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RESUMO

A contencdo e o tratamento da poluicdo causada pela introducdo de compostos
aromaticos na natureza, provenientes de farmacos, pesticidas, insumos para fabricacdo de
borrachas e corantes, tem sido um dos grandes desafios do saneamento ambiental neste
século. A maioria dos produtos citados apresentam anilina em sua composic¢do, e que se
apresenta como subproduto no processo de degradacdo desses produtos, acarretando danos
quando atinge ambientes anaerdbios. Para contribuir com o esclarecimento desse tema, foi
avaliado nesta tese o desempenho de trés culturas microbianas com diferentes origens (CET —
reator com efluente téxtil sintético; CSR — sedimentos de rio contaminado por efluente téxtil;
CEP reator com efluente petroquimico real) na degradacdo anaerobia de anilina. Os testes de
biodegradacdo foram montados em uma camara anaerdbia, onde microcosmos continham
anilina como Unica fonte de carbono. Quatro testes de biodegradacdo de anilina foram
realizados, onde foi possivel verificar a influéncia dos ions nitrato e sulfato atuando como
aceptor de elétrons (Experimento 1), a influéncia da glicose como co-substrato (Experimento
2), 0 papel da metanogénese na rota de degradacdo (Experimento 3) e, por fim, um teste de
biodegradacdo comparando as diferengas taxonomicas apresentadas pelas trés culturas
(Experimento 4). Os resultados indicaram que os compostos de enxofre, como o sulfato e
sulfeto, foram de fundamental importancia no processo de degradacdo da anilina pelas
culturas CET e CSR que conseguiram degradar sucessivas alimentacdes de 3 mg/L de anilina
em condicdo anaerdbia. A aplicacdo da técnica de diluicdo a extingdo nos microcosmos
contendo a CET fez com que ap6s a segunda transferéncia o intervaldo de tempo necessario
para degradar uma injecdo de anilina fosse reduzido de 88%11 dias, para 37+4 dias,
destacando os géneros Sulfuricurvum, Mesotoga, Desulfococcus e Thauera como ndcleo
microbiano que prevaleceu apo6s as diluicdes. A cultura CEP apresentou composicdo
taxondmica com caracteristicas sintréficas associadas a géneros fermentativos e
metanogénicos, que também apresentaram habilidade em degradar anilina, entretanto,

utilizando metabolismo ndo relacionado ao sulfato, diferentemente de CET e CSR.

Palavras-chave: Anilina. Degradacdo anaerdbia. Culturas microbianas nativas. Efluente téxtil.



ABSTRACT

The containment and treatment of pollution caused by the introduction of compounds
such as farmaceuticals, pesticides, inputs for the manufacture of rubbers, and dyes, has been
one of the great challenges of environmental sanitation in this century. Aniline is a component
of all of the mentioned products, which is a toxic compound. As a basic material in the
production chain aniline is a degradation by-product of many contaminants. The accidental
release of compounds such as aniline in nature, is aggravated when the contamination plumes
reach natural environments with low levels of O, or in the absence of oxygen (anaerobiosis).
In such condition few information is available, mainly in when aniline is the target compound.
In order to contribute to clarifying this theme, we evaluated the performance of three
microbial cultures, collected from different sources (TEC - reactor treating textile wastewater;
RSC - sediment from a river contaminated by textile wastewater; PEC - reactor treating
petrochemical wastewater), in degrading aniline anaerobically. The biodegradation tests were
set up in microcosms, kept in an anaerobic chamber, containing aniline as the sole carbon
source. Four aniline biodegradation tests were carried out, allowing to verify the influence of
nitrate and sulfate ions acting as electron acceptors (Experiment 1); the influence of glucose
as a co-substrate (Experiment 2), the role of methanogenesis in the degradation pathway of
aniline (Experiment 3); and finally, a biodegradation test comparing the the taxonomic
differences among the three microbial cultures (Experiment 4). The results showed that sulfur
compounds, such as sulfate and sulfide, were of fundamental importance in the process of
degradation of aniline by TEC and RSC cultures that managed to degrade 3 mg/L of aniline in
successive spikes. The application of the dilution to extinction technique in the microcosms
containing the TEC diminished from 88 + 11 days to 37 + 4 days the time interval required to
degrade an aniline injection, after the second transfer of 50% (v:v). The genera Sulfuricurvum,
Mesotoga, Desulfococcus, and Thauera were identified as the core microbiome in TEC. On
the other hand, PEC culture presented a taxonomic composition with syntrophic
characteristics associating fermentative and methanogenic genera, which also showed ability
to degrade aniline, however, using a metabolism not related to sulfate, differently from TEC
and RSC.

Keywords: Aniline. Anaerobic degradation. Indigenous microbial cultures. Textile

wastewater.
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1 INTRODUCAO

Historicamente os desafios do saneamento ambiental estavam na maior parte do tempo
focados no desenvolvimento de tecnologias para tratar as aguas residuérias domesticas e
industriais, como também em gerenciar os residuos solidos produzidos. A medida que o
avanco tecnologico permitiu o desenvolvimento de novos produtos e processos, 0 setor
industrial ganhou peso nos problemas ambientais, trazendo desafios cada vez mais dificeis de
serem resolvidos.

No mundo inteiro, boa parte das aguas subterraneas estdo contaminadas por compostos
aromaticos, na maioria hidrocarbonetos, oriundos de atividades industriais, relacionadas ou
ndo a cadeia produtiva do petréleo. O estudo de Baldasano (2020) relatou que, ap6s monitorar
a concentracao de 25 diferentes compostos aromaticos em 355 amostras de aguas subterraneas
coletadas em todo territorio da China, os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno)
foram encontrados na maioria das amostras, entretanto em concentracGes baixas (0,25 — 3,17
pg/L). J& o segundo grupo de poluentes mais relevantes foram os compostos halogenados
como o clorobenzeno, que foram detectados com concentragdes mais altas (0,1 — 64,3 pg/L).
O grupo de poluentes halogenados sdo em sua maioria provenientes de contaminacgdes pelo
uso de agrotdxicos nas atividades agricolas e durante a linha de producdo nas industrias de
pesticidas e agrotoxicos, que utilizam compostos aromaticos monociclicos como insumos da
cadeia produtiva.

Os compostos 4-cloroanilina, 2-cloroanilina, 3,4-dicloroanilina, 4-bromoanilina e 4-
metoxianilina sdo compostos primarios gerados na degradacdo de alguns grupos de herbicidas
(carbanilatos, fenil-ureas e acil-anilidas) que acumulam em solos e se espalham nos solos e
aguas subterraneas ap6s derramamentos acidentais durante seu estoque e transporte (HA
DANH; NGUYEN THI, 2019; SCHUKAT et al., 1983; VANGNAI; PETCHKROH, 2007). O
mesmo problema acontece com 0s compostos nitroaromaticos como 0s nitrobenzenos,
largamente utilizados nas inddstrias de munigdo e explosivos (SPAIN, 1995). A industria
téxtil também € conhecida por seus danos ambientais, sendo 0s corantes azo, 0S compostos
aromaticos que representam esse ramo industrial. Todos esses compostos que foram citados
possuem uma caracteristica em comum; todos podem ser convertidos a anilina em alguma
etapa do processo de biodegradagdo no meio ambiente.

Muitos experimentos e estudos epidemioldgicos concluiram que a anilina causa danos
ao sistema endécrino e reprodutor humanos. Os seus efeitos toxicos foram testados em
mamiferos (HOLM et al., 2015) crustaceos (TRUBETSKOVA; LAMPERT, 2002) e peixes



15

(BOSCOLO PEREIRA et al., 2016), e todos confirmam o risco ambiental que a anilina pode
causar quando acumulada na natureza.

Apesar de suas caracteristicas toxicas, alguns microrganismos conseguem sobreviver
em ambientes contaminados com anilina, inclusive alguns deles conseguem utiliza-la como
fonte de carbono e energia. Infelizmente o nimero de microrganismos, descobertos e
relatados na literatura, aptos a realizar essa tarefa ainda é muito restrito, principalmente
quando o ambiente estudado é anaerdbio ou com baixa disponibilidade de oxigénio, que sdo
caracteristicas comuns nas contaminacfes de camadas profundas de subsolo e nas aguas
subterranias.

Sao trés os artigos publicados que reportam a degradacdo anaerdbia da anilina
(SCHNELL; SCHINK, 1991; SUN et al., 2015; KAHNG; KUKOR; OH, 2000), entretanto,
apenas um elucida a rota metabdlica de degradacdo completa. Desta forma, a identificacdo de
microrganismos com tal habilidade e a investigacdo dos seus mecanismos de degradacgdo tem
sido um desafio atual, que pode auxiliar na descontaminacdo de areas degradadas por
compostos aromaticos derivados da anilina. Esta tarefa tem encontrado suporte nos avancos
das técnicas moleculares, como por exemplo o sequenciamento da regido 16S do rDNA,
difundido nas ultimas duas décadas, que permite a identificacdo taxondmica de culturas
microbianas de forma rapida e com baixo custo. As novas técnicas moleculares permitem que
os pesquisadores explorem culturas microbianas de diferentes locais, caracterizando sua
composicdo e consequentemente, esclarecendo como 0s processos bioquimicos acontecem
nos ambientes naturais, em reatores bioldgicos ou em ensaios de laboratério.

E neste contexto que esta tese foi proposta, tendo como principal objetivo, testar a
hipo6tese exploratoria de que, culturas microbianas provenientes de locais com diferentes tipos
de contaminantes aromaticos e diferentes condi¢cdes nutricionais apresentam metabolismos
gue podem ser aplicados na degradacdo anaerdbia da anilina, podendo ser utilizadas como
indculo de reatores ou em processos de bioaumentacdo. Para isso, 0 uso de trés diferentes
culturas microbianas foi avaliado em testes de biodegradacdo anaerdbia utilizando anilina
como Unica fonte de carbono e energia disponivel. Através do monitoramento dos testes de
biodegradacao foram obtidas respostas sobre o desempenho que cada cultura apresentou na
biodegradacdo da anilina, como também o0s possiveis mecanismos e 0s principais géneros

microbianos que se desenvolveram em cada cultura testada.
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1.1 Objetivos

Para responder a hipostese explanada previamente na introdugdo, foram estabelecidos

0S seguintes objetivos.

1.1.1

Obijetivo geral

Ampliar o conhecimento sobre a degradacdo anaerdbia metabolica/co-metabolica da

anilina em condicGes metanogénica, sulfetogénica e de reducao de nitrato.

1.1.2

a)

b)

c)

d)

Obijetivos Especificos

Investigar a influéncia dos ions nitrato e sulfato como aceptores de elétrons na
degradacéo de anilina;

Avaliar os efeitos do uso da glicose como co-substrato no processo de biodegradacao
anaerobia de anilina;

Investigar o acumulo de acidos graxos volateis apés inibicdo da metanogénese durante
a degradacdo da anilina;

Aplicar a técnica de diluicdo a extingdo em microcosmos, como ferramenta para
identificar os microrganismos chaves no processo;

Identificar a composi¢do taxondmica das trés culturas utilizadas, através do
sequenciamento da regido do 16S do DNA ribossomal (16S rDNA);

Comparar o desempenho apresentado pelas trés culturas microbianas na

biodegradacdo/biotransformacéo da anilina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo aborda o embasamento tedrico e cientifico dos temas que permeiam o
entendimento da degradacdo bioldgica da anilina por microrganismos, especificamente,
culturas microbianas que se desenvolvem em ambientes anaerdbios. Além disso as rotas
metabdlicas e o conhecimento sobre alguns mecanismos enzimaticos e quimicos que

transformam a anilina em outros subprodutos estdo relatadas neste referencial tedrico.

2.1 Importancia da anilina no cenario global e local

A producdo comercial da anilina é realizada através da hidrogenacdo catalitica do
nitrobenzeno (Figura 1). Anteriormente existia outra rota de producdo comercial, através do
mecanismo de aminacdo do fenol. Entretanto, esse método entrou em desuso, em funcéo de
dificuldades em controlar o processo (TOMKINS et al., 2019; ZENG et al., 2017).

A reacdo de hidrogenacéo é extremamente exotérmica, liberando aproximadamente 544
kJ por mol produzido (QU et al., 2017). O hidrogénio é utilizado em excesso tanto na fase
liquida quanto na fase de vapor, e quanto mais puro for o hidrogénio mais eficiente é o

processo.

Figura 1 - lHustracdo do processo de hidrogenacéo do nitrobenzeno e formacéo da anilina

NO, NH,
©/ +3H, —= @’ + 2H,0

Aniline
Fonte: Autor (2020).

Apobs produzida, a anilina torna-se composto base para produgdo de diversos outros
compostos em diferentes segmentos produtivos. A partir da anilina sdo gerados alguns
derivados como 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), 4,4’-metilenodianilina (4-4°MDA), e o 1-
naftilamina (1-NPA). A anilina e o0s citados derivados sdo insumos principais ou
intermediarios para a producdo de pesticidas, produtos farmacéuticos, borrachas, corantes,
solventes e cosméticos, dentre outros segmentos. Todos esses compostos podem ser
considerados como poluentes emergentes, e estdo presentes nos efluentes industriais, nas

contaminagfes ambientais e, indiretamente podem chegar as aguas de abastecimento.
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Como exemplo de contaminagédo, o 1-NPA, componente de tinturas para cabelo, tinturas
para tatuagens de henna, e alguns cosméticos (AKYUZ; ATA, 2008), pode atingir aguas
superficiais e subterraneas. J& 0 4-4’MDA pode ser liberado apartir do isocianato residual
presente em adesivos de poliuretano (PEZO et al., 2012). Quanto a anilina em sua forma
natural, esta pode ser utilizada na fabricagdo de medicamentos como anti-piréticos,
analgésicos, vitaminicos e anti-alérgicos, com potencial para ser langado no esgoto doméstico
apos uso. Ja o 3,4-DCA pode ser liberado como subproduto de alguns herbicidas como o
Diuron, Linuron e o Propanil (MARLATT; MARTYNIUK, 2017).

O uso da anilina como material de insumo para industrias dos mais diversos setores é
relevante na economia global. A anilina, como citado, é utilizada em larga escala para
producdo de pesticidas, cosméticos, borrachas, corantes e outros produtos. Entretanto, cerca
de 80% de seu uso estd na producdo de metileno difenil diisocianato (MDI) (VAN DEN
BERG et al., 2012). O MDI, por sua vez, ap6s reagir com poliol, forma o poliuretano,
polimero que é utilizado no mundo todo desde a construcéo civil até a fabricacdo de moveis e
utensilios domeésticos. Todos esses processos industriais geram residuos e subprodutos
contendo tanto a anilina em sua forma natural como na forma de seus derivados.

Na maioria das vezes a anilina e seus derivados ndo sdo completamente degradados nas
estacOes de tratamento de esgotos convencionais, devido a sua complexa estrutura molecular.
O problema é agravado pelo potencial toxico, carcinogénico e mutagénico que a anilina
possui (HUDA BHUIYAN et al., 2019; MOHAMMED et al., 2020; YAN et al., 2019), que
em contato com o solo e 0s mananciais superficiais e subterraneos, através de derramamentos,
pode gerar sérios problemas ambientais e de satde publica.

Para exemplificar o tamanho do problema, um grande derramamento acidental ocorreu
em dezembro de 2012 na China. A industria Tianji Coal Chemical Industry introduziu mais
de 39 toneladas de anilina no rio Zhuo Zhang, causando uma crise hidrica para milhares de
pessoas (SILI et al., 2019). No ano seguinte a industria Hebei Jianxin Chemicals, foi
responsavel por um vazamento de anilina, que atingiu as aguas de abastecimento da provincia
de Hebei também na China (CHINADAILY, 2013). Esse vazamento foi a causa da morte de
centenas de animais.

Em uma abordagem local, a anilina esta totalmente ligada ao segmento téxtil, onde pode
ser encontrada na cadeia produtiva como material de insumo para fabricacdo de corantes, ou
pode ser encontrada como subproduto da degradacdo de corantes. No cendrio brasileiro, esse
segmento industrial merece atengdo devido a sua grande importadncia econémica e social. O

Brasil esta inserido no grupo dos dez maiores produtores do segmento téxtil no mundo
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(WANG et al., 2016). No estado de Pernambuco existe um arranjo produtivo local composto
pelas cidades de Caruaru, Toritama e Santa Cruz do Capibaribe, que juntas possuem 14.517
unidades produtivas, desde lavanderias de jeans a fabricas de tecido bruto (SEBRAE, 2013).

Cada quilograma de jeans produzido em uma lavanderia industrial pode gerar
aproximadamente 100 L de residuos apenas nos processos de tingimento e lavagem. As
lavanderias de pequeno e médio porte envolvidas no tingimento de produtos téxteis
produzem, com frequéncia, mais de 3,7 milhdes de litros de aguas residuais por dia
(AMARAL et al., 2014). A composicao dos efluentes téxteis geralmente apresentam produtos
quimicos (permanganato de potassio, thiosulfato de sédio entre outros) e corantes usados no
processo industrial. Além disso é comum encontrar na composi¢do desses efluentes altos
teores de salinidade (FERRAZ et al., 2011; AMARAL et al., 2014).

Os corantes do tipo azo sdo a maior classe de corantes produzidos comercialmente e a
maior fonte dos problemas no tratamento dos efluentes téxteis. Esses compostos sdo usados
para tingir e imprimir fibras naturais e sintéticas, couro, papel e para outros fins de coloracdo
(HUNGER et al., 1985).

Alguns tipos de corantes (Figura 2), sob condicdes anaerobias, podem liberar anilina
apos a quebra de suas ligacbes azo. Esse processo pode ocorrer nos corpos hidricos poluidos,
ao receber descargas de efluentes téxteis ndo tratados (ou tratados parcialmente), ou através
de vazamentos industriais.

A presenca da anilina e das demais aminas aromaticas produzidas a partir dos corantes,
sdo de dificil deteccdo pelos 6rgdos ambientais, uma vez que ndo possuem cor, e 0s métodos
de deteccdo requerem metodologias especificas para cada composto. Além da dificuldade de
deteccdo, as normas de vigilancia dos 6rgaos ambientais no Brasil ainda ndo foram totalmente
adequadas para 0 monitoramento e regulacdo da emissdo de poluentes emergentes, fato que

agrava a solucdo desse problema ambiental.

Figura 2 - Estrutura molecular de corantes azo utilizados na indutria téxtil. (A) Acid Red
1- CAS 3734-67-6. (B) Reactive Red 2 — CAS 12226-03-8
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Fonte: Sigma Aldrich®.

O processo usual para tratamento dos efluentes téxteis no Brasil ainda é em sua maior
parte realizado por processos fisico-quimicos, compostos pelas etapas de coagulacdo
floculacdo e disposicdo em leitos de secagem. Ao final do processo sdo geradas grandes
quantidades de lodo quimico (KHANDEGAR; SAROHA, 2013), um passivo ambiental que
necessita de uma destinagdo final adequada para n&o causar problemas ambientais
(BURNARD; COE; BRODNIK, 2015). Esse método de tratamento além de gerar um
subproduto nédo inerte ainda exige um custo relativo a utilizacdo de coagulantes quimicos para
o0 tratamento, tornando o processo muitas vezes negligenciado pelos pequenos produtores e
indUstrias de pequeno porte.

O incentivo aos métodos de tratamento bioldgico tem ao longo dos anos consolidado
seus fundamentos, sendo a op¢do ambientalmente/economicamente mais favoravel. Os
corantes azo sao geralmente persistentes em condi¢cdes aerdbias, entretanto, sob condicdes
anaerdbias, eles sofrem fissdo redutora, produzindo aminas arométicas (ZIMMERMANN;
KULLA,; LEISINGER, 1982). Por outro lado, as aminas aromaticas, sdo geralmente
degradadas por culturas aerébias, em reatores alimentados com oxigénio de forma
intermitente ou continua. O uso de processos aerdbios € geralmente desvantajoso do ponto de
vista econémico, quando comparado com 0Ss processos anaerébios, justamente pela
necessidade de fornecer oxigénio através de sopradores e compressores e pela maior geracdo
de lodo biologico.

O desenvolvimento de culturas anaerdbias adaptadas a degradacdo dessas aminas
aromaticas pode permitir que o processo de degradacdo dos corantes ocorra em uma Unica
etapa, eliminando a necessidade de aeracdo utilizada na oxidacdo das aminas. As culturas
adaptadas em laborat6rio podem ser utilizadas em técnicas de bioaumentacdo, em inoculos de
reatores bioldgicos, melhorando a sua eficiéncia de remocdo para 0s compostos nos quais as
culturas foram desenvolvidas, e consequentemente permitir a concepgdo de processos de
tratamento mais compactos e rapidos.

Dentro desse contexto a remocdo de anilina dos efluentes industriais ainda precisa ser
explorada. Alguns mecanismos de remocdo de anilina tém sido abordados na literatura
geralmente através de processos fisico-quimicos como adsorcdo (KEYHANIAN;
FARMANZADEH, 2019) e oxidagéo avangada (GANG et al., 2019; JIAO et al., 2019). Essas
técnicas de remocdo tém apresentado bons resultados na remocédo de anilina, entretanto, sua

aplicacdo é voltada para o tratamento de efluentes liquidos e mananciais contaminados.
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Quando a contaminacdo esta no solo e em aguas subterrdneas sdo poucos 0s estudos que
comprovam a eficiéncia dessas técnicas. Adicionalmente, os custos associados aos processos
de oxidacdo sdo bastante elevados em comparacdo aos processos bioldgicos, o que pode
dificultar sua aplicacdo em larga escala.

A anilina, por ser produto primario para formulacdo quimica de uma série de
compostos, é também subproduto de degradacdo que acumula no meio ambiente. Essa
acumulacdo é clara em ambientes originalmente aerébios que se tornam anaerdébios quando o
oxigénio é consumido em virtude de contaminacdo ambiental, como aguas subterraneas ou
sedimentos de rios. A degradacdo de poluentes primarios, em geral, leva ao acimulo de
anilina como subproduto de degradacdo anaerébia ou aerdbia. No caso da degradacdo
anaerdbia de cloroanilinas, clorobenzenos e dicloronitrobenzenos, que contaminam aguas
subterraneas no Brasil, acimulo de anilina no subsolo é geralmente reportado, em
concentragdes que variam de 2 mg/L a 15 mg/L (HA DANH; NGUYEN THI, 2019; KRAUS,
2018). O desenvolvimento de culturas com habilidade de degradar anilina anaerobiamente
pode viabilizar a aplicacdo da tecnologia de bioaumentagdo para aguas subterraneas, solos e
sedimentos contaminados com anilina e derivados. A literatura traz apenas trés artigos
publicados que provam adequadamente a ocorréncia de degradacdo anaerdbia da anilina
(KAHNG; KUKOR; OH, 2000; SCHNELL,; SCHINK, 1991; SUN et al., 2015).

2.2 Mecanismos de biodegradacéo anaerdbia de compostos aromaticos monociclicos

Os compostos aromaticos monociclicos sdo abundantes na natureza e estruturalmente
diversos. Geralmente sdo encontrados em trés formas diferentes de aminoécidos, fenilalanina,
tirosina e triptofan (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011). Adicionalmente, a maior parte dos
compostos aromaticos naturais sdo provenientes das plantas, especificamente da lignina que é
constituida por unidades de fenil-propano. Um outro grupo de aromaticos monociclicos, 0s
BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), sdo comumente encontrados na natureza
como poluentes ambientais, uma vez que sdo derivados do refinamento do petréleo. Além
desses compostos naturais existem muitos outros sintetizados por processos quimicos
controlados industrialmente, como no caso da anilina, do &cido sulfanilico e dos
clorobenzenos, que trazem radicais dificilmente encontrados na natureza como por exemplo o
grupo sulfénico, presente no acido sulfanilico, que podem aumentar a recalcitrancia desses

compostos.
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Apesar de estarem presentes na natureza nas suas mais diversas formas, os Unicos
organismos que conseguem utilizar esses compostos como fonte de carbono e energia,
limitam-se apenas as bactérias, arqueas e alguns fungos aerobios (HEIDER; FUCHS, 1997).
O maior desafio que os microrganismos encontram na utilizacdo de compostos aromaticos
estd na forte estabilidade quimica do anel aromético. Quando o ambiente dispbe de oxigénio
molecular as bacterias aerdbias conseguem utilizad-lo como uma ferramenta eficaz para atacar
a estrutura aromatica. Esse ataque ocorre, através do uso de enzimas monoxigenases ou
dioxigenases, que acoplam o Oz na forma de radicais hidroxila levando a formagéo de um
composto intermediario central geralmente o catecol (HUANG et al., 2018; KAHNG;
KUKOR; OH, 2000; KONOPKA; KNIGHT; TURCO, 1989; PARALES; ONTL; GIBSON,
1997).

Quando o oxigénio molecular ndo estd disponivel no meio, as bactérias anaerobias
necessitam utilizar uma outra abordagem para conseguir sobrepor a estabilidade quimica do
anel aromatico. No trabalho de Boll e Fuchs (1995) os autores demonstram que a estratégia
utilizada na degradacdo anaerdbia esta na ativacdo da molécula pelo tioéster coenzima-A
(CoASH), que diminui a ressonancia do anel aromatico, facilitando sua posterior reducéo

mediada por reagdes enzimaticas (Figura 3).
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Figura 3 - Rota metabolica de formacéo e degradacdo do tioéster benzoil-CoA
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Fonte: Boll; Fuchs (1995).

Além da ativacdo da coenzima-A, que permite posterior abertura do anel aromaético,
pode ser observado também na Figura 3, que todos os compostos antes de serem ativados por
esse tioéster, receberam um radical carboxila (COOH) em sua estrutura. Esse radical é o sitio
ativo que recebe a CoASH, e é, portanto, um dos mecanismos primarios necessarios na
degradacdo anaerdbia de compostos aromaticos. Na literatura ndo se reporta claramente o
mecanismo pelo qual cada composto aromatico recebe esse grupo carboxilico. No trabalho de
Schink, Philipp e Muller (2000), por exemplo, a carboxilacdo do fenol é atribuida a uma acéo
enzimatica proporcionada pela bacteria Thauera aromatica. Ja no trabalho de Schnell; Schink
(1991) néo foi evidente qual o mecanismo de carboxila¢do utilizado para converter anilina ao
acido 4-aminobenzoéico pela espécie Desulfobacterium anilini. A maioria dos trabalhos
consegue detectar que ha a formacdo de compostos intermédiarios contendo o agrupamento
carboxila. Entretanto, as informacGes sobre os mecanismos enziméticos ou quimicos que
proporcionaram essa formacdo continuam muito limitadas, mostrando ser um tema que
necessita de melhor abordagem em pesquisas futuras.

As rotas de degradagdo anaerdbia do intermédiario central benzoil-CoA pode acontecer

por duas diferentes abordagens, quanto a abertura do anel aromatico. A primeira delas
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acontece através da abertura do anel aromético por sucessivas reducdes de Birch, nas quais
ocorrem a alternancia no recebimento de um elétron e de um préton H*, que sédo incorporados
no anel aromatico, desestabilizando sua ressonancia, permitindo sua posterior abertura
(BOLL, 2005). Ja a segunda rota de degradacdo do benzoil-CoA descrita, s6 acontece na
presenca de ATP, onde o processo depende da hidrdlise de 2 moléculas de ATP, catalizadas
por enzimas reductases. Essas enzimas transferem elétrons, geralmente de uma ferredoxina
reduzida, para o anél aromatico do benzoil-CoA, ocasionando a desestabilizacdo de sua
ressonancia e posterior conversdo a um composto alifatico (BOLL et al., 2000; FUCHS,
BOLL e HEIDER, 2011). Este segundo tipo de rota dependente de ATP, predomina entre 0s
géneros microbianos reportados na literatura, como por exemplo, as espécies Thauera
aromatica (LEUTWEIN; HEIDER, 1999), Rhodopseudomonas (DISPENSA et al., 1992), e
Azoarcus evansii (LOPEZ BARRAGAN et al., 2004).

O saldo energético obtido com a degradagdo anaerdbia completa de uma molécula de
benzoil-CoA corresponde a formacdo de 3 mols de acetil-CoA, que apo6s serem utilizados no
ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs) resultam em um mol de CoASH, trés mols de NADH,
um mol de FADH e um ATP, liberando dois mols de CO2 no meio (BIOLOGIE; BIOLOGIE;
MARBURG, 1988). Esta é a recompensa que 0S microrganismos anaerobios receberiam com
a degradagéo de 1 mol de anilina por exemplo.
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2.3 Degradacédo anaerobia da anilina

Por muito tempo, a anilina foi considerada biodegradavel apenas em processos
bioldgicos aerébios por meio da acdo de enzimas oxigenases gque conseguem atacar sua
estrutura aromatica, levando o composto a etapas posteriores em que ocorre mineraliza¢do a
CO; e 4gua (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; HAYAISHI, 2008). Existem escassos relatos
na literatura sobre a degradacdo anaerdbia da anilina, muito provavelmente pela dificuldade
de encontrar microrganismos capazes de resistir a toxicidade inerente de sua estrutura
molecular ou pela lenta taxa de crescimento. Além disso, os microrganismos precisam dispor
de genes adequados para produzir as enzimas necessarias no processo de biodegradacéo,
caracteristica que € encontrada com mais facilidade nos microrganismos aerébios (ANLI
DINO et al., 2019; CUI et al., 2017; HUANG et al., 2018; KONOPKA; KNIGHT; TURCO,
1989; PEREIRA et al., 2011; SHELUDCHENKO et al., 2005).

O primeiro trabalho que relatou com clareza a degradacdo anaerdbia da anilina
descreveu o género Desulfobacterium anilini, como capaz de degradar 0,46 mM (42 mg/L) de
anilina em periodos de 5 a 15 dias (SCHNELL; BAK; PFENNIG, 1981) sob condicdes
sulfetogénicas. Os autores enriqueceram cultura microbiana coletada em sedimento marinho,
tendo a espécie enriquecida sido capaz de degradar a anilina completamente a CO2 e NHz, em
reacdo estequiometricamente associada a reducao de sulfato para sulfeto.

A rota de degradacdo observada na espécie D. anilini é descrita em trés etapas até
chegar ao composto intermediario central, o benzoil-CoA (Figura 4). A medida que a anilina
era consumida havia o aumento do composto 4-aminobenzoato, caracterizando o processo de
carboxilacdo como a primeira etapa da rota. A segunda etapa foi atribuida a ativacdo da
anilina por uma molécula de CoASH, resultando na formacdo do composto 4-aminobenzoil-
CoA. Importante ressaltar que essa segunda etapa sé acontecia na presenca de ATP, do
contrario havia acimulo de 4-aminobenzoato. A terceira etapa consistiu na remocéao do grupo
amino liberado na forma de NHs. Por fim, o intermédiario central benzoil-CoA seguia pelas
rotas de degradacdo ja estabelecidas na literatura (KAMAGATA et al., 1992; LOPEZ
BARRAGAN et al., 2004; UPADHYAY; KUMAR; MEHROTRA, 2008).
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Figura 4 - Rota metabélica de degradacdo anaerdbia da anilina, proposta para a espécie
Desulfobacterium anilini.
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Fonte: Schnell e Schink (1991).

O segundo trabalho em que a anilina foi degradada por via anaerébia em condic¢Ges
metanogénicas (SUN et al., 2015) evidénciou que o **C , is6topo marcado na anilina, foi
recuperado na estrutura carb6nica do metano formado dentro dos microcosmos, indicando que
a anilina poderia ser degradada por via de formagdo de metano. O terceiro e ultimo trabalho
relevante associou a degradagdo da anilina (1 mM em 7 dias) a reducéo de nitrato (0,1 mM)
(KAHNG; KUKOR; OH, 2000). Contudo, os autores ndo detalnham as condicdes de
incubacdo, como por exemplo, 0 uso de camara anaerObia para garantir 0 ambiente de
incubacéo livre de oxigénio, o que pode ter influénciado no resultado. Com excessdo do
primeiro trabalho os artigos citados neste tépico nao contém informacdes disponiveis sobre as
rotas de degradacdo e os genes envolvidos no processo de biodegradacdo anaerdbia da anilina,

0 que apenas demonstra a escassez de conhecimento sobre esse tema na literatura.

2.4 Utilizacéo de culturas nativas desenvolvidas em locais contaminados

Enquanto a demanda por petréleo aumenta mundialmente, os hidrocarbonetos derivados
de petréleo tornam-se o maior grupo dos contaminantes tanto no aspecto quantidade, quanto

no aspecto prevaléncia no meio ambiente. Esse cenario reflete os casos frequentes de
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contaminag0es acidentais que ocorrem nos mais diversos sites industriais ao redor do mundo,
sendo de fato uma tragédia presente nos noticiarios todos os anos.

Apesar de tragico, esse cenario desperta o interesse da ciéncia em avaliar como a
microbiota presente naquele ambiente hostil se adaptou a presenca de um poluente que nédo
fazia parte de seu habitat. Foi a partir deste interesse que técnicas como a bioestimulacéo e a
bioaumentacdo, que hoje sdo ferramentas eficazes na bioremediacdo de solos e aguas
subterraneas contaminadas, conseguem contribuir na recuperacdo de ambientes contaminados
poluentes de dificil degradacdo (PANIGRAHI; VELRAJ; SUBBA RAO, 2019; TYAGI; DA
FONSECA; DE CARVALHO, 2011).

Os microrganismos, especificamente, as bactérias, arqueas e fungos presentes nos solos
apresentam por natureza um vasto potencial catabdlico, que tem sido explorado por muitos
pesquisadores, que direcionam esse potencial para a biodegradacdo de compostos toxicos e
recalcitrantes (DE CARVALHO et al., 2005; VAN DER GEIZE; DIJKHUIZEN, 2004).
Além desse potencial catabolico, muitas bactérias desenvolvem estratégias de adaptacdo ao
novo ambiente, modificando a estrutura de sua membrana celular (seu aparato metabélico), se
adequando ao novo meio nutricional e mantendo suas func¢des bioldgicas ativas (ISKEN; DE
BONT, 1998).

O uso dessas culturas desenvolvidas em ambientes contaminados tem ampliado e
acelerado os processos de recuperacdo de areas contaminadas. Na area de tratamento de
contaminantes derivados de petroleo temos varios exemplos que refletem a eficiéncia das
técnicas de bioaumentacdo. No trabalho de Musa et al. (2015) os autores utilizaram uma
cultura que se desenvolveu na &gua residuéria de uma refinaria de petréleo na Nigéria. A
cultura foi caracterizada pelos géneros microbianos Bacillus, Micrococcus e Staphylococcus,
gue demonstraram acelerar o processo de tratamento dos residuos gerados na refinaria,
implicando na diminugdo dos custos com o tratamento dos efluentes. Em outro trabalho a
bioaumentacdo utilizando algumas espécies do género Pseudomonas acelerou o processo de
biodegradacdo do clorobenzeno, ressaltando que as espécies utilizadas tiveram seu
metabolismo descoberto e foram isoladas a partir de sedimentos contaminados com o
composto de interesse, neste caso o clorobenzeno (WENDEROTH et al., 2003).

O uso de culturas nativas ou espécies isoladas ndo se limitam a aplicacdo de técnincas
de bioremediacdo de areas contaminadas. A bioaumentacdo também pode ser tambeém
aplicada no uso de culturas como indculo de reatores biolégicos, para tratamento de efluentes
recalcitrantes. Um exemplo de aplicacdo dessa abordagem é relatado no trabalho de Li et al.

(2020b) que utilizaram uma cepa do género Delftia sp. para aumentar a eficiéncia de remocéo
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de anilina em um reator aeroébio sequencial em batelada. Os autores concluiram que a
aplicacdo da cepa diminuiu em 15 dias o tempo de adaptagdo do reator, além de conseguir
remover completamente 600 mg/L de anilina.

Estes exemplos demonstram diferentes perpectivas para o uso de culturas microbianas
na biodegradacdo de compostos recalcitrantes, indicando que a ferramenta para resolver boa
parte dos problemas ambientais pode ser encontrada na prépria natureza.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos realizados nesta pesquisa foram sumarizados na forma de um
fluxograma temporal (Figura 5), com a finalidade de auxiliar no entendimento e na ordenacéo

na qual esta pesquisa foi montada.

Figura 5 - Fluxograma das atividades realizadas neste trabalho em formato de linha do tempo
ordenado sequencialmente da esquerda para a direita.
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Fonte: O Autor (2020).
3.1 Culturas microbianas utilizadas como inéculo

Neste trabalho foram utilizadas trés diferentes culturas microbianas mistas. Essas
culturas foram coletadas de ambientes contaminados por compostos aromaticos, em sua
maioria corantes e seus subprodutos, como também, hidrocarbonetos derivados de petréleo.
Essas culturas serviram como in6culo para os testes de biodegradacdo anaerébia de anilina
descritos nos topicos 3.3 e 3.4.

A primeira delas é uma cultura anaerdbia adaptada ao tratamento de efluentes téxteis
(CET). A CET foi coletada em um reator do tipo upflow anaerobic sludge blanket (UASB)
utilizado para tratar efluente téxtil real (em planta piloto por 4 anos) e sintético (escala de
bancada por 3 anos) contendo corantes do tipo azo geralmente em concentragdes de = 65
mg/L. Além dos corantes e das aminas aromaticas, o ambiente onde a CET se desenvolveu
apresentava concentracdo de sulfato entre 250-600 mg/L, salinidade = 1,9 g de NaCl /L
(0,19%) e DQO = 1 g de Oz/L (AMARAL et al., 2014a; CARVALHO et al., 2020). A CET é
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o0 indculo principal para este trabalho, pois estd sendo monitorada em nosso laboratdrio ha
aproximadamente oito anos, onde foi utilizada em vérios experimentos nos quais foi mantida
em ambiente contendo corante DB22 e as aminas aromaticas derivadas de sua descoloracédo
redutiva. Deste modo, essa € a cultura que temos mais informacdes a respeito de sua estrutura
taxondmica e suas condi¢des nutricionais.

A segunda cultura utilizada (CEP) foi coletada também de um reator UASB, dessa vez
utilizado em uma estacéo de tratamento de efluentes petroquimicos. A CEP veio de ambiente
onde os principais poluentes eram subprodutos da manufatura do petréleo, os BTEX
(benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos). Todos esses compostos sdo aromaticos
monociclicos, semelhantes a anilina, justificando o uso dessa cultura nos experimentos de
biodegradacdo. Além dos BTEX o ambiente de adaptacdo da CEP continha DQO = 1200 mg
O2/L, nitrogénio amoniacal = 80 mg/L e sulfato = 160 mg/L, esses valores foram medidos no
efluente no dia de coleta do indculo.

A terceira e Ultima cultura microbiana utilizada (CSR) foi proveniente de sedimentos
coletados do Rio Capibaribe em trecho situado na cidade de Toritama — PE (-8.005463N, -
36.030765E — Figura 6). A cidade de Toritama possui mais de 1200 empreendimentos no
setor téxtil, onde predomina a confeccédo e lavagem de pecas de jeans (SEBRAE, 2019). Essa
atividade ¢ responsavel por boa parte dos lancamentos de efluentes no rio Capibaribe. Por se
tratar de um ambiente natural onde a microbiota nativa é exposta a diversos tipos de poluentes
(corantes, quimicos, sais, sulfato, etc.), é esperado que se desenvolvam microrganismos
nativos com habilidades e genes especificos para utilizar esses compostos como fonte de
energia, justificando o uso desse inoculo. O sedimento foi coletado a 15 cm do nivel da agua
do rio, em local sem correnteza, distanciado a 20 m de um ponto de descarga de efluentes de

uma lavanderia téxtil.

Figura 6 - Fotos do local de coleta da cultura CSR. (A) coloragdo azulada nas pedras ribeirinhas, causada
pela presenca de corantes na 4gua do rio. (B) local de coleta dos sedimentos.

Fonte: O Autor (2020).
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Figura 7 - Localizagdo do ponto de coleta da CSR.
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Fonte: Autor (2020).

A qualidade da agua do rio Capibaribe no ponto de coleta do sedimento foi analisada
em amostras duplicatas, para os parametros indicados na Tabela 1. Destaca-se a concentragao
de anilina medida nas amostras, com valor médio de 0,81 mg/L indicando a presenca do

composto alvo no curso de agua em questao.

Tabela 1 - Resultados da caracterizacdo da dgua do rio no ponto de coleta da CSR.

Parametetro Resultado* Método
pH 7,74 SM 4500-H
DQO (mg O2/L) 386 SM 5220
Anilina (mg/L) 0,81 HPLC
Potencial redox (mV) 54 SM 2580
Salinidade 2,84 SM 2520
OD (mg O2/L) 0,42 SM 4500-0

Fonte: O Autor (2020).
*Valor médio da duplicata coletada. SM = Standard Methods (APHA, 2005).
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3.2 Montagem dos microcosmos

Os microcosmos utilizados em todas as etapas desse projeto foram montados em frascos
de penicilina com volume total de 120 mL, onde 90 mL correspondeu ao volume util e 30 mL
ao headspace (Figura 7). Foram inseridos em cada frasco uma solucdo de nutrientes em
volume necessario para obter as concentragdes descritas na Tabela 2 no licor misto, suprindo
assim as necessidades nutricionais requeridas para o desenvolvimento de microrganismos.

As culturas foram inoculadas com volume suficiente para obter uma concentracao de
solidos suspensos volateis (SSV) correspondente a 0,8 mg/L, tambem no licor misto. Foi
utilizada anilina com pureza 99,5% (Sigma Aldrich® - CAS Number 62-53-3) para alimentar
0s reatores nas concentragdes estabelecidas em cada experimento.

Apbs a alimentacdo dos microcosmos 0S mesmos eram purgados com uma mistura de
gases N2/CO- na proporcao de 80/20%, durante cinco minutos, a fim de remover o oxigénio
remanescente no headspace. Ap6s a purga os microcosmos foram armazenados em uma
camara anaerobia (Plaslabs® — 818GB). A camara anaerobia foi preenchida com a mesma
mistura de gases utilizada para purga dos microcosmos, a fim de manter o ambiente sem a

presenca de oxigénio.

Figura 8 - Ilustracdo da composi¢do dos microcosmos. Tabela 2 - Concentragdo dos nutrientes utilizados para compor

0 meio basal.
Concentracédo

Compostos (mg/L)
KH2PO,4 140
7 K:HPO, 286
headspace NH.CI 357
CaCl,.6H,0 32
H3:BO3 0,4
ZnCl 0,13
Anilina NazMOO4.4HzO 0,13
NiCl,.6H,O 0,99
MnCL,.4H,0 1,33
CuCl,.4H,0 0,13
" CoCl,.6H,0 1,99
Inéculo Na,SeO; 0,03
Al2(S04)3.18H,0 0,13
Fonte: Autor (2020). MgSO4.7H.0 83
Resazurina 0,66

NaHCOs 1333,25

Fonte: adaptado de EDWARDS; GRBIC-GALIC (1994).
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3.3 Procedimentos analiticos: monitoramento do COIl e quantificacdo de biogés,
AGVs, ions e carboidratos totais

Essa pesquisa se restringiu em avaliar apenas um composto organicos de interesse
(CQl) a anilina. Adicionamelnte foram monitorados o catecol e o benzoato (na forma de &cido

benzdico) como compostos intermediarios do processo de biodegradacao.

3.3.1 Anilina

Para quantificagdo da anilina foi utilizado um cromatdgrafo liquido do tipo HPLC
SHIMADZU® LC-20AT, equipado com uma coluna de fase reversa do modelo LiChospher®
100 RP-18 (5um). A fase mdvel foi composta por acetonitrila 40% e agua Milli Q 60% sob
condigdes isocraticas. O fluxo da fase mével foi ajustado para 1 mL.min. Utilizou-se 50 pL
como volume de injecdo. O pico de deteccdo da anilina foi medido no comprimento de onda
de 230 nm, com tempo de retencdo de 6,1 minutos. A amostragem dos microcosmos foi
realizada utilizando seringas de 1 mL de volume, acopladas a agulhas de inox (BD Spinal 20g
X 3 1/27),

3.3.2 Catecol e acido benzdico

Para a deteccdo dos compostos catecol e acido benzdico foi utilizado o mesmo
cromatégrafo liquido descrito na metodologia da anilina (tépico 3.5.1), entretanto com as
seguintes modificacbes: 1. A fase movel foi composta por agua Milli Q acidificada com
0.003% de acido fosforico (70%) e acetonitrila (30%) sob condicGes isocraticas; e 2. O fluxo
da fase movel foi de 0,8 mL.min, com volume de injecdo de amostra correspondente a S0pL.
O pico de deteccdo do catecol no comprimento de onda de 280 nm ocorreu com tempo de
retencdo de 6,59 minutes. J& para o &cido benzoico, com detec¢do em 254 nm, o tempo de
retencdo foi de 11,85 min. Os compostos quimicos utilizados como padrdo foram o Catechol
com pureza > 98%, peso molecular de 110,11g (CAS: 120-80-9), e Acido Benzoico (Sigma
Aldritch — BRA) com pureza > 99,5%, peso molecular de 122,12 g (CAS: 65-85-0).

3.3.3 Composicao do biogéas produzido e quantificacdo dos AGV

As andlises do biogas produzido foram feitas utilizando cromatdégrafo gasoso com
detector de condutividade térmica GC-TCD (SHIMADZU ®, GC2014). A coluna utilizada é a

Carboxen 1010Plot (Supelco® 30m x 0,53mm), utilizando argénio como gas de arraste 5,66
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mL/min. A temperatura do injetor foi de 220°C e a do detector 230°C. Foi utilizado método de
injecédo Split 5:1, com volume de amostra de 200 pL, com forno em temperatura de 100°C. Os
gases detectados foram descritos em porcentagem de N2, CHs, CO2 e H,. Foram utilizadas
para coleta das amostras nos microcosmos, seringas do tipo GASTIGHT® com trava de
seguranga para evitar o contato com o ar atmosférico durante o trajeto da glove box até o
cromatdgrafo.

As andlises de quantificacdo dos AGV foram realizada em cromatografo gasoso (GC —
7890A- Agilent Technology®), equipado com coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, USA). O
fluxo da fase mdvel (&cido sulfdrico 5 mM) foi ajustado para 0,6 mL/min e o volume de
injecédo configurado para 20 puL de amostra. A temperatura do forno foi estabilizada em 60 °C.
Os acidos graxos volateis de até 6 carbonos, foram detectados em comprimento de onda de
210 nm. Todas as amostras foram filtradas em filtros de celulose regenerada de 0,45uM antes

da injecéo.

3.3.4 Quantificacdo de ions

A analise dos ions NOs", NO, e SO4* foi feita por cromatografia ionica liquida, de
acordo com Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005),
método SM 4110B. O cromatdgrafo utilizado foi o 1CS-2100 - Dionex®.

As amostras eram retiradas com agulha descartavel, do tipo BD Spinal 20g X 3 1/2”
acoplada a uma seringa com volume de 1 mL. Antes da analise, as amostras eram filtradas em

filtro rosqueavel com membrana de 0,45 um e diluidas com &gua deionizada (1:5).

3.3.5 Carboidratos totais

O método utilizado para a quantificacdo de glicose, foi 0 método colorimétrico que
utiliza o reagente antrona para quantificar os carboidratos totais presentes na amostra (YEEM,;
WILLIS, 1954). O volume amostral retirado dos microcosmos foi de 0,5 mL, posteriormente

diluidos (1:10) em &gua mili-q, resultando em um volume final de 5 mL.

3.4 Experimentos com a cultura de efluente téxtil (CET)

O primeiro teste de biodegradacdo utilizando a CET foi conduzido com a finalidade de
avaliar desempenho da cultura em degradar anilina anaerobiamente, como também verificar
os efeitos do uso de nitrato e sulfato como aceptores finais de elétrons. Para isso, foram

montados microcosmos em triplicata, operando nas condic¢des descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Concentrac@es utilizadas no experimento 1.

AN-CET S-CET N-CET A-CET

Composicao Anaer(zblo +Sulfato +Nitrato Abidtico
(Padrao)
Anilina (mg/L) 2,79 2,79 2,79 2,79
SO4% adicionado (mg/L) 0 180 0 0
SO4? endogénico (mg/L) 41 38 62 0
NOz™ (mg/L) 0 0 50 0
In6culo (mg SSVI/L) 1,6 1,6 1,6 1,6

Fonte: O Autor (2020).
* O valor depois da barra representa o valor médio de sulfato endogénico (medido no lodo) da cultura CET e o
valor antes da barra representa o que foi adicionado para o experimento.

3.4.1 Experimento 1: Influéncia dos ions nitrato e sulfato no processo de biodegradagdo da

anilina

A concentracdo inicial de anilina (2,794£0.2 mg/L) foi obtida através da relagdo de que 1
mol do corante DB22 potencialmente forma 1 mol de anilina apds a quebra das ligacGes azo
(Figura 9). Admitindo-se que a concentracdo média de corante nos efluentes é de 65+20
mg/L, segundo trabalhos realizados na regido do agreste pernambucano (AMARAL et al.,
2014; CARVALHO et al., 2020; MENEZES et al., 2019). Essa concentragdo de anilina
também é compativel com as faixas de concentracdes medidas em sites contaminados por
atividades industriais, como por exemplo em sites localizado em Camacari-BA, com anilina e
cloroanilinas na faixa de 2 mg/L a 15 mg/L nos solos e aguas subterraneas (HA DANH,;
NGUYEN THI, 2019; KRAUS, 2018).

A concentracdo de sulfato adicionado como aceptor de elétrons (180 mg/L) também
partiu do valor médio encontrado nos efluentes de lavanderias téxteis da regido, reportados
nos trabalhos citados.

Quanto a concentracdo do ion nitrato utilizado como aceptor final de elétrons (50
mg/L), esta foi obtida através da relacdo estequiométrica com a quantidade de anilina
fornecida, e pode ser expressa pelas equacdes 1 e 2, onde na Equagéo 1 o benzoato representa
a anilina. O valor tedrico necessario para degradar 2,79 mg/L de anilina seria 16,74 mg NOs’
/L, contudo, optamos por utilizar 50 mg/L para assegurar que haveria nitrato suficiente para

atender essa rota metabolica, considerando influéncia de processos enddgenos.

C7HsO2 + 12 Ho0 — 7 CO; + 30 [H] (1)
30 [H] + 6 HNOs — 3 N + 18 H,0 )
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Figura 9 - Esquema ilustrativo dos subprodutos formados com a quebra das ligacdes
azo presentes na molécula do corante DB22.
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Fonte: Silva (2016).

As triplicatas de cada condicdo foram mantidas em Glovebag (

Figura 10), alimentada por uma bomba a vacuo com poténcia de 200 W (VIX® -
5CSM), usada para manter o interior da Glovebag com uma mistura N2/CO- na propor¢éo de
80/20%. As amostras foram coletadas duas vezes por semana no inicio do experimento (até o
dia 100). Apds esse periodo a amostragem passou a ser semanal. O experimento teve duragédo
de 349 dias, periodo em que foi possivel monitorar trés alimentacdes de anilina, todas elas
sem troca de volume. As concentracdes de nitrato e sulfato foram realimentadas sempre que
ocorria sua deplecdo dentro dos microcosmos. Todos os procedimentos de realimentagéo

foram realizados dentro da Glovebag.
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Figura 10 - Foto do aparato experimental utilizado no experimento 1

Fonte: O Autor (2020).

Os parametros monitorados nesse experimento foram: concentracdo de anilina e dos
ions sulfato nitrato e nitrito. A composi¢do do biogas no headspace também foi andlisada,
entretanto, apenas apds Ultima alimentacdo de anilina. Ao final do teste de biodegradacao
foram coletadas amostras de 0,5 g da biomassa de cada condigdo testada, para realizar a
extragdo de DNA e sequenciamento, afim de avaliar as alteracbes tax6nomicas que

aconteceram em cada condig&o.

3.4.2 Experimento 2: Avaliagdo da glicose como co-substrato e adicdo de um controle com

inéculo autoclavado

Um segundo experimento com a CET foi realizado, com o objetivo de validar os
resultados obtidos no Experimento 1. Neste novo experimento todo o aparato experimental foi
modificado para melhor controlar as condigdes ambientais durante os testes de biodegradacao.
A glovebag descartavel foi substituida por uma camara anaerébia (Glovebox — 518GB,
Plaslabs® - Figura 11), a sala onde o experimento foi realizado passou a ter a temperatura
controlada por um aquecedor térmico a 6leo (A-06, Mondial®) mantendo a temperatura do

ambiente em 35+2 °C.
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Figura 11 - Foto do novo aparato utilizado no Experimento 2.

Fonte: O Autor (2020).

Além de validar os resultados do primeiro experimento, foi possivel avaliar a influéncia
do uso de um co-substrato no processo de biodegradacdo da anilina. Neste caso utilizamos a
glicose como co-substrato, com o objetivo de estimular o desenvolvimento de
microrganismos fermentativos, aumentando o fluxo de elétrons no meio (entropia). Para esta
analise adicionamos uma triplicata de microcosmos alimentados com 500 mg/L de glicose
(99,5% - Sigma Aldrich®, CAS 50-99-7). A mesma concentracdo de glicose era realimentada
sempre que detectada sua deplecdo total nos microcosmos.

Além da condi¢do contendo glicose como co-substrato, também foi adicionado ao
monitoramento um controle contendo a cultura CET autoclavada, a fim de analisar qualquer
contribuicdo proveniente da adsorcdo ou de reagdes quimicas advindas de compostos
presentes no indculo. Para montar este controle, a cultura CET foi autoclavada por 40 minutos
a 120 “C em trés dias consecutivos. Apos o procedimento de esterilizagdo térmica a CET foi
inoculada nos microcosmos na mesma quantidade utilizada nas demais condi¢bes (SSV = 0,8
mg/L no licor misto). A configuragdo das condi¢des monitoradas no Experimento 2 estdo
sumarizadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condi¢des monitoradas no Experimento 2.

AN-CET  S-CET N-CET A-CET E-CET G-CET

Composicao Anaertzblo Sulfato+ Nitrato+ Abiotico Estéril Glicose+
(Padréo)
Anilina (mg/L) 2,79 2,79 2,79 2,79 2,79 2,79
SO4? adicionado (mg/L) 0 180 0 0 0 0
S04 endogénico (mg/L) 41 34 27 0 18 33
NOs (mg/L) 0 0 50 0 0 0
Inéculo (mg SSVI/L) 0,8 0,8 0,8 0 0,8 0,8
Glicose (mg/L) 0 0 0 0 0 500

Fonte: O Autor (2020).
*Concentragcdo média endogénica do indculo.

Neste experimento foram avaliados semanalmente os teores de: anilina, N-NOs", N-
NO2 e S-SO.%, carboidratos totais, catecol e acido benzoico, além da composicdo do biogés

no headspace. Os métodos utilizados foram descritos no topico 3.5.4.

3.4.3 Experimento 3: Ensaio de inibicdo da metanogénese e deteccdo de AGVs

Um ultimo experimento foi realizado com a CET, onde foi possivel induzir a inibicdo
da metanogénese utilizando o acido 2-bromoetanosulfénico (2-BESA - Figura 13), afim de
verificar se haveria acimulo de acetato (via acetogénica) ou se 0 metano produzido em sua
maioria viria da pela utilizacdo de H> e CO> (via hidrogenotrofica). Alem da investigacdo da
via metanogénica, monitoramos se a inibicao causaria algum impacto na remocéo de anilina.

O experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira foram montadas trés duplicatas
de microcosmos (Figura 12) contendo a CET (0,8 mg SSV /L), meio basal, e concentracdes
variadas de 2-BESA, 0,5 mM, 3 mM e 5 mM, respectivamente a cada duplicata. Essa etapa
serviu para verificar qual a concentracdo necessaria de 2-BESA para inibir a metanogénese.
Foi utilizado glicose (500 mg/L) como doador de eletrons para essa verificacdo. Glicose foi

escolhida em virtude de ter sido utilizada como co-substrato no experimento 2.



Figura 13 - Estrutura molecular do éacido 2-
bromoetanosulfénico.
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Fonte: O Autor (2020).

40

Figura 12 - Purga com gas nitrogénio/CO; das
duplicatas contendo diferentes concentracoes de 2-
BESA.
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Fonte: O Autor (2020).

Apdbs montadas, todas as duplicatas foram armazenadas dentro da glovebox, e foram

monitoradas através de coletas (1,5 mL de amostra liquida e 1 mL de gés) realizadas a cada

dois dias. Os parametros analisados foram: carboidratos totais e a quantificacdo de biogas no

headspace em termos de N2, CO2, CH4 e H.. Essa etapa do experimento durou até o consumo

completo da glicose fornecida (14 dias).

Conhecida a concentracdo adequada para inibir a formacdo de metano, foi iniciada a

segunda etapa do experimento, que consistiu em avaliar como o processo de biodegradacao da

anilina poderia ser afetado com a inibicdo da metanogénese. Para isso foi montada uma

triplicata de microcosmos conforme a composicao descrita na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdes utilizadas para montar a triplicata com inibidor.

Composicéo

BESA-CET
Anaerobio+inibidor

Anilina (mg/L)

SO4* endogénico(mg/L)

NO* (mg/L)
CET (mg SSVI/L)
Glicose (mg/L)
2-BESA (mM)

2,79
41*
0
0,8
0
5

Fonte: O Autor (2020).

*Concentracdo média endogénica do indculo

Os parametros de monitoramento para essa condi¢do foram a concentracdo de anilina,

acido benzoico, catecol, acidos organicos volateis e a composic¢ao do biogas no headspace.
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3.4.4 Selecao de microrganismos atraves de diluicao a extin¢ao

Na tentativa de isolar os géneros microbianos ligados ao processo de biodegradacéo da
anilina, optamos por aplicar o método de selecdo microbiana através de dilui¢bes seriadas
(sucessivas transferéncias), onde as culturas de interesse séo repassadas para novas geracoes
de microcosmos repetidamente. As dilui¢cbes foram realizadas com transferéncias de 50% (45
mL) do volume Gtil do microcosmo selecionado para um novo microcosmo (22 geragdo —
Figura 14), contendo 45 mL de meio basal esterilizado e anilina, reajustando a concentracdo
para 3 mg/L de anilina no volume final de 90 mL. O novo microcosmo foi monitorado até que
a anilina fosse completamente removida em duas realimentacdes consecutivas, indicando que
uma nova transferéncia poderia ser realizada, montando uma terceira geracdo de
microcosmos. A série de dilui¢des era interrompida quando a remocdo de anilina ndo fosse

mais detectada nos microcosmos, atingindo extingéo.

Figura 14 - llustragdo da série de dilui¢des a extincéo realizadas com transferéncias de 50%.

Transferéncia de 50% Transferéncia de 50%

 Ng 7

el

Meio basal

esterilizado esterilizado

g 2 -
3 50%de A 50%de B
3 e i
3
=

Fonte: O Autor (2020).

Uma vez finalizadas as transferéncias, uma amostra da biomassa presente na ultima
geracdo de microcosmos, era coletada para posterior extracdo de DNA e sequenciamento,
seguindo os protocolos descritos no topico 3.6. O DNA das amostras era extraido em até 48
horas ap6s a realizacdo da transferéncia seguinte, e armazenado em freezer a -20 °C até o
envio para sequenciamento. As informacGes taxondmicas, obtidas ap0os a sele¢cdo microbiana
por extincdo, sdo comparadas com as informacgdes taxondmicas do microcosmo inicial (12

geragdo), permitindo, com o cruzamento dos dados, identificar quais géneros microbianos
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permaneceram no sistema e quais ndo se desenvolveram. Desta forma, é possivel restringir o

namero de géneros envolvidos no processo de biodegradagdo da anilina.

3.5 Experimento com as CSR e CEP

Os resultados promissores reportados na literatura quanto ao uso de microrganismos de
areas contaminadas para degradar compostos de interesse, motivou a coleta e utilizacdo das
culturas provenientes de sedimento de rio (CSR) e de efluente da industria petroquimica
(CEP) em ensaios de biodegradacdo de anilina. Esse novo experimento foi realizado também
em microcosmos, monitorados em triplicata, montados nas condi¢des previamente descritas
no tépico 3.2. O objetivo foi primeiramente investigar se todas as culturas eram aptas a
degradar anilina em ambiente anaerobio, e posteriormente avaliar comparativamente o

desempenho cinético na degradacdo da anilina por cada cultura.

3.5.1 Experimento 4: Ensaio de biodegradagdo anaerobia de anilina, utilizando culturas

microbianas de diferentes origens.

Para essa investigacdo monitoramos a concentracdo de anilina, catecol e &cido benzdico
por um periodo de 210 dias. Em um segundo momento foram avaliadas as diferencas e
semelhancas taxondmicas entre as culturas CET, CSR e CEP através da extracdo de DNA e
sequenciamento das regides V3/V4 do 16S rRNA. As amostras de DNA foram coletadas
antes de inocular os microcosmos (condi¢do natural das culturas) e ao final do ensaio de
biodegradacdo, quando 0s microrganismos estavam adaptados ao uso da anilina como Unica
fonte de carbono. Todo o processo das analises de biologia molecular esta descrito nos topicos
Extracdo e sequenciamento do DNA3.6 e 3.7. As condi¢Oes de operacdo desse experimento
estdo sumarizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Condigdes iniciais dos microcosmos no experimento 4.

AN-CET AN-CSR AN-CEP

Composicio Efluerjte. Sedimgnto Efluentg
téxtil de rio petroquimico
Anaerébio (Padrao)

Anilina (mg/L) 2,79 2,79 2,79
SO4* endogénico (mg/L) 41* 37* 84*
NO* (mg/L) 0 11" 0

In6culo (mg SSVI/L) 0,8 0,8 0,8
pH inicial 7.7 7.6 7.3

Fonte: O Autor (2020).
*Concentracdo média endogénica do indculo

3.6 Extracéao e sequenciamento do DNA

As extragfes de DNA foram realizadas com a utilizagdo do kit de extragdo Kit
PowerSoil® (Mo Bio Laboratories Inc. Carlsbad, CA), segundo o protocolo do fabricante. O
volume de amostra de biomassa coletado dos microcosmos variou de 0,25 a 0,5 g, de acordo
com o que foi possivel recuperar dos microcosmos. Apds extracdo, o DNA purificado passava
por verificagdo de sua concentracdo em espectrofotdbmetro (NanoDrop 2000 -
Thermofischer®), nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm, que indicam a pureza do
DNA. Todas as amostras de DNA utilizadas nessa pesquisa apresentaram concentracdo acima
12 ng/uL, consideradas adequadas para serem sequenciadas em plataformas de
sequenciamento de nova geragéo (NGS).

A plataforma escolhida foi a Illumina Miseq, utilizando o método de analise
metabarcoding, que permitiu acessar as informacGes genéticas da regido 16S do DNA
extraido. As condi¢des de sequenciamento foram estabelecidas para 50 mil reads, com 300
pares de base cada. O par de primer utilizado foi o 341F-806R, que apresenta uma vasta
cobertura taxondmica para bactérias e arqueias (TAKAHASHI et al., 2014). O servico de
sequenciamento foi prestado pela empresa Neoprospecta Microbiome Tecnologies
(Floriandpolis — SC, Brasil), seguindo protocolo descrito por (CHRISTOFF et al., 2017).
Todas as sequéncias serdo depositadas em um banco de dados publicos e terd o cddigo de

acesso divulgado nas futuras publicac¢Oes deste trabalho.

3.7 Analises estatisticas e de bioinformatica

Para as analises de estatistica descritivas simples (médias, desvio padrdo, mediana,

etc...) e elaboracdo de tabelas e graficos foi utilizado o software Excel (v.2016, Microsoft® -
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EUA) sem nenhum plugin adicional. J& para as analises cinéticas foi utilizado o software
Origin Pro (v9.5, OriginLab Corporation® - EUA). Os coeficientes cinéticos foram obtidos
por ajuste exponencial de ordem 1, com numero de iteracGes necessarias para o melhor ajuste
da curva (R2 proximo de 1).

Quanto a analise de bioinformatica dos dados brutos recebidos ap6s o sequenciamento,
o mesmo foi feito utilizando o servidor de anélises genémicas MG-RAST (www.mg-rast.org),
que disponibiliza interface grafica com as ferramentas necessarias para realizar a filtragem
inicial dos dados (remocéo de singletons e quimeras, alinhamento e comparagdo com banco
de dados). O banco de dados utilizado para identificacdo taxondmica foi o Ribossomal
Database Project (RDP) (WANG et al., 2007), bastante conhecido por disponibilizar uma
base de dados acurada na identificacdo de sequéncias 16S rRNA. A elaboracédo dos graficos e
calculos de diversidade microbiana foram feitos com auxilio dos softwares Excel (v.2016,
Microsoft® - EUA) e STAMP® Bioinformatic software (PARKS; BEIKO, 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Comportamento cinético e influéncia dos ions NOs™ e SO4*

A remocéo de anilina foi observada nos microcosmos An-CET, N-CET e S-CET, apés
uma fase lag de aproximadamente 70 dias (Figura 15). O teste de biodegradacdo durou 361
dias, tempo necessario para investigar a cinética de remocéo de trés realimentacdes de anilina
(2,8 mg/L). O controle abiotico ndo apresentou remocdo de anilina durante toda fase
operacional, eliminando as hipGteses de remogdo da anilina por reacdo quimica com
compostos do meio basal, contaminagao por oxigénio e de adsorcdo ao material do frasco dos

Microcosmos.

Figura 15 - Valor médio da concentragdo de anilina medida nas triplicatas An-CET, S-CET e N-CET ao
longo do tempo operacional.
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Fonte: O Autor (2020).
4.1.1 Influéncia dos ions nitrato e sulfato na remocéo da anilina

A triplicata de microcosmos N-CET que foi alimentada inicialmente com 50 mg/L de
nitrato de potassio (equivalente a 17,5 mg de N/L) foi a condi¢do que apresentou cinética de
degradacdo mais lenta. O nitrato adicionado com objetivo de atuar como aceptor final de
eletrons era consumido em periodos de aproximadamente 7 dias (Figura 16). Sempre que
totalmente consumido a concentracéo inicial era reposta a fim de manter o sistema sempre

com a disponibilidade desse ion.
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E notavel que o perfil de remocéo de anilina ndo apresenta correlagido com o consumo
de nitrato medido na condi¢do N-CET. A maioria dos trabalhos (KAHNG; KUKOR; OH,
2000; O’NEILL et al., 2000; SUN et al., 2015) onde o nitrato foi utilizado como aceptor final
de elétrons, reportam correlacdo da remocéo de anilina com o uso de nitrato, resultando em
maiores taxas de degradacdo em comparacdo com condi¢des sem aceptores finais de elétrons.
Essa afirmagdo € facilmente sustentada pelo seu alto potencial oxiredutor (+433 mV), que
comparado com outros aceptores comuns na natureza, por exemplo o proprio sulfato (-200
mV) torna-se preferivel para boa parte dos microrganismos. Entretanto, neste trabalho o
nitrato ndo demonstrou efeito positivo na remocao de anilina. O rapido consumo do nitrato
nas sucessivas realimentacdes sugere que este ion foi utilizado em outras rotas metabdlicas
paralelas a biodegradacédo da anilina, onde fontes enddgenas devem ter atuado como doadores

de elétrons para a desnitrificacéo.

Figura 16 - Comparacéo do perfil da concentracéo de anilina e do consumo de nitrato duranto o
tempo operacional.
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Fonte: O Autor (2020).
Avaliando desta vez a influéncia do ion sulfato utilizado no microcosmo S-CET (180

mg de SOs*/L), observa-se que a cinética de remogdo de anilina foi mais rapida nesta
condigdo em comparacdo com as demais (Tabela 7), especialmente durante as duas primeiras
alimentacOes. Este comportamento poderia indicar que a intencdo de utilizar o sulfato como
aceptor final de elétrons no processo de degradacdo teria funcionado.
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Contudo, algumas observacdes merecem destaque: 1. O consumo do sulfato iniciou
antes mesmo da fase lag observada no perfil de anilina ter sido encerrada (dia 69 — Figura 17);
2. O teor de sulfato se estabilizou em torno de 40 mg/L, sem que tenha havido degradacao
deste quando a anilina foi degrada e 3. Na Ultima alimentacdo as constantes de velocidade
apresentaram valores similares para as trés condicOes testadas. Destaca-se que no inicio do
teste de biodegradacédo a concentragéo de sulfato medida foi igual a 218,4 mg/L, quando 180
mg/L foram adicionados externamente. Ou seja, como 0 meio basal foi preparado sem
nenhum composto a base de sulfato, 38,4 mg/L de sulfato devem ter sido provenientes do
indculo, que apresentava caracteristicas sulfetogénicas, oriundo de reator anaerdbio

alimentado com 250 mg/L de sultafo.
Fonte: O Autor (2020).

Quando a anilina comecou a ser removida na triplicata S-CET, 81% do sulfato inicial ja
havia sido consumido a uma velocidade de k = 0,075 d!, e coincidentemente apds a fase lag

no perfil da anilina, o consumo de sulfato passou a ser muito lento. Esse comportamento

Figura 17 - Comparacéo do perfil da concentracdo de anilina e do consumo de sulfato duranto o tempo

operacional.
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levanta a hipotese de que havia a presenca endogénica de alguma fonte de elétrons (matéria
organica residual), energeticamente mais favoravel que a anilina, suportando a redugéo de 180
mg/L de sulfato. Antes de ser utilizada neste trabalho a CET era alimentada com amido de
milho a uma concentracdo correspondente a DQO de 1g de O2/L, que poderia ter um residual
presente mesmo apods a lavagem do inoculo no inicio do experimento. Uma vez cessado o

fator endogénico de um possivel substrato residual, a anilina passou a ser a Unica fonte de
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carbono disponivel no meio (em torno do dia 56) prosseguindo para uma fase de adaptacdo da
microbiota e inicio da remocao da anilina no dia 69.

De acordo com os estudos de Heider e Fuchs (1997), seria necessario 3,75 mols de
sulfato para cada mol de anilina consumido seguindo as equacdes 3 e 4, 0 que neste
experimento significa que, as trés alimentagdes de anilina (= 9 mg/L) conjuntamente
demandariam =~ 34,8 mg/L de sulfato, sendo 11,6 mg/L para cada alimentagdo de anilina. A
concentracdo de sulfato medida durante todo experimento sempre esteve em quantidade
suficiente para atender essa relacdo estequiomeétrica, teoricamente suportando a quantidade de

elétrons provenientes da biodegradagéo da anilina.

C7HeO2 + 12 H,O — 7 CO2 + 30 [H] 3)
30 [H] + 3.75 H2SO4 — 3.75 HoS + 15 H.0 4)

Nos demais microcosmos An-CET e N-CET, apesar de ndo terem recebido alimentacéo
de sulfato, 0 monitoramento dos ions presentes em sua composicao indicou que, no inicio do
experimento, ambos continham concentracdo de sulfato de 41 e 62 mg/L respectivamente,
proveniente do inoculo. Vale ressaltar que essa cultura foi coletada de um ambiente
sulfetogénico (AMARAL et al., 2014b). Com relag&o ao ion nitrato, 0 mesmo nédo apresentou

nenhum nivel de endogenia nas condicdes testadas.

4.1.2 Aspectos cinéticos da degradacéo da anilina

Na primeira alimentac¢do os microcosmos An-CET e S-CET apresentaram constantes de
velocidade semelhantes, k=0,016 d* e 0,018 d! respectivamente, enquanto N-CET apresentou
um comportamento mais lento k=0,007 d*

Na segunda alimentacgdo as cinéticas de remocao de anilina foram mais rapidas (Figura
18) o que sugere adaptacdo da micobiota ao ambiente anaerdbio, que continha anilina como
unica fonte de carbono. Destaca-se a cinética de remogédo apresentada pelo microcosmo S-
CET, no qual a anilina foi totalmente removida em um periodo de 7 dias, enquanto nos
microcosmos An-CET e N-CET, 60 e 24 dias foram necessarios, respectivamente, para se
atingir 90% de remocéo da anilina na segunda realimentag&o.
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Figura 18 - Comportamento cinético dos microcosmos An-CET (A), S-CET (B) e N-CET (C), ajustados para cinética de

primeira ordem.
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Fonte. Autor (2020).

Tabela 7 - Constantes de velocidade e R? obtidos nos ajustes cinéticos de primeira ordem.

Realimentac6es An-CET N-CET S-CET
1a k (dial) 0,016 0,007 0,018
R? 0,988 0,978 0,911
oa k (diat) 0,027 0,167 0,657
R? 0,999 0,905 0,999
32 k (dial) -0,008 -0,026 0,006
R? 0,979 0,968 0,985

Fonte: O Autor (2020).

J& na ultima alimentacdo de anilina (3° realimentacdo - Figura 18) o comportamento

cinético foi diferente das demais alimentacfes. As curvas ajustadas apresentaram concavidade

para baixo nos microcosmos N-CET e S-CET, resultando nas constantes de velocidade k = -
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0,008 d! e -0,026 d*! respectivamente. Segundo Schmidt, Simkins e Alexander (1985) a
concavidade da curva de biodegradacdo de qualquer substrato pode ser associada ao
crescimento celular dos géneros envolvidos no processo. O comportamento de concavidade
voltada para baixo (como na 3% realimentacdo) geralmente se relaciona a um aumento da
microbiota especializada (biomassa) em degradar o substrato. O caso contrério (concavidade
para cima) pode indicar que o processo esta ocorrendo sem que haja crescimento celular de
microbiota especializada, ou até mesmo que O processo seja co-metabdlico, em que o
composto alvo pode atuar como co-substrato, mediador redox ou aceptor final de elétrons.
Aliada @ mudanca de concavidade no comportamento cinético apds a terceira alimentacéo,
houve o surgimento de uma nova fase lag (16 dias) antes que qualquer remocdo de anilina
fosse detectada. Essas observaces podem ser reflexo de alguma mudanca ambiental nos
microcosmos, seja pela deplecdo de algum agente endogénico que estava presente no indculo,
ou simplesmente pela adaptacdo da microbiota resultando em um rearranjo das rotas
metabolicas envolvidas na degradagéo da anilina.

Por se tratar de um ensaio de biodegradacdo de um composto aromatico em ambiente
estritamente anaerdbio, é esperado que o ndmero de microrganismos com potencial
enzimatico capaz de realizar essa tarefa, seja muito restrito. Consequentemente, o crescimento
celular lento justifica o tempo requerido para degradacdo completa das inje¢fes subsequentes,
que variou entre 67 e 88 dias, com excecdo da segunda realimenta¢do no microcosmo S-CET
(7 dias).

4.1.3 Analise da comunidade microbiana dos microcosmos An-CET, S-CET e N-CET

A estrutura da comunidade microbiana presente nos microcosmos An-CET, S-CET e N-
CET foi acessada através do sequenciamento do 16S rRNA, que permitiu visualizar a
taxonomia dos géneros mais abundantes em cada condigdo ambiental testada. Ao todo foram
sequenciadas quatro amostras, das quais, trés amostras correspondem a condicdo final dos
microcosmos ap0s a remoc¢do da terceira realimentacdo de anilina. A Ultima amostra é
referente a cultura CET utilizada para inocular os microcosmos, que representa o ponto inicial
da dindmica microbiana nesse experimento. Ao todo foram obtidas 45699 sequéncias
filtradas, variando de 7948 a 16290 por amostra. O indice de riqueza Chaol indicou que a
exposicdo a anilina nos microcosmos resultou em uma menor riqueza na microbiota dos
microcosmos, se comparado com o indculo CET. O mesmo acontece para 0 parametro

diversidade medido pelo indice de Shannon (Tabela 8).
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Tabela 8 - indices de diversidade, dominancia e riqueza calculados para as amostras sequenciadas.

Parametro Blomassa

CET An-CET S-CET N-CET
NUmero de sequéncias 16290 11205 7948 10256
Indice de dominéncia D 0,1846 0,2543 0,152 0,1885
Indice de Simpson 1-D 0,8154 0,7457 0,848 0,8115

Coefiente de ShannonH 2,403 2,048 2,386 2,115

indice de Berger-Parker 0,384 0,472 0,3099 0,3242

Indice Chaol 52 36 40 33
Fonte: O Autor (2020).

Em aspectos gerais houve predominancia dos filos Proteobacteria, Euryarchaeota,
Firmicutes e Bacteroidetes em todas as amostras (Figura 19 A e B), com destaque para o filo
Euryarchaeota, 0 mais abundante nos microcosmos, e para o filo Proteobacteria, que foi o

mais abundante no indculo (CET).

Figura 19 - Composicao taxondmica a nivel de filo nas amostras CET, An-CET, S-CET e N-CET: (A)
Heatmap mostrando a abundéncia relativa e distancia filogenética (UPGMA\) entre as amostras e (B)
Abundancia relativa mostrada em gréfico de barras.
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Fonte: O Autor (2020).

Analisando a nivel de género, observamos que a estrutura taxonémica formada nas trés
condicBes testadas foi bem semelhante. O principal nacleo microbiano foi formado por
bactérias redutoras de sulfato, representadas pelos géneros Desulfobulbus (AR = 1,5-4,9%) e
Desulfomicrobium (AR = 0,7-4,0%), bactérias fermentativas, representadas pelos géneros
Trichococcus (AR = 3,2-8,6%) e Levilinea (Ar = 2,0-3,8%), e por tltimo o grupo das arquéias
metanogénicas que foi fortemente representado pelos géneros Methanosaeta (AR = 30-47%)
e Methanobacterium (AR = 1,0-2,4%).
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Analisando as Figuras 20 A, B e C, observamos que o género Methanosaeta apresentou o
maior crescimento em porcentagem se comparado ao demais géneros microbianos alcangando
uma AR = 47% no microcosmo An-CET. Esse género bastante conhecido utiliza acetato
como principal fonte de obtencdo de energia reduzindo-o a CHas. A Unica fonte de carbono
injetada na montagem dos microcosmos foi a anilina, o que levanta a hipotese de que a
endogenia do lodo deve ter tido participacdo importante na manutencdo desse género na
microbiota. No entanto, a deteccdo de Methanosaeta pode também indicar que a rota
metabolica de degradacdo da anilina tenha levado a formacao de acetato, seja pela formacéo
de AGVs ap0s a quebra do anel benzénico ou pela conversdo do acetil-CoA a acetato. O
acetil-CoA é o produto final de muitas rotas de obten¢do de energia para celulas microbianas,
entretanto, também pode ser convertido a acetato dependendo do equilibrio quimico da
reacao, conforme a Equacdo 5. Isso sé seria possivel na presenca de géneros microbianos com
capacidade de produzir a enzima acetyl-CoA sintetase (ACD), geralmente presente em
algumas arqueias halofilicas, que ndo foram detectadas na cultura CET. (BRASEN;
SCHONHEIT, 2004).

acetil-CoA + ADP + P; <> acetato + ATP + CoA 5)

Um outro género que merece destaque pela elevada AR apresentada durante seu
desenvolvimento nos microcosmos foi 0 género Thiobacillus, que foi identificado apenas na
triplicata N-CET, com AR = 24% (Figura 20B). A maioria das espécies desse género
quimioautotrofico cresce através da oxidacdo de thiosulfato e enxofre elementar associado a
reducdo de nitrato como acceptor de eletrons. O desenvolvimento desse género na triplicata
N-CET explica 0 motivo pelo qual o nitrato adicionado (discussdo do tdpico 4.1.2) foi
desviado da rota da anilina, ndo tendo sido utilizado como aceptor de elétrons para
degradacdo da anilina. Outra informacdo que sustenta essa hipdtese esta no trabalho de
Amaral et al. (2014b), que operou reator anaerdbio tratando efluente téxtil com elevador teor
de sulfato, origem da cultura CET utilizada nesse experimento, e verificou alta producdo de
material precipitado em seu reator, caracterizado pelos autores como enxonfre elementar
(98%) produzido por essa cultura. Boa parte desse precipitado poderia estar ainda presente na

biomassa, sendo a fonte de elétrons para o género Thiobacillus.



Figura 20 - Variagdo da AR dos géneros com abundéncia AR > 1%, encontrados nos microcosmos: (A) Comparacao entre as amostras 53
An-CET e CET; (B) entre as amostras N-CET e CET,; (C) entre S-CET e CET.
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Os géneros microbianos Mesotoga, Ornatilinea, Petrimonas e Levilinea apresentaram
um crescimento significativo dentro dos microcosmos contendo anilina, conforme pode ser
visto na tabela 9. Alguns trabalhos na literatura apontam esses géneros como participantes
diretos ou indiretos na degradacdo de compostos aromaticos, e geralmente sdo encontrados
em ambientes contaminados por esses poluentes. Os pesquisadores Van der Waals et al.
(2017) evidenciaram em seu trabalho a presenca de espécies da familia Anaerolineaceae
como 0s que mais se desenvolveram dentro de um reator anaer6bio com ambiente
desnitrificante utilizado para degradar benzeno por via de carboxilagdo e formacdo de
benzoato. Estdo classificados dentro da familia Anaerolineaceae, 0os géneros Ornatilinea e
Levilinea, que apresentaram crescimento nos microcosmos contendo anilina. Na pesquisa de
Sun et al. (2015) espécies da familia Anaerolineaceae encontradas em sedimentos
contaminados apresentaram incorporacio do carbono *C (isotopo) marcado na anilina em seu

DNA, indicando a participacdo dessas espécies na degradagdo anaerdbia de anilina.

Tabela 9 - Géneros microbianos que apresentaram AR maior que 1%, em pelo menos uma das amostras.

Géneros CET An-CET S-CET N-CET
Arcobacter | 38.4% 0.0% 0.0% 0.0%
Clostridium | 14% [ 31% [ 45% [ 3.6%
Desulfobulbus | 04% [l 41% [ 5.0% | 1.5%
Desulfococcus | 11% | o04% | 0.4% 0.1%
Desulfomicrobium | 0.8% [ 3.4% [ 4.0% 0.7%
Desulfovibrio [l 75% | 15% | 11% | o0.4%
Hyphomonas ﬂ 2.3% 0.1% 0.1% 0.0%
Levilinea | 05% [ 26% | 20% [ 3.8%
Macellibacteroides D 5.7% 0.1% | 0.3% 0.2%
Mesotoga [ 37% [Fi13.0% F149% [ 6.7%
Methanobacterium 0.2% ﬂ 2.4% ﬂ 2.0% ﬂ 1.0%
Methanosaeta [ 41% Wa7.2% |F31.0% 132.4%
Micromonospora | 0.4% D 4.5% D 4.2% D 4.0%
Ornatilinea 02% | 12% | 22% | 2.9%
Parabacteroides D 6.1% \ 0.3% | 0.4% 0.2%
Petrimonas Fi137% [ 73% F128% [ lh1.o%
Proteiniclasticum | 1.3% 0.1% 0.1% 0.1%
Pseudomonas [ 3.1% 0.1% 0.0% 0.0%
Smithella | 05% | 25% | 10% | o06%
Thiobacillus | 0.3% 0.0% 0.0% [24la%
Trichococcus | 21% [ 33% [l87% [ 41%

Fonte: O Autor (2020).

Quanto ao género Mesotoga, especificamente as espécies M. infera e M. prima que se
desenvolveram nos microcosmos apresentando AR entre 4,9-112% e 1,8-4,6%

respectivamente, foram isoladas pela primeira vez em sedimentos utilizados em microcosmos
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contendo o composto aromatico clorado 2,3,5,6-tetrachlorobiphenyl (ZHAXYBAYEVA et
al., 2012). Segundo as informacgdes armazenadas no banco genético GenBank (GenBank,
2020), acessadas através da plataforma Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),
0 género Mesotoga apresenta alguns genes codificados para atuar na degradacao anaerébia do
benzoato atraves da clivagem do anel por beta oxidagdo (KANEHISA; GOTO, 2000). Essa
informacdo sugere que esse género possa estar relacionado com a rota metabdlica de
degradacdo da anilina, uma vez que o benzoato € o metabolito intermediario central na
degradacéo anaerobia de compostos aromaticos monociclicos, como a anilina (rota descrita no
topico 2.2).

A taxonomia identificada através das analises gendémicas do 16S rRNA foi condizente
com o comportamento fisico-quimico e cinético apresentados no tépico anterior. A presenca
de géneros metanogénicos e géneros desnitrificantes, refletiram também na andlise da
composi¢do do gas presente no headspace dos microcosmos testados. A propor¢do dos gases
identificados no headspace dos microcosmos An-CET, N-CET e S-CET apresentaram
guantidade significativas de metano, fato esperado devido a presenca do género
Methanosaeta. Ja a presenca do género Thiobacillus com AR > 20% em N-CET proporcionou
um aumento na quantidade de N2 no headspace dessa condigcdo, fato ndo observado nas
demais condi¢cGes como pode ser visto na Tabela 10. O aumento da quantidade de N foi
promovido pela reducédo do nitrato injetado como acceptor de elétrons na condicdo N-CET.

Tabela 10 - Composicao do biogas no headspace em termos de metano, nitrogénio e gas carbdnico, coletado
apos o consumo da terceira alimentacéo de anilina nos microcosmos.

) Gases
Microcosmo
CHa N2 CO.
An-CET 6% 86% 8%
S-CET 5% 87% 8%
N-CET 2% 93% 5%
Abidtico 0% 88% 12%

Fonte: O Autor (2020).

Uma Ultima observagdo pode ser feita quanto diminui¢cdo na abundancia relativa do
género Arcobacter que esteve presente no inoculo com AR = 38%, entretanto nos
microcosmos ndo se desenvolveu ao ponto de ndo ser detectado entre os géneros com
AR>1%. Este género caracterizado por espécies anaerdbias aerotolerantes, geralmente se

desenvolve utilizando acucares (manitol, manose e outros) e acidos carboxilicos (critato ou
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malonato), tendo como possiveis aceptores de elétrons, nitrato ou oxigénio (ROALKVAM et
al., 2015). No trabalho de Pérez-Catalufia et al. (2018), as condigdes de crescimento desse
género sdo fortemente ligadas aos ambientes halofilicos, ressaltando que varias espécies
necessitam de salinidade no meio para se desenvolverem. Este provavelmente foi o0 motivo da
diminui¢d em sua AR nos microcosmos, um vez que saiu de um ambiente com salinidade
elevada (2,9 mg/L - CARVALHO et al., 2020), para um meio nutritivo ndo halofilico.

4.2 Experimento 2: Influéncia da glicose como co-substrato e verificacdo do efeito de

adsorcéo na biomassa

Ap0s as analises moleculares realizadas no primeiro experimento, foi necessario realizar
a mudanca de todo aparato experimental para um novo laboratério. Em funcdo disto, as
culturas foram mantidas em geladeira por 60 dias. Além disso, no novo laboratério os
experimentos passaram a ser executados dentro de uma cadmara anaerdbia de acrilico do tipo
Glove Box.

Foi decidido repetir mais uma alimentacdo de anilina nos microcosmos que foram
utilizados no Experimento 1. Adicionalmente, foi acrescentada mais uma condicdo
operacional na qual a cultura CET foi autoclavada e colocada em meio basal contendo anilina
em concentragdes andlogas as encontradas nas demais condigdes.

Vale ressaltar que antes de iniciar este segundo experimento, o inéculo foi lavado por
duas vezes com solucdo tampdo fosfato-salino (1x PBS) contendo NaCl (137 mM — 8 g/L)
Fosfato (10 mM - 0,93 g/L), KCI (2,7 mM - 0,2 g/L), e um pH de 7,4, com intencdo de
minimizar os efeitos endogénicos que estiveram bem presentes no experimento 1. Em nenhum
momento da lavagem a cultura teve contato com a atmosfera, sendo sempre mantida em tubos
selados com atmosfera N2/CO».

O inicio deste novo teste de biodegradacdo foi marcado por um periodo de 50 dias onde
ndo houve nenhum consumo de anilina. Este comportamento de inatividade levou a hipdtese
de que faltava algo, como algum co-substrato que possivelmente estava presente no inoculo
antes da lavagem, para que o processo de degradagéo da anilina ocorresse. Por esta razéo,
decidiu-se injetar 500 mg/L de glicose nas condi¢des An-CET, N-CET, S-CET e E-CET a fim
de estimular a producdo de ATP por outras rotas metabdlicas, como também aumentar a
disponibilidade de elétrons no meio. Desta forma analisou-se a dependéncia de um co-
substrato para que a anilina fosse degradada. Na Figura 21 observa-se que trés dias apds a

injecdo de glicose nos microcosmos atividade na degradacdo de anilina foi observada nas
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condigdes N-CET, An-CET e S-CET, com respectivas constantes de velocidade (k) iguais a -
0,012, -0,025 e -0,024 (dial). A deplecdo da anilina aconteceu 55 dias apds o inicio da

remocao nas trés condicdes bidticas

Figura 21 - Concentragdo de anilina monitorada nos microcosmos com indicacéo do ponto de injecdo de

glicose.
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Fonte: O Autor (2020).

Ndo foi detectada nenhuma remocdo de anilina na condicdo estéril E-CET, que
apresentou um perfil cinético similar ao microcosmo abidtico. Nesse experimento foi possivel
verificar se houve a formacdo de catecol e &cido benzdico nos microcosmos onde ocorreu
remocao de anilina. Durante os 110 dias de operagdo, em nenhum momento foi detectada a
presenca do intermediario catecol, conforme esperado. O catecol é geralmente formado a
partir da acdo das enzimas monoxigenases e dioxigenases que utilizam o oxigénio molecular
disponivel para atacar a estrutura aromatica adicionando grupos hidroxila. Desta forma ocorre
a diminuicdo da energia de ressonancia do anel aromatico permitindo a sua posterior clivagem
(FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011). Como os microcosmos foram mantidos em anaerobiose
estrita, ndo houve disponibilidade de oxigénio molecular livre, impedindo a principal via de
formacédo do catecol. Por outro lado, houve formacdo de acido benzoico nas trés condicdes
bioticas An-CET (0,2 - 1,1 mg/L), N-CET (0,1 - 0,8 mg/L) e S-CET (0,1 — 0,93 mg/L).

Por se tratar de um metabdlito intermediario na rota de degradacéo da anilina, o acido
benzoico é consumido rapidamente, ndo acumulando nos microcosmos, o que torna dificil
verificar um comportamento cinético para esse composto. Entretanto, a confirmacdo de que o

acido benzdico foi formado a partir da degradagédo da anilina indica que a rota metabolica de
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carboxilacdo e desaminacdo da molécula de anilina deve ter sido utilizada pelos
microrganismos.

Os resultados do experimento 2, entretanto, levantou divida quanto a real influéncia da
glicose adicionada no processo de degradacdo da anilina. Para responder esta questdo uma
nova triplicata de microcosmos foi montada e mantida com sucessivas alimentagfes de

glicose (500 mg/L), repostas sempre que detectado seu consumo total (Figura 22).

Figura 22 - Valor médio da concentragdo de anilina e glicose medida como carboidratos totais,
nos microcosmos G-CET.

3,0 800
| s S 700

2,5 'U\‘/////‘o/'\'—r\v

2,0

600

500

400

300

Anilina (mg/L)
o
boidratos totais (mg/L)

200 §
(6]
0,5
’ 100

0,0 0
0 20 40 60 80 100
Tempo operacional (dias)

—e—G-CET Abiético Glicose (mg/L)
Fonte: O Autor (2020).

Manter a disponibilidade de glicose no meio em concentracdes proximas a 500 mg/L
fez com que a remocdo de anilina ndo acontecesse, anulando por completo a hipdtese de que a
glicose estaria atuando como co-substrato vital para o processo de biodegradacdo. Na
pesquisa de Kahng, Kukor e Oh, (2000), a glicose (0,2 %) apresentou efeitos inibitorios na
degradacdo de anilina (1 mM) ao ser testada como co-cubstrato, utilizando a cepa HY99
(Delftia acidovorans — similaridade de 96%). Através da medicdo de densidade dptica (OD
600 nm) os autores verificaram a auséncia de crescimento celular dessas espécies quando na
presenca de glicose. Ja, Schukat et al. (1983) ndo encontraram efeitos inibitorios na
degradacéo de anilina (5 mM), ao utilizar glicose (500 mg/L) como co-substrato para a cultura
identificada como Rhodococcus sp., entretanto condigdes aerdbias foram mantidas pelos
autores.

Os géneros Mesotoga e Petrimonas, apontados como géneros putativos no processo de
biodegradacao da anilina na CET (topico 4.1.3), apesar de apresentarem ferramentas genéticas
para utilizacdo de compostos aromaticos como fonte de energia, seu mecanismo primario de

crescimento € a fermentacdo de carboidratos, como a glicose. De fato, é plausivel que a
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disponibilidade de um substrato mais favoravel tenha sido o motivo da ndo utilizagdo da
anilina nos microcosmos da Figura 22.

Desta forma, concluimos que a glicose ndo foi utilizada como co-substrato no
experimento 2, mas estimulou o processo de degradacéo da anilina no experimento 2 (Figura
21), possivelmente aumentando a entropia, provendo elétrons, cofatores e coenzimas
necessarias para iniciar a autosuficiéncia da rota de degradagéo da anilina.

O saldo deixado apo6s a glicélise corresponde a duas moleculas de NADH, ATP, H* e
H-O, para cada mol de glicose convertido a piruvato. O NADH e o ATP s&o importantes para
diversas acOes enzimaticas. No trabalho de Schnell e Schink (1991), foi provado que existe
dependéncia de ATP e Mg" para que ocorra acdo da enzima aminobenzoil-CoA-sintetase,
responsavel pela ativacao do acido 4-aminobenzdico formado apds a carboxilacdo da anilina.
A falta desses componentes interrompe a rota de degradacao de anilina pela espécie
Desulfobacterium anilini. Ja os pesquisadores Lee, Bae e McCarty (2007) verificaram que era
necessario ter um doador de elétron (acetato) para iniciar o processo de descloracdo redutiva
do tetra-cloroeteno, que leva a formacdo do eteno como produto final. Os autores reportam
gue esse mecanismo se torna autossuficiente uma vez iniciado, ndo necessitando da

suplementacéo de acetato, o que deve ter ocorrido no experimento 2.

4.3 Experimento 3: Ensaio de inibicdo da metanogénese e deteccdo de AGVs

Os resultados do pré-ensaio, responsavel por identificar a concentracdo de BESA
necessaria para inibir a metanogénese, apontou que a concentracdo de 5 mM de BESA (1,05
g/L) foi suficiente para inibir 72% da producdo tedrica de metano formado a partir da
degradacdo de 500 mg/L de glicose (Figura 23). Essa concentragdo de BESA, portanto, foi a
utilizada para inibir a metanogénese a partir da anilina, durante o periodo operacional na
condicdo BESA-CET, sem necessidade de realimentagdo. O metano teodrico produzido por
500 mg/L de glicose corresponde em massa a 12 mg de CH4 (0,0183 dm® em condigBes
padrdo), enquanto 3 mg/L de anilina tem potencial tedrico para formar 8,7.10° mols de
acetyl-CoA, que convertidos a acetato produziriam apenas 0,139 mg de CHa.
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Figura 23 - Cromatogramas contendo a propor¢do de N2, CO, e CH4 no headspace dos microcosmos contendo (A) 0

mM de BESA e (B) 5 mM de BESA. Fonte: Autor.
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Fonte: O Autor (2020).)

A inibicdo da metanogénese pelo BESA néo afetou a cinética de remocdo da anilina,
que na condicdo BESA-CET apresentou constante de velocidade igual a k = -0.024 d*,
ligeiramente inferior & constante de velocidade da condicdo An-CET (k = -0.029 d?),
utilizada como comparacdo (Figura 24). Era esperado que a remocgdo da anilina ndo fosse
afetada pela inibicdo da metanogénese pois a atuacao do inibidor BESA esta restrita a Gltima
etapa da rota de formacdo do metano onde a enzima metil-coenzima-M ¢é capturada,
impedindo assim a formacdo do metano. Contudo, todas as outras etapas precedentes na rota
de degradacéo da anilina ndo séo afetadas.

Quanto a andlise dos &cidos graxos volateis (AGV), sua medicédo foi realizada no final
do experimento, quando a anilina ja havia sido completamente consumida, no dia 70 em An-
CET e no dia 84 em BESA-CET. A formacdo de acetato foi detectada em ambas as
condicdes, contudo, em BESA-CET a concentracdo de acetato (1,69 mg/L) detectada foi
cinco vezes maior que em An-CET (0,33 mg/L). Nenhum outro AGV foi detectado com
excecdo do propionato (0,12 mg/L -Tabela 11), detectado em BESA-CET. A metodologia
para medicdo de AGV permite a detec¢do de acidos graxos volateis de até seis carbonos em

sua estrutura.
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Figura 24 - Perfil da concentragao e anilina e formacéo de acido
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Tabela 11. Concentracdo dos AGV medidos nas

benzoico (A ; A) detectados nos microcosmos An-CET e BESA- condicBes BESA-CET e An-CET
CET.
3,0
Realimentagéo AGV (mg/L)
. de anilina BESA-CET An-CET
’ Etanoico 1,69 0,33
20 Propanoico 0,12 nd
Butandico nd nd

15 40.05 .

Z Pentanodico nd nd
1,0 Hexandico nd nd
0,5

A
00 A A A
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Tempo operacional (dias)
Fonte: O Autor (2020). Fonte: O Autor (2020).

A quantidade de acetato de 1,69 mg/L, detectada em BESA-CET, foi inferior a
quantidade teorica estimada 5,72 mg/L, caso toda anilina injetada (= 3mg /L) fosse
convertida a acetato no final de sua rota metabdlica. Entretanto, o fato de o acetato ter sido
formado em condigdes anaerdbias estritas em que a anilina era a unica fonte de carbono
disponivel, revela que é possivel que 0s géneros metanogénicos acetoclasticos se sustentem
neste ambiente participando do processo de mineralizagédo da anilina.

Os autores Sun et al. (2015), verificaram em ensaio anaer6bio com microcosmos
estabelecidos para realizar metanogénese, que a anilina alimentada como Unica fonte de
carbono foi removida apds uma fase lag de 100 dias. Todavia, a producdo de metano medida
foi maior que o valor teérico esperado, sugerindo que havia uma parcela do metano produzido
por endogenia, advinda do sedimento usado como in6culo. J& no trabalho de Liang et al.
(2013) os autores conseguiram realizar a total mineraliza¢do do clorobenzeno para CHse CO>
ao combinar duas culturas especializadas no processo. De fato, existem indicios na literatura
gue suportam a hipotese de que consdrcios metanogénicos podem realmente associar-se com
rotas de degradacao de compostos aromaticos.

Neste trabalho a presenca dos géneros Methanosaeta e Methanobacterium evidenciam
gue existe um consorcio metanogénico que consegue sobreviver em um ambiente onde apenas
anilina esta disponivel como substrato. A quantidade de acetato detectada nos microcosmos

BESA-CET e An-CET, pode indicar que uma parcela da anilina removida poderia ser
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destinada a formacgdo de acetato. Contudo, essa hipoOtese necessita de uma melhor
investigacdo para ser provada.

4.4  Selecdo de microrganismos utilizando diluigdo a extingéo

Apobs a realizacdo de todos os testes de biodegradacéo, os microcosmos da condicdo An-
CET foram selecionados para aplicacdo da técnica de diluicdo a extin¢do. A técnica foi
aplicada com transferéncias de 50% do volume util total, que eram repassados para uma nova
geracdo de microcosmos, contendo meio basal e anilina. Até o momento que esta tese foi
concluida foi possivel monitorar apenas trés transferéncias seriadas, que terdo seus resultados
discutidos neste topico. Vale ressaltar que ndo foram realizadas andlises cinéticas nos
microcosmos das transferéncias, pois nas ultimas realimentacGes a quantidade de pontos
amostrais ndo foram suficientes. Essa limitacdo ocorreu devido ao periodo de pandemia que
limitou o acesso aos laboratdrios da universidade onde essa pesquisa foi realizada.

A duplicata de microcosmos oriundos da primeira transferéncia foi chamada de T1-
CET, e apresentaram bom desempenho na remocdo de anilina em trés realimentacfes
consecutivas conforme mostrado na Figura 25A. O intervalo de tempo necessério para
remover cada injecdo de 3 mg/L de anilina foi em média 434 dias. A pequena variacao entre
os intervalos de tempo utilizados demonstrou certa estabilidade da cultura transferida na
remocao de anilina.

A terceira geracdo de microcosmos, concebidos apds a segunda transferéncia seriada
(Figura 25B), continuou apresentando bom desempenho na remocdo de anilina. Os intervalos
de remocdo apresentados em T2-CET foram ligeiramente mais curtos que os intervalos
medidos em T1-CET, com média de 35 dias para cada realimentacdo de anilina. Uma
observacdo a ser feita é a fase lag de 15 dias que ocorreu antes que qualquer remocéao de
anilina fosse detectada.

A terceira transferéncia ndo foi bem-sucedida quanto a remocdo de anilina, 0s microcosmos
T3-CET néo apresentaram nenhuma atividade de remocdo mesmo ap0s uma espera de 120
dias. Este comportamento indica que durante a terceira transferéncia a rota de remogéo da
anilina, que estava bem estabelecida até entdo, foi interrompida pela retirada de parte da
biomassa, ocasionando a exclusdo de um ou mais géneros importantes no processo. Essa
afirmacdo baseia-se no fato de que as condig¢Ges nutricionais impostas em cada transferéncia

foram iguais, o que exclui a possibilidade de inibi¢do da rota por falta de algum nutriente ou
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substrato. Por ser a Ultima geracdo de microcosmo capaz de remover anilina, 0 microcosmo
T2-CET teve o DNA extraido de sua biomassa e sequenciado com o objetivo de verificar
quais géneros microbianos permaneceram apos aplicacao das duas diluicGes seriadas.

O ndmero de géneros microbianos foi reduzido drasticamente se comparado com 0s
géneros que estavam presente em An-CET (12 geracdo). O nucleo microbiano foi composto
por apenas sete géneros os quais representam 94,34% de AR dentro da comunidade
microbiana formada em T2-CET (Tabela 12).

Tabela 12 - Taxonémia das OTUs que apresentaram AR > 1% presentes na microbiota de T2-CET

Espécies identificadas T2-CET
(similaridade > 95%) Sequéncias AR
Sulfuricurvum kujiense 6653 72,97%
Mesotoga prima 1314 14,41%
Desulfococcus multivorans 177 1,94%
Methanosaeta concilii 173 1,90%
Phenylobacterium haematophilum 124 1,36%
Clostridium ruminantium 81 0,89%
Thauera chlorobenzoica 80 0,88%

AR total  94,34%

Fonte: O Autor (2020).
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Figura 25. Ilustracdo da sequéncia de transferéncias e seus respectivos perfis de remocéo de anilina. O perfil foi
construido com a média das duplicatas (A) T1-CET, (B) T2-CET e (C) T3-CET.
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Fonte: O Autor (2020).

Neste grupo selecionado de géneros microbianos, destaca-se a dominancia do género
Sulfuricurvum (AR = 72,9%), que esta totalmente associado a mecanismos de oxidacdo de
enxofre elementar, sulfeto e tiosulfato, liberando-os na forma de sulfato. Chama atencdo o
fato de que este género ndo esteve entre 0s géneros mais significantes na microbiota de An-
CET (discutido no topico 4.1.3), contudo encontrou condi¢des muito favoraveis apds as
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transferéncias. O segundo género mais abundante foi o género Mesotoga (AR = 14,4%), que
neste trabalho é apontado como um dos generos putativos de atuar na degradacao da anilina.
As espécies desse género também estdo associadas a oxireducdo de compostos de enxofre,
geralmente produzindo grandes quantidades de H>S a partir da oxidacdo de compostos de
enxofre parcialmente reduzidos, como o tiosulfato (NESB@ et al., 2012; ZHAXYBAYEVA
et al., 2012). Fechando o grupo relacionado aos compostos de enxofre estd o género
Desulfococcus que por sua vez obtém energia utilizando sulfato como aceptor final de
elétrons, entretanto, é reportado em alguns trabalhos como género atuante na degradacéo de
hidrocarbonetos aroméaticos (RABUS et al., 2016; SHIN et al., 2019).

A degradacdo anaerdbia do composto benzoil-CoA, formado a partir da ativacdo do
benzoato por uma coenzima-A, pode acontecer através da clivagem do anel aromatico por via
de beta oxidacdo (Figura 26). Essa via necessita geralmente da acdo de quatro enzimas
especificas. A espécie Desulfococcus multivorans (AR = 1,94%) possui trés dos quatro genes
utilizadas neste processo, catalogados no banco de dados gendmicos KEGG (KANEHISA;
GOTO, 2000). Esses genes sdo identificados nos bancos genéticos como BamC2 ou BamB2
(codificam enzimas reductases), dch (codifica enzima hidratase), oah (codifica enzima

hidrolase).

Figura 26. Clivagem do anel aromatico do benzoil-CoA por via de beta oxidagdo. Em vermelho estdo
destacados os genes presentes no genoma da espécie D. multivorans.
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Fonte: O Autor (2020).
* Baseado nos trabalhos de KUNG et al., (2009), BREESE et al., (1998); LAEMPE; JAHN; FUCHS (1999).

No trabalho publicado recentemente por Li et al. (2020), foram utilizadas ferramentas
metagendmicas para estudar a comunidade microbiana presente em reator do tipo Expanded
Granular Sludge Bed (EGSB), utilizado para remover anilina em condicéo sulfetogénica (450

— 3600 mg/L de SO4*). O que chama atencdo é que a composi¢do do ndcleo microbiano
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encontrado pelos autores se assemelha bastante com a microbiota identificada no indculo de
CET. O género Thauera, que esteve presente no inoculo deste trabalho (AR =) e na cultura
reportada por Li et al. (2020) possui seu genoma totalmente sequenciado (cod.
ASM192230v1, GenBank). Segundo as informacgdes da enciclopedia gendmica KEGG, este
género, que apresentou AR = 0,88% em T2-CET, possui genes necessarios para realizar a
biodegradacao de tolueno, benzoato e fenol anaerobiamente (KANEHISA; GOTO, 2000). No
artigo de Boll (2005), a capacidade do Género Thauera em degradar o benzoato € evidente
através da producdo da enzima benzoil-CoA reductase, que em reacdo dependente de ATP,
recebe elétrons transportados pela ferredoxina, resultando na desaromatizacdo do anel
benzénico.

De alguma forma o consoércio microbiano formado em T2-CET, predominantemente
relacionado a rota de oxirreducdo do sulfato, conseguiu se manter sem o fornecimento externo
de nenhum composto de enxofre. Por se tratar de um experimento realizado em microcosmos
operados sem troca de volume entre as realimentacbes e sem troca gasosa com O meio
externo, € possivel que os compostos de enxofre intrinsecos a cultura CET tenham apenas
transitado entre as suas formas oxidadas e reduzidas sem perda para 0 meio externo na forma
de H2S. Essa manutencéo do ciclo do enxofre pode ser a chave para a transferéncia de elétrons
que impulsionou a degradacdo da anilina neste trabalho (Figura 27). Avaliando essa hipétese,
é provavel que, apos a terceira transferéncia com duas diluicdes prévias de 50%, a quantidade
dos compostos de enxofre tenha diminuido no meio, a ponto de limitar a degradacdo da
anilina, o que teria ocasionado o comportamento mostrado na Figura 25C. A concentracao de
sulfato e sulfeto ndo foi medida durante o monitoramento das transferéncias, néo
possibilitando a conclusdo dessa hipétese. De qualquer forma, é possivel afirmar que a
degradacdo anaerobia da anilina monitorada neste trabalho foi dependente de um consércio
microbiano, em que compostos do ciclo do enxofre desempenharam importante papel na

cadeia transportadora de elétrons (Figura 27).



67

Figura 27 - Inferéncia dos possiveis metabolismos estabelecidos em T2-CET com base no potencial genético dos
géneros microbianos identificados.
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Fonte: O Autor (2020).
*A linha tracejada vermelha indica os compostos detectados durante 0 monitoramento.

4.5 Teste de biodegradacéo utilizando as culturas CSR e CEP

Apos a realizacdo de todos os ensaios de biodegradacdo com a cultura adaptada a partir
de efluente téxtil (CET), iniciamos um ultimo experimento, desta vez investigando se as
culturas provenientes de sistema de tratamento de efluente petroguimico (CEP) e de
sedimento de rio (CSR) também possuiam habilidade em degradar anilina, identificando as
principais diferencas taxondmicas entre os trés inoculos.

Os resultados obtidos no teste de biodegradacdo de anilina indicaram que ambas as
culturas CSR e CEP apresentaram atividade na remocdo de anilina, entretanto com diferentes
perfis e diferentes intervalos de tempo para cada alimentacdo. As culturas foram monitoradas
durante um periodo de 210 dias, suficiente para acompanhar o perfil de remoc¢édo de cinco
realimentacfes de anilina na triplicata contendo a CSR e trés realimentacfes na triplicata

contendo a cultura CEP (Figura 28).
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Figura 28 - Concentracdo de anilina durante 0 monitoramento dos microcosmos: (A) Média das triplicatas com a cultura
CSR nas condicOes anaer6bia (An-CSR) e estéril (E-CSR) e (B) triplicata com cultura CEP nas condigdes anaerobia
(An-CEP) e estéril (E-CEP). As setas azuis indicam os pontos de realimentacao
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Fonte: O Autor (2020).

Vale destacar que a concentracdo inicial de anilina medida no microcosmo CSR foi de
4,38 mg/L, enquanto 3 mg/L foram adicionados. A diferenga de 1,38 mg/L, corresponde ao
teor de anilina proveniente do sedimento coletado no rio Capibaribe. Nos microcosmos An-
CSR um rapido consumo de anilina foi detectado durante os primeiros 16 dias de
monitoramento, com diminuic¢do da concentracdo inicial de 4,38 mg/L para 1,57 mg/L (64%
de remocdo). Entretanto, tal remocédo foi sucedida por um periodo onde a concentragdo de
anilina aumentou gradualmente até atingir o valor de 2,52 mg/L (dia 79), indicando que o
comportamento apresentado até entdo deve ter sido causado por mecanismo nao biologico,
como adsorcdo. Para melhor entender este comportamento, no dia 86 iniciamos o
monitoramento de um controle esterilizado por autoclavagem da cultura CSR, com intuito de
avaliar a porcentagem de remocdo de anilina advinda de mecanismos de adsorgdo, sem
influéncia biodtica no meio.

Como esperado, a concentracdo inicial de anilina no controle estéril E-CSR diminuiu
em cerca de 56%, tendo cessado a partir do dia 106 em diante, mantendo a concentracédo de
anilina em 1,48+0,07 mg/L. Esse comportamento aponta 0 mecanismo de adsor¢cdo como a
causa dessa remocéo. Diferentemente do que foi visto em todos os experimentos com a CET,
apenas nos microcosmos contendo o sedimento de rio contaminado (An-CSR) se observou
consideravel parcela de remoc¢édo de anilina por adsor¢do. Vale lembrar que ao tratar-se de
sedimentos provenientes de um ecossistema natural aberto, especificamente coletado as
margens de um rio contaminado, € muito provavel que exista matéria organica na forma
substancias hdmicas e fulvicas, comumente presentes em sedimentos de rios. Essas

substancias podem facilmente formar ligacdes covalentes com alguns compostos organicos,
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inclusive a anilina, capturando parte desse composto no meio. No trabalho de Weber, Spidle e
Thorn (1996) foi evidenciado que cerca de 50% da anilina alimentada (5 pM) em frascos
reacionais de 125 mL foi removida pela acdo de compostos humicos e falvicos, extraidos da
agua do rio Swannee (EUA). O mecanismo de remocao da anilina, proposto no trabalho
desses autores, foi atribuida a formacdo de ligagcdes covalentes entre a anilina e 0s grupos
quinonas presentes nos acidos himicos e fulvicos, reduzindo desta a forma a concentracdo de
anilina no sistema.

A primeira alimentacdo de anilina em An-CSR foi removida totalmente no dia 106 do
monitoramento. A partir deste dia correram mais quatro realimentacdes de anilina
respectivamente nos dias 111, 132, 147 e 181. Cada realimentagdo foi removida em um
intervalo médio de 25+9 dias (Figura 28A). O desempenho da CSR em remover anilina foi
superior ao desempenho apresentado pela CET em todos os testes de biodegradacdo, que
apresentou intervalos de degradacdo variando entre 40 e 60 dias.

Observando a Figura 28B identificamos que o comportamento da condi¢cdo An-CEP foi
semelhante ao ocorrido em An-CSR, e também foi confirmado com o monitoramento de um
controle estéril E-CEP. Os resultados obtidos no monitoramento de E-CEP indica que apenas
12,6% da concentracdo de anilina inicial foi removida por absorcdo, valor inferior ao
observado no controle estéril para CSR (64%). Vale lembrar que a cultura CEP oriunda de
reator UASB tratando efluente petroquimico, assim como a cultura téxtil CET, provavelmente
ndo apresenta quantidades significativas das substancias hdmicas e fulvicas, que sao
encontradas facilmente em sedimentos de rios. Isso explica o baixo percentual de remocéo por
adsorcéo por essas culturas, diferentemente do ocorrido nos microcosmos contendo a CSR.
Um futuro experimento quantificando a fonte de matéria organica dissolvida na forma de
acidos hamicos e falvicos poderia melhor elucidar esse processo de adsorcdo, de forma a
complementar essa discussao.

Quanto aos intervalos de remocéo entre as realimentacGes de anilina, a condicdo An-
CEP apresentou comportamento semelhante ao observado nos microcosmos da An-CET. O
tempo necessario para remocdo da segunda e terceira alimentagdes de anilina em An-CEP foi
40 e 61 dias, respectivamente.

Em ambas as condicOes foi detectada a formacédo de &cido benzdico em concentracdes
entre 0,01 e 1,91 mg/L para An-CEP e entre 0,01 e 0,62 mg/L para An-CSR. O intermediario

catecol, ndo foi detectado em nenhuma das amostras coletadas.
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4.5.1 Analise taxondmica das culturas CSR e CEP

A ecologia microbiana dos microcosmos contendo as culturas CSR e CEP foi explorada
através do sequenciamento do 16S rDNA presente em quatro amostras. As duas primeiras
amostras foram extraidas das culturas em condigdes que representam suas origens, antes de
serem utilizadas nos ensaios de biodegradacdo de anilina. As outras duas amostras foram
extraidas da biomassa desenvolvida nos microcosmos no final do ensaio de biodegradacéo,
dia 210 do monitoramento.

Os indices de diversidade calculados para a cultura CSR (Tabela 13), indicam que a
microbiota formada nos microcosmos ap6s o teste de biodegradacdo (An-CSR) apresentou
menores indices, se comparado ao indice de diversidade calculado em suas condigdes
originais (CSR). O numero de OTUs diminuiu de 108 para 89 na CSR, evidenciando que o
ambiente criado dentro dos microcosmos proporcionou uma selecdo de microrganismos,
resultante das condigdes nutricionais limitadas nos microcosmos (apenas anilina como
substrato), diferentemente do que ocorre na natureza onde as condi¢des nutricionais sdo mais
amplas. Aliado a diminuicdo dos indices de diversidade, estd o aumento do indice

Dominancia (D) que mudou de 0,115 para 0,475 ap0s a cultura ser utilizada nos microcosmos.

Tabela 13 - indices de diversidade calculados para as culturas CSR e CEP nas condicdes originais e apos o teste
de biodegradagdo de anilina representadas por An-CSR e An-CEP.

Parametros CSR An-CSR CEP An-CEP
OTUs 108 89 44 33
Sequéncias 9054 21406 31919 24431
indices de diversidade

Dominance D 0,115 0,475 0,506 0,412
Simpson 1-D 0,884 0,525 0,493 0,587
Shannon H 2,917 1,273 1,265 1,209
Berger-Parker 0,288 0,657 0,702 0,584
Chaol 116 109,3 46,5 35

Fonte: O Autor (2020).

As variagdes nos indices de Simpson (1-D) e Shannon (H) calculados para a cultura
CEP, nédo foram significativas. Diferentemente da cultura proveniente de sedimentos de rio
(CSR), a cultura CEP foi coletada de um reator biologico, um sistema fechado onde as
condicGes nutricionais j& eram restritas. O numero de OTUs identificadas em CEP (44 OTUs)
foi inferior ao encontrado em CSR (108 OTUs), elucidando que a diversidade microbiana que

se desenvolve em ambientes naturais (sistemas abertos) € mais ampla. Essa observacdo é
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justificada pela diversidade nutricional encontrada nos amibentes naturais que permite que
géneros microbianos de diferentes metabolismos coexistam aumentando a diversidade da
microbiota.

A taxonomia identificada na amostra CSR mostrou a presenca de 18 géneros
microbianos com AR maior que 1% (Figura 29). Durante o teste de biodegradacdo, o
ambiente criado dentro dos microcosmos composto pelo meio basal e anilina como Unica
fonte de carbono, proporcionou condi¢cGes favoraveis para que apenas 8 géneros
permanecessem com AR maior que 1%. Destacam-se 0s géneros Mesotoga e Sulfuricurvum
que juntos apresentaram AR = 86% na amostra proveniente do microcosmo An-CSR. O
género Mesotoga foi identificado com AR entre 6% e 14% nos experimentos realizados com a
cultura adaptada a efluente téxtil CET, sendo um dos géneros que mais se adaptaram ao
ambiente com anilina. As espécies desse género tém seu crescimento favorecido pela reducéo
de compostos de enxofre, como thiosulfato e enxofre elementar aliados a oxidacdo de H> ou
acetato (NESB@ et al., 2012). A maioria dos trabalhos que isolaram espécies desse género
foram desenvolvidos com culturas que estavam sob influéncia de hidrocarbonetos aromaticos.
A espécie M. apprima por exemplo, foi isolada a partir de cultura microbiana desenvolvida
em microcosmo contendo 2,3,5,6-tetraclorobifenil (NESB@ et al., 2012; ZHAXYBAYEVA
et al., 2012), ou por exemplo, a espécie M. infera que foi obtida com o enriquecimento de
microcosmos contendo benzeno como unica fonte de carbono (BEN HANIA et al., 2013).
Apesar da maioria dos autores associar 0 desenvolvimento do género Mesotoga com locais
contaminados por hidrocarbonetos aromaticos, os mecanismos de como esse género obtém

energia a partir desses compostos néo séo explorados.
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O género Sulfuricurvum apresentou um desenvolvimento superior aos demais géneros
aumentando sua AR de 0,18% em CSR para 65,72% em An-CSR. O metabolismo desse
género foi discutido no tépico 4.4, onde foi visto que o seu principal mecanismo de
crescimento esta associado a oxidacao de thiosulfato e sulfeto, convertendo-os a sulfato (HAN
et al., 2012; KODAMA; WATANABE, 2004). A principio nenhum relato na literatura
evidencia a atuacdo desse género na degradacdo de compostos aromaticos, 0 que sugere que a
funcdo metabolica desse género nos microcosmos limita-se a utilizacdo do sulfeto e do
thiosulfato disponiveis, tanto na cultura CSR quanto na cultura CET. Essa funcéo, apesar de
ndo estar diretamente ligada a degradacdo da anilina, continua sendo importante, pois
consegue manter o ion sulfato disponivel no meio, que por sua vez pode ser utilizado como

aceptor de elétrons para outros processos.

Figura 29 - Abundancia relativa dos géneros identificados com AR > 1% nas amostras CSR e An-CSR.
O agrupamento outros corresponde aos géneros com AR inferior a 1% em ambas as amostras

Mesotoga: 28.83%

Simplicispira: 10.46%

Mesotoga: 20.32%
Desulfuromonas: 6.78%

Desulfomicrobium: 1.09%

Thiobacillus: 6.30% M Thauera: 1.01%
Desulfococcus: 2.01% =
Methyloversatilis: 5.93% e
Desulfomicrobium: 5.70%
CSR: 100.00% Thauera: 3.74% AnCSR: 100.00%
Marinospirillum: 3.18% = Sulfuricurvum: 65.72%

Desulfococcus: 2.60%
Methylophilus: 2.60%
Hydrogenophaga: 2.11%
Phenylobacterium: 1:82% = Methanosaeta: 2.43% =
Pseudomonas: 1.59% S—
Seohaeicola: 1.42%
Clostridium: 1.37%
Arenimonas: 1.20% —
Chrysiogenes: 1.08%
Parabacteroides: 1.08%

Sulfuricurvum: 0.18%
Methanosaeta: 0.15%

outros: 11.88% I

Fonte: O Autor (2020).

Analisando a taxonomia identificada em CEP observa-se que a microbiota desenvolvida é

composta por 11 géneros significativos (AR>1% - Figura 30) com metabolismos
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predominantemente fermentativos e metanogénicos, diferentemente do que foi observado nas
culturas CSR e CET que apresentaram uma comunidade formada ao redor do ciclo de
oxidacdo e reducdo de compostos de enxofre.

Os géneros Syntrophus, Methanosaeta, Methanobacterium e Petrimonas predominaram
como nucleo microbiano, tanto na amostra CEP (in6culo origem) quanto na amostra An-CEP
(microcosmo com anilina), o que justifica os semelhantes indices de diversidade dessas

amostras.

Figura 30 - Abundancia relativa dos géneros identificados com AR > 1% nas amostras CEP e An-CEP. O
agrupamento outros corresponde aos géneros com AR inferior a 1% em ambas as amaostras.

Syntrophus: 25.11%

Methanobacterium: 5.24%
Syntrophus: 70.25%

CEP: 100.00% An-CEP: 100.00%

Methanosaeta: 58.46%

Methanobacterium: 6.71%
Methanosaeta: 6.55%

Petrimonas: 5.31% 8

Pelotomaculum: 2.40% -
Methanospirillum: 1.73% Outros: 0.93%
Longilinea: 1.65% Syntrophobacter: 1.39%
Rhizobium: 1.43% =
Janthinobacterium: 1.34%
Mesotoga: 1.00%
Syntrophobacter: 0.01%
QOutros: 1.62% =

Petrimonas: 6.64% I

Fonte: O Autor (2020).

Os autores Mcinerney et al. (2007) estudaram o genoma do género Syntrophus
avaliando os aspectos termodindmicos que limitam seu crescimento na comunidade
microbiana. Os autores afirmam que esse genero consegue obter energia de uma vasta gama
de compostos organicos como alcoois, AGVs, acidos aromaticos (benzoato), acidos organicos
e hidrocarbonetos. Apesar de toda essa versatilidade, todas essas reagdes sdo endergonicas e
sO acontecem quando o hidrogénio e/ou o formiato estdo em baixos teores no meio, fazendo
com que esses microrganismos vivam em consorcios sintroficos com arqueas metanogénicas e

outros géneros que utilizam Hx e formiato. Na Tabela 14 estdo descritas algumas reacGes
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propostas por Mcinerney et al. (2007), que demonstram como funciona o metabolismo
sintrofico desse género.

A taxonomia identificada em An-CEP se enquadra perfeitamente neste cenario de
sintrofia. O género Syntrophus (AR = 25,11%) se desenvolveu em consércio com 0s géneros
Methanobacterium (AR = 5,24%) que utiliza hidogénio para produzir metano e o género
Methanosaeta (AR = 58,46%) que se beneficia do acetato produzido ap6s a degradacdo dos
substratos organicos disponiveis, neste caso o acido benzoico proveniente da anilina. As
concentracdes de acido benzéico em An-CEP variaram de 0,2 a 1,8 mg/L durante o
monitoramento (210 dias) indicando que a rota de degradacdo da anilina foi por via de

carboxilagio e desaminagéo.

Tabela 14 - Reagdes envolvidas nos metabolismos sintréficos do género Syntrophus.

Reacses AG? (kJ/mol)  AG (kJ/mol)

Metanogénese hidrogenotrofica

4Hz + HCO3 + H* - CH4 + 3H20 -135,6 -15,8
Metabolismo sintrofico

Propionato™ + 3H>0 - acetato” + HCOs + H" + 3H> +76,1 -16,9
Butirato + 2H,0 - 2 acetato” + H" + 2H> +48,6 -39,2
Benzoato™ + 7H20 - 3 acetato” + HCO3z + 3H" + 3H> +70,1 -68,5

Fonte: Adaptado de Mcinerney et al. (2007).

As trés culturas analisadas nesta tese apresentaram habilidade em degradar anilina por
via de formacdo de acido benzéico (benzoato). Em nenhum dos experimentos foi detectada a
formacdo do intermediario central catecol. Comparando o desempenho, as culturas CET e
CSR apresentaram metabolismos de degradacao de anilina mais rapidos do que a cultura CEP,
necessitando de menos tempo para degradar cada realimentacdo de anilina. A taxonomia
apresentada para as trés culturas foi avaliada sob a forma de dendrograma, utilizando o indice
de Jaccard para verificar a similaridade das culturas estudadas (Figura 31).

O agrupamento formado mostrou que a microbiota presente nas amostras CEP e An-
CEP apresentam apenas 17% de similaridade com as demais amostras. A cultura CEP
representa em sua maioria um consoércio sintrofico metanogénico, diferentemente da
composicao apresentada pelos outros agrupamentos. Um segundo agrupamento foi formado

pelas amostras CET e An-CET, onde predominam géneros sulfetogénicos. Entretanto, a
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influéncia endogénica de substratos provenientes do amido de milho, utilizado para alimentar
a cultura CET no reator em foi coletada, estimulou o crescimento de géneros fermentativos e
metanogénicos no primeiro experimento. O ultimo agrupamento foi formado pelas amostras
CSR, An-CSR e T2-CET, onde predominaram géneros sulfetogénicos. Chama atencdo a
similaridade entre T2-CET e An-CSR (54%) indicando que as transferéncias realizadas com a
cultura CET aumentaram a semelhanca de sua taxonomia com a cultura CSR, uma vez que as
interferéncias endogénicas foram minimizadas, restando apenas a anilina e 0s compostos

oxidados e reduzidos de enxofre.

Figura 31 - Dendrograma elaborado através do indice de Jaccard, mostrando a similaridade entre as
amostras sequenciadas das culturas CET, CSR e CEP
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o = o o o
w - [, [*2] ~
I 'l A 1 A

L0
+FC'0
80
r60
-0'L

CET
56%

An-CET
21%

An-CSR
54%

T2-CET
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52%

Sinfrofica
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Fonte: O Autor (2020).

Este resultado comparativo traz & discussdo os efeitos causados pelos langcamentos
indevidos de efluentes parcialmente tratados ou ndo tratados, que as industrias téxteis
realizam de forma negligente nos rios. Os efeitos desses lancamentos refletem na composicéao
da microbiota desenvolvida nos rios contaminados, a ponto de apresentarem similaridade

acima de 50% com microbiotas desenvolvidas em reatores usados para tratar efluente bruto.
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Estima-se que cerca de 100 L de agua sejam utilizados para processar 1 kg de pecas de
jeans em uma lavanderia, o que segundo a Environmental Protection Agency (US-EPA,
1997), resulta na producdo de 3,7 milhdes de litros de efluentes todos os dias, no cenario
mundial. Especificamente no rio Capibaribe (Local de coleta da CSR) as industrias téxteis
consomem cerca de 137.300 m® de 4gua por més, resultando em uma langamento anual de
aproximadamente 1 milhdo de m® de efluente no curso do rio (CPRH, 2005). Em 2005
cinquenta e trés industrias téxteis foram autuadas pelo orgdo ambiental do estado de
Pernambuco por ndo disporem de tratamento adequado para os efluentes produzidos.

Em meio a este imenso desafio de tratar e preservar 0s mananciais contaminados, existe
uma abordagem que pode ser extraida para esse problema, que consiste na exploracdo dos
microrganismos desenvolvidos nesses ambientes contaminados. A cultura CSR dentre as trés
culturas testadas, foi a que apresentou o melhor desempenho na degradacdo de anilina, sem
necessitar de longos periodos de adaptacdo. Os resultados obtidos com o monitoramento da
CSR mostram que a microbiota presente no sedimento do rio contaminado apresentava
géneros microbianos com potencial metabolico para degradar poluentes de dificil degradacéo
como a anilina, tornando possivel a aplicacdo desses géneros em técnicas de bioaumentacao

para tratar areas contaminadas por poluentes estruturalmente semelhantes.
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5 CONCLUSAO

Os resultados discutidos neste trabalho mostraram que as trés culturas microbianas,
provenientes de sistemas de tratamento de efluentes téxtil (CET) e petroguimico (CEP), além
de sedimento de rio (CSR), apresentaram habilidade em degradar sucessivas alimentacdes de
anilina em ambiente estritamente anaerébio. Os resultados dos experimentos 1 e 2 com a
cultura CET mostraram que a capacidade dos ions nitrato e sulfato funcionarem como
aceptores finais de elétrons durante na rota de degradacédo da anilina, foi comprometida pela
presenca de outros substratos endogénicos, cuja degradacdo era termodinamicamente mais
favoravel que a anilina. Entretanto, como a cultura CET era sulfetogénica, a condi¢do onde o
sulfato foi adicionado externamente, resultou em constantes de velocidades de remocéo de
anilina (k = ,006 — 0.657 d!) ligeiramente maiores que nas condices anaerdbia (k = 0,006 —
0,027 d!) e com adigdo de nitrato (k = 0,007 - 0,167 d!). Mesmo apés a lavagem da cultura
CET, a mesma apresentava sulfato (30-50 mg/L) endogénico, o que justifica a semelhanca nos
comportamentos de remocdo de anilina nas trés condicOes testadas, sugerindo que a mesma
rota metabolica de degradacdo da anilina estaria acontecendo, sem uso do nitrato e do sulfato
como aceptores de elétrons para degradar a anilina.

Os resultados do sequenciamento das amostras coletadas no experimento 1, mostraram
que a microbiota dos microcosmos anaerébio (An-CET), com nitrato (N-CET) e com sulfato
(S-CET) foi composta principlmente pelos géneros Methanosaeta (AR = 30-47%),
Methanobacterium (AR = 1,0-2,4%), Desulfomicrobium (AR = 0,7-4,0%), Desulfobulbus
(AR = 1,5-4,9%), Trichococcus (AR = 3,2-8,6%) e Levilinea (Ar = 2,0-3,8%), 0s quais
conferem metabolismos metanogénico, sulfetogénico e fermentativo, como predominantes.

A aplicacdo de uma injecéo de glicose (500 mg/L) nos microcosmos do experimento 2
contendo a CET, aparentemente estimulou a degradacdo de anilina, apds uma fase lag de 50
dias. Entretanto, manter os microcosmos sempre alimentados com a mesma concentracdo de
glicose, fez com que a degradacéo de anilina fosse interrompida, provavelmente pelo fato de
que a glicose é um substrato energeticamente mais favoravel para os microrganismos do que a
anilina.

A hipétese da formacdo de acetato pela rota de degradacdo da anilina pode ser
levantada, uma vez que a presenca de Methanosaeta foi observada nos reatores com
diferentes inoculos. O acumulo de acetato, apés inibicdo da metanogénese, contribui para
corroborar a afirmativa. Diante disso, os resultados do experimento 3 utilizando o innibidor

BESA, mostraram que a inibicdo da metanogenese resultou em acUimulo de acetato na
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condicéo inibida, onde apenas anilina foi alimentada como fonte de carbono. Esse resultado
suporta a hipdtese de que a anilina poderia ser mineralizada a metano no final de sua rota.
Contudo, apenas esse resultado ndo é suficiente para comprovar essa hipotese.

O desempenho na remocdo de anilina apresentado pela cultura CSR foi superior as
demais culturas testadas. O intervalo de tempo necessario para remoc¢do de cada injecdo de
anilina, nos microcosmos contendo a CSR foi duas vezes menor que nos microcosmos com a
CET e com a CEP. Os géneros identificados na amostra de DNA sequenciada ao final do teste
de biodegradacdo com a CSR, mostrou que a composicao do nucleo microbiano era formada
por um grupo de bactérias relacionadas tanto a oxidacdo quanto a reducdo de compostos de
enxofre, representado pelos géneros Sulfuricurvum, Mesotoga, Desulfococcus e
Desulfomicroobium. Além desse grupo fez parte do nucleo microbiano o género Thauera,
bastante reportado na literatura por apresentar genes utilizados na degradacdo de diversos
compostos aromaticos.

Compilando as informac@es obtidas com todos os experimentos executados nesta tese é
possivel afirmar que o ambiente sulfetogénico teve papel fundamental na degradacédo
anaerdbia da anilina, que ocorre sem interferir no potencial metanogénico da cultura, podendo
0s dois metabolismos coexistirem ou até mesmo serem complementares. A coexisténcia
desses metabolismos foi proposta nesta tese no formato de uma rota metabdlica onde os
géneros identificados foram associados as suas potenciais fungdes quando submetidos a
ambiente anaerobio contendo apenas anilina como fonte de carbono e energia.

Além dessa abordagem metabolica, os resultados com CEP mostraram que culturas
sintroficas, predominentemente fermentativas-metanogénicas, também possuem potencial em
degradar anilina quando na presenca de generos que regulam a pressao parcial de hidrogénio

no meio, como no caso as arqueas hidrogenotréficas.
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