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RESUMO

A &gua, depois de utilizada para o abastecimento publico e nos processos produtivos,
retorna com sua composicdo alterada, constituindo o esgoto. Os esgotos quando
lancados aos corpos d’agua sem tratamento adequado podem causar graves problemas
de saude publica e ambientais como a eutrofizacdo. Reatores bioldgicos anaerdbios tipo
UASB (Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo) sdo uma alternativa
interessante para o tratamento dos esgotos domésticos, combinando baixos custos de
implantacdo e simplicidade operacional. No entanto, o sucesso do processo depende do
tipo, adaptacdo e atividade da populacdo microbiana presente em seu interior. Diante
disto, este trabalho vem contribuir para o melhor entendimento do consorcio microbiano
em reator tipo UASB para tratamento de esgoto, realizando a identificacdo dos
microrganismos pertencentes aos dominios Bactéria e Archaea por meio da anélise das
sequéncias dos genes rRNA 16S. Neste sentido, foram coletadas amostras de lodo dos
cinco niveis do reator UASB localizado na ETE Mangueira, Recife/PE, para posterior
extracdo de DNA. Em seguida foi realizada a clonagem e sequenciamento dos produtos
de PCR provenientes dos genes rRNA 16S heterogéneos. A comparacao das seqiiéncias
com 0s bancos de dados de rRNA 16S, NCBI e RDP, indicaram a ocorréncia de
representantes dos filos Actinobacteria (42%), Proteobacteria (13%), Chloroflexi (9%),
Firmicutes (6%) e Bacteroidetes (4%) para o dominio Bacteria, e representantes das
ordens Methanomicrobiales (43%), Methanobacteriales (17%) e Methanosarcinales
(12%) para Archaea, distribuidos distintamente ao longo dos cinco niveis do reator. Do
total das seqiiéncias, 26% das de Bacteria e 17% das de Archaea ndo apresentaram
similaridade com sequéncias ja conhecidas, levando a crer que possivelmente sejam

pertencentes a microrganismos ainda ndo descritos.

Palavras-chave: UASB, esgoto, rRNA 16S, sequenciamento, Bacteria, Archaea.
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ABSTRACT

The water, after used in public supply and productive process, return with its changed
composition, forming the sewage. When the sewages are discharged within water
courses, those can to cause serious problems at public health and environmental which
Eutrophication. Biological anaerobes reactors kinds UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket Reactor) are interesting alternative for domestic wastewater treatment, joining
low costs implantation and simplicity operation. However, the success in process is
depending of kind, adaptation and activity of the microbial community present within
reactor. In front this, the present study came to contribute to better understand about
microbial consortium in UASB reactor for sewage treatment, realizing the identification
of microorganisms pertaining at domains Bacteria and Archaea through analyses of
sequences of genes 16S rRNA. In this sense, was colleted sludge samples along five
reactor UASB levels placed in the Mangueira plant at Recife/PE, to DNA extraction
later. After, was made the cloning and sequencing of the PCR products deriving from
genes 16S rRNA heterogeneous. The sequences in comparison with the data banks of
16S rRNA, NCBI and RDP, showed incident of the representing from phylum
Actinobacteria (42%), Proteobacteria (13%), Chloroflexi (9%), Firmicutes (6%) e
Bacteroidetes (4%) to the domain Bacteria, and representing from order
Methanomicrobiales (43%), Methanobacteriales (17%) and Methanosarcinales (12%)
to Archaea, differently distribute along five reactor levels. Of the whole sequences, 26%
from Bacteria and 17% from Archaea doesn’t showed similarity with know sequences,

suggesting that this sequences likely property the microorganisms not yet discovered.

Keywords: UASB, sewage, 16S rRNA, sequencing, Bacteria Archaea.
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1. INTRODUCAO

A &4gua é de fundamental importancia para a manutencdo da vida no planeta,
porém apenas 0,8% da agua disponivel pode ser utilizada para abastecimento publico e
apenas 3% desta fracdo € de extracdo mais facil. Esses valores ressaltam a grande
importancia de se preservar os recursos hidricos na Terra, e de se evitar a contaminacao
da pequena fracdo facilmente disponivel.

A agua é utilizada nas diversas atividades domésticas como: higiene pessoal,
lavagem de utensilios de cozinha, roupas, carros, entre outras. O resultado dessas
atividades € a producdo das aguas residuarias domésticas, o esgoto. No Brasil, segundo
dados do IBGE, no ano 2000 dos 52,2% dos municipios que tém esgotamento sanitario
32 % tém servico de coleta e 20,2% coletam e tratam o esgoto. Esses dados demonstram
a grande necessidade pela busca de tecnologias de tratamento de esgotos adequadas a
realidade brasileira.

Os esgotos domésticos sdo constituidos de aproximadamente 99,9% de agua. O
restante inclui solidos organicos e inorganicos, suspensos e dissolvidos, bem como
microrganismos. E por causa destes 0,1% que é necessario o tratamento dos esgotos. O
lancamento da matéria organica proveniente de esgoto em um corpo d’agua, resulta em
um excessivo consumo de oxigénio dissolvido por diversos microrganismos e
conseqiiente desequilibrio ecoldgico.

Contudo, em decorréncia da ampliacdo de conhecimento na area, os sistemas
anaerobios de tratamento de esgotos, principalmente os que empregam oS reatores
anaerobios de fluxo ascendente e manta de lodo, UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket Reactor), cresceram em maturidade, passando a ocupar uma posicdo de
destague no mundo e, principalmente no Brasil, face as nossas condi¢cbes ambientais
favoraveis.

No entanto, o sucesso de qualquer processo anaerébio para tratamento de
efluentes, especialmente os de alta taxa, depende fundamentalmente da manutencéo
dentro dos reatores de uma biomassa adaptada, com elevada atividade microbioldgica e
resistente a choques fisico-quimicos. Neste sentido, torna-se imperativo o estudo da
ecologia microbiana para otimizagéo do processo de digestdo anaerdbia.

A digestdo anaerébia de compostos organicos complexos é normalmente

considerada um processo de dois estadgios onde no primeiro, um grupo de bactérias
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facultativas e anaerobias, pertencentes ao dominio Bacteria, convertem 0s organicos
complexos em outros compostos como os acidos volateis. No segundo estagio ocorre a
conversdo dos acidos organicos, CO,, e H, em principalmente CH4 e CO, pela acdo de
microrganismos metanogénicos pertencentes ao dominio Archaea.

Estimativas da diversidade de comunidades microbianas naturais tem
tradicionalmente dependido do cultivo dos microrganismos, mas o resultado do uso de
técnicas moleculares para avaliar a diversidade sugere gque as culturas tém subestimado
a diversidade de microrganismos existente.

Métodos moleculares de analise de DNA proporcionam ferramentas para
avaliacdo da comunidade bacteriana por inteira, incluindo também aqueles
microrganismos que ndo podem ser cultivados em laboratorio. Desta maneira, estes
métodos vém crescendo cada vez mais em importancia para o estudo de ecologia
microbiana de diversos ambientes.

Uma das ferramentas gendmicas para estudos da diversidade microbiana s&o os
eficientes sistemas de clonagem “in vivo” (incluindo vetores de clonagem e
hospedeiros). Estes sistemas permitem a separacdo e amplificacdo de sequéncias
individuais de DNA provenientes de amostras heterogéneas de genes.

A necessidade de identificagdo dos microrganismos para visualizar e comparar a
complexidade das comunidades microbianas ird determinar a estratégia experimental
mais apropriada a ser utilizada. Os microrganismos formadores de uma comunidade em
certo ambiente sdo frequentemente identificados por meio da analise do gene 16S
rDNA, que revelam melhor as rela¢fes evolutivas do que o uso das caracteristicas
fenotipicas classicas, especialmente para microrganismos.

Para avaliacdo das comunidades microbianas, primeiramente, é feita: a extracéo
do DNA total e em seguida realiza-se a PCR; os produtos de PCR sdo clonados em
vetores, selecionados, e entdo sequenciados. Apds o sequenciamento, é faz-se uma
busca por homologia da sequéncia em bancos de dados gendmicos que possuem
informacdes taxondmicas e filogenéticas da linhagem correspondente a sequéncia
estudada. Desta forma, se obtém de maneira rdpida e eficiente, informacfes valiosas
sobre a diversidade microbiana ambiental, tanto para os microrganismos cultivaveis,

quanto para os nao cultivaveis em laboratorio.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Determinar a diversidade microbiana de reator UASB em escala real,
implementado para o tratamento de esgotos, localizado na Estagdo de Tratamento de
Esgotos (ETE) — Mangueira, cidade do Recife-PE.

2.2. ESPECIFICO

Investigar a diversidade de microrganismos pertencentes aos dominios Archaea

e Bacteria ao longo dos cinco niveis de uma celula do reator UASB.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A AGUA EM NOSSO PLANETA

3.1.1. Distribuicdo da 4gua na Terra

A 4gua é de fundamental importancia para a manutencao da vida no planeta. Dos
1,38 x 10° km® de 4gua disponivel existente na Terra, aproximadamente 96,5% é
constituida por agua dos oceanos; 1,8% calotas polares, geleiras e icebergs e 1,7% de
agua doce. Destes 1,7%, 99% sdo constituidos de agua subterrdnea e 1% de agua
superficial como apresentados na Tabela 3.1 (Gleick, 1996).

Nota-se que, da agua disponivel, apenas uma pequena parcela pode ser utilizada
para abastecimento publico e apenas 1% desta fracdo (dguas superficiais) sdo de
extracdo mais facil. Esses valores ressaltam a grande importancia de se preservar 0s
recursos hidricos na Terra, e de se evitar a contaminacdo da pequena fracdo facilmente

disponivel (Sperling, 1996).

Tabela 3.1. Distribuicdo da agua em nosso planeta.
Adaptado de Gleick, 1996.

Reservatorios _Volume de 3 %
Agua em km
Oceanos e Mares 1.338.000.000 96,5000
Calotas Polares e Geleiras 24.064.000 1,7400
Aguas Subterraneas 23.400.000 1,7000
Iceberg e Gelo permanente 300.000 0,0220
Lagos 176.400 0,0130
Solo 16.500 0,0010
Atmosfera 12.900 0,0010
Brejos 11.470 0,0008
Rios 2.120 0,0002
Seres vivos 1.120 0,0001
Total 1.386.000.000 100,00

A 4gua é essencial para o desenvolvimento sécio-econdmico e para a
manutencdo dos ecossistemas. Com o crescimento das populagdes, também cresceu a

demanda por aguas superficiais e subterrdneas para 0s usos doméstico, agricola e do
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setor industrial. Isto promoveu um aumento dos conflitos pelo uso da agua e também da
poluicéo sobre os recursos hidricos em todo o planeta (World Water Day, 2007).

O aumento da poluicdo ambiental e mau uso da agua estdo levando a um grave
problema de escassez. Um grande estudo realizado pela Comprehensive Assessment of
Water Management in Agriculture — CA revela que hoje, uma em cada trés pessoas no
mundo esta diante do problema da escassez de agua (CA, 2007). Cerca de 1,2 bilhdes
de pessoas, ou aproximadamente 1/5 da populacdo mundial, vivem em areas de escassez
fisica, ou seja, os recursos hidricos ndo conseguem atender a demanda da populacgéo,
como em regides aridas. Aproximadamente 500 milhGes de pessoas estdo nesta
situacdo. Outros 1,6 bilhdes de pessoas, ou aproximadamente 1/4 da populacdo mundial,
sofrem por falta de investimento em infra-estrutura e distribuicdo desigual de agua, o
que caracteriza uma escassez econdmica. (IWMI, 2006; CA, 2007). A Figura 3.1

representa as areas de escassez fisica e econdmica de agua.

[11 Escassez fisica de agua Il Proximo da escassez fisica de agua Néo estimado
Escassez econdmica de &gua M Pouca ou nenhuma escassez de agua

Figura 3.1. Areas de escassez fisica e econdmica de 4gua - Adaptado de CA, 2007.

Estimativas indicam que em 2050, cerca de 25% das pessoas provavelmente
vivera em um pais afetado por escassez de agua potavel, o que poderad restringir
seriamente a oferta de agua para todas as finalidades, particularmente para a agricultura,
que atualmente responde por 70% de toda a agua consumida (UN/WWAP, 2003; CA,
2007).
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Mesmo o Brasil, que possui aproximadamente 12% da agua doce disponivel no
mundo, ndo devera escapar da crise hidrica prevista. Deste montante, mais de 80% de
todo o volume de &guas superficiais disponiveis esta localizado na regido amazénica. Os
20% restantes estdo distribuidos por todo o pais, de maneira pouco uniforme, e se
destinam a abastecer aproximadamente 95% da populacdo brasileira (Reboucas et al.,
1999).

3.1.2. Poluicao das aguas e saneamento

Toda a poluicdo, imediatamente ou eventualmente, se envolve com o ciclo
hidrolégico na Terra, uma vez que, os poluentes emitidos no ar e alguns presentes no
solo séo carregados pelas precipitacdes. A &gua é considerada poluida quando a sua
composicdo esta alterada, tornando-a menos apropriada ou inapropriada para seu uso ou
proposito natural. Esta definicdo inclui mudancas nas propriedades fisicas, quimicas, e
bioldgicas da agua. (UIA, 2007).

Descargas de substancias gasosas, liquidas e sdlidas em aguas causam problemas
de saude publica, no uso doméstico, comercial, industrial, agricola e nos ecossistemas.
A poluicdo pode ser acidental (as vezes com graves conseqiiéncias) ou causada mais
frequentemente pelo descontrolado langcamento de esgotos e outros residuos resultantes
do uso da agua, seja domestico ou industrial, contendo uma variedade de poluentes e
efluentes agricolas provenientes da criagcdo de animais e drenagem da irrigagdo. (UIA,
2007).

Aproximadamente 1,1 bilhdes de pessoas no mundo ndo tém acesso a fontes
adequadas de agua e 2,4 bilhdes de pessoas ndo tém acesso a saneamento. Cerca de 2
milhdes de pessoas morrem todo o ano de doencas como a diarréia, sendo a maioria,
criangas com menos de 5 anos de idade. (WHO, 2007).

No Brasil, segundo dados do IBGE (2000) dos 52,2% dos municipios que tém
esgotamento sanitario, 32% tém servi¢co de coleta e 20,2% coletam e tratam o esgoto.
No pais diariamente, 14,5 milhdes de m® de esgoto s&o coletados, sendo que 5,1 milhdes
de m® sdo tratados. O Sudeste é a regido que tem a maior proporcéo de municipios com
esgoto coletado e tratado (33,1%), seguido do Sul (21,7%), Nordeste (13,3%), Centro-
Oeste (12,3%) e Norte (3,6%), conforme dados mostrados na Tabela 3.2.
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No entanto, a World Health Organization (WHO) esclarece que, a cada 1 dolar
investido em saneamento basico, representa uma reducdo de 4 a 5 ddlares nas despesas

hospitalares.

Tabela 3.2. Percentual de municipios, por condicdo de
esgotamento sanitario, segundo as grandes regifes. Fonte:

IBGE, 2000.

Percentual de municipios, por condicdo de

Regides esgotamento sanitario
, Coletam e
Sem coleta S6 coletam
tratam

Brasil 47,8 32,0 20,2
Norte 92,9 35 3,6
Nordeste 57,1 29,6 13,3
Sudeste 7,1 59,8 33,1
Sul 61,1 17,2 21,7
Centro-Oeste 82,1 5,6 12,3

3.2. TRATAMENTO DO ESGOTO

3.2.1. Composicao dos esgotos domésticos

A agua ¢ utilizada em diversas atividades como: higiene pessoal, lavagem de
utensilios de cozinha, roupas, carros, em indudstrias, entre outras. O resultado dessas
atividades é a producdo das aguas residuérias, o chamado esgoto.

Os esgotos domésticos sdo constituidos de aproximadamente 99,9% de agua. O
restante inclui solidos organicos e inorganicos, suspensos e dissolvidos, bem como
microrganismos. E por causa destes 0,1% que é necessario o tratamento dos esgotos.
Este lancamento da matéria organica proveniente de esgoto em um corpo d’agua, resulta
em um excessivo consumo de oxigénio dissolvido por diversos microrganismos e
consequiente desequilibrio ecoldgico (Sperling, 1996).

A fracdo sOlida é formada pelos sélidos suspensos, compostos organicos
(proteinas: 40% a 60%; carboidratos: 25 a 50%; 6leos e graxas: 10%; e gorduras),
nutrientes (nitrogénio e fosforo), metais, sélidos inertes, sélidos dissolvidos inorgénicos,
solidos grosseiros, compostos ndo biodegradaveis, microorganismos e, ocasionalmente,
contaminantes toxicos decorrentes de atividades industriais ou acidentais. Contudo, 0s

sistemas de tratamento de esgotos tém por objetivo remover as impurezas e o material
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potencialmente poluidor, transferindo-os para a fase gasosa ou concentrando-os no lodo
produzido (llhenfeld, et al., 1999).

A remocao das impurezas que estdo dissolvidas e suspensas no meio liquido nas
Estacbes de Tratamento de Esgotos — ETESs, ocorre atraves de processos fisicos
quimicos e bioldgicos durante as etapas de tratamento preliminar, primario, secundario
e terciario (Tabela 3.3), gerando um grande ndmero de subprodutos na forma solida,
semi-solida e liquida, cujo destino final depende do método de purificacdo e da
tecnologia utilizada (Nicoll, 1989; Lima, 1996).

Tabela 3.3. Niveis de tratamento dos esgotos. Adaptado de Sperling (1996) e Fernandes
(1999).

. Tratamento ~
Nivel . Remocéo
Predominante
. . Sélidos em suspensdo grosseiros (materiais de maiores
Preliminar Fisico . ~ .
dimens0es e areia).
Sélidos em suspensdo sedimentaveis; DBO (Demanda
S -, Bioquimica de Oxigénio) em suspensdo (materia
Primario Fisico o . x
organica componente dos solidos em suspensao
sedimentaveis).
DBO em suspensdo (matéria organica em suspensao
- i fina, ndo removida no tratamento primario); DBO
Secundario Bioldgico . o g Lo
solavel (matéria organica na forma de solidos
dissolvidos).
o Nutrientes, patdgenos, compostos ndo biodegradaveis,
. Biologico e/ou : " : A . .
Terciario metais pesados, soOlidos inorganicos dissolvidos e

Quimico (1 ~
solidos em suspensdo remanescentes.

3.2.2. Sistemas Anaerdébios

Com o aumento do conhecimento na &rea, os sistemas anaerobios de tratamento
de esgotos, principalmente os reatores anaerobios de fluxo ascendente e manta de lodo,
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket Reactor), cresceram em maturidade,
passando a ocupar uma posi¢do de destaque no mundo e, principalmente no Brasil, face
as nossas favoraveis condi¢cdes ambientais. Diante desta realidade, a digestdo anaerdbia

tem sido largamente utilizada no tratamento de residuos sélidos e liquidos, incluindo
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culturas agricolas, dejetos de animais, lixo urbano e também efluentes industriais
(Chernicharo, 1997).

Em sistemas aerdbios, ocorre somente cerca de 40 a 50% de degradacdo
bioldgica, com consequiente conversdo em CO,. Grande parte da matéria organica é
convertida em biomassa microbiana (cerca de 50 a 60%), que vem a se constituir o lodo
excedente do sistema. Cerca de 5 a 10% da matéeria organica deixa o reator sem
degradacdo. Ja nos sistemas anaerdbios a maior parte do material organico é convertido
em biogas (cerca de 70 a 90%), que € removido da fase liquida e deixa o reator na forma
gasosa. Pequena parcela do material organico é convertida em biomassa microbiana
(cerca de 5 a 15%), sendo este o lodo excedente. Cerca de 10 a 30% da mateéria organica

deixa o reator sem degradacédo (Chernicharo, 1997).

3.2.3. Reator UASB

O Reator Anaerdbio de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo, UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket Reactor) foi desenvolvido na década de 70 pelo o professor
Gatze Lettinga e sua equipe na Universidade Agricola de Wageningen (Holanda). Neste
tipo de reator ndo é necessario nenhum meio suporte, e ocorre a formacao de flocos ou
granulos pela agregacdo das células microbianas. Estes formam camadas de densidade
maior que se depositam no fundo, formando um leito de lodo, e camadas de densidades
menores formando uma manta de lodo. O sistema possui um separador trifasico
(s6lidos, liquidos e gases) Figura 3.2. O reator possui alto tempo de retencdo da
biomassa e curto tempo de detencdo hidraulica e pode receber altas cargas organicas. A
mistura dentro do reator é intensificada devido as bolhas de gas que sdo formadas no
fundo, e devido ao fluxo ascendente do afluente no sistema (van Haandel e Lettinga,
1994).

De acordo com van Haandel e Lettinga (1994), para se obter sucesso no controle
operacional de sistemas de tratamento anaerdbio, deve-se implantar um programa de
monitoramento, que vise: 1) assegurar o funcionamento adequado das unidades de pré-
tratamento; 2) avaliar a eficiéncia do biodigestor, através da remocdo dos solidos
suspensos e da matéria organica; 3) avaliar a estabilidade do biodigestor, atraves da
determinacdo da alcalinidade e pH; 4) e determinar a quantidade e a qualidade da

biomassa no reator.
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Saida de biogas—__ Coleta do Efluente

Compartimento de
|_— decantagdo

Separador trifasico ——»
I — Abertura para o
© decantador
o /
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Defletor de gases —» >g
SHIRP
) o) i
) )
Bolhas de gés Mantade NI Particulas de lodo
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° Lodo Digestéo

1 Afluente

Figura 3.2. Esquema de um reator UASB. Adaptado de Chernicharo, 1997.

A etapa que requer um monitoramento mais intenso é a da partida, ou seja, 0
periodo de adaptacdo e crescimento da biomassa as condicdes do sistema de tratamento
(Foresti, 2001). Um dos principais pontos que chamam a atengéo é o volume de indculo
que deve ser aplicado ao reator. A carga bioldgica (kg DQO/kg SSV.d) é o parametro
que caracteriza a carga organica aplicada ao sistema em relacdo a quantidade de
biomassa presente no reator e pode ser determinada através de testes de atividade

metanogénica especifica (Chernicharo, 1997).

3.2.4. Atividade Metanogénica Especifica— AME

A eficiéncia no tratamento pelos reatores UASB depende da adaptacdo da
biomassa microbiana, de sua atividade e resisténcia a choques fisico-quimicos. Essa
biomassa pode ser monitorada através de técnicas que avaliam a atividade das archaeas
metanogénicas. A avaliacdo da atividade metanogénica do lodo anaerdbio é importante

para determinar seu potencial para converter substratos soltveis em metano e dioxido de

10
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carbono. Através desse parametro é possivel determinar a carga organica 6tima para
uma rapida e confiavel partida do reator. Além do teste da AME determinar a atividade
metanogénica especifica da biomassa, também pode ser usado para detectar algum tipo
de inibicdo ou alteracdo no funcionamento do sistema apds longos periodos de
operacéo. (Field et al., 1988; Monteggia, 1997; Aquino, et al, 2007).

Na préatica, o teste AME consiste em avaliar a capacidade das archaeas
metanogénicas em converter substrato organico em metano e gas carbdnico. Dessa
forma, a partir de quantidades conhecidas de biomassa (g SSV), substrato (g DQO),
nutrientes e sob condicgdes estabelecidas, pode-se avaliar a producéo de metano ao longo
do periodo do teste. A AME ¢é entdo calculada a partir das taxas de produtividade
méaxima de metano (mL CH4/g SSV.d ou g DQOcn4/g SSV.d) (Chernicharo, 1997).

A quantidade de metano produzido em reatores com pequenos volumes pode ser
medida pelo deslocamento de liquido. Um dos sistemas de medicdo comumente
utilizados consiste em uma garrafa invertida contendo uma solu¢do de NaOH ou KOH
com uma concentracdo de 15 a 50 g/I, na qual, o0 CO, contido no biogas ¢ absorvido pelo
meio fortemente alcalino (pH > 12) formando carbonato, e s6 o CH, fica no espaco
superior interno do recipiente de medicdo, deslocando um volume equivalente de
liguido. O CH,4 produzido pode ser determinado pelo volume ou massa de liquido
deslocado (Field et al., 1988; Aquino, et al, 2007).

Em muitos experimentos € usado acetato como fonte de carbono e energia para
os testes de AME, ao invés de uma mistura de AGVs (acidos graxos voléteis). Isto
geralmente ocorre em virtude de que o acetato é o precursor de 60 a 70% do gas metano
gerado pelas metanogénicas (Chernicharo, 1997). Entretanto, alguns pesquisadores
(Field et al, 1988; Florencio, 1994) utilizam uma mistura dos AGVSs: acetato,
propionato e butirato, que servem ndo s6 para avaliar a atividade das metanogénicas,
como também a atividade das bactérias acetogénicas. E importante notar que a
avaliacdo da atividade dos microrganismos sintroficos € fundamental para a boa
operacdo dos digestores anaerobios. Como 0s microrganismos metanogénicos nao
produzem metano a partir de propionato ou butirato, a queda de eficiéncia de um reator
anaerébio pode estar mais relacionada a baixa atividade dos microrganismos
acetogénicos produtores de acetato do que a atividade de microrganismos

metanogénicos consumidores de acetato (Aquino, et al, 2007).

11
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3.2.5. Etapas da digestdo anaerdbia

A digestdo anaerdbia consiste em um ecossistema onde diversos grupos de
microrganismos interagem na conversdo da matéria organica complexa em
principalmente metano (CH,;) e gés carbénico (CO,) na auséncia de aceptores de
elétrons como o oxigénio (O,), nitrato (NOs) e sulfato (SO,%) (Speece, 1996;
Chernicharo, 1997; Kuang, 2002). Esta tem sido tradicionalmente utilizada para o
tratamento de efluentes domésticos e industriais, mas também na producdo de metano
para uso como fonte de energia (Lyberatos, 1999).

A digestdo anaerébia de compostos organicos complexos é normalmente
considerada um processo de dois estagios onde no primeiro, um grupo de bactérias
facultativas e anaerdbias, denominadas formadoras de &cidos ou fermentativas,
convertem o0s organicos complexos em outros compostos como os acidos volateis. No
segundo estagio ocorre a conversao dos acidos organicos, CO,, e H, em produtos finais:
0 CH4 e CO, (Speece, 1996; Chernicharo, 1997; Kuang, 2002).

Este processo de digestdo anaerdbia em duas etapas pode ser subdividido em

quatro fases como mostra a Figura 3.3.

3.2.5.1. Hidrdlise

Nesta fase ocorre a hidrélise da matéria orgénica particulada complexa
(carboidratos, proteinas, lipidios) em materiais dissolvidos mais simples como acucares,
aminoéacidos, peptideos e acidos graxos de cadeias longas (van Haandel e Lettinga,
1994), através de enzimas extracelulares (celulases, amilases, proteases e lipases),
produzidas por bactérias pertencentes a géneros como Clostridium, Proteus, Bacillus,
Vibrio e Bacterioides (Stronach et al, 1986; Kalogo et al, 2000; Keyser, 2006).

As bactérias hidroliticas e fermentativas, possuindo membros tanto anaerobios
facultativos quanto anaerobios obrigatorios, sdo responsaveis pela remocdo das
pequenas quantidades de O, introduzido durante a alimentacdo do reator (Parawira,
2004).

3.2.5.2. Acidogénese
Durante a acidogénese, aglcares, aminoacidos e acidos graxos de cadeia longa
sdo utilizados como substrato pelos microrganismos fermentativos para produzir acidos

organicos, como o acido acético, propidnico, butirico e outros &cidos de cadeia curta,

12
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alcoois, H, e CO, (Kalyuzhnyi et al., 2000). Durante uma digestdo anaerobia regular, a
principal rota para a metanogénese é via acetato, CO, e Hj, e estes produtos da
fermentacdo podem ser usados diretamente pelas archaeas metanogénicas (Schink,
1997).

Organicos Complexos
(Carboidratos, Lipidios, Proteinas)

Bactérias Fermentativas
HIDROLISE

A 4

Organicos Simples
(Acucares, Aminoacidos, Peptideos)

Bactérias Fermentativas
ACIDOGENESE

\ 4

Acidos Organicos
(Propibnico, Butirico, etc.)

Bactérias Acetogénicas
ACETOGENESE

<+—— Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio ——

\ 4 A 4

H, + CO, ——— Bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio ———» Acetato

Archaea Metanogénicas
METANOGENESE

Metanogénicas Metanogénicas
Hidrogenotrdficas » CHy+CO, < Acetoclasticas

Figura 3.3. Esquema representando as principais etapas do processo de digestdo
anaerobia. Adaptado de Speece (1996) e Chernicharo (1997).

Os microrganismos acidogénicos sdo 0s primeiros a atuar na etapa sequencial de
degradacéo do substrato, e sdo 0s que mais se beneficiam energeticamente. Por causa
disso, bacterias acidogénicas possuem baixo tempo de geracdo (~30 minutos) e as mais
elevadas taxas de crescimento do consorcio microbiano. Desta forma, a etapa
acidogénica s6 sera limitante do processo se o material a ser degradado nao for
facilmente hidrolisado (Aquino e Chernicharo, 2005).

No entanto a atividade excessiva das bactérias acidogénicas pode resultar em
problemas para o reator, e deve-se dar devida atencdo na relacdo entre as concentracdes
de AGV no reator e sua performance. Acidos organicos sdo precursores para producgo

de CHg,, porém, em altas concentragdes podem causar stress aos microrganismos e
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conseqiiente falha do sistema. Ja a inibicdo do consumo de hidrogénio pelas
metanogénicas resulta em um aumento da pressao parcial de hidrogénio no biorreator, o
qual inibe a degradacéo dos acidos graxos de cadeia longa. Isto resultard em acimulo de
AGV e num decréscimo no pH, ocasionando o colapso do reator. (Aquino e
Chernicharo, 2005; Keyser, 2006). Varias bactérias acidogénicas tém sido encontradas
em reatores anaerébios como as pertencentes aos géneros: Bacillus, Clostridium,
Micrococcus, Pseudomonas, Propionibacterium, Streptococcus (Snaidr et al., 1993;
Sekiguchi et al., 1998; Lapara et al., 2000; Koussemon et al, 2001; Keyser, 2006).

3.2.5.3. Acetogénese

Nesta etapa os acidos produzidos na etapa anterior sdo convertidos a acetato,
formiato, CO, e H,. Os substratos produzidos nesta etapa sdo muito importantes para
producdo de biogas, pois os mesmos podem ser diretamente utilizados pelas archaeas
metanogénicas (Lyberatos, 1999).

Nos reatores anaerobios, existem dois grandes problemas préaticos associados a
formacdo de proprionato, butirato e outros compostos mais reduzidos que o acetato. O
primeiro é que tais compostos ndo sdo substratos diretos das metanogénicas, ou seja, a
estabilidade de reatores anaer6bios passa a depender ndo somente da boa atividade dos
microorganismos produtores de metano, mas também dos microorganismos sintréficos
acetogénicos. O segundo é que a atividade de microrganismos sintréficos acetogénicos,
e consequentemente a producdo de acetato a partir de propionato e butirato, é
termodinamicamente inibida pela presenca de relativamente baixas concentracfes de
hidrogénio dissolvido e de acetato. Portanto, as bactérias acetogénicas dependem da
atividade de microrganismos consumidores de hidrogénio para sua existéncia. (Aquino
e Chernicharo, 2005).

Acetogénese inclui membros dos géneros: Syntrophomonas, qual utilizam
valeriato e butirato como substrato e; Syntrophobacter, qual utilizam propionato como
substrato. (Karnholz, 2002; Parawira, 2004; Keyser, 2006).

3.2.5.4 Metanogénese

Esta etapa € conduzida restritamente pelos microrganismos produtores de
metano que pertencem ao dominio Archaebacteria ou Archaea. Poucos substratos
podem ser utilizados pelas metanogénicas para producdo de metano e energia como por
exemplo: H,, CO,, metanol e formiato. (van Haandel e Lettinga, 1994; Chernicharo,
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1997; Thauer, 1998; Kalyuzhnyi et al., 2000; Aquino e Chernicharo, 2005). As
metanogénicas podem ser divididas em dois principais grupos:

a) Metanogénicas Acetoclasticas

Este grupo de metanogénicas utiliza em seu metabolismo o0 acetato como
substrato para formacdo de CH,4, sendo estas bactérias responsaveis pela maior parcela
na producdo de metano (cerca de 70%) e de remocao de DQO do sistema (Aquino e
Chernicharo, 2005). Infelizmente esses microorganismos possuem um lento
crescimento, com um tempo de geracdo minimo de 2 a 3 dias e sd8o extremamente
dependentes da manutencdo de condigdes 6timas de crescimento (Mosey, 1983). De
todos os géneros de metanogénicas, somente dois, Methanosaeta e Methanosarcina,
utilizam o acetato para producdo de metano (Chernicharo, 1997; Thauer, 1998).
Methanosaeta spp. possue baixo crescimento em altas concentracdes de acetato, ja
Methanosarcina spp. tem afinidade entre 5 a 10 vezes maior pelo acetato. Portanto, uma
ou outra espécie ird predominar dependendo da concentracdo de acetato no reator
(Jentten et al., 1992).

b) Metanogénicas Hidrogenotréficas

O metano também pode ser produzido a partir da reducao de dioxido de carbono
ou formiato, por microorganismos hidrogenotroficos. Estes microrganismos sdo de
rapido crescimento, com tempo de geracdo minimo de 6 horas (Mosey, 1983), e além de
contribuirem com aproximadamente 30% do metano formado, a presenca deles ajuda a
manter baixas concentracfes de hidrogénio dissolvido em reatores anaerobios,
favorecendo assim, a degradacdo de propionato e butirato e um bom funcionamento do
sistema (Mosey, 1983; Aquino e Chernicharo, 2005). Fazem parte deste grupo géneros
como Methanobacteirum, Methanospirillum e Methanobrevibacter (Chernicharo, 1997;
Thauer, 1998).

Keyser (2006) em seu estudo detectou predominancia Methanosaeta concilii em
lodos provenientes de reatores para tratamento de efluente de vinicola e cervejaria.
Também encontrou Methanosaeta thermophila mas somente em reatores para
tratamento de efluente de cervejaria. Zhang et al. (2005) também identificou
Methanosaeta concilii em seu estudo sobre a estrutura das comunidades microbianas em
lodo proveniente de reator de tratamento de esgoto domeéstico. Leclerc et al. (2004)
estudou a diversidade de Archaea em 44 reatores anaerdObios para tratamento de
diferentes efluentes. Ele encontrou uma predominancia de Methanosaeta concilii,

Methanosaeta sp. e Methanobacterium formicicum.
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3.3. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E GENETICOS

3.3.1. Os Trés Dominios biologicos

Os pioneiros trabalhos de Carl Woese e Fox (1977) com analises comparativas
dos RNAs da subunidade menor do ribossomo (16S e 18S rRNA) forneceram bases
para se determinar as relagdes evolutivas entre 0os organismos e determinar a diversidade
da vida. Woese prop0s que a vida na Terra pode ser dividida em trés grupos primarios
(dominios), um eucarioto (Eucarya, também chamado Eucaryota) e dois procarioticos
(Bacteria e Archaea) (Woese, 1987). A Figura 3.4 mostra a arvore filogenética
representando os trés dominios.

Tradicionalmente o termo bacteria foi aplicado para todos os procariontes
unicelulares microscépicos. Entretanto, a sistematica molecular mostrou que o0s
procariontes consistem em dois dominios separados, originalmente chamados,
Archaebacteria e Eubactéria, e que agora se chamam Archaea e Bactéria. Estes dois
grupos evoluiram independentemente de um ancestral comum (Woese et al., 1990). Os
Archaea e os Eukarya sdo mais proximos relacionados do que com 0S organismos
pertencentes ao dominio Bacteria, e estes trés dominios formam a base do sistema de

classificagdo mais utilizado atualmente em microbiologia (Gupta, 2000).

Animals Fungi

Archaea Plants
Entamoeba
Euryarchaeota
i Crenarchaeota Euglena
Bacteria Korarchaeota

Kinetoplasta
(e.g. Trypanosomay)
Parabasalia

{e.g. Trichomonas)

High G+C Gram

Low G+C Gram Positives
Positives

&/e - Purples

it - Purples and Mitochondria “Archezoa”

/B - Purples Microsparidia [?]
Spirochaetes (e.g. Nosema)
Fusobacteria Thermotogales Metamonda

Flexibacter / Bacteriodes (e.g. Giardia}

Cyanobacteria & Chloroplasts
Thermus

Aquiifex

Figura 3.4. Esquema da arvore universal da vida baseada nas seqiiéncias de rRNA, mostrando a relativa
posicdo evolucionaria dos grupos nos dominios Bacteria, Archaea e Eukarya. Brown e Doolittle (1997).
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Com esta relativa recente introducdo da sistematica molecular e com o réapido
crescimento do nimero de genomas seqiienciados disponiveis, a classificacdo bacteriana
vem mudando e se expandindo (Rappé e Giovannoni, 2003; Doolittle, 2005). Por
exemplo, alguns bidlogos argumentam que Archaea e Eukarya evoluiram de uma
Bacteria gram-positiva (Cavalier-Smith, 2002). Ja para Gupta (1998) a principal divisdo
dentro dos procariotos deveria ser entre Monodermprokaryotes (células envoltas por
uma membrana apenas) 0S quais pertenceriam, as bactérias gram-positivas e as
archaeas, e Didermprokaryotes (todas as verdadeiras bactérias gram-negativas contendo
uma membrana citoplasmatica interna e outra externa). Esta proposta seria consistente
com a morfologia celular e as assinaturas das sequéncias em proteinas. Existem também
pesquisadores como James Brown (2003) e Ford Doolittle (2000) que chamam atencéo
para eventos de transferéncia lateral de genes que ocorreram entre Archaea, Bacteria e
Eukarya, os quais influenciam na andlise filogenética e consequentemente na construgdo

de arvores (Figura 3.5).

Eukaryotes

Animals

Plants Fungi
Slime moulds, Microsporidia

Archaea
Entamoeba

Euryarchaeota Apicomplexa (such as Pasmodium)

Hah G+C Llow G-C  Korarchaeota Crenarchaeota Euglena
Bacteria I%ram_ p:ngsri?iTes \ Kinetoplasta [such as Trypanosoma)
i} positives
dfe purples\ \ Parabasalia [such as Tichomonas)
o purples
P purples Metamonda (such as Giardia)
Spirochaete
Fusobacteria
Flexibacter/Bacterindes

Cyanobacteria
Thermus

Aguifex

Mitochondrial loss

Putative origins of organelles

—— Chloroplasts

Mitochondria

‘Cenancestor’

Figura 3.5. Esquema de arvore universal da vida mostrando as relacdes filogenéticas e os
eventos de transferéncia lateral de genes entre os trés dominios. As setas verde e violeta
representam 0s eventos de transferéncia lateral de genes associados com a origem de
mitocdndrias e cloroplastos. Outras associagcbes também sdo observadas como: entre
spirochaetes e Archaea (seta a); entre low G+C Gram-Positive Bacteria e Archaea (seta b) e
thermophilic Bacteria e Archaea (seta c¢). O diagrama mostra a relativa posi¢cdo evolucionaria
dos vérios grupos dos trés dominios, mas os ramos ndo estdo em escala. Entre os Eucariotos
existe também o grupo Protista, uma vez chamado Archezoa, o qual se acredita que tenham
perdido secundariamente suas mitocondrias (setas tracejadas amarelas). Brown (2003).
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O National Center for Biotechnology Information — NCBI contém um banco de
dados de genomas, cromossomos completos, mapas de seqiiéncias com contigs e mapas
fisicos. O banco de dados é organizado em seis principais grupos: Archaea, Bactéria,
Eukarya, Virus, Viroides e Plasmideos. A Figura 3.6 mostra um esquema da magnitude
deste banco de dados.

Juntamente com o uso dos rRNAs, Archaea pode ser distinguido de Bacteria
pela natureza dos glicolipideos da membrana. Em Archaea eles sdo éteres de glicerol e
isoprenol e em bactérias e eucariotos os lipideos sdo éteres de glicerol e acidos graxos
(Kates, 1993). Outra diferenca entre Archaea e Bacteria é a auséncia de mureina em
Archaea, enquanto que este composto esta presente na parede celular das bactérias
(Kandler and Konig, 1998). Algumas Archaea possuem uma parede celular rigida
baseada em heteropolissacarideo (Halococcus) ou pseudomureina (Methanobacteriales).
No nivel molecular as diferencas entre Archaea e Bacteria sdo exemplificadas pela
resisténcia de Archaea a muitos antibidticos que sdo ativos em Bacteria. Estudos em
biologia molecular de Archaea tém mostrado que esta resisténcia se deve a importantes
diferencas nos alvos dos antibidticos como, RNA polimerase ou proteinas ribossomais
(Forterre et al., 2002).

Total species (4572)

Viruses Eukaryota Archaea Plasmids

1960 1570 . @A e a8

Bacteria Viroids
as

a0
Total records (8524) Viroids Plazsmids
ae 39
Viruses Eukaryota Bactena Archaea
3143 930 chromosomes 1297 chromosomes 57 chromosomes
1578 organelles 1347 plasmids 57 plasmids
38 plasmids

Figura 3.6. Esquema mostrando o total de espécies e de registros de seqliéncias
contidas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information — NCBI.
Acesso em 10/07/2008.

Além do mais, genomas de Archaea codificam muitas proteinas homadlogas
aquelas de Eukarya, mas ndo de Bacteria. Isto € mais evidente no caso da replicacdo do
DNA, uma vez que muitas das proteinas envolvidas na replicacdo sdo homologas entre
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Archaea e Eukarya, ndo sendo encontrada homologia com Bactéria. Por exemplo, o
genoma de Methanococcus jannaschii revelou varias provaveis proteinas homologas
envolvidas com o complexo fator de replicacdo (cfr) em eucariontes (Brown e Doolittle,
1997). Dois genes possivelmente codificam proteinas homdlogas a proteinas associadas
com a iniciacdo da replicacdo em leveduras. Outra proteina de M. jannaschii,
primeiramente identificada em Sulfolobus solfataricus, corresponde a proteina Pelota de
Drosophila, conhecida por estar envolvida nos estagios iniciais da meiose e mitose
(Ragan et al., 1996). Flap endonucleases | (FEN-1) e Rad2p sdo enzimas de reparacao
do DNA codificadas por genes duplicados em eucariontes no qual sdo genes homologos
em Archaea, mas ndo em versdes de bacterias (Diruggiero et al., 1999). Também séo
encontrados fragmentos de Okazaki com tamanhos similares em Archaea e Eukarya
(Matsunaga et al., 2001).

3.3.2. Diversidade

Os procariotos certamente sdo 0s mais abundantes organismos habitando o
planeta Terra. Eles também sdo os filogeneticamente mais diversos e possuem mais
diversidade metabodlica que os eucariotos, sendo responsaveis por muitos dos processos
chaves nos ciclos biogeoquimicos da Terra (Oren, 2004).

Whitman et al. (1998) fez um inventario da estimativa do numero de procariotos
(archaebacteria e eubacteria) na Terra. O niimero total de células é de 4-6 x 10*°, que
representa uma quantidade de 350-550 x 10™ g em carbono, distribuidos em diversos
ecossistemas. Esta quantidade de carbono nos procariotos é de 60-100% do carbono
total estimado nos vegetais. Em relacdo ao nitrogénio (N) e fésforo (P) os procariotos
contém 85-130 x 10" g de N e 9-14 x 10" g de P, valores 10 vezes maiores que em
plantas.

Outro dado impressionante é que existem aproximadamente dez vezes mais
células bacterianas que células humanas no préprio corpo humano, com grande nimero
vivendo harmonicamente na pele e trato digestivo. A maioria delas é inofensiva, muitas
sdo benéficas e outras sdo patogénicas (Sears, 2005). As bacterias sdo de fundamental
importancia no ciclo dos nutrientes e muitos destes sdo dependentes delas, como a
fixacdo de nitrogénio da atmosfera (Rappé e Giovannoni, 2003). Na industria, as

bactérias sdo importantes em varios processos como, tratamento de efluentes poluidores,
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produgdo de queijo e iogurte, e na producdo de antibidticos e substancias quimicas
(Ishige, 2005).

Desde a demarcacdo de 12 filos bacterianos pela comparacdo da andlise
filogenética do 16S rRNA em 1987 realizada por Carl Woese, 0 conhecimento da
diversidade microbiana se expandiu bastante devido a clonagem de seqiiéncias de genes
rRNA de amostras ambientais. Até 0 momento apenas 26 de aproximadamente 52 filos
dentro do dominio Bacteria, tém representantes cultivaveis. Muitos dos filos nédo
cultivaveis sdo encontrados em diversos habitats, incluindo oceano, rios e solo. Muitos
sdo biologicamente e geoquimicamente importantes e foram pouco relatados tanto
fenotipicamente quanto por sequenciamento gendmico (Rappé e Giovannoni, 2003). A
Figura 3.7 mostra uma arvore filogenética de Bactéria.

O dominio Archaea é representado por microrganismos procarioticos
evolutivamente distintos dos organismos encontrados no dominio Bacteria. Varias
Archaeas possuem metabolismo anaerdbio obrigatério, enquanto outras espécies vivem
em ambientes extremos, como fontes geotermais, habitats com elevada salinidade, solos
e sistemas aquaticos altamente acidos ou alcalinos. Pode-se dizer que certas espécies de
Archaea definem claramente os limites de tolerancia bioldgica nos extremos fisicos e
quimicos da vida na Terra (Balch et al., 1979; Woese, 1998).

O dominio Archaea consiste em trés divisdes: Crenarchaeota, que contém as
Archaea redutoras de enxofre hipertermdfilas; Euryarchaeota, que compreende uma
grande diversidade de organismos, incluindo as espécies metanogénicas, as haléfilas
extremas e uma especie hipertermdfila; e Korarchaeota, uma divisdo descrita mais
recentemente, que engloba organismos hipertermofilos pouco conhecidos, ainda néo
cultivados em laboratério (Woese, 1987; Hugenholtz, 2002).. A Figura 3.8 mostra a
arvore filogenética de Archaea, baseada na comparacgéo de sequiéncias do rRNA 16S.

O emprego dos organismos metanogénicos em saneamento ambiental é
amplamente conhecido e busca a mineralizacdo anaerobia da matéria organica. Porem,
as perspectivas se ampliam como, por exemplo, na bioprospec¢do de enzimas
resistentes a condigdes extremas (temperaturas da ordem de 80-100°C) presentes em
espécies como: Pyrococcus spp., Thermococcus spp., Thermofilum spp. e
Thermoproteus spp. (Vazoller, 1995).

Em pesquisa basica e Biotecnologia, podem ser relacionadas outras aplicacfes
de Archaea, tais como a manipulacdo genética de moléculas termoestéaveis e a producao
de compostos quimicos e combustiveis (biogas e alcool). Considerando-se que 0s
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bioprocessos de Archaea ocorrem sob temperaturas, salinidade e/ou pH marcadamente
superiores aos dos organismos comumente empregados em biotecnologia, estes seriam
extremamente atraentes para o desenvolvimento de novas tecnologias. Uma gama
diversa de substancias de interesse industrial pode ser produzida pelo metabolismo
termofilo extremo: acidos orgénicos, vitaminas, aminoacidos, antibidticos e produtos
bioativos (por exemplo, estimuladores de crescimento de tecido celular). Algumas
Archaea, como Sulfolobus spp., podem processar reac6es de biotransformacéo estereo-

especificas em moléculas de hidrocarbonetos (Vazoller,1995).
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Figura 3.7. A érvore filogenética apresenta 52 filos bacterianos. Setas preenchidas representam os 12
filos originais (bactérias gram negativas foram divididas em Firmicutes e Actinobacteria) descritos por
Woese (WOESE, 1987); estdo sem preenchimento os filos que possuem representantes cultivados
reconhecidos desde 1987 e em cinza estdo os 26 filos candidatos que ndo possuem representantes
cultivaveis conhecidos. A barra de escala representa 0,05 mudancgas nucleotidicas por posicdo. Fonte:

Rappé e Giovannoni, 2003.
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Figura 3.8. Filogenia do dominio Archaea baseada no 16S rRNA de espécies cultivaveis e ndo
cultivaveis. Foi construida uma arvore filogenética neighbour-joining com 342 archaeas com 1.235
seqiiéncias completas do 16S rRNA. As distancias foram calculadas com método de Tamura e Nei (1993)
e 0 a-parametro foi computado com PAUP 4b8. A barra de escala corresponde a 10 substituicdes apos
100 posi¢des por unidade de tamanho do ramo. Os trés foram enraizados arbitrariamente. O Tamanho
dos triangulos é proporcional ao nimero de seqiiéncias analisadas. Triangulos cinza incluem SSU rRNA
de ambas cultivaveis e ndo cultivaveis espécies, onde os tridngulos brancos incluem somente seqliéncias
ambientais (espécies ndo cultivaveis). Fonte: Forterre et al. 2002.
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3.3.3. Ferramentas gendmicas para estudar a diversidade microbiana

Estimativas da diversidade de comunidades microbianas naturais tem
tradicionalmente dependido do cultivo dos microrganismos, mas o resultado do uso de
técnicas moleculares para medir a diversidade sugere que as culturas tém subestimado
esta diversidade de microrganismos existente (Torsvik et al, 2002).

Métodos moleculares proporcionam ferramentas para analise da comunidade
bacteriana por inteira, incluindo também aqueles microrganismos que ndo podem ser
cultivados em laboratorio. Desta maneira, estes métodos vém crescendo cada vez mais
em importancia para o estudo de ecologia microbiana (Stackebrandt et al., 1993; Amann
etal., 1995).

Vigdis Torsvik (1996) aplicou com sucesso diferentes técnicas de analise do
DNA para avaliar comunidades microbianas inteiras, isolados bacterianos, e clones de
genes especificos. A andlise em larga escala dos genomas, com o0 uso da técnica de
reassociacdo de DNA, permite a determinacdo genética de toda a diversidade das
comunidades bacterianas (Torsvik et al., 2002). J& o uso da eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) e analises de genes para rRNA déao informacdes sobre
as principais mudancas na estrutura das comunidades (Muyzer et al., 1993). Quando a
analise de genes rRNA por DGGE é combinada com a hibridizacdo usando sondas ou
sequenciamento, a filogenia e nimero de membros na comunidade pode ser obtido
(@vreas et al., 1997). O uso da hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) de células
bacterianas com sondas especificas permite a direta observacdo e estimativa dos
microrganismos em nivel de espécie, género, familias ou filo de dada amostra ambiental
(Hahn et al., 1992; Amann et al., 1995; Saiki, 2002).

Outra ferramenta gendmica para estudos da diversidade microbiana sé&o o0s
eficientes sistemas de clonagem in vivo (incluindo vetores de clonagem e hospedeiros).
Estes sistemas permitem a separacdo e amplificacdo de seqiiéncias individuais de DNA
provenientes de amostras heterogéneas de genes. A grande variedade de sistemas é
classificada de acordo com os diferentes tipos e tamanhos de fragmentos de DNA que
podem comportar. Dependendo do tamanho do fragmento a ser clonado, o vetor pode
ser baseado em: plasmideos (suportando fragmentos com tamanho ideal de 0,5-2 kb, e
limite maximo de ~10 kb); bacteriofagos (7-10 kb, ~20 kb); cosmideos (35-40 kb; ~45
kb); cromossomos artificiais de bacteria (BAC, 80-120 kb, ~200 kb), e cromossomos
artificiais de levedura (YAC, 200-800 kb, ~1,5 Mb). Vetores que suportam grandes
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insertos sdo ideais para estudos de microrganismos ambientais ndo cultivaveis. Por
exemplo, o recente e promissor campo da metagendmica tem se beneficiado com
sistemas de clonagem tipo cosmideos, BACs e YACs (Xu, 2006).

A necessidade de identificagdo dos microrganismos para visualizar e comparar a
complexidade das comunidades microbianas ira determinar a estratégia experimental
mais apropriada a ser utilizada. Os microrganismos formadores de uma comunidade em
certo ambiente sdo frequentemente identificados por meio da clonagem e
sequenciamento de produtos de PCR das amostras em estudo. Primeiramente 0s
produtos sdo clonados em vetores, selecionados, e entdo seqienciados. Apds o
sequenciamento, € feita uma busca por homologia da sequéncia em bancos de dados
gendmicos que possuem informacdes taxondmicas e filogenéticas da linhagem
correspondente a sequéncia estudada. O algoritmo de busca de homologia comumente
mais utilizado € o Blast, qual estda disponivel online no National Center for
Biotechnology Information - NCBI [http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi] (Gonzélez,
2005).

3.3.4. O Gene 16S rRNA

A classificacdo taxonémica proposta por Carl Woese foi baseada em estudos
moleculares das estruturas e das sequiéncias nucleotidicas dos rRNA 16S e 18S (Figura
3.9), que revelam melhor as relagdes evolutivas do que o uso das caracteristicas
fenotipicas classicas, especialmente para microrganismos. (Woese et al., 1990).

Os rRNAs apresentam caracteristicas muito interessantes para a filogenia tais
como: sdo bons cronémetros moleculares, apresentando alta conservacdo da sequiéncia e
funcdo; ocorrem em todos 0s organismos Vivos; estas seqiiéncias mudam em diferentes
localizagdes a diferentes taxas, e eles sdo seqliéncias suficientemente grandes e possuem
varios dominios. (Woese et al., 1990).

A molécula de rRNA 16S faz parte, juntamente com 20 proteinas, da subunidade
menor do ribossomo nos dominios Archaea e Bacteria. Além de possuirem pareamentos
tipo Watson-Crick (A-U e C-G) em sua estrutura secundaria (Figura 3.10), os rRNAs
possuem pareamentos diferenciados (por exemplo: A-G e G-U) e varias hélices

provenientes do pareamento intra-cadeia (Woese et al., 1983; Gutell et al., 1994). O
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nimero total de hélices e a suas localizacGes podem ser utilizados para estudos
filogenéticos (Dams et al., 1988).

Informacdes detalhadas a respeito da variabilidade ou conservacao das posicoes
dos nucleotideos no rRNA é importante por varias razdes. Por exemplo, regides em que
a sua funcdo pode ser reconhecida, frequentemente possuem estruturas conservadas.
Além disso, regides conservadas sdo de grande importancia para o alinhamento de
sequéncias e para busca por regides homdlogas em diferentes organismos.

Oligonucleotideos podem ser desenvolvidos com base nas regibes mais
conservadas da molécula e usados como primers universais na amplificagdo do mesmo
gene em organismos diferentes. Por outro lado, regides variaveis podem ser usadas no
desenvolvimento de sondas de hibridizacdo espécie-especificas ou primers para PCR,
aplicaveis na deteccdo e identificacdo de microrganismos. A quantificacdo de regides
variaveis também é importante do ponto de vista filogenético. Areas conservadas podem
ser usadas para o estudo de organismos evolutivamente distantes, e as areas mais
variaveis servem para estudos entre organismos evolutivamente proximos (Van de Peer,
1996).

Portanto, o uso do rRNA 16S para identificagdo de microrganismos ambientais
cultivaveis ou ndo, se torna uma poderosa ferramenta para avaliacdo da diversidade
bacteriana em varios tipos de ambientes, incluindo os reatores anaerdbios. Neste
sentido, nosso trabalho vem contribuir para 0 melhor entendimento do consorcio
microbiano em reator UASB para tratamento de esgoto, realizando a identificagédo dos
microrganismos pertencentes aos dominios Bactéria e Archaea por meio da andlise das

sequéncias dos genes 16S rRNA.
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Figura 3.9. Representacdo da estrutura secundaria dos rRNAs da subunidade menor para os trés dominios. Regides escuras apontadas por
setas em Escherichia coli ou em Methanococcus vannielii identificam os locais onde Bacteria e Archaea caracteristicamente divergem.
Adaptado de Woese, 1987.
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Figura 3.10. Localizacdo das principais posi¢des que distinguem Bacteria de Archaea
na estrutura secundaria do rRNA (rRNA de Escherichia coli). As posi¢des de assinatura
sdo indicadas por circulos preenchidos. Posicdes onde a composicdo é altamente
conservada (a mesma acima de 90% das sequéncias catalogadas) entre Bacteria e
Archaea estdo indicadas; Todas as outras sdo oligonucleotideos de E. coli, e estdo
marcadas com um ponto. Tracos marcam de 10 em 10 posi¢Oes e as numeradas marcam
de 50 nucleotideos. O quadro em destaque mostra alguns dos tipos de interagdes entre
o0s nucleotideos. Adaptado de Woese, 1987.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA DO LODO, DO AFLUENTE E EFLUENTE

O lodo (biomassa) anaerdbio utilizado neste estudo foi proveniente de um reator
UASB em escala real, implementado para o tratamento de esgotos, localizado na
Estacdo de Tratamento de Esgotos (ETE) - Mangueira que fica no bairro da Mangueira,
cidade do Recife-Pernambuco. A ETE Mangueira recebe 0s esgotos oriundos dos
bairros de Mustardinha, San Martin e Mangueira, em Recife.

O reator UASB é constituido por oito células independentes de 103 m*® que
trabalham em paralelo. Cada célula possui cinco tubulagdes de amostragem de lodo ao
longo de sua altura que conduzem o lodo ao leito de secagem permitindo assim sua
coleta e descarga Figura 4.1.

Foram coletados dois litros de lodo para cada um dos cinco niveis (alturas) da
célula 7 do reator (de baixo para cima: A- 0,8 m; B-1,3m; C-18m;D-23m; E -
2,8m) (Figura 4.1). Dos 2 litros, 40 ml de lodo de cada altura foram colocados em tubos
falcon de 50 ml estéreis e armazenados em freezer a -20°C para posterior extragdo de
DNA. Também foram coletados do reator, dois litros do afluente e dois litros do

efluente que em seguida foram armazenados em geladeira a 8°C para posterior anélise.

Figura 4.1. Reator UASB. a) Parte superior e ao fundo a lagoa de tratamento. b) Tubulag6es de coleta e
descarga de lodo. c) Leito de secagem de lodo. d) Vista lateral do reator UASB
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4.2. ANALISES FIsIcO-QUIMICAS

As anélises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Saneamento
Ambiental — LSA do Departamento de Engenharia Civil da UFPE.

4.2.1. Biomassa, Afluente e Efluente

Para o lodo foi determinado o pH, temperatura e os solidos suspensos totais,
fixos e volateis para cada altura do reator segundo APHA (1992).

Foram também realizadas tanto para o afluente quanto para o efluente, duas
vezes por semana, durante trés meses, as seguintes determinacfes segundo APHA (
1992): pH, Temperatura, DQO Bruta, DQO Filtrada, Alcalinidade Parcial, Alcalinidade
Total, Acidos Volateis, Potencial Redox, Solidos Totais, Sélidos Suspensos Totais,

Sélidos Suspensos Volateis.

4.2.2. ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA - AME
O meétodo foi adaptado de Florencio (1994) e Field et al., (1988). O teste foi
realizado em triplicata para o lodo coletado em cada altura do reator. Foram utilizados

0s seguintes parametros de acordo com a Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Composicao do reator para o teste AME.

Componente Concentracao
Biomassa 1,59 SSv.I*
Fonte de Carbono: 1:1:1 de &cido acético, 4 gDQoO.I*

propidnico e butirico neutralizados com
NaOH 40% m/v.

Macro e Micronutrientes (Florencio, 1994) 200 ml.I*

Agua destilada Completar

O ensaio foi realizado em sala com temperatura controlada para 30°C. Apoés a

montagem de todo o conjunto para o teste (Figura 4.2), pesou-se uma vez por dia a
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acumulacdo de solucéo alcalina no recipiente de coleta até que toda a fonte de carbono
tenha sido consumida. Esta solugdo alcalina deslocada corresponde a quantidade de
metano produzido no sistema. Por meio de célculos estequiométricos faz-se a relagdo
entre a quantidade de liquido deslocado e a producdo de metano.

A AME é entdo calculada a partir da equacao:

AME = (ml CH4/d)/(F.C. * V * SSV), ou seja:

AME ¢ igual a taxa de produtividade maxima de metano dividida pelo fator de
conversdo CH4-DQO, multiplicado pelo volume do reator e pela concentragdo da
biomassa em s6lidos suspensos volateis (SSV). Onde: Fator de Conversao: 405 ml de
solucéo alcalina (CH,4) correspondente a 1 g DQO;

/A

f \\ Seringas, agulhas, e

tampas com septos

U / de borracha

Garrafa de 1 litro
<«— contendo solucéo de
NaOH 3% (m/v)

Recipiente plastico /

de 1 litro com funil,
para recebimento do
liquido deslocado

litros, contendo lodo,
4 fonte de carbono e
solucédo nutriente

L
el T
Mangueira cristal e/ g . |
conexdoem T . Garrafa reator de 0,5 ,ﬂ_ = .-‘| -

Septo de borracha
para remover refluxo
de liquido

Figura 4.2. Esquema do sistema para o teste AME. O teste se inicia com a inoculacdo da biomassa
juntamente com a fonte de carbono (&cidos volateis), nutrientes e agua. Os microrganismos irdo se
adaptar e entdo comecardo a consumir o substrato e crescer. Como resultado do seu metabolismo, eles
produzirdo principalmente, gas metano e gas carbdnico. Estes gases irdo percorrer a mangueira até chegar
a garrafa que contém solucdo alcalina. O CO, ira reagir com o NaOH formando carbonato, e 0 CH, que se
dissolve pouco em liquido, ira para parte superior do frasco fazendo com que, o liquido desca. Finalmente
pesa-se uma vez por dia a garrafa coletora e entdo fazer-se os calculos de produgdo de metano.
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4.3. ANALISE GENETICA

4.3.1. EXTRACAO DE DNA

Foi extraido o DNA total do lodo de cada altura do reator. O método de extracéo

foi o de Moreira et al., 2005 com modificagdes.

1. Transferiu-se aproximadamente 10 ml de lodo homogeneizado, em um tubo falcon de
15 ml. Centrifugou-se a 4.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Esta etapa foi repetida até que o precipitado atingisse 2 ml.

2. Foi adicionado ao tubo 10 ml de PBS 1X e homogeneizou-se em vortex. Foi
transferido 1 ml para um novo microtubo de 1,5 ml (com o auxilio de uma ponteira
cortada na ponta). Centrifugou-se a 4.000 rpm por 10 minutos.

3. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado com 1 ml de H,O Milli-Q
autoclavada (ressuspendeu-se com 500 ul e depois acrescentou-se mais 500 pl). Os
tubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos.

4. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido (ressuspender com 500 pl e
depois acrescentar mais 500 pl) com 1 ml de TExg (tris somm, EDTA 10mMm, pH 8.0) aCrescido
de lisozima (1omg/miy € incubou-se por 1 hora a 37 °C sob agitagéo.

5. Os tubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido com 540 pl de TEo, adicionou-se 60 pul de SDS
10% e 3 pl de RNase (2omgmiy. Misturou-se 5 minutos por invers&o.

6. Posterirmente, foi acrescentado 300 pl de fenol (saturado com tris) mais 300 pl de
cloroférmio P. A. (1:1 fase aquosa e fase organica). Homogeneizou-se 5 minutos por
inversdo. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos.

7. A fase aquosa foi transferida (~ 500 ul) para um novo microtubo. Acrescentou-se 500
ul de fenol (1 volume). Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos.

8. A fase aquosa foi transferida (~ 400 pl) para um novo microtubo. Foi acrescentado
400 pl de cloroférmio (1 volume). Centrifugou-se a 14.000 rpm por 10 minutos.

9. Transferiu-se a fase aquosa (~ 300 pl) para um novo microtubo. Foi acrescentado 300
I de isopropanol (asoluto gelado) (1 Volume), misturou-se por inversdo. Os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C.

10. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70% gelado. Os tubos

foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
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11. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e entdo os tubos foram colocados em
estufa a 37°C por ~20 minutos para evaporac¢do do etanol residual.
12. O DNA foi ressuspendido em 50 ou 100 pl de TE; (tris 10 mm, epTA 1mm). O DNA foi

armazenado em freezer a -20°C.

4.3.2.PCR

Foram realizadas duas reacdes de PCR (com kit invitrogen) para o DNA total
extraido de cada uma das cinco alturas do reator Biocycler MJ96. A primeira foi para
amplificar uma regido varidvel do gene 16S rDNA, especifica para o dominio Bacteria e
a segunda foi para uma regido variavel 16S rDNA, especifica do dominio Archaea. Os
primers utilizados para amplificacdo estdo indicados na Tabela 4.2 e a composicao e as
condicBes para a PCR estdo indicadas nas Tabelas 4.3 e 4.4. Apo6s a amplificacdo os
produtos da PCR foram purificados com kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
da Promega.

Tabela 4.2. Primers universais para os dominios Bacteria e Archaea. As seqiiéncias GC clamp estdo
ligadas aos primers forward.

Dominio Primer Sequéncia (sentido 5’ — 37)
. 968 f AAC GCG AAG AACCTT AC

Bacteria

Nielsen 1392 r ACG GGC GGT GTG TAC
etal., 1999

GC Clamp?® CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGG
Archaea 1100f AAC CGT CGA CAG TCA GGY AAC GAG CGAG
Kudo 1400 r CGG CGA ATT CGT GCA AGG AGC AGG GAC

etal., 1997

GC Clamp®* CGC CCG CCG CGC GCGGCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G

%0 GC Clamp seria necessario em gel de DGGE. Neste trabalho eles permaneceram nos amplicons, sendo
posteriormente removidos virtualmente, ap6s sequenciamento, com ferramentas de bioinformatica.

Tabela 4.3. Composicao da reacdo de PCR.

Reagentes Volume em
9 (reacéo de 50 pl)
Agua Milli-Q estéril 30.0
Tampao PCR 10x 5.0
BSA 5.0
dNTP (2mM) 5.0
Primer forward (10 pmol/ul) 0.5
Primer reverse (10 pmol/ul) 0.5
MgCl, (50mM) 15
Taq Polimerase (5U/ul) 0.5
Templante DNA (20-100 ng/ul) 2.0
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Tabela 4.4. Programa da PCR para Bacteria e Archaea.

Dominio Bacteria Dominio Archaea
Etapa
Temperatura (°C) Duracdo Temperatura (°C)  Duracdo
Pré-desnaturacao 94 5 min. 94 90 seg.
Desnaturacao 94 45 seg. 94 30 seg.
.35 Anelamento 45 1 min. 55 30 seg.
ciclos
Extensdo 72 90 seg. 72 90 seg.
Extensdo Final 72 5 min. 72 3 min.

4.3.3. CLONAGEM

A clonagem dos produtos da amplificacdo (inserto) dos genes 16S rDNA a partir
das amostras de lodo foi feita de forma aleatdria utilizando-se o kit comercial pPGEM-T

Vector System (Promega) especifico para clonagem de fragmentos de PCR.

4.3.3.1. Ligacado

A reacéo de ligacdo procedeu de acordo com o kit de clonagem (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Composicao da reacdo de ligacéo.
Produto PCR Inseto Controle

Reagentes
(100 ng/ul) (4 ng/ul)
Agua Milli-Q estéril 2,00 pl 0,75 l
Tampédo 2X 5,00 pl 5,00 pl
pGEM-T (50ng/ul) 1,00 pl 1,00 pl
Inserto 1,00 ul 2,25 pl
T4 DNA ligase 1,00 pl 1,00 pl

A reacéo foi feita em microtubo de 200ul e incubada por 1 hora a temperatura
ambiente (~23°C) e depois a 4°C por 16 h em termociclador Mj96G Thermo
HBPXEO?2.

4.3.3.2. Células Competentes
Foram preparadas células quimio-competentes de E. coli DH10a adaptado de
Sambrook et al (2001):
1. Foi inoculada uma cultura de células em meio LB sem antibidticos a 37°C por cerca e
16 horas.
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2. Apos crescimento foi inoculado 2 ml da pre-cultura em 500 ml de meio LB (1 ml
para cada um dos doi Erlenmeyer de 500 ml contendo 250 ml de LB). Acompanhou-
se 0 crescimento a 37 °C sob agitagdo vigorosa até obter uma D.O. A600 de 0,5.

3. Mantendo a cultura no gelo transferiu-se para tubos tipo falcon de 50 ml, e
centrifugou-se a 4.000 rpm por 8 minutos a 4°C. Descartar 0 meio.

4. Ressuspender cada pellet com 30 ml de da solucdo gelada de CaCL, 100 mM.
Incubar em gelo por 30 minutos.

5. Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C.. Descartar o meio.

6. Ressuspender cada pellet gentilmente com 5 ml de CaCL,(100 mM)/glicerol 15%
gelada.

7. Armazenar as aliquotas em microtubos de 1,5 ml e estocar a -80 °C.

4.3.3.3. Transformacao

Para cada tubo contendo a transformacdo foi adicionado 50 ul de células
competentes, e 25 pl de tampéo de transformacdo (MgCl, 5 mM + Tris-HCI 5 mM pH
7). Entdo tudo foi gentilmente homogeneizado e incubado em gelo por 30 minutos.
Ap0s incubou-se a 42°C em banho-maria.

Apols o termino da transformacdo as células foram plaqueadas em placas
contendo LB/ampicilina (100pg.ml™) - IPTG (0,5 mM) - X-Gal (0,05mg.mlI™*) concen-
tracOes finais. Logo em seguida as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16
horas.

As colbnias que apresentaram cor branca, ou seja, possuiam o plasmideo com
inserto, foram transferidas separadamente para meio 10ml de LB/ampicilina (100

pg/ml) e incubadas por 16 horas para posterior extragdo plasmidial.

4.3.3.4. Extracao dos plasmideos (miniprep)
A extracdo plasmidial foi feita conforme metodologia de Sambrook et al (2001)
com modificagdes.
1. Foi centrifugado 10 ml de cultura a 12.000 rpm por 1 minuto. Descartou-se 0
sobrenadante.
2. O pellet foi ressuspendido em 100 ul da solucdo | (Tabela 4.6) gelada. Agitou-se em

vortex.
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3. Posteriormente, foi adicionado 200 pl da solugéo Il preparada na hora e os tubos
foram homogeneizados gentilmente 10 vezes por inversdo. Apés, 0s tubos foram
incubados em gelo por 5 minutos.

4. Entdo foi adicionado 150 pul da solucéo I11 gelada e os tubos foram homogeneizados
gentilmente 10 vezes por inversdo. Entdo os tubos foram incubados em gelo por 5
minutos.

5. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos.

6. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 ml.

7. Adicionou-se 1 volume de isopropanol gelado. Os tubos foram homogeneizados
gentilmente 10 vezes por inversao.

8. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm a 4°C por 15 minutos.

9. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e foi adicionado 150 pl de etanol 70%
gelado. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm a 4°C por 10 minutos.

10. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e entdo foram colocados em estufa a

37°C por ~20 minutos para evaporacao do etanol residual.

11. Entdo o pellet foi ressuspendido em 30 pl de dgua Milli-Q estéril e armazenado em

freezer a -20°C.

Tabela 4.6. Solucdes para extra¢do plasmidial.

Solucgbes Reagente Concentracéo

Glicose 50 mM

I Tris-HCI (pH 8.0) 25 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM

I NaOH 0,2N
SDS 1%
Acetato de Potassio 5M

I[; Acido Acético Glacial 11,5 ml
Agua Milli-Q estéril 28,5 ml

4.3.4. SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento foi realizado com o apoio do suporte tecnolégico do Centro
de Pesquisa Aggeu Magalhdes — Fiocruz.

Para o sequenciamento foram realizadas duas reacOes (forward e reverse)
contendo 200-500 ng de DNA plasmidial, 3,2 pmol do primer M13, Tampéo de PCR
1X, BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e Agua Milli-Q para volume final
de 10 pl. Para a reacdo foi utilizado o termociclador: 96-Well GeneAmp® PCR System
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9700 do fabricante Applied Biosystems com o seguinte programa: 94°C por 2 min; 40
ciclos a 94 °C por 15 seg, 55 °C 10 seg e 60 °C 4 min; mantendo: 4°C sempre. Apds a
reacdo, foi feita precipitagdo com Etanol/EDTA/Acetato de sodio e apds foi
ressuspendido com formamida. Apds a placa seguiu para Seqlienciador ABI PRISM®

3100 Genetic Analyzer do fabricante Applied Biosystems.

4.3.5. ANALISE DAS SEQUENCIAS DO 16S rDNA

Foi utilizado o programa BioEdit 7.0.5 (Hall, 1999) e o conjunto de programas
Staden Package <http://staden.sourceforge.net/>, para analise da qualidade das
sequliéncias e montagem das sequiéncias consenso.

As seqiiéncias consenso foram submetidas a comparagdo com o banco de dados
do Ribosomal Dabase Project — RDP <http://rdp.cme.msu.edu/> utilizando o programa
Classifier (confidence threshold = 95%), e com o programa BLASTn (Altschul et al.,
1997), em suas configuracfes padrBes para o banco de dados da colecdo nucleotidica
nr/nt, do National Center for Biotechnology Information - NCBI <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>. O Classifier do RDP realiza a compara¢do com o banco
de dados que contém sequéncias de rRNA 16S de organismo ja descritos, ou seja, que
possuem uma soélida analise taxonémica. Por outro lado o BLAST do NCBI realiza a
comparacdao com o banco de dados completo, incluindo também sequéncias de rRNA
16S de organismos ainda néo classificados ou descritos.

Sequéncias que apresentaram similaridade igual ou superior a 95% foram
agrupadas em um mesmo género de acordo com o RDP. Entretanto o valor minimo de
97% foi utilizado para agrupamento de sequéncias como pertencentes a mesma espécie.
Este valor de 97% esta de acordo com o valor minimo de similaridade de 70% utilizado
na comparacdo entre genomas inteiros para agrupamento de espécies (Stackebrandt e
Goebel, 1994).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISES Fisico-QUIMICAS

Os valores relativos as analises fisico-quimicas do reator UASB estdo
apresentados na Tabela 5.1. Os valores de pH e temperatura foram medidos em torno de
6,5 e 30°C, respectivamente, adequados para a digestdo anaerdbia e metanogénese. O
potencial redox foi medido em torno de -330 mV, o que corresponde a um ambiente
anaerdbio redutor (Speece, 1996; Aquino e Chernicharo, 2005). A alcalinidade e os
acidos volateis se mantiveram em valores constantes suficientes para prevenir mudancas
no pH. Contudo, a demanda quimica de oxigénio (DQO) e o0s s6lidos suspensos volateis
apresentaram valores baixos em relagdo a este mesmo reator em outro periodo de
monitoramento, que teve valores médios de eficiéncia de remocdo de DQO entre 60 e
90% e valores médios de s6lidos suspensos volateis de 46 mg.I"* no efluente (Morais et
al., 2004)

Tabela 5.1. Parametros fisico-quimicos de monitoramento do reator UASB.

Parametro Afluente Efluente Eficiéncia® %
pH 6,54 +0.25 6,61 +0,29 -
Temperatura °C 29,6 +0,20 29,7 +£0,20 -
DQO Bruta - mg.l'1 520,01 +12,32 268,71 +2,09 48,33
DQO Filtrada - mg.l’l 172,21 +7,95 81,73 +5,13 47,45
Alcalinidade Parcial - mg.I"* 114,60 +3,67 160,40 +7,35 -
Alcalinidade Total - mg.I™* 251,40 +651 252,60 +424 -
Acidos Volateis - mg.I"* 201,03 +376 206,35 +6,26 -
Potencial Redox — mV -338,90 +2227 -328,35 +36,64 -
Sélidos Totais - mg.I™ 618,00 +2377 566,67 +2085 8,31
Sélidos Suspensos Totais - mg.I™ 187,00 +52.26 143,67 +40,08 22,77
Sélidos Suspensos Voléteis - mg.I* 132,33 121,20 106,33 +26,95 19,61

®Eficiéncia média de remocédo do sistema.

O pH no lodo no instante da coleta foi medido entre 7,2 e 7,4 para todos os
niveis de A a E do reator. A temperatura também foi medida no mesmo momento da
coleta e estava aproximadamente 30°C para todos os niveis (Tabela 5.2). Ambos os
parametros apresentaram-se na faixa 6tima para digestdo anaerébia e metanogénese
(Speece, 1996; Aquino e Chernicharo, 2005).
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A concentracdo de todos os tipos de sélidos suspensos variou conforme o nivel
do reator como mostra a Tabela 5.2. O nivel A apresentou a maior concentracdo de
solidos, diminuindo em C, e novamente aumentando em E. Este comportamento talvez
tenha ocorrido devido ao fluxo ascendente da alimentacéo do reator em C, fazendo com
que uma boa parte do lodo suba para E, e a outra parte decante naturalmente para A.

Em relacdo a Atividade Metanogénica Especifica, observou-se uma leve
diminuicdo da producdo de metano com o aumento da altura do reator, tanto para a
primeira quanto para a segunda alimentacdo (Tabela 5.2). Possivelmente a composi¢édo

dos microrganismos em cada nivel tenha influenciado neste resultado.

Tabela 5.2. Valores de temperatura, pH, solidos e Atividade Metanogénica Especifica para o lodo do
reator UASB.

Temperatura Sélidos Suspensos AME
Nivel® F()°C) pH (0.1 (g DQOGlg SSV.d)
Totais Fixos  Volateis 1% Aliment. 22 Aliment.
E 30,7 7,2 58,52 30,49 28,03 0,2884 0,3620
D 30,8 7,4 48,73 26,72 22,01 0,3396 0,3755
C 30,8 7,4 35,94 18,99 16,95 0,3370 0,3926
B 30,8 7,3 62,45 34,52 27,93 0,3049 0,3204
A 31,2 7,2 89,94 49,75 40,20 0,3740 0,4070

%0s cinco niveis do reator UASB. De baixo pra cima: A, B, C, D e E.

5.2. CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR amplificados a partir do DNA extraido de Bacteria e
Archaea possuiam tamanho aproximado de 450 pb e 350 pb respectivamente para todos
(Figura 5.1). Estes fragmentos foram clonados, e cada placa de transformacdo gerou
entre 60 e 120 colénias. Destas colbnias, cerca de 90%, apresentaram coloracdo branca,
ou seja, possuiam o inserto. Entdo foram selecionadas ao acaso 16 col6nias de cada
placa para crescimento e posterior extracdo plasmidial. Apds a extracdo, os plasmidios
seguiram para 0 sequenciamento.

Foram cinco placas (correspondendo aos cinco niveis do reator) para cada um
dos dois dominios, 16 clones por placa e duas sequéncias para cada clone (primers
forward e reverse), totalizando 320 sequiéncias. Entretanto as sequéncias foram
submetidas a um rigoroso controle de qualidade para formagdo das sequéncias

consenso, onde somente foram aceitas sequéncias com qualidade igual ou superior a
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PHRED 30. Isto resultou em um total de 53 sequéncias para Bacteria e 56 para Archaea,

gue em seguida foram utilizadas para comparacao nos bancos de dados.

Figura 5.1. Foto de gel mostrando produtos de PCR provenientes da
amplificacdo da regido 16S do rRNA de Archaea e Bacteria. Colunas 1 e 2 séo
produtos relativos aos niveis A e B para Archaea, e as colunas 3 e 4 sdo
produtos dos niveis A e B para Bacteria. M é o marcador de 1kb. Gel de agarose
1,5%.

M
@
o

5.3. DOMINIO BACTERIA

Foram encontrados representantes de cinco filos bacterianos de acordo com o
Classifier RDP e o NCBI, distribuidos da seguinte maneira: 42% pertenciam ao filo
Actinobacteria, 13% ao filo Proteobacteria, 9% ao Chloroflexi, 6% Firmicutes e 4%
Bacteroidetes. Os 26% das sequéncias restantes ndo se enquadraram em nenhum dos
filos (Figura 5.2). A Tabela 5.3 mostra o resultado da busca por similaridade no banco
de dados do NCBI para todas as seqtiéncias de Bacteria encontradas.

5.3.1. Actinobacteria

Pertencem a este grupo bactérias Gram-positivas com alto teor de G + C, que
tém importante papel na decomposi¢cdo da matéria organica e no ciclo do carbono.
(Stackebrandt et al., 1997). Representantes deste filo foram encontrados nos niveis A,
B, C e D no reator.

Membros da familia Nocardioidaceae como Nocardioides dokdonensis e
Propionicimonas paludicola foram encontrados nos niveis A e B respectivamente.
Nocardioides dokdonensis € uma espécie ainda pouco conhecida pertencente a um
género que foi identificado inicialmente em solos, onde muitas espécies sao conhecidas
por degradarem hidrocarbonetos presentes em 6leos brutos (Schippers et al., 2005).
Propionicimonas paludicola é anaerdbia facultativa, mas cresce melhor em culturas
anaerdbias produzindo produtos fermentados como o propionato (Akasaka et al., 2003).

Membros da familia Propionibacteriaceae como Brooklawnia cerclae e

Tessaracoccus sp. KSS-17Se foram encontrados em todos os niveis do reator.
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Brooklawnia cerclae inicialmente foi isolada de lengois freaticos contaminados com
misturas de solventes clorados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. S&o
mesofilicos e os principais produtos produzidos sdo o propionato e o acetato a partir de
glicose (Bae et al., 2006). Tessaracoccus sp. KSS-17Se pertence a um género de
anaerobios facultativos formando tétrades de cocos, tal como Tessaracoccus
bendigoensis, que utiliza diversos substratos em seu metabolismo, tais como, glicose,
sacarose, frutose, manose, trealose, acido valérico, acido butirico e acido propidnico.
Sao mesofilicos naturais de lodos ativados (Maszenan et al., 1999).

Trés sequliéncias apresentaram similaridade com Cellulomonas sp. d20, e foram
encontradas nos niveis A e B do reator. Faz parte deste género bacterias hidroliticas
fermentativas habeis em produzir acetato, ethanol e formiato a partir de polissacarideos
complexos como a celulose (Guyot et al, 1986; Na et al, 2005).

A busca por similaridade para a seqiiéncia D15 no NCBI (que foi encontrado
somente no nivel D) resultou na bactéria Pseudonocardia petroleophila como resultado.
O género foi descrito em 1957 por Henssen como pertencente a bactérias
bioquimicamente versateis, com algumas espécies podendo oxidar hidrocarbonetos e
outras oxidar sulfeto para sulfato ou degradar celulose (Huang et al, 2002). No entanto a
sequéncia D15 apresentou apenas 89% de similaridade com esta bacteria. Também foi
feita busca por similaridade no RDP, utilizando o programa Classifier. Neste caso o
isolado D15 foi classificado em nivel de filo Actinobacteria. Estes resultados indicam
que D15 provavelmente corresponde a uma bactéria ainda ndo descrita, proxima de

Pseudonocardia petroleophila.

e T [ .
@ Actinobacteria

D | | [ m Proteobacteria
@ Chloroflexi

c | I -
O Firmicutes

B | - @ Bacteroidetes
m N&o Classificado

Al N

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 5.2. Representagdo da distribuicdo dos filos do dominio Bacteria encontrados nos niveis A, B, C,
D e E do reator UASB. Representantes encontrados: ACTINOBACTERIA - Nocardioides dokdonensis,
Propionicimonas paludicola, Brooklawnia cerclae e Tessaracoccus sp., Cellulomonas sp.
Pseudonocardia petroleophila. PROTEOBACTERIA - Brachymonas denitrificans, Propionivibrio limicola,
Thiobacillus sp., Desulfovibrio sp. CHLOROFLEXI - classe Anaerolineae. FIRMICUTES - Succiniclasticum
ruminis, Megasphaera elsdenii. BACTEROIDETES - ordem Bacteroidales.
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Tabela 5.3. Resultados da busca por similaridade das sequéncias de 16s rDNA para o dominio Bacteria, em relacdo ao banco de dados do NCBI.

Clone Descricéo Acesso 1D? e-value Autor Origem
A4 Propionibacteriaceae bacterium DAQ2 EU541469.1 98% 2e-160 Ma et al., 2008 Né&o informada
A7 Nocardioides dokdonensis strain FR1436 EF633986.1 98% 0.0 Baik et al., 2007 Sedimento arenoso
A8 Cellulomonas sp. d20 AJ298927.1 93% 5e-156 Oravecz et al., 2003 Bactérias fecais
A9 Succiniclasticum ruminis X81137.1 96% 2e-165 van Gylswyk, 2003 Ruminantes
A5 Tessaracoccus sp. KSS-17Se FM178840.1 97% 8e-169 Kaempfer et al., 2008 Fluidos metaldrgicos
Al15 Brachymonas denitrificans strain a44 EU434445.1 98% le-142 Li, 2008 Efluente de producdo de antibi6ticos
Al2 Uncultured bacterium clone C16 EU234255.1  100% 0.0 Li et al., 2007 Efluente de producéo de penicilina
Al3 Uncultured bacterium clone 6E6_cons EF688250.1 100% 9e-173 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
Al6 Uncultured bacterium clone 4D11_cons EF688195.1  100% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
Al Uncultured Nocardioidaceae bacterium EU266885.1 98% 2e-169 Winderl et al., 2008 Degradacéo anaerdbia de tolueno
A6 Uncultured gamma proteobacterium EF141974.1 96% 7e-139 Zhou et al., 2007 Caverna sudeste da China
All Uncultured bacterium clone R5 E8 DQ462739.1 90% 6e-105 Enright et al., 2006 Digestao anaerdbia de solventes
Al4 Uncultured low G+C Gram-positive bacterium AY261810.1 99% le-177 Zhang et al., 2003 Lodo granular de UASB
B4 Cellulomonas sp. d20 AJ298927.1 97% 0.0 Oravecz et al., 2003 Bactérias fecais
B10 Cellulomonas sp. d20 AJ298927.1 97% 0.0 Oravecz et al., 2003 Bactérias fecais
B14 Propionicimonas paludicola AB078859 100% 0.0 Akasaka et al., 2004 Campos de arroz
B2 Propionibacteriaceae bacterium WR061 AB298731.2 98% 0.0 Ueki et al., 2008 Bact. fermentativa de residuo de pecuéaria
B3 Brooklawnia cerclae strain BL-34 DQ196625.1 97% 0.0 Bae et al, 2006 Agua contaminada com clorossolvente
B7 Brooklawnia cerclae strain BL-34 DQ196625.1 97% 0.0 Bae et al, 2006 Agua contaminada com clorossolvente

aMaxima ldentidade.
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Clone Descricéo Acesso ID? e-value Autor Origem
B15 Uncultured bacterium gene AB291424.1 99% 7e-165 Narihiro et al., 2007 Reator UASB
B5 Uncultured bacterium clone 4D11_cons EF688195.1 99% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
B9 Uncultured bacterium clone ORSFAB_b12 EF393231.1 99% 0.0 D'Angelo e Nunez, 2007 Trat. anaer6bio de sedimento de Rio
B13 Uncultured bacterium clone Eb48 EF063623.1 99% 0.0 Fernandez et al., 2008 Reator desnitrificante
B11 Uncultured bacterium clone Eb48 EF063623.1 98% 0.0 Fernandez et al., 2008 Reator desnitrificante
C1 Tessaracoccus sp. KSS-17Se FM178840.1 99% 3e-163 Kaempfer et al., 2008 Fluidos metaldrgicos
C5 Propionibacteriaceae bacterium FH044 AB298766.2  100% 0.0 Ueki et al., 2008 Bact. fermentativa de residuo de pecuéaria
Cl11 Desulfovibrio sp. A45 AB081579.1  100% 2e-153 Sato et al., 2007 Raizes de plantas de arroz
C15 Uncultured Thiobacillus sp. AB425223.1  100% le-121 Horath et al., 2008 Fontes sulforosas
C6 Bacterium enrichment culture clone MB2_3 AM933660.1  100% 0.0 Lechner, 2008 Cultura enriquecida com dioxina
C8 Uncultured bacterium clone 4D10_cons EF688194.1 98% 4e-127 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
C3 Uncultured bacterium clone Eb48 EF063623.1 99% 0.0 Fernandez et al., 2008 Reator desnitrificante
C16 Uncultured bacterium clone Eb48 EF063623.1 97% 0.0 Fernandez et al., 2008 Reator desnitrificante
D4 Propionibacteriaceae bacterium FH044 AB298766.2  100% 3e-179 Ueki et al., 2008 Bact. fermentativa de residuo de pecuaria
D12 Propionibacteriaceae bacterium WR061 AB298731.2 98% le-161 Ueki et al., 2008 Bact. fermentativa de residuo de pecuaria
D15 Pseudonocardia petroleophila X80596.1 89% 2e-150 Ruimy et al., 2004 N&o informado
D2 Megasphaera elsdenii AY038994.1  100% 0.0 Kim et al., 2002 Bactéria do Rumem
D8 Uncultured bacterium clone 4D11_cons EF688195.1 99% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio

aMaxima ldentidade.
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Clone Descricéo Acesso ID? e-value Autor Origem

D16 Uncultured bacterium clone 4D11_cons EF688195.1  100% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
D11 Uncultured bacterium clone 4D11_cons EF688195.1 98% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
D10 Uncultured anaerobic bacterium clone B-1Al AY953155.1 98% 0.0 Von Arb et al., 2005 Efluentes suinos
D3 Uncultured anaerobic bacterium clone B-1AG AY953154.1 99% 2e-170 Von Arb et al., 2005 Efluentes suinos
D13 Uncultured bacterium clone Eb48 EF063623.1 97% le-172 Fernandez et al., 2008 Reator desnitrificante
D7 Uncultured bacterium partial CR933321.1 98% 4e-112 Chouari et al., 2006 Lodo de reator anaerébio
E15 Propionivibrio limicola strain GolChil T AJ307983.1 98% 0.0 Ludwig et al., 2002 Degradacéo de hidrocarbonetos
E12 Tessaracoccus sp. KSS-17Se FM178840.1 98% 0.0 Kaempfer et al., 2008 Fluidos metalGrgicos
E2 Uncultured bacterium clone 4D11_cons EF688195.1 98% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
E5 Uncultured epsilon proteobacterium PD-UASB-2 AY261811.1 99% 0.0 Zhang et al., 2003 Lodo granular para degradacéo de fenol
E8 Uncultured bacterium clone 3C7_cons EF688178.1 99% 0.0 Roest, 2008 Lodo de reator anaerébio
E10 Uncultured bacterium clone LTR-R13 EU722381.1 99% 0.0 Scully et al., 2008 Reator EGSB
Ell Uncultured bacterium clone 013C-F4 DQ905431.1 99% 0.0 Mai et al., 2007 Microbiota intestinal
E16 Uncultured bacterium clone C16 EU234255.1 99% 0.0 Li et al, 2007 Efluente de producéo de penicilina
E3 Uncultured bacterium clone Flynl 9 DQ256687.1 95% 0.0 Uthicke, 2006 Sedimentos de calcario
E6 Uncultured bacterium CR933321.1 98% 0.0 Chouari et al., 2006 Lodo de reator anaerébio

aMaxima ldentidade.
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5.3.2. Proteobacteria

Os organismos alocados nesse grupo apresentam coloragdo Gram-negativa e
uma enorme diversidade de morfologia e metabolismo. Incluem muitos patdgenos,
fixadores de nitrogénio e organismos fotossintéticos. Constituem o maior e mais diverso
grupo de Dbactérias cultivadas, distribuidas em cinco principais classes:
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria
e Epsilonproteo- bacteria. Foram encontrados no reator UASB representantes de todas

as classes, exceto Alphaproteobacteria.

a) Betaproteobacteria

Brachymonas denitrificans linhagem A44 foi encontrado no nivel A do reator.
Isolada inicialmente de lodos ativados (Hiraishi et al. 1995), esta linhagem possui
habilidade de remover fésforo do sistema sob condicGes aerdbias, e nitrogénio sob
condigdes anoxicas — auséncia de oxigénio molecular e presenca de nitratos (Shi, et al,
2007). Este processo € muito importante em reatores, pois previne efluentes ricos nestes
nutrientes e conseqliente eutrofizacdo de corpos d'agua (Gumaelius, 2001).
Propionivibrio limicola strain GolChil T foi encontrado somente no nivel E do UASB.
E uma bacteria mesofilica anaerdbia. Foi isolado em cultura metabolizando compostos
hidroaromaticos como acido quinico e o acido chiquimico, produzindo somente

propionato e acetato (Brune et al, 2002).

b) Gammaproteobacteria

No nivel C a sequéncia C15 apresentou 100% de similaridade com Thiobacillus
sp. Esse organismo esta relacionado com a oxidacdo de &cido sulfidrico (H,S) em
reatores de tratamento de efluentes e fontes sulfurosas (Visser et al, 1997; Ravichandra
et al, 2007). Esta habilidade é interessante para reatores anaerobios, pois 0 H,S é um
inibidor da metanogénese e causa problemas de corrosédo e mau cheiro (Chernicharo,
1997). E interessante notar a presenca desta bactéria no reator UASB, uma vez que ela é
descrita na literatura como uma bactéria quimioautotréfica aerobia (Visser et al., 1997;
Kantachote e Innuwat, 2004; Dul'tseva et al.,, 2006; Ravichandra et al., 2007).
Entretanto existem trabalhos que relatam a atividade de Thiobacillus sp. em ambientes
chamados de microaeréfilos, ou seja, ambientes com pouco oxigénio (Janssen et al.,
1995; Gonzalez-Sanchez et al., 2005; Thar e Fenchel, 2005; Syed et al., 2006). Talvez
este ambiente microaerofilo venha a se formar devido a introducdo de pequenas

quantidades de O, no reator proveniente de sua alimentagdo. Outra seqliéncia
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encontrada no nivel A do reator, apenas foi possivel classifica-la dentro da classe

Gammaproteobacteria.

c) Deltaproteobacteria

Desulfovibrio sp. A45 faz parte do grupo das bactérias redutoras de sulfato
(SRB) e foi encontrado no nivel C do reator UASB. Sdo um grupo de microrganismos
que vivem em diversos ambientes anaerobios, incluindo solos, e efluentes domeésticos,
industriais e de mineracdo (Chang et al.,, 2001). Todos 0s membros possuem a
habilidade de utilizar o sulfato como aceptor final de elétrons. As SRB podem usar
muitos substratos, incluindo hidrogénio, lactato, formiato, malato, fumarato, piruvato,
alcoois, acidos graxos volateis e varios tipos de hidrocarbonetos e compostos fendlicos.
(Oude Elferink et al., 1995; Wawer e Muyzer, 1995; Rueter et al., 2002).

d) Epsilonproteobacteria

Somente um representante ndo cultivavel, epsilon proteobacterium PD-UASB-
2, foi encontrado no nivel E do reator. De acordo com os dados do NCBI, este foi
identificado em lodo granular de reator UASB para tratamento de fenol a temperatura
ambiente. Ja no RDP, o Classifier indicou relacdo de 98% com a familia
Helicobacteraceae, familia esta a quem pertence patégenos intestinais humanos (Oxley
et al., 2004).

5.3.3. Chloroflexi

A procura por similaridade das seqtiéncias D3, D7, D10, E6 e E10 no banco de
dados do NCBI nos forneceu identidade méxima com bactérias ndo cultivaveis. A busca
no RDP Classifier indicou que as sequiéncias pertenciam a classe Anaerolineae. Estudos
relativos ao filo Chloroflexi tém demonstrado que seus membros possuem papel
importante na formacgdo do granulo em reatores tipo UASB (Bjornsson et al., 2002;
Yamada et al., 2005)

5.3.4. Firmicutes

Integrantes deste filo foram encontrados nos niveis A, D e E do reator.
Succiniclasticum ruminis, encontrado no nivel A, foi isolado inicialmente de rumem de
vacas. E uma bactéria Gram-negativa mesofilica que fermenta succinato a propionato
(van Gylswyk, 1995). Megasphaera elsdenii apareceu no nivel D. Compreende um

grupo de bactérias que vivem no rumem e intestino, sendo encontrada também em
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reatores anaerobios. Podem fermentar glicose e lactato, produzindo como produtos
finais, valeriato, propionato e butirato (Marounek et al., 1989; Bouallagui et al., 2004).

A sequéncia E11 somente foi classificada a nivel de filo, e de acordo com os bancos de
dados genbmicos, foi denominada clone de Bacteria ndo cultivavel (Uncultured

bacterium clone Flyn1_9).

5.3.5. Bacteroidetes

As sequéncias Al2 e E16 apenas foram classificadas a nivel de filo, quando
comparadas ao NCBI, e séo oriundas de efluentes de producdo de penicilina. No
entanto, o Classifier forneceu a informacdo de que elas pertenciam a ordem
Bacteroidales, que € uma classe bastante distribuida pelo ambiente, incluindo solo, agua

do mar e intestino de animais de sangue quente (Ley et al., 2005).

5.2. DOMINIO ARCHAEA

De acordo com o Classifier, 43% das sequéncias pertenciam a ordem
Methanomicrobiales, 17% a ordem Methanobacteriales e 12% a Methanosarcinales
(Figura 5.2). Os outros 17% restantes foram apenas agrupados com confianca a nivel do
filo Euryarchaeota. No entanto, comparando as nossas sequiéncias com as do banco de
dados do NCBI, foram encontrados organismos pertencentes aos géneros
Methanobacterium, Methanosaeta, Methanospirillum, Methanobrevibacter,
Methanolinea e a espécie Methanobacterium beijingense.

Methanobacterium sp. foi encontrado nos niveis A, B, C e D do reator, ndo
aparecendo no nivel mais alto. J& Methanospirillum sp., Methanobrevibacter sp.
somente foram encontrados nas alturas D e E respectivamente. Estes géneros
hidrogenotréficos foram também encontrados em reatores anaerdbios para tratamento
de diversos efluentes como os de cervejaria (Keyser, 2006), fabrica de papel, producédo
de alimentos, produtos fendlicos, producdo de whisky e esgoto doméstico (Leclerc,
2004). Eles podem utilizar H,\CO, e formiato em seu metabolismo para obtencdo de
energia e producao de CH, (Schauer et al, 1982).

Methanosaeta sp. foi encontrado em A, C, D e E no reator. Esta bactéria tem
funcdo importante na remocéo do carbono do sistema, podendo utilizar como fonte de

energia o0 acetato e também metanol e metilaminas (Thauer, 1998). O género foi
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também identificado em varios reatores como para o tratamento de esgoto (Zhang et al.
2005), efluente de matadouro, producéo de vinho e papel (Leclerc, 2004).

Recentemente foi isolada de cultura anaerdbia enriquecida com propionato, uma
nova espécie identificada como Methanolinea tarda proveniente de lodo de esgoto
domeéstico no Japdo. A linhagem utiliza H, e formiato como fonte de energia e producéo
de CH,4 (Imachi et al., 2008). Uma das sequiéncias obtidas neste trabalho foi observada
apenas no nivel A do reator e apresentou 97% de similaridade com o género
Methanolinea.

Methanobacterium beijingense foi encontrado em reator anaerébio para
tratamento de efluente de producéo de cerveja em Pequim, China. Este microrganismo
também utiliza H, e formiato como fonte de energia e producdo de CH, (Ma et al.,
2005). A sequéncia D9 encontrada no nivel D do reator UASB apresentou 94% de
similaridade com este Archaea. Este valor relativamente baixo de identidade foi
compensado pelo alto nivel de qualidade (valores de PHRED entre 35 e 49), o0 que
sugere que esta seja a seqiiéncia de uma bactéria ainda ndo descrita, mas proxima a
Methanobacterium beijingense.

Também foi notada a marcante presenca de sequéncias similares a um clone da
ordem Methanomicrobiales (n° acesso: AB236107.1 no NCBI) referente a uma bactéria
ndo cultivdvel. Este clone foi encontrado em todos os niveis do reator UASB, e
representa 42% do total das seqiiéncias de Archaea, e oito das nove sequéncias
identificadas no nivel B. Utilizando o programa Classifier do RDP, foram encontradas
20 sequéncias com 87% de similaridade a familia Methanomicrobiaceae, e algumas

destas, apresentando pouca similaridade com o género Methanoculleus.
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Figura 5.3. Representacdo da distribuicdo das ordens do dominio Archaea encontrados nos niveis A, B, C,
D e E do reator UASB. Representantes encontrados: METHANOMICROBIALES — Methanospirillum sp.;
METHANOBACTERIALES — Methanobacterium sp., Methanobrevibacter sp., Methanobacterium
beijingense; METHANOSARCINALES — Methanosaeta sp.
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Tabela 5.4. Resultados da busca por similaridade das sequéncias de 16s rDNA para o dominio Archaea, em relacdo ao banco de dados do NCBI.

Clone Descricdo Acesso ID? e-value Autor Origem

A9 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 98% 3e-137 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

A8 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 3e-92 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios

A4 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 5e-109 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

A2 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_EQ5 AY454756.1 99% le-161 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuérios tropicais
Al5 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_G10 AY454768.1 99% 2e-155 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
A6 Uncultured Methanolinea sp. AB434764.1 97% 6e-51 Sumino et al, 2008 Reator anaerdbio a baixa temperatura
Al6 Methanobacterium sp. TO1 AB288275.1 98% 8e-139 Shimizu et al, 2007 Sedimentos do norte do Jap&o
A7 Methanobacterium sp. F AB302952.1 98% 3e-118 Watanabe et al, 2007 Solo de campos de arroz do Japéo
B2 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 6e-140 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios

B4 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% le-126 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

B5 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 1e-150 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

B6 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% le-155 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerobios

B11 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 3e-152 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerobios

B14 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 1e-150 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios

B3 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 96% 8e-123 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios

B16 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 96% 3e-138 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

B7 Methanobacterium sp. TO1 AB288275.1 100% 6e-125 Shimizu et al, 2007 Sedimentos do norte do Japao
C6 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 1e-135 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

C5 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 2e-155 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerobios

aMaxima ldentidade.
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Tabela 5.4. Continuacao.
Clone Descricdo Acesso ID? e-value Autor Origem

C17 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 3e-122 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios
C1 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 7e-124 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios
c4 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 5e-135 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios
C3 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_E05 AY454756.1 100% 4e-172 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
C15 Uncultured Methanosaeta sp. AB288619.1 99% 5e-150 Ishii et al., 2008 Amostras ambientais
C10 Uncultured Methanosaeta sp. AY454758.1 99% le-121 Piza et al., 2005 Sedimentos de estudrios tropicais
Cc2 Uncultured Methanosaeta sp. AM491934.1 100% 2e-133 Aburto, 2007 Ambiente contaminado por benzeno
C9 Uncultured Methanosaeta sp. AB434763.1 98% 6e-72 Sumino et al, 2008 Reator anaerébio a baixa temperatura
Cl1 Methanobacterium sp. TO1 AB288275.1 99% 4e-146 Shimizu et al, 2007 Sedimentos do norte do Japao
D13 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 2e-159 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios
D14 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 4e-152 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios
D15 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 2e-159 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios
D4 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 7e-149 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios
D2 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 99% 9e-158 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios
D3 Uncultured Methanosaeta sp. AY454761.1 99% 5e-161 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
D11 Uncultured Methanosaeta sp. AB434763.1 99% 8e-149 Sumino et al, 2008 Reator anaerobio a baixa temperatura
D1 Uncultured Methanosaeta sp. clone DI_G06 AY454766.1 100% 2e-129 Piza et al., 2005 Sedimentos de estudarios tropicais
D10 Uncultured Methanosaeta sp. clone DI_C03 AY454761.1 99% 5e-161 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
D12 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_G10 AY454768.1 99% 5e-166 Piza et al., 2005 Sedimentos de estudrios tropicais
D6 Uncultured Methanospirillum sp. DQ903695.1 97% 6e-160 Chinalia et al., 2006 Reator anaerdbio psicrofilo

Maxima ldentidade.
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Tabela 5.4. Continuacao.
Clone Descricdo Acesso ID? e-value Autor Origem

D5 Methanobacterium sp. AB368917.1 99% 2e-139 Kitamura et al., 2005 Solo de plantacéo de arroz

D8 Methanobacterium sp. TO1 AB288275.1 99% 7e-129 Shimizu et al, 2007 Sedimentos do norte do Japéo
D16 Methanobacterium sp. TO1 AB288275.1 96% 3e-127 Shimizu et al, 2007 Sedimentos do norte do Jap&o
D9 Methanobacterium beijingense strain 4-1 AY552778.3 94% 6e-110 Ma et al., 2008 Nova especie em reatores anaerdbios
E10 Uncultured Methanomicrobiales archaeon AB236107.1 100% 4e-141 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerébios

E13 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_G10 AY454768.1 99% 1le-120 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
E4 Uncultured Methanomicrobia archaeon AB236066.1 98% 9e-128 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

E5 Uncultured Methanomicrobia archaeon AB236066.1 98% 7e-149 Sakai et al., 2008 Ambientes anaerdbios

E3 Uncultured Methanosaeta sp. clone DI_G06 AY454766.1 99% 2e-170 Piza et al., 2005 Sedimentos de estudarios tropicais
E15 Uncultured Methanosaeta sp. clone DI_G06 AY454766.1 99% 2e-154 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
E7 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_G10 AY454768.1 99% 3e-75 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
E9 Uncultured Methanosaeta sp. clone D_G10 AY454768.1 95% 6e-104 Piza et al., 2005 Sedimentos de estudrios tropicais
E2 Uncultured Methanosaeta sp. AB288619.1 99% 1e-156 Ishii et al., 2008 Amostras ambientais

El Uncultured Methanosaeta sp. AB288619.1 99% 3e-137 Ishii et al., 2008 Amostras ambientais

E6 Uncultured Methanosaeta sp. AB434766.1 98% 4e-94 Sumino et al, 2008 Reator anaerébio a baixa temperatura
E12 Uncultured Methanobrevibacter sp. clone DI_B05  AY454733.1 100% 8e-153 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais
E8 Uncultured Methanobrevibacter sp. clone EI_G11  AY454736.1 99% 9e-107 Piza et al., 2005 Sedimentos de estuarios tropicais

aMaxima ldentidade.
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6. CONCLUSOES

O uso das técnicas de biologia molecular baseadas na clonagem e
sequenciamento de fragmentos do gene 16S rDNA, foi eficaz na elucidacdo da

composic¢ao microbioldgica do reator UASB da ETE-Mangueira, outrora desconhecida.

A analise da estrutura das populacBes microbianas no reator mostrou que as
populacBes de Bacteria e Archaea distribuiram-se de maneira diversificada entre os
diferentes niveis do reator. Este comportamento talvez possa ser explicado por uma
deficiéncia no mecanismo de mistura dentro do reator ou diferencas nas densidades dos

flocos microbianos ou ambas.

Os membros do filo Actinobacteria foram os mais abundantes do dominio
Bacteria no reator. Quanto ao dominio Archaea, 0s membros da ordem

Methanomicrobiales é que foram os mais presentes.

Foram encontrados no lodo integrantes de Archaea e Bacteria que possuiam as
habilidades metabdlicas descritas para realizacdo de todas as etapas da digestdo
anaerébia desejavel para o processo: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese, tanto acetoclastica quanto hidrogenotréfica; como também foram
identificadas bactérias sulfato redutoras (indesejadas no processo), e bactérias

consumidoras de H,S (muito interessantes para 0 processo).

Também foram encontrados representantes do dominio Bacteria que possuiam
metabolismo com potencial biotecnolégico para tratamento de poluentes compostos por

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e solventes clorados.

Além dos organismos que tiveram suas identidades reveladas, a biomassa do
reator demonstrou também possuir muitos microrganismos ainda ndo descritos, tanto
para Bacteria quanto para Archaea como, por exemplo, a sequéncia classificada como
“Uncultured Methanomicrobiales archaeon” que se fez presente em todos os niveis do
reator UASB.
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Para complementacdo deste trabalho e a realizacdo de novas pesquisas poderao
ser feitas investigacdes, tais como: a avaliacdo da composi¢cdo microbiana durante
periodos maiores de operacdo do reator UASB; isolamento e caracterizagdo dos
microrganismos de Bacteria e Archaea que devem representar novas espécies; avaliar as
populacbes metabolicamente ativas de Bactéria e Archaea com o uso da técnica de
hibridizacdo fluorescente in situ — FISH; testes de aplicabilidade destes microrganismos
para biodegradabilidade de compostos poluidores provenientes de outras fontes de
contaminacéo diferentes dos esgotos; e finalmente o isolamento e caracterizacdo destes
microrganismos € seus genes responsaveis por seus metabolismos de interesse

biotecnoldgico.
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