura 4.6 (d) é possivel concluir que na coloragao
com o oleo vermelho se distingue uma zona exterior corada que podera corresponder a camada
lipidica exterior. A foto da amostra corada com o negro de Sudao nao permite concluir o mesmo,
apesar de esta foto n&o ter as melhores condigbes de visualizagao.

Ao observar os granulos corados em qualquer um dos métodos com os dois corantes, observa-
se a mesma estrutura e as mesmas zonas sdo coradas, no centro do granulo. E interessante
observar a zona oca no interior do granulo da Figura 4.6

FORSTER E QUAMBY (1995), analisaram histologicamente granulos provenientes de reactores
UASB, alimentados com 6leo de palma, concluindo que na biomassa granular utilizada, os lipidos

estio dispersos por toda a seccdo. Estes autores utilizaram para a coloragao dos lipidos, o negro

91



4. COLORAGAO DE LiPIDOS

de Sudao, mas nao apresentam fotografias representativas das amostras coradas.

A biomassa granular, utilizada é constituida por granulos anaerobios que tém na sua
constituicdo bactérias metanogénicas. A maioria das bactérias metanogénicas tem como
constituintes da parede da membrana, lipidos polares (WHITMAN ET AL, 1992). Os lipidos chegam a
constituir, cerca de 5% do peso seco das arqueobactérias (SPROTT,1992). Estas bactérias, tem
inclusive como seus constituintes acidos gordos, embora de baixo nivel, cerca de 1 a 10% da
fracgdo de lipidos polares é na sua maioria constituida por C15 a C8 (JONES ET AL,1987). Devido
ao processo de digestdo anaerdbia descrito no capitulo 1, estas bactérias ocupam a zona central
da biomassa. O que pode implicar que a zona central corada dos granulos da industria cervejeira
seja devido a presengca das bactérias metanogénicas que pertencem ao dominio das

arqueobactérias.

4.4.3 Coloragao lll:

Na coloragdo das amostras do ensaio Ill, com o negro de Sudéo (Figura 4.7 (a,b)) n&do se
observa a camada envolvente corada, mas no entanto o interior da biomassa apresenta um
aspecto semelhante aos granulos utilizados no ensaio controlo (Figura 4.7 (a)). Este aspecto pode
ser explicado, tendo em consideragao que esta amostra € na realidade o inoculo apdés um periodo
de operacdo com o oleato, sendo composta por biomassa granular com o oleato adsorvido. Na
amostra retirada do dia 219 (Figura 4.7 (b, f)) esta estrutura ndo se mantém, pois segundo AMARAL
ET AL (2001), com o aumento da concentragdo de acido oleico, a biomassa tende a desgranular,
como ja foi referido este aspecto sera descrito com mais pormenor no capitulo 5. Estas amostras
(Figura 4.7 (b, f)) ndo apresentam uma estrutura organizada por camadas similar & do ensaio
controlo, porque naturalmente a desagregacao da biomassa ja tera iniciado. A coloragéo obtida
para o ensaio controle (Figura 4.7 (c)), ndo apresenta qualquer diferenga em relagédo a coloragéao

obtida para o ensaio anterior (Figura 4.6 (b, c)).

Nas coloragbes obtidas para as amostra com o 6leo vermelho (Figura 4.7 (d,e e f),a camada
envolvente esta presente. A semelhanga do que foi descrito para a coloragdo com o negro de
Sudao, a amostra referente ao dia 219 (Figura 4.7 (d,e), perdeu a estrutura granular. A coloragao
obtida para o ensaio controle, (Figura 4.7 (g)) também nao apresenta qualquer diferenca da

coloracao obtida para o ensaio anterior (Figura 4.6 (f)).

Nas técnicas de histologia classica, os lipidos podem ser largamente removidos na preparagéo
das amostras. Por vezes, a remoc¢ao destes das amostras comeca logo na fixagéo tradicional, a
nao ser que algumas precaucgdes sejam tomadas, o que foi o caso destes ensaios. Podem ser
removidos igualmente das amostras na desidratagdo com os éalcoois. Para preparar a inclusdo em
parafina, € necessario trabalhar a uma temperatura superior ao ponto de fusdao da mesma,
superior aos 60 °C, o que pode ter implicado que os lipidos presentes com um ponto de fusao
inferior, tenham passado ao estado liquido durante esta etapa, impossibilitando a sua coloragao.

Por isso seria ideal, numa futura abordagem preparar as amostras em ambiente criogenico

Para ndo existir uma perda dos lipidos ao longo do processo tradicional é quase sempre
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necessario a utilizagdo de secgdes criostaticas pois a rotina da parafina remove quase todos os

lipidos menos as ligagdes lipoproteicas (HIGH,1994).

Figura 4.7 Resultados obtidos nos ensaios de coloragéo lll. Coradas com negro de Sudéao (a —
amostra dia 162, b — amostra 219 e c— controlo). Coradas com dleo vermelho (d, e —amostra dia
162, f —amostra dia 219 e g —controlo)
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4.5 Conclusao

Os resultados preliminares obtidos com a coloragao dos lipidos das secgbes dos agregados

microbianos anaerdbios permitiram obter as seguintes conclusdes:

Dos dois corantes organotrépicos utilizados o mais indicado para estas amostras € o d6leo
vermelho. Embora provavelmente algum material lipidico tenha sido perdido durante o processo
de identificagdo, ainda assim foi possivel identificar uma zona corada na periferia dos agregados.
E de realcar que além do material lipidico envolvente foi possivel identificar zonas centrais
coradas, essencialmente nos ensaios em controlo, podendo indicar que o centro da biomassa
anaerdbia é composto por bactérias que contém lipidos na sua constituicdo ou que por algum

motivo o corante se fixou nesta zona.
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A analise de imagem permitiu quantificar alteragdes morfolégicas e de tamanho em consércios
microbianos anaerdbios durante processos de granulagdo e de desgranulagdo. Mediu-se a area
média dos agregados e a area média de trés gamas de tamanho de agregados. Foi possivel
determinar a fraccdo em numero de cada uma das gamas de tamanho ao longo do processo e
avaliar o aumento em numero da fraccdo de maiores tamanhos. Verificou-se que havia uma
selecgdo de particulas de tamanhos grandes dentro do reactor, por comparagéo entre o tamanho
médio dos agregados grandes no reactor € na purga. Pela razdo entre o comprimento total de
filamentos livres e a area dos flocos foi possivel monitorizar o estado de agregagédo da biomassa

de uma forma quantitativa ao longo do processo.

Foi dada especial importadncia a quantificacdo e minimizagcdo de erros introduzidos nos
resultados obtidos para os pardmetros morfolégicos devidos a diluicdo das amostras. Concluiu-se
que a diluicdo 6ptima a realizar nestes ensaios ndo depende s6 da concentragao da biomassa
mas também das caracteristicas (tamanho e estrutura) da mesma. Foi identificada a importancia
do método de recolha das amostras do reactor para estudos deste tipo, tendo este método sido

optimizado.

A andlise qualitativa de imagens obtidas por microscopia electronica de varrimento permitiu
observar alteragbes da populagdo bacteriana ao longo do processo de granulagdo e também

antes e apos o fendmeno de desgranulagéo.

Com a diminuigdo do tempo de retenc¢do hidraulico e consequente aumento da carga organica
a biomassa comegou a apresentar caracteristicas diferentes. Nos inéculos utilizados ja se
encontravam bactérias filamentosas que poderiam ser do género Methanosaeta, mas sob a forma
de bastonete. Com a maturagcido da biomassa, estas sao substituidas por bactérias filamentosas.
Durante o processo de granulagdo, também se detectaram bactérias semelhantes a
Methanosarcina. Num estado granular, as bactérias do género Methanosarcina deixam de ser tao

evidentes na superficie da biomassa.

Nas hibridizagbes com sondas genéticas foi possivel identificar e localizar bactérias e
arqueobactérias em agregados microbianos anaerébios. Na optimizagcédo da técnica de FISH, com
as sondas Arc915 e Eub318, aplicadas a biomassa granular mesdfila pode-se concluir que a
troducdo do SDS melhora o sinal das sondas e reduz o “background”, a impregnacgéo em parafina
e corte da amostra melhora significativamente a penetragdo das sondas na biomassa, que este
tipo de microorganismos necessita de um tempo de hibridizagdo elevado (10 horas) e que a

percentagem de formamida 6ptima néo é igual para as duas sondas. Para a do dominio arqueo
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(Arc915) a percentagem ideal é de 35%, e para o dominio bactéria (Eub338) é de 5 % em

formamida.

Os resultados preliminares obtidos com a coloragéo dos lipidos das secg¢des dos agregados

microbianos anaerdbios permitiram retirar as seguintes conclusées:

Dos dois corantes organotropicos utilizados (negro de Sudéao e 6leo vermelho) o mais indicado
para estas amostras € o 6leo vermelho. Embora provavelmente algum material lipidico tenha sido
perdido durante o processo de identificagao, ainda assim foi possivel identificar uma zona corada
na periferia dos agregados. As técnicas histolégicas poderao ser exploradas a nivel de localizagao

de outros componente tais como polissacaridos e proteinas.
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