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RESUMO Os seguintes gêneros de bactérias não
•metanogênicas foram isolados e identificados de lodo 
granulado proveniente de um reator UASB operado com 
esgotos domésticos: Bu~vibrio fibrisolvens, Desulfouibrio 
desulfuricans e 5 culturas de Clostn'dium sp. Esses gêneros 
estão relacionados com as fases hidrolítica e acetogênica, e 
com a redução do íon sulfato na digestão anaer6bia. Outra 
cultura de bactéria isolada parece pertencer ao gênero 
Desuifotomaculum. Metha,wbacten·um sp e Methan<Jtrix sp 
foram os dois grupos de bactérias metanogênicas encontrados. 
O lodo granulado· apresentou valor de atividade metanogênica 
específica da ordem de 0,15g DQO-CH/gSSV.d1

, com 
grânulos esféricos (diâmetro de 4mm em média), resistentes e 
escuros. 

SUMMARY Species of non-methanogenic b3.cteria were 
isolated and identified in granular sludge from UASB 
reactors, treating domestic sewage: Butyrivi"brio fibrisolvens, 
Clostridium sp, Desulfovibrio desu!furicans. These species are 
related to the hydrolitic and ac~togenic phases and with the 
sulphate ion reduction in anaerobic digestion. It was also 
noticed bacteria similar to Desulfotomaculum. Two genus of 
methanogenic bacteria were isolated: Methanobacterium sp 
and Methanotrix sp. The granular sludge presented specific 
methanogenic activity values of about 0.15g 
COD-CH/gVSS.d1, with spherical (diameter about 4mm), 
resistant and dark granules. 

Os fenômenos de agregação de células e formação de biofilmes em 
suportes inertes, tornaram-se muito importantes para os estudos 

sobre digestão anaeróbia, devido ao desenvolvimento dos novos tipos 
de biodigestores, cuja 'taracterística principal é a boa retenção 

da massa bacteriana em seu interior. 

Os exemplos de biodigestores avançados mais conheci
dos são: filtros anaeróbios, reatores preenchidos com um 
material suporte inerte no qual um filme bacteriano ou bio
filme se desenvolve; reator de leito fluidificado, onde grãos 
de areia agem como suporte inerte para formação do bio
filme; reatores de fluxo ascendente e manto de lodo 
(UASB), no qual condições il'lerentes ao pÍóprio sistema 
promovem a formação de grânulos bacterianos. O conhe
cimento dos fatores que conduzem à formação dos grânu
los e do biofilme tem, portanto, grande interesse para o 
controle e operação dos reatores anaeróbios. 

Tem sido demonstrado que a ação conjunta desses fa
tores que têm origem biológica, física e química é a res
ponsável pela formação do lodo granulado. Os aspectos 
biológicos do sistema têm sido estudados em caráter des
critivo, isto é, as células bacterianas presentes nos grânu
los, vêm sendo isoladas e identificadas, porém muito pouco 
tem sido elucidado sobre a fisiologia e metabolismo dessas 
células para melhor compreensão do fenômeno de 
agregação. 

Hulshoff Pol etalii (1) descreveram a presença de Me
thanotrix sp e Methanosarcina sp em estudo sobre fatores 
que afetam a partida e a granulação em reatores UASB. 
Bruromeler et alii (2) e Dolfing et alii (3) confirmaram 
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a presença predominante da metanogênica acetotr6fica do 
gênero Methanotrix sp em digestores operando com uma 
mistura de ácidos acético e propiônico e com água residuá
ria de usina 1=1-çucareira, respectivamente. 

Novaes etrl,lii (4) apresentaram resultados sobre apre
sença de· um bacilo aCetotrófico formando longas cadeias, 
semelhante a Metluznotrix sp em reatores UASB operan
do com efluente de cervejaria. Além das espécies metano
gênicas, esse trabalho apresenta os resultados de isolamento 
e identificação de bactérias não-metanogênicas presentes 
nos grânulos de reator UASB operando com esgoto do
méstico. 

Materiais e métodos 

1. Reator de enriquecimento 
Um reator de 11 foi inoculado com grânulos esféricos 

(diâmetro de 4mm), resistentes e escuros, originados de 
um reator UASB para o tratamento de esgotos domésticos 
(5). O meio de cultura no reator, foi descrito por Karube 
et alii (6) e a temperatura foi controlada em 30°C. 

2. A composição dos meios de cultura para os procedi
mentos de isolflmento foi descrita por: Salinitro (7), meio 
para bactérias não-metanogênicas totais1; Postgate (8), 
meio E para bactérias redutoras do íon sulfato; Bryant (9) 
meio para bactérias metanogênicas acetotróficas e hidro
genotróficas; Huser et alii (10) meio para bactérias meta
nogênicas acetotróficas. 

3. Procedimentos para a manipulação de anaeróbios es
tritos: 

Método do ''roll-tube'' descrito por Hungate (12) mo
dificado por Bryant (9) e com as adaptações descritas no 

manual técnico da Cetesb, sobre contagens de bactérias 
anaeróbias (11). 

4 . .Testes para identificação bacteriana: 
Análise das Características morfológicas das colônias e 

das células bacterianas foram feitas em estereomicroscó
pio (40x) e microscopia de contraste de fase (1250x), res
pectivamente. 

As características fisiológicas foram analisadas através 
dos seguintes testes: coloração de gram, verificação de anae
robiose estrita, liquefação de gelatina, hidrólise de caseí
na, produção de catalase e oxidase, motilidade, crescimento 
em ágar sangue e nos substratos utilizados. Análise de al
guns produtos do metabolismo bacteriano tais como: áci
dos voláteis orgânicos (acético, propiônico, isobutírico, 
butírico, isovalérico e valérico), etanol, e composição dos 
gases (H2S, CH4 e CO2) foram realizadas por cromato
grafia gasosa ( cromatógrafo CG - 500). 

5. Testes para medida da atividade metanogênica es
pecífica foram efetuados segundo de Zeeuw (13). 

Resultados e Conclusões 

Nos grânulos provenientes do reator UASB operando 
com esgotos domésticos foi verificada a presença de espé
cies de bactérias metanogênicas e não-metanogênicas. Is
to sugere a formação de um microambiente no grânulo, 
onde ocorrem trocas entre os diversos grupos de bactérias 
como tem sido evidenciado nas etapas bioquímicas da di
gestão anaeróbia (14). 

A.fig. 1 mostra os grupos de bactérias isolados, os quais 
caracterizam os três passos da digestão anaeróbia: hidróli
se e fermentação, acetogênese e metanogênese. Coin os re-

Figura 1 - Grupos de bactérias isolaMs e os 3 passos da digestão anaeróbia. 
,. 

COMPOSTOS ORGANICOS COMPLEXOS 
1 1 

l , 
~ 

HIOROLISE E FERMENTAÇAO 
Butr,ivibrlo fibrisolvflns; C/ostridium sp 

ocúçores ,ácidos orgânicos ,compostos neutros, COz,H2 

l 
ACEmro ,. 

H2eC02 ACETOGENESE 
Dflsu/fovibrio df/511/furicons; Df/su/fotomocu/umsp 

Acetato, C02 , H2 

l 
METANOGÊNESE 

Alflthano/Joctflrium sp ; lllflthanotr,x sp . 
CH4 ,C02 ,H2 O 

Nota: 1 Meios de cultura modificados nos laborat6rios de anaer6bios da CETESB (11). 
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sultados de identificação dos tipos de bactérias, foi possí
vel a descrição de vias de utilização de compostos e forma
ção de produtos no reator, de acordo com os dados descritos 
em literatura (8,15,16), como pode ser visto na Tabela 1. 
Os ácidos voláteis orgânicos produzidos pelas culturas 
não-metanogênicas estão descritos separadamente na Ta
bela 2. Na fase metanogênica foram encontradas a bacté
ria hidrogenotrófica do gênero Methanobacterium sp e um 
bacilo gram-negativo, acetotrófico, formando longos fila-

mentos, o qual parece pertencer ao gênero Methanotrix sp. 

A atividade específica metanogênica do lodo foi em mé
dia O, 15g DQO-CH4/gSSV .d1, um valor considerado bai
xo em relação aos valores obtidos por de Zeeuw (13) para 
lodos granulados. Assim, estudos estão sendo realizados 
a fim de se adaptar melhores técnicas na avaliação da ati
vidade metanogênica de lodos anaeróbios provenientes de 
reatores UASB tratando esgoto doméstico. 

Tabela 1 - Degradação de compostos e formação de produtos na digestão anaeróbia. 

1- Bactérias hidrolíticas fermentativas -•celulolíticas: 
lactato + etanol + acetato + CO2 + H2 Celulose ---- celobiose + glicose ---

Butyriuibrio .fibrisolvens 
butirato + lactato + H2 + CO2 

butirato + lactato + H 2 + CO2 

Celulose ---- celobiose ----
glicose ---

Butyrivibrio .fibrisolvens1 

Hexoses 
butirato + etanol + CO2 + H2O + 2 ( celobiose glicose) ---

Clostrídios 
Celobiose ---- glicose 1P ---- etanol + acetato + lactato + butirato + formiato 

+ succinato + CO2 + H2 

glicose ---- etanol + acetato + lactato + butirato + formiato 
+ succinato + CO2 + H 2 

2-

3-

Clostridios1 

Hexoses 
(celobiose, glicose)---- acetato + propionato + isobutirato + isovalerato 

+ etanol + CO2 + H2 + 2 
Bactérias acetogênicas produtoras de H 2 
Bactéria redutora do ·íon sulfato (crescidas em baixas concentrações de SO,.""') 
Desulfovibrio desulfuricans1 

Lactato ---- acetato 
Ácidos orgânicos ---
Desulfotomaculum sp1 

+CO2 +H2 
acetato + CO2 + H2 

Lactato ---- acetato + CO2 + H2 
Etanol ---- acetato + CO2 + H 2 

D. desulfuricans1 

Lactato + SO~2 ---- acetato + H2S + 
Bactérias metanogênicas 
Hidrogenotrófica: Methanobacterium sp1 

H2 + CO2 ---- CH4 + H 2O 
Acetotrofica: Methanotrix sp1 

acetato ---- CH4 + CO2 

NOTAS: 1 - Bactérias estudadas 
2 - Produtos não identificados 

Tabela 2 - Formação de ácidos orgânicos pelas bactérias isoladas 

TIPOS DE BACTÉRIAS PRODUTOS 

Butyriuibrio .fibrisolvens butírico1 

Clostridium sp2 cult. 1 acético, propiônico, isobutírico, isovalérico1 

cult. 2 acético, propiônico, isobutírico, isovalérico1 

cult. 3 acético, propiônico, isobutírico, isovalérico1 

cult. 4 acético, propiônico1 

cult. 5 acético, propiônico, isobutírico, isovalérico 

Desulfovibrio desulfuricans acético1 

NOTAS: 1 - Detecção de etanol 
2 - Diferença entre as culturas quanto ao tamanho das células e posição dos esporos 
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