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APRESENTAGAQ

Este relatorio encerra a participacao da CETESB no projeto
"Estudos Bioquimicos e Microbiologicos da Digestao Anaeré
bia do Lixo Urbano" n¢ 26.448, financiado pela FINEP, Fl
nanciadora de Estudos e Projetos e Coordenado pelo IPT. E
o0 quarto relatorio parcial e apresenta uma revisao sobre a
degradagéo de proteinas em ambientes anaerobios e sugere
inoculo e alimentagéo a ser utilizado num digestor que pre
tende estudar degradagéo de proteinas, bem como metodolo
gia a ser aplicada na avaliagao quali e quantitativa da

biomassa proteolitica de um biodigestor.
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INTRODUGAO

As proteinas sao parcela significativa de varios resi
duos , tais como, estrume de aves, esgoto doméstico >
lixo urbano, residuos de frigorificos, de laticinios,
etc., sendo um dos substratos utilizados pelos mi

crorganismos na digestao anaerdbia.

Na primeira etapa metabolica da digestao, hidrolise
e fermentagao, as bactérias anaerobias proteoliticas

sao responsaveis pela degradacido de proteinas.

O conhecimento desses microrganismos e da bioquimica

de suas interagoes metabdiicas atraves da avalia
gao quali e quantitativa da biomassa é importante pa
ra estabelecer correlagoes entre o desempenho do pro
cesso e aatividade dessa biomassa , bem como na otimi

zagao do processo de digestao anaerédbia.

Para determinar métodos de avaliagao quali e quantita
tiva debacterias proteoliticas, basicamente & necessa
rio a selegao de um meio de cultura, do substrato pro
teico, das técnicas de contagem e isolamento e de um
inoculo adequado. Este trabalho tem comoobjetivo suge
gerir metodologia a ser utilizada na avaliagao quali
e quantitativa de bactérias anaerdbias proteoliticas

em sistema de digestao anaerdbia.

REVISAO DA LITERATURA

As proteinas sao macromoleculas formadas por aminoéci
dos constituidos por grupos amina e grupos carboxila,
contendo portanto, C, O, N, H. Em determinadas protei
nas, S e P podem estar presentes.

Para que os materiais protéicos sejam utilizados como
recursos renovaveis para produgéo de energia, e neces
sario que sejam hidrolizados atraves de tratamento bi

ologico.

Os tipos de microrganismos que promoverao a degradacao
da proteina dependeréock)tipo de residuo (éguas resi

duérias, lixo urbano, etc) e do tipo de tratamento

33-10-nan /1
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biologico. Essa variagéo e devido as caracteristicas fi
sico - quimicas do residuo temperatura, pH, presenga de

compostos organicos complexos, etc.

Na natureza, a degradagéo de proteinas e importante devi
do a sua participagao nos ciclos biogeoquimicos do nitro

genio, enxofre e carbono.

No processo dedigestao anaerébia, ocorrem inumeras inte
ragoes bioquimicas entre os microrganismos participantes

das distantes etapas metabolicas deste processo.

Na etapa de hidrolise e fermentagéo de proteinas, as bac
térias proteoliticas (hidroliticas fermentativas) sao
as principais responséveis pela conversao de proteina a
produtos tais como proteoses, peptonas, polipepitideos g
dipepitideos, ol - aminoacidos e acidos graxos como apre

sentados na figura 1.

A proteina é hidrolizada por agao enzimatica (proteases)

a pepitideos e aminoacidos, os quais sao fermentados a
acidos graxos volateis, CO,, HE,NH4+, e 52~ (14).
Nos processos anabélicos, a amonia e a principal fonte

de nitrogenio para o crescimento de bacterias anaerobias
podendo ser assimilada a aminoacidos de proteina microbi

ana (11).

No rdmen, um dos ambientes anaerobios aonde tambem ocor
re a degradagéo de proteinas, a fermentaQQOprimeiramente
é sacaroclastica, depois proteoclastica, devido a maior concen
tragao de carboidratcs em relagao a proteinas na alimenta
cao do animal hospedeiro(10). A importancia de prote
inas como energia ou como monomeros para sintese celu
lar, depende da razao entre carboidratos e nitrog@nio na
alimentagao. A figura 2 mostra um esquema da interrela
cao de carboidratos e nitrogénio na hidrolise e fermenta
cao no rumen e a figura 3 a degradagao de proteinas e o0
metabolismo do nitrogénio nesse ecossistema.

Sao caracteristicas fundamentais para o estudo bioqui
mico e microbiolégico da hidrolise e fermentagéo de pro
teinas dentro do processo de digestao anaerobia, o conhe
cimento da estrutura espacial das proteinas, sua solubi
lidade e sequéncia de aminoacidos na cadeia polipeptidi

ca (3), bem como o estudo dos microrganismos com suas

ax —
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p bactérias
Proteina > proteoses —— peptonas —
enzimas
— s polipeptideos — » dipeptideos

—_—» © - aminoacidos

enzimas desaminagao
acidos  graxos
NH2
bactérias
R — CH2— C — COOH » R—CH = CH—COOH+NH3
| enzimas
H
& - aminoacido acido graxo

Figura 1: Produtos da hidrolise e fermentagao de proteinas.

Fonte: SAWYER, C.N. & McCARTY, P.L. (1978) - (16).
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Figura 2: Uma das interacoes de carboidratos e nltropenlo no

r‘umen

Fonte : HUNGATE, R.E., 1966 {11).
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Figura 3: Depradacao de proteina e metabolismo do nitrogenio

ne rumen. (14).
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enzimas especificas, frente a uma determinada composigao
de aminoacidos.

Em estudos de microbiologia, tres proteinassaomuito utilizadas: ge
latina, albumina e caseina. A caseina segundo estudos nu
tricionais (6), é uma proteina completa ou seja, contem
todos os aminoacidos: alanina, arginina, asparagina, éci
do aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glici
na, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fe
nilalanina, prolina, sersina, treonina, triptofano, tiro
sina e valina.

Em diversos trabalhos, (18, 9, 5, 7), caseina foi wutili
zada na avaliagéo quali e quantitativa de bactérias prote
oliticas de sistemas anaerobios.

Cerca de 43% de bactérias isoladas de rumen bovino
cresceram em meio de cultura contendo caseina como o prin
cipal substrato (7).

No esgoto domestico, as proteinas representam uma parcela
significativa (27%) do total de matéria organica. Em conta
gensck)bactériasproteoliticasemlbiodigestorescké1ododee§.
goto foram obtidas concentragoes de 1D x 107 bactérias/ml e
6,5 x 10/ bactérias/ml (21,18).

A via de degradacgao deproteinas em digestores de lodo, bem
como em outrosambientesanaerébioségn@vavelmentemuitosi
milar a encontrada no rimen. Em digestores porem, um gru
po de bacterias anaerobias gram positivas formadoras de
esporos como Clostridios proteoliticos sao as responsé
veis pela degradagéo de proteina e esse processo apresen
ta rendimento energetico, (13, 18).

Jain & Zeikus em 1985, apud McInerney (14),observaram que

Clostridium proteolyticum, recentemente isolado em lodo de

esgoto hidrolizou varias proteinas e fermentou aminoéci
dos, levando a formagéo de acetato e CO2 € pequenas quan
tidades de Hg, isovalerato e isobutirato. Tambem relatam
que Clostridios proteoliticos tais como C. perfringens

C. bifermentans, C. histolyticum e C. sporogenes sao im

portantes na deteriorizacao de alimentos enlatados e car

nes.
Em isolamento e identificacao de bacterias anaerobias pre
sentes em grénulos de um digestor de fluxo ascendente e
manto de lodo tratando esgoto doméstico, verificou-se a

presenca de cinco especies do g@nero Clostridium, sendo

33-10-nan /1
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que duas demonstraram atividade proteolitica liquefazendo

a gelatina (15).
Além das espécies do género Clostridium, em digestores de

lodo foram isolados bacilos proteoliticos gram negativos

nao formadores de eésporos como: Peptococcus anaerobicus

Befidobacterium sp. e Staphylococcus sp. (14).

No ecossistema do rumen, Clostridios sao raramente encon
trados e estas bacterias tem pouco ou nenhuma importancia

como agentes proteoliticos(10). Clostridium lochheadii e

Clostridium longisporum, isolados de rumen bovino apresen

taram uma atividade celulolitica e fermentaram glico
se (12). A pequena ou a nao participagdo desse grupo de
bacterias no contetdo do rumen deve-se ao fato de que o)
maior componente da alimentacao do animal hospedeiro e a
celulose, caracterizando desta forma uma fermentacgao saca
roclastica que prevalece sobre a proteoclastica.

No conteudo do rumen foram isolados as seguintes baotéri

as proteoliticas: Bacteroides ruminicola )

Bacteroides amylophilus, Butyrivibrio sp., Selenomonas sp.,

Streptococcus bovis, Lachnospira multiparus e
Eubacterium ruminantium. Em geral, proteinas, peptideos
ou aminoacidos nao sdo utilizados como a Unica fonte de
energia por essas bactérias porque nao fornecem energia

suficiente para o crescimento celular. As principais bac
tarias proteoliticas neste caso sao gram negativas e tam
bém fermentam carboidratos (14).

Dentre as espécies de bactérias proteoliticas s

Bacteroides amylophilus, Bacteroides ruminicola e

Butyrivibrio fibrisolvens (4, 7, 8, 10),

B. amylophilus apresentou alta atividade proteolitica.
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3. SUGESTOES PARA DIRECIONAMENTO DOS ESTUDOS MICROBIOL@GI

COS COM BACTERIAS ANAEROBIAS PROTEOLITICAS.

Como citado anteriormente, para determinar métodos de
avaliagao quali e quantitativa de bactérias proteoliti

cas, basicamente e necessario:

- Selegéo de um meio de cultura que atenda as necessi

dades nutricionais dessas bacterias.

- Escolha de um substrato proteico que nao seja fator
limitante ao crescimento e atividade dediferentes 1i
nhagens proteoliticas, nos tubos de ensaio,comoocoz
ria por exemplo no caso da ausencia de certos aminoé

cidos importantes aos microrganismos.

- Selecao de Técnicas de contagem e isolamento para a

valiagéo quali e quantitativa da biomassa.

- Escolha do inodculo mais adequado para a definigao de
metodologia, ou seja que apresente uma concentragao

elevada de bactérias proteoliticas.

Em estudos bioquimicos e microbiolégicos da digestao a
naerobia do lixo urbano, sendo a celulose o maior com
ponente do residuo, o fluido de rumen foi o inoculo
mais apropriado para a selegéo de meios de cultura e
téecnicas de contagem e isolamento de bacterias anaepé
bias celuloliticas.

Na obtencao dos resultados da atividade celulolitica j
o tempo de incubagéo das culturas variou de 4 a7 dias ,
O que significa obter resultado relativamente répido tra
tando-se de bacterias anaerdbias, cujo tempo de geragao e
superior as bacterias aerobias. Este resultado foi
favorecido pela concentracgao caracteristica de bactéri
as presentes no r&men, da ordem de grandeza de 108 -
109 bactérias/ml e pelo fato desse ecossistema, desde
a decada de 50, proporcionar muitas informagBes S0
bre a degradagao de celulose. No caso da degradagao de
proteinas, nZo ha tanta informagao na literatura, pois
um dos ecossistemas anaerobios mais estudados e o ré
men,no qual a predominancia de substrato é a celulose.
Da mesma forma, conforme se observa na revisao da lite

ratura (ver item 2), os microrganismos proteoliticos

33—-10-040/1
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presentes no rumen nao S40 0S mesmos encontrados embiodi
gestores. Portanto, embora a via de degradagao e forma
gao de produtos seja similar, as 1nformagoes obtidas com
O rumen nao podem ser diretamente transportadaspara big
digestores.

O lodo de esgoto parece ser o indculo adequado para bio

digestores que venham a receber elevadas cargas de prote

ina devido a alta concentragao de bacterlas(lo bact./ml)
favorecido pela significativa parcela de protelnas no es
goto domestlco, e pela facilidade de obtengao do mesmo.
Entre 3 substratos proteicos (gelatina, albumina, e case
ina) utilizados em microbiologia, a gelatina apesar de
ser considerada uma proteina de baixo valor biolégi
co, pode ser empregada como substrafo proteico em estu
dos de biodigestao em escala piloto,devidC)aoseumemn*Cu§
to (17; 2; 1). Entretanto, a caseina, segundo estudos nu
tricionais (6), € uma proteina completa ou seja, contém
todos os aminoécidos, parecendo ser o substrato mais a
propriado nos estudos com bactérias anaerobias proteoli
ticas, atendendo as necessidades nutricionais de difereg
tes linhagens.

Os resultados obtidos nos estudos com bactérias celuloli
ticas mostrou que o meio de cultura basal BCYT(MEIO BA
SAL CARBONATO-EXTRATO DE LEVEDURA-TRIPTICASE) descrito
por TOUZEL, J.P. & ALBAGNAC, G. em 1983 (20) foi eficien
te no cultivo dessas bactérias, obtendo-se resposta da
atividade celulolitica em diluicdes do inéculo(1078) com
tempo de incubagao das culturas variando de 4 a 7 dias.
O meio de cultura BCYT & um meio apropriado para o culti
vo de diferentes bactérias anaerdbias. A seletividade des
te meio sera imposta pela adlgao de um substrato especi
fico a um determinado grupo bacteriano, favorecendo seu
crescimento e atividade. Tendo-se um substrato proteico
adequado, o meio de cultura basal pode ser utilizado no

cultivo de bactérias proteoliticas.

Em relagao as téncicas de isolamento e contagem de baoté
rias proteoliticas, a técnica de roll-tube pode ser apli
cada para isolamento dessa populacao especifica e =2 for

ma de identificar microrganismos proteoliticos é através

da visivel utilizagéo de caseina que turva o meio pela

s ~ .
formagao de zonas claras ao redor da colonia..

33-10-040/1
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Dada a complexidade das moléculas proteicas, grande
suscetibilidade a alteragoes do meio, e a diversidade de
espécies que interagem bioquimicamente em Sistemas anae
robios, é importante salientar que para o estudo da con
versagao de proteinas na digestao anaerobia, pode ser ne
cessario um espago de tempo maior do que o requerido nos

estudos sobre hidrolise e fermentagao de carboidratos.

33— In—-—nan /1
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