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Resumo

O uso de sistemas de recirculagio ¢ de reutilizagdo de dgua em aquacultura constitui
uma alternativa mais ecoldgica aos sistemas tradicionais em circuito aberto. Um dos
maiores problemas e requisitos destes sistemas ¢ a remogéo dos nutrientes inorgénicos,
nomeadamente dos nitratos. A remogdo dos nitratos pode ser realizada através de
métodos fisico-quimicos e bioldgicos. A desnitrificacdo biolégica pode oferecer uma
remogdo eficiente e mais econdmica deste nutriente.

Este trabalho teve como objectivo caracterizar ¢ descrever um organismo desnitrificante
isolado de uma piscicultura marinha, identificado como pertencente ao género
Pseudomonas encontrando-se, segundo a andlise do gene 16S rRNA efectuada, muito
proxima de Pseudomonas gessardii, Pseudomonas synxantha, Pseudomonas libanensis,
Pseudomonas reactans e Pseudomonas fluorescens.

Foi avaliado o efeito dos pardmetros oxigénio dissolvido, salinidade, fontes de carbono,
razio C/N e temperatura no crescimento e efectuada uma avaliagdo da capacidade de
desnitrifica¢do deste microrganismo.

Em condig¢Oes aerdbias ¢ a uma temperatura de 25 °C a presenca de NaCl no meio ndo
pareceu afectar o crescimento bacteriano, mas a uma temperatura de 30 °C a biomassa
formada atingiu 423 e 276 mg/L, sem ¢ com 2,8 % de NaCl, respectivamente. Para estas
temperaturas as taxas de crescimento variaram entre 0,12-0, 17 h' e 0,22-0,28 h',
respectivamente.

De entre as fontes de carbono testadas com meio minimo os melhores resultados
obtiveram-se com o extracto de levedura, tanto em condigdes acrébias como em anoxia,
tendo a taxa de crescimento com este substrato variado entre 0,05-0,13 h'. O
microrganismo estudado apresentou comportamentos semelhantes com a glucose € o
acetato de sodio e em condi¢des andxicas as taxas de crescimento variaram entre 0,02 h’
' (razsio C/N=2.0) e 0,04 h! (razio C/N=1.0). O crescimento com metanol, em
condi¢des andxicas, para razdes C/N de 1 e de 2 foi pouco significativo. Em condig¢des
acrobias as taxas de crescimento duplicaram relativamente a&s observadas em
anaerobiose para qualquer uma das fontes de carbono testadas.

Num meio com peptona, com uma salinidade de 2,8 % e com uma concentragdo de 300
mg/L de N-NOs a taxa especifica de redugdo do N-NOj" variou entre 1,2 e 10,4 mg N-
NO; /(g biomassa. h) e a taxa especifica de redu¢do do N-NOy" variou entre 2 e 5,6 mg
N-NO, /(g biomassa.h). O azoto sob estas formas foi totalmente reduzido em menos de
40 horas, apesar de ter ocorrido uma acumulagio temporéria de nitrito. O processo de
desnitrificagdo foi mais eficiente quando o microrganismo cresceu num meio minimo
com uma concentra¢do de 40 mg/L de N-NOj’, nfio ocorrendo acumulagdo de N-NO,".
Neste caso, a taxa especifica de redugdio de N-NO;™ foi 13,0 mg N-NO;/(g biomassa.h)
e a taxa especifica de redugfio do N-NO; foi 8,20 mg N-NO,/(g biomassa.h). Estes
compostos foram totalmente reduzidos em menos de 25 horas.

A capacidade de adsor¢do da bactéria aos suportes carvdo activado granular, argila
expandida (leca) e anéis de acrilico foi avaliada a partir da quantifica¢do das bactérias
presentes no sobrenadante de culturas expostas aos materiais ¢ das bactérias presentes
nos respectivos suportes. Verificou-se que o carvdo activado foi aquele onde ocorreu
uma maior adsor¢do, seguido da leca e dos anéis de acrilico.



Abstract

The use of systems of water re-circulation and re-use in aquaculture constitutes a more
ecological alternative to the traditional systems in open circuit. One of the biggest
problems and requisites of these systems is the removal of inorganic nutrients, namely
nitrates. The removal of nitrates can be done through physico-chemical and biological
methods. The biological denitrification offers a more efficient and economic removal of
this nutrient.

The aim of this work was to characterize and to describe a denitrifying organism,
isolated from a marine fish farm, identified as belonging to the genus Pseudomonas,
being, according to the analysis of the gene 16S rRNA, closely related to Pseudomonas
gessardii, Pseudomonas synxantha, Pseudomonas libanensis, Pseudomonas reactans
and Pseudomonas fluorescens.

1t was evaluated the influence of factors dissolved oxygen, salinity, carbon sources, C/N
ratios and temperature on its growth and the denitrification capacity of this
microorganism was also assessed.

In aerobic conditions and with a temperature of 25 °C the presence of NaCl in the
culture medium was not determining in terms of bacterial growth, but with a
temperature of 30 °C the formed biomass reached 423 and 276 mg/L, without and with
2,8 % of NaCl respectively. Within these temperatures, the growth rates varied between
0,12-0,17 b’ and 0,22-0,28 h™' respectively.

Among the carbon sources assayed in mimimal medium the best results were obtained
with the yeast extract either in aerobic conditions or in anoxia, having the growth rate
ranged from 0,05 to 0,13 h™' with this substrate. The microorganism presented similar
results with glucose and sodium acetate and in anoxic conditions the growth rates
ranged from 0,02 h"' (for C/N=2.0) and 0,04 h"' (for C/N=1.0). The growth with
methanol, in anoxic conditions, and C/N ratios of 1 and 2, was less significative. In
aerobic conditions the growth rates doubled comparatively to the ones observed in
anaerobiosis with all tested carbon sources.

Using a medium enriched with peptone, a salinity of 2,8 % and a concentration of 300
mg/L of N-NO;" the specific N-NOs reduction rate varied between 1,2 and 10,4 mg N-
NO; /(g biomass.h) and the specific reduction rate of N-NO;" varied between 2 and 5,6
mg N-NO, /(g biomass.h). These nitrogenous compounds were completely reduced in
less than 40 hours, though a transient accumulation of nitrite was observed. The
denitrification process was more efficient when the bacteria grew in a minimal medium
with a concentration of 40 mg/L of N-NO;". In this case there was no N-NOy
accumulation and the observed specific reduction rates were 13,0 mg N-NO;/(g
biomassa. h) for nitrate and 8,20 mg N-NO, /(g biomass.h) for nitrite. These compounds
were completely reduced in less than 25 hours.

The bacteria adsorption capacity to granular activated carbon, light expanded clay
aggregates and acrylic rings was evaluated from the quantification of suspended
bacteria in cultures exposed to these materials and of the bacteria present on the
respective supports. It was observed that the activated carbon was the one where a
higher adsorption occurred, followed by the light expanded clay aggregates and the
acrylic rings.

i




Resumée

L'usage de systémes de recirculation et de réutilisation de I'eau en aquaculture constitue
une option plus écologique par rapport aux systémes traditionnels en circuit ouvert. Un
des plus grand problémes et demandes des ces systémes c’est la remotion des nutrients
inorganiques ou plus précisément des nitrates. La remotion des nitrates peut étre réalisé
a travers des méthodes physico-chimiques et biologiques. La denitrification biologique
peut offrir une remotion efficace et plus econdmique de ces nutrients.

Ce travail a eu comme objectif caractériser et décrire un organisme dénitrifiant isolé
d'une pisciculture marine, identifié comme lié¢ au genre Pseudomonas et, d’ accord avec
I'analyse du géne 16S rRNA effectué, trés proche de Pseudomonas gessardii,
Pseudomonas  synxantha, Pseudomonas libanensis, Pseudomonas reactans et
Pseudomonas fluorescens.

On a aussi évalué I'effet des paramétres oxygeéne dissous, salinité, sources de carbone,
raison C/N et température dans la croissance et on a effectué une évaluation de la
capacité de denitrification de cet organisme.

Dans les conditions aerobiques et a une température de 25 °C la présence de NaCl dans
le milieu de culture ne semble pas affecter la croissance bactérienne, mais a une
température de 30 °C la biomasse formé a atteint 423 ¢ 276 mg/L, sans et avec 2,8 % de
NaCl respectivement. Pour ces températures les taux de croissance ont vari€ entre 0,12-
0,17 h' et 0,22-0,28 h! respectivement.

Parmi les sources de carbone testés en milieu minimum les meilleurs résultats ont été
obtenus avec 1'extract de levure soit dans les conditions aerobiques soit en anoxie et le
taux de croissance avec ce substrat a varié entre 0,05-0,13 h''. Le microorganisme
étudi¢ a présenté des comportements semblables avec la glycose et acétate de sodium et
en conditions anoxiques les taux de croissance ont varié entre 0,02-0,04 h', pour les
raisons C/N de 1 e de 2. La croissance avec méthanol en conditions anoxiques, pour une
raison C/N 1 e 2 a été peu significative. En conditions acrobiques les taux de croissance
ont dupliqué dans un milieu avec peptone comparativement aux résultats en
anaerobiosis pour toutes les sources de carbone essayges.

Dans un milieu avec peptone, une salinité de 2,8 % et une concentration de 300 mg/L de
N- NOj, le taux spécifique de redution de N-NOs™ a varié entre 1,2 et 10,4 mg N-NO5’
/(g biomasse.h) et le taux spécifique de redution de N-NO;" a vari¢ entre 2 et 5,6 mg N-
NO,/(g biomasse.h). L azote sur ces formes a été totalement réduit en moins de 40
heures, malgré 1'accumulation temporaire de nitrite. Le processus de denitrification a
été plus efficace quand le microorganisme a été cultivé dans uns milieu minimum avec
une concentration de N-NO; de 40 mg/L. Dans ce cas-la il n’y a pas eu une
accumulation de N-NO; et le taux spécifique de redution de N-NO;™ a été de 13,0 mg
N-NOs/(g biomassa. h) et la taux spécifique de redution de N-NO; a été de 8,20 mg N-
NO, /(g biomasse.h). Ces composés ont été totalement réduits en moins de 25 heures.
La capacité d'adsorption de la bactérie aux supports de charbon activé granulé, leca

(« light expanded clay aggregates ») et des anneaux d'acrylique a ét¢ évalu¢ a partir de
la quantification des bactéries présentes en suspension dans des cultures exposées a ces
matériaux et des bactéries présentes dans les respectives supports. On a vérifié que le
charbon activé a été ce ot on a constaté la plus grand adsorption, suivi de la leca et des
anneaux d acrylique.
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Introdugdo

1 — Introducio

1.1. O nitrato como poluente aquatico

A presenga de nitrato na agua superficial e na dgua subterrinea, tem aumentado nos
ultimos anos tanto na Europa como nos Estados Unidos. O nitrato € a causa principal da
doenga designada por metamoglobina que ocorre principalmente nas criangas e pode
originar malformagdes congénitas, suspeitando-se ainda que a redugdo do nitrato e
consequente formagdo de nitrosaminas no estOmago pode provocar 0 Cancro
(Wisniewski et al., 2001). A remocdo de nutrientes, nomeadamente do nitrato, das aguas
residuais e da 4gua para consumo tornou-se obrigatoria. A legislagdo existente na
Europa e nos Estados Unidos determina como valores maximos de nitrato na 4gua para
consumo humano, 12 mg/L e 10 mg/L, respectivamente (Glass e Silverstein, 1998). O
mesmo sucede em Portugal, cuja legislacdo define pardmetros de qualidade da 4gua em
fung¢io da sua utilizagdo e impde limites nas descargas de efluentes (D.L. 236/98 ¢ D.L.
152/97).

A eutrofizacio das aguas subterrdneas por contaminag¢@o com nitratos estd na origem de
sérios problema sociais e econdmicos (Gomez et al., 2002). Para este processo contribui
a agricultura, devido & aplicagdo generalizada de fertilizantes, que sdo uma fonte
importante de contaminagdo por lixiviagdo (Wasik et al.,, 2001). O nitrato ¢ muito
soltvel em agua e ¢ facilmente transportado tanto para as aguas subterrdneas como para
as aguas superficiais.

Por outro lado, quantidades elevadas de nitrato sdo encontradas nos efluentes das
industrias do celofane, de explosivos, fertilizantes, pectina, metalurgia e mesmo na
industria nuclear referenciando-se, por exemplo, nestes efluentes, quantidades de nitrato
superiores a 1000 mg/L (Glass e Silverstein, 1998).

Outro sector de actividade cujo impacto ambiental se tem acentuado nos ultimos anos €
a piscicultura, devido a sua grande expansdo. Esta actividade aquicola produz residuos
(solidos e nutrientes) em resultado dos produtos de excregdo libertados pelos peixes e
das perdas de alimento nfo ingerido (van Rijn, 1996). O controlo da qualidade da dgua ¢

a chave para o sucesso deste tipo de actividade.
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1.2. As pisciculturas e o controlo da qualidade da 4gua

A maioria das pisciculturas funciona em sistema “aberto” o que conduz a dois
problemas principais: (1) consumo elevado de energia para bombeamento da agua; (2)
grande quantidade de dgua poluida libertada para o meio ambiente. Estas pisciculturas
encontram-se normalmente em regides com um amplo fornecimento de 4gua nio
contaminada (van Rijn et al.,, 1996). Em alternativa, existe um segundo método de
produgdo que funciona em sistema “fechado”, com recirculagdo da agua, o que permite
diminuir o consumo desta ¢ a polui¢o associada (Sauthier et al., 1998), pois os sistemas
de recirculagdo incorporam estratégias para manter a qualidade da dgua. Por isso, estes
sistemas sd0 mais ecoldgicos, pois menos 4dgua ¢ consumida e 6 uma pequena parte ¢
descarregada ap0és tratamento (van Rijn, 1996).

Os problemas mais comuns na qualidade da 4gua nestes sistemas s3o: a diminuigdo do
oxigénio dissolvido, a elevada concentragdo do CO,, a acumulagdo de matéria organica
e de azoto inorgénico, em especial de amonio ¢ de nitrito, que sfo toxicos para os peixes
em determinadas concentragdes. Com efeito, muitos organismos aquaticos, incluindo os
peixes, apresentam uma toxidade cronica para concentragdes de amoénio e nitrito da
ordem de 10~ g/L. No entanto, as mesmas espécies conseguem tolerar concentragdes de
nitrato até 50 mg/L (Lee et al., 2000). Por isso, nos sistemas intensivos de aquacultura,
os nitratos tém sido considerados pouco toxicos para a satide dos peixes e por isso
poucos estudos tém sido realizados sobre a remogfo de nitratos nestes sistemas
(Aboutboul et al.,, 1995). No entanto, uma concentra¢do elevada de nitrato deve ser
evitada devido a possibilidade de acumulagfo de nitritos ¢ devido aos limites impostos
pela legislagio quanto as descargas dos efluentes (Aboutboul et al., 1995). Deste modo,
um dos aspectos a estudar nos sistemas de recirculagdo é a acumulagio de nitratos € a
sua posterior remogao.

Uma piscicultura com recirculagio da dgua apresenta normalmente um sistema de
tratamento com os seguintes componentes: tanques para peixes, onde ocorre o
crescimento dos mesmos; um separador de particulas que remove fezes e restos de
alimento ndo ingerido; um filtro mecénico (50 um de malha) que remove pequenas
particulas; uma coluna empacotada que remove o CO; ¢ mantém o pH estavel; por
vezes uma unidade de desinfec¢dio por ultra-violetas, que controla o crescimento
bacteriano no sistema ¢ um filtro bioldgico que reduz o aménio a nitrato (Leonard et al.,

2002).
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Existem, contudo, dois obstaculos fundamentais que dificultam a implementagéo
generalizada desta tecnologia. Em primeiro lugar, o custo efectivo dos diferentes
componentes do sistema. Em segundo lugar, as estratégias de gestio até agora usadas
ndo t€m encorajado a adop¢do de novas tecnologias por esta inddstria. Por estes
motivos, muitos aquacultores acreditam que a tecnologia de recircula¢io é demasiado
cara para a cultura da maior parte das espécies (Lee et al.,, 2000). Acresce a este
panorama o facto de, até agora, as pisciculturas marinhas com recircula¢io terem sido
um fracasso econdmico, devido a falhas no desenho técnico dos sistemas de produgéo e
de tratamento de 4gua ou devido a operagdes incorrectas dos mesmos (Blancheton,
2000).

Sendo assim, a aplicagdo desta tecnologia as actuais pisciculturas requer um enorme
esforgo para ultrapassar o problema de mudanga de escala de todos os componentes do
sistema global de produgdo. Esta questdo ¢ ainda mais notéria quando se aborda a
problematica dos sistemas de recirculag@o nas pisciculturas marinhas, para as quais
existem poucas aplicagdes comerciais devido ao facto de os peixes de dgua salgada
serem mais sensiveis a produgéo com reciclagem total da dgua (Blancheton, 2000).

Por estas razdes, a remog¢fo dos poluentes em agua salgada deve ser ainda mais
aperfeigoada, de modo a promover uma eliminagdo o mais completa possivel dos

mesmos.

1.3. Métodos biologicos de remocfio dos nitratos

Um dos maiores problemas da aquacultura moderna, no que concerne a tecnologia de
biofiltra¢do e ao avango na tecnologia da recirculacéo, é o custo efectivo da remo¢io do
nitrato (Menasveta et al., 2001). O nitrato pode ser removido usando métodos fisico-
quimicos ou bioldgicos (Metcalf e Eddy, 2003).

Os trés principais processos fisico-quimicos usados na remogdo de nitratos sdo: a troca
i6nica, a osmose reversa ¢ a electrodidlise. Estes processos sdo eficientes na remogao de
varios 10es ¢ sais especificos, mas de custo elevado. Por outro lado, produzem grandes
quantidades de “residuos” que sdo constituidos por grandes concentra¢des de nitratos e
por outros ides presentes na agua (cloro, sulfato, hidrogenocarbonato) (Wisniewski et
al., 2001).

Ja a remogfo biologica de nitratos tem demonstrado ser um método mais avancgado,

selectivo e sobretudo mais economico do que os métodos fisico-quimicos (Loukidou e
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Zouboulis, 2001; Metcalf ¢ Eddy, 2003). As vantagens econémicas resultam sobretudo
da redugdo do consumo de alcalinidade ¢ das necessidades em arejamento (Kornaros e
Lyberatos, 1997), porque a desnitrificagdo biologica conduz a uma subida do pH e
OcorTe em anoxia.

Os principais processos bioldgicos usados no tratamento de dguas podem ser divididos
em duas grandes categorias: tratamento com biomassa suspensa ou tratamento com
biomassa fixa. Nos processos de biomassa suspensa, 0s microrganismos responsaveis
pelo tratamento sdo mantidos em suspensio por processos apropriados de mistura. No
processo de biomassa fixa os microrganismos responsaveis pelo biotratamento de
poluentes, como o nitrato, estdo aderidos a um material inerte formando um biofilme.
Os materiais usados como suporte bacteriano incluem rochas, cascalho, areia e varios

tipos de plastico e outros materiais sintéticos (Metcalf e Eddy, 2003).

1.4. O processo de desnitrificacfio

Nos processos bioldgicos, a remogao de nitrato pode ocorrer de dois modos: através da
assimilagdo do nitrato ou pela via dissimilatoria do nitrato. A via assimilatoria envolve a
redugdo do nitrato até amonio, que € utilizado para a sintese celular. Este processo
acontece quando o aménio ndo estd disponivel e nfo existe uma dependéncia da
concentragdo de oxigénio. Por outro lado, a via dissimilatoria ou desnitrificagio
bioldgica esta associada a cadeia respiratoria de transporte de electrdes (Metcalf e Eddy,
2003).

A desnitrificag@o bioldgica é um processo mediado por bactérias heterotroficas. As
bactérias desnitrificantes sdo na sua maioria anaerdbias facultativas que se encontram
distribuidas com uma grande ubiquidade no solo ¢ na 4gua (Wasik et al., 2001). Estas
bactérias usam substincias organicas como fonte de carbono ¢ energia, ¢ utilizam como
aceitador de electrdes, por ordem de preferéncia, oxigénio dissolvido, nitrato e sulfato
(Sauthier et al., 1998). A desnitrificagdo produz menos energia do que a respiracio
aerdbia, levando a um crescimento microbiano mais lento. No entanto, na auséncia de
oxigénio, o nitrato torna-se o aceitador de electrdes preferencial transformando-se em
nitrito. Em presenca de um dador de electrdes (carbono) em excesso, o nitrito também
serve de aceitador de electrdes e ¢ convertido em primeiro lugar, em 6xido nitrico (NO),
depois em 6xido nitroso (N,O) e posteriormente em azoto molecular (N;) (Menasveta et

al., 2001). Ha autores ainda (Nurse, 1980; Rhee et al. 1997), que consideram que o
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6xido nitroso pode também ser utilizado como receptor de electrdes. Este conjunto de
passos ¢ mediado por quatro enzimas: nitrato redutase, nitrito redutase, oxido nitrico
redutase e oxido nitroso redutase. Este processo também € conhecido por redugdo

dissimilatoria do nitrato (Prescott at al., 2002).

1.5. Os microrganismos desnitrificantes

Existem algumas incertezas sobre as bactérias que estdo envolvidas na desnitrificagio
dos efluentes industriais, assim como sobre a contribuigdo das mesmas para a redugao
do nitrato e nitrito em condi¢des anoxicas (Drysdale et al., 1999). E mais ou menos
consensual que os organismos pertencentes ao género Pseudomonas sdo os
microrganismos predominantes neste processo (Drysdale et al., 1999). No entanto,
outras espécies heterotroficas contribuem para o mesmo como, por exemplo,
Achromobacter,  Agrobacterium,  Alcaligenes,  Bacillus, Chromobacterium,
Flavobacterium, Hyphomicrobium, Vibrio e outros (Drysdale et al., 1999). No entanto,
muitas delas nfo concluem o processo, isto €, apenas reduzem o nitrato a nitrito. Outras
completam a desnitrificagdo, pois possuem as enzimas nitrato € nitrito redutase, mas
com uma taxa de desnitrificagdo muito lenta.

O género Pseudomonas abrange um grupo de organismos com um metabolismo muito
versatil ¢ com uma grande ubiquidade tanto no solo como na 4dgua (Gogfrey et al,,
2001). No entanto, a identificacdo das bactérias pertencentes a este grupo ndo € ficil e
muitas vezes fica limitada ao género, nio se conseguindo realizar uma caracterizagio
total (Johnsen et al., 1996; Tryfinopoulos et al., 2002).

Por outro lado, a maior parte dos estudos sobre cinética da desnitrifica¢éo, realizados
com consorcios bacterianos, sfo muitas vezes mal definidos. A rentabilizagdo dos
sistemas de desnitrificagfo apresenta sérias dificuldades devido as interacgdes entre as
varias espécies bacterianas ¢ substratos usados ¢ ao facto de a reproduc¢io dos resultados
experimentais ser quase impossivel. Por exemplo, Martienssen e Schops (1997)
descobriram diferencas nas taxas de desnitrificagdio da ordem dos 900 % usando
suspensdes de efluentes provenientes de vérios sistemas de lamas activadas. As
diferencas também se fizeram notar em estudos experimentais sobre a desnitrificagéo
com diferentes efluentes e estes autores verificaram ainda que havia grandes diferengas
nas concentra¢des de nitritos acumulados, nas mesmas condi¢des. Por outro lado, um

modelo baseado em estudos com culturas puras ¢ com um meio bem definido permite
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determinar o efeito de varios pardmetros (razdo C/N, concentracdo de oxigénio
dissolvido e outros) directamente no processo de desnitrificagfo, assim como permite
conhecer as condigdes que levam & acumulacdo de nitritos (Marazioti et al., 2003).

No que respeita 4 industria da aquacultura poucos estudos tém sido realizados sobre as
bactérias nfo patogénicas presentes nestes sistemas, incluindo as bactérias
desnitrificantes, especialmente em pisciculturas de dgua salgada com recirculago
(Borges et al., 2003). Também se verifica que a maior parte dos estudos efectuados tém
um carécter experimental e ndo se aplicam directamente a realidade dos sistemas de

aquacultura (Leonard et al., 2000).

1.6. Factores que influenciam a desnitrificacio

Para aumentar a eficiéncia da desnitrificagdo bioldgica no tratamento de dguas residuais
tem de haver um controlo de alguns pardmetros, tais como a fonte de carbono
disponivel, o oxigénio dissolvido no efluente, a razdo C/N, a salinidade, o pH, a
concentragdo de nitratos e nitritos no meio e a temperatura (Martienssen e Shcops,
1997; Metcalf e Eddy, 2003; Gomez et al., 2002). O processo de desnitrificagido
biologica se ndo for bem controlado pode levar a acumula¢do de nitritos, os quais,
conforme anteriormente referido, sdo altamente téxicos para os peixes, para além de
inibirem o proprio processo (Rhee et al, 1997). A acumulagdo de nitritos pode
acontecer devido a inibi¢do da enzima nitrito redutase pelo oxigénio dissolvido ou pelo
nitrato em excesso, pelas flutuagdes ambientais ou pela falta de carbono (Martienssen e
Schops, 1997). Outros estudos demonstram que em alguns organismos desnitrificantes,
a acumulagio de nitrito ¢ causada pela competicdo entre as enzimas nitrato redutase e

nitrito redutase (van Rijn et al., 1996).

1.6.1. Fontes de carbono

Os microrganismos envolvidos na desnitrificagdo séo heterotréficos e por isso obtém o
carbono para o crescimento celular a partir da matéria orgénica.

Nos sistemas de tratamento bioldgico, depois dos efluentes passarem pelos diferentes
componentes do sistema, a concentragdo do carbono orginico ¢ em muitos casos
insuficiente para que o processo de desnitrificag@o acontega (Timmermans e Van Haute,

1983). Deste modo, tem que ser adicionada uma fonte de carbono externa (van Rijn et
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al, 1996), pois a deficiéncia em carbono pode provocar uma acumulagdo de nitritos
(Martienssen e Shops, 1997).

Os compostos mais usados pelas bactérias desnitrificantes sdo compostos organicos
simples (metanol, etanol, acetato, acidos organicos simples), substratos vegetais naturais
(6leo vegetal, leite, margarina) ou de origem animal (gordura) (Wasik et al., 2001). A
fonte de carbono empregue pode induzir diferengas significativas na eficiéncia da
desnitrificagdo (van Rijn et al., 1996). A escolha de uma fonte de carbono externa
obedece a varios requisitos: custos reduzidos, ndo deve ser tdxica ou perigosa em
termos ambientais, ¢ estimular uma desnitrificagdo completa (Lee ¢ Welander, 1996).
Segundo varios autores (Lee et al., 2000; Menasveta et al., 2001; Wasik et al., 2001;
Gomez et al., 2002) o metanol € o dador de electrdes mais adequado para os
microorganismos que libertam azoto molecular a partir de nitrato ou nitrito.
Consideram, ainda, que certas fontes de carbono (agucares e acetato) podem resultar na
produg¢do e acumulagdo de acidos organicos, que podem fazer baixar o pH. No entanto,
varios agucares (glucose, sacarose, lactose, frutose ¢ galactose) sdo usados
frequentemente em situagdes reais por causa do seu baixo custo e da sua presenga nos
efluentes industriais (Pinar et al., 1998; Gomez et al., 2002). Bilanovic et al. (1999)
realizaram um estudo sobre o custo das fontes de carbono mais usadas no processo da
desnitrificacdo. Os mesmos constataram que o metanol era a fonte com mais baixo
custo. No entanto, este processo requer grandes quantidades de metanol por volume de

agua contaminada a tratar, o que torna a sua utilizagdo dispendiosa.

1.6.2. Oxigénio dissolvido

A presenca de oxigénio dissolvido afecta todos os passos da desnitrificagdo, embora de
forma desigual (Jobbagy et al., 2000). Julgava-se que a desnitrificagio era um processo
estritamente anaerdbio, pois muitos investigadores descobriram que concentragdes
reduzidas de oxigénio podiam causar a completa cessagdo da actividade desnitrificante.
Contudo, o efeito do oxigénio nos organismos desnitrificantes depende das estirpes
microbianas consideradas. Por outro lado, como a desnitrifica¢fio produz menos energia
do que a respira¢do aerdbia, o nitrato ¢ preterido em favor do oxigénio (Gomez et al.,
2002; Prescott et al., 2002; Gerhardt et al., 1994). Sabe-se também que o oxigénio
dissolvido parece inibir a actividade da enzima nitrato redutase (Komaros e Lyberatos,

1998). Os autores Jobbagy et al. (2000) demonstraram que, s6 quando se assegura
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efectivamente a remogio de oxigénio do meio ¢ que a desnitrificagdo € eficiente, e que
quando a concentragdo de oxigénio dissolvido ¢ baixa se observa uma diminuigio
consideravel da taxa de desnitrificagdo. Segundo os mesmos autores, o impacto da
penetragdo de oxigénio depende da quantidade de carbono presente. Isto é, se a
quantidade de carbono for inferior a concentragdo de azoto, a inibigio da

desnitrificacdo, pela presenga de oxigénio dissolvido, sera maior.

1.6.3. Razdo C/N

A razio Optima entre o carbono e o azoto (C/N) para bactérias desnitrificantes ndo
apresenta um valor consensual na literatura consultada. Por exemplo, Wasik et al.,
(2001) concluiram que a razdo 6ptima usando metanol, etanol ou 4cido acético era,
respectivamente, de 0,93, 1,05 ¢ 1,32. No entanto, os mesmos autores observaram que a
remo¢do completa do nitrato de um determinado efluente, usando um outro consorcio
de bactérias desnitrificantes, s6 acontecia quando a razio C/N era de 2,14. J4
Martienssen e Schops (1997) observaram que durante o tratamento de efluentes com
metanol num bioreactor de lamas activadas acontecia uma grande acumulagdo de
nitritos para uma razdo C/N inferior a 1,5. Por outro lado, sé6 menos de 0,1 % das
bactérias isoladas eram capazes de reduzir o nitrito para uma razio C/N superior a 2,5.
Num estudo realizado por Sauthier et al. (1998) com um efluente de pisciculturas de
agua salgada, verificou-se que uma razdo C/N baixa, inferior a 0,5, conduzia a uma
desnitrificacio parcial, mas para uma razio elevada (superior a 1,5) havia uma
diminuigdo do potencial de oxidag¢do-redugiio e que, quando este pardmetro era
negativo, ocorria uma acumulagio de sulfitos devido a redugdo dos sulfatos presentes na
agua do mar. Ora, sabe-se que os sulfitos sdo ainda mais téxicos que os nitritos para os
peixes (Sauthier et al.,, 1998). O valor éptimo para a razdo C/N determinado neste
trabalho foi 1.0. Uma administragdo ponderada da fonte de carbono de modo a
equilibrar a razdo C/N, estabiliza o processo de desnitrificacdo evitando a instabilidade
e a formagdo quer de nitritos, quer sulfitos, permitindo ainda uma reduciio eficiente do

nitrato (Menasveta e at al., 2001).
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1.6.4. Salinidade

Poucos estudos t€m sido realizados sobre o efeito da salinidade na desnitrificagdo e, por
isso, ndo existe grande consenso sobre este assunto (Glass e Silverstein, 1999). Os
estudos ja realizados indicam que a salinidade tem um efeito adverso na performance
dum sistema tipico de tratamento de efluentes. Panswad e Anan (1999) verificaram que,
a medida que aumentava a salinidade, diminuia a taxa de desnitrificacdo. Os mesmos
autores demonstraram que a eficiéncia na remogdo de azoto pode ser melhorada num
sistema bioldgico de tratamento de efluentes salinos se as culturas bacterianas usadas
forem aclimatadas. Concluiram, ainda, que as bactérias desnitrificantes sio capazes de
se adaptarem a ambientes de grande salinidade. Por outro lado, Yang et al. (1995) ao
estudarem um consércio imobilizado observaram que o processo de desnitrificagio
diminuia para 75 % da sua eficacia a partir de 20 g/ de NaCl e que quando a
concentragdo de NaCl aumentava para 30 g/L, a capacidade de desnitrificagdo diminuia
para 60 % do seu valor maximo.

Em 4gua do mar, conforme referido anteriormente, um dos problemas do processo de
desnitrificagdo resulta da sua maior concentragdo de sulfatos. Em condigdes anaerobias,
o sulfato pode servir de aceitador de electrdes e ser reduzido a sulfito, que ¢
extremamente toxico para os peixes. Contudo, se o potencial de oxidagdo-redugdo for

elevado previne-se a redugdo do sulfato (van Rijn, 1996; Sauthier et al. 1998).

1.6.5. pH

Cada microrganismo tem um valor de pH optimo, desenvolvendo-se numa gama de
valores de pH que permitem o seu crescimento. A maioria das bactérias cresce melhor
em condiges de neutralidade, com um pH entre 6,5 ¢ 7,5 (Ferreira e Sousa, 1998). O
pH dos oceanos varia entre 7,5 ¢ 8,5 e a maior parte dos microrganismos marinhos tém
um crescimento Optimo, em meio de cultura, num intervalo de pH compreendido entre
7,2 e 7,6 (Pelczar, 1993).

Para valores de pH entre 7,0 e 8,0 ndo se verificam alteragdes significativas da taxa de
desnitrificagdo (Dinger e Kargi, 2000). Alguns autores demonstraram em testes
efectuados em regime “batch” que um decréscimo do pH de 7,0 para 6,0 pode provocar

uma diminuigdo da taxa de desnitrificagdo (Metcalf ¢ Eddy, 2003).
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1.6.6. Concentracio de nitrato e nitrito

Sabe-se que a redugdo do nitrato é inibida pela presenca de nitrito. Por outro lado, a
redugdo do nitrito também pode ser inibida pela presenca de nitrato (Martienssen e
Schops, 1997). Alguns autores demonstraram que ocorria a acumulacdo de nitrito numa
cultura de Pseudomonas denitrificans quando o nitrato estava presente. Com efeito, a
adi¢@o de 30 mg /L de N-NO;” depois da reduciio do nitrito se ter iniciado, levou a uma
diminui¢do de 61 % na taxa de redugdio do nitrito (Glass e Silverstein, 1998). Uma
explicagdo para esta observagio reside no facto de que a competigdo intracelular por
electrdes favorece a redugfo do nitrato e, por este motivo, a taxa de reducio do nitrito ¢
menor na presenga do nitrato (Glass ¢ Silverstein, 1998).

Virios investigadores tém referido que elevadas concentragdes de nitrato (> 3000 mg/L)
inibem significativamente a desnitrificagfo. Esta inibicdo, acentuada drasticamente para
valores de pH inferiores a 7, esta associada a acumulagdo de nitrito (Glass e Silverstein,
1999).

Estes autores também verificaram que a tolerdncia a elevadas concentragdes de nitrato é

maior 4 medida que aumenta o pH.

1.6.7. Temperatura

A temperatura afecta profundamente a actividade de todos os organismos. As bactérias
sdo particularmente susceptiveis a este factor, pois sdo unicelulares ¢ a sua temperatura
varia com a temperatura ambiente (Prescott et al., 2002).

A temperatura Optima para a actividade bacteriana varia entre 25 e 35 °C. As
temperaturas abaixo do valor dptimo tém um efeito mais significativo na taxa de
crescimento do que as temperaturas acima deste valor (Metcalf e Eddy, 2003).

A desnitrificagdo ¢ influenciada pelas variagdes da temperatura como constataram Park
et al. (2001) que, ao realizarem estudos sobre este processo em agua salina, observaram
que & medida que a temperatura diminuia, a taxa de desnitrificacdo era menor. Com
efeito, a utilizagdo do nitrato pelas bactérias desnitrificantes depende da temperatura. A
afinidade para o nitrato ¢ reduzida pelas baixas temperaturas ¢ a0 mesmo tempo este é

preterido pelo aménio (Reay et al., 1999).
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1.7. Ambito e objectivos do trabalho efectuado

Este trabalho pretendeu contribuir para um melhor conhecimento dos principios e
mecanismos fundamentais da desnitrificagdo em dgua salgada. O objectivo principal foi
efectuar uma primeira avaliagdo da viabilidade de utilizacdo de uma bactéria
desnitrificante num sistema de tratamento bioldgico com desnitrificagdo para

piscicultura marinha.

Deste modo procurou-se:

» Caracterizar em termos morfologicos, fisiolégicos, bioquimicos e
moleculares uma estirpe bacteriana isolada de uma piscicultura marinha.

» Avaliar a influéncia de diferentes factores na dindmica de crescimento da
bactéria (temperatura; salinidade; razdo C/N; oxigénio dissolvido).

» Avaliar o crescimento da bactéria para algumas fontes de carbono
frequentemente utilizadas em sistemas de tratamento bioldgico

» Descrever o processo de desnitrificagdo efectuado pela bactéria isolada,
em regime “batch”, usando meios com diferente carga organica.

* Determinar a capacidade de adsorgdo da bactéria a diferentes substratos.

* Adaptar métodos ¢ técnicas de cultura andxica e de doseamento de

nitratos em dgua salgada.
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2. Material e métodos

O presente trabalho consistiu na caracterizagio de uma bactéria isolada de uma
piscicultura marinha. Pretendeu-se também dar um contributo para o conhecimento do
processo da desnitrificagdo biologica em 4gua salgada.

Os estudos de Microbiologia foram realizados na Escola Superior de Biotecnologia da
Universidade Catolica do Porto. A determinacfio analitica de nitratos e nitritos em
amostras salinas de pequeno volume foi executada no Departamento de Zoologia e
Antropologia da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto ¢ no CIIMAR (Centro
Interdisciplinar de Investigagdo Marinha e Ambiental). Por ultimo, a analise de 4cidos
gordos celulares e a sequenciagdo do gene 16S rRNA foi efectuada no Instituto de

Biologia Molecular e Celular da Universidade do Porto.

2.1. Isolamento do microrganismo desnitrificante

Sistemas porosos de argila expandida (leca — light expanded clay aggregates) foram
colocados num biofiltro exterior de uma piscicultura marinha com o objectivo de ai se
estabelecerem populagdes bacterianas tipicas desses sistemas de tratamento. Passados
alguns meses de colonizagdo extraiu-se uma amostra do biofilme aderido aos suportes
por vortexagdo com solugdo salina a 0,85 %. A suspensdo resultante foi diluida em
solucdo salina, plaqueada em nitrato agar de acordo com Rhee et al. (1997) e as placas
foram colocadas numa jarra de anaerobiose. Das duas bactérias isoladas escolheu-se,
para objecto de estudo deste trabalho, aquela que melhor cresceu em ensaios
preliminares, sob condigdes anaerdbias em meio liquido preparado de modo idéntico ao

anterior, mas com excluso do agar. Esta bactéria foi designada por T2.
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2.2. Identifica¢fio e Caracterizacdo da bactéria isolada

2.2.1. Caracterizacdo preliminar da bactéria T2

Para a bactéria T2 foi realizada uma caracterizacio morfologica, fisioldgica e

molecular. Todos os métodos descritos abaixo foram realizados com culturas jovens.

2.2.1.1. Teste de Gram

Foi feita uma observagdo directa ao microscopio Optico (ampliagio: 1000x) de uma
suspensdo fresca da bactéria T2. Colocou-se uma pequena por¢io de uma colénia da
bactéria em estudo numa ldmina para microscopio Optico, com uma gota de agua.
Depois de secar ao ar e fixar-se a chama adicionou-se o corante violeta. Um minuto
depois lavou-se com 4gua. Repetiu-se o procedimento com os reagentes indicados pela
seguinte ordem: lugol, alcool concentrado, safranina. Por fim, observou-se ao
microscopio oOptico (ampliagdo 1000X) e de acordo com a cor do microrganismo
determinou-se se 0 mesmo era Gram negativo (cor vermelha) ou Gram positivo (cor

violeta).

2.2.1.2. Teste da Catalase

Com uma pipeta de Pasteur, colocou-se uma gota de dgua oxigenada (H,0,) numa caixa
de petri & qual se adicionou uma coldnia bacteriana. A imediata libertagdo de pequenas

bolhas de gés indica a presenga da enzima catalase (Gerhardt et al., 1994)

2.2.1.3. Teste da Oxidase

Foram colocadas algumas gotas de uma solugfo a 1 % de tetrametil-p-fenilenediamina
num papel de filtro. Com uma ansa esterilizada impregnou-se uma porg¢do da cultura no
papel molhado. Um teste positivo consiste no desenvolvimento de uma cor violeta num
espago de 10-15 segundos, que indica a presenca da enzima citocromo ¢ oxidase

(Gerhardt et al., 1994).
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2.2.1.4. Teste APT 20 NE (BioMérieux)

O teste API 20 NE ¢ um sistema padronizado combinando oito testes convencionais e
doze testes de assimilagio, para identificagdio de bacilos Gram negativos néo
Enterobacteriaceae (ex: Pseudomonas, F. lavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas,
etc).

O teste API 20 NE comporta vinte microtubos contendo meios e/ou substratos
desidratados. As galerias para os testes convencionais sdo inoculadas com uma
suspensdo bacteriana salina que reconstitui os meios ¢ as bactérias crescem se
conseguirem utilizar o substrato correspondente. Durante a incubagfo, o metabolismo
bacteriano produz turbidez ou mudangas de cor espontanea ou revelada pela adigdo de
reagentes.

As reacgdes sdo lidas de acordo com uma tabela, existente no manual do teste, e a
identificagdo foi conseguida no presente trabalho usando o programa de software Apilab
Plus (BioMérieux).

2.2.2. Testes complementares

Apoés se ter determinado que a bactéria T2 pertencia ao género Pseudomonas,
analisaram-se algumas caracteristicas que, segundo o Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey's (Krieg et al., 1984), sdo muito Gteis na disting&o de algumas

das espécies pertencentes a este género.

2.2.2.1. Crescimento em Agar Especifico para Pseudomonas (PAB)

Preparou-se meio PAB (Pseudomonas Agar Base, Oxoid) de acordo com as indicagdes
do fabricante. Este ¢ um meio selectivo para Pseudomonas spp., € a formacio de

colonias azul-esverdeadas indica a presumivel presenca de colbnias deste género

(www.oxoid.com).
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2.2.2.2. Teste de Fluorescéncia

Algumas estirpes de Pseudomonas produzem pigmentos para o meio que emitem
fluorescéncia quando excitados por luz ultra-violeta (Gerhardt et al.,, 1994). Para
verificar se a estirpe T2 produzia estes pigmentos (pioverdina) plaquearam-se as
colonias em meio solido King's B que foi preparado segundo a formulagio do
fabricante (Pronadisa, Barcelona). Apds uma semana de crescimento observaram-se as

placas a luz ultra-violeta.

2.2.2.3. Teste da Gelatinase

Este teste ¢ utilizado para distinguir um conjunto de bactérias heterotréficas, entre as
quais se incluem as Pseudomonas (Smibert e Krieg, 1981). Prepararam-se 3 tubos de
ensaio com gelatina. Num dos tubos inoculou-se a bactéria T2 & superficie do gel. No
segundo tubo, inoculou-se uma bactéria conhecida (controlo positivo) e no terceiro ndo
se inoculou nenhuma estirpe (controlo negativo). Os tubos foram a incubar a 37 °C
durante 48 horas. A seguir colocaram-se os tubos que apresentavam o meio liquefeito
no frigorifico durante 30 minutos. Se a gelatina continuasse liquida ao fim deste tempo

significava que a bactéria possuia a enzima gelatinase, que hidrolisava o gel.

2.2.2.4. Teste da Arginina Dihidrolase

Prepararam-se trés tubos de ensaio com o meio de Moller's (contendo arginina, de
acordo com Smibert e Krieg, 1981). O meio foi fervido, pois este teste realiza-s¢ na
auséncia de oxigénio.

Num dos tubos de ensaio inoculou-se a bactéria em estudo inserindo uma ansa num
movimento vertical no interior do meio e depois executou-se um movimento no sentido
contrario. Utilizando o mesmo procedimento inoculou-se o segundo tubo com uma
bactéria conhecida (controlo positivo) e o terceiro tubo ndo foi inoculado (controlo
negativo). Para garantir a manutengdio das condicdes de anaerobiose colocou-se uma
camada de parafina a superficie dos tubos.

Uma reacgfo positiva consiste na mudanca da cor do meio de amarelo para vermelho-
violeta, passadas 48 horas. Esta reaccio indica a presenga da enzima arginina

dihidrolase.
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2.2.2.5, Crescimento a 41° C,

De acordo com Gerhardt et al. (1994), plaquearam-se colénias obtidas por crescimento
em meio com peptona, com uma ansa esterilizada, em meio PAB e incubaram-se a 41
°C durante dois dias. Observaram-se as placas para verificar se havia formagdo de

coldnias.

2.2.2.5. Teste Hemolitico

Com uma ansa esterilizada, colénias da bactéria em estudo foram transferidas para
placas de gelose de sangue (BioMericux) esterilizadas. Incubaram-se as placas a 37 °C
durante 24-48 horas. Se houver hemolise formar-se-4 uma zona descorada em torno das

col6nias (Gerhardt et al., 1994).

2.2.3. Estudo preliminar da capacidade de desnitrificacio

Num tubo de ensaio esterilizado colocou-se cerca de 5 ml inéculo bacteriano em meio
com peptona. Utilizou-se um outro tubo de ensaio, mas sem indculo, para servir de
controlo. Em ambos os tubos de ensaio foi colocado um tubo de Durham invertido. O
estudo realizou-se & temperatura ambiente (25 °C +] °C) durante 3 dias. Apds este
periodo verificou-se se aconteceu (de acordo com Gerhardt et al., 1994):

a) a redugdo do nitrato para aménio (se apos a adicdo de reagente de Nessler ocorrer
mudanga de cor).

b) a redugio do nitrato para nitrito (se apos adigfo de 4cido sulfamico ocorrer mudanga
de cor para vermelho).

¢) a auséncia de redugdo do nitrato (se ap6s a adi¢do de uma pitada de zinco em po
acontecer a mudanga de cor para vermelho).

d) a redugdo do nitrato a azoto molecular (se ocorrer a formagio de bolhas de g4s nos

tubos de Durham).
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2.2.4. Andlise dos Acidos Gordos Celulares

Preparou-se cerca de 750 ml de cultura pura da bactéria T2 em meio com peptona e
centrifugou-se a mesma em fase exponencial. Lavou-se a cultura em solugdo salina 0,85
% uma vez ¢ voltou-se a centrifugar. Liofilizou-sc a biomassa formada e pesou-se cerca
de 0,5 g.

A andlise dos 4cidos gordos foi realizada pela  Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zelkulturen (DSMZ), Braunscheig, Alemanha (www.dsmz.de),

por cromatografia gasosa.

2.2.5. Métodos Moleculares de Identificacio - amplificacio por PCR e
sequencia¢io do gene 16S rRNA

Para obter DNA para a posterior sequenciagdo do gene 16S rRNA escolheu-se uma
placa com 200 a 300 colénias puras da bactéria T2 crescida em meio com peptona. Com
uma varcta de vidro esterilizada rasparam-se e diluiram-se as coldnias em 1 ml de
solugdo salina (0,85 %). A suspensdo resultante foi transferida para um eurotubo
esterilizado e voltou-se a repetir 0 mesmo procedimento. A suspensdo resultante foi
centrifugada a 5000 r.p.m. durante 10 minutos, a 4 °C, numa centrifuga Hettich Rotina
35 R. Apos esta operagio decantou-se o sobrenadante e congelou-se o pellet resultante a
uma temperatura de — 80 °C,

O molde de DNA foi obtido levando & fervura por 5 minutos com 50 ul de 4gua
destilada uma suspensdo de células usando-se posteriormente 2yl de sobrenadante. O
gene 16S rRNA foi amplificado por PCR usando os primers f27-r1492 (Lane, 1991) sob
condi¢des de PCR normalizadas (30 ciclos com “annealing” a 55° C) com Taq DNA
polimerase (MBI Fermentas, Lithuania). Os fragmentos amplificados foram clonados
usando o sistema pGEM T-Easy vector (Promega) e sequenciados por STAB
Genomica, Lisboa, Portugal (Taq DyeDeoxy Terminator Sequencing e o Modelo 373A
gel apparatus, Applied Biosystems) usando primers universais para o vector e o primer
16S-especifico 357 (Lane, 1991). As sequéncias do gene 16S rRNA foram alinhadas
usando o programa BioEdit (versio 4.8.8) (Hall, 1999) e foram analisadas usando os
programas DNAML, SEQBOOT (100 iterac¢des), DNADIST (Kimura 2-parmetros),
NEIGHBOR ¢ CONSENSE do pacote PHYLIP (Felsenstein, 1995). As sequéncias de
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16S rRNA usadas para comparacdo com a sequéncia desconhecida foram obtidas a
partir da base de dados de informacdo taxonomica do Centro Nacional de Informacéo
em Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy). Foi realizado o

alinhamento de 20 sequéncias com 1345 sequéncias de nucleétidos.

2.3. Manuseamento das culturas

2.3.1. Teste de pureza

Todos os ensaios efectuados neste trabalho foram realizados usando culturas puras. Para
se verificar o estado de pureza das culturas usadas realizaram-se dilui¢des decimais
destas com solugo salina esterilizada (0,85 %). Espalharam-se 100 ul de cada uma das
dilui¢des em placas de Marine agar esterilizado (Difco 2216) (dois replicados por
dilui¢@o). Observou-se a morfologia das colonias formadas nas placas de modo a

detectar alguma colonia com aspecto diferente do que era esperado.

2.3.2. Congelamento de culturas

De modo a poder dispor-se sempre de indculo puro da estirpe T2, uma vez verificado o
estado de pureza das pré culturas procedeu-se a sua congelacio em tubos de congelago.
Cada tubo foi esterilizado com 200ul de uma solugio de glicerol a 87 %, adicionando-se
depois 1 ml de cultura em final de fase exponencial.

Os tubos foram congelados a uma temperatura de -80 °C.

2.3.3. Recuperagio de culturas

As células conservadas a uma temperatura de -80 °C foram descongeladas a temperatura
ambiente. Apos o descongelamento, iniciou-se o processo de recuperacdo inoculando
1ml da suspensdo bacteriana em 9 ml de meio com peptona. A incubacio efectuou-se
em frascos de 50 ml, fechados com tampas de borracha ¢ tampas de aluminio,
previamente esterilizados. Esta transferéncia ocorreu pelo menos mais duas vezes, para
o meio onde se iam realizar os ensaios.

As células a usar posteriormente como inoculo foram recolhidas em fase exponencial e
foram lavadas 2 vezes com solugfo salina a 0,85 % e sé depois ressuspendidas no meio

de cultura a usar. O volume de indculo utilizado foi cerca 10 % do volume total de
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cultura, correspondendo a uma densidade Optica entre 0,6 e 0,7 no inicio das
experiéncias. O indculo bacteriano foi preparado em condi¢cdes aerobias ou anaerébias
de acordo com as condi¢des dos ensaios a realizar a excepgdo do ensaio em anaerobiose

com meio minimo, descrito em 2.5.

2.3.4. Meios de cultura utilizados

Os meios utilizados nos diferentes ensaios realizados com a bactéria T2 foram os

seguintes:

» Meio com peptona, MP (de acordo com Rhee et al., 1997)

Peptona.......ccoceeneen S5g

Extracto de camne ..... 3g

KNOsooiiiieeeieee 1 g (10 mmoles/L
de N-NOy)

NaCl ..o 28 g

Agua destilada......... 1L

Na,HPO4.2H;0 ..o 2,67¢g
KH;POys oo 1,40 g
MgSO4.TH20 oo 02¢g
(NH2)2SO04 .o 0,5g
KINOS oot eaae e 1,0 ou 0,3 g (10 ou 4 mmoles/L
de N-NO3), de acordo com
Rhee et al. (1997) e van Rijn et al. (1996)
NaCl ..o 28¢g
Solugfo de elementos trago ..... 10 ml
Agua destilada......ccooevceeciinns 1L
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s Solugdo de elementos trago (de acordo com Bastos et al., 2002)

NaOH....cccovvvrinnn. 20g
(Na); EDTA2H,O ... 12,0¢g
FeSO4.7TH,0 ........... 20g
CaCly .o, 1,0g
NaSO4 e 10,0 g
ZnS04.7THL0 ........... 0,4¢g
MnS04.4H,0 .......... 0,4g
CuS0,.5H,0 ........... 0,1g
Na;Mo0,4.2H,0 ....... 0,1g
H,SO,4 conc. ............ 0,5 ml
Agua destilada.......... 1L

Esta solucfo foi esterilizada separadamente do restante meio. Nos ensaios com

condi¢des anaerobias a mesma foi esterilizada com um filtro de 0,20 um e so foi

adicionada ao meio de cultura no inicio de cada experiéncia.

o Fontes de carbono

o Extracto de levedura (LabM) -3 a 6 g/L (7,5 a 15 mmoles/L)

O extracto de levedura foi sempre utilizado como fonte de carbono nos

ensaios com meio minimo. Este produto prepara-se através da autdlise de

células de Saccharomyces. E constituido essencialmente por aminoacidos,

péptidos, vitaminas e carbohidratos.

o Metanol (Merck), acetato de sodio (Merck), glucose (Merck) - 7,5 a 15

mmoles/L
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2.3.5. Metodologia usada para obten¢io de condic¢des aerobias

Neste caso o meio de cultura usado foi distribuido pelos frascos de ensaio de modo a
deixar um espago livre com ar de cerca de 60 % do volume total do recipiente (50 ou
100ml). Depois de fechados com tampas de borracha e tampas de aluminio, os frascos

foram a autoclavar.

2.3.6. Metodologia usada para obter condicoes anaeroébias

A metodologia seguida foi desenvolvida de acordo com Gerhardt et al. (1994) e
adaptada depois de realizados alguns testes preliminares.

Ao meio de cultura utilizado foi adicionado um indicador, a resazurina (10 ml de
indicador/ litro de meio), que em presenga de oxigénio apresenta uma cor rosa mais ou
menos intensa.

Este meio de cultura foi fervido durante 5-10 minutos e distribuido pelos frascos de
ensaio, de modo a ocupar cerca de 80 % do volume total dos mesmos. Para remover o
excesso de oxigénio presente utilizou-se um gés, o azoto, que ficou a borbulhar no meio
durante cerca de 12-15 minutos (para um volume de meio de 50 ml). Para remover o
oxigénio do espago livre com ar também se fez passar o feixe de azoto, enquanto a
tampa de borracha cobria parte do bucal do frasco. Depois de fechados com tampas de
borracha e tampas de aluminio, os frascos de 50 a 100 ml foram a autoclavar.

Apo0s a esterilizagdo do meio, adicionou-se uma solugdo de cisteina esterilizada (10 ml
de cisteina/ litro de meio) para fazer baixar o potencial redox. De modo a acelerar este
processo os frascos foram colocados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos para o

meio perder totalmente a cor rosa da resazurina.

2.3.7. Avaliacio do crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano foi avaliado através da leitura da densidade Optica de amostras
retiradas da cultura a tempos determinados.

A leitura da densidade optica foi efectuada num espectrofotdmetro Unicam — Hélios
Gamma, num comprimento de onda de 600 nm contra um branco de dgua destilada. Em

algumas situagdes, quando o meio continha resazurina, o branco era constituido pelo
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meio esterilizado juntamente com este corante. E ainda de referir que, nas situagdes em
que a densidade optica cra superior a 1.0 unidades de absorvincia se realizaram
diluicSes para adequar a medigdo & gama linear de absorvancia (0 a + 1.0 unidades de
absorvancia).

Uma medida equivalente da concentragdo de biomassa foi determinada efectuando uma
correlacdio entre as leituras da densidade dptica e o peso seco celular.

Para se fazer a conversdo da densidade Optica em peso seco celular (g/L) preparou-se
uma cultura com uma densidade Optica superior a 0,7, a partir da qual se realizaram
diluigdes decimais. As mesmas foram filtradas através de filtros (supor® 47mm) de 0,2
um, que foram previamente secos numa estufa a 105 °C durante 24 horas. Os filtros
foram arrefecidos num excicador e pesados numa balanga analitica Sartorius. Os filtros
foram lavados com 150 ml de agua destilada apos cada filtragdo. Para solu¢des mais
densas utilizou-se uma menor quantidade de amostra ¢ a lavagem do filtro com dgua
destilada foi realizada na mesma proporgdo. Esta operagdo foi realizada em triplicado.
Os filtros foram novamente secos, arrefecidos e pesados como foi referido acima. O
peso seco celular foi calculado subtraindo o peso do filtro ao peso do filtro com a
cultura. A partir dos valores de peso seco obtidos em todas as dilui¢Ges conhecidas,
elaborou-se uma recta de regressio, que permite determinar a biomassa da cultura, em

gramas por litro, a partir da densidade dptica (Anexo 1).
2.4. Ensaios de crescimento efectunados
2.4.1. Avaliacdio da influéncia da salinidade em condicdes aerdbias

Para se analisar a influéncia da salinidade no crescimento da bactéria T2 prepararam-se
duas séries experimentais: (1) meio com peptona e 2,8 % de NaCl; (2) meio com
peptona e sem NaCl. Ambos os grupos foram a incubar a duas temperaturas diferentes:
(1) temperatura ambiente (+ 25 °C); (2) temperatura controlada (30 °C).

O ensaio foi realizado em duplicado, em condi¢des aerobias, com luz natural ¢ sem

agitacdo.
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2.4.2. Avaliacio do crescimento em meio com peptona e meio minimo

suplementado, em anaerobiose

O trabatho desenvolvido até esta fase tinha sido sempre realizado em meio com peptona
e aerobiose. Este ensaio teve como objectivo comparar o crescimento da bactéria
usando o meio referido (MP) e meio minimo (MM) com 3 g de extracto de levedura,
ambos com 1 g de KNOs e 28 g de NaCl por litro de dgua destilada.

O ensaio foi realizado em duplicado, em condi¢des anaerdbias, a temperatura ambiente
(+ 25 °C), com luz natural e sem agitago. Realizou-se tambem um ensaio em meio com

peptona, em anaerobiose, mas sem nitratos, que funcionou como controlo.

2.4.3. Avaliacio do crescimento em condi¢des anaer6bias, com diferentes fontes de

carbono e razdes C/N

Apos se ter verificado que a estirpe T2 crescia em condigBes anaerdbias com meio
minimo contendo extracto de levedura, realizou-se um ensaio de modo a avaliar o
comportamento da bactéria para outras fontes de carbono (glucose, acetato e metanol).
Preparou-se meio minimo com 0,3 g de KNO; (de acordo com van Rijn et al., 1996) e
28 g de NaCl por litro de 4gua destilada. A quantidade de KNO; usada foi inferior a
quantidade usada nos estudos anteriores (1 g KNOyL), de modo a adequar a
concentracdo de nitrato aos valores encontrados nas pisciculturas e na literatura
consultada. A fonte de carbono a estudar foi adicionada ao meio de cultura a partir de
solugdes concentradas de extracto de levedura (10 %), glucose (2 %), acetato de sddio
(2 %) e metanol (1 %), previamente esterilizadas. Estas solugdes foram adicionadas de
modo a obter uma razdo C/N (glucose, acetato de sodio e metanol) de 1.0 num primeiro
ensaio e posteriormente de 2.0. Para o extracto de levedura partiu-se do pressuposto de
que existia 50 % de carbono na sua composig@o.

A incubacdo realizou-se em duas sérics experimentais: uma em condigoes aerobias,
outra em condicdes anaerébias. Ambas se encontravam a uma temperatura de 25 °C,
com luz natural ¢ com agitagdo (50 r.p.m.). Todos os ensaios foram realizados em

duplicado.
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2.5. Caracterizacio do processo de desnitrificacio

A desnitrifica¢do foi avaliada em condigdes anaerobias usando dois meios diferentes:
(1) meio com peptona com 1g/L de KNOs3; (2) meio minimo com 0,3g de KINOs, ambos
com 2,8 % de salinidade.

Distribuiu-se cerca de 80 ml de meio por frascos de 100 ml que foram fechados com
tampas de borracha e aluminio e posteriormente autoclavados. Os ensaios do MP foram
realizados em duplicado e os do MM em triplicado.

No meio minimo, o carbono foi adicionado a partir de uma solugéio concentrada de
extracto de levedura (10 %), previamente esterilizada. Esta solugfo foi adicionada de
modo a obter uma razdo C/N = 1.0. O indculo utilizado nos ensaios com meio minimo
foi transferido varias vezes neste meio.

O ensaio com meio com peptona realizou-se a temperatura ambiente (£ 25 °C),
enquanto que para o ensaio com o meio minimo foram testadas duas temperaturas:
temperatura ambiente (£ 25 °C) e temperatura controlada (30 °C), em ambos os casos
com agitagdo. O estudo efectuado com meio com peptona foi realizado em 3 séries
independentes (e duplicados para cada série). O estudo realizado com meio minimo foi

realizado numa Unica série experimental e em triplicado.

2.6. Estudo da adsorcio a diferentes matrizes

O estudo de adsorc¢do realizou-se em aerobiose com trés matrizes diferentes: carvéo
activado granular, leca e anéis de acrilico. Preparou-se uma cultura bacteriana que
cresceu em meio com peptona até atingir uma densidade Optica superior a 0,9.
Posteriormente, centrifugou-se a cultura a 5000 r.p.m numa ultra-centrifugadora
(Sorvall - Modelo RC5C) durante 15 minutos e lavou-se a mesma com solug#o salina a
0,85 %. A seguir, ressuspendeu-se a cultura em meio minimo sem carbono.

Os frascos experimentais foram previamente esterilizados juntamente com lg de uma
das matrizes e fechados com uma tampa de borracha e outra de aluminio.
Posteriormente, cada frasco foi inoculado com 25 ml de cultura e colocado numa
incubadora orbital (ABALAB - Agitorb 200 IC) com uma agita¢do de 50 r.p.m., a
temperatura ambiente.

O estudo foi realizado em duplicado e juntamente com um controlo positivo, que nao

continha nenhuma matriz e um controlo negativo onde nfio se utilizou indculo.
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A adsor¢do foi avaliada através da quantificagdo das bactérias presentes no
sobrenadante, apés um certo periodo de tempo. Para tal, realizaram-se leituras da
densidade optica do sobrenadante e determinou-se o nimero de bactérias presentes
mediante contagens do nimero de colonias desenvolvidas em placas de Marine Agar
(U.F.C./ ml do sobrenadante).

No final da experiéncia quantificou-se também o numero de bactérias aderidas as
matrizes. Para isso, realizou-se a extraccdio das bactérias de acordo com o procedimento
descrito em 2.1, e fez-se o plaqueamento em Marine Agar. A contagem do numero de

colénias formadas permitiu calcular o grau de adeséio em U.F.C./ g de matriz.

2.7. Técnicas analiticas usadas e suas adaptagdes

Existem varios métodos para determinar a concentragdo de nitrato na agua, como, por
exemplo, a espectrofotometria de ultra-violetas, eléctrodos selectivos, coluna de reducéo
Cd-Hg, coluna de redugdo Cd-Cu e outros. Contudo, alguns autores concluiram que
estes métodos ndo eram muito precisos, principalmente para baixas concentragdes de
nitrato (Jones, 1984) e¢ que geralmente necessitavam de um volume de amostra
consideravel (50 ml).

Para a realiza¢do do presente estudo era necessario um método mais preciso € que
permitisse processar simultaneamente um grande conjunto de amostras e padrdes
(exemplo: 30 a 50 tubos) de pequeno volume (5ml). Por estas razdes, foi decidida a
utiliza¢do de um método desenvolvido por Jones (1984) para a determinagfo precisa de
nitratos em aguas de estudrio e agua intersticial de sedimentos de estuarinos.

Este método consiste em tamponar as amostras a um pH de 8,5 e agitd-las durante 90
minutos com cadmio esponjoso, obtido usando barras de zinco colocadas numa solugéo
de CdSO,4 a 20 %. Com este método, o nitrato € reduzido a nitrito, o qual é depois
analisado por uma técnica colorimétrica de rotina. Com o cadmio esponjoso evitam-se
problemas com a progressiva deterioragdo na capacidade de redu¢do das colunas de
cadmio, permitindo, ainda, uma redu¢do mais eficiente e homogénea. Outra das
vantagens ¢ que este método consegue reduzir mais de 99 % do nitrato em
concentragdes de NaCl correspondentes a dgua do mar. No entanto, a metodologia geral
descrita por Jones (1984) teve que ser adaptada a situacgéo especifica deste estudo, pelas
seguintes razdes: (1) o autor referido utilizava amostras de 50 ml ¢ neste estudo as

amostras a dosear ndo eram superiores a 5 ml; (2) a maior parte das amostras
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apresentavam concentragdes de nitrato superiores ao limite da técnica, o que implicou a
necessidade de grandes dilui¢des, com uma possibilidade de perda de precisdo do
método; (3) algumas amostras analisadas continham um corante, a resazurina (indicador
redox), que apresenta uma cor rosa, ¢ que podia interferir com a reacgdo colorimétrica;
(4) um dos meios de cultura ensaiados continha uma grande quantidade de matéria
orgénica, a qual também podia interferir com a determinacdo analitica. Por este motivo,

realizaram-se alguns testes preliminares para testar e melhorar a aplicagio desta técnica.

2.7.1. Avaliacfio de possiveis interferéncias com as técnicas usadas

» Para avaliar se existiam diferengas significativas para as dilui¢des utilizadas
neste trabalho, realizaram-se diluigdes da mesma amostra da ordem de 1:50,
1:100, 1:500, 1:1000 (nitritos) e 1:500, 1:750 e 1:1000 (nitratos) e efectuou-se
uma analise de varidncia (ANOVA) unifactorial para as concentra¢des finais
obtidas. Ao mesmo tempo realizou-se uma outra analise a precisfio do método
verificando se havia diferengas significativas entre os triplicados efectuados. As
elevadas dilui¢des utilizadas permitiram também eliminar a interferéncia, devido
ao sal, nas analises de nitrato (Tal et al., 2003).

» Devido a presenca de resazurina em algumas amostras analisou-se a sua
influéncia nas leituras de absorvincia a efectuar. Para tal, realizaram-se varias
diluigdes das amostras (1:5; 1:10; 1:50; 1:100) e comparou-se a absorvancia
destas contra um branco de agua destilada.

s Por outro lado, o meio de cultura com peptona tem uma composicio complexa ¢
para verificar se este meio interferia negativamente no processo de redugfo do
nitrato, adicionou-se uma quantidade de KNOs conhecida a amostras do meio ¢
a amostras retiradas dos ensaios sobre desnitrificagdo. Compararam-se

posteriormente os resultados obtidos com e sem dopagem.
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2.7.2. Determinacio de nitratos

As amostras foram centrifugadas a 10000 r.p.m durante 10 minutos de modo a eliminar
as bactérias presentes (Bilanovic et al, 1999) e foram congeladas a -20 °C (Aminot e
Chaussepied, 1983). As mesmas foram descongeladas a temperatura ambiente para o
doseamento de nitratos e nitritos.

Colocou-se 1 ml de solugdo de cloreto de amonio e uma por¢do de cddmio esponjoso
(0,35 a 0,45 g) em tubos de plastico com um volume de 15 ml. Em cada um destes tubos
foram colocados 5 ml de amostra (diluida em diferentes proporgdes) que foi a incubar
em agitagdo constante (Stuart Scientific — Plataform STR®), a 100 oscilagdes por
minuto, na horizontal, durante 90 minutos. Depois desta operacéo retirou-se S ml da
amostra para outro tubo ¢ adicionou-se 250 ul de reagente colorido para doseamento
dos nitritos. Cerca de 10 minutos depois leu-se a absorvancia a 540 nm a temperatura
ambiente (Jones, 1984).

Para todas as analises efectuadas procedeu-se a elaboragdo de rectas padrdo. Para isso,
preparou-se um branco e um conjunto de solugdes com concentragdo conhecida de N-
NO; (0, 10, 20 ¢ 40 umoles/L). O ensaio em branco e as solugdes padrio foram tratados
do mesmo modo que as amostras (Anexo 2).

A concentragdo de nitratos em cada amostra foi determinada a partir da seguinte

equacgao:

N-NO;3= ((DxAxC)-N-NO,)xF em que,

N-NO; ™ - concentragéo de nitratos dissolvidos na amostra (umoles/L),
D — declive da recta padrdo,

A — valor de absorvéancia obtido para a amostra,

C - 1,2 (factor de dilui¢do do reagente cloreto de amoénia),

N-NO; - concentracio de nitritos presente inicialmente na amostra,

F — factor de dilui¢co das amostras
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2.7.3. Determinacéo de nitritos

A concentragdo de nitritos foi determinada a partir do método colorimétrico da
sulfalinamida, de acordo com a metodologia descrita em Aminot e Chaussepied (1983).
Para todas as andlises efectuadas procedeu-se a elaboragdo de rectas padrio (Anexo 2).
Para isso, preparou-se um branco e um conjunto de solugdes com concentragio
conhecida de N-NO, (0; 0,5; 1; 2; 5 ¢ 10 pmoles/).

A concentragdo de nitratos em cada amostra foi determinada a partir da seguinte

equacio:

N-NO;, = (DxA)xF
N-NO; " - concentragdo de nitritos dissolvidos na amostra (umoles/L),
D — declive da recta padréo,
A — valor de absorvancia obtido para a amostra.

F - factor de dilui¢io das amostras

2.8. Tratamento estatistico

Os dados foram analisados para um nivel de significancia de 95 % (p<0,05) usando o
teste t-student para determinar se havia diferencas significativas entre as médias dos
ensaios realizados em duplicado. Para avaliar se a diferenga entre as médias de varios
grupos simples era significativa utilizou-se uma andlise de varidncia (ANOVA)
unifactorial e o teste de Newman-Keuls para comparagdes a posteriori. A andlise de
regressio linear foi usada para avaliar as taxas de crescimento e de desnitrificacdo ¢
para a elaboragdo de rectas-padrdo. Estes testes foram realizados usando a versdo do

Excel XP (Microsoft) e o programa Statistica 6.0 para Windows.
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Resultados
3.1. Identificacdo e caracterizac¢iio da bactéria estudada

A caracterizagio da bactéria T2 baseou-se nos pardmetros caracteristicas fenotipicas,

acidos gordos e sequenciagdo do gene 16S rRNA.

3.1.1. Caracteristicas fenotipicas

As coldnias da bactéria T2 sdo circulares e amareladas com um ponto amarelo escuro no

centro (figura 1).

Figura 1. Morfologia macroscopica das colonias da
bactéria T2
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As caracteristicas bioquimicas da bactéria T2 estdio descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas da bactéria T2

Teste Bactéria T2
Gram Negativo
Teste da Catalase Positiva
Teste da Oxidase Positiva

API1 20NE
Produgao de triptofano Negativa
Acidificacio da ghacose Negativa
Urease Negativa
Hidrohise da esculina Positiva
Hidrohise da gelatina Positiva
B-Galactosidase Negativa
L-Arabinose Negativa
D-Mannose Positiva
D-Manitol Negativa
N-Acetil-D-glucosamina Positiva
Maltose Negativa
Gluconzto Positiva
Caprato Positiva
Adipato Negativa
L-Malato Positiva
Citrato Positiva
Fenilacetato Negativa

Os resultados do teste API 20 NE indicaram que a bactéria T2 pertenceria a espécie

Pseudomonas fluorescens ou a espécie Pseudomonas aeruginosa com 57,2 % e 40,1 %

de probabilidade, respectivamente.
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3.1.2. Testes complementares de caracteriza¢io

Os testes da arginina dihidrolase e da gelatinase foram positivos, conforme ja se tinha
observado pelo teste API. A bactéria T2 possui também a enzima arginina dihidrolase e
produziu pigmentos difusiveis amarelo fluorescentes no meio King's B, mas ndo
produziu a enzima pneumolisina que degrada os glébulos vermelhos do sangue de
ovelha em condig¢des aerdbias. A bactéria nfo cresceu a uma temperatura de 41 °C e
cresceu num meio PAB formando colénias azuis esverdeadas. Todos estes resultados
apontam para que a bactéria T2 pertenca ao grupo das bactérias fluorescentes do género

Pseudomonas e mais especificamente a linhagem Pseudomonas fluorescens.

3.1.3. Estudo preliminar da capacidade de desnitrificacdo

O conjunto de testes efectuados permitiu saber o tipo de comportamento que a bactéria
T2 exibia face ao nitrato existente no inicio do ensaio. Assim, para detectar a presenga
de nitritos, resultantes de uma possivel redugdo do nitrato, adicionou-se uma gota de
4cido sulfimico aos dois tubos (T2 e controlo). Como ndo houve mudanga de cor em
nenhum deles concluiu-se que os nitritos ndo estariam presentes no meio.

Apods este teste verificou-se se o nitrato original ndo tinha sido alterado durante o
procedimento experimental, adicionando uma pequena quantidade de zinco. A reacg¢éo
foi negativa no tubo com a bactéria T2 (o meio ndo mudou de cor), mas no controlo a
cor do meio mudou para vermelho. Esta cor indica a presen¢a de nitritos. Contudo,
neste caso, o nitrato existente no meio foi reduzido pelo zinco € ndo pela bactéria,
conforme descrito acima.

Um outro teste foi realizado para verificar se teria acontecido reducio do nitrato a
amoénio. Adicionou-se ao meio umas gotas de reagente de Nessler e a reacgdo foi
negativa, pois 0 meio ndo adquiriu uma cor amarelada ou alaranjada.

Observou-se que no interior dos tubos de Durham se formaram pequenas bolhas de ar, o
que indica presumivelmente a formagéo de No.

Nio se tendo observado, no fim da incubagdo, nem a produg¢do de amonio, nem a
presenga de nitrato e nitrito, mas sim a formacdo de gas, pode pensar-se que a bactéria

T2 é capaz de desnitrificar completamente o nitrato presente no meio.
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3.1.4. Analise dos Acidos Gordos Celulares

Os principais 4cidos gordos extraidos da bactéria T2 sdo os 4cidos gordos insaturados
18: 1 @7c, 16:0, 16:1 @-7c, 16:1 e-6¢, 17:0 ciclo propano. Os acidos gordos 2- e 3-
hidroxidos, com uma cadeia de 10:0 e 12:0 atomos de carbono de comprimento foram
encontrados em menor quantidade. A presenga destes ultimos permite diagnosticar as
espécies do género Pseudomonas e organismos proximos, a que a bactéria T2

pertencera.

3.1.5. Sequenciaciio do gene 16S rRNA e analise filogenética

Realizou-se a amplificacdo e sequenciagdo quase completa do DNA genémico do gene
16S rRNA da bactéria T2 e através de uma pesquisa feita pelo programa Basic Local
Alignment Search Tool, (BLAST, NCBI) verificou-se que a sequéncia da estirpe T2 era
muito semelhante a das estirpes de outras bactérias fluorescentes pertencentes ao género
Pseudomonas, existente na base de dados GenBank (NCBI). A andlise filogenética
efectuada demonstrou que a bactéria T2 apresenta uma similaridade da ordem dos 98-99
% com as espécies, P. gessardi, P. libanensis, P. synxantha, P. reactans, e P.
fluorescens (figura 2). No Anexo 3 podem observar-se a sequéncia obtida para a
bactéria T2 e as sequéncias conhecidas do gene 16S rRNA para as espécies de

Pseudomonas mais proximas da bactéria T2.
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P. syringae

P.chlororaphis

P. viridiflava

—— P. cedrella

P. gessardi

P. fluorescens

Bactéria T2

P.synxantha

P. libanensis

P. reactans

P.synxantha

P. azotoformans

— P putida 1

L P putida

P. stutzeri
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Figura 2. Relagdes filogenéticas baseadas nas sequéncias do gene 16S rRNA entre organismos pertencentes ao
género Pseudomonas e a estirpe T2. Barra = 0.1 Knuc (taxa de substitui¢do nucleotidica). E.coli foi usada como
“outgroup” para a arvore filogenética.
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3.2. Ensaios de crescimento

3.2.1. Avaliacio da influéncia da salinidade em aerobiose

Os resultados dos ensaios em meio com peptona para investigar a influéncia da

salinidade no crescimento da estirpe T2, a uma temperatura de 25 °C, apresentam-se na

Figura 3. No meio com 2,8 % de NaCl a taxa de crescimento foi de 0,12 h'lea

biomassa maxima formada foi 421 mg/L. Na auséncia de NaCl a taxa de crescimento

foi superior, 0,17 h™' e a biomassa méxima foi de 392 mg/L. As diferengas entre o

crescimento (biomassa) observado com ou sem a presenga de NaCl ndo s@o

significativas (t-student, p>0,05).

&

L L

TEEEE

Blomassa (mg/L)

888

15 20 25 30 35 40 45 S S5 @

tempo (h)

| ——0% NaCl ——2,8% NaCl |

Figura 3. Crescimento observado com e sem NaCl a uma temperatura de 25 °C,
em meio com peptona e em aerobiose.
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No ensaio realizado a uma temperatura controlada de 30 °C (figura 4), a taxa de
crescimento em presenga de NaCl (0,28 h') foi ligeiramente superior i taxa de
crescimento sem NaCl (0,22 h™). A biomassa maxima obtida nas duas situagdes

ensaiadas (276 e 423 mg / L) ¢ significativamente diferente (t-student, p<0,05).

500
450 -
~ 400 -
?E,.350~
E 300
S 250 g
a 200
5 150
m 100
m_
0| T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
tempo (h)
|
—e—0% NaCl —8—2,8% NaCl

Figura 4. Crescimento observado com e sem NaCl a uma temperatura de 30
°C, em meio com peptona e em aerobiose.

No ensaio realizado a 30 °C o valor médio das taxas de crescimento obtidas com ¢ sem
NaCl, foi 0,25h™, 0 que é um valor superior ao do ensaio realizado a uma temperatura
de 25 °C (0,15 h™"). Este facto estd bem patente nas figuras 3 e 4, pois a biomassa
maxima é atingida em cerca de 25 horas sob temperatura de 30 °C e em cerca de 50
horas para a temperatura ambiente (25 °C), e isto independentemente da presenga ou
auséncia de sal no meio. Contudo, verificou-se ainda que, para uma temperatura mais
elevada, no meio com NaCl a partir das 12 horas deixa de haver crescimento, enquanto
na auséncia de NaCl a bactéria continua a crescer, levando a uma producgédo de biomassa
final muito superior neste caso.

A diferencga entre os valores de biomassa maxima para os ensaios realizadas sem NaCl,
para as duas temperaturas, ndo € significativa (t-student, p>0,05). No entanto, nos
ensaios realizados com NaCl, a uma temperatura mais elevada, ocorre uma diminuigéo

de biomassa final da ordem dos 35 %.
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3.2.2. Avaliacio do crescimento em meio com peptona e meio minimo, em

anaerobiose

Com este ensaio pretendeu-se comparar o crescimento da estirpe T2 em dois meios com
cargas orgnicas diferentes, ambos em condi¢des anaerdbias, com 1g/L de KNO; e com

2,8 % de NaCl: (1) meio com peptona; (2) meio minimo.

250

20, —%
150 -

100 -

Biomassa (mg/L)

tempo (h)

Figura 5. Crescimento observado em meio com peptona e meio minimo (com extracto de
levedura) ambos com 1g KNO3/L, a 2,8 % de NaCl, a uma temperatura de 25 °C, em
anaerobiose

Os ensaios realizados em meio com peptona e em meio minimo apresentaram taxas de
crescimento de 0,08 h™' e 0,06 h™' respectivamente. No que diz respeito a biomassa
maxima formada, a diferenca entre os dois grupos € significativa (t-student, p<0,05)
(figura 5). No meio com peptona, o crescimento parou a partir das 50 horas, enquanto
que, no meio minimo deixou de haver crescimento depois das 30 horas.

Comparando os resultados obtidos em meio com peptona na presenca € na auséncia de
oxigénio (figuras 3 e 5, respectivamente), verifica-se que:

(1) a taxa de crescimento ¢ superior em condi¢des aerobias; (2) a diferenga entre a
biomassa maxima formada com/sem oxigénio € significativa (t-student, p<0,05); (3) em

condi¢des aerdbias forma-se o dobro da biomassa.
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Efectuou-se um ensaio com peptona, 2,8 % de NaCl e em condig¢des anaerdbias, mas

sem KNO; (figura 6), ndo se tendo observado crescimento bacteriano nestas condigdes.

Biomassa (mg/L)
B ¥

3 -t
[~ B — B |
] L L

10 20 30 40 50 60 70 80
tempo (h)

Figura 6. Resultado do ensaio realizado em meio com peptona e 2,8% de NaCl, em
anaerobiose, sem KNO;, a 25°C.

3.2.3. Avaliacdo do crescimento, em condi¢des anaerébias, com diferentes fontes de

carbono e razées C/N

Utilizando meio minimo em condi¢gdes anaerdbias, com 0,3 g de KNO; e diferentes
fontes de carbono numa razio C/N=1.0, a diferenca entre a biomassa formada com
glucose, acetato e metanol (figura 7) néo foi significativa (ANOVA, p>0,05). O mesmo
sucedeu com as respectivas taxas de crescimento (tabela 2), que oscilaram entre 0,03-
0,04 h'. A diferenga entre o controlo e as restantes fontes de carbono foi significativa
(ANOVA, p<0,05). No controlo, que ndo continha nenhuma fonte de carbono, ndo

houve crescimento.
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Blomassa (mg/L)

Figura 7. Biomassa (mg/L) formada em condi¢des anaerdbias, a4 temperatura de 25 °C,
com meio minimo e uma razdo C/N = 1.0, para as seguintes fontes de carbono: glucose,

acetato, metanol, levedura.

Tabela 2: Taxas de crescimento (h') obtidas em meio minimo com
levedura, glicose, acetato e metanol. No controlo nio se usou fonte de

carbono.
Razio C/N
Fontes de Anaerobiose Aerobiose
carbono
1.0 20 1.0

levedura 0,05* 0,13** 013"
 ghocose 0,04 003 0,08

acetato 0,03 0,02 o

metanol 0,03 0,01 oo

controlo 0,01 0,01 0

* A concentracio da levedura éde 3 g/l

** A concentragdo da levedura é de 6 g/L
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Observa-se, ainda, que o crescimento com extracto de levedura € superior as outras
fontes de carbono usadas, atingindo-se uma biomassa maxima de 86 mg/L. A levedura
Ja tinha sido utilizada como fonte de carbono, numa concentra¢do de 3 g/L, em ensaios
anteriores. Por esta razio, a mesma ¢ utilizada nesta experiéncia, na mesma

concentracdo, ndo para estudar a influéncia da razdo C/N, mas para servir de referéncia
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para os ensaios realizados com as outras fontes de carbono. Os resultados obtidos no
ensaio realizado com uma razio C/N de 2.0 sdo ligeiramente diferentes dos obtidos
anteriormente (figura 8). Com efeito, a estirpe T2 neste caso nfo cresce com metanol e
as taxas de crescimento com glucose e acetato continuam a ser semelhantes, mas
ligeiramente inferiores as do ensaio em que se testou um meio com uma razio C/N de
1.0 (tabela 2). No entanto, a biomassa maxima produzida nestas condi¢des ¢ cerca de 40
% superior para a glucose e 26 % para o acetato. De notar que neste ensaio a
concentragdo de levedura foi de 6 g/ e por isso a diferenga de crescimento
relativamente as outras fontes de carbono, foi ainda mais significativa. Comparando os
dois ensaios verifica-se que a taxa de crescimento com levedura duplicou (tabela 2) e a

biomassa maxima aumentou cerca de 300 % no segundo caso de estudo.

400,00

tempo (h) |

Figura 8. Biomassa (mg/L) formada, usando meio minimo, a temperatura de 25 °C, em
condi¢Bes anaerobias com uma razio C/N = 2.0 e com as seguintes fontes de carbono:
glucose, acetato, metanol, levedura. Como controlo foi usado meio minimo sem qualquer
fonte de carbono.

Os resultados obtidos com uma razo C/N=1.0 em condi¢les aerébias permitem
considerar 3 grupos distintos (figura 9), de acordo com a taxa de crescimento e a
biomassa formada (ANOVA e teste N-K p<0,05): (1) levedura; (2) glucose e acetato;
(3) metanol. Como aconteceu nos estudos anteriores, o crescimento com levedura foi

mais eficiente do que com as restantes fontes de carbono. Entre a glucose e o acetato
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ndo existem diferengas significativas (ANOVA, p>0.,05), mas quando se compara O
crescimento com estas fontes de carbono e o controlo, onde ndo ocorreu crescimento, a
diferenga ¢ significativa (ANOVA e teste N-K p<0,05). A biomassa produzida no meio
com metanol é ligeiramente superior a do controlo; no entanto, ndo existe uma diferenga
significativa entre estes meios (ANOVA , p>0,05).

As taxas de crescimento nos meios com levedura, glucose e acetato duplicaram
relativamente aos valores obtidos na auséncia de oxigénio (tabela 2). A formacdo de
biomassa com estas fontes de carbono em aerobiose foi superior em 320 % para a

levedura e 38 % para a glucose e o acetato, relativamente aos ensaios em anaerobiose.
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Figura 9. Biomassa (mg/L) formada usando meio minimo, & temperatura de 25 °C, em condi¢3es
aerébias com uma razio C/N=1.0, com as seguintes fontes de carbono: glucose, acetato, metanol,
levedura. Como controlo foi usado meio minimo sem qualquer fonte de carbono.

3.3. Caracterizaciio do processo de desnitrificacdo

Foram efectuadas trés séries experimentais, em anaerobiose, com duplicados, para o
meio com peptona € 1 g/l de KNO; (10 mmoles/L N-NOj'). Contudo, conforme sera
referido posteriormente no ponto 3.5 foram efectivamente doseados 300 mg/L (20
mmoles/L) de N-NO;™ no meio, no inicio das experiéncias. A estirpe T2 apresentou uma
taxa de crescimento que variou entre 0,04 a 0,09 h'! e uma biomassa maxima entre 150
a 240 mg/L. A taxa especifica de reducdo do N-NO;™ variou entre 1,2 a 10,4 mg N-
NO; /(g biomassa.h) e 0 N-NO,™ foi produzido a uma velocidade de 5 a 6 mg/L/h. O
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segundo passo da desnitrificagdo, isto €, a redugdo de N-NO, aconteceu a uma taxa

especifica de 2 a 5,6 mg N- NO,/(g biomassa.h) (tabela 3).

Tabela 3. Caracterizagiio do processo de desnitrificagio anaerébia, em meio com peptona € meio

minimo, com 0,3 ¢ 1g de KNO,/L a 25 ¢ 30 °C.

Meio com
Meio minimo com 0,3 g/I. de
peptona 1g/L
Simbolo Unidades KNO;
de KNO3
25°C 25°C ” 30°C

Taxa de

) 1} h! 0,04-0,09 0,01 0,06
crescimento
Biomassa

n m mg/L 150-240 91,73 131,76
maxima
T: p
axa especifica mg N-NOy. g
de reducio do | Quitrato _ e 1,20-10,40 13,00 7,50
biomassa ~. h’
NO;y
Taxa especifica
3 N-NO;.

de reducgdo do Quitito mg 2-8 2,00-5,60 8,20 *

NOy

biomassa . h!

* Este pardmetro ndo foi calculado porque nio foram detectados nitritos com a

técnica analitica usada.

Quer o N-NOj, quer o N-NO;', foram totalmente reduzidos em cerca de 40 horas em

qualquer uma das séries experimentais efectuadas, conforme exemplificado pela figura
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Figura 10. Exemplo do perfil evolutivo do N-NO5™ e do N-NO; (a) e da biomassa (b) num meio com
peptona e com 300 mg N-NO; /L, a uma temperatura de 25 °C.
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Nos ensaios realizados verificou-se que quando o N-NO, atingia a concentracio
maxima de 110 a 130 mg/L a velocidade de redugdo do N-NO;™ diminuia e sé voltava a
aumentar depois da concentragio de N-NO, comecar a diminuir. Um exemplo
elucidativo deste comportamento pode ser observado na figura 10.

Como o N-NOj™ doseado (20 mmoles/L) no meio com peptona, ndo correspondia a
quantidade efectivamente adicionada, testou-se um meio mais simples, 0 meio minimo
com extracto de levedura. Quando a estirpe T2 foi cultivada anaerobicamente em meio
minimo com 40 mg/L de N-NOs’ e extracto de levedura, a temperatura de 25 °C, a taxa
de crescimento e a biomassa maxima produzidas foram inferiores aos resultados obtidos
com o meio anterior (figura 11). No entanto, os resultados referentes a desnitrificagdo
parecem demonstrar que este processo foi mais eficiente com meio minimo
suplementado com levedura, apresentando uma taxa especifica de redugdo do N-NOs
de 13,0 mg N-NO;/(g biomassa.h) e do N-NO;" de 7,50 mg N-NO,/(g biomassa.h). A
uma temperatura controlada de 30 °C a taxa de crescimento e a biomassa maxima
aumentam, respectivamente, 80 e 70 % (figura 12). Por outro lado, neste ensaio
realizado a uma temperatura mais elevada a taxa especifica de redugdo do nitrato
diminui para 8,20 mg N-NO;7/(g biomassa.h) (tabela 3).

De referir, ainda, que no ensaio realizado a temperatura de 30 °C, ndo foi possivel
detectar a presenga de nitritos. Provavelmente a concentracio de nitritos estaria abaixo
do limiar da técnica usada.

Em todas as experiéncias realizadas observou-se que a entrada das culturas em fase
estacionaria coincidia com a auséncia de nitratos e nitritos nos meios. Este facto é
particularmente evidente no meio com peptona, onde o carbono nio sera um factor

limitativo (figura 10).
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Figura 11. Perfil evolutivo do N-NOj;” e N-NO, (A) e da biomassa (B) num meio minimo com 40 mg/L N-NO;/L e
extracto de levedura, a temperatura ambiente de 25 °C.
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Comparando o perfil de crescimento da bactéria nos dois meios para a mesma
temperatura (figuras 10 e 11), constata-se que no meio minimo ocorreu uma fase lag
que durou entre 11 a 15 horas, enquanto que no meio com peptona esta fase ndo ¢
evidente. Estes resultados poderdo estar relacionados com o modo de preparacdo do

inéculo bacteriano (em anaerobiose com MP e em aerobiose com MM).
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Figura 12. Perfil evolutivo do N-NOs™ (A) e da biomassa (B) num meio minimo com 40 mg N-NO;/L e
extracto de levedura, a uma temperatura controlada de 30 °C.

3.4. Estudo da adsorcio a diferentes matrizes

O ensaio realizado para estudar a capacidade de adsor¢do da estirpe T2 aos substratos
carvio, leca e acrilico, foi feito em duplicado e teve uma dura¢io de 7 dias. A
capacidade de adsorcdo foi avaliada através da analise da variagdo da concentracio da
biomassa no sobrenadante por leitura da densidade dptica a 600 nm e da contagem de
U.F.C. no sobrenadante e no material extraido dos proprios suportes.

No final da experiéncia verificou-se uma diminui¢do da biomassa no sobrenadante de

cada um dos substratos, e também no controlo (figura 13).
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Figura 13. Variacdo da biomassa (mg/L) observada no sobrenadante dos 3 grupos de estudo (carvio,

leca, acrilico) e no controlo, ao longo do tempo experimental.

Os resultados obtidos podem ser divididos em 3 grupos de acordo com a diminui¢do da

biomassa observada no sobrenadante: (1) o carvdo com 53 % de reducéio; (2) alecae o

acrilico com 37 % e 41 %, respectivamente; (3) o controlo com 30 %. A diferenga entre

estes 3 grupos ¢€ significativa (ANOVA e teste N-K, p <0,05).

Quanto a variagdo do valor dos U.F.C./ml no sobrenadante (figura 14) e ap0s

normalizagdo dos valores iniciais, verificou-se que as diminui¢des observadas foram de

89 % para o carvido, 67 % para a leca e 73 % para o acrilico e controlo. Do ponto de

vista estatistico (ANOVA, p>0,05) ndo existem diferencas significativas para os grupos

leca, acrilico e controlo, destacando-se apenas o grupo representado pelo carvdo

activado granular.
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Figura 14. Valores de U.F.C./ml no sobrenadante das suspensées com cada um dos 3

materiais em estudo (carvio, leca, acrilico) e no controlo.
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No entanto, as tendéncias observadas usando os dois métodos de avaliagdo da adsorgédo
sdo de algum modo concordantes, isto €, o carvdo parece ser o substrato onde se verifica
uma maior adsor¢do. O mesmo se verifica quando se analisam os resultados
relativamente a U.F.C. extraidas das matrizes usadas (figura 15). O niimero de coldnias
viaveis da bactéria T2 aderidas ao carvdo, leca e acrilico foi, respectivamente, de

1,26x10°, 7,33x10% e 1,10x10° U.F.C./g de matriz.
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Figura 15. Valores observados de U.F.C./ g de substrato (carvio, leca e acrilico).

Verifica-se, no entanto, que a diferenga entre o carvdo e o acrilico ndo é tio distinta
como sucedia nas andlises anteriores e que os valores mais baixos foram obtidos com a
leca. De referir, ainda, que para todas as situagdes estudadas se verificou que no final da
experiéncia ndo tinha havido contaminagdes, ou seja, as culturas tinham-se mantido

puras

3.5. Técnicas analiticas usadas e suas adaptacdes

3.5.1. Avaliacio de possiveis interferéncias com as técnicas usadas

Os meios utilizados nos ensaios realizados para a avaliagio da cinética da
desnitrificagdo continham 4 e 10 mmoles/L de N-NOs', o que ultrapassava o limite
superior da técnica de doseamento de nitrato que é de 20 pmoles/L, tendo levado a

necessidade de efectuar grandes diluigdes das amostras. No entanto, as diferengas
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observadas entre as diferentes diluigdes da mesma amostra e entre os triplicados de cada
dilui¢do ndo foram significativas (ANOVA, p>0,05), o que demonstrou a precisdo do
método.

Conforme referido, algumas das amostras continham resazurina, conferindo ao meio
uma cor rosa que podia interferir na leitura da densidade Optica durante o processo de
doseamento de nitrato ou nitrito. Verificou-se, contudo, que para as dilui¢ées de 1:100,
1:50 e 1:10 as diferencas observadas entre as amostras com ou sem resazurina, estavam
abaixo do limite inferior da técnica (lpmoles/L) e por isso eram negligenciaveis.
Contudo, para uma dilui¢do de 1:5 a resazurina interfere na leitura da densidade optica
introduzindo um erro compreendido entre 1 a 1,5 umoles/L.

Como j4 foi referido, a concentragio de N-NO;™ doseado ndo correspondia & quantidade
inicialmente adicionada ao meio com peptona. Por este motivo, realizaram-se algumas
experi€ncias em que se adicionaram quantidades conhecidas de N-NO; ¢ N-NO; ao
meio com peptona € a amostras retiradas no fim dos ensaios relativos ao processo da
desnitrificagdo. As diferengas entre as concentra¢des determinadas e as concentragdes
esperadas também ndo foram significativas (t-student, p>0,05). Por isso ndo se pode
concluir que as interferéncias se deviam ao meio com peptona. As mesmas poderiam
resultar de alteracdes produzidas pelo crescimento bacteriano. Deste modo, meios com
composi¢do indefinida e muita matéria orgéanica nfo serfo de aconselhar para este tipo

de estudos.
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4. Discussio

4.1. Descricfio da bactéria T2

Tradicionalmente, a identificacfo das espécies bacterianas tem sido realizada usando
métodos fenotipicos classicos, como € o caso do crescimento em meios especificos,
reac¢des enzimaticas e microscopia (Johnsen et al., 1996). Contudo, estes métodos sdo
morosos € muitas vezes pouco apropriados para estabelecer relagdes filogenéticas entre
bactérias proximas. Os métodos de identifica¢do tém evoluido no sentido de melhorar e
simplificar a identificagfio e a caracterizacio. Um exemplo desta evolugdo € o sistema
vulgarmente utilizado e comercialmente disponivel, em Kit, o API 20NE da
BioMérieux (Johnsen et al, 1996). Contudo, a base de dados destes Kits para
identificagdo baseia-se sobretudo em situagdes clinicas e nfo ambientais. Por este
motivo, os Kits podem falhar na identifica¢do de espécies isoladas do meio ambiente
(OECD, 1997).

Os resultados dos testes API e dos testes fisiologicos realizados neste trabalho com a
estirpe T2 foram os seguintes: a bactéria ¢ catalase ¢ oxidase positiva, hidrolisa a
arginina, a esculina ¢ a gelatina mas néio possui a urease, nem a pneumolisina. Consegue
assimilar a D-glucose, D-manose, N-acetil-D-glucosamina, o gluconato, o caprato, o L-
malato e o citrato. O mesmo ndo sudede com a B- galactosidase, a L-arabinose, o D-
manitol, a maltose, o adipato e o fenilacetato. Cresce em meio PAB, ¢ produz
pigmentos fluorescentes em meio King’s B. Por outro lado, ndo ocorre hemélise em
meio de sangue de ovelha e nfio ocorre crescimento a uma temperatura de 41 °C. O
perfil obtido no teste API permitiu, conforme referido, classificar a estirpe T2 como
Pseudomonas fluorescens ou Pseudomonas aeruginosa. No entanto, segundo o Manual
de Bacteriologia Sistematica de Bergey, a Pseudomona aeruginosa consegue crescer a
41 °C, o que ndo acontece com a Pseudomonas fluorescens e com a espécie T2.

Esta incerteza na identificacio efectuada nfio € de estranhar pois a classificagdo das
estirpes de Pseudomonas € problemadtica devido a falta de um sistema taxondmico
apurado (Tryfinopoulos et al., 2002) Por isso, a maior parte das espécies deste género
estdo mal definidas nas publicagdes de diversos investigadores, que usam apenas os
testes mencionados anteriormente.

Por outro lado, os métodos moleculares sdo ferramentas poderosas ndo sé para a

identificagfo até ao nivel da espécie, mas também para a caracterizacdo das diferentes
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estirpes (Tryfinopoulos et al., 2002). A analise molecular mais usual na classificagio
das Pseudomonas bascia-se nas semelhangas do DNA para o gene 16S rRNA (OECD,
1997). A forte pressio da selec¢do para a conservagido da estrutura molecular e
sequéncia do DNA 16S rRNA torna estas moléculas em reldgios evolutivos bastante
importantes para descrever as relagdes filogenéticas entre o TRNA do grupo das
Pseudomonas. A sequenciagdo do gene 16S rRNA realizada para a bactéria T2
apresentou uma similaridade elevada (98-99 %) com as espécies: P. gessardii, P.
libanensis, P. synxantha, P. reactans, e P. fluorescens. Este resultado vem confirmar
que a bactéria T2 ¢ a Pseudomonas aeruginosa ndo pertencem a mesma espécie. No
entanto, as mesmas fazem parte do subgrupo I, de acordo, com similaridade
IRNA/DNA do género Pseudomonas (Krieg e Holt, 1984). Este grupo inclui
pseudomonas fluorescentes saprofitas e fitopatogénicas, as espécies desnitrificantes nio
pigmentadas e as estirpes ndo pigmentadas que pertencem ao grupo “alcaligenes”. A
bactéria T2 ¢, segundo estes resultados, uma espécie muito proxima da Pseudomonas
Sluorescens, apresentando muitas caracteristicas em comum: produzem pioverdina,
possuem a gelatinase, ¢ a arginina hidrolase, ndo conseguem crescer a 41 °C ¢ alguns
dos biovares conseguem realizar a desnitrificagdo (Krieg et al., 1984). A Pseudomonas
Sfluorescens pode ser encontrada na agua e no solo, dos quais pode ser isolada através de
um meio de enriquecimento contendo varias fontes de carbono, incubada em condi¢des
aerobias. Alguns biovares desta espécie podem crescer num meio com nitratos, em
condi¢Bes anaerdbias. A temperatura 6ptima encontra-se num intervalo compreendido
entre 25-30 °C. A Pseudomonas reactans é também uma espécie relacionada com
Pseudomonas fluorescens que se distingue dos biovares Il e IV por duas razdes: ¢
patogénica para cogumelos (descoloragio ou “blotch disease™); produz um
lipodepsipeptido (LDP) denominado tolasina, que rompe membranas celulares e tem
propriedades surfactantes (Godfrey et al., 2001; Munsch et al, 2000). A Pseudomonas
gessardii foi isolada de dguas minerais naturais francesas e descrita pela primeira vez
em 1999. Possui caracteristicas morfoldgicas comuns a todas as pseudomonas e
algumas caracteristicas fenotipicas diferentes: as estirpes de P. gessardii utilizam L —
arabitol, mio-inositol, adonitol, xilitol ¢ meso-eritritol como fontes e carbono (Verhille
et al. 1999). A Pseudomonas libanensis foi isolada de 4guas de nascente do Libano e é
membro de um novo subcluster (Vb) e contém 7 estirpes. As diversas estirpes sdo
fenotipicamente ¢ genotipicamente homogéneas ¢ diferenciam-se da maior parte das

Pseudomonas por varios caracteres fenotipicos ¢ de todos os biovares de P. fluorescens
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pela assimilagdo de alfa-aminobutirato (Dabboussi et al, 1999). A Pseudomonas
synxantha também pertence ao subgrupo da Pseudomonas fluorescens apresentando as
caracteristicas fisiologicas tipicas deste grupo, pois € oxidase e catalase positiva, produz
pioverdina, possui a enzima arginina hidrolase e a gelatinase, e néo cresce a 41 °C.
Utiliza N-Acetilglucosamina, arabinose, caprato, citrato, eritritol, glucose, m-inositol,
malato, manitol, sorbitol ¢ trehalose. Por outro lado, nfio metaboliza adipato, citraconato
¢ fenilacetato. Ao contrario de outras Pseudomonas deste sub-grupo ndo realiza a
desnitrificagdo (Pirtilli et al, 2000).

Paralelamente & sequenciagdo do gene 16S rRNA realizou-se uma andlise dos acidos
gordos celulares que ¢ um método fenotipico evoluido e que tem demonstrado ser mais
eficiente e fidvel na identificagdo de Pseudomonas spp do que os métodos fenotipicos
classicos (Tryfinopoulos et al., 2002). Nesta técnica o perfil de 4cidos gordos
desconhecido ¢ comparado com uma base de dados extensa que inclui muitas
Pseudomonas. Apesar de este sistema permitir uma identificacdo até ao nivel da
espécie, ndo consegue identificar todos organismos isolados de diferentes ambientes,
pois muitos ainda ndo foram descritos. Em relagdo a bactéria T2 os resultados deste
teste sdo caracteristicos do género Pseudomonas, confirmando os testes fenotipicos
classicos efectuados. A sequéncia do gene 16S rRNA da bactéria T2 foi depositada no
GenBank (NCBI) com 0 ACC: AY874539.

4.2. Caracteristicas do crescimento da Pseudomonas isolada

O efeito da salinidade no comportamento da bactéria T2 foi avaliado através da
formacio de biomassa e ndo pela sua performance de desnitrificagdo. Contudo, a maior
parte dos estudos existentes apontam para uma inibi¢do deste processo @ medida que
aumenta a salinidade (Glass e Silverstein, 1999) e por extensdo, é natural que a
formacdo dec biomassa também seja afectada. No entanto, os resultados obtidos no
presente trabalho nfo s@io muito claros. Com efeito, o estudo realizado a uma
temperatura de 25 °C parece indicar que o crescimento ¢ mais eficiente sem NaCl, pois
a taxa de crescimento foi ligeiramente superior, apesar de nfo haver diferencas
significativas quanto & biomassa maxima formada com NaCl. A uma temperatura de 30
°C as taxas de crescimento s@io semelhantes, mas a presenga de NaCl parece afectar
negativamente o crescimento bacteriano formando-se, por um lado, menos biomassa ¢

por outro atingindo-se mais cedo a fase estacionaria.
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Contudo, para uma mesma salinidade, o efeito da temperatura no crescimento desta
bactéria corresponde ao esperado: para uma temperatura superior as taxas de
crescimento sdo mais elevadas ¢ a bactéria T2 demora metade do tempo para atingir a
biomassa maxima.

Segundo Prescott et al. (2002), os microrganismos do género Pseudomonas crescem a
temperaturas da gama mesofilica. Neste intervalo (25-30 °C) a actividade biolégica
aumenta com a temperatura, atingindo um valor méximo aproximadamente aos 31 °C
(Eckenfelder, 1989). Verifica-se que o aumento da temperatura de 25 para 30 °C pode
estar na origem de um aumento considerdvel da taxa de crescimento, e, logo, da
biomassa formada.

O crescimento em meio com peptona foi mais eficiente do que em meio minimo
suplementado, ¢ isto talvez porque a quantidade de carbono e de factores de crescimento
presentes no meio enriquecido ¢ bastante superior ao do meio minimo.

Como a fonte de carbono usada pode afectar a eficiéncia da desnitrificagdo (Menasveta
et al., 2001) analisou-se o comportamento da bactéria, em anaerobiose, em meio
minimo com metanol, glucose ou acetato, pois constituem fontes externas de carbono
muito utilizadas no processo de desnitrificacfio nos sistemas de tratamento de efluentes
(Wasik et al., 2001). A melhor performance foi observada com o extracto de levedura,
seguido da glucose, metanol e acetato. Numa razido C/N=2.0 nfio ocorreu crescimento
com metanol, apesar deste substrato ser considerado, por autores como Lee et al.
(2000), a fonte de carbono mais eficiente na desnitrificagio bioldgica em sistemas de
recirculagdo da 4gua em piscicultura.

O crescimento em ambiente aerobio para uma razio C/N=1.0 foi superior com todas as
fontes de carbono usadas, 4 excepgdo do metanol, para o qual nfio ocorreu crescimento.
Os maus resultados obtidos com o metanol também se verificaram num estudo realizado
por Kariminiaae-Hamedaani et al. (2004) com uma estirpe muito préxima da
Pseudomonas stutzeri, em agua salgada, e em que a mesma ndo cresceu com metanol ou
sacarose como unicas fontes de carbono. Num estudo realizado por Hallin e Pell (1998)
num sistema de tratamento de efluentes por lamas activadas observou-se que a fonte
externa de carbono condicionava a constitui¢do da populagdo desnitrificante. Das fontes
de carbono estudadas, o metanol era aquela para a qual a populacio desnitrificante
demorava mais tempo a adaptar-se. Segundo estes autores, eram precisas pelo menos 70
horas para o processo estabilizar com o metanol. Este seria o tempo necessério para

acontecer uma selecgdo ecologica a favor das populagdes desnitrificantes especializadas
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no metanol. A fonte de carbono mais eficiente foi o acetato, com o qual se verificou
uma taxa de desnitrificagdo de 7,0 h' ¢ a glucose, que também foi testada, apresentou
uma taxa de desnitrificago de 2,5 h™' semelhante a observada com o metanol.

Lee ¢ Welander (1996) realizaram um estudo com um consércio de bactérias
desnitrificantes para testarem diferentes fontes de carbono, entre as quais o metanol e o
acetato. O crescimento ¢ taxa de desnitrificagdo das bactérias no meio enriquecido com
estas fontes de carbono foram lentos, mas o processo de desnitrificagdo tornou-se mais
eficiente quando se adicionou extracto de levedura ao meio. Entre estes dois compostos,
0 acetato promoveu uma taxa de crescimento de 0,091 h” e 0 metanol 0,028 h!. Estes

resultados assemelham-se ao comportamento da bactéria T2.
4.3. Caracterizacio do processo de desnitrificacio

Os ensaios sobre desnitrifica¢do efectuados neste trabalho foram realizados em sistema
fechado, com uma salinidade de 2,8 %, usando-se dois meios: (1) meio com peptona e
300 mg/L de N-NO;’; (2) meio minimo com razio C/N=1.0 e uma concentragio de 40
mg/L de N-NOs". Como j4 foi referido, a concentragio de N-NOs™ doseada no meio com
peptona ndo correspondia & quantidade adicionada a este. O meio com peptona é um
meio complexo, que apresenta uma elevada carga orgénica que pode interferir com a
técnica de redugdo do nitrato (Jones, 1984). A composi¢do deste meio nio ¢ totalmente
conhecida, e sabe-se que determinados metais e fosfatos também podem provocar
interferéncias no doseamento dos nitratos (Jones, 1984). No entanto, como as andlises
em meio dopado com KNO; ndo mostraram qualquer interferéncia, as discrepancias
observadas poderdo ter resultado do metabolismo bacteriano. Devido a estes factores
mudou-se 0 para um meio mais simples, 0 meio minimo, com extracto de levedura
como fonte de carbono. A escolha deste meio ¢ fonte de carbono deveu-se a varias
raz0es: (1) em ensaios anteriores realizados neste trabalho a bactéria T2 apresentou uma
boa taxa de crescimento com o extracto de levedura; (2) o extracto de levedura é
utilizado com frequéncia nos sistemas de tratamento para melhorar as performances do
processo de desnitrificagio (Lee e Welander, 1996); (3) com o meio minimo, a
concentragdo de N-NOs™ doseado (41 mg/L ou 4 mmoles/L) correspondeu a quantidade
adicionada ao meio; (4) este meio tem uma composi¢io conhecida e permite

comparagOes com os trabalhos de outros autores.
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Outro aspecto a considerar relaciona-se com o inéculo usado, que para os ensaios em
meio com peptona cresceu em ambiente andxico, enquanto que o inoculo usado nas
experiéncias com meio minimo foi preparado em condi¢des aerobias. Este facto pode
explicar a ndo ocorréncia da fase lag no inicio dos processos de crescimento e de
desnitrificagdo anaerébios do primeiro grupo de trabalho e a sua existéncia no segundo
grupo. Liu et al. (1998) descreveram este fendmeno pela primeira vez quando
realizaram um estudo com uma cultura pura de Pseudomonas denitrificans, submetida a
um periodo de arejamento seguido de uma fase andxica. A mudanga do receptor de
electrdes, do oxigénio para nitratos, reflectiu-se num perfil de crescimento com duas
fases exponenciais e numa fase lag intermédia que variou entre as 3 ¢ as 6 horas de
duragdo. Estes autores observaram, ainda, que a duracfio dessa fase lag variou conforme
a extensdo do periodo de arejamento. Isto €, quanto maior fosse este, maior era a fase
lag. Concluiram, também, que na fase de arejamento a presenca ou auséncia de nitratos
ndo se reflectia posteriormente na cinética da bactéria. Todavia, outros autores (Gouw et
al., 2001) contrariam a afirmago de que a presenca de nitratos na pré cultura ndo
influencia a extensio da fase lag. Na realidade, esses estudos indicaram que a presenga
de nitratos na fase aerobia diminuia a fase lag subsequente, e isso provavelmente porque
a presen¢a de nitrato induzia a produgiio das enzimas redutases durante a fase de
exposi¢do ao oxigénio e, por este motivo, encurtavam a fase lag. Estes autores
concluiram, entdo, que as condigdes da pré cultura cram determinantes para a eficiéncia
do processo. Mais ainda, acrescentaram que, se a pré cultura crescer em ambiente
andxico com nitratos, a fase lag que sucede apds o periodo de arejamento ndo
ultrapassar4 uma hora. O mesmo se verificou nos ensaios realizados no meio com
peptona em que a pré cultura foi preparada em anoxia e na presenca de nitratos.

No presente trabalho os periodos lag duraram 11 a 15 horas e caracterizaram-se por
baixas taxas de redug¢@o de nitratos ¢ nitritos. O final da fase lag foi marcado pelo
crescimento exponencial da biomassa e por taxas de reducdo do nitrato mais elevadas,
No meio que apresentava uma concentragdo inicial de 300 mg/L de N-NO5’, a taxa de
redugéo dos nitratos abrandou consideravelmente quando a concentragio de nitritos
atingiu um pico de 126,45+11,05 mg/L. Provavelmente, a desnitrificacdo terd sido
inibida pela acumulagio de nitritos. Tal comportamento estd descrito na literatura, e, por
exemplo, Glass e Silverstein (1998) constataram que, a um pH neutro, uma
concentragdo de 30 a 250 mg/L N-NO, " podia inibir a desnitrificacdo. Ainda reforgando

esta ideia, Constantin e Fick (1997) referem que a desnitrificagio para uma
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concentragdo de nitratos inferior a 10 mmoles/L (140 mg/L) ¢é eficiente e rapida.
Contudo, uma concentragio superior a esta (como acontece com o presente estudo em
que a concentragdo inicial de N-NOs™ era de 10 mmoles/L) resulta na acumula¢io
transitoria de nitritos e inibi¢fio do crescimento bacteriano.

Comparando os dois meios usados neste estudo, observou-se que a taxa de crescimento
¢ a biomassa maxima formada eram superiores no grupo que cresceu no meio rico em
fonte de carbono. Talvez por isso se possa pensar que o carbono tenha sido um factor
limitativo no crescimento da bactéria no ensaio com uma razio C/N=10 e cuja
concentragdo de N-NO;’ era de 40 mg/L. Por outro lado, os resultados sugerem que a
desnitrificagdo a uma temperatura de 25 °C foi mais eficiente neste altimo grupo, pois
as taxas de redugdo do nitrato foram superiores em 55 %. Para além disto, a
desnitrificagdo estava concluida no final de 24 horas (auséncia de nitratos e nitritos), ao
contrario do que aconteceu no meio com uma carga organica mais elevada, em que este
processo so6 estava concluido ao fim de 40 horas (figuras 10 e 1 1).

No entanto, no ensaio realizado com meio minimo, esperar-se-ia que, ao aumentar a
taxa de crescimento devido ao aumento da temperatura de 25 para 30 °C, houvesse um
correspondente aumento da taxa de reducio de nitrato, o que ndo aconteceu. Este
comportamento ¢ também descrito por Park et al. (2001) que ao desenvolverem um
sistema de recirculagdo num aquério de 4dgua salgada verificaram que a medida que a
temperatura diminuia (27-28, 20-23, e 17-18 °C) as taxas especificas de reducio de
nitratos também diminuiam.

Os valores da cinética de desnitrificacdo obtidos enquadram-se com outros resultados
referidos na literatura (tabela 4). De notar que a maior parte dos estudos sobre a
desnitrificagdo sio realizados com consércios bacterianos e por isso ndo existem muitos
dados com culturas puras (Martienssen e Schops, 1997).

No presente trabalho, a desnitrificago foi avaliada com uma fonte de carbono que ndo ¢
usualmente empregue em grande escala. Seria util experimentar outros compostos como
0 acetato, pois Lee e Welander (1996), por exemplo, obtiveram taxas de reducio do

nitrato da ordem de 76 h™! com este composto.
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Tabela 4. Valores da cinética da desnitrificaggio referenciados na literatura consultada e no presente
trabalho.

Aboutboul et al.
(1995)

Wisniewski et al.

(2001)

Glass e Silverstein
(1998)
(elevada

concentraciio de NaCl
e KNO;)

Glass e Silverstein
(1999)
(elevada concentragio

de NaCl e KNQO,)

Lee e Welander

(1996)

Panswad e Anan

(1999)

Cattaneo et al. (2003)

Komaros e Lyberatos

(1998)

Presente estudo*

Sistema

FBR

“Bacth”

Sistema
SBR

Sistema

SBR

“Batch”
Sistema

A/A/A

Sistema
FBBR
Sistema
STR

“Bacth”

“Bacth”

Consorcios

Consércios

Consorcios

Consorcios

Consércios

Consércios

Pseudomonas

denitrificans
Pseudomonas
denitrificans

bactéria T2

(Pseudomonas)

0,062-0,091

0,006 (FBBR)
0,005 (STR)

0,1

0,04-0,09
0,013
0,06

76,2-92.4

12,5

23-54

19-50

29-49

2,5 (0 % de NaCl)
1,2 (3,0 % de
NaCl)

3,75-5,41 (FBBR)
2,08-5,16 (STR)

1,2-10,4 (M.P.)
13,0 (M.M. 25 °C)
7,5 (M.M. 30 °C)

* M.P. — meio com peptona; M.M. — Meio Minfmo suplementado com levedura
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4.4. Estudo da adsorcio

Nos processos bioldgicos de tratamento de efluentes as células bacterianas crescem
fixadas a um suporte (biomassa fixa) ou encontram-se suspensas no meio (biomassa
suspensa) (Metcalf e Eddy, 2003). Os processos que utilizam a biomassa fixa
apresentam vdrias vantagens quando comparados com os processos de biomassa
suspensa: formagdo de elevadas densidades de biomassa; diminuigdo dos tempos de
retengdo; permitem a co-existéncia da actividade metabélica aerdbia e anoxica dentro
do mesmo ccossistema; menor sensibilidade aos efeitos de toxicidade e outras
condig¢des ambientais (Loukidou ¢ Zouboulis, 2001). Por estas razdes, o uso de suportes
¢ particularmente 1til em sistemas biolégicos de tratamento de efluentes. O tamanho do
suporte pode constituir uma limitagdo nestes sistemas de tratamento e por isso t&m sido
desenvolvidos processos que usam particulas pequenas (<0,5mm) com uma 4rea de
superficie muito grande (1000 mzm'3por volume do reactor) (Cattaneo et al, 2003;
Metcalf e Eddy, 2003).

Os sistemas de tratamento de efluentes utilizam diferentes tipos de suportes: pecas em
PVC, fragmentos em vidro ou leca, que influenciam a taxa de adsorc¢do e o crescimento
bacteriano. A textura da superficie e a porosidade dos suportes tém um impacto
significativo na eficiéncia do filtro anaerdbio. Show e Tay (1999) demonstraram que um
reactor com suportes com elevada porosidade apresenta uma grande taxa de adsorgao,
por oposi¢do aos suportes com uma textura lisa que sio menos eficientes.

Como ja foi referido anteriormente, a estirpe T2 foi isolada do biofiltro de uma
piscicultura marinha a partir de uma matriz de argila expandida (leca). Por este motivo,
testou-se esta matriz neste estudo sob a forma de pequenas esferas (& = 2-3 mm). Para
além desta, utilizou-se o carvdo activado granular (GAC, @ = 2-3 mm) que é de
pequenas dimensdes, mas apresenta uma grande 4rea de superficie disponivel para um
crescimento bioldgico efectivo. O GAC combina os processos fisico-quimicos e os
biologicos, numa s6 operagfo. Como é altamente poroso proporciona uma superficie
apropriada para a adsor¢do da matéria orgnica ¢ de alguns elementos. Este tipo de
suporte optimiza as condigdes para o estabelecimento de processos de biodegradacéo

efectiva de poluentes (Loukidou e Zouboulis, 2001). Estudou-se, ainda, um suporte em
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acrilico com forma de anéis com uma relagdo area de superficie-volume inferior as
outras duas (< = 10 mm).

Esperava-se que a adsor¢dio da bactéria & leca fosse mais eficiente do que no suporte
deste tipo porque a estirpe T2 tinha sido inicialmente isolada de um suporte de leca ¢, ao
mesmo tempo, porque a leca € uma matriz muito porosa, apresentando uma area de
superficie superior & do acrilico. Contudo, tal ndo se verificou talvez devido as
diferengas nas condigdes experimentais. No estudo aqui realizado, observou-se ainda,
que no controlo, onde ndo havia suporte, houve uma redugfo significativa da biomassa
no sobrenadante. Este resultado no era totalmente imprevisivel porque os ensaios de
adsor¢do foram realizados em frascos de vidro. O vidro é um material utilizado com
frequéncia como suporte em sistemas de tratamento de biomassa fixa, pois como
demonstraram Van Schie e Fletcher (1999) existem muitas especies bacterianas que
apresentam uma grande taxa de adsor¢fo a este material. Provavelmente uma grande
parte das bactérias do controlo aderiu as paredes de vidro dos frascos. E ainda de
considerar a hipdtese de ter havido perda de viabilidade da cultura bacteriana.

O carvdo activado granular foi o suporte estudado que apresentou uma menor
concentraglo de biomassa no sobrenadante e um maior ntimero de U.F.C /g adsorvido

no suporte, o que indica que a adsor¢do a este material foi mais bem sucedida.
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5. Consideragdes finais

A bactéria estudada pertence ao grupo das bactérias fluorescentes do género
Pseudomonas. De acordo com a sequenciagio do DNA 16S rRNA encontra-se muito
proxima filogeneticamente da P. gessardii, P. libanensis, P. synxantha, P. reactans, e P.
Sfluorescens.

A bactéria T2 tem um metabolismo anaerdbio facultativo, utilizando o NO; como
receptor de electrdes na auséncia de oxigénio. A salinidade de 2,8 % parece influenciar
negativamente o crescimento da bactéria. No entanto, o crescimento com NaCl foi
consideravel, como indicam as taxas de crescimento entre 0,12 a 0,28 h', em condicdes
aerdbias e 0,1 h™* em anoxia.

Quanto as fontes de carbono testadas em anoxia obtiveram-se, para uma razio C/N=1 .0,
dois grupos, de acordo com os resultados de crescimento obtidos: (1) o extracto de
levedura que apresentou os melhores resultados com 86 mg/L de biomassa formada; (2)
a glucose, o acetato e 0 metanol que atingiram uma biomassa de cerca 60 mg/L. Para
uma razdo C/N=2.0 os resultados apontam para 3 grupos: (1) o extracto de levedura que
serviu apenas de referéncia ¢ demonstrou mais uma vez ser uma boa fonte de carbono;
(2) a glucose ¢ o acetato que atingiram os 100 mg/L; (3) o metanol que nesta razio C/N
ndo promoveu o crescimento. Por isso, talvez fosse pertinente experimentar para o
metanol uma razio C/N de 1.5.

Os valores observados na avaliagio da cinética da desnitrificagéo enquadram-se nos
valores referidos na literatura. Nos ensaios realizados com uma concentracdo de N-NOy
de 300 mg/L ocorreu uma acumulagdo de nitritos tempordria e as taxas de reducdo de
nitratos e nitritos sdo inferiores as que aconteceram num meio com 40 mg/L de N-NO;".
As condi¢des do indculo demonstraram serem importantes na eficiéncia deste processo,
ou seja quando a pré cultura ¢ preparada em presenca de oxigénio e na auséncia de
nitratos a desnitrificagdo demora mais tempo para se iniciar.

A bactéria T2 removeu totalmente o nitrato sem acumula¢do de nitritos nas duas
situagdes, em condigdes de 2,8 % de salinidade, o que abre boas perspectivas para a sua
aplicagdo a situagdes de tratamento de efluentes salinos.

Dos suportes testados o carvdo activado granular demonstrou ser aquele onde ocorria
uma maior adsor¢o e por isso a sua utilizacdo a sistemas de tratamento aguas de
piscicultura com biomassa fixa parece ser mais viavel. O método do Cadmio Esponjoso

desenvolvido por Jones (1984) mostrou-se fidvel e preciso. O trabalho desenvolvido
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demonstrou que: (1) se podem realizar dilui¢des que podem ir até 1:1000; (2) se podem
efectuar muitas analises em simultdneo (30 a 50 tubos) num curto espago de tempo (2-
3horas); (3) pode usar-se um pequeno volume de amostra (Sml); (4) a resazurina
utilizada nos ensaios de anacrobiose nfio afecta o método para diluigdes superiores a
1:5.

O trabalho aqui apresentado caracteriza e descreve uma espécie bacteriana
desnitrificante. Seria interessante, em trabalhos futuros estudar outros aspectos da
fisiologia deste microrganismo: (1) avaliar os produtos finais da desnitrificagdo, isto ¢,
os gases formados (NO, N,O ¢ N,), quer em termos qualitativos como quantitativos; (2)
avaliar a capacidade de desnitrificagdo aerobia; (3) testar outras fontes de carbono na
desnitrifica¢do; (4) verificar se a bactéria tem a capacidade de remog¢do simultdnea do

azoto e do fosforo.
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7 — Anexos

Anexo 1 - Exemplo de recta de calibragfio para determinacfo da biomassa

Para a elaboracdo da recta de regressdo linear para determinagdo da biomassa bacteriana
realizaram-se dilui¢des de uma cultura densa de modo a serem obtidas as seguintes
densidades opticas: 0 - 0,1 -0,2-0,3-0,4-0,5-0,6 ¢ 0,7. Neste exemplo, o valor de
R? obtido foi de 0,998, sendo a equagdo da recta: y=0,3794x — 0,002, com y= peso seco
(g) e x=densidade optica (600 nm).

0,35
0.3
0,25
0,2
0,16
0,1
0,05

peso seco {g/L)

-0,05 *®

Densidade optica
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Anexo 2 — Exemplo de rectas de calibragiio para doseamento de nitratos e de

nitritos

» Nitratos

A recta de regressdo linear apresentada ¢ um exemplo de uma das rectas obtidas sempre
que se realizava o doscamento de nitratos. Para a elaboragdo das curvas de calibragio
foram utilizadas as seguintes concentragdes: 0 — 10 — 20 — 30 ¢ 40 pmoles/L (Jones
1984). Neste exemplo, o valor de R? obtido foi de 0,996, sendo a equagdo de recta:
y=0,0297x + 0,0648, com y=densidade Optica (540 nm) ¢ x=concentragao de N-NOy

(M)

y = 0,0297x + 0,0648
R? = 0,9996

Densidade aptica

0 10 20 30 40 50

concentragio (uM)

» Nitritos

A recta de regressio linear apresentada ¢ um exemplo de uma das rectas obtidas sempre
que se tealizava o doseamento de nitritos. Para a elaboragdo das rectas de calibrag@o
foram utilizadas as seguintes concentragdes: 0 — 2 — 3 — 5 e 10 umoles/L (Jones, 1984).
Neste exemplo, o valor de R obtido foi de 0,999, sendo a equagdo de recta: y=0,0414x
+0,0052, com y=densidade Optica (540 nm) ¢ x=concentragdo de N-NO," (uM).

recta de regressao linear

0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Densidade optica

0 2 4 6 8 10 12

concentragdo (pM)
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Anexo 3 — Sequéncias do gene 16S rRNA da bactéria T2 e das estirpes bacterianas

mais préximas de acordo com a anilise filogenética efectuada

LOCUS bankit 688440 linear BCT 03-JAN-
2005

DEFINITION 16S rDNA, partial.

ACCESSION H
KEYWORDS
SOURCE

ORGANISM

1457 bp DNA

Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Bacteria; Proteobacteria.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1457)
AUTHORS Sousa,A.
TITLE Isolation and characterization of a denitrifying fluorescent
Pseudomonas
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1457)
AUTHORS De Marco,P.

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

BASE COUNT
ORIGIN
1
6l

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

//

Direct Submission

Submitted (03-JAN-2005) MCA, IBMC, R.

4150-180,

e

370 a

attgaacgct
tcttgagage
gttcggaaac
ccttgcgceta
aggcgacgat
ccagactcct
gccatgccge
ttgtagatta
tgccagcage
cgegegtagg
ttcaaaactg
atgcgtagat
ctgaggtgceg
acgatgtcaa
tgaccgcectg
caagcggtgg
atccaatgaa
tggectgtegt
tgtccttagt
gaggaaggtg
tacaatggte
tcgtagteey
gaatcagaat
gggagtgggt
gattcatgac

Portugal

Location/Qualifiers

1..1457

/organism="Pseudomonas sp."
/strain="T2"
/db_xref="taxon:306"

323 ¢

ggcggcaggce
ggcggacggyg
ggacgctaat
tcagatgage
ccgtaactgg
acgggaggcea
gtgtgtgaag
atactctgca
cgcggtaata
tggttagtta
actgactaga
ataggaagga
aaagcgtggg
ctagcegttyg
gggagtacgg
agcatgtggt
ctttctagag
cagctcgtgt
taccagcacg
gggatgacgt
ggtacagagg
gatcgcagtc
gtcgeggtga
tgcaccagaa
tggggtg

456 g

ctaacacatg
tgagtaatge
accgcatacg
ctaggtcgga
tctgagagga
gcagtgggga
aagtcttcga
attttgacgt
cagagggtgce
agttggatgt
gtatggtaga
acaccagtgg
gagcaaacag
ggagccttga
ccgcaaggtt
ttaattcgaa
atagattggt
cgtgagatgt
taatggtggg
caagtcatca
gttgccaagce
tgcaactcga
atacgttccce
gtagctagtc

-70 -

308 t

caagtcgagce
ctaggaatct
tcctacggga
ttagctagtt
tgatcagtca
atattggaca
ttgtaaagca
taccgacaga
aagcgttaat
gaaatccceg
gggtggtgga
cgaaggcgac
gattagatac
gctcttagtg
aaaactcaaa
gcaacgcgaa
gccttcggga
tgggttaagt
cactctaagg
tggcecttac
cgcgaggtgg
ctgcgtgaag
gggccttgta
taaccttcqgg

Campo Alegre,

ggtagagaga
gcctggtagt
gaaagcaggg
ggtggggtaa
cactggaact
atgggcgaaa
ctttaagttyg
ataagcaccg
cggaattact
ggctcaacct
atttcctgtg
cacctggact
cctggtagte
gcgcagctaa
tgaattgacg
gaaccttacc
acattgagac
cccgtaacga
agactgccgyg
ggcetgggcet
agctaatccce
tcggaatcge
cacaccgcecce
gaggacggtt

823, Oporto

agcttgecttce
gggggataac
gaccttcggyg
tggctcacca
gagacacggt
gcctgatcca
ggaggaaggg
gctaactctyg
gggcgtaaag
gggaactgca
tagcggtgaa
gatactgaca
cacgccgtaa
cgcattaagt
ggggeccgea
aggccttgac
aggtgctgca
gcgcaaccct
tgacaaaccg
acacacgtgce
acaaaaccga
tagtaatcge
gtcacaccat
accacggtgt




Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, GSS,

or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) Posted date: Apr 1,2003 11:54 PM

LOCUS  AF267911

1500bp DNA

linear BCT 01-AUG-2000

DEFINITION Pseudomonas synxantha 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION AF267911

VERSION  AF267911.1 Gl1:9623379

KEYWORDS

SOURCE  Pseudomonas synxantha
ORGANISM Pseudomonas synxantha
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria, Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases I to 1500)
AUTHORS Pirttila,A.M., Laukkanen,H., Pospiech,H., Myllyla,R. and Hohtola,A.
TITLE Detection of intracellular bacteria in the buds of Scotch pine
(Pinus sylvestris L.) by in situ hybridization
JOURNAL Appl. Environ. Microbiol. 66 (7), 3073-3077 (2000)

MEDLINE 20336462
PUBMED 10877808

REFERENCE 2 (bases I to 1500)
AUTHORS Pirttila,A. M., Laukkanen,H., Pospiech,H., Myllyla,R. and Hohtola,A.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (15-MAY-2000) Department of Biology/Botany, University of
Oulu, POB 3000, Oulu FIN-90014, Finland

FEATURES
source 1..1500

Location/Qualifiers

/organism="Pseudomonas synxantha"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="DSM 13080"

/isolate="G"

/db_xref="taxon:47883"

tRNA <1.>1500

/product="16S ribosomal RNA"

ORIGIN
1 agagtttgat
caagtcgagce
61 ggtagagaga
ctaggaatct
121 gcctggtagt
tcctacggga
181 gaaagcaggg
ttagctagtt
241 ggtgaggtaa
tgatcagtca
301 cactggaact
atattggaca
361 atgggcgaaa
gattgtaaag
421 cactttaagt
gttaccgaca
481 gaataagcac
gcaagcgtta
541 atcggaatta
gtgaaatccc
601 cgggctcaac
gagggtggtg
661 gaatttcctyg
ggcgaaggcyg
721 accacctgga
aggattagat

cttggctcag
agcttgette
gggggataac
gaccttcggg
tggctcacca
gagacacggt
gcectgateca
tgggaggaag
cggctaactc
ctgggcgtaa
ctgggaactg
tgtagcggtyg

ctaatactga

attgaacgct
tcttgagagce
gttcggaaac
ccttgcgeta
aggcgacgat
ccagactect
gccatgccegce
ggttgtagat
tgtgccagea
agcgcgegta
cattcaaaac
aaatgcgtag

cactgaggtg

-71 -

ggcggcaggce
ggcggacggg
ggacgctaat
tcagatgagc
ccgtaactgg
acgggaggca
gtgtgtgaag
taatactctg
gccgeggtaa
ggtggtttgt
tgactgacta
atataggaag

cgaaagcgtg

ctaacacatg
tgagtaatgc
accgcatacg
ctaggtcgga
tctgagagga
gcagtgggga
aaggtcttcg
caattttgac
tacagagggt
taagttggat
gagtatggta
gaacaccagt

gggagcaaac
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781 accctggtag
gagcttttag
841 tggcgcagcet
ttaaaactca
901 aatgaattga
aagcaacgcyg
961 aagaacctta
gtgeccttcegg
1021 gaacattgag
gttgggttaa
1081 gtcccgtaac
ggcactctaa
1141 ggagactgcc
catggccecctt
1201 acggcctggg
gccgegaggt
1261 ggagctaatc
gactgcgtga
1321 agtcggaatc
ccgggecttyg
1381 tacacaccgc
tctaacctte
1441 gggaggacgg
aggtagccgt

tccacgeegt
aacgcattaa
¢gggggccecg
ccaggccttg
acaggtgctyg
gagcgcaacce
ggtgacaaac
ctacacacgt
ccataaaacc
gctagtaatc
ccgteacacce

ttaccacggt

aaacgatgte
gttgaccgcee
cacaagcggt
acatccaatg
catggctgte
cttgtcctta
cggaggaagg
gctacaatgg
gatcgtagtce
gcgaatcaga
atgggagtgg

gtgattcatg

-T2 -

aactagccgt
tggggagtac
ggagcatgtg
aactttctag
gtcagctecgt
gttaccagca
tggggatgac
tcggtacaga
cggatcgeag
atgtcgeggt
gttgcaccag

actggggtga

tggaagcctt
ggcegeaagqg
gtttaattcg
agatagattg
gtcgtgagat
cgtaatggtg
gtcaagtcat
gggttgceccaa
tctgcaactc
gaatacgttc
aagtagctag

agtcgtaaca
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LOCUS  AF074384 1516 bp DNA linear BCT 17-NOV-1999

DEFINITION Pseudomonas gessardii 16S ribosomal RNA gene, complete sequence.

ACCESSION AF074384
VERSION  AF074384.1 GL:3309635
KEYWORDS
SOURCE  Pseudomonas gessardii
ORGANISM Pseudomonas gessardii
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases | to 1516)
AUTHORS Verhille,S., Baida,N., Dabboussi,F., Hamze,M., Izard,D. and
Leclerc,H.
TITLE Pseudomonas gessardii sp. nov. and Pseudomonas migulae sp. nov.,
two new species isolated from natural mineral waters
JOURNAL Int. J. Syst. Bacteriol. 49 Pt 4, 1559-1572 (1999)
MEDLINE 20023037
PUBMED 10555337
REFERENCE 2 (bases | to 1516)
AUTHORS Verhille,S., Dabboussi,F., Baida,N., Izard,D. and Leclerc,H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-JUN-1998) Laboratory of Bacteriology, Medical
University, 1, place de Verdun, Lille 59045, France
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1516
/organism="Pseudomonas gessardii"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="CIP 105469"
/db_xref="taxon:78544"

/note="isolated from French mineral waters"

RNA 1..1516

/product="16S ribosomal RNA"

ORIGIN
1 gatcctggcet
agcggtagag
6l agaagcttgc
tctgectggt
121 agtgggggat
ggagaaagca
181 ggggaccttc
gttggtgggg
241 taatggctca
tcacactgga
301 actgagacac
acaatgggcg
361 aaagcctgat
aagcacttta
421 agttgggagg
acagaataag
481 caccggctaa
ttaatcggaa
541 ttactgggcg
cccegggcete
601 aacctgggaa
gtggaattte
661 ctgtgtagcg
gcgaccacct
721 ggactgatac
gataccctgg
781 tagtccacgce
tagtggcgca

cagattgaac
ttctettgag
aacgttcgga
gggcecttgeg
ccaaggcgac
ggtccagact
ccagccatge
aagggttgta
ctctgtgceeca
taaagcgcgce
ctgcattcaa
gtgaaatgcg
tgacactgag

cgtaaacgat

gctggcggcea
agcggeggac
aacggacgcet
ctatcagatg
gatccgtaac
cctacgggag
cgegtgtgtyg
gattaatact
gcagecgegg
gtaggtggtt
aactgactga
tagatatagg
gtgcgaaagce

gtcaactagce

-73 -

ggcctaacac
gggtgagtaa
aataccgcecat
agcctaggtce
tggtctgaga
gcagcagtgg
aagaaggtcet
ctgcaatttt
taatacagag
agttaagttyg
ctagagtatg
aaggaacacc
gtggggagca

cgttgggagce

atgcaagtcg
tgccetaggaa
acgtcecctacg
ggattagcta
ggatgatcag
ggaatattgg
tcggattgta
gacgttaccg
ggtgcaagceg
gatgtgaaat
gtagagggtg
agtggcgaag
aacaggatta

cttgagctcet
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841 gctaacgcat
tcaaatgaat
901 tgacgggggc
gcgaagaacce
961 ttaccaggcce
cgggaacatt
1021 gagacaggtg
taagtccegt
1081 aacgagcgca
taaggagact
1141 gcecggtgaca
cttacggcect
1201 gggctacaca
ggtggagcta
1261 atcccanaaa
tgaagtcgga
1321 atcgctagta
ttgtacacac
1381 cgccecegtceac
ttcgggagga
1441 cggttaccac

cgtaggggaa
1501 cctgcggetg

taagttgacc
ccgcacaagce
ttgacatcca
ctgcatggcet
acccttgtece
aaccggagga
cgtgctacaa
accgatcgta
atcgcgaatce
accatgggag
ggtgtgattc

gatcac

gcctggggag
ggtggagceat
atgaacttte
gtcgtcaget
ttagttacca
aggtggggat
tggtcggtac
gtccggatceg
agaatgtcge
tgggttgcac

atgactgggg

-74 -

tacggccgea
gtggtttaat
tagagataga
cgtgtcgtga
gcacgttatg
gacgtcaagt
agagggttge
cagtctgcaa
ggtgaatacg
cagaagtagce

tgaagtcgta

aggttaaaac
tcgaagcaac
ttggtgeectt
gatgttgggt
gtgggcactc
catcatggcee
caagccgega
ctcgactgcg
ttceegggece
tagtctaacc

acaaggtagce
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LOCUS  AF057645 1516bp DNA linear BCT 28-JUL-1999

DEFINITION Pseudomonas libaniensis 16S ribosomal RNA gene, complete sequence.

ACCESSION AF057645

VERSION  AF057645.1 Gl1:3047379

KEYWORDS

SOQURCE  Pseudomonas libanensis

ORGANISM Pseudomonas libanensis

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.

REFERENCE 1 (bases | to 1516)

AUTHORS Dabboussi,F., Hamze, M., Elomari,M., Verhille,S., Baida,N., lzard,D.

and Leclerc,H.
TITLE Pseudomonas libanensis sp. nov., a new species isolated from
Lebanese spring waters
JOURNAL Int. J. Syst. Bacteriol. 49 Pt 3, 1091-1101 (1999)
MEDLINE 99354498
PUBMED 10425766
REFERENCE 2 (bases | to 1516)
AUTHORS Dabboussi,F., Hamze M., Verhille,S., Baida,N., Izard,D. and
Leclerc,H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (07-APR-1998) Bacteriological Laboratory, Medical
University, 1 place de Verdun, Lille 59045, France
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1516
forganism="Pseudomonas libanensis"
/mol_type="genomic DNA"
(strain="CIP 105460"
/db_xref="taxon:75588"

/note="isolated from Lebanese spring waters"

IRNA 1..1516

fproduct="16S ribosomal RNA"

ORIGIN
1 gatcctggct
agcggtagag
61 agaagcttgc
tctgcectggt
121 agtgggggat
ggagaaagca
181 ggggaccttc
gttggtgggg
241 taatggctca
tcacactgga
301 actgagacac
acaatgggcg
361 aaagcctgat
aagcacttta
421 agttgggagg
acagaataag
481 caccggctaa
ttaatcggaa
541 ttactgggcg
ccecegggete
601 aacctgggaa
gtggaatttc
661 ctgtgtagcg
gcgaccacct
721 ggactgatac
gataccctgg

cagattgaac
ttctcttgag
aacgttcgga
gggcettgeg
ccaaggcgac
ggtccagact
ccagccatge
aagggttgta
ctctgtgcecca
taaagcgcgce
ctgcattcaa
gtgaaatgcg

tgacactgag

gctggcggea
agcggcggac
aacggacgct
ctatcagatyg
gatccgtaac
cctacgggag
cgegtgtgtyg
gattaatact
gcagccgcegy
gtaggtggtt
aactgactga
tagatatagg

gtgcgaaagc

-75 -

ggcctaacac
gggtgagtaa
aataccgcat
agcctaggtce
tggtctgaga
gcagcagtgg
aagaaggtct
ctgcaatttt
taatacagag
tgttaagttyg
ctagagtatyg
aaggaacacc

gtggggagca

atgcaagtcg
tgcctaggaa
acgtecctacg
ggattagcta
ggatgatcag
ggaatattgg
tcggattgta
gacgttaccg
ggtgcaagcg
gatgtgaaat
gtagagggtyg
agtggcgaag

aacaggatta



781 tagtccacgc
tagtggcgcea
841 gctaacgcat
tcaaatgaat
901 tgacgggggc
gcgaagaacce
961 ttaccaggcc
cgggaacatt
1021 gagacaggtg
taagtcccgt
1081 aacgagcgca
taaggagact
1141 gcecggtgaca
cttacggect
1201 gggctacaca
ggtggagcta
1261 atcccagaaa
tgaagtcgga
1321 atcgctagta
ttgtacacac
1381 cgcceccgtceac
ttcgggagga
1441 cggttaccac

cgtaggggaa
1501 cctgcecggcetg

cgtaaacgat
taagttgacc
ccgcacaagce
ttgacatcca
ctgcatgget
acccttgtcee
aaccggagga
cgtgctacaa
accgatcgta
atcgcgaatce
accatgggag
ggtgtgattc

gatcac

gtcaactagce
gcctggggay
ggtggageat
atgaactttc
gtcgtcaget
ttagttacca
aggtggggat
tggtcggtac
gtccggatceg
agaatgtcge
tgggttgcac

atgactgggg

-76 -

cgttgggage
tacggccgca
gtggtttaat
tagagataga
cgtgtcgtga
gcacgtcatg
gacgtcaagt
agagggttgc
cagtctgcaa
ggtgaatacg
cagaagtagc

tgaagtcgta

cttgagctcet
aggttaaaac
tcgaagcaac
ttggtgectt
gatgttgggt
gtgggcactc
catcatggcc
caagccgega
ctcgactgcg
ttcecegggece
tagtctaacc

acaaggtage
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LOCUS  AF094729 1355bp DNA  linear BCT 04-OCT-2000
DEFINITION Pseudomonas fluorescens strain ATCC 17556 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION AF(094729
VERSION  AF094729.1 GL:10567500
KEYWORDS
SOURCE  Pseudomonas fluorescens
ORGANISM Pseudomonas fluorescens
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases 1to 1355)
AUTHORS Galdzicka M., Plassmeyer,M.L., Blaine,L.D., Pienta,P.A. and
Gillevet,P.M.
TITLE Comparison of Phenetic and Phylogenetic Classification Systems for
the Fluorescent Pseudomonads
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases | to 1355)
AUTHORS Galdzicka,M., Plassmeyer,M.L., Blaine,L.D., Pienta,P.A. and
Gillevet,P.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-SEP-1998) Microbial Authentication Resource, American
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aggggaacct gc
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