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RESUMO

PESSIN, N. Avaliagdo de uma metodologia para obten¢do de fungos anaerdbios
celuloliticos a partir de amostras provenientes de dois ecossistemas distintos:
ramen e aterro. Sdo Carlos, 1997. 168 p. Dissertagdo (Mestrado) - Escola de
Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

O presente trabalho visou avaliar uma metodologia para obtengdo de fungos
anaerobios celuloliticos a partir de amostras provenientes de ecossistemas
anaerdbios. Neste sentido, foram estudados inéculos de dois sistemas, um de
procedéncia do conteido ruminal de bovino, ¢ outro procedente de amostras de
residuo solido aterrado. As atividades relacionadas com o estudo do in6culo ruminal
foram desenvolvidas no Laboratorio de Processos Anaerdbios-SHS-EESC-USP, a
partir da coleta de amostras do ramen de um animal bovino abatido em Araraquara-
SP. As amostras de residuo sélido aterrado foram obtidas no aterro sanitario de S#o
Giacomo no municipio de Caxias do Sul, sendo que as atividades envolvendo este
indculo foram desenvolvidas no Laboratério de Saneamento-DENQ da Universidade
de Caxias do Sul. Através dos ensaios de enriquecimento e isolamento realizados
com amostras provenientes do conteddo ruminal de bovino verificou-se o
desenvolvimento de fungos anaerdbios, nas condi¢des empregadas neste estudo.
Nestes ensaios, foram detectadas estruturas de crescimento de fungos anaerdbios
semelhantes ao género Neocallismatix sp. Nos cultivos realizados a partir do
enrniquecimento de amostras de residuo sélido aterrado, apos sua solubilizagio, ndo
foi detectado o desenvolvimento de fungos anaerdbios. Este fato pode estar
relacionado a intimeras interferénias, entre as quais, a presenga de substincias
toxicas no aterro sanitario, grau de umidade, tempo de aterramento € nimero de
amostras estudadas.

Palavras-chaves: fungos anaerdbios, rimen, aterro sanitario, degradacio de residuos
celuldsicos.



ABSTRACT

PESSIN, N. Evaluation of a methodology for obtaining cellulolitic anaerobic fungi
from samples derived from anaerobic microbial ecosystems: the rumen and
landfill S8o Carlos, 1997. 168 p. Dissertation (Master Degree) - Escola de
Engenharia de Sido Carlos, Universidade de Sédo Paulo.

The aim of this dissertation was to evaluate a methodology for obtaining
cellulolitic anaerobic fungi from samples denived from anaerobic microbial
ecosystems. For that, inocula from two systems were obtained: one from rumen of
bovine, and the other from solid waste filling. Activities related to the study of the
inoculum of rumen were developed at the Laboratory of Anaerobic Processes - SHS-
EESC-USP, from sampling of rumen of a bovine slaughtered in Araraquara - SP.
Samples of solid waste were obtained from S3o Giacomo landfill in Caxias do Sul,
and activities involving this inoculum were performed at the Sanitation Laboratory-
DENQ at Universidade de Caxias do Sul. By means of enrichment and isolation
experiments performed in rumen samples, it was possible to detect the development
of anaerobic fungi in the conditions employed in this study. In these experiments,
growth structures of anaerobic fungi similar to Neocallismatix sp were detected,
described in literature (ORPIN, 1975; BARR et al., 1989). On the other hand, in
cultures of enrichment of solid waste filling samples after solubilization, the
development of anaerobic fungi was not detected. This fact may be related to
different types of interference, among which it was possible to indicate the presence
of toxic substances in the landfill, humidity rate, filling time and number of samples
analyzed.

Key-words: anaerobic fungi, rumen, sanitary landfill, cellulosic waste degradation.



1. INTRODUGAO

Os residuos solidos produzidos no dmbito urbano e rural caracterizam-se
como o resultado diario da atividade humana. O processo de produgdo de residuos
nos centros urbanos € considerado um fendmeno irreversivel, pois os mecanismos
intrinsecos ao processo de geracdo estdo intimamente associados aos fatores
propulsores do desenvolvimento urbano, como o aumento populacional e o intenso
processo de industrializagdo da sociedade em geral. Deve-se considerar que o
aumento populacional se reflete diretamente na ativag@o da produgdo industrial, ¢ a
geragdo de residuos é€ inevitavelmente incrementada. Com isto, o percentual de
produgdo per capita de residuos sofre um consideravel acréscimo, além de ser
continuo € crescente, devido a constante produgdo de bens de consumo exigidos
pelos padroes de vida atuais.

Assim, a geragdo e a disposicdo inadequada de residuos sdlidos tém
conduzido a sérios problemas de degradag¢ao ambiental, € os impactos decorrentes da
falta de manejo, tratamento e destino final levam a refletir € a buscar tecnologias e

alternativas para a minimizac¢éo destes efeitos.

Dentro deste contexto, tem surgido inumeras alternativas para tratar e dispor
os residuos solidos urbanos, sendo que o conjunto de tais alternativas constituirdo os
sistemas integrados de tratamento de residuos, normalmente concebidos para a
realidade econdmico-social do local. Como formas ou sistemas de tratamento € de
disposi¢do final de residuos pode-se citar: o tratamento térmico que inclui a pirolise
e a incineragdo; a compostagem; os aterros sanitarios, € os reatores de biodigestdo

anaerobia.



Cabe ressaltar, que as alternativas tecnologicas de tratamento e disposi¢do
final de residuos sdlidos urbanos acima citadas, ndo se constituem, isoladamente, em
sistemas eficientes para a solugdo da problematica acerca dos residuos gerados no
meio urbano e rural. Sabe-se que os residuos urbanos se caracterizam pela
heterogeneidade e, portanto, € vidvel optar por um sistema integrado de tratamento e
disposi¢@o final dos mesmos, precedido de um programa educacional com vistas a
sistematizar a fonte geradora desses residuos. Este programa pode ser caracterizado
como um amplo plano de agdo que visa incentivar e esclarecer a populagdo a
respeito da importincia da segregac@io na fonte, coleta diferenciada dos residuos,
reciclagem dos materiais € reincorporagdo dos materiais ao processo produtivo.
Assim, deve-se observar que além do investimento tecnoldgico, as solugdes
relacionadas a problematica dos residuos solidos, ndo deverfo prescindir de
programas educacionais & comunidade, que visem, de um modo geral, contribuir
para a implantagdo e viabilizagdo da tecnologia utilizada, tendo como ideal a
minimizagio dos residuos, a maximizagio das oportunidades para a reciclagem dos

mesmos e a reutiliza¢do de matéria-prima.

No Brasil, os aterros sanitarios caracterizam-se como o meétodo de disposi¢io
e tratamento de residuos mais utilizado, devido aos inumeros fatores intrinsecos ao
proprio sistema. O aterro sanitario pode ser definido como uma forma de disposi¢do
de residuos solidos, onde os mesmos sdo intercalados com camada de terra ¢
compactados. Em decorréncia da degradacgio biologica € quimica, bem como da
lixiviagdo dos materiais dispostos, o aterro sanitario deve ser constituido de sistemas
de drenagem e de tratamento dos liquidos percolados e dos gases gerados no
processo.

Nos aterros sanitarios o processo biologico de digestdo anaerobia prevalece
como forma de degradagdo dos residuos dispostos. Segundo GIJZEN (1986), a
digestdo anaerobia de residuos organicos pode ser considerada o método mais vidvel
como solugdo para o tratamento dos residuos solidos gerados pela sociedade, € como

possivel fonte alternativa de energia, devido ao biogas formado pelo processo.

Em suma, o aterro sanitirio nada mais € que um ecossistema anaerobio, no
qual ocorrem interagdes complexas entre microrganismos de diferentes espécies.
Nos estudos sobre microbiologia da digestdo anaerdbia, estas intera¢des tém sido
amplamente observadas através do acompanhamento de biodigestores, sedimentos
provenientes de regides bentdnicas, lacustres e marinhas, €, sobretudo, no trato



gastro-intestinal de animais ruminantes (KIRSCH, 1969; TOERIEN, 1970; ZEIKUS
E WINFREY, 1976; HUNGATE, 1982; ZINDER, 1984; LIN et al. 1985; AKIN,
1986). Nestes habitats, o resultado de todas as interagdes complexas de ordem
bioquimica consiste na conversio total de solidos organicos biodegradaveis a metano
e a dioxido de carbono.

- Nos sistemas tecnoldgicos de tratamento em que a digestdo anaerdbia
prevalece como processo de degradagdo e estabilizagio da matéria organica, a etapa
limitante do processo esta relacionada a presenca de moléculas biodegradaveis
insoluvels, pois a degradacdo destas moléculas, comumente denominadas de
biopolimeros, depende basicamente da presenca e da atividade de espécies
microbianas no meio. Muitos organismos produzem enzimas extracelulares
hidroliticas, no caso as hidrolases denominadas de lipases, proteolases e celulases,
cuja func@o estd relacionada 4 degradag@o das moléculas complexas , como lipideos,
proteinas e carboidratos, em unidades que possam ser assimiladas pelas células
microbianas. Nos processos de digestdo anaerdbia, onde polimeros constituem uma
parte substancial dos residuos a serem tratados, as bactérias hidroliticas e suas
enzimas t€ém papel de destaque, pois sua atividade € responsével pela produgéo
daqueles susbstratos imprescindiveis para os demais grupos microbianos envolvidos
no processo (REES, 1980; WISE, 1987).

Os residuos solidos urbanos se caracterizam por apresentar aproximadamente
60% de matéria orgdnica de facil degradagdo ( GOMES, 1989), substrato-base paraa
ocorréncia da fermentagio em aterros sanitarios. Além do material facilmente
biodegradavel, os residuos contém cerca de 20% de material celulésico e
lignoceluldsico, cuja degradagfio € lenta devido a estrutura fisico-quimica destes
compostos. A  estrutura da celulose dificulta a atuagdo dos microrganismos
celuloliticos, os quais possuem atividade enzimatica muito baixa ou inexistente
sobre a porgdo cristalina da molécula de celulose. Como consequéncia dessa
atividade lenta, a fase hidrolitica caracteriza-se como a etapa limitante dos processos
fermentativos (DEMEYER, 1981; GASI et al. 1986 ). A estrutura macromolecular da
lignina constitui-se em uma rede rigida, cuja complexidade é variavel e derivada de
trés precursores primarios aromaticas: alcool coniferilico, alcool sinapilico € alcool
paracumarico. Nesse sentido, também, a degradagio microbiana da lignina esta
diretamente relacionada a4 produgdo de enzimas especificas para promover o
rompimento dos anéis aromaticos, os quais dificultam sobremaneira a atuacio
microbiana.



O conhecimento sobre a populacdo microbiana dos ecossistemas como o
aterro sanitiario ¢ ainda pequeno. A microbiologia tem sido pouco estudada e,
portanto, ndo € considerada como pardmetro de controle, avaliacdo e otimizacio de
tais sistemas ( VILLAS BOAS, 1990). Alguﬁs dados revelam claramente a atuagio
das bactérias anaerdbias celuloliticas na degradagdo de residuos lignoceluldsicos,
porém poucas sdo as informagdes de literatuta a respeito da atividade celulolitica dos
fungos anaerdbios. (ORPIN & LETCHER, 1979; BAUCHOP & MOUNTFORT,
1981; LOWE, et al.,1987; LI & CALZA, 1991; CHENG et al.,1994).

Na tltima década, mais intensivamente, estudos t€m elucidado aspectos
relacionados a degradagdo da celulose em alguns habitats anaerdbios, entre os quais
podemos citar o rimen e o trato intestinal de animais herbivoros, digestores de lodo
de esgoto sanitario, ¢ sedimentos lacustres € marinhos. Dentre estes, o rimen foi o
sistema anaerdbio mais estudado, em virtude de possuir uma microbiota
diversificada. Estes estudos levaram a procedimentos que permitiram a avaliagédo do
processo de digestdo anaerdbia em sistemas tecnoldgicos empregados no tratamento
de esgoto ¢ residuos.

Na década de 70, os organismos denominados de protozoarios flagelados,
constituintes da populagio microbiana do sistema gastro-intestinal de ruminantes,
foram descritos como espécies de fungos anaerdbios pertencentes ao antigo grupo
dos ficomicetos (ORPIN, 1975, 1976 ¢ 1977; BAUCHOP, 1979). Estudos posteriores
demonstraram Que estes organismos possuem capacidade de degradagfio dos
carboidratos da fibra vegetal no rimen (ORPIN & LETCHER, 1979, BAUCHOQOP e
MOUNTFORT, 1981) e desenvolvem-se preferencialmente aderidos a materiais
lignocelulodsicos. Tais evidéncias indicaram que estes fungos anaerobios celuloliticos
possuem um papel de destaque na degradagdo da fibra vegetal do rumen, e
certamente o questionamento sobre a presenca desses microrganismos em outros
habitats anaerébios, como por exemplo, solo, pantanos ou sistemas tecnoldgicos
como Os aterros sanitirios ¢ valido, e respostas a essas questdes tormam-se de

extrema relevancia.

O presente trabalho visa estabelecer uma metodologia para avaliar a presenga
de fungos anaerobios estritos e celuloliticos em amostras oriundas de aterros
sanitarios. Para a determinagdo dos procedimentos experimentais foi utilizado um
inéculo cuja a presenga de fungos anaerdbios foi amplamente divulgada na literatura



especializada (ORPIN,1975,1976,1977; BAUCHOP,1979,1981; JOBLIN, 1981;
LOWE et al., 1987, MOUNTFORT & ASHER, 1989). Assim foi possivel estabelecer
previamente as condi¢des de crescimento da populagdo fungica anaerdbia, para
posterior estudo com amostras provenientes de um aterro sanitario, e assim indicar a
existéncia de fungos anaerdbios em amostras de residuos solidos provenientes do
mesmo.

Este trabalho contemplou uma revisio bibliografica fundamental sobre
fungos, que consistiu especialmente em facilitar o entendimento sobre o assunto.
Além disso, deve-se ressaltar que a descrigdo de aspectos fundamentais de ecologia,
morfologia e reproducio de alguns grupos fungicos podem constituir-se relevantes
para o saneamento ambiental, ja que tais organismos sdo pouco considerados como

agentes bioldgicos alternativos para a estabilizagdo da matéria organica.

As amostras de residuo solido aterrado foram obtidas no Aterro Sanitario de
Sédo Giacomo da cidade de Caxias do Sul-RS, no qual sdo dispostos diariamente 200
toneladas de residuos s6lidos domésticos. A area de Sdo Giacomo caracteriza-se pela
implantacdo de um processo de remediagdo, € posterior implantacéo de um sistema
de aterro sanitario. Em 1990 foi assinado um Convénio de Cooperagédo Técnica entre
a Prefeitura Municipal de Caxias do Sul e a Universidade de Caxias do Sul visando
conjugar esfor¢os para implantagio de um projeto de remediacdo da area de SZo
Giacomo, a qual foi impactada pela disposi¢do inadequada de residuos so6lidos no
periodo de 1988 a 1990. '

Em fun¢do da situagio encontrada, o projeto de Remediacdo foi
desenvolvido embasado em duas fases: Fase I - emergencial ¢ Fase II - definitiva. Na
fase emergencial, foram iniciadas as obras de remediag@o mediante a realizagdo de
diagnostico e elaboragdo do ante-projeto, dando origem a primeira fase de
aterramento constituindo a célula C1. Na fase definitiva, deu-se a continuidade da
disposi¢@o de residuos em células de aterramento implantadas segundo os critérios
técnicos estabelecidos nas normas brasileiras para aterro sanitario, sendo estas
células denominadas de C3 e C4. Concomitantemente a execugdo da fase
emergencial do projeto, foi elaborado um plano de monitoramento ambiental com o
objetivo de avaliar a eficiéncia sanitaria individual e integrada dos processos de
tratamento dos residuos solidos, liquidos e gasosos. Através do plano de
monitoramento ambiental e tecnoldgico foi possivel avaliar a eficiéncia sanitaria do
sistema de remediacdo e constatar que o projeto de aterro sanitario implantado



garantiu condi¢cdes ambientais condizentes aos padrdes vigentes na legislacéo, apesar
das dificuldades operacionais encontradas no desenvolvimento do processo de
remediagdo, principalmente em relagéo as condigdes hidrogeoldgicas da area.



2. OBJETIVOS

- Enriquecer amostras provenientes de ecossistemas anaerobios como 0 rimen para
verificar o desenvolvimento de espécies de fungos anaerobios celuloliticos, e
recomendar uma metodologia para o isolamento desses microrganismos;

- Enriquecer amostras de residuo solido aterrado para verificar o desenvolvimento de
espécies fingicas anaerobias;

- Definir métodos e técnicas para a amostragem, conservagdo ¢ manipulagdo de
fungos anaerdbios celuloliticos provenientes de amostras de residuo aterrado.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Materiais Lignocelulosicos e Degradacao Microbiana

A biosfera se constitui por uma mistura de compostos orgénicos em estado
continuo de formagfo, transformagio e decomposi¢io, decorrente da atividade
bioldgica que nela estd presente ha milhdes de anos (ODUM,1985). Segundo
SCHINK (1988), os organismos autotrofos, representados pelos vegetais, algas e
cianobactérias, s@o considerados os grandes produtores primarios do planeta, pois
através da fotossintese transformam anualmente cerca de 1,3x1017 gramas de
carbono, sob a forma de didxido de carbono atmosférico, a um complexo celular
carbonaceo. Com a morte dos organismos fotossintéticos e de outros membros da
cadeia trofica, a étuagﬁo microbiana promove o resgate das moléculas de carbono
orgédnico, mineralizando-as, isto €, incorporando-as a outros constituintes, ¢ dando

origem ao didxido de carbono e agua.

Os ecossistemas, bem como 0s organismos possuem a caracteristica
termodindmica essencial, ou seja, conseguem manter um alto grau de ordem interna,
criando um estado de baixa entropia. Embora a entropia, no sentido técnico, refira-se
a energia, a palavra ¢ usada num sentido mais amplo para referir-se a degradagdo de
materiais. Os ecossistemas e os organismos sdo sistemas abertos que trocam
continuamente energia ¢ matéria com o ambiente, para diminuir o estado entrépico
do meio, & medida que a entropia externa aumenta. Nos ecossistemas, a ordem de
uma estrutura complexa de biomassa € mantida pela respiragdo total da comunidade
(ODUM, 1985). Seres autdtrofos e heterotrofos participam de um ciclo global e
interdependente, no qual os organismos autdtrofos utilizam diéxido de carbono
atmosférico, para construir suas biomoléculas, dando origem ao oxigénio gasoso



como subproduto de seu metabolismo. Por sua vez, os heterdtrofos utilizam os

| produtos orgénicos dos autétrofos como nutrientes ¢ liberam diéxido de carbono &
atmosfera (LEHNINGER,1989). Assim, a eéluivaléncia de taxas de produgédo e o
consumo dioxido de carbono se caracterizam como um fator relevante para o
equilibrio dindmico da Terra (ODUM, 1985).

A grande parcela de carbono organico presente nos ecossistemas em geral,
esta sob a forma de lignocelulose e seus derivados. Para VEAL & LYNCH (1984), a
degradacédo de residuos celulésicos ¢ de extrema importancia aos ciclos do carbono e
ao fluxo de energia dos ecossistemas, reciclando os substratos minerais ¢ gases
necessarios 4 fotossintese. Do total de biomassa formada a partir da fotossintese,
aproximadamente 28 a 50% ¢ de constitui¢do celulosica THOMPSON apud GIAJ-
LEVRA (1991).

O termo lignocelulose refere-se ao conjunto dos trés maiores componentes do
tecido vascular dos vegetais: celulose, hemicelulose e lignina, conforme pode ser
observado na Figura 1 (COLBERG, 1988). Segundo COLBERG (1988), a
lignocelulose constitui de 89 a 98% do peso da madeira, sendo dividida em lignina ¢
holocelulose. A holocelulose inclui a celulose e a hemicelulose, perfazendo um total
de 63 a 78%, enquanto a lignina- ndo ultrapassa 15 a 38% do total para a grande
maioria das arvores.

Estudos sobre a degradagdo aerobia de compostos lignocelulosicos, tém
fornecido subsidios para a compreensio de alguns aspectos relacionados com o
processo, porém pouco destaque tem se dado as condigdes anaerobias de degradacéo
microbiana desse compostos. Os trabalhos de HACKETT et al. ¢ ZEIKUS apud
BENNER et al(1984), utilizando lignina sintética marcada ([!4C-lignina]
lignocelulose), obtida a partir de madeira de alamo, apés um periodo de incubagio
de sessenta dias sob condi¢bes anaerobias, demonstraram que ndo ocorria a
biodegradagdo da lignina marcada com 14C. O composto foi incubado em condi¢des
aerdbias e anaeroObias junto a diferentes tipos de inéculos, como solos, sedimentos de
lagos e conteido de rimen. A degradacfio do polimero foi observada apenas sob
condi¢Oes de acrobiose, em fun¢do da determinagdo de alguns produtos resultantes
do processo. Tais estudos, provavelmente, poderiam ser responsaveis pela opinido

generalizada sobre a lignina ser inerte a biodegradagfio em ambientes anaerobios.
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As avaliagdes de BENNER et al. (1984) sugeriram que em alguns
ecossistemas aquaticos, lignina sintética foi degradada muito lentamente sob
condigbes de anaerobiose, porém a taxas expressivas para tais ambientes. Nos
experimentos realizados, a 14C-lignina sintética foi submetida a uma hidrdlise acida e
em seguida incubada com indculo proveniente de sedimento do mar, em condigdes
anaerdbias. Apos um periodo de vinte € quatro dias de incubagéo, em torno de 30 a
38% da fracdo de polissacarideo, e de 6 a 18% da fragdo de lignina marcada haviam
sido mineralizados a 14C02.

De acordo com COLBERG (1988), os compostos lignocelulésicos podem
sofrer biodegradagdo em ambientes anaerobios, embora tais compostos representem
apenas uma pequena parcela dos materiais recalcitrantes nesses habitats. Este fato é
de suma 1mporténcia no que diz respeito ao ciclo do carbono na biosfera, bem como
ao acumulo desses polimeros em varios ecossistemas, predominantemente

anaerobios.

Varios estudos apontaram claramente o papel de bactérias no processo de
degradagio da celulose em hdbitats anaerébios. Assim, algumas espécies de
- bactérias anaerdbias celuloliticas foram isoladas do sistema gastro-intestinal de
herbivoros, dentre estas: Bacteroides succinogenes, Butyrivibrio fibrosolvens e
Fubacterium cellulosolvens, sendo tais espécies responsaveis pela fermentagdo da
celulose a succinato, propionato, acetato, butirato, formiato, lactato, H, ¢ CO,
(COLVIN et al. e SADDLER & KHAN apud COLBERG, 1988). Representantes do
género Clostridium sp ja foram isolados de solos, sedimentos lacustres e marinhos,
trato intestinal de animais e seres humanos. A espécie Clostridium thermocellum
pode degradar a celulose em celobiose e celodextrinas, pois produz um conjunto de
enzimas que agem sobre a fibra de celulose. A bactéria Acetivibrio cellulolyticus,
uma espécie anaerdbia estrita isolada de lodo de esgoto, pode converter celulose em
hidrogénio, didéxido de carbono, acetato e, em quantidades menores, a etanol,
propanol e butanol (CARREIRA & LJUNGDAHL; DUONG et al. ¢ JOHNSON et al.
apud LJUNGDAHL & ERIKSSON, 1985).
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3.2. Degradacio da Celulose: agiio do complexo celulase

Os principais agentes bioldgicos, abundantes na natureza e responsaveis pela
degradacdo da celulose, incluem bactérias e fungos celuloliticos aerébios e
anaerobios que podem crescer sob diferentes condigdes de pH e temperatura, € em
diversos ecossistemas (LJUNGDAHL & ERIKSSON, 1985).

As fibras vegetais s@o constituidas de uma grande quantidade e variedade de
polissacarideos, entre eles a celulose, a hemicelulose e as pectinas. Tais
polissacarideos sdo formados por uma série de agticares diferentes. Por exemplo, a
celulose é um polimero de glicose; a hemicelulose, por sua vez possui uma série de
unidades de xilose, arabinose, galactose, glicose, entre outros agucares residuais que
constituem a pectina. A pectina caracteriza-s€ por ser uma combinacdo de varios
agucares, como frutose, galactose e arabinose, porém com a fungdo de ligar ou unir
os demais polissacarideos da parede celular dos tecidos vegetais. Além dos
polissacarideos citados, os tecidos vegetais contém proteinas, acidos graxos e
organicos, sais € compostos complexos aromaticos como a lignina (HOBSON &
WALLACE, 1982). As hemiceluloses podem ser constituidas com mais de 20% de
unidades de xilose, sendo este o carboidrato encontrado em maior quantidade na
interface entre a lignina e outros carboidratos da parede celular de vegetal de plantas
superiores, podendo estabelecer ligagdes covalentes ou ndo com a pectina, o glicano
e tantos outros constituintes da parede celular (BATT, 1991).

A celulose ¢ uma substancia fibrosa, resistente e insolivel em agua,
encontrada na parede celular dos tecidos vegetais (LEHNINGER, 1989). Esta sempre
associada a outros polimeros, como o amido, a pectina, a lignina, e a uma variedade
de hemiceluloses. Segundo BISARIA & GHOSE (1981), a celulose ¢ um
homopolimero linear, constituido por unidades anidroglicosidicas, unidas por
ligagdes B3 1-4, sendo o principal componente estrutural que confere rigidez € forma

aos vegetais. Em geral a celulose ¢ representada pela formula (CgH19O5)n, a qual

pode ser visualizada na Figura 1 (COLBERG,1988).

D'ALMEIDA apud GASI et al. (1986) afirmou que a configuracéo  permite
a formagdo de moléculas de cadeias lineares com estruturas amorfas e cristalinas de
alta resisténcia. Segundo o autor, as fibras de celulose apresentam regides cristalinas,
onde as moléculas estdo altamente ordenadas € mantidas em posicdo por ligagdes do



tipo ponte de hidrogénio entre os numerosos grupos hidroxila (OH) adjacentes, e
regides paracristalinas ou amorfas, com as moléculas de celulose dispostas
desordenadamente. As regides amorfas sio as mais susceptiveis ao ataque
microbiano. O exterior da fibra de celulose, formado por uma camada cristalina, é
resistente e nao-biodegradavel, sendo que a atividade hidrolitica acontece com maior
intensidade nas extremidades, em regides danificadas da estrutura da fibra.

De acordo com GOLDMAM & AZEVEDO (1989), a conversio de residuos
celulésicos para formacgdio de produtos como agucares soluveis torna-se possivel
“através da hidrolise por via 4cida ou enzimatica. O processo de hidrolise da celulose
corresponde a cisdo da ligagdo B 1-4, ou seja, a ruptura da ligagdo entre dois

mondmeros de glicose.

A hidrdlise acida ou a catalise 4acida foi um dos primeiros métodos
empregados para a hidrdlise quimica da fibra de celulose, utilizando-se acido
sulfarico. O processo "Scholler", implantado nos Estados Unidos no inicio do século,
incluia a adi¢do de acido sulfurico a 0,6% a uma temperatura de 184°C, resultando
em 50% da quantidade de celulose inicial, € uma concentragdo de glicose de
aproximadamente 3%. No entanto, 8 medida que aumentavam-se as concentragdes
de acido, a hidrélise do polimero se aproximava a 100%. O processo desenvolvido
por Tennesse Valley Authority para hidrdlise acida de lignocelulose, constituia-se de
duas etapas, precedidas de uma trituragio que pode ser considerada um pre-
tratamento. A primeira hidrélise era realizada utilizando-se compostos acidos, os
quais podiam ser recuperados no final do processo, seguida da remogéo de hexoses €
pentoses na cadeia do polimero, conforme apresentado na Figura 2 (BATT, 1991).
No final do processo, a lignina era recuperada ¢ utilizada para outros fins.

A hidrdlise enzimatica da celulose envolve a agdo de proteinas altamente
especializadas, denominadas celulases. A quebra da celulose € executada pela
atividade de um conjunto de enzimas com ac¢f@o endocelulolitica e exocelulolitica,
conforme esquema apresentado na Figura 3 (BATT, 1991). A especificidade dessas
enzimas tem sido investigada através da utilizagdo de vérios substratos, incluindo
algodsio, avicel, carboximetilcelulose, papel filtro e celobiose. Cada substrato difere

no que diz respeito ao grau de polimerizacio, ¢ consequente eficiéncia nas taxas de
hidrélise.
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Os estudos desenvolvidos sobre o sistema enzimatico celuloliticos de alguns
microrganismos ndo foram suficientes para o esclarecimento total da atuagdo dos
principais componentes do complexo enzimatico celulolitico RYU & MANDELS;
STREAMER et.al. e TM. WOOD et. al. apud LIUNGDAHL & ERIKSSON (1985).

Segundo BISARIA & GHOSE (1981), o sistema enzimatico responsavel pela

hidrolise da celulose nos fungos € formado por trés grupos de enzimas:

1. endoglicanases que atua sobre as regides amorfas da fibra de celulose, resultando
na abertura de novas extremidades na cadeia molecular;
2. exoglicanases que se apresentam sob duas formas:

a- celobiohidrolase que remove unidades de celobiose da extremidade n3o-redutora
da cadeia de celulose; ‘

b- glicohidrolase que remove unidades de glicose da extremidade ndo-redutora da
cadeia de celobiose;

3. celobiase, ou também denominada B-glicosidase, que converte celobiose e outras

dextrinas em glicose.

A degradagdo da molécula de celulose depende de uma agdo sinérgica entre
trés enzimas hidroliticas. Este sinergismo entre as enzimas endo e exoglicanases
torna-se mais acentuado, principalmente, sobre substratos ordenados (celulose
cristalina). A endoglicanase atua sobre as regides amorfas da fibra de celulose,
dando origem a novas extremidades na cadeia, possibilitando desta forma, a ago das
exoglicanases sobre a fibra T.M. WOOD e ERIKSSON & WOOD apud
LJUNGDAHL & ERIKSSON (1985).

O sistema enzimatico celulolitico das bactérias pode ser relacionado ao
sistema celulolitico dos fungos. Porém algumas diferencas foram mencionadas por
LJUNGDAHL & ERIKSSON (1985). O sistema celulolitico bacteriano pode ser
caracterizado pela produgdo de endo-B-1,4-glicanases e exo-B-1,4-glicosidases, e ao
contrario da maioria dos fungos, muitas bactérias ndo secretam [B-glicanases. Cabe
ressaltar, que o processo de hidrélise enzimatica de muitos polissacarideos como a
celulose, esta relacionado a uma acio conjunta de muitos organismos num mesmo
habitat, no qual pode-se detectar uma variedade de enzimas especificas e atuantes

sobre o substrato.

BISARIA & MISHRA (1989), estudando por cromatografia o fracionamento
das celulases presentes em filtrados de culturas de fungos como Trichoderma reesei,
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Trichoderma koningii, Trichoderma viride, Penicillium pinophilum, Fusarium
solani, Phanerochaete chrysosporium, Talaromyces emersonii e Neocallimastix
Jfromtalis, verificaram que o complexo celulase envolvido na hidrélise da celulose
cristalina apresentava trés tipos de enzimas, cuja acdo era similar ao complexo
encontrado em culturas bacterianas.

Segundo RYU & MANDELS (1980), cepas de Trichoderma reesei e de seus
mutantes tém sido utilizadas com sucesso no processo de sacarificagdo, devido a
atividade da celulase extracelular. Estes organismos podem excretar o complexo
celulase, 0 qual é constituido de endo e exoglicanases, além de B-glicosidase
(celobiases), as quais agem sinergisticamente para degradar a celulose cristalina a
agucares soluveis. Para os autores, as cepas de Trichoderma sp podem ser induzidas
pela celulose, ou pela lactose, e reprimidas pela glicose. A indugdo, a sintese € a
excre¢cdo de enzimas exo € endo B-glicanases parecem estar intimamente

relacionadas nesses organismos.

O trabalho de WOOD & McCRAE apud BISARIA & MISHRA (1989)
demonstrou que a enzima exoglicanase, mais especificamente a exoglicohidrolase,
produzida por organismos como Penicillium funicolosum e Trichoderma emersonii,
foi capaz de catalisar a remogdo de moléculas de glicose pela ndo-reducdo das
extremidades da cadeia de celodextrinas, sendo esta ndo dependente da acgédo
sinérgica com as endoglicanases no processo de hidrdlise da celulose.

BISARIA & GHOSE (1981) observaram que a percentagem de produtos
resultantes da degradagdo do algoddo aumentou significativamente apds o pré-
tratamento das fibras com endoglicanases. Assim, a enzima endoglicanase poderia
iniciar o ataque das fibras através da criacdo de uma ruptura no final da cadeia
celulésica, local em que a eXoglicanase agiria posteriormente. Estes autores
sugeriram o seguinte mecanismo de degradacdo enzimatica da celulose por fungos:

- as regides de baixa cristalinidade da fibra de celulose sofrem agdo das
endoglicanases, e o final das cadeias do polissacarideo ficam abertas;

- as exoglicanases iniciam a degradagio pelas cadeias finais através da remog8o da
celobiose;

- a celobiose ¢ hidrolisada a glicose através da agdo da B-glicosidase.

Os componentes das celulases dos fungos néo parecem constituir complexos
fisicos com interdependéncia da excregéo ¢ agdio, porém a sua agdo cooperativa €
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mais intensa que a individual. Além disso, a complexidade da estrutura celuldsica
pode ser uma das razdes pelas quais os organismos celuloliticos produzem uma
familia de diferentes componentes nas celulases (LJUNGDAHL & ERIKSSON,
1985; BISARIA & MISHRA, 1989). Na Tabela 1 pode-se encontrar a relagio entre a
especificidade do substrato celulosico a ser degradado ¢ a agdo das diferentes

enzimas celulases.

Tabela 1 - Especificidade do substrato relacionado aos componentes enzimaticos do
complexo de celulases.

Substrato Celulases
Utilizado

, Celobiohidrolase Endoglicanase B-Glicosidase
Celulose cristalina pouco ativa - -
Celulose amorfa muito ativa muito ativa -
CMC /HEC* acdo limitada muito ativa -
Celo-oligosacarideos | ativa ativa ativa
Celobiose - - ativa

*Obs: CMC/HEC - Carboximetilcelulose/ Hemicelulose
FONTE: BISARIA & MISHRA (1989)

Para BISARIA & MISHRA (1989), as enzimas fungicas enddglicanases, mais
especificamente as carboximetilcelulases, hidrolisam a carboximetilcelulose em
fracGes aleatorias, resultando num rapido consumo da cadeia e poucos grupos
redutores. As endoglicanases também agem sobre as celodextrinas, produto
intermediario da hidrolise da celulose, convertendo-as em glicose e celobiose. Além
disso, os autores descreveram que as enzimas B-glicosidases atuam na degradacdo da
celulose formando produtos como a glicose. A a¢do destas enzimas diminui sobre
moléculas de cadeia celuldsica maior, como as celodextrinas, e a atividade maxima
pode ser constatada sobre a celobiose. O produto final da agéo das enzimas B-
glicosidades e glicohidrolases é a‘glicose, porém as B3-glicosidases se distinguem das
glicohidrolases pela sua atividade posterior de transferase, retengiio da configuragio-
B da glicose apds a hidrdlise, inibigdo pela baixa concentragdo de gliconolactona,

forte agdo sobre a celotriose e agdo pouco eficiente sobre celodextrinas complexas.

Para LJUNGDAHL & ERIKSSON (1985), a a¢fio enzimatica da
endoglicanase de um fungo € similar a atividade da mesma enzima produzida por
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outras espécies. Desta forma, uma endoglicanase de um fungo atua sinergisticamente
com uma exoglicanase de outro fungo. Esse sinergismo é maior entre enzimas (endo
e exoglicanases) de espécies de fungos diferentes, quando ambos os microrganismos
produzem um complexo completo de celulases, capaz de hidrolisar a celulose
cristalina. A producdo de celulases por fungos € regulada por mecanismos de
inducdo e repressdo catabolica. Entretanto, tais autores afirmam que a atividade
enzimatica celulolitica observada em culturas fungicas tem demonstrado a existéncia
de outros mecanismos de regulacdo especificos, além daqueles envolvidos na
regulagdo da biossintese dessas enzimas.

3.3. Os Fungos
3.3.1. Caracteristicas Gerais e Crescimento

Os fungos s3o microrganismos eucarioticos, quirhiorganotréﬁcos, e
reproduzem-se naturalmente por esporos, com raras excegdes. Ndo possuem
clorofila, sdo filamentosos ¢ comumente ramificados. Centenas de espécies
diferentes de fungos habitam o solo, sendo mais abundantes nas proximidades da
superficie, onde prevalecem as condi¢des de aerobiose. Os fungos sdo ativos na
decomposi¢do dos principais constituintes dos vegetais, especialmente da celulose,
hemicelulose e lignina. A classificag¢do de tais organismos se baseia, primeiramente,
nas caracteristicas dos esporos e dos corpos de frutificacdo presentes durante a fase
sexuada de seus ciclos vitais (ALEXOPOULOS & MIMS, 1979).

A grande maioria dos fungos vive como saprofitas, desempenhando papel
indispensavel nas transformacdes ciclicas da matéria orginica, nio somente na
decomposi¢do de substdncias, mas também na sintese de compostos organicos
complexos. Os fungos podem sintetizar suas proteinas, utilizando-se de fontes de
nitrogénio organico € inbrgﬁnico e de varios elementos minerais essenciais ao seu
crescimento, os quais sdo provenientes do meio em que OSs organismos se
desenvolvem (BROCK & MADIGAN, 1991).

Conforme citado por SEIFERT (1990), os fungos ocupam uma ampla
variedade de habitats e nichos, podendo ser encontrados em ambientes aquaticos, no
ar, no solo, na madeira em decomposi¢do, bem como nos produtos alimenticios e
industnalizados. Os fungos saproéfitas sdo encontrados em ambientes temperados,

tropicais, desérticos, aquaticos € marinhos. Além destes, destacam-se os fungos
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simbidticos, como as micorTizas € 0s parasitas que absorvem nutrientes das plantas,

dos insetos, dos peixes e dos mamiferos, incluindo o homem.

Para ALEXOPOULOS & MIMS (1979), de um modo geral, os fungos de
espécies diferentes possuem exigéncias nutricionais diversas, porém estudos em
laboratério tém confirmado que potassio, magnésio, manganés, enxofre, cobre, ferro,
zinco, boro e molibdénio s3o elementos nutricionais importantes para o crescimento
da grande maioria dos fungos, além dos elementos basicos como carbono,
hidrogénio, nitrogénio, oxigénio ¢ fosforo. Em geral, a glicose ¢ a maior fonte de
carbono, assim como os compostos de nitrogénio orginico sio as fontes mais
utilizadas de nitrogénio. Muitos fungos sio capazes de sintetizar as vitaminas
necessarias para seu crescimento € reproducdo, outros, entretanto, necessitam de
fatores de crescimento especificos ao seu metabolismo, que podem ser obtidos

apenas através do substrato.

A grande maionia das espécies de fungos cresce em faixas de temperaturas
entre 0° ¢ 35°C, sendo a faixa 6tima entre 20-30°C. Em contraste com as bactérias,
os fungos desenvolvem-se perfeitémente em meio acido, sendo que um grande
numero de espécies cresce em pH 6,0. Adaptam-se a sobrecargas organicas mais
elevadas que a maioria dos microrganismos, por exemplo, crescem em meios com
concentragdes de aglcar intoleraveis para certas bactérias, uma vez que sio menos
sensiveis as altas pressdes osmoticas (ALEXOPOULOS & MIMS,1979).

3.3.2. Morfologia Geral e Reproducao

Os fungos sdo reconhecidos por talos constituidos de pequenos filamentos
com ramificagdes espalhadas, preferencialmente, em dire¢do ao substrato que lhe
serve como fonte de alimento. Cada filamento ¢ conhecido como hifa, que
caracteriza-se por ser-transparente, com células de formato tubular, em cujo interior
encontra-se o protoplasma. O conjunto de hifas constitui o talo, comumente
denominado micélio, € que podera apresentar, em certos grupos, formas rizéides
importantes para a fixagéo sobre o meio suporte (ALEXOPOULOS & MIMS, 1979;
WEBSTER, 1980).

HERRERA & ULLOA (1990) apresentaram algumas caracteristicas do
Reino Fungi", que estio destacadas a seguir:
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- nivel de organizagédo unicelular, pluricelular ou dimoérfico;

- um corpo vegetativo chamado de talo, ma maioria dos casos filamentoso,
constituido por filamentos denominados hifas, onde o conjunto recebe o nome de
micélio;

- talos com paredes celulares bem definidas, constituidas principalmente por quitina,
em combina¢do com diversos polissacarideos; |

- as substincias de reserva sdo geralmente glicogénio ¢ lipideos;

- em geral a estrutura das células dos fungos € semelhante & de plantas vasculares,
por apresentarem parede celular estratiﬁcada, nucleo eucaridtico, mitocdndrias,
reticulo endoplasmatico, dictiossomas, vaciolos e ribossomas, diferindo destas pela
auséncia de cloroplastos, na constituicio da parede celular e nas substincias de
reserva;

- ndo possuem cloroplastos, mas pigmentos que lhes proporcionam colorag¢des
variadas;

- talo micelial pode ser septado e/ou asseptado;

- nutri¢go heterotrofica através de osmose;

- divisdo do nucleo por mitose € meiose, com reprodugdo sexuada e assexuada.

Um aspecto importante para a distingdo entre grupos de fungos €, certamente,
a presenga ou nio de septos ou divisdes nas hifas. O protoplasma consiste em uma
massa unica, o qual pode apresentar inumeros nucleos. Quando as hifas ndo sdo
septadas e observam-se intimeros niicleos no interior do protoplasma celular, as hifas
sdo denominadas de cenociticas. Esta caracteristica € comun entre os fungos
inferiores, muitos deles aquaticos, classificados como ficomicetos (Phycomycetes),
segundo a terminologia antiga. Nos demais grupos o protoplasma apresenta septos
como forma de individualiza¢8io dos nucleos. Nos grupos de formas septadas, os
segmentos de hifas podem conter um, dois ou até trés niicleos, o que caracteriza as
formas mais evoluidas na classificagdo dos fungos. Nessas hifas com septos, o

protoplasma comunica-se por um poro central do mesmo segmento (WEBSTER,
1980).

Em muitos fungos, o talo ¢ diferenciado em uma parte denominada
vegetativa, que ¢ responsavel por absorver os nutrientes do meio (rizoides), € outra
denominada reprodutiva, que dara origem as células sexuadas de reproducdo como
os esporos. Organismos com tal diferenciagdo dos talos sio denominados eucarpicos
e os demais, que ndo demonstram a diferenciagéo a nivel de talos, sdo denominados
holocarpicos (WEBSTER, 1980).
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Uma mesma espécie de fungo pode ser eucarpica e holocarpica, o que pode
estar relacionado as condigdes ambientais, como por exemplo, & mudan¢a na
composi¢do do meio. Desta forma, o organismo, que se apresentar em forma
filamentosa com diferenciagdo de fungbes em seu talo, podera constituir-se em um
outro, por propagulos dispersos flutuantes no meio, deste que este possua nutrientes
bésicos ao seu crescimento.

A grande maioria dos fungos reproduz-se sob a forma sexuada e assexuada,
ou por ambas as formas. Em geral, a reprodugfo assexuada ¢ a mais importante para
a propagacdo das espécies, pois resulta em iniimeros individuos, em um tempo muito
menor, ja que o ciclo de reprodugdo sexuada, em muitos destes organismos, nao
ocorre com muita freqii€ncia (ALEXOPOULOS, & MIMS, 1979; WEBSTER, 1980).

ALEXOPOULOS & MIMS (1979) definiram a reprodugdo assexuada como
sendo a formacio de células reprodutivas que nfo envolve a unido de nucleos,
células ou estruturas sexuadamente distintas. De acordo com o autor, a reproducédo
assexuada pode acontecer das seguintes formas:

1. fragmentos de hifas podem se desenvolver em novos individuos;

2. divisdo de células somaticas em células filhas;

3. germinag#o ou brotamento por cé€lulas somaticas ou esporos;

4. produgdo de esporos que, individualmente, poderdo germinar e dar origem a um
novo micélio.

WEBSTER (1980) afirmou que a reprodugfio assexuada nos fungos pode
acontecer com maior freqiiéncia devido a grande producdo de esporos assexuados.
Esta observagao se justifica pelo desconhecimento dos ciclos sexuados de um grande
numero de espécies de fungos.

Os esporos variam quanto a cor, ao tamanho e a forma, e sdo
indiscutivelmente estruturas importantes para a classificagdo desses organismos.
Alguns fungos produzem um unico tipo de esporos, outros, porém, ddo origem até
quatro tipos diferentes. Os esporos assexuados sdo produzidos no interior de uma
estrutura com porgdo terminal em forma de saco, denominado esporéngio. Os
esporos originados dos espordngios sdo chamados de esporangiosporos, 0s quais
poderdo apresentar motilidade ou nfo. Nos fungos inferiores, como os ficomicetos,

os esporangiosporos sdo livres, flagelados e moveis, por isto recebem a denominacédo
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de zoosporos. Por outro lado, quando néo apresentam motilidade recebem o nome de
aplandsporos (ALEXOPOULOS & MIMS, 1979). Segundo BROCK & MADIGAN
(1991), os esporos assexuados s@o denominados conidios, sendo que, muitas vezes,
apresentam-se coloridos em funcdo da presenca de pigmentos e resistentes a
periodos de desidratacéio longos. Para muitas espécies, os conidios tém como funcéo
vital promover a dispersio dos fungos em novos habitats.

Alguns fungos também reproduzem-se por esporos sexuados, através da fusdo
de gametas unicelulares, ou da fusio de hifas especializadas, comumente
denominadas de gametangios. Esporadicamente, a fusdo de duas células hapldides,
como esporos sexuados, pode originar esporos individuias, caracterizando uma
célula diploide (BROCK & MADIGAN, 1991). A reprodugdo sexuada em fungos
envolve a fusio de nucleos compativeis que, segundo ALEXOPOULOS & MIMS
(1979) consiste de trés fases distintas:

- a plasmogamia que reune dois nucleos haploides num tnico protoplasto;
- a cariogamia, ou seja , a fusdo real dos dois nucleos da qual serd originado um
nicleo dipléide, ou zigébtico;

- a meiose, ou divisdo redutora que devolvera a condi¢do hapldide aos quatro
nucleos originados.

A Figura 4 (HERRERA & ULLOA, 1990) apresenta algumas estruturas
somaticas ¢ reprodutivas de alguns grupos de fungos, representativas de varios
classes desses drganismos. Nesta figura, estdo representadas as estruturas
morfologicas citadas ao longo deste capitulo, com destaque especial para algumas
estruturas morfologicas tipicas das espécies de fungos pertencentes a divisdo e
subdivisdo, Eumicota e Ficomicota, respectivamente. Muitas destas estruturas, por
exemplo zodsporos € esporangios, constituem-se em elementos chaves para a melhor

compreensio da tematica que o presente trabalho encerra.

Na Figura 4 (HERRERA & ULLOA, 1990) estdo apresentadas algumas
estruturas morfologicas citadas anteriormente, € outras que receberam destaque neste
momento, como por exemplo estruturas de fixagdo e resisténcia, os apresorios € os
haustérios. O apresorio constitue num tubo de fixac@io originado da germinacao de
um esporo ou de uma hifa vegetativa, o qual se adere na superficie da célula
hospedeira (caracteristica de fungos fitopatdgenos). Ja os haustorios sio estruturas de
absor¢do formados também a partir de hifas vegetativas, porém com a fungdo de
invadir os tecidos das células hospedeiras. Os esclerocios, também apresentados na



figura citada, constituem-se em estruturas capazes de resistir as condigdes
desfavoraveis do meio, sendo os mesmos constituidos de pseudoparénquima,
frequentemente quitinado. Os estromas apresentam-se como uma massa compacta de
hifas, as quais em sua maioria so constituidas de tecidos vegetativos denominados
de prosénquima e pseudoparénquima. O prosénquima apresenta as hifas
entrelagadas, ou seja muito proximas uma das outras, porém cada uma das hifas
mantém sua individualidade; j& o pseudoparénquima caracteriza-s€ por ser um

tecido, no qual as hifas estdo unidas por um liquido intersticial.

No sentido de esclarecer alguns aspectos referentes a formagdo de esporos,
também na Figura 4 (HERRERA & ULLOA, 1990), observa-se a estrutura
denominada esporoforo, a qual tem origem a partir de um conjunto de hifas
especializadas, caracterizando-se como uma espécie de “bolsa”, na qual em seu
interior ocorrera a formagio de esporangios. Os espordngios apresentam-se sob
varias formas e tamanhos, e sdo responsaveis pela formagdo de esporos de origem
assexuada moveis, esporos tipicos dos fungos inferiores comumente denominados de
ficomicetos. Os conididforos sdo responsaveis pela formacdio de outro tipo de
esporos, os conidios, denominagdo dada aos esporos assexuados imdveis. Os
conidios se caracterizam como os esporos assexuados dos fungos deuteromicetes,

ascomicetes e basidiomicetes.
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Figura 4- Estruturas somaticas e reprodutivas de diferentes grupos de fungos.

1-4 Tipos de talos. 1-talo unicelular de fungo aquatico. 2-talo de fungo aquatico (Chytridiomycetes). 3-
micélio cenocitico. 4- Micélio septado. 05-08 Estruturas de fixagdo e absor¢@o. 5-rizoides. 6-apresorio.
7-8 haustorios. 09-13 Estruturas de propagagdo vegetativa, estruturas de resisténcia e tecidos
derivados de hifas. 14-17 Esporoforos de reprodug@o sexual. 14- Esporangio (Chytridiomycetes). 15-
Esporangio (Zygomycetes). 16 e 17- Conidioforos (Hyphomycetes) ( HERRERA & ULLOA, 1990).
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Na tabela 2 estd apresentada a classificagdo ¢ algumas caracteristicas dos
fungos, segundo BROCK & MADIGAN (1991). Observa-se que, dependendo de um
grupo particular de fungos, ocorrem diferentes tipos de esporos sexuados, os quais

sdo produzidos no interior de estruturas tipicas de cada grupo estudado.

Tabela 2 - Classificag@o e algumas caracteristicas dos principais grupos de fungos

Grupo Géneros Representativos | Tipo de esporos Hifa Habitats
sexuados
Ascomicetes Neurospora sp, | Ascosporo Septada Solo, plantas em
Saccharomyces sp decomposigad
Basidiomicetes Amanita sp, Agaricus sp | Basidiésporo Septada Solo, plantas em

decomposigio

Zigomicetes Mucor sp, Rhizopus sp Zigosporo Cenocitica | Solo, plantas em
‘ decomposi¢io
Oomicetes Alomyces sp Oobsporo Cenocitica Aquaticos
Deuteromicetes Penicillium sp, | Nio possui Septada Solo, animais e
(fungos Aspergillus sp plantas em
imperfeitos) decomposicio

FONTE: BROCK & MADIGAN (1991)

Segundo BROCK & MADIGAN (1991), o papel ecologico (atividade sobre o
meio) de muitos fungos, especialmente os membros do grupo dos basidiomicetos, € a
agio sobre a decomposicio de madeira, papel, tecidos, ¢ de outros materiais
derivados de recursos naturais. Tais organismos sio habeis em utilizar celulose ou
lignina como fonte de carbono e energia. A decomposicdo da lignina em hébitats
naturais ocorre exclusivamente através da agdo de certos fungos do grupo dos
basidiomicetos, também denominados fungos da decomposi¢do da madeira. Dois
grupos de fungos decompositores de madeira podem ser citados: os "brown-rot", ou
também denominados fungos da decomposi¢io marrom, que degradam a celulose
preferencialmente em relagdo a lignina, € os "white-rot", também denominados
fungos da decomposi¢do branca, que sfio responsaveis pela degradagdo tanto da

celulose como da lignina.

Muitas outras consideracdes poderiam ser descritas acerca da morfologia,
reprodugdo e ecologia dos fungos, porém, devido a amplitude e a diversidade que o
tema encerra, procurou-se, no entanto, apenas evidenciar aspectos basicos sobre o
ciclo vital de tais organismos, ¢ de relevancia para os objetivos deste estudo. Além
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disto, os fungos constituem um grupo de seres vivos bastante heterogéneo em
peculiaridades, o que dificulta a andlise individual de cada grupo no dmbito do
presente trabalho.

3.3.3. Classificacio Geral

Em linhas gerais, a classificagdo taxondmica dos fungos apresentada nesse
texto for citada por AINSWORTH (1973) e adaptada por WEBSTER (1980). A
classificagdo proposta baseiou-se nas caracteristicas dos esporos € dos corpos de
frutificacdo presentes durante as etapas do ciclo sexuado dos fungos. WEBSTER
(1980), no entanto, considerou que muitas espécies ddo origem a esporos sexuados e
corpos de frutificagdo somente em condigoes especificas e apropriadas, fazendo com
que muitos ciclos vitais perfeitos ou completos de alguns fungos ainda ndo sejam
conhecidos. Nestes casos, a morfologia dos esporos assexuados e dos micélios torna-
se importante, a0 menos até que parte de seus ciclos sexuados sejam observados, o
que resultaria em uma reavaliagfo do posicionamento de determinado organismo nas
chaves taxondmicas.

WEBSTER (1980) adaptou o esquema proposto por AINSWORTH (1973),
em que o grande mundo dos fungos estd agrupado em duas divisGes baseadas na
presenga ou ndo de plasmddios e pseudoplasmodios. Segundo o autor, o plasmodio
car;acteriza-se por ser uma massa viscosa, disforme, multinucleada ¢ sem parede
celular, a qual possui movimentos ameboides e alimentam-se através da ingestdo de
material particulado. Por outro lado, um pseudoplasmadio € um agregado de células
ameboides separadas, as quais perderam a individualidade mas ndo se fundem. Os
fungos que apresentam-se sob a forma de plasmddio ou pseudoplasmodio estdo
dispostos na DIVISAO MYXOMYCOTA ( fungos limosos); a grande maioria dos
fungos, usualmente filamentosos, estd classificada na DIVISAO EUMYCOTA
(fungos verdadeiros).

Em suma, o esquema da sistematica da grande DIVISAO EUMYCOTA
inclui a grande maioria dos fungos ja estudados, bem como os fungos em destaque
neste trabalho. A Figura 5 (WEBSTER, 1980) contém as cinco subdivisdes do grupo

Eumycota e suas respectivas classes.
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DIVISAO EUMYCOTA

1. IYlastigomycotina (Fungos com zo6sporos)*

1.1. Chytridiomycetes

1.2. Oomycetes

2. Zygomycotina*

I___ 2.1. Zygomycetes

3.Ascomycotina (Ascomycetes)

3.1. Hemiascomycetes
3.2. Plectomycetes
3.3. Pyrenomycetes

3.4. Discomycetes
3.5. Loculoascomycetes

4. Basidiomycotina (Basidiomycetes)

4.1. Hymenomycetes

4.2. Gasteromycetes
4.3. Teliomycetes

5. Deuteromycotina (Fungos Imperfeitos)

Figura 5 - Sistematica da Divisdo Eumycota e suas respectivas subdivisdes e classes
(WEBSTER, 1980)

(*) - Grupos pertencentes aos Ficomicetos nas chaves taxondmicas anteriores.
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Ha poucos anos, alguns pesquisadores classificavam os ficomicetos tomando
como ponto de referéncia a presenca ou nio de flagelos, niimero e posigdo destes nos
zoosporos. Segundo HERRERA & ULLOA (1990), atualmente ha uma tendéncia de
varios micologistas de suprimir o grupo dos ficomicetos como categoria taxondmica,
considerando que estc grupo constitue-se muito heterogéneo, pois seus
representantes se caracterizam de forma diversificada.

Os fungos anaerdbios, habitantes do aparelho gastro-intestinal de animais
ruminantes, freqilentemente foram descritos como organismos pertencentes ao
antigo grupo dos ficomicetos. Mais recentemente, tais organismos foram incluidos
na Classe Chytridiomycetes, em virtude do grupo dos ficomicetos ndo ser mais
considerado um grupo taxondémico.

De acordo com WEBSTER (1980) e HERRERA & ULLOA (1990), a Classe

Chytridiomycetes ¢ composta por grupos de fungos que apresentam zoOsporos com
um unico flagelo liso, em forma de "chicote"; localizado na parte posterior do
esporo. Os microrganismos estdo subdivididos em trés ordens:
- Chytridiales - possuem um talo desprovido de um sistema vegetativo com apenas
estruturas reprodutivas (holocarpico), ou com um sistema vegetativo rizoidal
especializado (eucarpico), € uma (monocéntrico) ou mais (policéntrico) estruturas
reprodutivas; presenga de zodsporos orientando-se usualmente por um simples
glébulo oleoso visivel;, germinagio monopolar. ‘

- Blastocladiales - os talos quase sempre sio bem diferenciados nos sistemas

vegetativos, € apresentam um conjunto de hifas nas quais nascem numerosos 0rgaos
reprodutivos; possuem o zodsporo sem um glébulo visivel e germinagdo bipolar;
muitas espécies dessa classe apresentam reprodugdo sexuada por meio de
planogametos, isogametos ou anisogametos, com alterndncia de geragdes;
apresentam formacdo de esporangios de resisténcia.

- Monoblepharidales - o talo ndo apresenta uma célula basal bem definida; séo
fungos compostos por delicadas hifas muito ramificadas, e a reprodugio sexuada
ocorre por meio de oogametos, onde o gameta masculino sempre encontra-se livre
no meio, enquanto o gameta feminino € desprovido de flagelo.

Na Figura 6 esta representado, de forma esquematica, o ciclo de vida da
espécie Chytriomyces hyalinus, pertencente a Classe Chytridiomycetes, de acordo
com HERRERA & ULLOA (1990). Segundo a figura, na fase assexuada de
reproducdo do organismo, cada um dos zodsporos liberados pela vesicula
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esporangial nada liviemente por algum tempo, encista-se, € apos um determinado
periodo germina dando origem a um talo que se transformara, posteriormente, em
zoosporangio. Na fase sexuada de reprodugfio, a germinagdio dos zoOsporos
encistados da origem a talos diferenciados que se unirdo para formar o zigoto. Na
seqiéncia, o zigoto se transformara em zoospordngio de resisténcia através de
divisdes meioticas. O zoospordngio de resisténcia germinard dando origem a

zoosporos, da mesma maneira que o zoosporangio formado na fase assexuada.

Na Figura 7 (HERRERA & ULLOA, 1990), esta representado de forma
esquematica o ciclo de vida de 4llomyces macrogynus, espécie pertencente a Classe
Chytridiomycetes. O ciclo de vida dessa espécie caracteriza-se pela alternéncia de
geragOes bem definidas, com a formagio de gametotalos hapoides alternados com
esporotalos diploides. Em muitas espécies, a unifio (fecundagdo) dos planogametas
livres (isogametas), formados em diferentes gametangios, acontece na presenca de
baixos teores de agua no meio, sendo que cada par de planogametas da origem a um
zigoto biflagelado que se movimenta até invadir a célula hospedeira. Apds penetrar
nos tecidos da célula hospedeira, o zigoto perde os flagelos, adquirindo uma forma
esférica dotada de parede espessa e de carater resistente, denominado esporangios de
resisténcia, forma de vida latente caracteristica dos periodos de temperatura mais
baixa. Em condi¢Ges favoraveis, o nicleo do esporangio divide-se em dois (por
meiose), € assim sucessivamente até formar muitos nuacleos, os quais originardo

NuUMeETosos zodsporos, € o esporangio de resisténcia tornam-se um zoosporangio.

As Figuras 6 ¢ 7 foram apresentadas para evidenciar o ciclo de reproducéo de
fungos pertencentes a Classe Chytridiomycetes, uma vez que 0S 0rganismos em
destaque neste estudo pertencem a esta classe, € por ndo constar em literatura um

ciclo tipico dos organismos de interesse.
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Figura 6 - Ciclo de vida de Chytriomyces hyalinus.
A-E. Estagios constituintes da reprodugdo assexuada. F-1. Estagios constituintes da reprodugao
sexuada (HERRERA & ULLOA, 1990)
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Figura 7- Ciclo de vida de Al/lomyces macrogynus (continuagdo na pagina posterior).
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Figura 7- Ciclo de vida de Allomyces macrogynus

A. Gametotalo jovem aderido ao substrato através de rizdides. B. Gametotalo com gametingios
masculinos, de colorago laranja, desenvolvidos sobre gametingios femininos, incolores. C-D. Gametas
femininos e masculinos moveis (planogametas) liberados pelos gametingios. E-H Copulagio dos
gametas sexuados e formagdo do zigoto biflagelado, que, posteriormente, perde os flagelos e encista. I-
K Germinagdo do cistdo diploide para tranformar-se em esporotalo, no qual desenvolvem-se
zoosporangios de dois tipos, de parede delgada e incolor (mitosporangios) e outros de parede mais
espessa e coloridos (meiospordngios). L-N. Os zoodsporos diploides liberados dos zoosporangios
incolores nadam por um tempo, encistam-se e germinam dando origem a novos esporotalos, repetindo
a formagéo da gerago diploide. N-Q. Os zoosporangios de resisténcia (laténcia) através do processo
de meiose, germinam e liberam zodsporos haploides, os quais se encistam e posteriormente germinam

para formar gametalos que iniciam uma nova geragdo haploide (HERRERA & ULLOA, 1990)

Os fungos que apresentam zodsporos em seu ciclo de vida constituem um
grupo polifilético de quatro classes, segundo BARR (1988). Em comparagdo a outras
classificagdes, o autor apresenta a Classe Chytridiomycetes subdividida em quatro
ordens, conforme pode-se observar na Figura 8. A apresentagdo da nova classificago
proposta esta baseada na ultra-estrutura dos zodsporos. Entre as familias que
constituem a ordem Spizellomycetales, a familia Neocallimasticaceae recentemente
criada, foi definida para abranger os fungos encontrados no rimen, com base no
desenvolvimento e na morfologia do talo e das organelas citologicas dos zodsporos,

como por exemplo o arranjo ¢ a inser¢éo dos flagelos no esporo.
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Chytridiomycetes
(classe)

(ordens)

lastocladiales

hytridiales

—Monoblepharidiales

pizellomycetales

(familias)
Spizellomycetaceae

—lhTeocallimasticaceae

Olpidiaceae

Caulochytriaceae

Figura 8 - Chave taxondmica para a Classe Chytridiomycetes (BARR, 1988)

BARR apud BARR (1988) observou que os detalhes estruturais dos
zoosporos somente foram conhecidos pelo uso da microscopia eletronica.
_ Anteriormente ao uso da microscopia eletronica, as diferencas entre os zoosporos
foram descobertas por longas investigacdes sob microscopia de luz, que auxiliaram
na organizagdo dos niveis dos fungos até entdo denominados fiicomicetos.

BARR (1988), apds algumas observagdes acerca de estudos realizados com
fungos anaerdbios de ramen, sugeriu alguns critérios taxondmicos para redefinir e
classificar tais organismos. Para o autor, um grande numero de espécies de fungos
pertencentes & Classe Chytridiomycetes necessitava ser inoculado em meio de
cultura, e seus zodsporos estudados em microscopia eletronica. As familias foram
tradicionalmente agrupadas segundo as caracteristicas morfologicas dos talos. Esse
critério foi proposto afim de facilitar a classificacdo, porém, ndo € o mais usual para
subdivisdo de ordens e familias. Como exemplo, na Ordem Chytridiales estdo
agrupadas espécies monocéntricas € policéntricas com o mesmo subtipo de
zo6sporo. Alguns trabalhos realizados na década de 80 (MUNN et al, 1981; HEATH
et.al ,1983; MUNN et al,1888) utilizaram a avaliagdo da ultra-estrutura dos
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zoosporos através de microscopia eletronica para a definigdo dos géneros relativos
aos fungos anaerobios de riimen.

As fases de crescimento vegetativo e dos zoosporos de trés
chitridiomicetos celuloliticos de rimen, Piromonas sp, Sphaeromonas sp e
Neocallismatix sp cepa NF1, foram objeto de estudos de MUNN et al. (1988).
Através de microscopia eletronica, algumas caracteristicas comuns foram suficientes
para distinguir estes anaerdbios obrigatorios dos demais chitnidiomicetos aerobios e
facultativos. Estas caracteristicas podem ser resumidas da seguinte forma: auséncia
de mitocondrias € preseriga de hidrogenossomo em todos os estagios do ciclo de
vida; presenca de rizéides e esporingios recobertos com cristais dispostos em ordem
hexagonal; nos zodsporos a presenca de uma superficie de apoio das organelas de
motilidade distinta do corpo celular, e os ribossomos organizados sob a forma de
membranas associadas a hélices e globulos.

Para BARR (1988), a maioria dos critérios usuais ainda empregados na
classificagio de espécies foi criada fortuitamente, especialmente em relagdo aquelas
espécies incluidas nas ordens Chytridiales e Spizellomycetales. Isto significa que
muitos fungos isolados a partir do rimem poderiam estar erroneamente identificados
como uma espécie diferente da real, uma vez que se desenvolveram em cultura pura,
e que as condigdes fisiologicas in vivo e in vitro poderiam promover alteragdes na
morfologia de crescimento e correlagdes incorretas das caracteristicas desses
organismos. Segundo o autor, a provavel solucdo para a sistemdtica dos
Chytridiomycetes & viabilizar o crescimento de tais organismos em laboratorio, sob
condi¢Oes padronizadas. Estudos a nivel molecular poderiam ser utilizados no
auxilio da sistematica, afim de serem explorados com o objetivo de fixar padrdes
para todos os grupos de Chytridiomycetes, tragando relagdes filogenéticas entre os
diversos géneros. Segundo MILLER apud BARR (1988), muitas espécies foram
identificadas com base na morfologia dos talos e habitats de origem, mas tais
critérios vém sofrendo alteragdes. Muitos métodos foram criados para o
desenvolvimento de fungos em cultura pura, ¢ um grande numero de variagSes

morfolégicas foi diagnosticado.



3.4. Fungos Anaerébios Celuloliticos

Neste capitulo esta apresentado algumas consideragdes a respeito do processo
de digestdo anaerobia no sistema gastro-intestinal de ruminantes ¢ o papel
desempenhado pelos microrganismos na degradagdo da fibra vegetal. Nesta linha,
procurou-se ressaltar a importancia dos fungos anaerdbios no processo de digestdo
da fibra vegetal ¢ o ciclo de vida de tais organismos no rimen, bem como os
métodos de isolamento para fungos anaerdbios descritos em literatura.

3.4.1. Digestdo Anaerobia no Rimen

Um dos ecossistemas anaerobios em que a digestdo da celulose sempre foi
bastante investigado e descrito € o ramen, parte do sistema gastrodisgestivo de
animais ruminantes como bovinos e caprinos. ( AKIN et al., 1983; WILLIAMS and
DINUSSON, 1973; DEMEYER, 1981; ORPIN, 1984; FONTY et al. 1989; MAAS
and GLASS, 1991).

No ramen dos animais herbivoros ocorre naturalmente o processo de digestdo
anaerobia, pela presenca de microrganismos que se desenvolvem e promovem a
degradacdo das fibras vegetais para o animal. Pela definicio de HUNGATE apud
GIAJ-LEVRA (1991), o rimen ¢ um ambiente que apresenta condigdes constantes

de mistura da alimentagfio, temperatura e pH, sob baixo potencial de oxi-redugio.

A Figura 9 (BROCK & MADIGAN, 1991) apresenta um esquema no qual
pode ser visualizado o aparelho digestivo dos herbivoros ruminantes. O contetido
alimentar entra no rimen misturado com a saliva através dos movimentos de
mastigacdo e acio peristaltica, e as fibras de celulose sdo transformadas em uma fina
suspensdo, propicia ao ataque microbiano. A massa alimentar sob agdo peristaltica €
empurrada para o interior do reticulo, onde ocorre a divisdo do bolo alimentar em
pequenas porgdes as quais poderio voltar a boca, sendo novamente mastigadas,
misturadas com a saliva, engolidas e conduzidas ao abomasso, um drgdo semelhante
a um estdmago com pH acidificado. No abomasso inicia o processo digestivo que
tera continuidade no intestino delgado € grosso. ‘

Conforme HOBSON & WALLACE (1982), o contetido alimentar em geral
permanece no rumen por um periodo minimo de nove horas, € as particulas

alimentares maiores podem ficar retidas até trés dias. O processo de digestao tem seu
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inicio com liberagdo da saliva sobre o alimento, a qual contém bicarbonatos e
fosfatos que funcionam como agentes-tampdes da fermentacdo, mantendo o pH em
torno de 6,5 e favorecendo o crescimento dos microrganismos. Para BROCK &
MADIGAN (1991), no ramen a agio enzimatica de bactérias, fungos e protozoarios
permite a hidrdlise da celulose em celobiose € glicose. A glicose sofre fermentagdo
bacteriana, ocorrendo a formagdo de acidos volateis, como butirico, propidénico €
acético e os gases didoxido de carbono e metano. Os acidos graxos passam pelo
rumen através de sua parede, sdo conduzidos pelas vias sanguineas e oxidados.
Assim, os acidos graxos consistem na maior fonte de energia para o animal. Em
adi¢do a sua funcgdo digestiva, 0os microrganismos configuram-se como a principal
fonte de nutrientes essenciais para o animal, através da sintese de aminoicidos e
vitaminas. Apos a fermentaciio encontram-se no conteudo ruminal um grande
namero de células microbianas ( 1010 a 1011 bactérias por mililitro de fluido
ruminal), e material parcialmente digerido. O restante do processo fermentativo tem
continuidade através do trato gastro-intestinal do animal, onde ocorrera um processo

digestivo similar aos animais que ndo sdo ruminantes.

As reagdes ocorridas no raimen, durante a digestdo das fibras vegetais, como
mostrado na Figura 10 (HOBSON, 1976), sdo essencialmente aquelas da
fermentagio anaerdbia, incluindo a produgdo de acido acético, propidnico e butirico.
A fermentagio produz um excesso de hidrogénio, o qual é removido por bactérias
produtoras do metano. HOBSON (1976) verificou que sob condig¢des de alimentagdo
intermitente, o ramen se assemelhava a um processo de fermentagio descontinuo,
com a formagdo dos seguintes gasé_s: 60 a 70% de didxido de carbono, 30 a 40% de
metano, 7% de nitrogénio, 0,2% de hidrogénio, 0,01% de gas sulfidrico € 0,6% de
oxigénio. O didéxido de carbono se constitui no principal gas formado no processo,
originado a partir do bicarbonato da saliva do animal ruminante ¢ dos produtos de
fermentagdo microbiana. LIN apud GIAJ-LEVRA (1991) ressaltou que os
carboidratos complexos apos sua hidrolise e fermentagdo, geram o acido pirtvico,
que por sua vez, a partir das diferentes espécies de microrganismos e condi¢des de
crescimento, levam a formag8o dos produtos finais de fermentagio nas seguintes
concentragdes: acido acético (56 a 70%), propionico (17 a 29%) e butirico (9 a
19%). Estes acidos sdo transportados do ramen por via sanguinea para os tecidos do
animal, e utilizados como fonte de energia e carbono. Segﬁndo BRYANT (1970),
quase todas as bactérias do rimen utilizam amodnia como a principal fonte de
nitrogénio para a sintese de aminoacidos. No entanto, a maior parte da amoma €

convertida a uréia e excretada pelo animal ruminante.
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ROMEN

INTESTINO DELGADO

RETICULO

Figura 9 - Esquema do sistema digestivo de animais ruminantes - Riimen. 1- reticulo,

2.-omasso, 3- abomasso, 4- intestino delgado, 5- ceco, 6- intestino grosso, 7- eséfago (BROCK &
MADIGAN, 1991).
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Figura 10 - Principais reagdes que ocorrem durante a digestdo do alimento no rimen (HOBSON apud GIAJ-LEVRA, 1991).
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Para TEMMES & METALA apud GIAJ-LEVRA (1991), a diferenga
existente entre o processo de digestdo no rimen e o processo da digestdo anaerobia
aplicados ao tratamento de residuos, € a forma de geragdo do gis metano nesses
ambientes. No rumen, a producdo do metano é quase exclusivamente devida a
redug@o do dioxido de carbono pelo hidrogénio, através da atividade das bactérias
metanogénicas hidrogenotroficas. Em contrapartida, nos processos anaerobios de
tratamento de residuos, geralmente 70% do metano formado € proveniente da agdo
das bactérias metanogénicas acetoclasticas que atuam através de um mecanismo de
descarboxilagio do acido acético. O restante do gas formado nesses ambientes ¢
devido a ag¢do das metanogénicas utilizadoras de hidrogénio e didéxido de carbono.
Tais diferengas estdo apresentadas na Figura 11, onde constam as etapas metabdlicas
da digestiio anaergbia e o fluxo de susbtratos em diferentes ecossistemas anaerdbios,
TEMMES & METTALA apud GIAJ- LEVRA (1991). Observa-se nesta figura que os
acidos volateis formados a partir da fermentagdo da celulose no rimen séo utilizados
pelo animal. Portanto a celulose, no rimen, nio € convertida completamente a
produtos gasosos, ao contrario do ocorrido em digestores de lodo de esgoto € na
maioria dos ambientes anaerobios naturais, em que o metano ¢ o dioxido de carbono

sdo os principais produtos formados no processo.
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Figura 11 - Esquema da digestdo anaerdbia e fluxo de substratos nos sistemas

anaerobios de degradagio: (A) completa degradagio da matéria orginica em sedimentos

aquaticos, pintanos e lodo em digestdo. (B) degradagio parcial da matéria orginica em sistemas
gastro-intestinal de animais ruminantes (TEMMES & METTALA apud GIAJ-LEVRA, 1991).
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3.4.2. Ciclo de vida dos fungos anaerobios

Na verdade, até pouco tempo, sabia-se que a microbiota do rumen se
constituia por bactérias celuloliticas e protozoarios. BRYANT (1970) constatou que
0s grupos de microrganismos encontrados no rumen, eram protozoarios ciliados,
alguns flagelados € uma variedade de bactérias, principalmente anaerdbias ndo
formadoras de esporos. LIN et al. (1985) mostraram que a maioria dos carboidratos
presentes na alimentacfio dos animais ruminantes como celulose, pectina, amido,
hemicelulose e outros carboidratos, era hidrolisada e fermentada pela complexa
interag@o entre as especies de bactérias celuloliticas e protozoarios.

WOLIN apud LJUNGDAHL & ERIKSSON (1985) descreveu espécies de
flagelados anaerobios isolados do rimen de bovinos, ovinos e caprinos, referindo-se
aos protozodrios como: Neocallismastix frontalis, Sphaeromonas communis e
Piromonas communis. ORPIN (1975), BAUCHOP (1979) e HEATH et al. (1983)
verificaram que tais protozoarios flagelados eram na verdade fungos com
caracteristicas comuns aos ficomicetos aquaticos.

O ciclo de vida destes ficomicetos presentes no aparelho digestivo de
ruminantes, constitui-se de uma alternincia de geragdes entre um estagio livre em
forma de zo6sporos moveis no fluido ruminal, € um estagio de vida que ndo
apresenta movimentos, ou fase reprodutiva vegetativa, a qual estd intimamente
associada as pafticulas em digestio no rimen. (ORPIN, 1975, 1976, 1977,
BAUCHOP, 1979; ORPIN & LETCHER, 1979).

Como anteriormente referido, AKIN (1986) também acreditou que os
zoosporos (esporos flagelados dos fungos) eram protozoarios, mas verificou que ao
inocula-los em meio de cultura para crescimento, ocorria a desesporulagdo ¢ a
formacdo de hifas (parte vegetativa) e esporangios (6rgdos onde sdo formados os
esporos). Através de microscopia eletronica, o autor constatou que esses fungos se

desenvolviam aderidos a materiais lignoceluldsicos.

Baseado na ultra-estrutura de zoosporos poliflagelados, HEATH et. al. (1983)
incluiram a espécie MNeocallimastix frontalis em uma nova familia
Neocallimasticeae, da Classe dos Chytridiomycetes, com redefinigdo dos atributos
a0 incorporar este novo microrganismo. Como afirmado por AKIN (1986), esta
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redefinicdo ¢ absolutamente possivel, ja que outras espécies ao serem descobertas,
promovem modificagdes na taxonomia geral de fungos.

A Classe dos Chytridiomycetes foi enumerada em trés ordens distintas de
fungos, como anteriormente referido. No entanto, com o recente aparecimento -dos
fungos anaerdbios do riimen, essa classe recebeu uma nova ordem para acomodar

taxonomicamente tais organismos, a Ordem Spizellomycetales.

ORPIN & JOBLIN apud CHENG (1990) afirmaram que fungos anaerdbios de
rumen podem desempenhar um importante papel na digestio de materiais
celuldsicos. Para BAUCHOP (1981), os esporos flagelados de tais fungos
demonstraram atragio quimiostatica por materiais celuldsicos e ataque seletivo a
tecidos vegetais especificos, sobre os quais os zodsporos se desenvolvem dando
origem as hifas que penetram profundamente nos tecidos vegetais.

Os fungos anaerobios de ramen foram encontrados inicialmente no fluido
ruminal, caracterizando-se por apresentar estagios de vida livre (ORPIN, 1975,1976).
Porém, alguns estudos posteriores avaliaram a digestdo das particulas vegetais,
através de experimentos realizados in vitro € in vivo, e revelaram que o estagio
vegetativo destes fungos ocorria em intima associag@o com as particulas vegetais em
digestdo no ramen (ORPIN, 1977; ORPIN & LETCHER, 1979). Segundo ORPIN &
BOUNTIFF apud ORPIN (1984), a invasdo nos tecidos vegetais pelos zodsporos
destes fungos ¢ rapida, devido ao fato de fixarem-se em regides fragmentadas das
particulas, incisOes finais e estOmatos, onde os esporos incistam, germinam e dio
origem ao estagio vegetativo. A analise microscopica dos fragmentos vegetais
removidos apés um periodo de vinte duas horas da alimentagio do animal,
demonstraram que em torno de 30% das particulas maiores de 2 mm e em processo

de digestdo, apresentavam-se infectadas por fungos anaerdbios.

BAUCHOP (1981) ao estudar os fungos de rumen, verificou que o ponto-
chave para o entendimento do ciclo de vida de tais organismos concentrava-se na
colonizagdo dos zodsporos nos tecidos e fragmentos vegetais. Os zodsporos fixam-se
rapidamente aos fragmentos vegetais no rumen, encistando-se, € apds 2 a 3 horas,
hifas podem ser detectadas em tecidos mais internos, através de coloragdo com
“Azul-do-Congo” ou “Azul-Nidgara”. O desenvolvimento dos fungos anaerobios do
rimen resultou na producdo de muitos rizoides, talos e espordngios. Os esporangios
aumentavam em tamanho entre 12 e 24 horas, atingindo assim o tamanho que indica



maturidade, rompiam-se e liberavam novos esporos flagelados. O ciclo total destes
fungos anaerobios pode ocorrer num periodo de 24 a 30 horas.

Na Figura 12 (MUNN et. al. 1988) esta apresentado um esquema do ciclo de
vida dos fungos anaerobios de ramen, dando énfase a formagdo dos zoosporos.
Segundo MUNN et al. (1988), os zodsporos de todos os géneros dos fungos
anaerobios de rumen possuem motilidade, pois apresentam um flagelo na parte
posterior do zodsporo, € movimentos amebdides . Uma vez que 0os zodsporos sio
colocados em contato com material vegetal em digestdo, germinam e desenvolvem-
se dando origem ao estagio de vida vegetativo celulolitico. Nesta etapa do ciclo
ocorre a formagdo dos espordngios, no interior dos quais as organelas citolégicas

sofrem diferenciagdo, dando origem a novos zodsporos.

Nos géneros Piromonas sp € Neocallimastix sp, os individuos fixam-se ao
substrato e apds perder as organelas de motilidade, desenvolvem-se a partir de um
dnico rizdide, tornando-se organismos com micélio bastante ramificado. Os
organismos pertencentes ao género Sphaeromonas sp fixam-se através da
germinagdo dos zoodsporos € produzem um talo bastante amplo, sobre o qual
desenvolvem-se sete estruturas esféricas (ORPIN 1976,1977). Nos trés géneros, 0s
rizéides ndo sdo septados e sobre estes desenvolvem-se os esporangios, no interior

dos quais, formam-se os zoosporos que se distinguirdo em cada uma das espécies.

A Tabela 3 apresenta algumas caracteristicas fundamentais para a distingéo
das principais espécies de fungos anaerobios do rimen. Os dados da tabela foram
obtidos a partir das investigagdes de MUNN et al. (1988), e os organismos utilizados
no estudo foram isolados de animais ovinos € cultivados sob atmosfera gasosa de
diéxido de carbono, conforme descrito por ORPIN (1975, 1976, 1977).



Figura 12 - Ciclo de vida dos fungos anaerdbios de riimen - Etapas de desenvolvimento
dos zosporos. 1.0s zoosporos aderem-se ao material vegetal através de pequenos rizoides, encistando-
se. 2-3. Os riz6ides sofrem prolongamento formando ramificages. 4-5 DivisSes mitoticas produzem
dois ou mais micleos e os precurssores das organelas de motilidade dividem-se dando origem a
vesiculas. 6-7. As vesiculas sofrem prolohgamento. (8) A massa celular do interior do esporéngio
destaca-se da parede. 9. vOs ribossomos agregam-se sob duas formas distintas, helicoidais e globulares.
10. A diferenciag¢8o dos zoosporos € completa; a parede do esporingio é digerida dando origem a um

orificio. 11. Os zoosporos formados sio liberados para o meio (MUNN et. al, 1988).



Tabela 3 - Caracteristicas gerais das espécies de fungos anaerdbios do rimen

Zoosporo® Crescimento
Vegetativo
Corpo Organela de Rizbide Esporangio
motilidade
Forma Tamanho Numero Comprimento | Numero/ forma Tamanho  méximo | Tamanho
(um) (comp. x diam. pm) | maximo (um)
Neocallimastix sp | Ovoide 206x87 |[6-18 37 Unico/ ramificado 2500x 15 128 x 64
Piromonas sp Ovodide 14,2x7,0° |1 288 Unico/ ramificado 365x 11 95 x 49
9,4x7,8°
Sphaeromonas sp | Esférico 9,1x79 |1 24,9 Unico/ ' pouco (92 x 14 64 x42
ramificado
NF1 Ovoide 12,1 x 8,1 1 24,2 Unico/ ramificado 1750 x 12 115x 73

*Médias de 50 verificagdes
*Tamanho em isolamentos

“Tamanho depois de cinco dias de incubagéo
FONTE: MUNN et al. (1988)

3%
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3.4.3. Métodos e meios de cultura para isolamento de fungos anaerébios do
rumen, sob anaerobiose estrita

Das trés espécies conhecidas de fungos anaerdbios de ramen, todas
fermentam polissacarideos constituintes das fibras vegetais, presentes na dieta dos
animais ruminantes, resultando em agucares soluveis, os quais serdo utilizados pelo
animal como fonte de carbono e energia. A associag:éo destes fungos com as
particulas em digestio no rimen ainda ndo foi totalmente esclarecida, nem mesmo
em que proporgéo tais organismos estdo no contetido ruminal. Porém, estima-se que
em condigdes favoraveis, acima de 8% da biomassa microbiana nesse habitat, pode
consistir de fungos celuloliticos anaerobios (ORPIN apud ORPIN, 1984). Na Tabela
4 estdo representadas resumidamente as condicdes de laboratério pelas quais
obtiveram-se os primeiros isolamentos de fungos anaerdbios, a partir do contetido
ruminal. Os meios de cultura estdo descritos, observando-se a propor¢do de grama
por 100 mL de volume final de meio utilizado.

Nos estudos de ORPIN (1975, 1976, 1977) foram coletadas amostras de
material obtidas a partir do rimen de ovinos submetidos a um crescimento
confinado, com inser¢@o de canula permanente no aparelho gastro-intestinal. Para o
cultivo das espécies fungicas citadas, foram utilizados os meios de cultura descritos
na Tabela 4, onde pode-se observar a adigdo de fluido de rimen clarificado,
preparado da seguinte forma:

- 0 fluido ruminal coletado do animal foi submetido a uma bré—ﬁltragem;

- o material retido, na pré-filtragem foi lavado por duas vezes, ¢ denominado
particulas grosseiras (PG);

- 0 liquido resultante da pré-filtragem foi centrifugado por 15 minutos, em
temperatura ambiente, € o sobrenadante resultante denominado FRF. O sedimento
resultante foi lavado por duas vezes sendo denominado particulas de tamanho
intermediario (PI);

- a por¢do FRF, resultante da primeira centrifugagdo, foi submetida a uma nova

centrifugac@o, e o sobrenadante denominado fluido de rimen clarificado.
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Tabela 4 - Condi¢des de cultivos e composi¢do dos meios de cultura utilizados em

ensaios de isolamento de fungos anaerobios de rimen.

Condigdes de Espécies
Isolamento
Neocallismastix Sphaeromonas Piromonas
frontalis (*) communis (**) communis (**%)
Habitat Rumen de ovino Rumen de ovino
Temperatura 39°C 39°C 39°C
pH 6,5 6,5 6,5
Composicdo do | - 1,0g extrato de | - 0,65g na HCO; - 0,65g na HCO;
meio de cultura | levedura - 0,64g K,HPO, - 0,64g K-HPO,
- 3,0g triptona - 0,50g KH,yPOy4 - 0,50g KH,PO,4
- 0,02g acido | - 0,64 NaCl - 0,64 NaCl
ascorbico - 0,005 CaCl, - 0,05 CaCl,
- 10mL fluido de | -0,005g Mg,SO, - 0,005g Mg,S04
ramen clarificado - 0,02g glicose - 0,02g glicose
- 10mL fluido | - 10mL  fluido
clarificado clarificado

FONTE: ORPIN (1975)* : ORPIN (1976)%%:; ORPIN (1977) ***

Para o desenvolvimento de culturas ir vitro, ORPIN (1975) utilizou o meio
de cultura baseado em DIAMOND (1957), descrito na Tabela 4 para o i1solamento da
espécie Neocallismastix frontalis. Os compostos listados foram dissolvidos em 70
mL de agua destilada. A esta soluggo, foram adicionados 10 mL de fluido de ramen
centrifugado, € o meio foi entfio autoclavado a 121°C e 1 atm. Apds o resfriamento
do meio a 50°C, além dos compostos j4 listados na Tabela 4, foi adicionado 1 mL de
solucdo, contendo 100.000 unidades de benzopenicilina de sédio e 0,1g de sulfato de
estreptomicina. O meio de cultura foi distribuido assepticamente sob o fluxo gasoso
de dioxido de carbono em frascos de dimensdes 12,7 x 13,0 cm, sendo mantido 2,5
cm de espago entre a camada superficial do liquido e a tampa. O primeiro
isolamento foi realizado sob fluxo gasoso de dioxido de carbono, a partir da
inoculacdo do meio liquido com 0,2 mL da fragdo denominada de particulas de
tamanho intermediario (PI), obtida no preparo do fluido de ramen clarificado
descrito acima, e incubada a 30°C. Ap6s um periodo de dois dias de incubago,
quando os organismos flagelados foram observados, a camada superficial do meio
foi aspirada e descartada. A camada inferior restante, contendo os zoodsporos, foi

recoberta com meio de cultura semi-sélido fresco. Os frascos foram agitados para
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proporcionar a distribui¢do dos zo6sporos sobre a superficie do meio cultura, e
incubados nas mesmas condigdes descritas para o primeiro isolamento. A biomassa
fingica formada sobre o meio, foi transferida para frascos contendo meio liquido,
iniciando-se novamente os procedimentos descritos.

O método do “roll-tube” descrito por HUNGATE (1969) para o cultivo de
bacténas anaerobias foi utilizado para o isolamento de fungos anaerdbios de rimen,
no trabalho realizado por JOBLIN (1981). O autor afirmou que o emprego destas
técnicas permitiu o isolamento de tais organismos a partir do fluido de rimen
enriquecido, bem como a enumeragdo de seus zodsporos. Baseado nos métodos
descritos para a preparagéo e pré-reducdo do meio por HUNGATE (1969), o meio
utilizado sob atemosfera de didxido de carbono consistiu de 17 mL de solucéo
mineral A (composta basicamente por NaCl, KH,PO,, (NH,),SO,, MgSQ,, CaCl,),
17 mL de solu¢@o mineral B (composta de K;HPO,), 15 mL de fluido de rimen
clarificado, 500 mg de NaHCO;, 200 mg de celobiose, 50 mg de extrato de levedura,
100 mg de triptona, 0,05 de solugdo de hemina, a 56 mL de agua destilada, 0,1 %
(p/v) de resazurina (0,3 mL), e 30 mg de cisteina hidrocloridrica. O fluido de rimen
foi obtido de um ovino com riamen fistulado, sendo entdo clarificado por

centrifugaggo a 10.000g por 30 minutos e estocado a -20°C,

Nos estudos de CHENG & LJUNGDAHL (1994), a cepa do fungo anaerébio
de ramen Orpinimyces sp cepa PC-2 foi cultivada conforme as técnicas descritas por
BORNEMAN et al. (1991) para a produgdo de enzimas. Os organismos foram
incubados por 8 dias a 39°C em frascos contendo 14 litros de meio basal com 0,3%
de Avicel (celulose microcristralina). O meio foi autoclavado for 1 hora, resfriado
sob atmosfera de diéxido de carbono_ e apds, acrescido por 0,03% de cisteina-HCI.
Fort utilizada solugfo de antibidtico consistindo de uma mistura de penicilina (334 U
mL™"), estreptomicina-sulfato (80 pg mL™) e cloranfenicol (10 pg mL™), filtrada sob
condigdes de assepsia através do sistema Millipore, utilizando membranas de
0,22um, e em seguida adicionada para inocula¢io. Cada frasco foi inoculado com
400 mL de uma cultura previamente sub-cultivada duas vezes, em meio basal,
contendo 0,2% de celobiose ¢ solucdo de antibidticos.

Nos trabalhos desenvolvidos por McSWEENEY et al. (1994), o ficomiceto
anaerdbio de rimen Neocallimastix patriarcum foi cedido por C.G. ORPIN. Os
procedimentos utilizados para o preparo do meio, armazenamento € 0s sub-cultivos,
foram baseados nas técnicas desenvolvidas por HUNGATE (1969), que serdo
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descritas neste trabalho posteriormente. O meio basal foi constituido de 20 %
(vol/vol) de fluido de rimen clarificado; 3,75% (vol/vol) de solucdo mineral A ¢ B
(composi¢do baseada nos estudos de Caldwell & Bryant (1966); 0,4% (p/vol) de
carbonato de sodio; 0,05 (p/vol) de cisteina hidrocloridrica, ¢ 0,001% (p/vol) de
resazurina. O meio foi preparado com e sem a adigdo de fonte de carbono ¢ fatores
de crescimento, mas quando presentes consistiram de 0,5% (p/vol) de celobiose e
0,25% (p/vol) de extrato de levedura. O meio foi preparado sob fluxo gasoso de
diéxido de carbono, e distribuido em frascos com capacidade de 25 mL (18 por 250
mm), tampados e autoclavados. No momento da inoculagfo, em cada frasco foi
adicionada vitamina B, ¢ 0,5 mL de uma suspensdo de Neocallimaxtix patriarcum.
Os frascos foram incubados a 39°C, sob auséncia de luz.

3.4.4. Metabolismo e producio de enzimas por fungos anaerobios

Através dos varios trabalhos realizados com os fungos do ramen, concluiu-se
que tais microrganismos sdo de fato anaerdbios obrigatdrios (ORPIN, 1975, 1976,
1977, BAUCHOP, 1979; MUNN et al.,1981; GOLD, et al., 1988; BARR, et. al,
1989). Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos regulatorios do catabolismo
destes fungos. No entanto, alguns estudos foram realizados com o intuito de verificar
a atividade enzimatica e seu papel na degradagdo das fibras vegetais no rimen
(MOUNTFORT & ASHER, 1983, 1989; WILLIAMS & ORPIN, 1987; WILSON &
WOOD, 1992; MCSWEENEY, et al., 1994). '

Observagdes sob microscopia eletronica de fragmentos vegetais do contetido
ruminal, vinte e duas horas apos a alimentagdo do animal, revelaram que mais de
30% das particulas maiores de 20 mm estavam infestadas pela micota anaerdbia
(ORPIN, 1984). Nos estudos de BAUCHOP (1979), foram empregadas técnicas de
coloragGes de material similar, revelando a penetragdo dos rizoides na parede celular
de células vegetais, ¢ indicando a capacidade de degradacio dos polimeros
constituintes da mesma.

MOUNTFORT & ASHER (1983) cultivaram a espécie Neocallimastix
frontalis PN-1 em meios em que a composi¢do do substrato variava. Os agucares
soluveis, como glicose, celobiose, frutose, maltose, sacarose e xilose, foram usados
concomitantemente e individualmente para verificar a preferéncia metabodlica do
organismo. No caso dos monossacarideos, a glicose foi preferencialmente utilizada
pelos microrganismos, se comparada com a frutose € a xilose. Entre os dissacarideos
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utilizados, a celobiose e a sacarose foram também substratos preferenciais
metabolizados pelos organismos.

Os estudos de PEARCE & BAUCHOP (1985) evidenciaram a presenga de
glicosidases frente aos substratos celulésicos, em culturas de Neocallimastix
frontalis. A atividade enzimatica foi fracionada em extracelular e intracelular a nivel
de membrana. A atividade méxima da frag@io de enzima extracelular, produzida pelo
fungo inoculado em meio contendo Avicel (celulose cristalina), foi quase o dobro da
atividade quando utilizou-se papel de filtro Whatmann n® 1 como substrato. A
reducdo da quantidade de enzimas produzidas no meio contendo papel de filtro como
substrato pode ter sido causada pela repressdo da sintese de enzimas, como um
resultado do aumento da concentracio da glicose formada, apds seis dias de cultivo.
Os autores concluiram também, que utilizando Avicel como substrato, o produto
obtido da digestdo da celulose em maior propor¢io foi a glicose € ndo a celobiose,
sugerindo uma maior producdo de enzima P-glicosidade em relagdo as demais
celulases.

A producio de xilanase foi investigada no fungo anaerdbio Neocallimastix
Sfrontalis, por MOUNTFORT & ASHER (1989). As enzimas foram obtidas através
da filtragem do sobrenadante das culturas com corregdo de pH a 5,5. Através de
solugdo tampdo de acetato, e incubacdo & temperatura de 55° C, por cinco minutos.
Como substratos de crescimento foram utilizados xilana, xilose, glicose e celobiose.
Nas culturas que foram submetidas a elevadas concentragdes de xilana, a producéo
de xilanase sofreu um decréscimo em relagdo as demais, acompanhada pelo actimulo
no meio de cultura de xilose e, em menor quantidade, de arabinose. Na adi¢do
concomitante de substratos como xilana e xilose, a producfio da enzima ocorreu
durante o crescimento das culturas utilizando apenas xilana, e, num segundo
momento, atraves da utilizagdo de xilose.

WOOD et al. apud WILLIAMS & ORPIN (1987) verificaram que a acdo das
enzimas produzidas pela populagdo de fungos, protozoarios ciliados e bactérias do
ramen ¢ muito similar entre si. Entretanto, a celulase do fungo Neocallimastix
frontalis RK21 foi particularmente ativa sobre as fibras de celulose cristalina. A
pectina, componente da parede celular vegetal, apresentou-se pouco suscetivel ao
ataque das celulases dos fungos anaerobios.
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No estudo realizado por LI & CALZA (1991), o conjunto de celulases
extracelulares produzido pelo fungo Neocallimastix fromtalis cepa EB188 foi
separado através  de cromatografia gasosa em coluna empacotada com
hidroxilapatita. As enzimas obtidas no sobrenadante dos meios de culturas dessa
cepa foram representativas do sistema celulase. No periodo de incubagdo das
culturas, mantiveram-se na massa rizoidal valores de 7,0 , 80 e 32,0% de
carboximetilcelulase, avicelase e B-glicosidade, respectivamente. Com excegdo da -
glicosidase, as atividades de origem intracelular apresentaram atividades

semelhantes aquelas determinadas para o contetido do sobrenadante.

CHEN et al. (1994) desenvolveram um estudo para isolar e definir as
propriedades da enzima B-glicosidase extracelular do fungo Orpinomyces sp. cepa
PC-2. O fungo foi inoculado em meio de cultura contendo Avicel - celulose
microcristalina (0,3% p/v), € as enzimas obtidas no sobrenadante foram isoladas por
técnicas de cromatografia gasosa. Uma variedade de tipos ou formas multiplas de B-
glicosidase estava presente no sobrenadante das culturas. As B-glicosidases do

Orpinomyces sp. cepa PC-2 caracterizaram-se como uma glicoproteina que contém
8.5% de carboidratos.

3.5. Fundamentos da degradacio de residuos orginicos em aterros sanitarios

Segundo a CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
do Estado de Sdo Paulo (1980), o aterro sanitario ¢ tecnologicamente um sistema
utilizado para a disposigdo de residuos solidos no solo, particularmente o lixo
domiciliar, que, fundamentado em critérios de engenharia € normas operacionais
especificas, permite uma confinagdo segura, em termos de controle de poluicdo e
proteg¢do ambiental.

De acordo com WISE (1987), um ambiente criado a partir de um aterro
sanitario, pode ser denominado de ecossistema, uma vez que estdio presentes
condi¢des ambientais propicias para o estabelecimento de populagdes microbianas.
Estas populagles evoluem e multiplicam-se, proporcionando, através de sua acgéo
metabolica a degradacdo da matéria orgdnica complexa até compostos orginicos
mais simples, constituindo desta maneira um verdadeiro ecossistema.
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Sob o ponto de vista cientifico, o aterro sanitario tem importéncia pelo fato
‘de que nele ocorre a decomposicdo de matéria orgénica, atuando ali uma
comunidade microbiana pouco estudada (WISE,1987). Os aterros sanitarios
configuram-se como sistemas biologicos predominantemente anaerobios, nos quais o
tratamento dos residuos domésticos dispostds ocorre através de interagOes
bioquimicas de diferentes espécies microbianas. Tais interagdes permitem a
conversdo da matéria orgdnica aterrada em gases e liquidos percolados (REES, 1980;
POHLAND & HARPER, 1985; AUGENSTEIN & PACEY, 1991). Esse sistema de
tratamento requef um controle efetivo, devido, principalmente, a geragdo de tais
gases e liquidos, os quais, por suas caracteristicas peculiares podem causar impactos
ambientais, caso ndo sejam manejados e tratados adequadamente

Segundo POHLAND & HARPER (1985), um aterro sanitario ndo apresenta
uma "idade Unica", mas sim uma familia de idades diferentes associadas a esse
ecossitema complexo, convergindo para a estabilizagdo final da matéria orgénica.
LIMA (1988) ressaltou que em conseqiiéncia da solubilizagio dos residuos solidos
pela atividade microbiana, forma-se um liquido percolado comumente denominado
chorume, que, juntamente com a agua da chuva, confere o teor de umidade ao aterro
sanitario. O liquido percolado ou chorume, é o resultado da aco enzimatica dos
microrganismos do sistema-e dos produtos resultantes da biodegradagéo.

O processo de conversio dos residuos orginicos em aterro sanitario €
predominantemente a digestdo anaerobia, que ¢ similar nas vias de degradagdo nos
ambientes naturais, bem como aos diversos sistemas de tratamento desenvolvidos
pelo homem, apresentando algumas diferencas quanto ao tipo de substincia organica
a ser degradada e aos tipos de microrganismos atuantes (VILLAS BOAS, 1990). Na
Figura 11 (TEMMES & METTALA apud GIAJ-LEVRA, 1991), apresentada
anteriormente, observou-se a comparagdo do fluxo de substratos nos ecossistemas
anaerébios. A Figura 13 (NOVAES, 1986) mostra um esquema das etapas
metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestio anaerdbia de residuos
0rganicos.

Para NOVAES (1986), o grupo de bactérias fermentativas hidroliticas tem
acdo na primeira etapa do processo, ou seja, a tranformacio da matéria orgénica
complexa em compostos orginicos ¢ soliveis de menor cadeia. Este grupo
microbiano também ¢ responsavel pela transformacdo dos compostos orginicos

soliveis formados em 4acidos graxos orginicos. Na segunda etapa do processo,



grupos de bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela formagao de acetato, dioxido
de carbono e hidrogénio, a partir dos compostos formados na etapa anterior. A quarta
e quinta etapas do processo se caracterizam pela redugio do didxido de carbono
através do hidrogénio, e utilizacdo de acetato para formagéo do gas metano, dioxido
de carbono e 4gua, através da acdo metabolica das bactérias metanogénicas.

Deve-se ressaltar que a fase metanogénica € considerada uma das etapas
limitantes do processo de digestdo anaerdbia em reatores para o tratamento de
esgostos, porém para o processo de degradagio de residuos solidos a fase hidrolitica-

fermentativa parece limitante tendo em vista as altas concentragdes de celulose.

As bactérias metanogénicas s@o mais sensiveis em relagdo as condigfes
desfavoraveis do meio (pH, temperatura, concentragio de nutrientes, compostos
toxicos, entre outros). As bactérias metanogénicas sdo organismos dependentes da
atividade de outros anaerébios, principalmente em fun¢io de suas necessidades de
fontes organicas de cadeia simples. Estes organismos ocupam a posi¢do terminal na
cadela alimentar complexa anaerdbia, embora possam ser substituidas por bactérias
que utilizam como aceptores de elétrons compostos como o nitrato € o sulfato. A
natureza das interacGes durante a metanogénese varia com os tipos de organismos
envolvidos, com as substancias quimicas no meio € com 0s COmMpostos Organicos
disponiveis. O pH 6timo para o crescimento das bactérias metanogénicas situa-se na
faixa de 6,8 a 7,2 ; abaixo de valores como 6,2, as condi¢des acidas podem se tornar
toxicas as bactérias metanogénicas. Quanto a temperatura, as populagdes
metanogénicas apresehtam duas faixas dtimas de temﬁeratura, nas quais €ssas
populacdes se multiplicam e produzem CH, a velocidade maxima, ou seja em torno
de 35°C, e em torno de 60°C (NOVAES, 1986; VAZOLLER & CARVALHO, 1993).
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Figura 13 - Etapas metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo
anaerobia (NOVAES, 1986):

1. Bactérias fermentativas hidroliticas;

2. Bacténias acetogénicas produtoras de hidrogénio;

3. Bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio;

4. Bactérias metanogénicas redutoras de dioxido de carbono;

5. Bactérias metanogénicas que descarboxilam o acetato.
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Os digestores anaerdbios caracterizam-s¢ como um habitat microbiano, no
qual a populagdio bacteriana ¢ originada do indculo, € o sistema esta sujeito a novas
inoculagdes a partir do afluente. O processo de digestdo anaerobia de residuos
sOlidos domésticos em um aterro sanitario € lento, devido principalmente .a
composi¢do da matéria orginica disposta, merecendo destaque os peré@i}t_ d
material celuldsico. A atuagdo dos microrganismos celuloliticos € lirﬁivtada,:er;n'

virtude dos baixos teores de umidade no sistema e da estrutura molecular da propria
celulose (GIAJ-LEVRA, 1991).

De forma genérica, os residuos solidos domeésticos nos aterros sanitarios
podem ser dispostos em camadas de 1,5 a 4,0 metros, compactados até atingir uma
densidade entre 0,6-0,8 toneladas/m®. Apds a compactagio, os aterros recebem
cobertura diaria de 0,2-0,5 metros de solo ou argila. Neste método de diposi¢do, a
massa de residuos aterrada sofre ag¢do inicial da atividade metabdlica de populagdes
microbianas aerobias, por serem predominantes neste momento, atividade esta que
resultard na deplegdo de oxigénio no meio. Porém, as etapas subseqiientes do
processo de biodegradacdo dos residuos ocorre sob condigdes de anaerobiose. Em
condi¢des ideais, a maioria dos corhponente poliméricos sdo hidrolisados a
mondmeros, sendo estes fermentados e convertidos a 4cidos graxos de cadeia longa,
hidrogénio e diéxido de carbono. Os 4cidos graxos, cuja cadeia é formada por mais
de dois carbonos, serdo convertidos a acetato, hidrogénio e dioxido de carbono. O
estagio final da biodegradagdo de residuos ¢ a producdo de metano, através dos

precursores metanogénicos, como acetato, hidrogénio e diéxido de - carbono
(BEWLEY etal., 1991).

As interagdes existentes internamente ¢ as variaveis que interferem
externamente no aterro sanitario, sio extremamente complexas, tornando dificil seu
estudo de uma forma global. SCHALCH (1992) comentou que a composi¢do
gravimétrica dos residuos solidos urbanos se constitui num fator de influéncia
externa ao aterro sanitario, porém com agdo direta sobre a composi¢do dos gases e
liquidos gerados no sistema. '

Virios estudos foram realizados com o intuito de esclarecer alguns aspectos
relacionados ao comportamento do processo de digestio anaerObia em aterros
sanitarios, através da determinagio de pardmetros fisico-quimicos € proposi¢do de
modelos para a descrigdo das fases indicadoras do processo de estabilizagdo da
matéria organica (FARQUAR & ROVERS,1973; REES, 1980; POHLAND &
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HARPER, 1985; AUGENSTEIN & PACEY, 1991). A atividade microbiana em cada
fase do processo de estabilizagdo dos residuos solidos, confere caracteristicas tipicas
aos liquidos percolados, gerados em aterro sanitario (POHLAND & HARPER,
1985).

A produgdo e a composigdo dos gases € liquidos percolados, gerados em
aterros sanitarios sdao determinadas por varios fatores, podendo-se destacar: as
caracteristicas dos residuos solidos, as condi¢des climatoldgicas e hidrogeologicas
do sitio, idade do residuo, forma operacional do sistema (altura das camadas de
aterramento, compactacio, cobertura e impermeabilizagdo), umidade (infiltragdes de
chuva e nascentes), drenagem e captagdo (ARRUDA et al., 1995).

Em muitos trabalhos, o potencial de geracdo de metano em sistemas como
aterros sanitarios tém sido investigado, porém com pouca énfase nos processos de
hidrolise intermediaria e nas reagbes de fermentacdo a partir dos residuos dispostos.
Sabe-se, no entanto, que as vias de degradagiio dos compostos organicos no aterro
podem ser compreendidas através da andlise do comportamento dos gases e dos
liquidos gerados ao longo do tempo de disposié;éo dos residuos nesses sistemas. A
Figura 14 (BEWLEY et. al, 1991) mostra um esquema geral do processo de
degradacdo de alguns compostos organicos e seus produtos, os quais tem sido
encontrados através de analises fisico-quimica de amostras liquidas € gasosas de
varios aterros monitorados. Os principais produtos finais da fermentag&o a partir do
aterramento de residuos constituem-se em acidos graxos volateis, didoxido de carbono
¢ metano, além da quantidade de tragos de outros hidrocarbonetos volateis de dois e
cinco carbonos.

No esquema apresentado na Figura 14 (BEWLEY et al.,1991), considera-se
apenas o metano, o dioxido de carbono e 0 ion amdnio como produtos da degradacdo
dos residuos em aterro. Porém, o autor ressalta que muitos aterros sdo caracterizados
por elevadas Demandas Bioquimicas de Oxigénio (DBOs), baixo pH nos liquidos
percolados, e baixa produgdo de metano. Geralmente, as elevadas concentragées de
acidos volateis estdio associadas com elevadas DBOs, e 0 aumento na concentracio
de acidos pode causar queda nos valores de pH dos liquidos percolados, resultando
na solubilizagdo de uma gama variada de fons metalicos, conforme pode-se visualiar
na Figura 15, segundo BEWLEY et. al. (1991). A fermentag@o inicial de carboidratos
e proteinas para acidos volateis, hidrogénio e diéxido de carbono em aterros €
acompanhada por um rapido decréscimo nos valores de pH do sistema, 0 que pode
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afetar a atividade do microrganismos metanogénicos. De acordo com estes autores,
nos aterros sanitarios, enquanto a produgdo de metano aumenta, a concentragao de

acidos graxos volateis e ions metalicos decresce proporcionalmente.

A celulose constitui-se no principal carboidrato presente nos residuos solidos
urbanos, sendo que a taxa de celulose: hemicelulose: lignina, no papel aterrado €
prc’)xinia a do papel jomal, isto €, 70:15:15. A biodegradabilidade da celulose do
residuo solido doméstico € maior que a natural e, particularmente, a resultante do
papel € dos restos de comida, pode ser comparada com aquela encontrada no lodo
de esgoto onde a estrutura primaria de celulose havia sido destruida apds um
processo de pré-cozimento. Entretanto, a biodegradabilidade dos residuos
provenientes da varrigio e das podas de jardim dispostos em aterros ¢ bastante
similar & encontrada no conteudo do rimen, em que a maioria da celulose nativa esta
sob o estado cristalino ¢ lignificada (REES, 1980)
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Figura 14 - Esquema representativo do processo de degradagdo de compostos
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Figura 15- Degradac@o das fragdes organica e ihorgﬁhica dos residuos domésticos em
aterro sanitario (BEWLEY et al., 1991).
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Alguns modelos foram propostos para a compreensdo das reages complexas
que ocorrem nos aterros sanitarios. FARQUAR & ROVERS (1973) propuseram um
modelo para a formagdio de gases durante a decomposigio da matéria organica,
composto por quatro fases e baseado no comportamento dos gases presentes na
atmosfera interna do aterro em fungfo do tempo de disposicio. REES (1980) alterou
o modelo de FARQUAR & ROVERS, acrescentando o comportamento dos acidos
orginicos no percolado e a degradagdo da celulose, criando um modelo de cinco
fases.

Segundo REES (1980), o fendmeno de decomposicdo de residuos em aterro
sanitario ocorre em cinco fases distintas:
-Fase 1 - Apds o aterramento do residuo organico, tem inicio a fase aerdbia com
predomindncia de microrganismos aerdbios e facultativos, dentre eles fungos e
bactérias, dada a presenga de oxigénio difundido no meio da massa;
-Fase 2 - A fase anaerdbia-acida € caracterizada pela brusca queda do pH, em fun¢éo
da pressdo parcial do didoxido de carbono e da presenca acentuada de acidos
organicos ¢ hidrogénio. Nesta fase, ocorre a producio de hidrogénio, com o qual as
bactérias acetogénicas metabolizardo acetato, substrato indispensdvel para a
ocorréncia da metanogénese.
-Fase 3 - Esta fase ¢ comumente denominada metinica-instavel, onde o gas metano
comeca a ser produzido em pequenas quantidades. Nesta fase nota-se, também, a
. produg@o de acetato, formiato, hidrogénio e dioxido de carbono;
-Fase 4 - Denominada metanica-estavel, € caracterizada pela intensa produgéo de
metano e de dioxido de carbono, em propor¢des de 1:1_;
-Fase 5 - Denominada de fase de maturacdo final, caracteriza-se pela completa
bioestabilizagdo da matéria orgénica, decréscimo da produgdo de metano, € entrada

de ar no aterro.

POHLAND & HARPER (1985) propuseram um modelo através de
experimentos em escala piloto com um aterro acelerado, ou seja , com recirculagio
de percolado. O liquido percolado foi introduzido novamente no aterro-piloto a partir
da segunda fase do processo de digestdo. Para estes autores, a fase de implantagdo e
montagem do aterro constituiu a fase I do processo. A Fase III descrita por
POHLAND & HARPER (1985), na qual ocorre a formagao de acidos, assemelhou-se
aquela fase anaerdbia 4cida descrita por REES (1980). Ja a fase IV, apresentada no
modelo descrito por POHLAND & HARPER (1985) corresponde as fases metinica
instdvel ¢ metanica estdvel do modelo apresentado por REES (1980). Para
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POHLAND & HARPER (1985), nos sistemas de aterramento de residuos o periodo
de duragdo associado a cada fase, a qualidade € a quantidade de gas e chorume,
gerados no processo de degradagdo, sdo dependentes do processo de aterramento, da
natureza, do teor de umidade, do material de cobertura e da compactacdo dos

residuos.

Para AUGENSTEIN & PACEY (1991), a importancia na formulagdo de
modelos matematicos para representar o processo de estabilizagdo de residuos em
aterro sanitario ndo reside apenas na intenc¢fo de representar a sucessdo de etapas de
degradac@o e produtos gerados, e sim de estimar as taxas de produgéo de metano ao
longo do tempo de disposi¢do dos residuos. Em principio, o conhecimento de tais
taxas de produc;ﬁd de metano em aterro sanitario pode ser esclarecida através da
aplicagio de modelos matematicos. As taxas de degradacdo dos processos
microbianos podem ser generalizadas através das correlagdes com alguns fatores
como disponibilidade de nutrientes, temperatura € concentragdo de substrato, entre
outros. As varidveis determinantes dos processos de biodegradacdo em aterros ndo
foram suficientemente esclarecidas até o presente momento, e as tentativas para
aplicar as correlagdes desenvolvidas sob condigdes controladas constituem-se
insipientes.

No entanto, a dindmica dos processos de estabilizagdo associadas a fatores
operacionais provocam a sobreposi¢do das fases de estabilizagdo, refletindo nas
caracteristicas qualitativas dos liquidos. A sobreposicio das fases pode impedir a
detecgdo e a interpretacdo correta da evolugdo das mesmas. Assim, a observagio da
variagdo dos pardmetros ao longo do tempo, pode ser considerada mais
representativa para o estabelecimento da evolugdo do processo de estabilizagdo, do
que o interpretativo de dados isolados (REES, 1980; POHLAND & HARPER, 1985).

Segundo a revisdo realizada por LIMA (1988), varios aspectos relacionados
aos aterros foram estudados, dando enfise a produgdo de percolado e gases, e
contribuindo significativamente a compreesdo do processo de metanogénese. No
entanto, existem poucos estudos sobre microbiologia de aterros sanitarios,
principalmente no tocante a hidrolise e a fermentagdo da celulose. ELIASSEN apud
LIMA (1988) apresentou o primeiro trabalho no que diz respeito a microbiologia de
aterros. Estudando varios aterros em Nova York, relatou que os residuos orgéanicos
eram decompostos por processos biolégicos, e que estes processos ocorriam de
forma natural dada a presenca de microrganismos no lixo. ELIASSEN apud LIMA
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(1988) comprovou o fato retirando amostras soélidas dos aterros e realizando
contagem de bactérias totais, encontrando uma faixa de 3 x 10' a 7.4 x 10*

microrganismos por grama de peso seco de residuo.

O estudo da atividade celulolitica em aterro foi apresentado por REES &
GRAINGER apud VILLAS BOAS (1990), em que verificaram a inibigdo da celulase
pela presenga de ion aménio, acidos carboxilicos ou, ainda, pela presenca de
residuos derivados de enzimas proteoliticas. Nesse estudo, uma celulase comercial
derivada do fungo Trichoderma ressei foi adicionada no residuo estéril e ndo-estéril,
demonstrando uma possivel relagdo entre a inativagédo das celulases € a presenca de
residuos derivados de enzimas, como a principal causa da perda da atividade no

sistema experimental.

JONES & GRAINGER (1983) e JONES et al. (1983) realizaram,
respectivamente, experimentos em escala-piloto € em escala real, com o objetivo de
demonstrar a importincia de medir a atividade microbiana enzimatica extracelular
sobre os residuos solidos urbanos. Estudaram as proteases, amilases, lipases e
celulases, enzimas de grande importincia a hidrélise de compostos complexos do
lixo doméstico. Concluiram, basicamente, que a primeira fase da degradagio
microbiana do residuo domeéstico estava associada a hidrolise do material facilmente
assimilavel (proteina e amido), seguida da fermentacdo e metanogénese, como o
processo de degradacdo da fibra vegetal ocorrido no rimen, e lodo de esgoto em
digestdo. No entahto, as diferencas se concentraram no fato de que os sistemas de
fermentacio, em escala piloto e real, foram constituidas de um substrato solido com
baixos teores de umidade disponivel, fator relevante uma vez ja que a atividade
microbiana € diretamente proporcional ao grau de umidade do substrato.

JONES & GRAINGER (1983) observaram a nivel de escala laboratorial, a
ocorréncia de baixa atividade celulolitica sobre os residuos, fato justificado pelos
autores em fungdo da baixa quantidade de celulose contida nos residuos. Varios
fatores podem ter contribuido diretamente para a ocorréncia de tal fato: efeito
inibitério da lignina na decomposi¢io da celulose; inativagio das celulases por
residuos derivados de enzima proteoliticas; separagdo da fase proteolitica e

celulolitica; € celulose presente no sistema na forma refratavel.

FILIP & SMED-HILDMANN apud VILLAS BOAS (1990) compararam
amostras de trés aterros sanitarios, sendo um com material ndo compactado (aterro



aerdbio) e outro com material compactado (aterro anaerébio), ambos com seis meses
de idade. O terceiro aterro era antigo, com aproximadamente cinco anos de idade,
constituido de lixo e lodo de esgbto. A avaliagdo quantitativa microbiana dos trés
aterros revelou ordens de grandeza de 10° a 10° , 10° a 10" 10° , 10° a 10°
microrganismos por grama de matéria orginica seca, para os grupos bacterianos,
respectivamente, aerobios proteoliticos, anaerobios proteoliticos, os actinomicetos €
fungos aerdébios. No aterro compactado, o grupo bacteriano anaerdbios proteoliticos
apresentou-se em maior numero que os demais. Para os outros grupos de
microrganismos tais como, bactérias aerobias proteoliticas, actinomicetos e fungos, a
concentragdo foi menor no aterro ndo compactado em relagio ao compactado, e

menor nimero de microrganismos foi encontrado no aterro com cinco anos de idade.

BARILAZ et al: (1989a) desenvolveram uma técnica de preparo de amostra
de residuo urbano triturado, para a preparagdo de um inoculo liquido com o objetivo
de desenvolverem um método que promovesse o desprendimento dos
microrganismos anaerobios da matéria solida para uma posterior quantifica¢do. Para
estes testes foram empregadas culturas de bactérias anaerdbias celuloliticas,
partindo do principio que este grupo trofico adere ao material particulado com maior
freqliencia, se comparado com outras culturas. As amostras foram preparadas de seis
maneiras diferentes, de forma a diluir, agitar e prensar as mesmas, como principio
basico. Os resultados do estudo demonstraram que entre as técnicas testadas, ndo
havia uma mais efetiva, optando-se assim pela mais simples. Essa consistia em
diluir, agitar e prensar a amostra, coletando o liquido num frasco sob anaerobiose, €

assim utiliza-lo como mmdculo.

BARLAZ et al. (1989b) realizaram uma complexa caracterizagdo da
decomposicdo do residuo em um aterro simulado, incluindo informagdes sobre o
desenvolvimento de populagdes microbianas, no caso bactérias anaerdbias, e
constituintes quimicos da degradagio do residuo. O estudo envolveu vérios grupos
bacterianos anaerdbios, em frascos contendo residuo solido doméstico em particulas
de tamanho de 1,9 cm ou menores, € observaram um aﬁmento das populacées
microbianas ao longo do tempo. Na Figura 16 estd apresentado os dados das
composi¢des quimicas e microbiologicas do residuo em aterro sanitario simulado por
BARLAZ et al. (1989b).

No estudo anterior, o desenvolvimento dos principais grupos de bactérias
envolvidos na conversdo de residuos a metano foram quantificados desde o inicio do
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experimento ¢ durante toda a fase da produgdo de metano, sendo os grupos
enumerados pela técnica do niimero mais provavel com meio contendo celulose,
xilano, butirato, hidrogénio, acetato, CO,, ¢ o liquido percolado neutralizado e
recirculado para o reator. Na Figura 16 (BARLAZ et. al. ;,1989b) pode-se observar
que a decomposi¢dio da celulose e hemicelulose aumentou com o inicio da redugdo
da concentragdo dos acidos volateis acumulados, ocorrendo o estabelecimento das
populagdes acetogénicas € metanogénicas. Com os dados das composi¢des quimicas
e microbioldgicas observados nesta figura, os autores descreveram o processo de
degradacdo dos residuos em quatro fases, sendo estas denominadas de aerobia,
anaerébia acida, metanica instavel € metanica estavel.

VILLAS BOAS (1990) realizou um estudo sobre contagens de bactérias
anaerobias hidrolitico-fermentativas em amostras de residuos sélidos a dois metros
de profundidade em dois aterros sanitarios experimentais. A contagem das bactérias
foi realizada empregando técnicas de bacteriologia desenvolvidas por HUNGATE
(1969). Também foram realizadas contagens do mesmo grupo bacteriano em
amostras do percolado € um dos aterros experimentais, € em amostras de residuos
sdlidos da cidade de Sdo Carlos aterrados ha 5 ¢ 10 anos. Nesse mesmo trabalho,
cinco culturas puras de Dbactérnias hidrolitico-fermentativas foram obtidas,
pertencendo aos géneros Megasphaera sp. e Selenomonas sp. Os valores de
contagens estiveram na faixa de 10° a 10° UFC/gRS seco nos aterros experimentais,
10" UFC/mL nas amostras de percolado € 10’ UFC/gRS seco nos aterros de 5 e 10

anos .
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Figura 16 - Caracterizagdo Geral da Degradagdo de Residuos Sélidos Urbanos em
Aterro Sanitanio, através da utilizagdo de um bioreator de escala laboratorial com
recirculagio de chorume (BARLAZ apud VILLAS-BOAS, 1990).
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GIAJ-LEVRA (1991) estudou metodologias para a contagem de bactérias
anaerobias celuloliticas para posterior aplicagcdo na avaliagdo quantitativa de dez
indculos de origens diferentes. O autor verificou que nos varios indculos estudados,
como chorume, lodos anaerdbios oriundos de diferentes sistemas e liquidos' de
origem ruminal, aquele com maior concentrag@o bacteriana € maior eficiéncia em
degradar a fita de celulose foi o fluido de ramen de biodigestor. Os resultados
mostraram que, a partir de quatro meios de cultura avaliados, o meio BCYT (meio
Basal-Carbonato-Extrato de Levedura-Tripticase), sob pH neutro e temperaturas de
35 ¢ 55° C acrescido de fita de papel de filtro Whatman n°1, foi adequado para
estimar o nimero de bactérias celuloliticas dos diferentes inoculos, através do
método do Numero Mais Provavel (NMP). Nas contagens de bactérias anaerdbias
celuloliticas no chorume, ou liquido percolado de aterro sanitario, foram obtidos
valores médios de 5,15 Log NMP cél./mL, e 8,97 Log NMP cél./g SSV.

Os estudos relativos as populagdes microbianas envolvidas no processo de
degradacdo de residuos em aterros estdo baseados na elucidagdo da hidrolise dos
materiais celuldsicos, ja que os residuos sOlidos domésticos constituem-se
aproximadamente de 15 % de material lignoceluldsico. Este fato torna a etapa de
hidrélise da celulose sob condigBes anaerébias um passo limitante no tratamento
biologico de residuos, uma vez que depende de uma série de fatores, incluindo
qualidade e quantidade de substrato, enzimas microbianas € suas interagdes,

condigdes fisicas e quimicas de fermentacio.

As informagdes sobre a microbiologia do aterro sanitdrio resumem-se em
estudos com bactérias aerobias € anaerdbias celuloliticas, € algumas citagdes sobre
de fungos aerdbios. A viabilizagdo do processo de degradacdo dos residuos solidos
compactados ¢ decorrente da presenga das populagdes microbianas citadas € as
interages bioquimicas advindas do seu metabolismo. No rimen, um habitat
anaerobio estrito, a degradacdo da fibra de celulose esta relacionada com a presenga
de muitos grupos bacterianos celuloliticos, e também com a presenca de fungos
anaerdbios celuloliticos. A existéncia de tais fungos em ecossistemas como um
aterro sanitario constitui-se numa questfio a ser amplamente investigada, uma vez
que até o momento, o processo de estabilizagdo dos residuos orgénicos dispostos
nesses habitats tem sido, quase que exclusivamente, relacionada a presenca de
grupos bacterianos anaerobios.
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4. METODOLOGIA

No presente trabalho, com o objetivo de estudar organismos fingicos em
ccosssitemas anaerdbios, foram obtidos indculos de dois sistemas, um de
procedéncia do contetdo ruminal de bovino, € outro proveniente de amostras de
residuo aterrado. As atividades relacionadas com o estudo do inoculo ruminal foram
desenvolvidas no Laboratorio de Processos Anaerobios-SHS-EESC, da Universidade
de Sdo Paulo, e das amostras de residuo aterrado foram realizadas no Laboratorio de

Saneamento-DENQ), da Universidade de Caxias do Sul.

As técnicas utilizadas para manipulagdo dos organismos fungicos foram
baseadas em HUNGATE (1969) e MILLER & ‘WOLIN (1974). A constituigdo e
preparo dos meios de cultivo, bem como das solugdes estoques foram baseadas em
BAUCHOP (1979), VILLAS BOAS (1990), MOUNTFORT & ASHER (1989),
JOBLIN (1981), DUBOURGUIER e VAZOLLER (1988), VAZOLLER (1989).

4.1. Equipamentos
- Cilindros de gases diéxido de carbono (100% CO,) e nitrogénio (100% N,) , de
qualidade ultra-pura (White-Martins).
- Forno de aquecimento com coluna catalitica de cobre para a remogdo de oxigénio
‘dos gases (Instrumentos Cientificos - CG)

- Misturador de gases
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- Microscopio BHT - OLYMPUS

- Banho-maria (FANEM)

- Medidor eletrométrico de pH

- Balangas semi-analitica e analitica

- Autoclave vertical

- Estufa bacterioldgica para operar entre 37 a 39° C (FANEM)
- Agitador magnético

- Centrifuga (FANEM)

- Trado mecanizado para coleta de residuo solido aterrado
- Bomba a vécuo

- Forno tipo mufla

- Estufa para operar entre 105°C +/- 5°C

- Triturardor de material (Multiprocessador ARNO)

- Absorg¢do atdmica para determinagio de metais (VARIAN - Spectra-AS)

4.2. Vidrarias e outros materiais
- Baldes com fundo amredondado em formato de péra (500 mL), com vidro de
espessura reforcada.
- Frasco tipo "xarope" (100 mL), fechado com rosca de aluminio com rosca e
borracha na parte interior;
- Frascos de "antibiodtico” de vidro com capacidade de 10, 20 € 35 mL, fechados com
térhpa de borracha e lacre de aluminio.
- Frascos de "soro" de vidro para estoque de indculo, extrato de fluido de rimen e
extrato de aterro, com capacidade de 500 mL e fechados com tampa de borracha e
rosca ou fixada com arame.
- Tubo de ensaio (18 x 150 mm) com 35 mL de volume, fabricado com vidro de
espessura refbrgada e fechados com tampa de borracha e lacre de aluminio.
- Vidraria de uso comum em laboratério de microbiologia: pipetas, baldes de fundo
chato, erlenmeyers, kitassatos, pérolas de vidro, bastées de vidro, difusores de Vidro';
(para o fluxo de gases no preparo de meios € solugdes), cadinhos de porcelana e

sistema MILLIPORE;
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- Outros materiais: rolhas € tampas fabricadas com borracha de butila para os balges,
tubos e frascos; lacres de aluminio; lacreador para frascos de antibidtico; seringas
hipodérmicas de tuberculina, 1,0 mL e agulhas hipodérmicas, membranas filtrantes

AP20, 0,45 um, alca de platina; pinga, gaze, algoddo, papel-aluminio.

4.3. Técnicas para manipulacio de microrganismos anaerdbios estritos

Para o desenvolvimento do referido trabalho foram utilizadas técnicas de
“manipulagio de organismos anaerobios obrigatorios baseadas em HUNGATE (1969)
¢ MILLER & WOLIN (1974). Os meios de cultura e solugdes complementares foram
preparados e distribuidos segundo descrito por BAUCHOP (1979), VILLAS BOAS
(1990), MOUNTFORT & ASHER (1989), JOBLIN (1981), DUBOURGUIER e
VAZOLLER (1988), VAZOLLER (1989) com algumas adaptagdes na composi¢io

dos mesmos, conforme descrito posteriormente.

Este trabalho de investigagdio foi realizado em duas etapas e desenvolvidas
em laboratorios diferentes. Na primeira etapa, desenvolvida no Laboratério de
Processos Anaerobios do SHS-EESC-Universidade de Sdo Paulo, foram realizados
ensaios com o objetivo de detectar fungos anaerobios em amostras provenientes do
conteido ruminal. Na segunda etapa do trabalho, foram realizados ensaios com o
intuito de observar os mesmos organismos porém em amostras de residuos sélidos
aterrados, desenvolvida no Laboratorio de Saneamento-DENQ -Universidade de
Caxias do Sul, ap6s a implantac¢do do sistema de distribui¢do simultﬁnea'de gases, 0
qual pode ser visualizado na Figura 17. Este sistema foi adaptado de BALCH et al.
apud VAZOLLER (1995) pelo Laboratorio de Processos Anaerobios do SHS-EESC-
USP, ¢ descrito por VAZOLLER (1995). Na Figura 17 esta apresentado o sistema
implantado com algumas adaptagﬁeé, na qual pode-se visualizar o conjunto formado
pelos cilindros de gases (100% CO, e 100% N,), coluna redutora e sistema de

distribui¢do simultinea de gases e bomba a vacuo.
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A implantagdo do sistema de distribui¢do simultdnea de gases no Laboratorio
de Saneamento da UCS permitiu a reprodugio das técnicas desenvolvidas na
primeira etapa do trabalho, realizada no Laboratorio de Processos Anaerobios-SHS-
EESC-USP. Na Figura 18 pode-se observar o conjunto que compde o sistema de
distribui¢do simultinea, utilizado para a introdugdo de gases nos meios de cultura e
solucdes-estoque. Ainda nesta figura, pode ser observada a coluna redutora, a qual ¢
basicamente composta por um tubo de vidro com sistema de aquecimento externo, €
limalha de cobre na parte interior, construida conforme descrito por HUNGATE
(1969). Os gases foram comprados em cilindros distintos, € neste caso ndo foi
instalado um misturador de gases, entfio a coluna redutora junfamente com o sistema
de distribui¢do de gases cumpriram esta fung¢do ja'que a mistura devreia ocorrer
obrigatoriamente. Além disso, anteriormente aos gases didxido de carbono e o
nitrogénio serem fornecidos aos frascos contendo solugdes e/ou meio de cultrura,
estes passam pelo interior da coluna redutora a qual permitirda a remocio de

quantidades tragos de oxigénio que podiam estar presentes.
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Figura 17 - Bancada para manipulacdo de microrganismos anaerobios- Cilindros de
gases, coluna redutora e sistema de distribuicio de gases - Laboratorio de

Saneamento-DENQO- Universidade de Caxias do Sul - RS.

Figu:o. 1~ tema de disti ] 1ses- coluna 1 ra e bomba

vacuo - Laboratorio de Saneamento-DENQ- Universidade de Caxias do Sul - RS.
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4.4, Preparo dos Meios para Cultivo de Microrganismos

4.4.1. Meio basico de enriquecimento para cultivo de fungos anaerdbios

celuloliticos

O meio de ORPIN (1975) modificado por BAUCHOP (1979) foi utilizado

inicialmente, no enriquecimento das culturas de fungos anaerdbios obtidos do

rumen, bem como na manuteng@o dos mesmos. Posteriormente, este meio foi testado

no estudo dos organismos flingicos anaerobios em amostras de residuos sélidos

aterrados. O meio foi utilizado com pH 5,0 0,5 para a fase de enriquecimento I das

amostras, € pH 6,0 para a fase de enriquecimento II.

Nos ensaios de enriquecimento dos organismos anaerobios a partir de indculo

proveniente de amostras de residuo aterrado, o extrato de fluido de rumen foi

substituido pelo extrato de residuo aterrado, obtido através de um ensaio conduzido

de modo a facilitar a fermentacido de compostos organicos (item 4.5.8.).

A composi¢cdo do meio foi descrita por ORPIN (1975) e modificada por

BAUCHOP (1979):

- Solucdo mineral I

- Soluc¢do mineral II

- Extrato de fluido de rimen

- - Extrato de levedura

- Peptona

- P6 de Papel Filtro Whatmann n°1
- Solu¢io de Resazurina 0,1%

- Solugio de NapCO3 8%

- Solugdo redutora de cisteina-sulfeto
- Agua destilada (q.5.p.)

- Atmosfera

17,0 mL
17,0 mL
15,0 mL
0,1g
0,1g
02¢g
0,3mL
2,5mL
4,0 mL ‘
50,0 mL
100% CO»
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O meio de cultura para os ensaios de enriquecimento dos fungos anaerdbios
foi preparado sob uma atmosfera de 100%dioxido de carbono, sendo o substrato pé
de celulose de papel filtro Whatman n°1, em uma concentragdo de 0,2%, nos frascos
contendo 15 mL de meio de cultura. As solugBes estoques empregadas no meio de

cultura serfo descritas posteriormente, no item 4.5.

O roteiro utilizado para a preparacéo do meio de anaerdbios estritos baseado
em MILLER & WOLIN (1974), DUBOURGUIER ¢ VAZOLLER (1988), ¢ descrito
a seguir: 7
- 0 volume de agua destilada era colocado em um baléo de fundo chato e submetido
a fervura;

- ap0s a fervura, passou-se o liquido para um erlenmeyer e rapidamente introduzia-se
diéxido de carbono através do uso de difusores de vidro, conforme apresentado na
Figura 19.

- nos frascos colocados sobre o agitador magnético, adicionavam-se 0s sais € as
solugdes, exceto a solugdo de carbonato de sodio e solucdo redutora de cisteina-
sulfeto;

- ap0s a adi¢do da solugdo de resazurina, o meio era resfriado até atingir a
temperatura de 50°C, sbb fluxo de diéxido de carbono;

- 0 pH do meio era ajustado para 5,0 * 0,5 nos expérimentds que constituiram os
ensaios de enriquecimentd em frascos de soro, ¢ 6,0 para os ensaios de
enriquecimento II em frascos de antibiotico;

- distribuio-se 0 meio de cultura em frascos de soro e de antibidtico da seguinte
maneira: primeiramente, era introduzido um fluxo de gas nos frascos com o auxilio
de agulhas hipodérmicas por 1 minuto, € mantendo-se o fluxo, o meio era dispensado
nos frascos (no caso dos frascos de soro, adicionavam-se 100 mL, € nos frascos de
antibidtico, 9 mL); o fluxo gasoso era mantido em 1 minuto com o frasco semi-
tampado, apos o que era retirado, € 0s frascos eram fechados com tampa de butila e
lacre de aluminio, conforme pode ser observado nas Figuras 20 e 21; os frascos de

soro eram fechados com tampa de borracha de butila e arame;
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- os frascos eram esterilizados em autoclave a 121°C e 15 psi, por 20 minutos; apos o
resfriamento, os frascos eram estocados na auséncia da luz;

- 0s meios de cultura eram suplementados apds a autoclavagem, com as solugdes de
carbonato de sodio e redutora empregando-se seringas hipodérmicas de tuberculina
pré-reduzidas (a seringa era preenchida com solucdo redutora, deixando-se agir por
alguns segundos e desprezando-se a solug¢do - a operagdo era feita de duas a trés
vezes). A manipulagdo dos frascos sempre foi realizada sob condig¢des de assepsia,
em que as tampas dos frascos lacrados e estéreis eram colocadas em contato com
alcool e flambadas no fogo;

- apos a adicdo da solug@o redutora, esperava-se- a mudanga de coloragdo do meio,
geralmente da cor rosa para incolor ou amarelo claro, e apos, procedia-se a

inoculagdo.

Figura 19 - Introdugdo de fluxo de gas no meio de cultura, através da utilizagdo de

difusores de vidro.
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Figura 20 - Introdugdo do gas nos frascos tipo “antibiotico”

cultura.

contendo meio de
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Figura 21 - Lacreador de frascos tipo “antibiotico” - fixacao do lacre de aluminio nos

frascos.

4.4.2. Meio Semi-solido para Isolamento de Culturas de Fungos

Anaerobios Celuloliticos

Este meio foi utilizado para a obtengdo de colonias de fungos anaerobios,
presentes em indculo proveniente do conteudo ruminal. A composigdo deste meio €
basicamente a mesma do meio utilizado nos ensaios de enriquecimento, diferencia-
se apenas pela adi¢ao de solug@o de antibioticos, concentragao de celulose, adig@o de

glicose ou celobiose e agar. O pH do meio era ajustado para 6,0.

A composicdo deste meio de cultura baseada em ORPIN (1975) e
modificada por BAUCHOP (1979), ¢ a seguinte:

- Solug@o mineral | 17,0 mL
- Solug@o mineral 11 17,0 mL
- Extrato de fluido de ramen 15,0 mL

- Extrato de levedura 0,1¢g
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- Peptona 0,1g

- Papel Filtro Whatman n.1 0,05¢g

- Glicose 0,05¢g

- Solugéo de Resazurina 0,1% ~ 0,5mL

- Solucéo de NapCO3 8% (p/v) 2,50 mL

- Solugdo redutora de cisteina-sulfeto 4,0 mL

- Solu¢do de antibidticos 0,4 mL

- Agar 20g

- Agua destilada (g.s.p.) 50,0 mL

- Atmosfera 100% COy

Nos ensaios de isolamento das culturas a partir de indoculo ruminal foi
empregado o método do "roll-tube" (HUNGATE, 1969), porém com a substituicio
dos tubos de ensaios para os frascos tipo "xarope". As solu¢des estoques empregadas

no meio de cultura serdo descritas no item 4.5.

Para o preparo deste meio de cultura baseou-se na técnica descrita por
MILLER & WOLIN (1974) e DUBOURGUIER & VAZOLLER (1988), conforme
descrito no item 4.4.1. No meio de isolamento foram utilizadas a celulose e a glicose
como fonte de carbono. O meio foi preparado de acordo com a ordem dos
componentes antes listados, sendo imponante ressaltar o seguinte:

- dissolvia-se os componentes em baldo de fundo reforcado em formato de pera, sob
fluxo gasoso de dioxido de carbono, e ajustava-se o pH para 6,0;

- adicionava-s¢ 0 4agar, € submetia-se 0 meio a fervura até a completa
homogeneizag@o do composto, sempre sob fluxo gasoso de didxido de carbono;

- antes de distribuir o meio nos frascos, deixava-se passar fluxo gasoso nos frascos,
tipo "xarope", com o auxilio de agulhas hipodérmicas por 1 minuto;

- adicionava-se 14 mL de meio nos frascos, deixando-se o fluxo gasoso por mais um
minuto com o frasco semi-tampado, sendo que os mesmos foram mantidos em

banho-maria a uma temperatura de 50°C aproximadamente;
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- retirava-se a agulha de fluxo do'gasoso, e pressionou-se a tampa, fechando-se com
involucro de aluminio;

- os frascos eram esterilizados em autoclave a 121 °C ¢ 15 psi, durante 20 minutos;

- apds o processo de esterilizagdo, os frascos eram transferidos para o banho-maria, e
refriados a 48 °C;

- as solugdes de carbonato de sodio e solugio redutora de cisteina-sulfeto e solugdo
de antibidticos eram adicionadas ao meio;

- a inoculagd@o das culturas era realizada apos a completa redugdo do meio, ainda

liquefeito.

4.5. Solucoes Estoques dos Meios de Cultura

4.5.1. Solucdo redutora de cisteina - sulfeto

Para o preparo dessa solugdo foi necessario:

- cisteina HC]. HyO 12,5g

- Na5S.9H>0 12,58

- agua destilada (q.s.p) 1.000 mL

- solugéo de NaOH 3N até pH determinado
- atmosfera 100 % N»

Um volume de 500 mL de dgua destilada, previamente fervida em baldo de
fundo chato ¢ resfriada a 40°C foi submetido ao fluxo gasoso de 100% nitrogé€nio
através da introdugdo de uma mangueira contendo difusores de vidro. Neste volume,
dissolvia-se o cloridrato de cisteina. Imediatamente apds, ajustava-se o pH a 10,
utilizando-se uma solugfo de hidroxido de sédio 3N, adicionava-se o sulfeto de sddio
e completava-se o volume total de dgua destilada. Sob fluxo de 100% nitrogénio, a

solucio era submetida a fervura por 30 segundos.

Apds ferver a soluggo, procedia-se a filtragdo em condigdes assépticas através

do sistema de microfiltracdo Millipore, utilizando-se membranas 0,45 um de poro de
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acetato-celulose, previamente esterilizadas por autoclavagio a 121°C e 15 psi, por 20
minutos. A distribuicio da solugio era realizada sob fluxo de gas nitrogénio
constante, em aliquotas de 10 mL em frascos de antibidtico de 20 mL, sob condigdes
de assepsia. Os frascos € as respectivas tampas, assim como o sistema de mangueiras
e seringas utilizadas, como difusores de gases, eram previamente esterilizados, e,
antes da distribuicdo da solug@o, os frascos eram submetidos a fluxo de gas por 1

minuto, sendo entdo lacrados € armazenados em local escuro.

4.5.2. Solucio de carbonato de sédio a 8% (p/v)

A composigio desta solugdo foi baseada em VILLAS-BOAS (1990) sendo a

seguinte:

- NapCO3 240¢
- agua destilada (q.s.p) 300,0 mL
- atmosfera 100 % COp

Em um baldo de fundo chato, colocou-se um volume de 500 mL de agua
destilada, sendo o mesmo submetido & fervura, e fluxo de gas de didéxido de carbono
100%, até a agua atingir a temperatura de 40°C. Logo apds, o sal era dissolvido na
quantidade de 4gua recomendada e submetido a filtragdo com membrana de 0,45um
de poro de acetato-celulose em sistema de microfiltragio em Millipore estéril. A
distribuigéo da solugdo nos frascos tipo antibidtico seguiu o procedimento descrito

no item 4.5.1..

4.5.3. Solucio de resazurina 0,1% (p/v)

Para o preparo dessa solugio foi necessario o seguinte:

- Resazurina 0,1¢g
- agua destilada (q.s.p.) 100,0 mL
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A solucdo de resazurina ou solugfo indicadora de anaerobiose era preparada
dissolvendo-se 0,1 g de resazurina em 100 mL de dgua destilada, acondicionada em

frascos escuros e estocada sob refrigeracdo sob temperaturas de 4°C + 1°C.

4.5.4. Soluciio Mineral 1

A composi¢do da solugdo ‘foi baseada nos estudos de MOUNTFORT &
ASHER (1989), sendo a seguinte:

- KHyPO4 0,30¢g

- (NHy)»804 0,30g

- NaCl 0,60g

- Mgy SO4 0,03g

- CaCly 0,03¢g

- agua destilada 100,0 mL
Solucao Mineral 11

A composi¢do da solugdo foi baseada nos estudos de MOUNTFORT &
ASHER (1989), sendo a seguinte:
- KoHPO4 03g
- agua destilada 100,0 mL

Na preparagdo das solugdes Mineral I e I, os sais eram dissolvidos na ordem
indicada. Volumes iguais a 100 mL eram distribuidos em frascos com capacidade de
300mL, fechados com tampdo de algoddo e papel aluminio. As solu¢es eram
autoclavadas a 121° C e 15 psi, durante 20 minutos, ¢ estocadas sob refrigeracéo em

temperaturas em torno de 4°C + 1°C.
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4.5.5. Soluc¢do de solubiliza¢io
A solugdo de solubilizagdo foi utilizada para a homogeneizaggo,
acondicionamento e transporte das amostras provenientes do conteudo ruminal

bovino, bem como para as amostras de residuo solido provenientes de aterro sanitario.

A composi¢do da solucdo utilizada foi a seguinte (VILLAS BOAS,1990):

- solugdo de resazurina 0,25 mL
- solucdo de NapCO3 8% (p/v) 7,50 mL
- solucio redutora de Cisteina-Sulfeto 10,75 mL
- gua destilada (q.s.p) 250,0 mL

- atmosfera 100%COp

Em um baldo de vidro refor¢ado eram colocadas 230 mL de 4dgua destilada ¢
0,25 mL de solugdo de resazurina. Este volume era submetido & fervura por um
minuto, sob fluxo de 100 % dioxido de carbono. Apds a fervura, o baldo era fechado
com rolha de borracha, fixado com arame e autoclavado por 20 minutos, a 121°C e
15 psi. Depots da esterilizagdo e resfriamento a temperatura ambiente, a solugdo de
carbonato de sodio e redutora eram adicionadas ao liquido, ¢ sob condigdes de
anaerobiose € assepsia, eram transferidos volumes de 250 mL para um frasco de soro
estéril, contendo 20g de pérolas de vidro, que era fechado com tampa de borracha e

fixada com arame.

4.5.6. Solucio de antibioticos

A solucdo de antibidticos foi utilizada nos ensaios de isolamento, com o
objetivo de eliminar alguns grupos bacterianos presentes nas amostras, sendo sua
composicdo baseada em JOBLIN (1981):

- penicilina G-potassica 2 x 104 ITU/mL
- cloranfenicol : 0,4 mg/mL
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- etanol 40mL
- 4gua destilada (g.s.p.) 6,0 mL
- atmosfera 100%CO2

A solug@o de antibidticos nédo era autoclavada. A agua destilada era fervida e
resfriada a 40°C, sob fluxo de 100% COp Apb6s dissolver os antibidticos na agua
destilada, submetia-se a solucdo a filtragdo em sistema Millipore estéril,
empregando-se membranas 0,45 um de acetato-celulose. Sob condigdes de assepsia
e anaerobiose, eram distribuidas aliquotas de 10mL da solugio em frascos de
antibidtico previamente esterilizados, sendo tampados com tampas de butila e lacre
de aluminio, e estocados sob refrigeracdo (4°C + 1°C). O cloranfenicol caracteriza-
se por ser um composto que ndo € totalmente soluvel em agua, motivo pelo qual,
utilizou-se at€é 40% de etanol do volume total da solugdo para promover a total

dissolucdo do composto.

4.5.7. Extrato de Fluido de Ruamen

O conteudo ruminal foi obtido de um animal bovino ndo submetido a
tratamento com antibidticos, logo ap6s o abate na Fazenda de Palmeiras, no
municipio de Araraquara-SP. O rumen foi retirado do animal, ¢ imediatamente seu
contetido foi colocado em um vasilhame para promover homogeneizagdo do volume
ruminal. Logo apds, o volume foi submetido a filtragdo em tecido de linho para a
~retirada do material grosseiro, e transportado ao Laboratério de Processos

Anaerdbios do SHS-EESC-USP em vasilhame térmico.

No laboratorio procedeu-se a uma nova homogeneizagio do volume ruminal
coletado, e divisdo deste em duas partes. Uma parte do material foi utilizada no
preparo do indculo, descrita posteriormente no item 4.6.1., € outra para o preparo do

extrato de fluido de ramen.
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O volume do conteudo ruminal reservado ao preparo do extrato de fluido de
ramen foi submetido a nova filtragdo com tecido de algoddo, para a retirada das
fibras vegetais ndo-retidas na primeira filtragdo realizada em campo. O liquido
viscoso resultante do processo de filtragdo foi fervido por 30 segundos, ¢ apds seu
resfriamento, centrifugado por 45 minutos a 30.000g (15000 rpm em rotor SS-34). O
sobrenadante foi disposto em frascos de 300 mL estéreis, tampados e estocados em

freezer em temperaturas abaixo de 0°C.

4.5.8. Extrato preparado a partir de amostras de residuos sélidos

aterrado

O extrato de residuo aterrado foi preparado com base na metodologia descrita
por VAZOLLER (1989) no preparo do extrato de lodo. A amostra de residuo solido
doméstico foi coletada junto ao Aterro Sanitirio Sd3o Giacomo, no municipio de
Caxias do Sul-RS. A amostra foi retirada a dois metros de profundidade do aterro,
sendo submetida a triagem manual e descarte dos materiais inertes, armazenada em

saco plastico e levada ao Laboratorio de Saneamento da Universidade de Caxias do
Sul.

O sistema para fermentag@o de compostos, para obtencdo do extrato de aterro
consistin de um erlenmeyer de 2 litros de volume total, fechado por uma rolha de
borracha perfurada por um tubo de vidro, conectado a uma mangueira de silicone (4
ém) vedada em sua extremidade por uma pequena tampa de plastico. Ao longo da
mangueira de silicone, para facilitar a saida gases formados durante a fermentacio,
foi realizado um corte longitudinal. Uma aliquota de 1,0 g do residuo foi submetida a
um periodo de fermentagdo em torno de 96 horas, a 35 °C, sob agitagdo de 150 rpm,
em meio de cultura para o enriquecimento fungos anaerdbios descrito no item 4.4.1.,
sem o acréscimo da fonte de carbono, no caso papel filtro Whatman n°1. O pH do

meio foi ajustado entre 6,0 € 6,5, antes da inoculagio.
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Foram empregados no ensaio 300 mL de meio de enriquecimento
dispensados no erlenmeyer de 2 litros, posteriormente inoculados com 1% de residuo
solido doméstico em digestdo. A atmosfera gasosa foi de 100% de nitrogénio. Apos
um periodo de 96 horas, o caldo fermentado foi centrifugado por 15 minutos a
30.000g, fervido por 30 segundos e resfriado a temperatura ambiente. O extrato
obtido foi armazenado em frascos estéreis e estocados em freezer a tempetaruras de

abaixo de 0°C.

4.6. Origem e preparo dos indculos

4.6.1. Indculo proveniente do contetido ruminal de bovino

O conteudo ruminal foi obtido de um animal bovino, preparado e estocado
conforme descrito no item 4.5.7.. Para o preparo do inéculo uma por¢do de
aproximadamente 100 mL do volume coletado foi acondicionada em frasco de soro,
com 20g de pérolas de vidro e 250 mL de solugdo de solubilizagdo, previamente
esterilizada e mantida sob condi¢des de anaerobiose. No frasco foi introduzido fluxo
gasoso 100% didxido de carbono por 10 minutos. Apds, o frasco foi imediatamente
fechado com tampa de borracha ¢ fixada com arame, e submetido a agita¢do manual
por um periodo de 30 minutos a temperatura ambiente, afim de proporcionar a
homogeneizagdo da amostra. Ap65 este procedimento, o frasco foi estocado sob
refrigeragéo 4°C + 1°C. Deste material, 10 mL foram utilizados como indculo para

0s ensaios iniciais de enriquecimento.

4.6.2. Inéculo proveniente da solubilizacido de amostras de residuos

solidos aterrados

As amostras de residuos aterrados que constituiram os indculos provenientes
de aterro foram coletadas até 3,5 metros de profundidade como auxilio de um trado
mecanizado. Para a obtengdo desse indculo foram realizadas quatro amostragens de

residuos aterrados no Aterro Sanitario de Sdo Gidcomo no municipio de Caxias do
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Sul-RS, como pode ser observado na Tabela 5. As amostras codificadas de Al a J4,.

logo apos a coleta, foram acondicionadas sob condi¢des de anaerobiose, em solugio

de solubilizacdo, da mesma forma descrita no item 4.5.8..

Tabela 5 - Amostragens de Residuo Aterrado (inéculo)

‘Coletas | Data | . Local . | Temp. | Camada | Tempode | Amostra -
SR T Amb e aterr amento T
| | cobertura | doresiduos |
01 | 15059 | Célula C3/ cota [ 23°C | 040m |07 |Al-ael0m
4 682 metros Bl-até 2,0 m
02 13.04.9 | Célula C3/ cota | 22°C 0,50 m 09 C2-at¢ 3,0 m
4 680 metros D2-até 3,5 m
03 14.06.9 | Célula C3/ cota | 17°C 1,40 m 07 E3-até 1,0 m
4 684 metros k F3-at¢2,0m
G3-até2,6 m
04 | 08.089 | Célula C3/ cota | 14C | 030m |05 H4- at¢ 0,9 m
4 689 metros I4-at¢2.0m

J4-até 3,2 m

}

As coletas das amostras foram realizadas em diferentes locais da célula de

aterramento denominada C3, do Aterro Sanitario de S3o Gidcomo. Os diferentes

locais estdo indicados por cotas, as quais traduzem o tempo de aterramento dos

residuos dispostos.

Cada amostra foi constituida de residuos aterrados e compactados, obtidas da

seguinte maneira:

- s6lidos obtidos no primeiro metro de profundidade, solubilizados separadamente;

- solidos obtidos nos dois metros finais, ou seja, apds o primeiro metro, também

solubilizados separadamente;
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- solidos obtidos nos trés metros de profundidade, solubilizados separadamente dos

dois metros iniciais.

Este procedimento foi denominado "ensaio de varredura”, e teve por objetivo
observar, separadamente, o desenvolvimento de popula¢des fungicas anaerdbias ao
longo do perfil de profundidade ¢ em fun¢do do tempo de disposi¢do dos residuos
aterrados, bem como verificar o crescimento de fungos provenientes das amostras
obtidas mais proximas a superficie, e das amostras obtidas depois de dois metros de
profundidade. Coletando-se e solubilizando-se¢ separadamente o material obtido
proximo a superficie, procurou-se evitar o crescimento de fungos aerobios

facultativos nas amostras obtidas a dois ou trés metros.

O procedimento para coleta e preparo dos indculos de residuo aterrado esta
apresentado a seguir:
1- Apds chegar a superficie, cada amostra de residuo aterrado obtida nas diferentes
profundidades, foi disposta sobre uma lona plastica e submetida a triagem manual
dos materias, descartando-se os materiais conéiderados de dificil degradacio
(plasticos, papel, latas, vidros, entre outros). A composi¢do da amostra/inéculo foi
material orgénico envolvido por solo ¢ argila, e ainda alguns fragmentos de papel e
papeldo empregnados de argila (denominada no estudo por frag¢@o pastosa);
2- A cada profundidade obteve-se, aproximadamente cinco quilogramas de fragdo
pastosa. Um quilograma da fragdo foi disposto em saco plastico (marca Conserv -
Atoéxico/Inodoro/Impermeavel) com capacidade de 10 litros, na presenga de solugdo
de solubilizagio;
3- A amostra no saco plastico foi homogeneizada manualmente. O conteudo foi
transferido para um um frasco de soro contendo pérolas de vidro, previamente
esterilizado. O frasco foi fechado com tampa de borracha, fixada com arame;
4- Os frascos foram transportados ao Laboratorio de Saneamento da Universidade de
Caxias do Sul, submetidos a fluxo gasoso 100% didxido de carbono e agitag@o
manual por um periodo de 20 minutos, afim de promover a homogeneizagio das

amostras;
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5- Apos este procedimento, os frascos vedados, correspondentes a cada

profundidade, foram estocados em geladeira a 4°C £ 1°C.

Apos a triragem manual, em cada coleta e para cada profundidade, parte das
amostras foram reservadas para a determinagio de alguns pardmetros fisico-

quimicos ¢ para a determinagéo da concentragio de metais.

4.7. Caracterizacao dos inoculos

4.7.1. Amostra proveniente do conteido ruminal

Apos a obtengdo da amostra do conteido ruminal, no Laboratério de
Processos Anaerdbios do SHS-EESC-Universidade de Sdo Paulo, foi efetuado o
exame microscopico da mesma. Uma aliquota de aproximadamente 50 mL da
amostra foil disposta em um erlenmeyer de 100 mL, e efetuada a leitura do pH da
mesma. Para verificagdo microscopica uma gota da amostra foi colocada sobre uma
lamina de vidro juntamente com uma gota de 4gua destilada, e sobre a mistura foi
disposta uma laminula, e o excesso de liquido foi retirado com papel absorvente. A
verificagiio da morfologia dos microrganismos foi efetuada através de microscopia

de luz, contraste de fases e técnica de fluorescéncia.

4.7.2. Amostra de residuo aterrado

Para cada amostra de residuo aterrado coletada foi determinada a composigéo
gravimétrica dos residuos, o teor de umidade, o teor de solidos volateis e ndo
volateis, a concentragdo de metais a partir do extrato lixiviado e solubilizado dos
residuos aterrados. Observa-se que nfo foram realizadas observagOes para
verificagdo de morfologias microbianas presentes nas amostras coletadas de

residuos aterrados.
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4.7.2.1. Composi¢cao gravimétrica dos residuos

As amostras de residuos solidos, que constituiram o indculo proveniente do
aterro sanitario foram coletadas num perfil de até 3,5 metros de profundidade e em
diferentes cotas de disposi¢do do Aterro Sanitario de Sdo Giacomo. A metodologia
de amostragem foi definida e adaptada pelo Laboratdrio de Saneamento da
Universidade de Caxias do Sul, a partir da Norma NBR 10007 - Amostragem de
Residuos (1987). Nas amostras solidas coletadas foi determinada a composigdo
fisica, em fun¢do da segregacdo dos seguintes componentes: fracdo pastosa (mistura
de matéria orgénica, argila ¢ inertes agregados, ¢ fragmentos de papel), papel,
- papeldo, plzisticb, metais, vidros, entre outros. Na fracdo pastosa, que constituiu 0
inoculo descrito no item 4.6.2, foi determinado o teor de umidade, soélidos totais,
volateis e fixos, como também pH e metais nos extratos obtidos a partir dos testes de

lixiviacdo e solubilizacgdo.

A determinacdo de tais pardmetros na fracdo pastosa teve por objetivo
verificar o potencial de material orgdnico disponivel e facilmente degradavel, bem
como a presenga de metais que poderiam exercer algum efeito inibitorio sobre o

crescimento da populagdo microbiana presente no aterro sanitario estudado.

4.7.2.2. Determinacéo do teor de umidade

A metodologia para determinagfio deste pardmetro foi baseada em em
STANDARD METHODS (1985) e adaptada pelo Laboratoério de Saneamento da
Universidade de Caxias do Sul. Apds a segregacdo e a pesagem dos materiais parte
da frag@o pastosa foi disposta em bandejas de aluminio, pesadas e éubmetidas ao
processo de secagem em estufa a temperatura de 105°C, até o residuo apresentar
peso constante. Apds a obtengdo do peso constante determinou-se o teor de umidade

do residuo por diferenga de peso, conforme apresentado na férmula a seguir:
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U (%)=[(A-B)/A] x 100

RS (%) = (100 - U)

onde :
U = teor de 4gua na massa (%)
A = peso inicial da amostra (g)

B = peso final da amostra (g)
RS

teor de residuo seco (%)
4.7.2.3. Determinacio do teor de solidos volateis e nao-volateis

A metodologia para determinagdo deste pardmetro foi baseada em
STANDARD METHODS (1985) e adaptada pelo Laboratério de Saneamento da
Universidade de Caxias do Sul. O material seco foi triturado em multiprocessador e
peneirado em mailha de abertura 2,38 mm (peneira ABNT 8), afim de obter uma
amostra de granulometria homogénea para determinagio do teor de sélidos volateis e
fixos. O residuo foi entfio calcinado em cadinhos de porcelana colocados em mufla a
550°C, por um periodo de duas horas, ¢ o teor de sélidos fixos e volateis foi

determinado segundo a formula:
SV (%) =[(A-B)/A]x100

SF (%)= (100 - SV)
onde:
SV = teor de solidos volteis (%)
A = peso inicial da amostra (g)
B = peso final da amostra (g)

SF = teor de solidos fixos (%)



90

4.7.2.4. Determinacio da concentraciio de metais

@) teste/ de lixiviacdo foi realizado segundo a Norma NBR 10005 - Lixiviago
de Residuos (1987), sendo determinada a concentra¢do dos seguintes metais: prata,
arsénio, bario, cadmio, cromo, chumbo, selénio € mercirio. O teste de solubilizacio
foi realizado segundo a Norma NBR 10006 - Solubilizagio de Residuos (1987),
sendo determinada a concentragdio dos seguintes metais: aluminio, prata, arsénio,

bario, cadmio, cromo, ferro, zinco, cobre, manganés, chumbo, selénio e mercirio.

A determinacdo da concentracdo dos metais nos extratos lixiviado e
solubilizado, antes mencionados, foi realizada por método de determinacio de
metais em 4aguas e efluentes por Espectrometria de Absor¢cdo AtOmica, pelo

laboratdrio da empresa Pro-Ambiente, no municipio de Porto Alegre - RS.

4.8. Procedimentos de Execucéio dos Ensaios de Enriquecimento
4.8.1. Enriquecimentos de culturas a partir do inéculo obtide do conteido

ruminal de bovino

Os ensaios de eﬁriquecimento constituiram-se de duas etapas, experimentos
de enriquecimento I e II. Os ensaios de enriquecimento 1 caracterizaram-se pelo
subcultivo de 03 frascos, sendo -.que as culturas resultantes destes foram
subcultivadas em 24 frascos, dando origem aos experimentos de enriquecimento I
Para os ensaios de enriquecimento I e II foram utilizados os frascos tipo "soro" e
"tubos de ensaio" com tampa de borracha e lacre de aluminio, respectivamente. Nas
Figuras 22 e 23 est@o apresentadas os frascos utilizados respectivamente, na fase de
enriquecimento I e II. A inoculagdo dos meios de cultura de enriquecimento I
consistiu na utilizagdo de 10 ml da amostra obtida a partir do conteudo ruminal,
conforme descrito no item 4.6.1.. O volume de 10 mL foi inoculado em frasco tipo

soro contendo 1/3 do volume de meio de cultura descrito no item 4.4.1, sendo que o
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pH do meio foi ajustado para 5,0 + 0,5 antes da inoculacdo das amostras, ¢ a

incubacéo foi efetuada sob temperatura de 38°C + 1°C.

Durante o periodo de incubagdo das amostras do enriquecimento I, foram
realizadas verificagdes da morfologia dos microrganismos desenvolvidos nestes
cultivos, através de microscopia de luz e contraste de fase. Eventualmente, os
cultivos foram submetidos a técnica de coloragdo de Gram baseada na técnica
descrita pela DSM-Deutsche SammLung von Mikroorganismen und Zellkulturen
VAZOLLER (1995) através de microscopia Optica comum, para observagio dos

grupos bacterianos.

Apoés o desenvolvimento dos microrganismos, as amostras foram sub-
cultivadas em meio de enriquecimento novo, porém distribuido em frascos do tipo
"ensaio" vedados com tampa de borracha e lacre de aluminio. O procedimento de
preparo do meio de cultura nesta fase ocorreu de forma semelhante a descrita no
item 4.4.1., dando origem aos ensaios de enriquecimento II. Deve-se ressaltar que
em cada frasco, for distribuido meio em 1/3 do volume do frasco com pH ajustado
para 6,0. O mo6culo para os ensaios nestes frascos, que caracterizaram a fase de
enriquecimento II, consistiu de 0,3 mL do liquido proveniente dos frascos do

enriquecimento I descrito neste item.

A 1ncubagio dos frascos do enriquecimento II foi efetuada sob temperatura
de 38°C % 1°C. Durante o periodo de incubagdo, foram realizadas verificagBes da
morfologia dos microrganismos desenvolvidos nestes cultivos, através de
microscopia de luz e contraste de fase, ¢ visualizagdo do consumo de celulose do
meio.

A Figura 24 mostra as etapas desenvolvidas a partir da coleta do conteudo
ruminal, desde a solubilizagdo da amostra, ensaios de enriquecimento, até os ensaios
de isolamento, previstos para o inoculo de rumen bovino. Esta figura representa de
forma suscinta a metodologia empregada, porém n#o indicando o namero de sub-

cultivos realizados para cada amostra.



Figura 22 - Frascos tipo "soro" utilizados na fase de enriquecimento I das amostras

estudadas - Frasco 01: indculo ruminal solubilizado. Frasco 02: meio de cultura

inoculado na fase de enriquecimento 1.

Figura 23 - Frascos tipo "ensaio” com lacre de aluminio, utilizados na fase de

enriquecimento I para as amostras provenientes do rimen.
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Figura 24 - Representagio esquematica dos ensaios desenvolvidos a partir da coleta de

amostras do contetido ruminal bovino.
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4.8.2. Enriquecimentos de culturas a partir do inéculo proveniente da

solubilizaciio de amostras de residuos solidos aterrado

Para as amostras provenientes da solubiliza¢do de residuo aterrado, foram
realizados experimentos de enriquecimento, os quais constituiram-se de duas etapas,
enriquecimento I e II. Os ensaios de enriquecimento I caracterizaram-se pela
inoculacdo em meio liquido de 20 frascos, e os ensaios de enriquecimento pelo.sub-
cultivo de 83 frascos, cujo indculo foi procedente das culturas liquidas obtidas na
fase de enriquecimento I. Para os ensaios de enriquecimento I e II foram utilizados

os frascos tipo "soro" e "antibidtico".

A 1inoculacdo dos meios de cultura previstos para os ensaios de
enriquecimento I, consistiu na utilizacdo de 10 mL de indculo obtido a partir da
solubilizagdo de amostras de residuos aterrados, conforme descrito nos itens 4.6.2. O
volume de 10 mL de cada amostra solubilizada, foi inoculado em frasco tipo "soro"
contendo 1/3 do volume de meio de cultura descrito no item 4.4.1., sendo que o pH
do meio foi ajﬁstado para 5,0 = 0,5 antes da inoculagdo das amostra, € a incubagdo

fo1 efetuada sob temperatura de 37 a 39°C.

Durante o periodo de incubagfo, foram realizadas observa¢des da morfologia
dos microrganismos desenvolvidos nestes cultivos, através de microscopia optica

COmun.

Apoés o desenvolvimento dos microrganismos, as. amostras foram sub-
cultivadas em meio de enriquecimento novo, porém distribuidas em frascos do tipo
"antibitico". Dos frascos com culturas liquidas correspondentes & fase de
enriquecimento I, foram retiradas aliquotas de 0,3 mL e inoculadas em meio de
cultura liquido ‘com celulose em frascos tipo "antibidtico” com capacidade
volumétrica 20 a 35 mL, constituindo desta forma os ensaios de enriquecimento IL
Para cada amostra proveniente dos frascos da fase de enriquecimento I foram

inoculados, em média 20 frascos contendo meio de cultura liquido.
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O procedimento de preparo do meio de cultura para estes ensaios de
enriquecimento II ocorreu de forma semelhante a descrita no item 4.4.1.. Deve-se
ressaltar que em cada frasco foi distribuido meio em 1/3 do volume do mesmo,
sendo o pH do meio ajustado para 6,0. A incubagfo dos frascos do enriquecimento
HI foi efetuada sob temperatura de 38°C + 1°C, até a verificag¢do de crescimento de

organismos, bem como da visualizag@o do consumo de celulose do meio.

Na Figura 25 mostra um esquema das etapas desenvolvidas a partir da coleta
de amostras de residuo solido aterrado, desde a solubilizagdo das amostras de residuo
aterrado até os ensaios de enriquecimento. Ressalta-se que as etapas apresentadas no
esquema da Figura 25, foram definidas somente apos os ensaios realizados com as
amostras provenientes do conteiido ruminal bovino, porém nio indicado o namero

de frascos utilizados para cada sub-cultivo.
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Figura 25 - Representagdo esquematica dos ensaios desenvolvidos a partir de

amostras de residuo solido aterrado.
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4.9. Ensaios de Isolamento de Fungos Anaerdbios
4.9.1. Isolamento de culturas a partir do inéculo obtido do conteido

ruminal de bovino

Os 1noculos para os ensaios de isolamento foram originados das culturas
liquidas obtidas na fase de enriquecimento II, descritos no item 4.8.1., que
apresentaram o desenvolvimento de culturas fungicas anaerdbias. Tais culturas
foram subcultivadas em 28 frascos do tipo "xarope" e "antibiético” cilindricos, nos .
quais:foram distribuidos 1/3 do volume de meio de cultura descrito no item 4.4.2.,

com adi¢do de 0,4 mL de solugdo de antibioticos.

A inoculagio nestes ensaios constitui-se de aliquotas de 0,3 mL das culturas
liquidas procedentes dos ensaios da fase de enriquecimento II, descrito no item 4.8.1.
Para cada cultura resultante da fase de enriquicimento II, foram inoculados trés
frascos (sub-cultivos em triplicata), 0s quais caracterizaram os ensaios iniciais da
etapa de isolamento em meio semi-sélido. A inoculagdo sobre o meio semi-solido foi
realizada segundo a técnica “pour-plate”. Deve-se salientar que ndo foram realizadas

dilui¢des seriadas para a inoculagdo dos meios semi-sélidos.

A incubagdo foi efetuada sob temperatura de 38°C £ 1°C, até a verificagéo
do crescimento dos organismos de interesse no meio semi-solido, bem como do

consumo de celulose do meio.

A identificagio dos organismos foi efetuada através da andlise das
microfotografias efetuadas com o equipamento disponivel no Laboratério de
Processos Anaerobios da EESC - USP e no Laboratério de Saneamento da
Universidade de Caxias do Sul. As referéncias de BARR (1988), MUNN et al.
(1989), HERRERA & ULLOA (1990) foram adotadas para a identificagdo dos

organismos isolados.
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4.10. Procedimentos para anailise microscopica de amostras

Durante o periodo de incubagdo das amostras de riimen submetidas a fase de
enriquecimento I e II, foram realizadas verificagdes microscopicas da morfologia dos

microrganismos que eventualmente desenvolviam-se nestas culturas.

Aliquotas das culturas eram retiradas através do auxilio de seringas
hipodérmicas previamente reduzidas com solugio redutora (a seringa era preenchida
por solucdo redutora , deixando-a agir por alguns segundos desprezando-se a
solugdo, e o procedimento era repetido entre duas a trés vezes). Apds a flambagem
da tampa do frasco, a seringa era introduzida para a retirada de uma aliquota de
aproximadamente 0,1 mL da cultura liquida. Apds, o liquido era disposto entre
ldmina e laminula, procedendo a retirada do excesso com papel absorvente. Apds as
amostras eram analisadas em microscopio 6tico de contraste de fase. Para os ensaios
de enriquecimento com amostras de ramen a verificagdo microscopica era efetuada

diariamente.

Nos ensaios de enriquecimento com amostras de residuos sélido foram
também foram realizadas observag¢des microscopias das culturas liquidas obtidas. O
procedimento de retirada das amostras dos frascos foi exatamente o mesmo descrito
para as amostras de ramen. No entanto as observagdes microscopias foram

realizadas em um microscopio Optico de luz comun de dois em dois dias.
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5. RESULTADOS

O presente trabalho constituiu-se de duas etapas distintas de ensaios, 0s quais
caracterizaram-se pela utilizagdo de indculos diferentes. A primeira etapa foi
realizada a partir da utilizagdo de indculo proveniente do conteiido ruminal de
bovino, ¢ a segunda etapa a partir de indculo proveniente de amostras de residuo
solido aterrado. Na Tabela 06 estdo apresentados os ensaios realizados péra cada um

dos indculos utilizados neste estudo.

Conforme apresentado na Figura 24, os experimentos realizados a partir do
inoculo proveniente do contetido ruminal de bovino, constituiram-se na realizagio de
ensaios distintos, ou seja, ensaios de enriquecimento € ensaios de isolamento. Os
ensaios de enriquecimento, por sua vez, também constituiram-se de duas etapas,
experimentos de enriquecimento I que caracterizaram-se pelo subcultivo de 03
frascos. As culturas resultantes nos ensaios de enriquecimento I foram subcultivadas
em 24 frascos, dando origem aos experimentos do enriquecimento II. As culturas
obtidas nos ensaios de enriquecimento II foram subcultivadas em 28 frascos em meio

semi-solido, caracterizando os ensaios de isolamento.

Quanto aos ensaios realizados com inoculo proveniente de amostras de
residuo aterrado, foram realizados experimentos de enriquecimento, os quais

constituiram-se de duas etapa, enriquecimento I e II, conforme apresentado na Figura
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25. Os ensaios de enriquecimento I caracterizaram-se pela inoculagéo de 20 frascos,
e 0s ensaios de enriquecimento II pela inoculagio de 83 frascos, conforme indicado
na Tabela 06. Os ensaios de isolamento correspondentes ao inoculo proveniente de

amostras de residuo aterrado ndo foram executados.

Tabela 06 - Ensaios realizados a partir dos indculos utilizados neste estudo

‘Ensaios | Inéculo proveniente do In6culo proveniente de amostras
- ‘ _'cdntélido ruminal dé residuo aterrado
Enriquecimento n° de Execugdo | n°® de Execugdo
subcultivos subcultivos
1 03 realizado 20 realizado
I 24 realizado &3 realizado
Isolamento 28 realizado sem - ndo foi realizado
a purificagdo
das culturas

5.1. Ensaios realizados a partir do inéculo proveniente do conteido
ruminal de bovino
5.1.1. Caracterizac¢io microscopica do indculo - exame do material a

fresco

O indculo proveniente do conteudo ruminal caracterizou-se por apresentar pH
em torno de 6,6, e presenga de algumas estruturas celulares eucariotas e procariotas.
Na Figura 26 estdo apresentadas estruturas arredondadas encontradas nas amostras

deste inoculo.

Células procaritas foram observadas atraves da técnica de fluorescéncia,
como Dbactérias metanogénicas de morfologia semelhante a cocobacilos,
provavelmente de géneros hidrogenotrofico. Logo apds a coleta do matenal,

amostras também foram submetidas a coloragdo de Gram, € constatou-se que a

= Piblioteca B

&
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grande maioria das populagdes bacterianas presentes no inoculo consistiam de

bacilos Gram-positivos.

Figura 26 - Estruturas celulares encontradas no indculo proveniente do conteudo

ruminal de bovino - material a fresco (objetiva 40 e ocular 10).

5.1.2. Ensaios de enriquecimento com inéculo proveniente de rimen

bovino

Na Tabela 07 estdo apresentadas as etapas de enriquecimento I e I, com o
respectivo numero de frascos inoculados em cada etapa, bem como alteragdes
observadas no meio de cultura ao longo do periodo de incubagdo para cada um dos

frascos inoculados.

Para os ensaios correspondentes a fase de enriquecimento I foram realizadas

inoculagdes em triplicata com pH ajustado para 5,0+0,5 onde pode-se constatar a
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turvagdo gradativa do meio de cultura, ao longo do tempo de incubagdo. Apds um
periodo em tomo de 45 a 50 dias de incubagdo, observou-se o desenvolvimento de
hifas fungicas, sobre a superficie do meio liquido, estendendo-se pela parede do

frasco tipo “soro”, conforme apresentado na Figura 27.

Quanto aos ensaios correspondentes a fase de enriquecimento II, apos vinte
dias de incubagdo, nas condigdes previstas, ocorreu a formacdo de coldnias fingicas
sob a camada de celulose depositada no fundo do frasco, conforme pode ser
observado na Figura 28. Algumas amostras destes ensaios foram observadas atraves
de microscopia de luz, € notou-se a presenca de estruturas arredondadas, muito
semelhantes aquelas encontradas no inoculo proveniente do contetdo ruminal de

bovino - material a fresco, apresentadas na Figura 26.



Tabela 07 - Alteragdes macroscopicas das culturas nos ensaios de enrlquemmento Tell realizados com indculo proveniente do
contetido ruminal, observadas ao longo do periodo de incubag#o.

‘ Ensaios de Enriquecimento I Ensaios de Enriquecimento II
N°de Frasco | Periodo de | Alteragdes do meio de cultura | N°de Frasco | Periodo de | Alteragdes do meio de cultura
Incubagdo Incubagio
01 frasco “A” 10 dias - turvagdo do meio e mudanga | 12 frascos “A”| 05 dias - turvagdo e mudanga na
na coloragdo, com consumo do coloragdo do meio
po de celulose
45 dias - aparecimento de filamentos 10-20 dias - turvagéo € mudanga na
esbranquigados sobre a coloragdo do meio; surgimento de
superficie do meio um deposito sobre a camada de
celulose no fundo do frasco, de
cor cinza-esbranquigada e formato
regular.
50 dias - toda a superficie do meio
estava coberta por filamentos
cinza-
esbranquigados
01 frasco “B” 10 dias - turvagdo e mudanga de 12 frascos B” 5 dias - turvagdo e mudanga na
coloragdo do meio € consumo coloragfio do meio
do po de celulose
45 dias - aparecimento de filamentos 10-20 dias - turvagfio € mudanga na
esbranquigados sobre a coloragfo do meio, surgimento de
superficie do meio um deposito sobre a camada de
celulose no fundo do frasco, de
cor cinza-esbranquigada e formato
regular.
55 dias - toda a superficie do meio
estava coberta por filamentos
cinza-e¢sbranquicados
01 frasco “C” 03 dias - ndo foi possivel manter as
condigdes de anaerobiose

€01
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Figura 27 - Frasco correspondente ao ensaio de enriquecimento I- crescimento

fungico sobre a superficie do meio liquido.

Figura 28 - Crescimento fungico ocorrido sob a camada de celulose nos frascos

correspondentes a fase de enriquecimento I1.
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5.1.3. Ensaios de isolamento com indculo proveniente de riimen de bovino

Deve-se salientar que ndo foram realizadas dilui¢Ges seriadas para a
inoculag¢@o dos meios semi-solidos. As moculacdes do meio de cultura nos ensaios
de isolamento, foram realizados a partir da retirada de 0,3 mL das culturas liquidas
provenientes dos ensaios da fase de enniquecimento II. Para cada cultura resultante
da fase de enmriquecimento I, foram inoculados trés frascos (sub-cultivo em
triplicata), os quais caracterizaram os ensaios iniciais da etapa de isolamento em
meio semi-sOlido. Na Tabela 08 esta apresentado os ensaios de isolamento
realizados a partir do inéculo proveniente do conteudo ruminal, na qual destaca-se o
nimero de subcultivos realizados em cada ensaio, bem como as alteragdes
macroscopicas no meio de cultura ocorridas ao longo do periodo de incubagdo para

cada um dos frascos inoculados.

Tabela 08 - Ensaios de isolamento realizados ap6s os subcultivos correspondentes ao

enriquecimento I e II com inéculo proveniente do contetido ruminal.

.7 Ensaiosde Isolamento - .

N° de Ffascos- ‘ Perfodo de Ihcﬁﬁacio | .Alterag:(')es.- do ‘mei‘o de'culfura
14 frascos codiﬁcédos de 10 dias - ndo ocorfeu crescimento | em
Al a A7 nenhum dos frascos
20 dias - surgimento de crescimento de

.| coldnias sobre o agar em dois frascos

citados anteriormente

14 de frascos codificados 10 dias - em nenhum dos frascos ocorreu
de B1 a B7 crescimento

20 dias - em nenhum dos frascos ocorreu
crescimento

30 dias - em nenhum dos frascos ocorreu|.

crescimento

30 dias - crescimento das colonias foi

observado somente nos dois frascos
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Apods um periodo de 15 dias de incubagdo constatou-se, sobre a camada de
agar, algumas colonias de crescimento radial e de coloragdo amarelo-pardo. As
colonias apresentaram um crescimento acompanhando a superficie do agar, onde os
filamentos tinham inicio de um mesmo ponto para o substrato em forma de raios.
Esses filamentos apresentaram-se bastante quebradicos € de consisténcia mole ao
serem tocados. Na Figura 29 esta apresentado um frasco no qual foi constatado o
crescimento das colonias descritas. Em apenas 7% dos frascos inoculados nos
ensaios de isolamento, pode-se observar o surgimento das coldnias citadas, ou seja

dois dos vinte oito frascos inoculados.

Figura 29 - Crescimento fungico ocorrido sobre meio semi-solido, nos ensaios de

isolamento com inoculo proveniente dos ensaios da fase de enriquecimento II.
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Apos a obtencdo das colonias nos dois frascos referentes aos ensaios de
1solamento, iniciaram os trabalhos de manutengio destas colonias, uma vez que sub-
cultivadas em meio solido, ndo apresentaram crescimento satisfatorio. Entdo
submeteu-se as culturas a0 um novo sub-cultivo em meio liquido afim de revigorar o
seu crescimento. O meio de cultura liquido utilizado consistiu do meio de
enriquecimento, diferenciando-se somente pela adig@o da fonte de carbono, pois

substituiu-se a celulose pela celobiose e glicose.

Nos primeiros experimentos realizados com as culturas obtidas nos ensaios
de isolamento e inoculadas em meio liquido sem a adig@o de solugdo de antibioticos,
realizou-se um acompanhamento microscopico a cada dois dias de incubagdo, e
foram registradas estruturas microscopicas apresentadas nas Figuras 30, 31 e 32.
Estas estruturas foram encontradas em 50% dos subcultivos somente a partir do nono
dia de incubagdo. Apos um periodo de 13 dias de incubag@o, nessas mesmas culturas

foram detectadas outras estruturas microscopicas apresentadas nas Figuras 33 e 34.

Figura 30 - Subcultivos em meio liquido das culturas provenientes dos ensaios de
isolamento com inoculo proveniente do conteudo ruminal - nove dias de

incubagao(a) / (objetiva 40 e ocular 10).
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Figura 31 - Subcultivos em meio liquido das culturas provenientes dos ensaios de
isolamento com indculo proveniente do conteudo ruminal - nove dias de

incubagdo(b)/ (objetiva 40 e ocular 10).

Figura 32 - Subcultivos em meio liquido das culturas provenientes dos ensaios de
isolamento com inoculo proveniente do conteido - nove dias de incubagdo(c)/

(objetiva 40 e ocular 10).
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~

Figura 33 - Subcultivos em meio liquido das culturas provenientes dos ensaios de
isolamento com inoculo proveniente do contetido ruminal - apds treze dias de

incubagdo{a)/(aumento de 400x).

Figura 34 - Subcultivos em meio liquido das culturas provenientes dos ensaios de
isolamento com inoculo proveniente do conteudo ruminal - treze dias de

incubacao(b)/ (objetiva 40 e ocular 10).
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As culturas obtidas no experimento anterior foram monitoradas até vinte dias
de incubagdo, e naqueles frascos nos quais foram detectados a ocorréncia das
estruturas apresentadas nas figuras 30 a 34, amostras foram sub-cultivadas em meio
liquido constituido de glicose como fonte de carbono, e solugdo de antibioticos,
sendo 0os mesmos incubados nas condi¢des descritas. Aliquotas dessas culturas foram
observadas diariamente por microscopia indicando a presenga de estruturas
apresentadas nas figuras 35, 36 e 37, respectivamente apos dois, cinco € nove dias de
incubag@o. A estrutura apresentada na Figura 35 foi encontrada em 70% das culturas

observadas.

Figura 35- Estrutura detectada apds dois dias de incubagio nos ensaios de isolamento
com indculo proveniente do contetido ruminal - culturas liquidas (objetiva 40 e

ocular 10).
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Figura 36 - Estrutura detectada apos cinco dias de incubagdo nos ensaios de
isolamento com indculo proveniente do conteudo ruminal - culturas liquidas

(objetiva 40 e ocular 10).

Estrutura 37- Estrutura detectada apos nove dias de incubagdo nos ensaios de
1solamento com indculo proveniente do conteddo ruminal - culturas liquidas

(objetiva 40 e ocular 10).
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3.2. Ensaios realizados a partir do inéculo proveniente de amostras de residuo

aterrado

5.2.1. Caracterizacao fisico-quimica das amostras coletadas

Na tabela 9 pode-se observar os resultados das analises fisico-quimicas
realizadas para cada uma das amostras coletadas. Os resultados obtidos para solidos

volateis e fixos foram expressos em base umida

Nas amostras coletadas também foi determinada a concentracdo de metais a
partir dos extratos obtidos no Teste de Lixiviagdo e Teste de Solubilizacdo (NBR
10005 € NBR 10006). As concentracdes dos metais, obtidas para as amostras citadas,
estdo apresentadas nas Tabelas 10 € 11. Nestas tabelas as concentragdes de metais
obtidas para as amostras estdo indicadas em mg de metal por litro de extrato
analisado. O extrato de lixiviado foi obtido a partir da agitagdo constante da mistura
de 100 g de residuo e 1.700 mL de agua deionizada, por um periodo de 24 horas. Ja o
extrato solubilizado foi obtido a partir de 250 g de residuo e 1.000 mL de agua

deionizada, apos um periodo de 7 dias sem agitagéo.



Tabela 9 - Analises Fisico-Quimicas das Amostras Coletadas (indculos)

- Amostras - |- Profundidade | Tempo.de. | Umidade (%) | . Solidos= | Solidosfixos |~ pH. = [~ ‘Papel/
| (metros)” | aterramento. | .| voldieis | Govbwsetmida | | Papeldo -
B T L N L N N Lo
Amosma Al | 10 |7 | e | 1z 5491 | 622 | 115
Amostra B1 2,0 7 46,61 17,34 36,05 6,19 22,0
Amostra C2 3,0 . 9 34,66 15,30 50,04 5,92 8,6
Amostra D2 3,5 9 39,00 13,39 47,61 6,18 8,7
Amostra E3 1,0 7 29,08 17,61 53,31 7,20 5,1
Amostra F3 2,0 7 43,42 5,23 51,35 5,57 | 18,6
Amostra G3 2,6 7 42,06 6,10 51,84 ND ND
Amostra H4 0,9 9 29,12 9,64 61,24 5,49 4,5
Amostra 14 2,0 9 32,10 16,30 51,60 5,33 13,5
Amostra J4 3.2 9 36,41 10,62 52,97 ND ND
MEDIAS - - 36,5 12,3 87,7 - -

Obs: ND-Valores néo determinados.

€Tl



Tabela 10 - Concentragdes de metais obtidas a partir do teste de lixiviagdo nas amostras de residuo solido aterrado.

Metais(mg/L)

: =A.m,(-’5;tfaj Al ‘:

Amostra B

Aoz

Amostra E3:

Amostra F3

~Amosta

~Amostta’
4

Préta. »
Arsénio
Bario
Cadmio
Cromo
Chumbo
Selénio

Merc(rio

—
ND
0,012
0,0009
0,008
0,041
ND
ND

s
ND
0,014
0,0008
0,007
0,055
ND
ND

ND
ND
0,012
0,0007
0,013
0,041

ND

ND
0,051
0,0002
0,008
0,021

ND

ND
ND
0,048
0,002
0,010
0,043

ND

ND*
ND*
0,753

0,0008
0,042
0,077
ND*
ND*

ND*
ND*
0,923
0,0009
0,066
0,086
ND*
ND*

Obs: ND-Valores ndo determinados

/AN



Tabela 11 - Concentragdo de metais obtidas a partir do teste de solubilizagfo nas amostras de residuo sélido aterrado.

Concentragfio | Amostra Al | Amostra B1 | Amostra C2 | Amostra E3 | AmostraF3 | Amostra’ . | Amostra J4'
(mg/L) R T | .- eD2 " ! L eG3 H4eI4 R
Aluminio 0.072 0136 | 0147 | 0148 | o’ | 0091 | 0138
Prata ND ND ND ND ND ND* ND*
Arsénio ND ND ND ND ND ND* ND*
Bario 0,012 0,010 0,008 0,026 0,026 0,492 0,461
Cadmio .0,0003 0,0005 0,0004 0,0008 0,001 0,0005 0,0006
Cromo 0,005 0,004 0,009 0,0005 0,007 0,023 0,047
Ferro 1,023 1,597 1,804 0,902 2,471 7,503 9,823
Zinco 0,034 0,078 0,080 0,098 0,073 0,268 0,903
Cobre 0,022 0,040 0,038 0,014 0,036 0,034 0,043
Manganés 0,009 0,020 0,028 0,018 0,032 - -
Chumbo 0,020 0,026 0,019 0,013 0,028 0,051 0,052
Selénio ND ND ND ND ND ND* ND*
Merctrio ND ND ND ND ND ND* ND*

Obs: ND-Valores ndo determinados

STt
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5.2.2. Ensaios de Enriquecimento com Indculo Proveniente de Amostras de

Residuo Aterrado

Na tabela 12 esta apresentada as caracteristicas das culturas apds o subcultivo
correspondente a fase de enriquecimento I, ao longo do periodo de incubagéo, bem

como o niumero de subcultivos realizados para cada amostra coletada.
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Tabela 12 - Alteragoes macroscopicas das culturas apds o subcultivo correspondente

ao enriquecimento 1 com amostras de residuo sélido aterrado, ao longo do periodo de

incubagdo
R ' Ensaios de EnriquecimentoY
Ani_éstras N° dé Frascos Péﬁodo de B Alteragdes do meio de cultura
(subcultivos) | incubagdo

Al 02 10 dias " turvagdio do meio

(1,0 metros) 15 dias - mudanca na coloragdo pardo para cinza
escuro (com formagdo de bolhas e
sedimento de coloragio  escura);
consumo de celulose

30 dias - coloracdo escura; consumo de celulose

B1 02 10 dias - turvagdo do meio

(2,0 metros) 15 dias - mudanga na coloragdo pardo para cinza
escuro (com formagdo de bolhas e
sedimento de coloragdo  escura);
consumo de celulose

30 dias - coloragdo escura; consumo de celulose

2 02 02 dias - turvagdo ¢ mudanga na coloragdo do

(3,0 metros) meio (pardo para cinza escuro)

D2 02 05 dias - meio com coloragdo escura e formagio

(3,5 metros) de pequenas e inimeras particulas
escuras (cheiro forte ao abrir a estufa
incubadora)

E3 02 05 dias - ndo foi possivel manter as condigbes de

(1,0 metros)

anaerobiose

Continua......




Continuago da Tabela 12
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F3 02 02 dias - turvacdo ¢ mudanga na coloragdo do
(2,0 metros) meio (pardo para cinza escuro)
05 dias - meio com coloragio escura e formacio
de pequenas e inimeras particulas escuras
(cheiro forte ao abrir a estufa incubadora)
10 dias - formagdo de bolhas de gases sobre a
superficie do meio
G3 02 02 dias - turvagdo ¢ mudanga na coloragdo do
(2,6 metros) meio (pardo para cinza escuro)
05 dias - meio com coloragdo escura ¢ formacgio
de pequenas e inumeras particulas escuras
(cheiro forte ao abrir a estufa incubadora)
10 dias - formac¢do de bolhas de gases sobre a
superficie do meio
H4 02 02 dias - turva¢do € mudanca na coloragdo do
(0,9 metros) meio (pardo para cinza escuro)
05 dias - melo com coloragdo escura e formagio
de pequenas e intimeras particulas escuras
10 dias - formagdo de bolhas de gases sobre a
superficie do meio
14 02 05 dias - turvacdo ¢ mudan¢a na coloragdo do
(2,0 metros) meio (pardo para cinza escuro)
10 dias - meio com coloragdo escura
J4 02 02 dias - turvagdo ¢ mudanga na colora¢do do
(3,2 metros) meio (pardo para cinza escuro)
05 dias - meio com coloragdo escura € formagio
de pequenas e inimeras particulas escuras
10 dias - formacdo de bolhas de gases sobre a

‘| superficie do meio
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Apdés um periodo de quatro dias de incubacdo, em todos os frascos,
independente do indculo utilizado, o0 meio de cultura tornou-se acinzentado, e
gradativamente apresentou uma coloracdo proxima ao preto. Esta coloragio
permaneceu aproximadamente até o décimo dia de incubagdo, periodo no qual
ocorreu a deposi¢do de granulos escuros sobre a camada de celulose no fundo do
frasco, dificultando até mesmo a visualizagdo do seu consumo pelos organismos

presentes.

Na Figura 38 esta apresentado um frasco tipo “soro”, no qual o meio de
cultura inoculado adquiriu, ao longo do periodo de incuba¢do, uma coloragado escura,
mesmo apods ocorrer a deposicdo dos granulos sobre a celulose no fundo do frasco.
No periodo de vinte cinco dias de incubagéo, ndo foi detectado o desenvolvimento
de hifas sobre o meio, nem tdo pouco de estruturas semelhantes aquelas tipicas de
organismos fangicos, como as encontradas nos ensaios realizados com indculo
ruminal. Através do acompanhamento microscdpico dessas amostras, foi detectado
apenas a presenga de iniimeras bactérias esporuladas. Deve-se salientar ainda, que a
concentragdo de celulose no meio de cultura variou entre 1% a 2%, verificando-se
visualmente um maior e mais rapido consumo naqueles frascos inoculados com 1%

de celulose.
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Figura 38- Frasco correspondente a fase de enriquecimento I com indculo
proveniente de amostras de residuo aterrado - meio de cultura adquiriu uma

coloragdo escura apos dez dias de incubago.

Dos frascos com culturas liquidas correspondentes a fase de enriquecimento
I, foram retiradas aliquotas de 0,3 ml e inoculadas em meio de cultura liquido com
celulose em frascos tipo antibidtico de capacidade volumétrica 20 e 35 ml,
constituindo desta forma os ensaios da fase de enriquecimento II. Para cada amostra
proveniente dos frascos da fase de enriquecimento I foram inoculados, em média, 20
frascos tipo antibiotico com meio de cultura liquido. A concentragdo da celulose

utilizada nesses ensaios foi de 0,5 %, conforme indicacdo de literatura.

Na Tabela 13 estdo apresentadas as caracteristicas das culturas apos o
subcultivo correspondente a fase de enriquecimento II, ao longo do periodo de

incubagdo, bem como o numero de frascos inoculados para cada amostra.
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Tabela 13 - Caracteristicas das culturas apos o subcultivo correspondente ao

enriquecimento II com amostras de residuo sélido aterrado, ao longo do periodo de

incubagéo
" EnsaiosdeEnriquecimento Il
Amostras | N° 'de Pen’édo de | Cbnsﬁmo de Tilrvag:ﬁo e coioraqﬁo do
Frascos incﬁbéc'ﬁo celulose meio
Al 06 até 10 dias ndo apreséntou ndo apresentou
20 dias ndo apresentou leve turvagdo sem
mudanga na coloragio
30 dias ndo apresentou leve turvac@o sem
mudanga na colorag@o
B1 06 até 15 dias ndo apresentou ndo apresentou
até 30 dias ndo apresentou n3o apresentou
C2 11 02 dias. apresentou leve turvagdo
| 10 dias apresentou coloragdo amarelada
20-30 dias apresentou coloragdo amarelada
D2 11 02 apresentou leve turvagéo
10 apresentou coloragéo amarelada
20 apresentou coloragdo amarelada
30 apresentou coloragio amarelada com
precipitado da mesma cor
F3 08 até 15 dias néo apresentou ndo apresentou
até 30 dias nédo apresentou ndo apresentou
G3 08 02 pouco acentuado leve turvagdo
10 pouco aéentuado turvagad
20-30 dias pouco acentuado turvagdo acentuada com

alguns pontos de

precipitado amarelo

Continua....
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H4 11 02 apresentou leve turvagdo
10 apresentou turvagdo e mudanga na
coloracdo
20-30 dias apresentou turvagdo acentuada e cor
amarelada intensa
14 11 02 pouco acentuado turvacdo
10 pouco acentuado turvégﬁo ¢ mudanca na
coloragdo
20-30 dias pouco acentuado turvagdo acentuda com
alguns pontos de
precipitado amarelo
J4 11 02 apresentou turvagdo
10 apresentou turvagio € mudangas na
coloragdo
20 -30 dias apresentou turvagdo acentuada com

precipitado amarelo

Deve- se ressaltar que em algumas amostras sub-cultivadas para os ensaios da

fase de enriquecimento II, apds um periodo de cerca vinte dias de incubag@o, notou-

se uma intensa atividade celulolitica, ocorrendo o completo consumo da celulose

depositada no fundo do frasco, e em seu lugar surgiu um precipitado de cor amarelo-

ouro. Este precipitado ocorreu principalmente quando dos repiques provenientes das

amostras obtidas de numa profundidade superior a 2,0 metros.

A coloragio amarelada do meio de cultura nestes frascos apos vinte dias de

incubacdo, pode ser visualizada na Figura 39. Observa-se que esta coloragdo difere

do meio de cultura inicialmente incubado, apresentado na Figura 40,
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Figura 39 - Cultivos correspondentes a fase de enriquecimento II com inoculo
proveniente dos frascos da fase de enriquecimento I a partir de inoculo de residuo
aterrado - meio de cultura adquiriu coloragdo amarelada apds vinte dias de

incubag¢do (amostras C2, H4 e D2)

Figura 40 - Frascos correspondentes a fase de enriquecimento II inoculados com
amostras dos frascos da fase de enriquecimento I a partir do inéculo de residuo
aterrado - meio de cultura ndo sofreu mudanca de coloracdo apos vinte dias de

incubag¢do (amostras Al, Bl e F3)
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5.2.3. Ensaios de Isolamento com Inoculo Proveniente de Amostras de Residuo

Aterrado

As culturas liquidas obtidas nos ensaios de enriquecimentos foram
submetidas a experimentos, nos quais o objetivo era buscar o isolamento de
organismos fungicos nas amostras estudadas. Para tanto, as culturas foram
inoculadas em frascos contendo meio liquido ¢ 0,4 ml de solu¢io estoque de
antibiodticos, caracterizando o inicio dos ensaios de isolamento, nos quais foram
repicados 20 frascos para cada indculo estudado. Nesses ensaios, apds 30 dias de
incubagdo, visualmente ndo foi observado consumo da celulose em nenhum dos
frascos inoculados, nem tdo pouco a mudanga de coloragio ou turvagdo do meio de
cultura. Nos ensaios de isolamento n3o foi também observado a deposicdo de
precipitado de coloragdo amarela no fundo do frasco, bem como, ndo ocorreu a
mudanga de coloragdo do meio para amarelo intenso, conforme observado nos

ensaios de enriquecimento, para amostras de residuo sélido aterrado.
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6. DISCUSSAO

No rimen, similarmente ao que ocorre num reator anaerobio aplicado ao
tratamento de rejeitos, a alimentagdo ndo é constituida de compostos quimicos
puros, mas por uma mistura heterogénea de materiais, envolvendo ndo apenas uma
unica reagdo, mas varias reagdes dependentes de uma complexa interagdio entre
populacdes bacterianas diferentes, nas etapas metabolicas de todo o processo. Muitas
informagdes obtidas no estudo do ecossistema do rumen, favoreceram a
compreensdo de outros ecossistemas anaerobios microbianos, como 0s biodigéstores

aplicados ao tratamento de residuos orginicos, aterros sanitarios, entre outros.

Os estudos sobre a a\}aliac;ﬁo da microbiota atuante na estabilizagdo dos
residuos dispostos em aterro sanitario apresentam-se escassos, provavelmente devido
ao ponto de vista técnico-cientifico em que a microbiologia ainda ¢ muito pouco
considerada como um pardmetro de otimizag@o desses sistemas. Uma vez realizada
a disposi¢ido, compactagdo e cobertura dos residuos em sistemas de aterramento,
promove-se condicdes ambientais propicias para que seja estabelecido um
ecossistema que se caracteriza pela evolucio de populagdes microbianas anaerobias.
Muitas informagdes a respeito do processo de estabilizagﬁo dos residuos nestes
sistemas foram obtidas a partir do conhecimento do processo de degradagio

anaerobia em ecossistemas como o aparelho gastro-intestinal de animais ruminantes.
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Nesse sentido, um dos principais objetivos desta dissertagdo constitui-se na
operacionalizagdo de procedimentos e técnicas para enriquecimento € isolamento de
fungos a partir de amostras provenientes de ecossistemas anaerobios contendo
elevada porcentagem de material celulésico, como por exemplo, do ramen. E
imprescindivel, entdo, discutirmos os principais aspectos relativos a esta fase, no
que se refere aos procedimentos aplicados para enriquecimento e isolamento de
fungos anaerobios a partir de amostras do conteiido ruminal, e a adequagio de tais
procedimentos para a execugdo dos ensaios com amostras de residuos aterrados

solubilizados.

Além disso, através da realizagdo dos ensaios com amostras provenientes do
contéudo ruminal, foi possivel obter informagSes a respeito de tempo de incubagéo,
meio de cultivo, formas de crescimento dos fungos anaerdébios, entre outros,
permitindo um diagnostico preliminar da morfologia predominante de tais
organismos. Este aspecto € de relevante importancia, no momento em que a grande
maioria dos trabalhos consultados na literatura descrevem estruturas de crescimento
do ciclo de vida dos fungos anerdbios obtidas a partir da inoculagdo de cepas puras

destes organismos em meios de 1solamento.

As informag¢des levantadas nos ensaios com amostras do conteudo ruminal,
foram essenciais para a execu¢do e monitoramento dos ensaios com amostras de
residuos aterrados, uma vez que a literatura consultada, ndo faz mencdo a estudos
com fungos anaerdbios provenientes de sistemas de aterramento de residuos, tdo
pouco cita a importincia de tais organismos na degrada¢do de matenal celuldsico
nestes sistemas. Ainda, a respeito dos ensaios realizados a partir de amostras de
residuos aterrados, observa-se que um sistema como Aterro Sanitario de S&o
Giacomo, no qual foram obtidas as amostras descritas, constitui-se de inumeros
microecossistemas com potencial de degradagdo diferenciado em fungdo dos
organismos predominantes. Este fato caracterizou-se como provavel interferente na
obtencdo de amostras representativas do universo de microrganismos atuantes no

processo de degradacio e estabilizagio dos residuos solidos aterrados.
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6.1. Ensaios realizados a partir do inéculo proveniente do conteddo ruminal de
bovino.

Para a realizagio desta etapa foi necessaria a obtenc¢fio do contetido ruminal
de um animal bovino logo apds o abate do mesmo. Apds a obtengio do conteudo
ruminal, parte foi utilizado para a constituigio do indculo para os ensaios de
enriquecimento, € o restante empregado para a obtengdo do fluido ruminal
centrifugado, o qual foi adicionado aos meios de cultivo. Logo apos a coleta deste
material, foi executada a observag@o microscopica das amostras, tendo em vista a

avalia¢do preliminar dos organismos predominantes na mesma.

Desta forma, parte do contetido ruminal obtido foi acondicionado em frascos
com solugdo de solubilizagdo para constituigio do inéculo propriamente dito. A
solucdo de solubilizagdo anaerdbia teve por finalidade manter as condigdes do
ambiente cuja amostra foi coletada, condicGes estas intrinsecas ao meio de 6r1'gem.
Pode-se citar o potencial redox (Eh) como um fator ambiental limitante, ¢ que deve
ser mantido em caso de coleta, por ser determinante para a sobrevivéncia da
microbiota presente, principalmente no que diz respeito a uma populagdo microbiana
anaerdbia mais sensivel a mudangas de potencial redox, j4 que este expressa as
condicdes de oxidacio e redugdo do meio. A faixa de Eh ideal para o
desenvolvimento de organismos anaerdbios estritos situa-se entre -100 a -450 mV.
Estes valores de Eh sdo alcangados através da adi¢do de solucdo redutora de cisteina-
sulfeto, que constitui-se num bom agente redutor, e introducéo do fluxo de gas

carbdnico ¢ nitrogénio ao meio de cultura € solugdes complementares.

Os ensaios com amostras provenientes do conteudo ruminal foram
conduzidos de maneira que as mesmas fossem primeiramente inoculadas em meios
de enriquecimento, e apds em meios de isolamento. Os ensaios de enriquecimento
constituiram-se de duas fases, ou seja enriquecimento I e II, nos quais as culturas
resultantes dos ensaios de enriquecimento I foram utilizadas como inéculo para os
ensaios de enriquecimento II. Os cultivos obtidos nos ensaios de enriquecimento II

foram inoculados em meio de cultura semi-solido. Ao longo do tempo de incubagio,
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as culturas resultantes dos ensaios de enriquecimento e isolamento foram
monitoradas através de observa¢des microscopicas periddicas, e foram detectadas
algumas estruturas de crescimento que quando comparadas com aquelas
apresentadas em literatura, eram semelhantes as formas de crescimento de fungos
anaerobios. Isto demonstra que os métodos empregadas nesta fase apresentaram-se
adequadas aos cultivos de fungos anaerobios, a partir de amostras do conteudo

ruminal de um animal bovino.
6.1.1. Caracterizacio do inéculo por anilises microscépicas

Na Figura 26 foram apresentadas as estruturas celulares arredondadas as
quais podem ser comparadas ao que se denomina de esporangios de laténcia,
pertencentes a células eucariotas. Estas estruturas poderiam ser comparadas, ao que
se denomina de talos jovens de fungos da Classe Chytridiomycetes, os quais podem
ser visualizados ¢ comparados as estruturas apresentadas na Figura 41 (01-02).
BAUCHOP (1979), em seus estudos com fungos de ramen de ovinos € bovinos citou
que os esporangios desenvolvidos por tais organismos, atingiram tamanhos de 40 a
90um de comprimento. Nos estudos realizados por ORPIN (1975), utilizando
fungos de rimen de bovinos e ovinos, foi relatado que o tamanho dos esporingios
observado no conteiido ruminal de animais “in vivo”, atingiu até 35um de
comprimento. Por outro lado, este autor constatou nas obsevag¢des “in vitro”,

esporangios com dimensdes de 21x9um até 74x52pm.

Além dos esporangios de laténcia, também foram detectados no indculo
proveniente do conteido ruminal, células bacterianas do tipo cocobacilos Gram
positivos, semelhantes a anaerébios estritos do tipo clostridios. Para BROCK &
MADIGAN (1991), a populagdo microbiana tipica do aparelho gastro-intestinal de
ruminantes ¢ constituida de uma microbiota variada, composta por microrganismos

gram-positivos e gram negativos.
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Figura 41 - Estruturas de crescimento e reproduciio tipicas da classe Chytridiomycetes. 01- talos

jovens desenvolvidos em uma célula hospedeira. 02- esporangios de laténcia. 03- esporangio em
formacdo (apofisis = brotamento). 04- esporangios maduros (contém zoosporos). 05- talo jovem
(apresenta rizoides em desenvolvimento). 06- Gametangios. 07- Gametas moveis. 08- Esporangios de

laténcia. 09- Esporangios em desenvolvimento (zodsporos em estagio de formacdo). Fonte:
HERRERA & ULLOA (1990)



6.1.2. Ensaios de Enriquecimento

O procedimento de inoculagdo para a fase de enriquecimento I foi realizado a
partir das amostras solubilizadas do conteido ruminal, ap6és as mesmas
permaneceram por um periodo de 12 horas sob refrigeracdo, a uma temperatura entre

4 + 1°C. No entanto, a ocorréncia de crescimento fiingico sobre a parede do frasco

tipo “soro”, na fase de enriquecimento I, indicou a presenca de organismos nas
amostras, e que o periodo de refrigeracdo, o qual as culturas foram submetidas, ndo

comprometeu o desenvolvimento das mesmas.

Quanto ao procedimento de estocagem de amostras ou culturas microbianas
por refrigeracdo, deve-se salientar que temperaturas inferiores ao ponto 0timo para
crescimento microbiano diminuem o ritmo metabdlico, no entanto sdo uteis na
manutencido de culturas, j4 que a maioria dos microrganismos apresentam boa
capacidade de sobrevivéncia sob temperaturas de refrigeragédo, em tormo de 4 € 7 °C.
Estas temperaturas sdo amplamente empregadas na armazenagem de muitas culturas

durante longos periodos de tempo, inclusive culturas de microrganismos anaerobios.

As amostras solubilizadas e estocadas sob refrigeracéo foram utilizadas como
inoculo nos ensaios de enriquecimento. Estes ensaios consideraram as observagdes
de GIAJ-LEVRA (1991), em que a adi¢fo de extratos naturais que simulam o habitat
microbiano, ou de outros extratos, como por exemplo, de levedura, além de um fonte
de substrato especifica, caracteriza o meio como de enriquecimento. Além disso,
HUNGATE apud GIAJ-LEVRA (1991), estudando bactérias provenientes do ramen,
afirmou que a utilizagdo de meios simuladores do habitat possibilitava a presenga de
fontes nutricionais para um desenvolvimento microbiano seguro, como por exemplo,
‘em cultivos com extrato de fluido de rimen, em que as fontes nutricionais
provenientes do extrato, permitiam um rapido desenvolvimento de bactérias

anaerobias celuloliticas.



No presente estudo, para os ensaios de enriquecimento, foi adicionado ao
meio de cultura 15 % de fluido de rimen centrifugado, entre outros componentes ja
descritos. Nos ensaios de enriquecimento, realizados em duas etapas denominadas de
enriquecimento I ¢ II, as culturas permaneceram sob um periodo de incubagio de
respectivamente, 50 € 20 dias. Cabe observar, que o periodo de incubagdo definido
na fase de enriquecimento I foi bastante longo, ocorrendo o surgimento de hifas
fingicas somente ap6s 45 dias de incubagdo. O pH do meio de cultura utilizado para

as etapas de enriquecimento I e II foi de 5,0 e 6,0, respectivamente.

Ap6s um periodo de incubacdo de 50 dias ocorreu o surgimento de hifas
fungicas em alguns dos frascos monitorados, e as culturas resultantes nesses ensaios
da fase de enriquecimento I foram inoculadas em novo meio de cultura dando
origem aos cultivos da fase de enriquecimento II. Nos ensaios da fase de
ennquecimento II foi possivel detectar o crescimento de colonias fingicas sob a
camada de celulose apods vinte dias de incubagdo. O periodo de incubagédo
constituido de vinte dias obtidé na fase de enriquecimento II, quando comparado ao
periodo da fase de enriquecimento I de 50 dias, sofreu uma reducdo de 30 dias, o que
pode estar relacionado com a faixa de valores de pH do meio utilizado nesta fase.
Nesta fase, o valor do pH foi ajustado para 6,0, ou seja, mais proximo a faixa de
valores tipicamente encontrada no rimen (HOBSON, 1976; LIN. et. al., 1985),

valores estes também verificados nas amostras originais utilizadas neste estudo.

Ainda a respeito do diferencial no periodo de incubagédo, observado na fase
de enriquecimento 1 quando comparado ao periodo de incubagdo da fase de
enriquecimento II, pode-se dizer que este fato reflete uma tendéncia logica e até
previsivel, uma vez que a fase de enriquecimento I teve por fun¢3o proporcionar o
primeiro contato das células microbianas originarias de ecossistemas com as novas
condi¢bes de crescimento € meios de cultura utilizados. Em fungdo das diferencas
das condi¢des de crescimento entre o ecossistema natural € as impostas na fase de

enriquecimento I, o primeiro contato das células com os meios de cultura de
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enriquecimento constitui-se numa fase de adaptacio, minimizado posteriormente na

fase de enriquecimento IL

A varniagdo dos valores de pH nos meios de enriquecimento constitue-se num
fator ambiental de influéncia direta no crescimento de certos grupos microbianos
provenientes de um mésmo habitat. Assim, a inoculagdo de culturas em pH com
valor abaixo da neutralidade, pode constituir-se num procedimento satisfatorio na
fase de enriquecimento de culturas, quando da necessidade de promover uma selegio
no desenvolvimento de microrganimos, como por exemplo, dificultar o crescimento
bacteriano. Apesar da grande maioria dos “fungos” apresentarem uma maior
resisténcia as variacdes de pH em relagdo as faixas acidas, desconhece-se a real
influéncia deste fator sobre o crescimento de fungos anaerdbios de rimen, pois todos
os trabalhos realizados com tais organismos fazem referéncia a meios preparados
com pH na faixa de 6,5-7,0 (ORPIN, 1975; BAUCHOP, 1979; JOBLIN, 1981;
BARR et al, 1989).

Ainda, a respeito dos ensaios de enriquecimento, é importante salientar que
as mesmas estruturas encontradas quando da caracterizagdo microscopica dos
inéculos proveniente do contetido ruminal apresentadas na Figura 26, também foram
detectadas nas culturas obtidas na fase de enriquecimento II, evidenciando-se desta
forma, que os procedimentos adotados permitiram o desenvolvimento de estruturas
microbianas, supostamente'consideradas de organismos fingicos, nas condigdes de

inoculacdo e incubagéo descritas no presente estudo.

Quanto a metodologia empregada neste estudo, a qual constituiu-se de fase
de enriquecimento e isolamento das culturas de fungos anaerdbios provenientes do
rumen, ressalta-se que em estudos mencionados na literatura ndo ha descri¢do de
ensaios de enriquecimento para o cultivo destes organismos, nos quais foram
utilizados somente meios semi-solido contituidos por fonte de carbono e valor de
pH na faixa da neutralidade, caracterizando-se apenas como meios de cultivo de

isolamento.



Neste sentido, as técnicas de solubilizagdo e enriquecimento das amostras
utilizados neste estudo com amostras de contetdo ruminal apresentaram-se
eficientes no sentido de que os microrganismos aderidos as particulas de fibra
vegetal desprenderam-se para a solugéo de solubilizago, uma vez que foi constatado
a presenga de estruturas celulares nos meios de cultivos, o que sugeriu o crescimento

de organismos fiingicos nas culturas observadas.
6.1.3. Ensaios de Isolamento

Nos ensaios de isolamento, utilizando amostras do conteudo ruminal bovino,
o periodo de incubagio necessario para o aparecimento de colénias fingicas sobre o
agar, foi de aproximadamente 20 dias. O periodo de incubagéo para a observagdo de
crescimento de fungos anaerdbios de ramen, segundb ORPIN (1975), BAUCHOP
(1979), JOBLIN (1981), LOWE et. al. (1987) e BARR (1989), foi de,
respectivamente, 2, 1, 3, 2 e 5 dias. Diante dos periodos de incuba¢do mencionados
em literatura, pode-se afirmar que o periodo de incubagdo determinado nesta
dissertagdo apresentou-se bastante longo. LOWE et al. (1987) avaliaram o ciclo de
vida de fungos anaerdbios de rimen e constataram que o desenvolvimento de tais
organismos pode ocorrer entre 26 ¢ 32 horas. BARR (1989) obteve zoésporos
fingicos de ramen provenientes de equinos, em cultivos apés um periodo de até
cinco dias de incubag@o. As diferencas nos periodos de incubagdo podem estar
relacionadas, entre outros fatores, com as cepas de organismos utilizadas nos
experimentos desenvolvidos nestes estudos. ORPIN (1976) ¢ BAUCHOP (1979)
utilizaram cepas de fungos anaerobios de mimen de ovinos e bovinos, JOBLIN
(1981) e LOWE et al. (1987), entre outros tantos autores, realizaram experimentos

com cepas puras de fungos anaerobios de rimen provenientes de ovinos.

A comparagdo entre os tempos de incubagdo verificados na literatura
(ORPIN, 1976, BAUCHOP, 1979; JOBLIN, 1981; LOWE et al. 1987, BARR, 1989)
e os tempos de incubagdo obtidos neste trabalho, em relagéio ao desenvolvimento de

fungos anaerobios, deve ser feita considerando as condigdes de crescimento
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empregadas nos experimentos. Quanto & composi¢do do meio de cultivo e demais
condicdes empregadas neste trabalho, observa-se que tanto o meio de
enriquecimento, como o meio utilizado para 0s ensaios de isolamento, foram
acrescidos por fontes orgénicas com pd de celulose, além daquelas oriundas do
conteido ruminal, e provenientes do extrato de levedura, peptona, solugdo de sais
minerais, que apos a inoculacdo, foram incubados a uma temperatura de 39°C, e sem
agitacgdo. Ressalta-se no entanto, que no meio de isolamento, além de 0,05% de
celulose, foi acrescido 0,05% de glicose, agar e solugédo de antibidticos, sendo que o
meio apos inoculagdo foi incubado a 39°C. Os meios de cultura utilizados neste
estudo foram baseados em ORPIN (1975) e modificados por BAUCHOP (1979) os
quais foram preparados segundo técnica descrita por MILLER & WOLIN (1974) e
DUBOURGUIER & VAZOLLER (1988).

O extrato de fluido de ramen vem sendo empregado na composi¢do de meios
de cultura como fonte dos requisitos nutricionais para os organismos anaerébios, ja
que entende-se que no mesmo estdo presentes os produtos decorrentes do processo
de fermentagio das fibras vegetais, essenciais ao ruminante, bem como equilibrio
metabolico requerido pelos microrganismos atuantes no processo. No presente
estudo, para os ensaios com inoculo do contetido ruminal, foi adicionado ao meio de
cultura tanto na fase de enriquecimento como para a fase de 1solamento, 15 % de
fluido de ramen centrifugado, cujo objetivo de utiliza-lo, foi proporcionar algumas
condi¢gdes nutricionais encontradas no ambiente natural dos fungos anaerdbios de
ramen. Esperava-se que as fontes nutricionais provenientes do fluido de ramen
centrifugado permitisse um meio de cultivo no qual os fungos anaerdbios pudessem
desenvolver-se com rapidez. Porém, como o periodo de incubagio apresentou-se
bastante longo, pode-se dizer que a quantidade de 15% de fluido ruminal
centrifugado utilizado na constituicio dos meios de cultivo, talvez tenha sido
insuficiente para proporcionar condigdes ideias de crescimento fingico “in vitro”.
LOWE etal. (1987), em seus experimentos, ndo utilizaram fluido de rumen

centrifugado nos meios de cultivo, adicionando todas as fontes de macro € micro



nutrientes através de compostos de fonte direta, como por exemplo, acidos graxos,

coenzimas, entre outros compostos.

Em relagdo as condi¢cdes de crescimento empregadas por ORPIN (1975),
BAUCHOP (1979), JOBLIN (1981) e LOWE et. al. (1987) para o estudo dos fungos
anaerobios de rimen, pode-se destacar que a composi¢do dos meios de culturas
basearam-se na adigdo de extrato de levedura, peptona ou triptona, fontes de carbono
como glicose ¢ maltose, € em alguns casos p6 de celulose Whatman n°1. Os cultivos
liquidos foram realizados em tubos Bellco ¢ o pH ajustado na faixa de 6,5-6,8, ¢
incubados a 39°C, sem agitagdo. Com excegdo de LOWE et. al. (1987), o restante
dos autores mencionados, utilizaram de 15 a 40% da composi¢do do meio de fluido
de ramem centrifugado. JOBLIN (1981) ndo utilizou peptona e extrato de levedura

em seus cultivos.

Em relagdio as condi¢Bes de crescimento empregadas & interessante ressaltar
que as principais diferencas entre os experimentos realizados com fungos
anaerdbios, realizados por outros autores, constituem-se na composi¢do dos meios de
cultivo, bem como a procedéncia do material de rimen estudado. Em sua maioria, 0s
estudos realizados pela literatura citada, os meios de cultivos sdo constituidos de
fluido ruminal centrifugado, € com raras excegdes, como no caso dos estudos
desenvolvidos por LOWE et al. (1985), nos quais os autores realizaram avaliagdes do
desenvolvimento fungico através da presen¢a € auséncia de peptona e extrato de
levedura, com adigdo de fluido ruminal ao meio. Os experimentos de tais autores
demonstraram que existe uma consideravel habilidade dos fungos anaerébios em se
desenvolverem em meio que contenha componentes como os mencionados. Neste
sentido, ressalta-se que na presente dissertacdo foi utilizado na composi¢do do meio
de cultura peptona e extrato de levedura, ndo sendo possivel afirmar a real influéncia
de tais compostos no desenvolvimento de fungos anaerdbios. Observa-se no entanto,
que um fator que pode influenciar diretamente o desenvolvimento dos organismos de
rumen “in vitro”, é a composi¢do do proprio fluido ruminal, que segundo LOWE et.

al. (1985) pode variar ao longo do dia de alimentagcdo do ruminante em fungio da
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composi¢do da dieta e da microbiota atuante no ramen, evidenciando que cada
animal tem caracteristicas proprias de digestdo da fibra vegetal, o que acarreta em

diferengas na composi¢io do fluido ruminal.

Nos ensaios de isolamento realizados no presente trabalho, foi possivel obter
o desenvolvimento de coldnias fingicas em apenas dois dos frascos contendo meio
de cultura semi-solido acrescido de fluido de ramen centrifugado. Entdo, em apenas
7% dos frascos inoculados nos ensaios que caracterizaram o primeiro isolamento foi
evidenciado o crescimento de coldnias fungicas sobre o agar. No entanto, nos demais
ensaios de isolamento realizados ndo foi observado o desenvolvimento de coldnias

fungicas, apesar do periodo de incﬁbagﬁo ter correspondido a 50 dias.

Desta forma, as colonias fiingicas obtidas no primeiro ensaio de isolamento
foram subcultivadas em meio liquido com glicose e celobiose, sem adigdo de
antibidticos. O acompanhamento microscopico das culturas resultou na detecgdo das
estruturas apresentadas nas Figuras 30 a 34, as quais assemelham-se a esporangios de
laténcia, caracteristicos da classe Chytridiomycetes, de acordo com a figura 41
apresntada por HERRERA & ULLOA (1990). As Figuras 31 e 32 apresentam formas
de vida muito semelhantes aquelas descritas por ORPIN (1975), o qual menciona a
presenga de espordngios, cuja parte basal era em forma quadrada, no fluido ruminal
logo apds a sua retirada do animal. Ja, as estruturas apresentadas nas Figuras 33 e 34
assemelham-se aos esporangios em estagio de desenvolvimento, os quais apresentam
um segmento do corpo celular em fase de brotamento, conforme pode ser
visualizado na Figura 41 (03 e 04), apresentada anteriormente. Ainda, a respeito das
Figuras 33 e 34, pode-se mencionar a semelhani;a das estruturas observadas com as
formas descitas por BARR et al. (1989), ao apresentar o ciclo de vida do fungo
anaerobio Piromyces communis. Em seu estudo BARR et al. (1989) descreveu tais
formas como estagios imaturos do desenvolvimento endégeﬁo e exogeno dos
esporangios. Estes estagios da germinagio e desenvolvimento do espordngio ocorrem
a partir de um cisto proveniente do zdésporo, no qual no seu interior, ou sobre ele,

ocorre a formagio de um esporangio.



137

As culturas obtidas do subcultivo em meio liquido, foram novamente
subcultivadas no mesmo meio liquido, e monitoradas por um periodo de vinte dias.
O acompanhamento microscopico de tais culturas resultou na detecg¢do das estruturas
apresentadas nas Figuras 35 a 37. Quanto a estrutura apresentada na Figura 35, a
mesma pode ser comparada aquelas encontradas quando da andlise do fluido
ruminal, logo apds sua coleta. Estas estruturas detectadas apos 02 dias de incubagio,
foram comparadas aos espordngios em fase de desenvolvimento e espordngios de
laténcia, apresentados por HERRERA & ULLOA (1990) na Figura 41 (01-02), como
anteriormente mencionado. A Figura 36 apresenta uma estrutura encontrada no meio
de cultura apds cinco dias de incubagdo, a qual se assemelha as formas de vida
descritas por ORPIN (1975), em seu estudo com o microrganismo Neocallimastix
frontalis. A estrutura da Figura 37 indica semelhancas com uma hifa fungica capaz
de desenvolver-se sob condi¢des de anaerobiose estrita, durante investiga¢des sobre
morfologia e crescimento de trés fungos anaerobios de rimen Neocallimastix sp.,

Piromyces communis e Orpinomyces bovis (BARR et. al., 1989).

Nos experimentos de enriquecimento € isolamento desenvolvidos no presente
trabalho, envolvendo amostras de rimen de bovino, pode-se dizer que a metodologia
empregada procurou manter aquelas condigbes de crescimento recomendadas pela
literatura. Contudo, algumas alteragdes foram efetuadas em relagdo a composi¢do
dos meios de cultivos citados em literatura. As principais diferengas na composigéo
dos meios de cultivos utilizados, poderiam ser considerados como fatores
intervenientes no desenvolvimento dos fungos anaerdbios de raimen para este estudo,
sobretudo, interferindo no tempo de desenvolvimento dos fungos na fase de

1solamento dos mesmos.



6.2. Ensaios realizados a partir do inéculo proveniente de amostras de residuo

aterrado

Para realizacdo desta etapa foi necessaria a obtencdo de um indculo
preparado a partir de residuos aterrados solubilizados. A coleta de amostras de
residuo solido aterrado foi efetuada na area de Sdo Giacomo, atual aterro sanitario da
cidade de Caxias do Sul-RS. A érea de Sdo Giacomo foi impactada pela disposi¢do
descontrolada de residuos solidos de origem doméstica (50%), industrial (25%),
comercial (20%) e de servicos de saide (15%), totalizando 64.000 m’ de residuos

dispostos no periodo de 1988 e 1990 (AKUTSU, 1991).

Em 1990, foi assinado um Convénio de Cooperacdo Técnica entre o Poder
Publico Municipal e a Universidade de Caxias do Sul, visando conjugar esfor¢os
para a implantagdo de um projeto de remediacdo da area citada, entendendo-se por
remediacdo, o conjunto de medidas voltadas a minimizar os impactos negativos que
uma determinada a¢do, no caso disposicdo de residuos sdlidos, pode acarretar ao
meio local. Nessa fase, o conjunto de técnicas utilizadas para remediar 1,4 hectares
j& impactados, compreendeu a co-disposi¢do dos residuos, ja existentes no local,
com os residuos provenientes da coleta didria, sendo os mesmos compactados e-
‘cobertos em rampa, com inclina¢io de talude 1 para 3 (verﬁcal-hon'zontal), dando
inicio a primeira célula de aterramento denominada de C1. Cabe ressaltar, que na
célula Cl, ndo foi realizada a impermeabilizagdo de fundo, em fun¢do das
dificuldades de remocdo de todo o residuo disposto no local, porém foram
implantadas na mesma, sistemas de drenagem de liquidos e gases (ARRUDA, et.al.,
1995).

E fundamental observar, que a partir do inicio das obras na area de S#o
Giacomo, apenas os residuos de origem domiciliar foram dispostos neste local.
Assim, em carater emergencial, a implantacdo da célula C1 teve duas fungdes: a de
remediar a area impactada e a de tratar os residuos solidos domésticos gerados

diariamente pela populagdo da Caxias do Sul. Na fase II-definitiva, a disposi¢do dos



residuos em células de aterramento C3 e C4 foi feita segundo os critérios técnicos

estabelecidos nas normas brasileiras para aterro sanitario (NBR-8419,1984).

Entfo, as amostras de residuos solidos aterrados, utilizadas nesta etapa do
presente trabalho, foram coletadas na célula C3 do Aterro Sanitario de Sio Gidcomo.
Como ja mencionado, a célula C3 foi implantada segundo normas técnicas para
construgio de aterro sanitario (NBR-8419, 1984), com dimensdes de 9.500 m* de
area total, na qual foram dispostos aproximadamente 127.500 toneladas de residuos
de origem domiciliar no periodo de 1992 a novembro de 1994. No entanto, sabe-se
que para a realizagdo de uma avaliagdo da microbiota anaerobia de um ecossistema
desta magnitude, necessita-se de uma metodologia com rotinas pré-estabelecidas, e
que possam ser consideradas eficientes para os objetivos em questdo, bem como de
procedimentos também previamente estabelecidos, os quais possam resultar na

coleta de amostras representativas do sistema em estudo.

Para tanto, ¢ importante considerar que a coleta de residuos solidos aterrados,
em fungdo das inumeras dificuldades ocorridas quando da utilizagdo do trado
mecanizado, constituiu-se numa etapa de poucos resultados positivos, porém néo
definitivos. Até o presente momento, o trado mecanizado constituie-se no tinico
dispositivo para a coleta de residuos aterrados, apresentando porém limita¢cdes em
fungdo da propria constitui¢do do material aterrado, o que foi crucial para o tipo de
amostragem realizada neste trabalho. As dificuldades encontradas no emprego deste
equipamento estdo associadas a heterogeneidade da composicdo dos residuos
aterrados, o que contribue consideravelmente para o questionamento da
representatividade das amostras coletadas e utilizadas no presente trabalho. Tais
problemas e limitagdes relacionadas a etapa de coleta das amostras, poderiam ter
influenciado na obtengdo de culturas de fungos anaerobios nos ensaios de

enriquecimento inoculados com amostras de residuo aterrado solubilizado.

Neste sentido, a discussdo dos resultados obtidos nesta fase do trabalho esta

apresentada segundo a sequéncia de etapas desenvolvidas ao longo do tempo. Nessa
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sequéncia, serdo discutidos os resultados € observagdes obtidas a partir da coleta de
amostras, caracterizacdo fisico-quimica das amostras € ensaios de enriquecimento a
partir de amostras de residuos aterrados coletados no aterro sanitario de Sdo
Giacomo da cidade de Caxias do Sul-RS. Como ndo foi constatado o crescimento
fiingico nos ensaios de enriquecimento, ndo foram realizados ensaios de isolamento
nesta etapa do trabalho, conforme realizado na fase anterior de ensaios com indculo

proveniente do conteido ruminal.

6.2.1. Caracterizacao fisico-quimica de amostras coletadas

A coleta de residuos sélidos aterrados foi realizada no aterro sanitario através
da utilizagdo de um trado mecanizado. O Aterro Sanitario de Sdo Gidcomo era
composto de diferentes cotas de aterramento, sendo que cada cota era constituida de
quatro metros de altura/profundidade, nas quais eram confinados os residuos
compactados ao longo do tempo de disposi¢do. A realizagdo de amostragens até
quatro metros de profundidade através de perfuragio com trado mecanizado
constitui-se na abertura da massa de residuos na vertical, com um didmetro de
aproximadamente de 18 cm. Foi obsevado que a perfuragdo da massa aterrada, por
muitas vezes, tornou-se impraticavel devido a limitagéo do proprio equipamento em
cortar alguns materias aterrados, como por exemplo, latas de maior tamanho,
pedagos de borracha e pedras, provenientes do material de cobertura utilizado. Além
disso, uma outra dificuldade constituiu-se pela retirada do material confinado na
concha coletora do trado que era realizada a cada 30 cm de perfuracdo na massa
aterrada. A dificuldade na retirada do material foi em consequéncia do pequeno
didmetro da concha, além da constituicdo do proprio material que, apos aterrado e
compactado, apresentava caracteristicas peculiares as quais dificultaram a coleta

através desde equipamento.

Apés a obtencdo das amostras de residuo aterrado no local mencionado, foi

realizada a caracteriza¢io das amostras utilizadas como indculo neste estudo. O
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procedimento de caracterizag@o das amostras de residuos aterrados deu-se através da
determinacdo de teor de umidade, sdlidos volateis, pH, concentragdo de metais a
partir do teste de lixiviacdo (prata, arsénio, bario, cadmio, cromo, chumbo, selénio,
mercurio) e teste de solubilizagdo (aluminio, prata, arsénio, bario, cadmio, cromo,
ferro, zinco, cobre, manganés, chumbo, sel€nio e mercurio). A determinagio de tais
pardmetros teve por objetivo verificar possiveis interferéncias no desenvolvimento
microbiano, principalmente no que diz respeito a presenga de substincias inibitorias
do crescimento celular, além de obter algumas informagdes a respeito do processo de

degradagdo dos residuos aterrados.

Quanto aos valores correspondentes ao teor de umidade determinados nas
amostras coletadas neste estudo, foram entre 29,0 a 46,6%, sendo que a média entre
os valores determinados foi de 36,5%, com um desvio padrio de 7,3. Através dos
dados obtidos pode-se notar uma variagdo dos valores, mesmo naquelas amostras de
procedéncia do mesmo ponto de amostragem. Nas amostras de residuo aterrado
coletadas para o desenvolvimento do presente trabalho foram detectados valores de
umidade abaixo dos valores médios de umidade observados por GOMES (1989),
quando monitorou dois aterros experimentais na cidade de S@o Carlos-SP, em
relagdo a alguns pardmetros de degradabilidade dos residuos. Estes aterros
experimentais apresentaram uma média anual de teor de umidade em tormo 46,9 %,

valor considerado satisfatorio pelo autor.

Os valores de umidade obtidos nas amostras coletadas apresentaram uma
média abaixo da faixa de 40%, o que representa uma porcentagem relativamente
baixa quando comparadas aos teores de umidade da grande maioria dos habitats que
contém uma elevada quantidade de material celuldsico a ser degradado por agéo
microbiana. Ressalta-se que a determinagéo do teor de umidade, material volatil e
ndo volatil para as amostras coletadas, auxiliaram como pardmetros indicadores da
presenca de microrganismos no meio. O ecossistema em estudo, caracterizou-se por
apresentar algumas condi¢des adversas para o crescimento de microrganismos, € 0s

indicativos citados podem demonstrar uma tendéncia da disponibilidade de substrato
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de facil assimilagdo pela maioria dos microsganismos, bem como das condi¢Ses de
umidade, pardmetro indispensavel para a sobrevivéncia dos organismos. Para
LENINGHER (1988), a disponibilidade de 4gua num ambiente pode constituir-se
num fator limitante, ja que a agua possibilita o transporte de inumeros compostos,
entre os quais das enzimas indispensaveis nos processos hidroliticos de degradacéo
de compostos orginicos. Os organismos dependem fundamentalmente do meio

aquoso para obter 0s substratos necessarios para o seu desenvolvimento.

No caso do presente trabalho, outro pardmetro importante, o teor de solidos
voliteis, o qual representa o conteudo de matéria orginica de facil degradagio,
foram detectados, nas dez amostras coletadas, valores do teor de sdlidos volateis de
5,23 a 17,34%. A média entre os valores fo1 de 12,3 com desvio padrio de 4,44, o
que demonstra diferencas acentuadas do teor de sdlidos volateis determinados a
partir das amostras obtidas. Deve-se, contudo, considerar o tempo de aterramento
dos residuos coletados, o qual variou entre cinco ¢ nove meses. MOUTON et al.
apud VILLAS BOAS (1991) avaliou um sistema de disposi¢ao de residuos na cidade
de Fretin (Franga), e concluiram que o sisterria, com cerca de 10 anos de idade,

apresentava apenas 15 a 20 % de matéria orginica a ser decomposta.

As amostras coletadas caracterizaram-se por tempos de aterramento distintos,
0s quais variaram entre 5 a 9 meses, porém bastante»préximos a nivel de tempo de
degradacdo. A média dos valores de solidos volateis obtida nas amostras com menor
tempo de aterramento, ou seja cinco meses, foi de 12,2 % e desvio padrédo de 3,59,
porém ndo foi o valor mais elevado de soélidos volateis detectado, como era o
esperado, ja que a relagdo tempo de disposigado e teor de solidos volateis tende a ser
inversamente proporcional. Nas amostras com tempo de aterramento de sete meses a
média obtida foi de 11,7% com desvio padrdo de 5,9, e com nove meses de 14,3% de
solidos volateis com desvio padrﬁo de 1,35. Por outro lado, se analisarmos a relagdo
solidos volateis e profundidade das amostras, observa-se que nas profundidades de
até um, dois e trés metros, o teor de solidos volateis correpondente foide 13,2, 112 ¢

13,1%. Os dados obtidos apresentam uma certa uniformidade, ndo demonstrando



uma variacdo significativa entre o teor de solidos volateis e a profundidade de
amostragem. Normalmente, a relagdo do teor de sdlidos volateis e profundidade
correspondente a amostragem, indica que a degradagfo de compostos organicos em
aterros se acentuam em condi¢Oes de anaerobiose, pois quanto maior a profundidade

de aterramento do residuo, menor o percentual de matéria organica presente.

Diariamente eram dispostos aproximadamente 150,0 toneladas de residuos
solidos domésticos na célula C3 do Aterro Sanitario de Sdo Gidcomo, dos quais 50%
caracterizam-se como matéria organica de facil degradagio (PESSIN et al., 1991).
Considerando que as amostras de residuos solidos aterrados apresentaram um
percentual de material volatil em torno de 13%, e que os residuos com tempo zero de
aterramento apresentaram um porcentual médio em torno de 60% de material volatil,
pode-se concluir que os processos de degradagio bioldgica ndo foram inibidos, € que

havia uma microbiota atuante € adaptada ao sistema.

O porcentual de papel/papeldo encontrado nas amostras coletadas foi de 4,5 a
22 % em base imida. Entretanto, a massa de residuo gerédo no municipio de Caxias
do Sul caracterizou-se por conter aproximadamente 21% de papel/papeldo (PESSIN
et al., 1991), sugerindo que em alguns pontos da célula C3, o porcental de material
celuldsico, principalmente nas amostras com sete meses de aterramento, ficou
proximo ao porcentual correponderite ao tempo zero de disposi¢do dos mesmos. Este
fato indicou uma inibi¢do dos processos degradativos de materias celuldsicos
dispostos no aterro sanitario de Sdo Gidcomo. Por outro lado, nas amostras coletadas
em profundidades de dois a trés metros, foram detectados porcentuais de

papel/papeldo inferiores a 14%.

Os valores de pH das z;mdé_fr;s coletadas variaram de 5,33 a 7,20, sendo que
os mesmos foram obtidos quando da solubilizagéo do residuo em agua deionizada no
teste de lixiviagdo dos mesmos. Porém, na coleta nimero quatro, cujo tempo de
aterramento dos residuos foi de cinco meses, foram detectados os valores mais

- baixos de pH em relagdo as demais amostras. Nota-se que estas amostras
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apresentaram pH na faixa de 5,33 a 5,49, ou seja, levemente acido, o que poderia
conferir condigdes inadequadas ao desenvolvimento de grupos bacterianos. Cabe
ressaltar, que tais grupos apresentam maior sensibilidade as mudancas de pH do
meio, € que desenvolvem-se adequadamente em valores de pH préximos a

neutralidade.

Além dos fatores acima citados, e que sfio fundamentais na avaliacdo do
presenca de grupos microbianos com potencial atividade degradativa sobre os
residuos dispostos no sistema, deve-se considerar também a concentracdo de alguns
metais pesados detectados nos inoculos, € que poderiam interferir no
desenvolvimento de uma gama de microrganismos importantes ao processo de
degradacdo ‘dos residuos. Dentre estes, podemos citar o bario, cadmio, cromo, e
chumbo que foram detectados em todas as amostras estudadas a partir do teste de
lixiviagdo, em concentragdes médias de 0,259 mg/L de bario, 0,0009 mg/L de
cadmio, 0,022 mg/lL de cromo ¢ 0,052 mg/lL de chumbo. A partir do teste de
solubilizagdo podemos citar o bario, cadmio, cromo, ferro, zinco, cobre ¢ chumbo
que foram detectados em concentragdes médias de 0,147 mg/L de bario, 0,0005
mg/L de cadmio, 0,0136 mg/L de cromo, 3,589 mg/l. de ferro, 0,219 mg/L de zinco,
0,032 mg/L de cobre e 0,029 mg/L. de chumbo.

As concentragdes de metais detectadas nestes ensaios, podem ser
consideradas baixas quando relacionadas a possivel inibicdo do metabolismo
microbiano do processo de digestéio anaerdbia. VA relagdo entre a concentra¢do de
metais e a inibi¢gdo do processo de digestdo anaerdbia de lodo de esgoto foi avaliado
por MOSEY & HUGHES (1975), através da utilizag@o de reatores de bancada. Neste
estudo foram detectadas concentragdes de metais com influéncia inibitoria sobre o
processo de digestdo anaerdbia a partir de 200mg/L de zinco, 250 mg/l de cadmio,

150 mg/1 de cobre, 500 mg/L de cromo e 2.000mg/1 de ferro.

Os residuos solidos urbanos gerados no ambito domiciliar ou comercial,

caracterizam-se por uma massa heterogénea contendo uma grande variedade de
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compostos que podem conduzir a queima, corrosdo, oxido-redugdo ou toxicidade no
meio. S3o exemplos destes tintas, solventes, pigmentos, vemizes, pesticidas,
inseticidas, repelentes, herbicidas, dleos lubrificantes, fluidos de freio e transmisséo,
baterias, pilhas, 1dmpadas fluorescentes, frascos de aerossdis em geral, entre outros.
As pilhas e lampadas fluorescentes sdo classificadas como residuos perigosos por
terem metais pesados em sua constituigdo, € os frascos de aerossdis ndo por sua
embalagem, mas sim pelo resto de substiancias quimicas que essas contém quando
descartados. Ambos os materiais podem contaminar a massa de residuos € o meio
ambiente no qual sfo depositados, migrando para as aguas superficiais € ou
subterraneas (JARDIM et al., 1995). Por isso, a determinagdo da concentragio de
metais em amostras de residuos aterrados utilizados como objeto de estudos em
microbiologia faz-se necessaria € indispensdvel tendo em vista a presenga de

possiveis interferentes no crescimento microbiano de interesse.

A partir das observagdes realizadas, deve-se supor que a presenga de metais
pesados nas amostras estudadas, constituiu-se um fator de interferéncia na atuagio
dos microrganismos, em funcio do efeito toxico dos metais sobre o crescimento dos
mesmos. Além disso, os baixos teores de umidade também caracterizam-se como um
fator ambiental que tem influéncia no desempenho dos microrganismos celuloliticos
em relacdo as taxas de hidrdlise dos residuos ligxlocelulésicos. A hidrolise da
celulose sob condigdes de anaerobiose pode ser considerada como o passo limitante
no tratamento bioldgico de residuos, uma vez que depende de uma série de fatores,
incluindo qualidade ¢ quantidade de substrato, enzimas microbianas € suas

interagdes, condig¢des fisicas e quimicas de fermentagao.

Neste sentido pode-se dizer que os fatores ambientais abidticos tais como
temperatura, potencial hidrogenionico, potencial de oxi-reducdo, teor de umidade,
compostos organicos € inorganicos, entre outros fatores podem exercer influéncia no
numero € composi¢do da microbiota em cada habitat em particular, principalmete
em ralagdo aos ecossitemas anaeréobios (BROCK & MADIGAN, 1991). A

determinagdo da influéncia de tais fatores ¢ de dificil deteccio em funcdo da
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interagdo entre 0s mesmos, o que pode acarretar na formag@o de microecossistemas,
em que os organismos predominantes possuem capacidade de tolerdncia a oscilagoes

de alguns fatores ambientais.

6.2.2. Ensaios de Enriquecimento

As amostras de residuo aterrado coletadas foram acondicionadas em frascos
tipo “soro”’contendo solugdo de solubilizac@o. Apds serem solubilizadas, as amostras
permaneceram 24 horas sob refrigeragéo a uma temperatura de 4 + 2°C. As amostras
solubilizadas e estocadas sob refrigeragdo foram utilizadas como indculo nos ensaios
de enriquecimento. Observa-se no entanto, que o procedimento de estocagem dos
inéculos pode interferir no ritmo metabodlico dos microrganismos, mas, nesse estudo
foram uteis para a manuteng@o das culturas microbianas presentes nas amostras. A
solugdo de solubilizagdo anaerdbia utilizada para o preparo dos indculos foi a mesma
empregada no preparo do inéculo a partir de amostras provenientes do conteudo
ruminal, a qual teve por finalidade manter as condi¢des do ambiente de procedéncia
da amostra. Ao todo foram 10 amostras coletadas, as quais deram origem a 10

diferentes indculos que foram enriquecidos separadamente.

As amostras coletadas na amostragem 01 foram solubilizadas com solugéo de
solubilizagdo e chorume coletado no Aterro Sanitario de S@o Gidcomo. Porém, em
funcdo de informagdes obtidas nos ultimos estudos realizados com o intuito de
esclarecer a influéncia da recirculagdo de chorume para o interior da célula de
aterramento, ndo foi adicionado chorume para a solubiliza¢do das demais amostras
obtidas. Ndo ¢ recomendada a solubilizagdo de amostras para fins de estudos
microbioldgicos com o liquido percolado (chorume), visto que alguns autores ndo
descartam o efeito tdxico inibitdrio promovido pela adigdo de chorume ndo tratado
sobre o processo de decomposi¢do anaerobia de residuos solidos domésticos
(TEIXEIRA,1994).
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Nos ensaios desenvolvidos na fase de enriquecimento I, os indculos foram
cultivados em meio liquido, € ap6és um periodo de incubag¢do de aproximadamente
10 dias foi observado a formagdo de bolhas de gases no interior dos frascos, € forte
cheiro no interior da estufa de incubagdo. As bolhas de gases foram observadas
principalmente nos cultivos denominados de F3, G3, H4 e J4, correspondentes as
amostras provenientes respectivamente, de 1,0, 2.6, 1,0 e 3,2 metros de
profundidade. Além disso, ainda nestes cultivos correspondentes a fase de
enriquecimento I, deve-se ressaltar que apos 30 dias de incubacdo todos os frascos,
sem excec¢do, apresentaram uma mudanga de coloracdo do meio, o0s quais
permaneceram com coloragio escura por um periodo de aproximadamente cinco
dias, com deposi¢do de granulos pretos no final do periodo. A deposi¢do destes
granulos escuros dificultou a visualizago da possivel formagdo de hifas, bem como
do consumo de celulose ao longo do tempo de incubagéo. Nos cultivos denominados
de E3, apos cinco dias de incubagdo, o meio adquiriu a coloragdo rosea, o que nas
condi¢cdes de preparo de meio ¢ um indicativo da perda das condigdes de
anaerobiose do meio de cultura. Autores, como WIDDEL (1988), atribuiram a
coloracdo escura em cultivos anaerébios, a presenca do produto metabdlico
consequente do desenvolvimento de bactérias redutoras do ion sulfato no meio. No
entanto, muitas reagdes quimicas provocam alteragdo na colorag@o do meio,

particularmente as que envolvem enzimas de origem bioldgica € seus substratos.

Muitas células microbianas apresentam transformag¢des complexas na
estrutura celular como consequéncia de alteragdes adversas nas condi¢des
ambientais. Nem todos os microrganismos respondem igualmente frente as
mudangas de fatores ambientais principalmente no que diz respeito a formagdo de
esporos ou esporulagdo de resisténcia. Por exemplo, em meios de cultivos em que a
fonte energética e nutrientes essenciais necessarios ao crescimento microbiano
tornam-se €scassos, ou soffem a exaustdo completa, o crescimento exponencial €
interrompido, e existe a tendénica de ocorrer a esporulagio das bactérias presentes

no meio (BROCK & MADIGAN, 1991).
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Nos cultivos correspondentes a fase de enriquecimento II, ndo foi detectado
em nenhum momento a mudanga de coloragdo escura do meio, nem tdo pouco a
formag@o de tais granulos. No entanto, nesta fase foi detectada naqueles frascos
inoculados com amostras provenientes de profundidades acima de 2,0 metros um
coloragio amarelada sobre a celulose depositada no frasco. Esta coloragio
amarelada caracteriza-se como uma atividade celulolitica intensa de origem
bacteriana. Diante disto, pode-se dizer que nas profundidades maiores de 2,0 metros
ocorria uma provavel microbiota anaerobia com capacidade celulolitica, e apta ao
crescimento nas condigdes descritas. A atividade celulolitica bacteriana foi citada
por TEATHER & WOOD (1982) em culturas liquidas, caracterizadas pela presenga
de precipitado amarelo-ouro sobre o substrato celulésico. COLBERG (1986) também
mencionou a ocorréncia de um precipitado amarelado em cultivos de isolamento de
um anaerdbio obrigatorio celulolitico, o género Clostridium sp. Além disso, deve-se
destacar que esta atividade bacteriana ndo foi constatada nos ensaios de isolamento,
nos quais foi adicionado solucio de antibiodticos, fato confirmatorio da presenca de

uma populagdo bacteriana celulolitica anaerdbia.

Quanto a concentragdo de celulose utilizada nos ensaios de enriquecimento
II, deve-se observar que a porcentagem nos meios de culturas variaram de 1 a 2%,
verificando-se um rapido consumo naqueles frascos inoculados com 1% nas
amostras denominadas de Al e B1, as quais corresponderam a um tempo médio de

aterramento de 7 meses, € produndidade de 1 a 2 metros.

Nos ensaios de ambas as fases de enriquecimento I e II ndo foi detectado
crescimento fingico nas condi¢des empregadas. Contudo, isto ndo pode ser
interpretado como a inexisténcia de tais organismos no aterro sanitario estudado,
considerando € claro, os inumeros fatores intervenientes inerentes ao processo de
digestdo anaerdbia em sistemas tecnoldgicos, como o apresentado. Também &
necessario considerar as limitagdes metodologicas, como o niimero de amostras e a
heterogeneidade das mesmas, fatos que possivelmente dificultaram as praticas de

solubilizag3o e isolamento da microbiota presente.
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Apesar de alguns trabalhos descritos em literatura (ORPIN, 1976,
BAUCHOP, 1979; JOBLIN, 1981) apresentarem metodologias para o isolamento de
fungos anaerdbios a partir de amostras do conteido ruminal de bovinos, ovinos e
equinos, no presente estudo também foram realizados ensaios visando adaptar tais
métodos para obter informagdes relacionadas ao desenvolvimento de tais organismos
a partir de amostras provenientes do raimen de bovino ¢ de amostras de residuos

aterrados provenientes de aterro sanitario.

As maiores dificuldades relacionadas a execugdo deste trabalho foram
referentes a fase que compreendeu o enriquecimento de amostras de residuos
aterrados em fungfo da adptagdo de métodos e técnicas aplicados para a obtengéo de
amostras em um sistema como aterro sanitario, principalmente no que diz respeito as
caracteristicas de homogeneidade da amostra/indculo proveniente da mesma. Devido
a escassez de metodologias aplicaveis no que tange ao isolamento de fungos
anaerdbios provenientes de amostras de residuos aterrados, buscando-se avaliagdo
adaptacdo e aplica¢do de técnicas de enriquecimento, isolamento ¢ manipulacéo para

culturas microbinas descritas em sistemas anaerobios estritos como o ramen.

Em fungfo das observacdes realizadas sugere-se para os proximos trabalhos,
que os indculos sejam constituidos de residuos com tempo de aterramento menor que
cinco meses, tendo em vista que os menores tempos de aterramento poderiam
apresentar maior potencial microbioldgico aderido ao material em decomposigéo,
principalmente de eucariotos. A particula de residuo configura-se como um
microecossistema que sustenta uma microbiota propria, razio pela qual deve-se dar
condigoes ao despreendimento dos microrganismos aderidos ao residuo, €
inoculacgio desses no meio de interesse. Esta preocupagio ¢ relevante, tendo em vista
a heterogeneidade do ecossistema, inerente a composi¢do dos residuos sélidos
aterrados. Segundo VILLAS-BOAS (1990), ha uma tendéncia dos microrganismos
de se fixarem em superficies sélidas para desenvolverem-se, o que faz com que haja

a possibilidade de adesfo de microrganismos no residuo solido, por exemplo.
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Diante disto, € ja que o chorume produzido em sistema de aterramento, é
consequéncia da solubilizag@o dos residuos solidos pela atividade microbiana no
interior da célula de aterramento, recomenda-se, também, a realizagdo de ensaios de
enriquecimento com o liquido percolado do aterro como indculo, tendo em vista que
um material desta natureza nfo apresentaria problemas, no que tange as técnicas de
solubilizacdo e inoculacdo das amostras em meio semi-sOlido, utilizando a

metodologia adaptada e descrita nesse trabalho de investigacdo.

De acordo com VAZOLLER (1988), a necessidade de avaliar mais
adequadamente a atividade e quantidade de biomassa em sistemas anaerdbios tem
estimulado a pesquisadores em varias partes do mundo a desenvolver metodologias
mais eficazes e rapidas para obten¢do de culturas importantes aos sistemas de
degradacdo anaerdbia. Por exemplo, a utilizagdo de microrganismos de rimen em
processos de digetsﬁo' anacrobia, aplicados ao tratamento de residuos

lignocelulodsicos, resulta numa decomposic¢@o anaerdbia eficiente desses residuos.

6.3. Importincia do presente trabalho para a microbiologia e saneamento

ambiental

O tratamento de aguas residudrias e residuos solidos pela acdo 'de
microrganismos resulta na estabilizagdo dos compostos organicos poluentes e
emprega reatores (biorreatores) com diferentes configuracdes, constituindo
verdadeiros ecossistemas microbianos. O principal produto dos processos biologicos
de tratamento de rejeitos € a despolui¢do ambiental. Assim pode-se denominar por
Biotecnologia Ambiental os métodos que utilizam microrganismos, ou que
conduzam ao desenvolvimento de microrganismos em um meio, cuja finalidade € a
obtencdo de um produto que propicie beneficios a0 homem em seu ambiente. Assim,
a biotecnologia no saneamento ambiental corresponde as aplicagdes da tecnologia
sanitaria apropriadas para a otimizagfio da qualidade ambiental principalmente em

relagdo aos recursos hidricos, solos e ar. Atualmente, as solu¢Ges para os problemas
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ambientais podem ser encontradas além do vantajoso uso dos biorreatores, ou ainda
como ¢ o caso da aplicagdo “in situ” de microrganismos especializados na
degradacio e ou transformagdio de substdncias quimicas sintéticas toxicas
encontradas nos solos péla disposi¢do de materiais poluentes ou aquiferos

contaminados pela percolagido de poluentes (VAZOLLER, 1996).

Os objetivos preconizados apresentados nesta dissertagdo, consistiam
inicialmente em isolar fungos anaerobios presentes em amostras de rumen, € apos
aplicar a metodologia testada em amostras provenientes de sistemas de aterramento
de residuos solidos. A aplicagdo da metodologia em amostras provenientes do rimen
de bovino permitiu esclarecer algumas duvidas das técnicas e procedimentos a serem
adotados, bem como conhecer alguns aspectos relacionados aos organismos -de
interesse, ja que a amostras de rumen apresentam-se mais homogéneas e
representativas do sistema em questdo, quando comparadas com amostras obtidas de

um sistema de aterramento de residuos solidos.

A implantacdo de um sistema de aterro sanitdrio permite o estabelecimento
de uma microbiota predominantemente anaerobia atuante na degradagdo dos
residuos dispostos. Esta microbiota é composta por inimeras espécies microbianas
cuja atividade especifica e conjunta de cada grupo propicia a degradagdo dos
residuos aterrados. Entretanto o estudo microbiano de grupos isolados nestes
sistemas parecemapresentar dificuldades, em fungfo da presenga de varas e

diferentes espécies microbianas em cada tipo e fase do processo.

Conforme literatura consultada (ORPIN & LETCHER,1979; CHENG, 1990,
LI & CALZA, 1991; CHENG et al.,1994; McSWEENEY et al., 1994) fungos
anaerébios tais como o organismo Neocallismatix frontalis, possuem um grande
potencial na degrada¢do da fibra vegetal no sistema gastro-intestinal de ruminantes,
comparavel e até superior aos fungos aerobios tradicionalmente utilizados para a

otimiza¢do da degradacio de materiais lignocelulosicos, porém em sistemas de
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aterramento de residuos nada se sabe a respeito da presenca de organismos fungicos

anaerobios.

Nas condi¢cdes empregadas neste estudo, foi possivel a identificagdo de
estruturas de crescimento de fungos anaerobios a partir de ensaios de enriquecimento
com amostras provenientes do conteudo ruminal, verificando-se assim a
possibilidade metodoldgica de viabilizar o desenvolvimento de tais organismos
através de praticas experimentais aplicadas ao estudo de fungos em sistemas de
digestdo anaerdbia, como os aterros sanitarios. Uma vez que tais organismos
desempenham um papel fundamental na degradagdo da celulose no ecossistema
ruminal, torna-se imprescindivel que outros estudos possam ser desenvolvidos para
avaliagdo do potencial de degradagio de fungos anaerdbios, bem como da presenga
destes em sistemas de aterramento, fbcalizando—se detalhadamente as condi¢des

desse habitat anaerobio.

Os procedimentos metodoldgicos aplicados para o estudo de microrganismos
provenientes das amostras de residuo aterrado solubilizado foram baseadas nos
ensaios realizados com amoétras do contetido ruminal de bovino. O rimen constitue-
se num sistema homogéneo, e as obtidas a partir do rimen de bovino neste estudo
apresentaram-se bem representativas do sistema de origem, bquando comparadas as
amostras de residuos aterrados. Um sistema de aterramento de residuos constitue-se
num ecossistema complexo, o qual ¢ formado por intimeros microecossistemas com
potencial de degradagéio diferentes em fungéo dos microrganismos predominantes. A
obten¢do de amostras representativas em aterros sanitarios constituem-se numa fase
problematica, a qual estd relacionada principalmente ao local a ser amostrado, ao
tipo de equipamento utilizado durante a amostragem e a determinagio segura das
condi¢des simuladas do aterro em quetio nos ensaios de laboratério. Outras
interferéncias, anteriormente comentadas, podem ter inviabilizado os

enriquecimentos fiingicos, mas devem ser melhor estabalecidas.
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7. CONCLUSOES

‘Este trabalho foi realizado com o intuito de estabelecer procedimentos
metodologicos para o isolamento de fungos anaerébios a partir de ensaios com
amostras enriquecidas provenientes do conteiido ruminal, para posterior aplicagdo
dos mesmos procedimentos com amostras de residuos aterrados solubilizados. Neste

sentido € imprescindivel ressaltar que:

1. Através dos ensaios realizados com amostras provenientes do conteido ruminal de
bovino foi possivel determinar, nas condiges empregadas neste estudo, que o tempo
de incubag¢@o necessario para o desenvolvimento de fungos anaerdbios foi superior

aqueles descritos em literatura.

2- Nos ensaios de enriquecimento com amostras provenientes do conteido ruminal,
as culturas foram incubados por um periodo de 20 a 50 dias, € nos ensaios de

isolamentos as culturas permaneceram incubadas por 20 dias, aproximadamente.

3- Os procedimentos metodologicos aplicados no presente trabalho apresentaram-se
eficientes para os objetivos propostos, uma vez que foi detectado o desenvolvimento
de fungos anaerdbios nos ensaios de enriquecimento € isolamento com amostras

provenientes do ramen de bovino, utilizando-se meios com antibiotico. Nestes
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ensaios, foram detectadas estruturas de crescimento de fungos anaerdbios

semelhantes ao género Neocallismatix sp apresentado na literatura consultada.

4- Os cultivos de enriquecimento preparados a partir residuos solidos aterrados em
solu¢gdo de solubilizagdo sob condigdes de anaerobiose, foram monitorados
diariamente por um periodo de incubagdo de 50 dias. Nos cultivos de
enriquecimento com amostras de residuos aterrados solubilizados ndo foi detectado o
desenvolvimento de fungos anaerdbios. Porém, isto ndo pode ser interpretado como
a inexisténcia de tais organismos no aterros sanitario estudado, tendo em vista o
pequeno numero de amostras utilizadas, como também a diversidade do ecossistema

em questao.

5- As dificuldades relativas a ndo detecgdo de crescimento fiingico nas amostras de
residuos solido estudadas podem estar relacionadas a inimeras interferéncias entre
as quais a presenga de substdncias toxicas, como metais, grau de umidade, tempo de
aterramento das amostras, bem como equipamento utilizado para amostragem e
nimero de amostras estudadas. Além disso, ¢ provavel que fatores desconhecidos do
ecossistema aterro sanitario possam ter sido neglicenciados durante os ensaios de

enriquecimento das culturas provenientes das amostras de residuo solido aterrado.
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8. RECOMENDACOES

1- Considerando a importincia de intensificar estudos na area de microbiologia
ambientel, recomenda-se a viabilizagdo de estudos com amostras procedentes do
sistema de aterramento utilizado nesta dissertagdo, com vistas a ampliar o0 niimero de

amostras a serem avaliadas.

2- Sugere-se que em estudos posteriores, os ensaios de enriquecimento e isolamento
de fungos anaerébios com indculo preparado a partir de residuos aterrados
solubilizados, sejam realizados paralelamente aos ensaios de enriquecimento e
isolamento a partir de inoculo constituido de chorume gerado no mesmo aterro
sanitario, no qual serda obtidas as amostras solidas. Isto por que, aqueles
microrganismos que apresentam uma tendéncia de se fixar as superficies soélidas de
um material em decomposigdo, geralmente estdo presentes na fase liquida decorrente

da degradagio dos mesmos.

3- Recomenda-se a viabilizagdo de estudos com fungos anaerdbios a partir de
amostras oriundas de sistemas de digestdo anaerobia controlada em reatores para
avaliacdo do papel desempenhado por tais organismos na degradag@o anaerobia de

residuos celuldsico.
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