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"A ignorancia gera confianca com mais freqiiéncia do que o conhecimento: sdo aqueles que
sabem pouco, e ndo aqueles que sabem muito, que tdo veemente afirmam que esse ou aquele
problema jamais sera resolvido pela ciéncia."

Charles Darwin
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RESUMO

O foco deste estudo foi investigar a influéncia das condi¢des ambientais proporcionadas por
diferentes tipos de materiais suporte (escoria de alto-forno, anéis plasticos, Downflow
Hanging Sponge e aparas de conduite), profundidades distintas e duas diferentes cargas
organicas volumétricas na abundancia e distribuicdo de bactérias nitrificantes, na diversidade
microbiana (dominio Bacteria), assim como no desempenho do reator (remoc¢ao de amonia),
em quatro filtros bioldgicos percoladores (FBP) pos-reator UASB tratando esgoto doméstico.
Microrganismos de diversas complexidades e funcdes foram visualizados, sendo que o topo
dos FBP apresentou a maior diversidade de morfologias, devido & maior disponibilidade de
matéria organica, luz solar e oxigénio nesta altura. O aumento significativo da quantidade de
células de Nitrobacter foi detectado do meio para o fundo de todos os FBP, em ambas as fases
de operagdo (COV de 0,24 e¢ de 0,38 kgDBO/m’.d), em consonancia com as elevadas
concentragdes de nitrato e baixas concentragdes de DBO também verificadas nesta por¢do dos
filtros. Contudo, as abundancias de células de AOB e Nitrospira permaneceram constantes.
As diferentes composicdes e configuragdes dos materiais suporte proporcionam condigdes
ambientais distintas, conduzindo ao desenvolvimento de wvarios perfis diferentes de
distribui¢do e abundancias de Bacteria, AOB e NOB e T. denitrificans, sendo que o sistema
DHS apresentou a maior abundéancia de todos os microrganismos investigados nas duas fases
de operagdo. Os espacos intersticiais do DHS sdo ideais para a retencdo da biomassa e
também dos substratos disponiveis, resultando em condi¢cdes ambientais muito favoraveis
para a nitrificagdo. As contagens de Bacteria foram significativamente maiores na COV mais
elevada (0,38 kgDBO/m’.d), enquanto houve um decréscimo significativo da quantidade de
nitrificantes em todos os FBP. Tais aspectos estdo de acordo com a baixa remog¢ao de amodnia
observada na fase operacional com COV mais elevada. O aumento da COV promoveu o
aparecimento de microambientes anoxicos e anaerobios. Estas condi¢des ambientais foram
determinantes para o desenvolvimento de Thiobacillus denitrificans nos materiais suporte
DHS e aparas de conduite. Apesar de os reatores terem sido alimentados pelo mesmo efluente
do reator UASB, as diferentes composi¢des e configuracdes dos materiais de enchimento
resultaram no desenvolvimento de diferentes condigdes ambientais, que favoreceram o
estabelecimento diversificado de espécies. Actinobacteria, Firmicutes € o clone UTFS-RI2-
90-53 (ndo-cultivada) foram identificadas em amostras de biofilme com mais de 98% de
similaridade com seqiiéncias depositadas no NCBI provenientes de sistemas DHS e de

tratamento de esgoto doméstico aerdbio/anaerobio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the influence of environmental conditions provided
by four different types of packing media, distinct depths and two different organic loading
rates (OLR) on bacterial diversity, and abundance, distribution of nitrifying bacteria, as well
as on reactor performance (ammonia removal) in four trickling filters following UASB
reactors treating domestic wastewater. Microorganisms of various complexities and functions
were viewed, and the top of the FBP showed the highest diversity of morphologies, due to the
increased availability of organic matter, sunlight and oxygen at this point. The significant
increase in the number of Nitrobacter cells were detected from the middle to bottom of all TF,
in both phases of operation (OLR of 0.24 and 0.38 kgBOD/m".d), in accordance with the high
nitrate concentrations and low concentrations of BOD also found in this portion of the filters.
However, the abundance of cells of AOB and Nitrospira remained constant. The different
compositions and configurations of packing media provide different environmental
conditions, leading to the development of different profiles of distribution and abundance of
Bacteria, AOB and NOB and Thiobacillus denitrificans, and the DHS system showed the
highest abundance of all organisms investigated in the two phases of operation. The
interstitial spaces of the DHS are ideal for the biomass retention and also the available
substrates, resulting in favourable environmental conditions to nitrification. Bacteria counts
were significantly higher in the OLR of 0.38 kgBOD/m’.d., while there was a significant
decrease in the nitrifying bacteria amount in all the TF. These aspects are consistent with the
low ammonia removal observed in the operational phase with higher OLR. The increase in
OLR promoted the appearance of anoxic and anaerobic microenvironments. These
environmental conditions were decisive for the development of 7. denitrificans in DHS and
plastic tubing. Although the reactors were fed with the same effluent from the UASB reactor,
the different compositions and configurations of the packing medias resulted in the
development of different environmental conditions that lead to the development of diverse
species. Actinobacteria, Firmicutes and the clone UTFs-R12-90-53 (uncultivated) were
identified in biofilm samples with more than 98% similarity with sequences deposited at

NCBI from DHS systems and an aerobic / anaerobic domestic wastewater treatment.
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quatro FBPs nas trés fases de operacdo.1-4: Fase 1 - 1. escéria, 2. anéis

plasticos, 3. DHS, 4. conduite; 5-8: Fase 2 - 5. escoria, 6. anéis plasticos, 7.
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DHS, 8. conduite; 9-12: Fase 3 - 9. escodria, 10. anéis plasticos, 11. DHS, 12.
conduite; B) amostras de biofilme do meio dos quatro FBP nas trés fases de
(0] 07T == [ 1 87

Figura 5.16. Géis de DGGE para o dominio Bacteria dos biofilmes coletados: A) no
topo dos quatro materiais suporte (os numeros indicam bandas cortadas,
reamplificadas e sequenciadas). Amostras coletadas nas trés fases de operagéo.
1-4: Fase 1 - 1. escoria, 2. anéis plasticos, 3. DHS, 4. conduite; 5-8: Fase 2 - 5.
escoria, 6. anéis plasticos, 7. DHS, 8. conduite; 9-12: Fase 3 - 9. escodria, 10.
anéis plasticos, 11. DHS, 12. conduite; B) no meio dos quatro materiais suporte
(70T g T L= G 30 88
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alturas do FBP preenchido por DHS (COV = 0,24 kgDBO/m3.d.), obtidas pela
técnica PCR-clonagem. Analise de Bootstrap com 1000 réplicas. Barra = 2%.. 101
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1 INTRODUCAO

A descarga de efluentes ndo tratados em corpos d’agua receptores resulta em problemas
ambientais severos, como o desequilibrio das interagdes entre os individuos das comunidades
e a morte da flora e fauna de rios e lagos. Dentre os diversos poluentes presentes em aguas
residudrias, a amodnia se mostra como um dos mais importantes, em fun¢do de seus efeitos
adversos em termos de toxicidade e da elevada demanda de oxigénio em corpos de agua

receptores.

A nitrificagdo € um processo chave na remoc¢do de amonia de dguas residuarias. Para
satisfazer as exigéncias para a reducdo dos niveis de lancamento deste composto, varias
estacdes de tratamento de esgotos (ETE) tém utilizado reatores com biofilmes para
nitrificacdo, como filtros bioldgicos percoladores, biofiltros aerados submersos e leitos
fluidizados aerdbios. Os filtros bioldgicos percoladores (FBP) sdo biorreatores de crescimento
aderido, que utilizam plastico, materiais minerais inertes ou esponjas como substrato para o
crescimento do biofilme. Usualmente, os biofilmes desenvolvidos nestes sistemas exibem
consideravel heterogeneidade, abrigando organismos de distintas complexidades (bactérias,
protozodrios, cianobactérias, rotiferos, nematddeos), devido a formacgdo de variados
microambientes fisico-quimicos. Este tipo de reator pode entdo ser utilizado para remover
simultaneamente matéria organica, amonia e até para promover a desnitrificagdo, dependendo

das condig¢des operacionais impostas.

Os FBP, por apresentarem biomassa de crescimento aderido, possuem longos tempos de
retencdo de solidos, sendo adequados para a reten¢do de organismos de crescimento lento, a
exemplo das bactérias nitrificantes. Porém, a maior disponibilidade de matéria organica
favorece o desenvolvimento de bactérias heterotroficas de crescimento rapido, que tendem a
se desenvolver na camada superficial do biofilme, onde h4a maior disponibilidade de oxigénio
dissolvido. A competicdo entre bactérias heterotroficas e autotroficas por espago e oxigénio
pode limitar o processo de nitrificacdio nas camadas mais internas da matriz bioldgica
dependendo das cargas organicas volumétricas (COV) aplicadas (WIJEYEKOON et al.,
2004).

A influéncia de diferentes COV na composi¢do, distribui¢do e abundancia de microrganismos,
associadas aos resultados de desempenho dos reatores ¢ em geral investigada em reatores em
escala de bancada, abrigando biofilmes relativamente jovens, ou em modelos artificiais de

biofilmes. Os reatores de bancada, em sua maioria, utilizam esgotos sintéticos de composi¢ao
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determinada, ao contrario dos reatores em escala de demonstragdo, que estdo sujeitos a
variagoes didrias da composi¢do dos esgotos (picos de COV, alteracdes sazonais de vazao, de
pH, etc.). Acredita-se que a realizagdo destas pesquisas em reatores em escala de
demonstracdo permitiria maior aproximagao aos de escala real, levando ao aprimoramento das

tecnologias de tratamento dos esgotos, sob a perspectiva do controle operacional e eficiéncia.

Com base nessas informagdes, foi concebido o presente estudo em filtros bioldgicos
percoladores pos-reator anardbio de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB), visando
avaliar a influéncia das condi¢des ambientais proporcionadas por diferentes tipos de materiais
suporte (escoria de alto-forno, anéis plasticos, Downflow Hanging Sponge e aparas de
conduite), profundidades distintas e duas diferentes COV nas abundéncias, distribui¢do e
diversidades microbianas, assim como no desempenho dos reatores (remog¢do de amodnia). O
sistema UASB-FBP, em escala de demonstragdo, foi implantado no CePTS (Centro de
Pesquisas e Treinamento em Saneamento), localizado na Estacdo de Tratamento de Esgotos
Arrudas (COPASA) em Belo Horizonte — MG. A operagdo e monitoramento dos reatores
foram realizados ao longo de aproximadamente trés anos e geraram resultados para o estudo
de Almeida (2007), que verificou, entre outros objetivos, o efeito de diferentes tipos de
materiais suporte na remo¢ao de amonia, e seus resultados de concentragdes de compostos

nitrogenados e DBO foram utilizados neste trabalho.

Considerando as limitagdes das técnicas de cultivo tradicionalmente aplicadas nos estudos de
ecologia microbiana, foram utilizados métodos de biologia molecular para a obtengdo de
dados mais completos e confidveis sobre a estrutura das comunidades bacterianas. Desde que
a presenga e abundincia de determinadas nitrificantes podem ser correlacionadas as suas
atividades fisiologicas, a comparagdo entre as contagens baseadas em hibridacdes especificas
para nitrificantes (Fluorescent in situ hybridization - FISH) e os resultados das concentracdes
de amonia, nitrito, nitrato e DBO podem proporcionar informacdes uteis sobre o desempenho
dos reatores, considerando a eliminagdo de amoénia. As alteracdes da composicdo das
comunidades de Bacteria com o aumento da COV ao longo de trés anos foram monitoradas
em trés diferentes profundidades dos FBP, pelas técnicas eletroforese em gel com gradiente

de desnaturacdo (DGGE) e clonagem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a influéncia das condi¢des ambientais proporcionadas por diferentes tipos de

materiais suporte, profundidades distintas e duas diferentes cargas organicas volumétricas nas

abundancias, distribuicdes e diversidades microbianas, assim como no desempenho dos

reatores (remog¢ao de amodnia) em quatro filtros bioldgicos percoladores pds-reator UASB

tratando esgoto doméstico.

2.2 Objetivos especificos

(1)

2)

€)

(4)

()

(6)

(7)

Avaliar as comunidades associadas aos biofilmes dos FBP de forma qualitativa, por

microscopia de contraste de fase;

Associar as abundancias de Bacteria e de comunidades microbianas especificas
envolvidas em processos de remocao de nitrogénio (bactérias oxidadoras de amonia -
AOB, bactérias oxidadoras de nitrito - NOB, anammox e a bactéria desnitrificante
autotrofica - Thiobacillus denitrificans) as concentragdes de amonia e matéria organica
nas diferentes profundidades dos FBP, mediante hibrida¢do in situ com sondas

fluorescentes (FISH);

Correlacionar as abundancias de AOB ¢ NOB as concentragdes de nitrito ¢ nitrato nas

diferentes profundidades dos filtros pela técnica FISH;

Determinar a relagc@o entre os diferentes materiais suporte e as distintas abundancias de

Bacteria, AOB, NOB, anammox e 7. denitrificans pela técnica FISH;

Avaliar a influéncia de distintas COV nas abundancias de Bacteria, AOB, NOB,

anammox e 7. denitrificans, pelo método FISH;

Examinar as diversidades de Bacteria ¢ AOB nos diferentes materiais suporte,
profundidades e COV, mediante eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo

(DGGE);

Construir uma biblioteca genomica do FBP que apresentar a melhor associagdo de

resultados de parametros microbioldgicos e fisico-quimicos, pelo método de clonagem.
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3 REVISAO DALITERATURA

3.1 Sistema UASB-Filtro Biolégico Percolador

Em termos de tecnologias simplificadas de tratamento de esgoto doméstico, o uso de reatores
UASB tem se tornado uma alternativa bastante atraente tendo em vista as seguintes vantagens
associadas: (i) baixo consumo energético, (ii) baixa demanda de area, (iii) baixos custos de
implantacdo e operagdo, (iv) baixa producdo de lodo. Estes reatores apresentam eficiéncia
tipica de remocao de DBO da ordem de 70%, contudo, podem apresentar dificuldades de
atendimento a padrdes de langamento de nutrientes, uma vez que a remog¢do de nitrogénio e
fosforo nos processos anaerobios ¢ insignificante, devendo-se quase que exclusivamente ao
consumo para sintese celular. Mesmo considerando as flexibilizagdes que constam nas
legislagdes ambientais em vigéncia, torna-se necessaria a implantagdo de uma etapa de pos-
tratamento dos efluentes para adequé-los a tais requisitos e propiciar a protecdo dos corpos

d’4gua receptores do lancamento de esgotos (CHERNICHARO, 2007).

Os filtros biologicos percoladores (FBP) sdo sabidamente sistemas de pods-tratamento de
esgotos domésticos que podem encontrar elevada aplicabilidade no Brasil, tendo em vista,
principalmente, a sua simplicidade e baixo custo operacional (Figura 3.1). Sao biorreatores
de crescimento aderido, que utilizam materiais inertes como suporte para o crescimento do
biofilme. O efluente do reator UASB ¢ distribuido na parte de cima do filtro, e enquanto
percola em fluxo descendente pelos materiais suporte, os microrganismos presentes no
biofilme degradam matéria organica, nitrificam e desnitrificam, dependendo das condic¢des

operacionais impostas (WIK, 2003).

Reatar UASE
gas - Filtre biologico

2

Corpo
receptor

i

Decantador
secundano

Tratamento preliminar 3

== i
L

Retomo efluente

Lodo de retorno
Secagem aerdbio
lada

Figura 3.1. Fluxograma do sistema UASB-FBP (CHERNICHARO, 2007).
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Entre os materiais de enchimento pesquisados e empregados em filtros bioldgicos
percoladores, filtros bioldgicos aerados submersos, biodiscos e reatores de leito
fluidizado/expandido, podem-se citar: areia, carvdo antracitoso, carvao ativado granular,
pedra britada, escoria de alto-forno, anéis plasticos randomicos, blocos cross-flow, Downflow
Hanging Sponge (concebidos por Machdar et al. 1997). Neste trabalho foram utilizados os
materiais: escoria de alto-forno, anéis plasticos randomicos, DHS e aparas de conduite, e suas

descri¢des estao listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Descrigdo dos materiais suporte utilizados neste trabalho.
Area Peso
Materiais suporte superficial ~ especifico Breve descrigdo e comentarios adicionais
(m#m?3) (kg/m3)

« Material residual de industria siderurgica, tradicionalmente
utilizado como enchimento de FBP;

Escdria de alto-forno « Apresenta superficie irregular, elevado peso especifico e
. 60 1350 : _
Granulometria: entre 5e 10 cm porosidade;

« O atendimento as especificagdes técnicas em termos de
granulometria é uma limitagdo em termos de uso.

« Tradicionalmente utilizados em FBP;

« Possui satisfatorio indice de vazios e érea superficial
especifica;

« A aplicabilidade de uso do enchimento é geralmente
limitada em fung¢do dos custos de aquisi¢do (da ordem de
R$ 600,00/m?).

« Constituido de séries de cortinas verticais (dispostas lado a
lado) com varias secgdes triangulares de espumas de
poliuretano coladas;

« Recentes pesquisas demonstram uma grande
potencialidade do sistema em termos de desempenho na
remog&o de matéria orgnica e N-amoniacal em virtude

Downflow hanging sponge 87 Nd das boas caracteristicas de reten¢éo de biomassa nos
(DHS) intersticios da espuma;

« Os custos de aquisicdo, embora néo aferidos em escala
real, ainda podem ser elevados tendo em vista o uso da
espuma como principal material de constituigao;

« Uma vez que as cortinas sao fixadas na parte superior do
FBP, ndo ha necessidade de previsdo de fundo falso para
o FBP.

« Constituido de elementos de 3 cm de comprimento em
polipropileno corrugado;

« Sua aplicabilidade primaria é o cobrimento e protegéo de
fiacdo elétrica em residéncias;

Aparas de conduite corrugado 220 54,2 « Embora possua elevada érea superficial especifica o
umedecimento de todo o material é dificultado pela sua
geometria cilindrica;

« Os custos totais de aquisicao e beneficiamento (corte)
podem ser elevados (da ordem de 550,00/m?).

Anéis plasticos randémicos 80 50

FONTE: ALMEIDA (2007).
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Vale ressaltar que o DHS apresenta em sua constitui¢do mais de 90% de espagos vazios,
resultando em significativo aumento na retengdo intersticial de biomassa e, deste modo, em
maiores tempos de retencdo de sélidos (TANDUKAR et al., 2007). Tais fatores sao
considerados extremamente favoraveis ao desenvolvimento de bactérias nitrificantes, devido a

baixa taxa de crescimento destes microrganismos.

Comparados aos reatores de biofilmes utilizados recentemente, os FBP possuem baixa
capacidade volumétrica, mas apresentam vantagens importantes, como relativos baixos custos
de implantacdo e operacdo, baixa produgdo de lodo excedente, além de serem robustos. Vale
ressaltar sua capacidade de suportar a picos de cargas e toxicidade (GRADY e LIM, 1980).
Suas desvantagens estdo associadas ao custo para elevar o efluente ao topo do reator, a
predagdo do biofilme por nematodeos, protozodrios e outros, e aos baixos tempos de retengao.
Estes baixos tempos de retengdo implicam em picos de cargas, que resultam em picos

dedeterminados compostos nos efluentes, dependendo da aplicacdo do filtro (WIK, 2003).

O aprofundamento no conhecimento dos processos envolvidos, aliado as descobertas no
campo da microbiologia e de novos processos biologicos, permitiu o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes e mais econdmicas. Em relagdo ao emprego de filtro biologico
percolador para o pos-tratamento de efluentes de reatores UASB, a literatura especializada
reporta ainda poucas unidades para a remogdo de matéria orgadnica carbonicea, com
desempenho satisfatério (GONCALVES et al, 2001; CHERNICHARO, 2007), e outros
reatores utilizados apenas para nitrificagdo (filtros percoladores nitrificantes), também

eficientes (LYDMARK et al., 2006).

3.2 Remocgao bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio existe no ambiente em varios estados de oxidagdo, principalmente nas formas de
nitrogénio organico, nitrogénio amoniacal (NH,"), nitrito (NO;’), nitrato (NO3’) e nitrogénio
gasoso (N,). Os lancamentos de efluentes contendo nitrogénio amoniacal e nitrato resultam na
deplecdo de oxigénio e eutrofizacdo nos corpos receptores, afetam a eficiéncia dos processos
de desinfec¢do por cloro, e apresentam toxicidade para a vida aquatica. Estes compostos
podem ser removidos de 4dguas residudrias por uma variedade de processos fisico-quimicos e
bioldgicos, sendo os bioldgicos mais efetivos, relativamente mais baratos e, portanto, mais

amplamente aplicados (EPA, 1993).

Embora os métodos tradicionais para remoc¢do de amodnia de Adguas residudrias sejam

eficientes, eles apresentam custos elevados, requerem adi¢do de produtos quimicos e podem
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liberar compostos toxicos no ambiente. Esses fatores sdo os principais responsaveis pela
preferéncia da utilizacdo de processos bioldgicos para a remocao de nitrogénio. A remogao
bioldgica convencional de nitrogénio requer um processo de duas fases, envolvendo
nitrificacdo seguida de desnitrificacdo. A Figura 3.2 apresenta os principais mecanismos

envolvidos no transporte e conversao de amoénia em biofilmes (HELMER-MADHOK et al.,

2002).

Fase liquida N, NH; NO, N,
S W A e S SN . -
] i | I
I h - L I
& agads ' NH, Nitritagao NO, Niratagao, O3 :
= aerobia I I 1 I :
= I 1 I | !
S I I I I I
= _ | (Anammox) ¥ , v. i '
Microambiente N, «— NH; +  NO; NO; —— N;
anoxico Desnitrificagéo Desnitrificagdo
autotréfica heterotréfica
Meio suporte
— Reagao — ———» Difusdo

Figura 3.2. Principais mecanismos envolvidos no transporte e conversdo de aménia em
biofilmes. Adaptado de Helmer-Madhok et al. (2002).

O processo ou sistema de tratamento bioldgico a ser escolhido estd intrinsecamente
relacionado ao tipo de microrganismo que se pretende favorecer o desenvolvimento. Os
biorreatores que operam sob condicdoes de aeragdo possibilitam o desenvolvimento de
microrganismos aerobios, que através da respiragdo aerdbia oxidam as moléculas organicas
e/ou inorganicas. Nos biorreatores anaerdbios, por sua vez, sao selecionados microrganismos
capazes de utilizar o metabolismo fermentativo ou respiragdo anaerobia. Portanto, a oxidacao
dos compostos pode ocorrer por diferentes vias do metabolismo microbiano, o que possibilita
o desenvolvimento de varios aspectos da engenharia dos biorreatores, resultando em variantes

dos processos aerdbios e anaerobios usuais (VAZOLLER, 1988).

3.2.1 Nitrificacio

A nitrificagdo implica na oxidagdo quimiolitoautotréfica da amodnia a nitrato, sob condigdes
aerdbias estritas, e ¢ conduzida em dois estdgios oxidativos seqiienciais: amoénia a nitrito

(nitritacdo) e de nitrito a nitrato (nitratacao) (Equagoes 3.1 e 3.2, respectivamente).
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55 NH;" + 76 O, + 109 HCO3 — CsH;0,N + 54 NO, + 57 H,O + 104 H,CO; (3.1)

400 NO, + NH;" + 4 H,CO3 + HCO;™ + 195 0, — CsH;0,N + 3 H,0 + 400 NO5~ (3.2)

Cada estagio ¢ realizado por géneros de bactérias diferentes, que utilizam amdnia ou nitrito
como fonte de energia, oxigénio molecular como aceptor de elétrons, e compostos de carbono
inorganico (como CO; e HCOj3") como fonte de carbono. O género de bactéria oxidadora de
amoénia (AOB) mais comumente encontrado em estagdes de tratamento de esgotos ¢
Nitrosomonas (MOBARRY et al., 1996; JURETSCHKO et al., 1998; OKABE et al., 1999),
entretanto, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio e Nitrosolobus sao também capazes de
oxidar amonia a nitrito. Biesterfeld (2001) e Persson (2002) investigaram biofilmes de filtros
biologicos percoladores nitrificantes em diferentes profundidades e verificaram que as AOB
predominantes eram as do género Nitrosomonas, sendo que Nitrosospira nao foram

encontradas em nenhum nivel dos filtros.

No estagio de oxidacdo do nitrito, diversos géneros de bactérias oxidadoras de nitrito (NOB)
sao conhecidos, como Nitrospira, Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus ¢ Nitrocystis.
Entretanto, Nitrospira ¢ o género mais comumente encontrado em ETE atualmente, embora
Nitrobacter também tenha sido relatado em lodos ativados (SHRAMM et al., 1996;
PERSSON et al., 2002). A maioria dos grupos de AOB e NOB apresenta taxas de
crescimento lentas e baixa producao de biomassa, o que dificulta o estudo dessas bactérias por
serem dificeis de isolar em cultura pura (PROSSER, 1989). O desenvolvimento de técnicas
moleculares permitiu maior entendimento da diversidade e distribuicdo de AOB e NOB em
ambientes naturais do que o oferecido pelos métodos baseados em cultivo (AMANN et al.,

1995; JURETSCHKO et al., 1998).

A nitrificacdo pode ser influenciada por diversos fatores ambientais, como oxigénio
dissolvido, alcalinidade, pH e temperatura (Tabela 3.2). Entretanto, os valores de alcalinidade,
pH e temperatura usualmente encontrados no esgoto doméstico sdo adequados para a
nitrificagdo. O efeito de altas concentra¢des de matéria organica na efici€ncia de nitrificagao
merece destaque por afetar a concentragdo de oxigénio dissolvido e por favorecer o
crescimento de bactérias heterotroficas, que competem por oxigénio e espago com as

autotroficas nitrificantes (FIGUEROA e SILVERSTEIN, 1992; WIJEYEKOON et al., 2004).

Embora a maioria dos estudos esteja focada no efeito da DBO soluvel ou particulada na
eficiéncia de nitrificagio (SARNER e MARKLUND, 1984), Figueroa e Silverstein (1992)

verificaram que tanto a DBO particulada quanto a solivel inibiram de maneira idéntica a
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nitrificagdo. Concluiram, assim, que a DBO total seria um melhor indicativo de inibicao da

nitrificacdo do que a DBO soluvel.

Tabela 3.2. Fatores ambientais que afetam a nitrificagao e implicagdes recorrentes.

Fator interveniente

Implicagdes recorrentes

Concentragéo de OD

Requisitos de O, (fase liquida):

- para nitrificagéo: 1,8 mgO,/L.

- para ocorréncia de acumulo de nitrito: 0,5 mgO,/L.

*ndo computados os requisitos de O,
para biomassa heterotréfica.

Microrganismos nitrificantes sdo estritamente aerdbios. Caso o
oxigénio néo seja suficiente para atender aos requisitos da
biomassa heterotrofica e nitrificante a taxa de remogdo de aménia
decresce em fungéo da competi¢do por oxigénio,
predominantemente capturado pela biomassa heterotréfica nas
porgdes externas do biofilme.

A baixa disponibilidade de OD exerce maior efeito inibitdrio sobre
NOB do que em AOB, podendo resultar em actimulo de nitrito no
sistema.

Temperatura

Temperatura étima para nitrificagdo: 28 a 36 °C
(cultura pura).

Taxas de crescimento especifico (1) variam em
fungéo da temperatura. A avaliagéo dos efeitos da
temperatura no tratamento de esgoto apresenta
complexidade em virtude de outros fatores
intervenientes.

Os efeitos da temperatura podem variar em fungao da taxa de
remogao de amdnia: sistemas com elevadas taxas de nitrificagéo
sdo mais afetados pela temperatura do que sistemas onde a taxa de
nitrificagdo tende a ser menor. Fatores como disponibilidade de
oxigénio, predadores, cargas organicas podem obscurecer a
avaliagdo do efeito da temperatura em sistemas de tratamento de
esgotos.

Concentracio de matéria organica sollivel e

particulada

- DBO soluvel acima de 20 mg/L: FBPs apresentam
maior dificuldade em produzir nitrato.

- DBO soluvel abaixo de 12 mg/L: favoravel para
ocorréncia de nitrificagdo em FBPs.

Para elevadas concentragdes de matéria organica a nitrificagéo
diminui, pois a biomassa heterotréfica compete com sucesso por
oxigénio e espaco, expulsando microrganismos nitrificantes do
biofilme.

Matéria orgénica soluvel: intensifica o crescimento de
microrganismos heterotréficos elevando espessura do biofilme, o
que dificulta a transferéncia de substrato (N-amoniacal) e oxigénio
para por¢des internas do biofilme.

Matéria orgénica particulada: uma vez depositada na superficie do
biofilme pode dificultar a transferéncia de oxigénio e de substratos
soluveis. Posteriormente, a hidrélise do material possibilita a sua
absorgéo favorecendo o incremento da biomassa heterotréfica.

Relagdo DBO:NTK

DBO:NTK = 25: pouca disponibilidade de formas
reduzidas de nitrogénio para nitrificagdo.

DBO:NTK = 5 a 10: pode ser favoravel ao processo
de nitrificagéo, a depender das condigbes
operacionais impostas.

Maiores relagdes DBO:NTK favorecem a predominancia da
biomassa heterotréfica no biofilme em virtude da maior taxa de
crescimento especifico e fluxo de sintese observado para esses
microrganismos. Adicionalmente, a sintese da biomassa
heterotréfica diminui a concentragao de formas reduzidas de
nitrogénio como a aménia.

pH e alcalinidade

- pH 6timo para nitrificagao em biofilmes: 7,5 a 8,5.
- Alcalinidade residual minima para nitrificagdo em
sistemas com biofilmes:

> 45 mg/L (observado)

50 mg/L (recomendado).

pH: a taxa de nitrificagdo declina substancialmente para valores
abaixo de 6,8.

Alcalinidade: escassez de alcalinidade carbonato no sistema
impede a sintese de microrganismos nitrificantes por déficit de
carbono inorgénico. Adicionalmente, a manutengéo do pH em faixas
adequadas para ocorréncia de nitrificagdo pode ser comprometida.

FONTE: Adaptado de Almeida (2007).
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3.2.1.1 Bactérias oxidadoras de amoénia (AOB)

A oxidacio da amonia (NH4") ¢ realizada pelas AOB e ocorre em duas etapas. Primeiramente,
a NH;" é oxidada a hidroxilamina (NH,OH), reagdo catalisada pela enzima amonia
monooxigenase (amoA), que tem o oxigénio e tetroxido de dinitrogénio (dimero do NO;)
como aceptores de elétrons preferenciais. Logo apds, a NH,OH ¢ oxidada a nitrito (NO,") pela

hidroxilamina oxidoredutase (SAYAVEDRA-SOTO et al., 1994).

Andlises comparativas de seqiiéncias de RNAr 16S de AOB cultivadas revelaram que estas
bactérias estdo divididas em dois grupos monofiléticos dentro das Proteobacteria
(PURKHOLD et al., 2000; TESKE et al., 1994). Um grupo compreende linhagens de
Nitrosomonas (incluindo Nitrosococcus mobilis), Nitrosospira spp., Nitrosolobus e
Nitrosovibrio na classe B-Proteobacteria. Foi sugerido recentemente que os trés ultimos
géneros deveriam ser reclassificados no género Nitrosospira. O outro grupo (classe y-
Proteobacteria) contém Nitrosococcus oceani € Nitrosococcus halophilus. A base de dados
de seqiiéncias do gene RNAr 16S de AOB (Ribosomal Data Base) esta continuamente em
expansdo, devido a intensos estudos sobre o tema. A disponibilidade destas seqiiéncias
forneceu uma importante base para o desenvolvimento de métodos independentes de cultivo
para investigar a diversidade e composi¢do da comunidade de AOB em ambientes complexos,
como em reatores com biofilmes. Purkhold et al. (2000), estudaram reatores de biofilmes e
lodos ativados em 11 ETEs, e assim, completaram a base de dados de seqiiéncias de DNAr
16S e do gene funcional amoA considerando as espécies de AOB descritas até entdo, pelos

métodos de PCR-clonagem-seqiienciamento-arvores filogenéticas.

Diversos estudos sugerem que existem diferencas fisiologicas e ecologicas entre diferentes
géneros e linhagens de AOB e que fatores ambientais como salinidade, pH e concentracdes de
amonia e solidos particulados em suspensao (Tabela 3.2) sdo fatores de selecdo para certas
espécies de AOB (deBIE et al., 2001; KOOPS et al., 2001). Estes fatores externos, que
incluem as variacdes na composi¢ao de efluentes de estagdes de tratamento de esgotos, podem
influenciar a faixa de diversidade de AOB e conseqiientemente a estrutura ¢ a fungdo da
comunidade oxidadora de amoénia. A maioria das pesquisas tem enfatizado o estudo da
composicdo da comunidade de AOB em ETEs de lodos ativados (DIONISI et al., 2002;
JURETSCHKO et al., 1998; HOVANEC et al., 1996), sendo que em FBPs poucos estudos
foram realizados com este fim (ROWAN et al., 2003; LYDMARK et al., 20006).
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3.2.1.2 Bactérias oxidadoras de nitrito (NOB)

A oxidagdo do nitrito (NO;") a nitrato (NOj3") ¢ catalisada pela enzima nitrito oxidoredutase
(KIRSTEIN et al., 1993), e ¢ realizada por NOB que pertencem a quatro géneros diferentes:
Nitrobacter  (a-Proteobacteria),  Nitrococcus  (y-Proteobacteria),  Nitrospina  (0-
Proteobacteria) e Nitrospira (filo Nitrospira). Enquanto espécies de Nitrobacter t€m sido
isoladas de uma variedade de ambientes incluindo solo e 4guas doces, ¢ amplamente
assumido que os outros trés géneros sao de ambientes marinhos. Em estudos recentes,
entretanto, bactérias relacionadas a Nitrospira foram encontradas em diferentes ambientes nao
marinhos, incluindo sistemas de tratamento de esgotos de lodos ativados (DAIMS et al.,

2001).

Em contraste a alguns trabalhos que afirmam que Nitrobacter sp. ¢ a oxidadora de nitrito
dominante em ETEs, Juretschko et al. (1998) propuseram que Nitrospira ¢ o género
dominante no processo de oxidacao do nitrito em biorreatores em escala real e de bancada. O
predominio de Nitrospira ¢ considerado um reflexo das diferentes estratégias de
sobrevivéncia que estas NOB desenvolveram para a conservagdo da competi¢ao e até mesmo
para a co-existéncia com outras comunidades de bactérias que consomem o mesmo substrato

nos biofilmes.

Em termos de cinética de saturagdo, dois tipos de estratégias para vencer a competi¢ao entre
dois grupos de microrganismos pelo mesmo substrato sdo destacados em ecologia
microbiana: K-estratégia (alta afinidade pelo substrato em baixas concentragdes do mesmo) e
r-estratégia (altas taxas de crescimento maximo especifico e de utilizagdo de substrato em
altas concentracdes deste). Considerando a equacdo de Monod, as espécies bacterianas nao
podem ser competidoras bem sucedidas em ambas as situacdes de baixas e altas

concentragdes de substrato (LU, 2006).

Schramm et al. (1999), combinando resultados da técnica FISH e de analises fisico-quimicas
com micro eletrodos em sistemas de lodos ativados, demonstraram que Nitrospira sao K-
estrategistas, possuindo baixa taxa de crescimento especifico maxima, e sdo bem adaptadas a
baixas concentragdes de nitrito e oxigénio. Isto ocorre porque seu desenvolvimento lento
suporta a baixa disponibilidade destes recursos, resistindo assim, as condi¢des adversas

impostas diariamente as ETEs.

Nitrobacter sp., por sua vez, foi classificada como r -estrategista de alta taxa de crescimento

maximo, € por isso requerem recursos abundantes para suportar seu rapido desenvolvimento.
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Possuindo baixa afinidade por nitrito e oxigénio, somente prosperam se estes estiverem
presentes em altas concentracdes. Dado que varias ETEs tém seus desempenhos de
nitrificagdo interrompidos diariamente, estudos sobre a fisiologia de Nitrospira sdo de
fundamental importancia para encontrar medidas para estabilizar este importante passo na
remog¢ao de nutrientes. A Tabela 3.3 apresenta um resumo das caracteristicas dos K e r -

estrategistas.

Tabela 3.3. Comparagao de caracteristicas dos K e r - estrategistas.

K - Estrategistas r - Estrategistas
Crescimento lento Crescimento rapido
Prosperam nas condi¢des de crescimento da Prosperam nas condigdes de crescimento do inicio da
sucessao tardia sucessao

Proliferam proximo ou exatamente na capacidade de

. Proliferam em abundancia de recursos
carga do sistema

Altas afinidades pelo recurso e quando este é limitante  Baixa afinidade pelo recurso e quando este é limitante
s&o mais competitivas s&o pouco competitivos

Tamanho da populagao altamente variavel; pode
haver substituicdo de nicho por outro r - estrategista
que desempenha fungao similar

Tamanho da populagéo é constante, e menos variavel
em um sistema dindmico

Mudangas continuas e dramaticas nas populag¢des

Tolerante a mudangas no ambiente local RSN
ocorrem em ETEs devido & variagao diurna

Nitrospira sp. Nitrobacter sp.

FONTE: Adaptado de Koh et al. 2008.

3.2.2 Desnitrificaciao

Os compostos oxidados de nitrogénio (NO,™ e NO3’) produzidos na nitrificacao sdo reduzidos
a nitrogénio gasoso (N,) em condi¢gdes andxicas por um processo denominado desnitrificagdo
(Figura 3.2). Este processo € realizado geralmente por bactérias heterotroficas que utilizam
nitrito ou nitrato como aceptores de elétrons e matéria organica como fontes de carbono e
energia (Equagdo 3.3). Contudo, a produg¢do de N, a partir de compostos inorganicos de
nitrogénio pode também ser desempenhada por microrganismos desnitrificantes autotroficos.
Neste caso, a fonte de energia vem de reagdes inorgdnicas de oxidacdo-reducdo, tendo
elementos como hidrogénio ou compostos reduzidos de enxofre (HS", HsS, S, S,057, etc.)
como doadores de elétrons, nitrato como aceptor de elétrons e compostos de carbono

inorgéanico (CO; ou HCO3") como fonte de carbono (Equagao 3.4) (AHN, 2006).
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NO; + 1,08 CH30H + 0,24 H,CO; — 0,056 CsH;0,N + 0.47 N, + 1,68 H,O + HCO3™ (3.3)

55S° +20C0O, + 50NO5™ + 38H,0 + 4NH," — 4CsH;0.N + 25N, + 55805 + 64H"  (3.4)

Desta forma, o processo de desnitrificacdo pode ser desempenhado por varios organismos
quimiorganotroficos, litoautotroficos, bactérias fototroficas e alguns fungos. A habilidade de
desnitrificar € comum entre as bactérias Gram-negativas pertecentes as classes o ¢ B de
Proteobacteria, como Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus ¢ Thiobacillus. Contudo,
bactérias Gram-positivas (como Bacillus) e algumas arquéias (como Halobacterium) sao

também capazes de desnitrificar (ZUMFT, 1992).

Embora vérias bactérias quimiolitoautotroficas sejam conhecidas por serem capazes de
utilizar o nitrato como aceptor de elétrons e uma fonte de energia inorganica (H, ou S, H,S,
S,057), esse processo tem tido pouca aplicagdo em estagdes de tratamento de esgoto
doméstico. Isto se deve ao fato de que a maioria das dguas residudrias contém matéria
organica suficiente para que a desnitrificagdo heterotréfica ocorra. Como alternativa para
remover nitrato em sistemas de pos-tratamento de efluentes com baixas concentracdes de
matéria organica, hd o processo de desnitrificacdo autotrofica, que tem recebido maior
atencao recentemente, devido a duas grandes vantagens comparadas aos processos biologicos
heterotréficos. Primeiramente, ndo € necessaria adi¢do de fonte externa de carbono organico
(metanol, etanol, etc.), o que diminui os custos do processo e, além disso, ha menor produgdo

de lodo, que estd associada a menor produgdo de biomassa (ZHANG e LAMPE, 1999).

3.2.3 Novos processos utilizados na remocao de nitrogénio

Estudos recentes mostram que varios processos microbianos envolvendo o ciclo do nitrogénio
podem ocorrer em estagdes de tratamento de esgotos (ETE). Isto se deve a grande
versatilidade metabdlica das bactérias envolvidas nos processos de eliminacao de nutrientes, o
que torna o estudo da remog¢ao do nitrogénio ainda mais complexo, pois o proprio balango de
massa do processo torna-se dificil, uma vez que ndo se sabe ao certo qual processo foi

envolvido na remogao de nitrogénio (HELMER et al., 1999).

Até a década de 90 apenas processos aerobios vinham sendo discutidos para a oxidagdo do
amonio, e acreditava-se ser impossivel o desenvolvimento de processos anaerdbios de
remocao de amonia de aguas residuarias. No entanto, Mulder et al. (1995) observaram a perda
de amodnia em um reator desnitrificante de leito fluidizado aplicado ao tratamento de efluentes

de um reator metanogénico, que foi operado para degradagdo de residuos de uma industria de
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fermento, em Delft (Holanda). Neste mesmo reator foi verificado elevado consumo de amonia

e nitrato com concomitante produ¢do de gés. Experimentos em fluxo continuo demonstraram

N )
a estequiometria do processo como sendo de 5mol de NH, para cada 3mol de NO,,

resultando em 4mol de N,. Ficou entdo comprovada a descoberta de um novo processo de

oxidacdo anaerobia da amodnia, em que a amodnia era oxidada a nitrogénio gasoso sob
condigdes anodxicas, com nitrito servindo como aceptor de elétrons. Este processo foi
denominado Anaerobic ammonium oxidation (ANAMMOX), e provavelmente foi o
responsavel pelas perdas substanciais de nitrogénio em reatores operando com efluentes de

baixas concentragdes de oxigénio dissolvido e DQO (SLIEKERS et al., 2002).

Nos tltimos anos, a literatura tem apresentado relatos de véarias pesquisas sobre processos
ndo-convencionais de remogdo de nitrogénio (GORSKA et al., 1997; VERSTRAETE e
PHILIPS, 1998). Os sistemas de nitrificagdo onde ion amonio € parcialmente convertido a
nitrito (prevenindo a formacgao de nitrato), tais como OLAND (Oxygen Limited Autotrophic
Nitrification Denitrification), SHARON (Single reactor High activity Ammonium Removal
Over Nitrite) ¢ CANON (Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite) (Tabela
3.4), podem ser associados a desnitrificacdo autotrofica pela oxidagdo anaerdbia da amonia.
Desta maneira, o processo torna-se auto-sustentdvel, uma vez que ndo ha necessidade de
adi¢do de nitrito ou fonte externa de carbono, e possibilita uma economia significativa de
oxigeénio (energia) com a nitrificagdo parcial em relagdo ao processo tradicional (FUX ef al.,

2002).

O processo SHARON baseia-se no estabelecimento de um “curto-circuito” nos processos de
nitrificagdo e desnitrificacdo. A nitrificagdo ¢ interrompida em etapa intermediaria, de modo a
manter o nitrogénio na forma de nitrito, € a conversao de nitrito a nitrogénio gasoso ocorre na
etapa subseqiiente. H4 economia de energia e doadores de elétrons para a desnitrificagdo. Para
tanto, aproveita-se o fato de que em altas temperaturas, as NOB tém crescimento mais lento
que as AOB. Devido ao curto tempo de detencdo hidraulica (TDH) (aproximadamente um
dia) e a alta temperatura (35°C), as NOB sdo “lavadas” do reator. A temperatura, associada ao
curto tempo de detencdo hidraulica (TDH), torna-se um fator de seletividade, pois a 35°C a
maxima velocidade de crescimento ([imax) de NOB ¢ aproximadamente a metade do que a das

AOB (VERSTRAETE e PHILIPS, 1998; JETTEN et al., 2001).
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Tabela 3.4. Novos processos de remocao de nitrogénio e respectivas reacdes e grupos
predominantes.

Processos Reagoes Grupos predominantes
- + + Candidatus Brocadia
ANAMMOX 3NO, +5NH, —4N,+9H0+2H Anammoxidans/ Candidatus

Kuenenia stuttgartiensis

SHARON NH, +1,50,—NO, +H,0+2H AOB (Nitrosomonas)

(1) NH, +150,—NO, +HO+H
CANON AOB + ANAMMOX

(2) NH, +132NO, +H — 1,02N,+ 0,26 NO, + 2 H,0
(1) 05NH, +0,750,—05N0, +05HO+H

OLAND AOB (Nitrosomonas)
(2) 05NH, +05NO, —05N,+H,0

Outra forma de remoc¢ao de nitrogénio € o processo OLAND onde o oxigénio ¢ fornecido em
quantidade estequiométrica para que a nitrificagdo proceda apenas até nitrito e,
subseqiientemente, devido a escassez de aceptores de elétrons, o nitrito formado ¢ consumido
para oxidar o restante do amonio. Este processo comparado ao processo de nitrificacdo e
desnitrificacdo convencional permite uma economia de 62,5% de oxigénio (energia) e 100%
de agente redutor (fonte de carbono organico). Além de que, a oxidagdo direta de amonio a

nitrogénio gasoso pode ser alcangada em uma tnica fase (VERSTRAETE e PHILIPS, 1998).

Bactérias que oxidam amoénio a nitrito necessitam de oxigénio, enquanto bactérias que
convertem nitrito a nitrogénio gasoso sdo anaerdbias facultativas. Recentemente tem sido
mostrado que ambas as bactérias podem co-existir em um Unico reator desde que o sistema
seja mantido em condi¢des de oxigénio limitado. Esta ¢ a base do processo CANON, onde o
fon amoénio ¢ parcialmente convertido a nitrito por AOB sob oxigénio limitado e,
subseqiientemente, bactérias ANAMMOX convertem o nitrito produzido junto com parte do
amonio remanescente a nitrogénio gasoso € pequena quantidade de nitrato ¢ formada

conforme as reacdes apresentadas na Tabela 3.4 (JETTEN et al., 2002).

3.3 Biofilmes

Os biofilmes, acumulos de células microbianas e produtos celulares em interfaces, sdo de
grande interesse para a biotecnologia. A estrutura destas comunidades varia desde
monocamadas de células isoladas dispersas até estruturas complexas, espessas ¢ mucosas de

dimensdes macroscopicas (biofilmes de filtros biologicos percoladores).
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A arquitetura, atividade e fun¢do dos biofilmes de diversos ambientes tém sido documentadas
e avaliadas utilizando uma ampla variedade de técnicas de microscopia, fisico-quimicas e de
biologia molecular, revelando estruturas tridimensionais complexas. Paralelamente a estas
investigacoes, estdo sendo desenvolvidos modelos matematicos e simula¢des cada vez mais
semelhantes a realidade para explicar o desenvolvimento, estrutura e interagdes microbianas

em biofilmes (WIMPENNY et al., 2000).

3.3.1 Formacao e constituicao de biofilmes

O desenvolvimento de biofilmes em superficies € caracterizado por ciclos bacterianos de
adsor¢do, crescimento, adesdo e aderéncia (estabilizacdo da adesdo celular), onde os
mecanismos de fixacdo e estabelecimento do biofilme dependem fortemente da comunidade
microbiana, das atividades metabodlicas e do tipo de material suporte disponivel para o
desenvolvimento do biofilme (STEWART et al., 1995; THORN et al., 1996). Estes ciclos
resultam em estruturas terciarias complexas, como aglomerados de células, espagos
intersticiais e canais abertos que sdo entremeados por fragmentos de substrato gastos

(THORN et al., 1996).

As bactérias mantém contato com a superficie de adesdo por meio de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) presentes na superficie dos microrganismos, juntamente a cadeias
poliméricas formadas pela decomposicao de material celular (algas e bactérias, por exemplo)
(Figura 3.3). O desenvolvimento de biofilmes em reatores de crescimento aderido pode ser
potencializado pela utilizacdo de materiais suporte com superficies de contato irregulares,
porosas ou providas de intersticios, e, portanto, com maior area superficial de aderéncia. Estas
caracteristicas sdo responsaveis pelo aumento da excrecdo de polissacarideos por parte dos
microrganismos, propiciando as condi¢des perfeitas para o estabelecimento do biofilme

(VANDEVIVERE e KIRCHMAN, 1993).

Liquido (Esgoto)

- w : Superficie colonizada por Coldnia de microrganismos
Microrganismos Polimeros Superficie biomassa aderida aderidos na superficie de um

(biomassa aderida) extracelulares (meio suporte) meio suporte

Constituintes de um biofilme Biofilmes

Figura 3.3. Principais componentes de matrizes de origem bioldgica e estruturas tipicas de
biofilmes (FLORENCIO et al., 2009).
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A composicao especifica de cada biofilme pode variar dependendo dos organismos presentes,
de sua situagdo fisiologica, da natureza do ambiente de crescimento, do tipo de material
suporte, das condi¢des fisicas prevalentes. O biofilme, em geral, ¢ uma matriz gelatinosa
constituida em sua maior parte por dgua (aproximadamente 97% da massa). A agua pode estar
ligada as capsulas das células bacterianas ou pode existir como solvente, cujas propriedades
fisicas sdo determinadas pelos solutos dissolvidos no meio (SUTHERLAND, 2001). As
células residentes, que podem incluir vérias espécies diferentes de microrganismos,
representam apenas aproximadamente 5% da matriz. Além de 4gua e células, os outros
componentes da matriz incluem EPS (1 a 2%), proteinas - que incluem produtos liticos e
enzimas secretadas (1 a 2%), acidos nucléicos de células lisadas (1 a 2%), ions e acidos

hiimicos (em concentragdes-traco) do ambiente (ALISSON, 2001).

A estrutura da matriz do biofilme proporciona a formagdo de aglomerados estaveis com
diferentes tipos celulares, levando ao desenvolvimento de um microconsoércio estrutural e de
sinergismo. O arranjo espacial dos microrganismos permite a formacdo de gradientes de
nutrientes, gases, aceptores de elétrons, subprodutos metabolicos ¢ pH. Além disso, a
formacdo de habitats anoxicos e anaerdbios em grande proximidade leva ao desenvolvimento
de ampla variabilidade de microrganismos, e conseqiientemente, de diferentes processos de

eliminagdo de compostos (ALISSON, 2001).

Em FBP aplicados ao pos-tratamento de efluentes, o biofilme leva 3 a 4 semanas para se
estabilizar e ser eficiente na remog¢ao de compostos, durante meses de temperaturas elevadas,
e mais de trés meses, em baixas temperaturas. O reator somente alcanca a total capacidade
operacional quando o biofilme j4 estd completamente formado. Em sistemas de biofilmes que
tratam esgoto doméstico ndo ¢ necessario inocular células microbianas, pois o0s
microrganismos que degradam compostos organicos e nitrogenados ja estdo presentes nestas

aguas residuarias (MAYER et al., 1999).

3.3.2 Composicio da comunidade de biofilmes de FBPs

Bactérias aerobias, facultativas e anaerobias, fungos, algas, protozoarios, rotiferos, flagelados,
ciliados, nematodeos, assim como alguns artropodes em varios estagios de desenvolvimento
compreendem a biologia total dos biofilmes de FBPs. Bactérias aerdbias sdo os organismos
predominantes de biofilmes heterotréficos. Elas decompdem a matéria organica do esgoto
doméstico juntamente as aerdbias, e anaerobias em biofilmes com deplecdo de oxigénio.
Acromobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e Alcaligenes sdo espécies encontradas. As

bactérias filamentosas Sphaerotilus natans e Beggiatoa podem ser encontradas na camada
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viscosa (METCALF e EDDY, 2003). Em biofilmes autotroficos, bactérias nitrificantes
aerdbias como Nitrosomonas ¢ Nitrobacter s3do comumente encontradas. Devido ao
crescimento relativamente lento destas bactérias, os biofilmes nitrificantes sdo geralmente
mais finos (< 1 mm) que os heterotroficos, e materiais plasticos com altas areas superficiais (>
400 m?*/m’) podem ser utilizados para enchimento sem causar entupimento do filtro. Em
situacdes de altas cargas organicas, o biofilme pode se tornar bastante espesso (> 10 mm),
devido a alta disponibilidade de substratos e as condi¢cdes moderadas de aeracdo, suficientes

para a rapida proliferacdo de bactérias heterotroficas (WIK, 2004).

Algas, como Phormidium, Chrorella e Ulothrix (HIGGINS e BURNS, 1975), crescem apenas
na parte superior dos FBPs, onde a luz solar ¢ disponivel e pode ser assumido que tém um
efeito marginal no desempenho dos FBPs. Os fungos filamentosos dos géneros Penicillium,
Geotrichum, Sporatichum e varias leveduras, por outro lado, estabilizam os residuos, mas seu
papel se torna importante em baixos pH em esgotos industriais (LIU e LIPTAK, 2000). Sob

certas condigdes podem causar entupimento do filtro.

Em biofilmes maduros, em estagio avancado de sucessdo ecoldgica, podem estar presentes
protozoarios (Vorticella spp.) e metazodrios (rotiferos - Philodina spp. € nematodeos -
Diplogaster spp.). Estes organismos sao predadores principalmente de bactérias nitrificantes
devido ao seu crescimento lento, afetando negativamente o processo de nitrificagdo em FBPs
(LEE e WELANDER, 1994), sendo que alguns deles predam especificamente determinadas
espécies. Griffiths (1989) ndo encontrou em seus estudos protozodrios que predassem
especificamente as nitrificantes, e atribuiu este fato ao crescimento das nitrificantes em
amplos aglomerados, que dificultam sua ingestdo. Entretanto, Verhagen e Laanbroek (1992)
encontraram flagelados, que possivelmente devido ao maior tamanho celular das nitrificantes
(comparado ao das heterotroficas), predavam especificamente estas bactérias de vida livre. As
bactérias nitrificantes tendem a ser muito maiores em tamanho que outras bactérias, por
necessitarem de extensas quantidades de membranas respiratdrias intracelulares para suas
atividades de oxidagdo. Deste modo, explica-se a forte pressdo seletiva dos protozodarios

bacteridfagos pelas nitrificantes.

Lee e Welander (1994) estudaram em que extensdo a eficiéncia de nitrificacdo pode ser
aumentada pela supressdo de predadores (rotiferos e nematodeos). Para tanto utilizaram
ciclohexamida e nistatina, substancias inibidoras de células eucariotas. Apods a adi¢do dos
inibidores foi observada pronunciada redu¢do no numero de rotiferos e nematddeos, os

ciliados e flagelados permaneceram inalterados e um grande aumento do nimero de
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aglomerados de bactérias nitrificantes. Este conjunto de fatores pode ter sido responsavel pelo

aumento consideravel da produ¢do de nitrato nos reatores.

3.3.3 Competicdo entre os microrganismos envolvidos na formacao dos biofilmes

A remocao de substrato em reatores de biofilmes ¢ limitada tipicamente pela transferéncia de
massa, € 0s organismos competem por substratos e espaco dentro do biofilme. Exemplos
desta competicdo em biofilmes incluem a competicdo de bactérias heterotroficas e
nitrificantes autotroficos por oxigénio, aceptor de elétrons comum aos dois grupos (OKABE
et al., 1995; RITTMANN et al., 2002), a competicao de metanogénicas e redutoras de sulfato
por hidrogénio e acetato (RASKIN et al., 1996) e a competicdo de bactérias anammox e
oxidadoras de nitrito por nitrito (HAO et al., 2002). Em alguns casos, a coexisténcia ¢
desejavel, como por exemplo, a coexisténcia de bactérias heterotroficas e nitrificantes permite
a simultanea oxidacdo de carbono e amonia. Em outros casos, o desafio € prevenir o
crescimento de organismos especificos, como no processo SHARON, onde oxidadoras de

nitrito sdo “lavadas” do sistema para evitar a oxidagao de nitrito a nitrato (HAO et al., 2002).

Bactérias heterotroficas de crescimento mais rapido tém uma tendéncia a crescer na superficie
do biofilme, ultrapassando o crescimento de autotréficos de crescimento lento. A competigao
entre bactérias heterotroficas e autotroficas tem sido amplamente estudada em fungdo da
carga de substrato organico. Para altas cargas de substrato organico, a maioria do oxigénio
difundido no biofilme ¢ utilizado pelas bactérias heterotroficas que dominam a camada
externa do biofilme, e a nitrificagdo nas camadas mais internas do biofilme pode ser limitada

pela viabilidade de oxigénio (ZHANG et al., 1994; OKABE et al., 2004).

A taxa de crescimento de heterotroficos nas camadas mais externas do biofilme, em altas
relagdes C:N (por exemplo, C:N = 1,5), € significativamente mais alta que a de nitrificantes, e
isto faz com que os microrganismos heterotroficos substituam os nitrificantes nas camadas
mais externas do biofilme. Okabe et al. (1996) demonstraram que as bactérias nitrificantes s
podem competir com sucesso por oxigénio e espago em baixas relagdes C:N (C:N < 1), sendo
que nas camadas mais internas os nitrificantes podem competir somente quando ocorre a
escassez do substrato organico dos heterotrofos. Wijeyekoon et al. (2004) verificaram que as
concentragdes de carbono orginico mais elevadas em reatores de alta carga (1,2 g-C/m?/dia)
suprimiram o potencial de nitrificagdo. Concluiram que a competicdo por espago entre
organismos heterotrofos e nitrificantes ¢ um critério limitante para uma nitrificacdo estavel.
Os autores afirmam, ainda, que a carga de substrato ¢ um parametro critico na determinacao

da estrutura e fun¢ao dos biofilmes.
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3.4 Ecologia Microbiana

3.4.1 Breve historico

Woese e Fox, em 1977, propuseram uma nova classificacdo para os seres vivos, baseada pela
primeira vez em caracteristicas genéticas e ndo morfoldgicas ou celulares, como havia sido
até entdo. A arvore filogenética universal passou a dividir todos os seres vivos em trés
dominios: Bacteria, Archaea e Eucarya. Woese utilizou, para tanto, novas técnicas para a
identificacdo e classificacdo dos microrganismos baseando-se no RNA da subunidade menor
(16S) do ribossomo, e utilizando catalogos de oligonucleotideos estabeleceu o grau de
similaridade entre as sequéncias homoélogas como critério de distancia taxondmica entre
organismos distintos. Esse foi um grande avango para a ecologia microbiana, pois ao contrario
do método anterior, baseado em caracteristicas morfologicas e bioquimicas, e, portanto,
menos exato e mais laborioso, o sistema de comparagdo de sequéncias faz uso de um critério
comparativo entre todos os organismos vivos (o cddigo genético), exibindo uma sensibilidade

muito elevada.

Nos tultimos anos, os avangos no desenvolvimento e aplicagdo de técnicas moleculares
levaram diversos laboratérios a introduzirem estudos de ecologia molecular na rotina de
analise de diversas amostras ambientais. Considerando que grande parte das células
bacterianas de ambientes aquatico e terrestre (> 99%) ndo cresce através do cultivo em placas
devido a inadequagao dos meios de cultura as suas restritas condigdes nutricionais (AMANN
et al., 1990; 1995), foi indispensavel o desdobramento de novos métodos (Figura 3.4)
baseados na caracterizagdo de acidos nucléicos para a obtengcdo de dados mais completos
sobre as interacOes e estruturas de comunidades bacterianas em amostras ambientais

(ROSADO e DUARTE, 2002).
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Figura 3.4. Fluxograma dos diferentes passos no estudo da estrutura e fungédo de
comunidades microbianas em amostras ambientais. Modificado de Muyzer e Smalla (1998).

A disponibilidade de um grande niimero de seqiiéncias de DNAr 16S depositadas em um
banco de dados (Ribosomal Data Bank Project) tem permitido que essa informag¢ao molecular
seja amplamente utilizada para o agrupamento filogenético. No entanto, a associacdo entre
estrutura da comunidade com sua atividade e funcionalidade nos sistemas ambientais constitui
o foco central de estudo da ecologia microbiana.

A amplificacdo de seqiiéncias do gene que codifica 0 RNAr 16S por PCR promoveu uma
auténtica onda de trabalhos no campo da ecologia molecular (AMANN et al., 1995;
MUYZER e SMALLA, 1998). Foi introduzida a idéia de que qualquer ecossistema pode ser
caracterizado utilizando o RNAr 16S como marcador filogenético e “impressdo digital” dos
microrganismos presentes. Para tanto, se extrai o DNA gendmico total da amostra, que inclui
a informacdo genética de todos os membros da comunidade microbiana em observagdo, e se
amplifica uma parte ou o gene inteiro que codifica o RNAr 16S. Em seguida, sdo utilizados
primers da especificidade desejada (para B-Proteobacteria, por exemplo) ou grupo-

especificos (dominio Bacteria ou Archaea, por exemplo), de maneira que se obtém uma
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mistura complexa de copias desse gene. As duas técnicas principais que permitem separar
essa mistura de genes e obter as informagdes genéticas e evolutivas nela contidas sio DGGE e

clonagem (SANZ e KOCHLING, 2007).

A molécula RNAr 16S ¢ considerada um “relogio evolutivo”, dada sua universalidade e
abundancia em todos os seres vivos (10° a 10° ribossomos/célula) e pelo fato de que é uma
molécula altamente conservada ao longo da evolugdo, embora apresente algumas regides
altamente variaveis. Isto permite a comparagdo entre organismos do mesmo dominio, assim
como a diferenciacdo de linhagens da mesma espécie, respectivamente, o que permite o
desenho de primers de PCR e sondas (FISH) de qualquer especificidade filogenética. Além
disso, o tamanho do gene que codifica 0 RNAr 16S ¢ adequado tanto do ponto de vista
estatistico como pratico, uma vez que se pode amplifica-lo e seqiiencid-lo inteiramente por

PCR sem dificuldades.

3.4.2 Estudo da diversidade microbiana

A diversidade ou a variedade e abundancia das espécies em diferentes habitats sdo temas
centrais da ecologia microbiana ha varios anos. Atualmente, o termo diversidade engloba a
organizag¢do biologica como um todo, abrangendo do nivel molecular ao global. Sendo assim,
a diversidade pode ser considerada como a quantidade e a distribui¢do da informagao genética
dentro das comunidades naturais (OVREAS e TORSVIK, 1998), podendo ser medida em
diferentes niveis de complexidade, ou seja: diversidade genética, diversidade de espécies e de
ecossistemas (GILPIN et al, 1992). E importante salientar que todas sdo consideradas de
igual importancia para o futuro dos estudos de novas tecnologias e melhoramentos de
sistemas de tratamento de esgotos, € que a investigacdo da biodiversidade ¢ importante por

determinar, basicamente, a funcionabilidade e a estabilidade dos ecossistemas.

A diversidade genética envolve a variabilidade natural dos genes de organismos individuais e
coletiva, referente aos genes dos membros de uma populagdo, linhagem, raca ou espécie. Vale
ressaltar que uma populagdo estavel pode ser caracterizada pela diversidade genética de seus
membros, sendo esta variabilidade que determina o sucesso de uma determinada populagao
frente a ampla gama de variagdes das condi¢cdes ambientais (concentracdes de matéria
orgéanica e nutrientes, pH, alcalinidade) e de mudangas que ocorrem com o tempo (GILPIN et

al., 1992) (entupimento dos filtros devido ao espessamento do biofilme, por exemplo).

O pronunciado aumento da produgdo cientifica sobre as relagdes entre diversidade genética e

funcionamento de microrganismos colocou em énfase os estudos relacionados a espécies
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importantes que apresentam vias metabolicas de remog¢ao de compostos toxicos, que resistem
a condigdes extremas, a mudancas bruscas na composi¢ao de esgoto doméstico, caracteristicas
estas que os capacitam de ser utilizados em diversos processos de biorremediacdo. Os autores
tém um consenso de que mudangas na composi¢ao ou atividade da comunidade microbiana
podem levar a efeitos imediatos e permanentes no funcionamento dos sistemas (PERRY et

al., 1989).

De acordo com Magurran (1988), a dificuldade de se definir diversidade reside no fato de se
constituir, basicamente, de dois componentes: variedade e abundancia relativa das espécies.
Por conseguinte, a diversidade pode ser medida pelo registro do nimero de espécies, pela
descricdo de sua abundancia relativa ou pelo uso de uma medida que combine estes dois

componentes.

A incorporacdo destes dois componentes na obtencdo dos indices de diversidade tem
desencadeado muitos debates entre os estudiosos, pois os dados obtidos podem ser
interpretados, diferentemente, dependendo dos célculos usados para sua obtengdo (JAMES e
RATHBURN, 1981). Enquanto muitos estudiosos tém calculado os indices de diversidade,
tais como Shannon ou de Simpson (MAGURRAN, 1988), para plantas e animais em
ecossistemas particulares, a ligagcdo com a biodiversidade esta longe de ser evidente ou
realistica dentro de uma dimensdo maior de conhecimentos. Na medida em que a
biodiversidade ¢ vista como uma medida de qualidade ambiental, ¢ presumivel que, para sua

avaliagdo, se utilizem diferentes aproximacoes, métodos e indicadores.

Odum (1988) considerou que a diversidade de espécies pode ser expressa com base em duas
abordagens. A primeira emprega curvas de abundancia relativa do componente dominancia
da diversidade (WHITTAKER, 1965) e a segunda utiliza indices de diversidade, constituidos
por propor¢des ou outras expressoes matematicas das relacdes de importancia das espécies.
Sabe-se que os indices de diversidade sdo expressos por um Unico nimero, que pode
representar a reducdo ou a abundancia de um conjunto complexo de tdxons. Segundo
Mahafee e Kloepper (1997), o fato de se utilizar um Unico nimero para representar uma
determinada situa¢do ¢ vantajoso, pois facilita a comparagdo em experimentagdo, assim
como possibilita a elucidacdo de mudangas que ocorrem nas comunidades relacionadas.
Kennedy e Smith (1995) consideraram que os indices, embora ndo representem a
composicao total de uma comunidade, permitem dimensionar a riqueza, a igualdade ¢ a

diversidade nos diferentes ambientes estudados.
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Sabe-se que os indices sao usados como descritores da diversidade ha muito tempo, havendo
atualmente, uma ampla gama destes que avalia a diversidade sob diferentes aspectos, tais
como: similaridade (dados qualitativos e quantitativos), diversidade especifica, diversidade
de dominancia e de riqueza aparente, como também de equitatividade e dominancia
(ROSSO, 1996). Considera-se o coeficiente de Jaccard, desenvolvido em 1908, como o mais
antigo e natural dos indices, sendo possivel estimar, por sua equacdo, a diversidade em
termos de espécies presentes € ausentes no sistema, constituindo-se desta forma numa

medida de similaridade qualitativa.

Devido ao grande niimero de indices e modelos disponiveis ¢ geralmente dificil escolher
qual ¢ o mais adequado para se medir a diversidade. Rosso (1996) reportou que uma das
diferencas entre os indices reside na importancia atribuida as co-auséncias e co-presengas.
Coletivamente, a literatura discute que cada método tem seus pontos fortes e fracos e
considera que nenhum ¢ ideal para expressar a diversidade (MAHAFFEE e KLOEPPER,
1997). A utilizacao de diferentes métodos ¢ considerada por estes pesquisadores como uma
alternativa adequada, por possibilitar a obtengdo de informagdes complementares, que levam
a uma melhor avaliacdo da estrutura e diversidade das comunidades estudadas. Kempton
(1979) reportou que a distribui¢do de abundancia de espécies €, freqlientemente, uma medida
mais sensivel as alteragdes ambientais do que a medicao simples da riqueza de espécies, pois
expressa, mais adequadamente, a organizacdo da comunidade como um todo. Embora este
questionamento tenha fundamento, os indices que expressam a riqueza de espécies sdo 0s

mais empregados nos trabalhos de diversidade.

O indice de Shannon, ja tradicionalmente designado como indice de Shannon, ¢ a medida de
diversidade mais consagrada. Para Wihlm (1972), esta equacdo ¢ a mais satisfatoria dentre as
desenvolvidas para diversidade especifica e de dominancia, pois expressa a importancia
relativa de cada espécie e ndo apenas a proporcao entre espécies e individuos. Odum (1988)
reportou que este € o indice que atribui um maior peso a espécies raras, prevalecendo, desta
forma, o componente de riqueza de espécies. O indice de Shannon também assume que os
individuos s3o amostrados ao acaso de uma populacio indefinidamente grande ¢ que todas
as espécies estdo representadas na amostra coletada, sendo relativamente independente do
tamanho da amostra. Segundo Hutcheson (1970) os dados obtidos se enquadram numa
distribuicdo normal, desde que N seja um numero inteiro, de modo que os métodos

estatisticos podem ser empregados para testar a significancia das diferencas entre as médias.
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3.4.3 Técnicas de biologia molecular aplicadas ao estudo da ecologia microbiana

3.4.3.1 Reacio em cadeia da Polimerase (PCR)

Os métodos moleculares receberam grande impulso com o desenvolvimento da técnica
conhecida como PCR. Essa técnica desenvolvida por Saiki et al. (1985) permite amplificar
pequenos e especificos fragmentos do genoma, permitindo a obtencdo, in vitro, de varias
copias de determinadas regides do DNA. Como a reagdo de PCR ¢ especifica, pode-se obter a
amplificagdo de seqiliéncias-alvo mesmo em uma amostra com grande diversidade de

seqliéncias, permitindo a deteccao de organismos especificos em misturas heterogéneas.

A reagdo de PCR se inicia com uma etapa de desnaturag¢do, onde as amostras sdao aquecidas a
94-96°C por um a varios minutos para separar as fitas do DNA. Logo ap0s, a temperatura ¢
abaixada para 56-65°C por um a varios minutos, para ocorrer o anelamento (pareamento de
bases) dos primers (seqiiéncias iniciadoras complementares a de interesse) forward e reverse
com as seqliéncias complementares ao fragmento alvo. Em seguida a temperatura ¢
aumentada para 72°C e sucede a extensao (sintese) do fragmento de DNA a partir dos primers
e desoxinucleotideotrifosfatos (ANTPs), pela agdo de uma DNA polimerase termoestavel,
como por exemplo, a Tag DNA polimerase. O ciclo desnaturagdo-anelamento-extensao ¢
repetido varias vezes, permitindo a amplificacdo exponencial da seqiiéncia de interesse

(SAIKI et al., 1985).

Usualmente, dependendo do objetivo do estudo, apdés a reagdo de PCR com primers
especificos para genes funcionais ou RNAr 16S se faz necessaria uma etapa adicional para
separar os fragmentos multiplicados de mesmo numero de pares de bases, porém seqiiéncias
distintas. Dentre as técnicas empregadas para tal fim, serdo descritas com énfase a DGGE e

clonagem, utilizadas nesta pesquisa.

A PCR vem sendo utilizada com freqiiéncia no estudo de comunidades especificas de
sistemas de tratamento de esgotos (SANZ e KOCHLING, 2007), como por exemplo, das
bactérias nitrificantes. Purkhold et al. (2000) utilizaram a PCR com primers especificos para
estudar 6 ETEs operando com o sistema de lodos ativados € 5 com reatores de biofilmes, e
reunindo resultados filogenéticos sobre as AOB, aperfeigoou a estrutura filogenética de AOB
existentes, utilizando seqiiéncias quase completas de RNAr 16S e seqiiéncias parciais de
genes amoA. Este trabalho resultou na formagao de sete clusters gerais de AOB, que podem
servir como molde para a construgdo de relagdes entre AOB ja descritas e as descobertas

recentemente. Além da deteccdo de grupos especificos da B-subdivisdo das oxidadoras de
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amonia em sistemas de tratamento de esgotos, estes estudos permitiram a correlagao de sua

presenca com dados fisico-quimicos das dguas residuarias (KOWALCHUK et al., 1997).

3.4.3.2 PCR-clonagem

Ap6s a realizagdo da reacdo de PCR como descrita acima, a clonagem ¢ uma boa alternativa

para a separagao de distintas seqiiéncias com mesmo tamanho de pares de bases. As distintas
copias do gene amplificado (neste trabalho, 1490 pares de bases) sdo inseridas em um vetor
plasmidial, que utilizamos para transformar uma cepa bacteriana competente (normalmente
células de Escherichia coli permeabilizadas). Em seguida procede-se o cultivo da bactéria que
apos sucessivas divisdes celulares gera um elevado niimero de copias deste plasmideo com o
gene inserido. Isto garante que cada colonia de bactérias contenha uma s6 variante do gene
clonado. No passo seguinte isola-se o0 DNA plasmidial e se determina a seqiiéncia do gene
inserido. O conjunto de todos os clones ou das preparagdes do DNA plasmidial forma uma
biblioteca de genes (gene library), que representa, de maneira aproximadamente completa, a
comunidade bacteriana da amostra de interesse. As seqiiéncias obtidas, a seguir, sdo
comparadas as de uma base de dados conhecida, sendo as mais utilizadas: NCBI (National

Center for Biotechnology Information) e EMBL (European Molecular Biology Laboratory).

Para estabelecer a afiliacdo filogenética dos membros da comunidade microbiana observada,
sdo utilizadas as seqiiéncias obtidas, as distdncias entre elas (graus de similaridade) e as
seqiiéncias de uma base de dados como critério determinante. Quanto maior a similaridade
entre as duas seqliéncias, mais proximos se encontram ambos os taxons, do ponto de vista
evolutivo. Varios modelos matematicos sdo aplicados para o célculo de distdncias genéticas,
sendo os mais empregados: método por méxima parsimonia (Maximum Parsimony), vizinho
mais proximo (Neighbor Joining) e maxima probabilidade (Maximum Likelihood)

(KOCHLING, 2007).

O método de amplificar, clonar e seqiienciar permite obter uma imagem bastante completa da
microbiota de um ecossistema, refletindo as relagdes filogenéticas dos microrganismos com
alta precisdo. Esta metodologia tem sido extensivamente aplicada na criagdo de inventarios de
varios ambientes (KOWALCHUK et al., 1998; PURKHOLD et al., 2000), ¢ foi a
metodologia que levou a identificagdo de sete clusters de seqiiéncias de RNAr 16S da B-

subclasse das AOB.

Entretanto, para realizar um estudo confidvel da diversidade microbiana, englobando a

maioria dos microrganismos presentes na amostra de interesse, ¢ necessario analisar um
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numero elevado de clones. Um incoveniente importante da técnica PCR-clonagem ¢ o
consumo de tempo e dedicagdo que exige, ja que todos os passos do protocolo sdo muito
laboriosos. Por este fato, a clonagem de seqiiéncias de RNAr 16S deve ser empregada
principalmente quando se trata de nimero limitado de amostras. Para estudar a evolucao da
biomassa em um sistema ao longo do tempo ou da resposta de uma comunidade microbiana a
mudancas de fatores fisico-quimicos ou nutritivos seria conveniente dispor de um método
mais aplicado a nimeros de amostras mais altos, tal como o0 DGGE (Denaturing Gradient Gel

Eletrophoresis).

3.43.3 PCR-DGGE

A técnica do DGGE consiste na realizagdo de uma eletroforese em gel de gradiente
desnaturante, que permite a separacdo de moléculas de DNA de mesmo tamanho, mas de
distinta seqiiéncia de nucleotideos ao longo de um gradiente de desnaturacdo quimica. A
separacao estd baseada na decrescente mobilidade eletroforética de moléculas de DNA fita
dupla parcialmente desnaturadas em géis de poliacrilamida contendo um gradiente linear de
desnaturantes de DNA (solu¢do de uréia e formamida) (MUYZER e SMALLA, 1998). O
ponto de desnatura¢do depende da estrutura priméria de cada molécula de DNA, ja que em
uma dupla hélice, os enlaces de trés pontes de hidrogénio entre guanina e citosina t€ém mais
estabilidade, quando comparados aos enlaces de duas pontes entre timina e adenina. Em
outras palavras, a separacdo eletroforética neste caso ird depender da quantidade de G+C
presente em cada molécula de DNA (MUYZER et al., 1993). Para prevenir a completa
dissociagdo das duas fitas de DNA, ¢ comum a adi¢do de uma seqiiéncia de 30-50

nucleotideos GC na extremidade 5° de um dos primers utilizados na PCR.

Apods a PCR, os amplicons sdo inseridos no gel de DGGE como moléculas de fita dupla e a
medida que migram ao longo do gradiente crescente de uréia e formamida, as condi¢des
desnaturantes se tornam cada vez mais fortes. Sendo assim, cada produto de PCR com uma
seqiiéncia distinta desnatura em uma diferente posi¢do. Uma vez alcancada a concentragdo
ideal de desnaturagdo, ocorre a transicdo de fita dupla para uma molécula parcialmente

desnaturada, e esta para de migrar em uma determinada posi¢ao do gel.

O método foi desenvolvido por Fischer e Lerman (1979) e desde entdo sofreu muitas
mudangas, melhoras e adaptagdes para seu uso em diferentes campos de pesquisa. O uso da
DGGE permitiu observar a evolugdo de comunidades microbianas ao longo do tempo, em

resposta a mudancgas de condi¢des fisioldgicas/quimicas ou de operagdo de um reator, ou na
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comparagdo entre amostras procedentes de diferentes reatores ou ambientes (TESKE et al.,

1994; MUYZER e SMALLA, 1998; ROWAN et al., 2003).

Desenvolvido inicialmente para pesquisas relacionadas com a detec¢ao de mutagdes em genes
humanos (FINKELSTEIN et al., 1990), a introdu¢do no setor da ecologia microbiana chegou
com Muyzer e colaboradores (MUY ZER et al., 1993). O grupo estudou biofilmes de sistemas
de tratamento de esgotos aerobios e anaerdbios, gerou géis de DGGE que apresentavam
fingerprints caracteristicos e identificou varios microrganismos mediante a hibridacao das
bandas em questao com sondas genéticas marcadas com compostos radioativos. Hoje em dia ¢
mais comum a excisao de bandas do gel, seguida de sua reamplificacdo por PCR, purificagado
e finalmente o seqiienciamento, o que permite identificar o microrganismo de forma mais

exata e facil do que a variante que usa sondas radioativas.

De toda maneira, os passos adicionais de excisdao e seqlienciamento de bandas em um gel de
DGGE significam um aumento adicional de trabalho que, dependendo do enfoque do estudo,
pode ser omitido. Esse € o caso, por exemplo, se o que se deseja ¢ somente comparar a
composicao da comunidade microbiana refletida por fingerprints entre varias amostras. Se o
requerido ¢ a identificacdo das espécies da amostra, ha que ter em conta a possibilidade de

seqlienciamento de bandas, que em todo caso € um processo mais rapido que a clonagem.

Devido ao menor tamanho dos produtos de PCR, a informac¢do filogenética que as bandas
seqlienciadas de DGGE oferecem ¢ menos exata do que a dos clones, que possuem
aproximadamente 1.500 pares de bases (dominio Bacteria). A principal vantagem desta
técnica € a relativa facilidade de processar e comparar um elevado numero de amostras, o que

¢ possivel pelo método de PCR — clonagem, porém mais caro e trabalhoso.

3.4.3.4 Hibridacdo in situ com sondas fluorescentes (FISH)

A hibridacao in situ com sondas de RNAr 16S marcadas com fluorocromos (por exemplo,
Cy3) (Fluorescent in situ Hybridization, FISH) completa o conjunto de trés importantes
técnicas utilizadas em ecologia microbiana. Na técnica FISH o RNAr 16S das células-alvo
presentes na amostra hibrida com uma sonda de seqiiéncia complementar marcada com o
composto fluorescente, que permite a visualizagdo direta da amostra hibridada em um
microscopio de fluorescéncia ou em um microscopio confocal a laser (AMANN et al., 1990;

1995).
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Este método oferece a possibilidade de quantificar os microrganismos presentes em uma dada
amostra, o que representa uma vantagem em comparag¢do com a clonagem e o DGGE, ja que
estas ndo sdo quantitativas. Outra vantagem importante desta técnica ¢ a possibilidade de
estudar uma comunidade microbiana em suas condi¢gdes naturais (in situ), mantendo a
estrutura das colonias e a situacdo relativa das bactérias em comparacdo a outros
microrganismos presentes na amostra. Em amostras que possuem uma estrutura espacial em
3D, como ¢ o caso dos biofilmes ou em ambientes complexos como lodo granular anaerobio,

essa informagio pode ser de grande importancia (KOCHLING, 2007).

Se combinada com a microscopia confocal a laser de varredura, a técnica FISH pode ser
aplicada para elucidar a distribui¢do espacial e as relacdes estrutura/funcdo de comunidades
bacterianas especificas em biofilmes. A quantidade de bactérias nitrificantes e sua atividade
fisiologica em reatores para o tratamento de esgotos sdo consideradas parametros limitantes
para a bioconversdao de nitrogénio no esgoto. Desde que a presenca de bactérias nitrificantes
pode ser correlacionada as suas atividades caracteristicas, a comparacdo da contagem
utilizando sondas fluorescentes as respectivas taxas de nitrificacdo sustenta a base para avaliar
sistematicamente as contribuicdes de espécies descritas na literatura neste processo em
sistemas de engenharia e no meio ambiente (WAGNER et al., 1995; MOBARRY et al.,
1996). Adicionalmente, a quantificagdo de AOB e NOB nos biofilmes por hibridacdo in situ
com sondas fluorescentes (FISH) supre informagdes adicionais sobre o desempenho de

reatores, considerando a remog¢ao de amonia.

As trés principais técnicas moleculares aplicadas a Ecologia Microbiana se compreendem
melhor como um jogo completo para descrever um ecossistema de interesse, como métodos
complementares e ndo exclusivos. Com a clonagem se podem encontrar novas espécies €
realizar estudos filogenéticos muito detalhados, enquanto a DGGE permite obter uma vista
global sobre uma populacao microbiana em pouco tempo, e ¢ aplicavel a nameros elevados de
amostras. As técnicas de hibridagdo in situ completam a caixa de ferramentas do ecdlogo
microbiano com a op¢do de levar a cabo ndo somente analises quantitativas como também
observar a disposicdo espacial de microrganismos em macroestruturas. Exemplos para a
combinagdo habil de diferentes metodologias estao presentes nos estudos de Juretschko et al.
(2002) sobre a comunidade microbiana de um sistema de nitrificacdo/desnitrificagdo de dguas
residudrias ou nas investigagdes de Watanabe et al. (2000), onde utilizaram as trés técnicas
em conjunto descrevendo um consércio microbiano em aguas contaminadas por petroleo.

Diaz et al. (2006) estudaram com grande detalhamento o lodo granular de um reator UASB
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empregado na depuragdo de 4aguas residudrias de cervejaria. No estudo esclarecem
caracteristicas de sua estrutura microscopia, da organizacdo dos microrganismos no meio
suporte e também aspectos funcionais do lodo analisado. Tudo isso foi possivel pela aplicacao

complementar de varias técnicas de biologia molecular descritas: DGGE, clonagem e FISH.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigcdao do Aparato Experimental

O aparato experimental foi instalado no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) da Universidade Federal de Minas Gerais, localizado na ETE Arrudas (Estagao de
Tratamento de Esgoto da cidade de Belo Horizonte — MG). O CePTS compreende varios tipos
diferentes de unidades de tratamento em escala piloto e de demonstracao, todas alimentadas
com esgoto sanitario. Os filtros biologicos percoladores utilizados na pesquisa foram
dimensionados para realizar o pos-tratamento dos efluentes de um reator UASB (Figura
4.1A). O reator anaerdbio foi projetado para tratar o esgoto de uma populagdo equivalente a
500 habitantes (volume 1til de 22 m’) e foi operado em um tempo de detengdo hidraulica

(TDH) de 7 horas e carga organica volumétrica (COV) de 1,7 kgDBO/m’.d.

Conduite

Figura 4.1. Aparato experimental utilizado na pesquisa: sistema UASB/FBP. A) Reator
UASB; B) FBP; C) Visao superior dos FBP - materiais suporte.

O FBP (Figura 4.1B) foi dividido em quatro compartimentos, cada um preenchido por
materiais suportes de caracteristicas distintas: escoria de alto-forno n° 4, anéis plasticos
randomicos, sistema Downflow Hanging Sponge (DHS) e aparas de conduite corrugado 1”

(Figura 4.1C). A Tabela 4.1 mostra as caracteristicas principais do FBP.
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Tabela 4.1. Principais caracteristicas do FBP e dos materiais de enchimento investigados.

Filtro Biologico Percolador Materiais de enchimento
Caracteristicas Compartimento  Compartimento  Decantadores Area superficial especifica
reacional total individualizado ~ secundarios (m?m?®)
Didmetro (m) 210 1,00 Escdria de alto forno: 60
Area util (m?) 3,46 0,87 0,79 Anéis plasticos: 80
Altura util (m) 2,50 2,50 1,82 DHS (Downflow hanging sponge)': 80
Volume util (m3) 8,65 2,16 1,44 Aparas de conduite 220

'O DHS ¢ constituido de séries de cortinas plasticas verticais (dispostas lado a lado), nas quais diversas sec¢des
triangulares de esponjas sdo coladas. Mais detalhes estdo descritos em Machdar et al. (2000).

2 O conduite é constituido de tubulagdo elétrica de polipropileno (didmetro de 1”°) cortada em pedagos de 3cm.

Durante a pesquisa, o efluente do reator UASB foi distribuido no topo dos FBPs, como
ilustrado na Figura 4.2. Os perfis de parametros fisico-quimicos foram avaliados a partir da
coleta de amostras da fase liquida em 5 (cinco) diferentes pontos: afluente ao FBP, trés pontos
de coleta em trés 3 alturas ao longo dos FBP e efluente do FBP. A determinagdo da
concentracdo de N-amoniacal foi realizada semanalmente e das concentragdes de nitrato e
nitrito quinzenalmente em toda a duracao de cada fase operacional. A amostragem de material
para as andlises microbiologicas ao longo das alturas dos FBP, em cada compartimento
reacional foi realizada em trés pontos (topo: 35 cm; meio: 125 cm; fundo: 250 cm). A Figura
4.2, extraida de Almeida (2007), mostra o fluxograma das unidades que compdem o sistema
UASB/FBP, bem como a identificacdo dos pontos de amostragem da fase liquida e do meio

suporte para extragdo do biofilme.

L. —., ™ Lo
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! 5 “Coluna Perfl dos
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! i quatro FBP amostragem
. I N
{ Reator ; ! _Fundo
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I : i
. 1
i .
. 1
{"Tratamento | ! i
i preliminar ! 1
Esgoto ATCEr LT T T T PP PP PP TP ! i
~.Decantadores .-
secundarios -

Figura 4.2. Fluxograma do aparato experimental e identificacdo dos pontos de amostragem
(ALMEIDA, 2007).
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A Tabela 4.2 apresenta as caracteristicas operacionais impostas aos FBP e periodo de

monitoramento das trés fases investigadas neste trabalho.

Tabela 4.2. Caracteristicas operacionais impostas aos FBP e periodo de monitoramento.

Filtro biolégico percolador

2/azd0 Relacéo Concentragao . .
Fases  'TAS 20 sCOVaplicada  DBOINTK  afluente médiade  Periodo de desenvolvimento da
media média aménia fase operacional
(mimzd)  (m¥d)  (kgDBO/M.d) (Efk’gg;e (mg/l)
1 10,0 34,6 0,24 1,86 22 Fevereiro a Maio de 2007
2 15,0 52,0 0,37 1,38 38 Junho a outubro de 2007
3 10,0 34,6 0,38 2,25 32 Maio a novembro de 2008*

* O objetivo de realizagao da fase 3 foi avaliar o desempenho do sistema em época do ano em se observa uma maior concentragéo
dos constituintes no esgoto bruto. Durante a fase operacional 3, houve interrup¢des de operagao.

" TAS = Taxa de aplicagdo superficial (m*¥m2d);? Vazéo média afluente a ser bombeada para o FBP nas respectivas fases em
fungdo da TAS fixada; ® COV aplicada = Carga Organica Volumétrica aplicada (kgDBO/m?/d).

4.2 Coleta e preparo das amostras

Foram realizadas trés coletas de materiais suporte para extragdo e analises microbiologicas
dos biofilmes. A primeira quando o FBP estava em seu 122° dia operacional em uma COV de
0,24 kgDBO/m?.d. (fase 1), a segunda coleta aproximadamente um ano depois, em COV de
0,37 kgDBO/m?.d. (fase 2) e a terceira coleta foi efetuada no fim da fase 3, oito meses apds o
fim da fase 2. As amostras dos materiais suporte (Figura 4.3) foram coletadas da superficie
(topo) e em aberturas (escotilhas) nas laterais de cada compartimento do FBP (meio e fundo),
adicionadas a frascos de plastico de 500 mL estéreis e transportadas para laboratdrio em

isopor com gelo.

Figura 4.3. Biofilmes aderidos aos materiais suporte (seta vermelha). A) escdria de alto-
forno; B) anéis plasticos; C) DHS (Downflow Hanging Sponge); D) aparas de conduite.

A cada frasco completamente preenchido com materiais suporte foram adicionados 100 mL
de tampao fosfato PBS 1X (130 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4/ NaH2PO4, pH 7,2 — 7,4). Os
biofilmes foram extraidos por meio de agitagdo manual por aproximadamente 2 minutos, € o
que nao foi removido neste procedimento foi extraido com uma espatula estéril. Parte dessa
suspensao foi utilizada para o preparo das ldminas para as andlises morfoldgicas qualitativas e

375 pL foram fixadas em 1.125 puL de solug¢do de paraformaldeido 4% segundo protocolo de
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AMANN et al. (1990) e armazenadas a -20°C para as andlises de hibridacdao in situ.
Aproximadamente 2g deste material suspenso em PBS foram recuperados por centrifugacao
(peso seco/iimido) e armazenados a -20°C para extragdo de DNA. O trabalho foi executado de

acordo com esquema apresentado na Figura 4.4.

AMOSTRA
Extracdode DNA"? Ana’lisesMorfoIc’)gicas2 Hibridacdoin situ "’
PCR"’

N

DGGE * Biblioteca génica ]

! procedimentos realizados no Laboratorio de Microbiologia Aplicada da Universidad Auténoma de
Madrid;
? procedimentos realizados no Laboratério de Microbiologia do DESA.

Figura 4.4. Esquema de trabalho ilustrando as principais etapas experimentais utilizadas
para identificagdo e quantificacdo dos microrganismos nos FBP nas trés fases de operagao.

4.3 Analises morfolégicas

As observagdes das morfologias dos organismos presentes nos biofilmes dos diferentes
materiais suporte e profundidades foram realizadas mediante microscopia de contraste de fase
em um microscopio Zeiss Axiostar plus. As imagens foram capturadas com camera digital

Canon Power Shot A95 e processadas com o software Axio Vision 4.4.

4.4 Analises de biologia molecular

4.4.1 Hibridacao in situ com sondas fluorescentes (FISH)

Os protocolos descritos por Amann et al. (1990, 1995) foram usados para a realizacdo da
técnica FISH. As especificidades das sondas utilizadas foram compativeis com as seqiiéncias
depositadas na pagina web Ribosomal DataBase Project

(http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp).

Para a hibridagdo, um total de SuL da amostra fixada foi aplicado em uma lamina de 8
“pocinhos” (75x25mm, com “pocinhos” de 5mm de didmetro) (Superior, Marienfeld,
Alemanha), seco por 20 min a 46°C e subseqiientemente desidratado em solug¢des de 50%,
80% e 100% de etanol por 3 min cada. As reagdes de hibridagao foram realizadas adicionando

8uL de tampao de hibridacao (a porcentagem de formamida —FA- depende da sonda utilizada)
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(Tabela 4.3) e 1uL da sonda marcada com Cy3 (em concentracdo de 50 ng/uL) em cada
“pocinho”. No caso da hibridagdo com as sondas Ntspa662 e NIT3, quantidades equimolares
dos respectivos competidores nao-fluorescentes (50ng/uL) foram adicionadas a reacdo de
hibridagao (Tabela 4.3) por suprimirem completamente as hibridagdes inespecificas de cada
sonda. A hibridagdo foi conduzida por duas horas a 46°C em um forno de hibridagdo
(Hybridization Oven, Ecogen, Barcelona, Espanha). A seguir a hibridagcdo, uma etapa de
lavagem foi realizada por 15 min a 48°C em tampdo com a concentra¢do de NaCl apropriada

para cada sonda (Tabela 4.3). A sonda NON338 foi usada como controle negativo.

As amostras hibridadas foram observadas em um microscopio de epifluorescéncia invertido
(Zeiss Axiovert 200) e quantificadas manualmente. Os numeros absolutos de células
marcadas pelas sondas foram determinados mediante calculo da média das contagens de 10
campos visuais corrigidas pelo fator de dilui¢ao de cada amostra (amostras: bruta, diluida 6X
e 12X) e pelo peso de cada amostra de biofilme extraido. Os resultados foram expressos em
células por uL mais ou menos o desvio-padrao. Os calculos das abundancias relativas foram
realizados frente ao porcentual de células marcadas pelas sondas e o numero de células totais

determinadas pela coloragdo com DAPI 1mg/mL (4’,6 - diamidino-2-fenilindol).

Tabela 4.3. Sondas e condigdes de hibridacao utilizadas para FISH.

a , , o *FA NaCl N
Sondas Seqiiéncias (5'— 3') Especificidades (%) (mM) Referéncias
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria 35 80 Amann et al. (1990)
NON338 ACTCCTACGGGAGGCAGC Controle negative Wallner et al. (1993)
Nso190  CGATCCCCTGCTTTTCTCC ~— Prproteobacteria —og 59 yiopany ot al. (1996)
oxidadoras de aménia
Quase todas [-
Nso 1225  CGCCATTGTATTACGTGTGA Proteobacteria 35 80 Mobarry et al. (1996)
oxidadoras de aménia
Ntspa662  GGAATTCCGCGCTCCTC T Nitrospira 35 80 Daims et al. (2000)
CNispa662  GGAATTCCGCTCTCCTCT Competidor para
Ntspa662
NIT3 CCTGTGCTCCATGCTCCG Nitrobacter sp. 25 159 Mobarry et al. (1996)
CNIT3 CCTGTGCTCCAGGCTCCG Competidor para NIT3 - - Mobarry et al. (1996)

Tb. denitrificans;  Tb.

TBD 121 CTCGGTACGTTCCGACGC 20 225 Fernéndez et al. (2007)

Thioparus
“Brocadia
Amx 820 AAAACCCCTCTACTTAGTGCC anamm“omdans. e Cand. 40 56 Schmid et al. (2000)
C Kuenenia
stuttgartiensis”

*FA = % de formamida utilizada na reacdo de hibridagao.
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4.4.2 Extraciao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada com o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit,
conforme protocolo descrito no kit. O tamanho do DNA gendmico purificado foi comprovado
mediante eletroforese em um gel de agarose 1% e amplificado por PCR, cujos procedimentos

estdo descritos abaixo.

4.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Os 4acidos nucléicos, tais como extratos de DNA gendmico e produtos de PCR, foram
analisados mediante eletroforese horizontal. Para isto foram preparados géis de agarose 1%
em TBE 0,5X (89 mM Tris base, 89 mM Acido borico, 2,0 mM EDTA, pH 8,0). Para
determinar o peso molecular e a concentracdo do DNA foram utilizados os marcadores de
peso molecular de concentragdes definidas: 929 digerido com a enzima Hind III (4370 pb -
Centro de Biologia Molecular — Universidad Autonoma de Madrid) e Gene Ruler 1kb DNA
Ladder (Fermentas Life Sciences, Belo Horizonte — MG). Os géis foram corados com
brometo em etidio (1 pg/mL) por 10 min., lavados em 4gua destilada (10 min.) e logo depois
observados a luz ultravioleta, com a finalidade de comprovar o tamanho, a quantidade ¢ a

pureza da amostra de DNA.

4.4.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Aliquotas do DNA gendmico extraido foram utilizadas em vérias diluicdes como molde para
a PCR. Para a DGGE foi utilizado o par de primers 341F-GC/907R e para clonagem
27F/1492R (Tabela 4.4). Para reamplificacdo de bandas do gel de DGGE, foi utilizado o

mesmo par de primers, porém, sem a cauda GC.

Tabela 4.4. Primers utilizados para a PCR

Primer Alvo Sequéncia (5 — 3') Referéncia
341F° RNAr 16S/Bacteria CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993
907R Universal CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Muyzer et al., 1998
27F RNAr 16S/Bacteria AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane, 1991
1492R Universal TACGGYTACCTTGTTACGACTT Lane, 1991

Codigo IUB (Internacional Union of Biochemistry): M=A,C; Y =T, C
a) para a DGGE, uma sequéncia rica em GC foi unida a extremidade 5° do primer:
5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3’

Cada reacdo de amplificacdo continha o tampao PBS 1X (Isogen, Ijsselstein, Paises Baixos),
0,25 mM dNTPs, 0,5 uM de cada primer (Isogen, Ijsselstein, Paises Baixos) e 1,5U de Tag

polimerase (Phoneutria, Brasil). Para cada diferente par de primers se ajustou a concentracao
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de Mg na reagdo e as temperaturas de desnaturagio, anelamento e extensio nos programas
do termociclador (GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer, Wellesley, MA, Estados
Unidos). Cada programa consistiu em um passo inicial de desnaturacdo do DNA a 94°C,
seguido de um ntimero de ciclos de amplificagdo adaptado a cada combinagdo de primers e,
no caso da clonagem, um passo adicional de extensdo de 10 min. a 72 °C para garantir a

sintese completa das copias de DNA iniciadas (Figura 4.5).

Par de primers: 341F/907R Par de primers: 27F/1492R
Mg+ i 1,5 mM J\Y Fo RPN 3,0 mM
Tannealing ................ 52°C Tannealing ................ 56°C
Taq DNA-polimerase.... 1,5 U Taq DNA-polimerase.... 1,5 U
Ciclos......ccoveunene 30 Ciclos......ccoeeueenne. 30
94°C | 94°C 94°C ‘ 94°C
10 min | 1 min 10 min | 1 min 72°C
/ 3 min
52°C 56°C
1 min 1 min

Figura 4.5. Primers e programas utilizados nas rea¢des de PCR.

4.4.5 Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturaciao (DGGE)

A DGGE foi realizada segundo o método descrito por Muyzer et al. (1993), com o sistema
DCode Mutation Detection System (BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos). A solugao-
estoque de acrilamida a 6% (37,5:1- acrilamida:bisacrilamida) foi previamente preparada,
para em seguida ser utilizada no preparo das solugdes desnaturantes de 0 e 80% de
uréia/formamida. A polimerizacdo foi realizada com persulfato de amonio (APS) a 10% e
catalisacdo da reagdo com tetrametiletilenodiamina (TEMED) a 0,1%. Para o estabelecimento
do gradiente desnaturante de uréia/formamida especifico deste trabalho (30 a 70%), as
solucdes desnaturantes de 0 e 80%, polimerizador e catalisador foram misturadas - nas
proporcdes descritas no manual do equipamento de DGGE - em um formador de gradientes
de duas camaras com agitacdo magnética na camara de saida e distribuicdo por bomba
peristaltica (Figura 4.6A). O gel foi corrido em TAE 1X (80 mM Tris base, 2,0 mM EDTA,
40 mM Acetato de sodio, pH 7,4), a uma temperatura de 60°C, voltagem de 200 V por 4 horas
(Figura 4.6B).
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Figura 4.6. A) Equipamento de formagao do gradiente de desnaturacao do gel de DGGE
(preparagao do gel); B) Equipamento de DGGE (corrida do gel).

Os géis foram corados em brometo de etidio (1pg/mL) por 20 min., lavados em agua comum
por 10 min. e logo depois observados em um transiluminador com luz ultravioleta. Varias
bandas foram cortadas do gel com um bisturi para posterior analise. O DNA foi eluido em
agua quente (1 hora a 60 °C), em seguida reamplificado com os mesmos primers utilizados
para a PCR-DGGE, porém, sem a cauda GC, purificado com o kit JetQuick PCR Product
Purification Spin System (Lohne, Alemanha), purificados e depois seqilienciados pelo servico
de seqiienciamento do SIDI (Servicio Interdepartamental de Apoyo a la Investigacion,

Universidad Autonoma de Madrid).

Os cromatogramas obtidos foram editados e corrigidos com os programas PHRED -

Electropherogram quality analysis (http://helix.biomol.unb.br/phph/) e BLAST — Basic local

alignment search tool, que também permitiram a conversdao do formato de cromatograma a
correspondente seqiiéncia de nucleotideos. Os arquivos exportados foram analisados com o
pacote de software online do NCBI usando a base de dados e as ferramentas de analise

genética na pagina web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

4.4.6 Biblioteca genomica (clonagem)

A clonagem foi realizada segundo o protocolo do kit pGEM-T easy vector (Promega,
Madison, Estados Unidos). O sistema se baseia na inser¢do do fragmento a ser clonado, neste
caso 0 RNAr 16S, em um vetor plasmidial. A enzima T4 DNA ligase foi utilizada para
catalisar a ligacdo entre as extremidades adesivas do plasmidio aberto (timina) e os residuos

de adenina das extremidades do inserto gerado durante a amplificacdo pela Tag polimerase.

Os produtos das ligacdes vetor/inserto foram introduzidos em células quimicamente

competentes de Escherichia coli e plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB)/ampicilina. As

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG


http://helix.biomol.unb.br/phph/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

placas de Petri apresentam colonias brancas, que contém os plasmideos com os genes
clonados de RNAr 16S (devem estar em maior numero) € azuis, que contém os plasmideos
sem os genes do RNAr 16S. As coldnias brancas foram repicadas em uma “placa mestre”,
com o objetivo de confirmar a presenca do inserto. Cada coldnia branca isolada foi inoculada
em 5 mL de meio LB, e incubada em agitacdo a 37°C durante 12 horas. Para obter o DNA
plasmidial a partir destes cultivos, foi realizada uma extragdo alcalina (miniprep). Os clones

foram conservados em caldo LB adicionado de glicerol (40%), a -70°C.

4.4.7 Analise dos clones

A técnica ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA) foi utilizada
para agrupar os clones idénticos, diferencia-los dos clones obtidos, e assim, diminuir o
numero de amostras a serem seqiienciadas. Para tanto, as digestdes enzimaticas foram feitas

com a enzima endonuclease Sau3Al, segundo protocolo descrito abaixo:

DNA 3ul 7

Sau3Al 1,2u (0,3 ul)

BSA, Nl v N 0,15 pl L Incubacdoa 37°C durante 24 horas
Tampao de reagao* 1,5l

H20 10,05 wl

Vs 15 ul B

* Disponibilizado pela empresa que comercializa a enzima

Os agrupamentos foram realizados mediante comparacao de padrdes de corrida semelhantes
em géis de agarose 1%, e os clones selecionados foram seqiienciados pelo servico de
seqienciamento do SIDI (Servicio Interdepartamental de Apoyo a la Investigacion,
Universidad Autonoma de Madrid). Para tanto, foram utilizados os primers M13F/ M13R/
341F, criando dessa maneira trés subseqiiéncias de cada clone, que coincidem em seus

extremos e assim permitem a reconstru¢ao da seqiiéncia do DNAr 168 inteiro.

As unidades taxondmicas operacionais (OTU) resultantes foram comparadas com a base de
dados de sequéncias de DNAr 16S do NCBI (National Center for Biotechnology Information,

EEUU, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e foram classificadas, mediante a criagdo de grupos de

diferente afiliagdo filogenética. As amostras foram alinhadas com outras sequéncias de
mesma afiliacdo taxondmica em nivel de filo ou classe. A partir deste alinhamento, foi
construida uma arvore filogenética aplicando o método de Neighbor-Joining e modelo
Maximum Composite Likelihood no Programa Mega 4.1. Andlise de Bootstrap com 1000

réplicas.
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4.5 Anadlises estatisticas

4.5.1 Abundancia de microrganismos especificos

A Andlise de Variancia Fatorial Multipla (ANOVA) foi aplicada para simultaneamente
examinar os efeitos de varidveis de tratamento categéricas e as interacdes fatoriais entre elas
na média do numero relativo de células com sinal positivo para cada sonda especifica
marcada com Cy3. Foram consideradas varidveis categoricas fixas: tipo de material suporte
(quatro niveis), profundidade (trés niveis) e COV (dois niveis). As ANOVA foram realizadas
separadamente para cada sonda especifica utilizando o procedimento GLM (General Linear
Models) do software JMP 5.0 (SAS Institute Inc., 2002). As respostas das variaveis
representadas pelo ntimero relativo de células foram transformadas em logl0 (x + 1), assim
como para obter a normalidade da distribuicdo de freqiiéncia residual. Essa suposi¢do foi
verificada desempenhando o teste Shapiro-Wilk. Multiplas comparacdes foram obtidas dos

GLM usando o teste paramétrico de Tukey post hoc ao nivel de 5% de significancia.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) foram calculados entre os dados continuos
(concentragdes de amonia, nitrito e nitrato e DBO) e o numero relativo de células marcadas
pelas sondas em cada tipo de material suporte (ZAR, 1984). A correlagdo entre duas varidveis
reflete o grau no qual as variaveis estdo relatadas. A correlagdo de Pearson reflete o grau de
relacdo linear entre duas varidveis, variando de +1 a -1. A correlacdo representada por +1
indica uma relagdo linear positiva entre variaveis. A correlagdo de Pearson foi determinada

utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., 2004).

4.5.2 Similaridade, diversidade e construcio de dendogramas

As bandas amplificadas foram marcadas como presentes (1) ou ausentes (0), e matrizes
bindrias, que representam a ocorréncia de bandas no gel de DGGE, construidas. Para a
obtencdo dos dendrogramas, foi utilizada a andlise de UPGMA (Unweighted pair-wise
grouping with mathematical averages). A matriz bindria foi traduzida em uma matriz de
distancia, usando o indice de similaridade de Jaccard (Equagao 4.1) (LYAUTEY et al., 2003;
JACCARD, 1908).

J=[c/(a+b—-c)] x100 (4.1)

Para verificar se houve diferenga significativa entre os materiais suporte com relagdo a
ocorréncia de bandas de DGGE, andlises de contingéncia foram realizadas por meio do teste
Qui-quadrado (Xz). Além disso, as matrizes de presenga-auséncia de bandas foram utilizadas

para 0 calculo dos indices de diversidade de Shannon -
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http://www.changbioscience.com/genetics/shannon.html (SHANNON e WEAVER, 1963). O
indice de Shannon (H’) mede o grau de incerteza em prever a que espécie pertencera uma
banda escolhida, ao acaso, de uma amostra com S espécies e N bandas. Quanto menor o valor
do indice de Shannon, menor o grau de incerteza e, portanto, a diversidade da amostra ¢
baixa. A diversidade tende a ser mais alta quanto maior o valor do indice. E calculado por

meio da Equacao 4.2:

H'=-% piln (p) (42)

Onde: p; representa a freqiiéncia de cada banda, para i variando de 1 a S (riqueza de espécies).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao das comunidades presentes nos biofilmes

5.1.1 Comunidade associada ao biofilme dos diferentes materiais suporte

A Figura 5.1 (A, B, C, D, E, F, G, H e ]) se refere as fotomicrografias obtidas de amostras de
biofilmes de diferentes materiais suporte e alturas (topo, meio e fundo) no final da primeira
fase de operacdo dos FBP, conforme observacdo em microscopia Optica de contraste de fase.
Em geral, foram verificados microrganismos filamentosos, cocos, cianobactérias (Anabaena
sp.) (Figuras 5.1A), algas diatomdaceas (Figuras 5.1A e 5.1E) e espiroquetas. Protozoarios e
nematddeos (Diplogaster spp.) (Figura 5.1B), caracteristicos desse reator, também foram
constatados, como nos reatores de biofilme aerdbios de fluxo continuo estudados por Lee e

Welander (1994), sendo que Diplogaster spp. foi verificado apenas no meio suporte DHS.

Os principais géneros de microrganismos filamentosos observados, em todos os FBP, foram
semelhantes a Thiothrix (Figura 5.1H) e Beggiatoa (Figura 5.1C e 5.1F). A presenga de
granulos intracelulares nessas bactérias foi observada, e possivelmente estdo associados ao
acumulo de enxofre, uma vez que estas bactérias oxidam sulfeto a enxofre elementar sob
condi¢des aerobias. Beggiatoa alba ¢ uma espécie de bactéria oxidadora de enxofre que
contétm um sistema multiplo de transporte de elétrons, tipicamente encontrada em FBP
(JAMES, 1964). Vale ressaltar, que estas bactérias foram verificadas predominantemente no
topo, possivelmente devido a maior disponibilidade de sulfeto (resultados ndo apresentados)

nesta fracao dos FBP.

Aglomerados tipicos de bacilos também foram verificados em todos os FBP, possivelmente
sendo do género Zooglea (Figura 5.11). Este género ¢ reconhecidamente importante em
sistemas de tratamento bioldgico de efluentes por promover a agregacdo (em forma de flocos
e biofilmes) de diferentes células microbianas, devido sua capacidade de producdo de
polimeros extracelulares. James (1964), estudando a microbiota de um filtro bioldgico
percolador, alerta para a identificagdo destas bactérias pela morfologia, pois outras bactérias
capsuladas tipicamente presentes em biofilmes podem apresentar a forma tipica “zoogleal” e

nao serem da espécie Zooglea ramigera, predominante em FBP.

As amostras de biofilme dos diferentes materiais suporte aparentemente variaram em termos
de numero de morfologias observadas. O sistema DHS foi o que apresentou o maior nimero
de morfologias microbianas, possivelmente devido a presenca de espagos intersticiais neste

material que, por propiciar um maior tempo de retencdo de solidos, favorece o
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desenvolvimento de microrganismos (ARAKI et al., 1999). Por outro lado, o conduite
apresentou o menor nimero de organismos, possivelmente devido a menor capacidade de

retencdo de biomassa neste material.

5.1.2 Comunidade associada ao biofilme nas diferentes profundidades dos FBP

Quanto as profundidades, no topo foi observado elevado numero de organismos pertencentes
a diversos grupos (microalgas, cianobactérias, protozoarios, nematddeos — Diplogaster spp.,
bactérias e fungos) em todos FBP, possivelmente devido a maior concentracdo de matéria
organica e outros constituintes presentes no efluente pré-tratado pelo reator UASB. Lee e
Welander (1994) verificaram ciliados, protozodarios, flagelados e nematddeos do género
Diplogaster spp. (alimentam-se preferencialmente de bactérias) em reatores aerdbios com

biofilmes, como neste estudo (Figura 5.1B).

Mack et al. (1975), verificaram em filtros bioldgicos percoladores que os protozoarios
predominam na camada superficial do biofilme, onde se alimentam de bactérias e matéria
organica. Observou também que as algas se desenvolvem sobre a matriz de bactérias e
crescem com tamanha abundancia que as bactérias heterotroficas desenvolvem colonias

“aéreas” para competirem por nutrientes e oxigénio.

Devido ao fato de que as escotilhas dispostas ao longo da altura dos FBP permaneceram
abertas por varios dias durante as campanhas de amostragem e coleta de biofilme, o
compartimento nitrificante recebia um pouco de luz. Esse fato explica a presenca de algas
verdes (por ex. género Chlorella) e diatomaceas em amostras do meio e fundo do reator
(Figura 5.1D). O meio do reator, em geral, apresentou menor nimero de tipos morfologicos,
possivelmente devido ao decréscimo da concentracdo de DBO. Em geral, agrupamentos de
cocos (Figura 5.1G) foram detectados no meio e no fundo do reator, embora observados em

maior quantidade no topo dos FBP.

A observagao das morfologias das comunidades associadas aos biofilmes dos filtros
estudados foi de crucial importancia para a discussdo de questdes apresentadas nos itens a
seguir, como por exemplo, a verificagdo do nematddeo Diplogaster spp., potencial predador

de bactérias (Figura 5.1B).
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Figura 5.1. Microscopia de contraste de fase do biofilme removido de materiais suporte: (A)
Cianobactéria (Anabaena sp.) e diatomacea (Navicula sp.) — escoria; (B) Diplogaster spp.
(nematddeo) - DHS; (C) Beggiatoa — anéis plasticos; (D) Aglomerado de cocos e algas
verdes (ordem Chlorella) - anéis plasticos; (E) Diatomaceas e aglomerado de bacilos —
escoria; (F) Beggiatoa — DHS; (G) Aglomerados de cocos — anéis plasticos; (H) e (1) Thiotrix
e Zooglea, respectivamente — escoria. As barras representam 20um.
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5.2 Abundéancia das comunidades microbianas nos biofilmes

Bactérias oxidadoras de amonia pertencentes ao grupo das [-Proteobacteria (detectadas
pelas sondas Nso190 e Nso 1225), dois grupos de bactérias oxidadoras de nitrito (visualizados
pelas sondas NIT3 e Ntspa662) e a bactéria desnitrificante autotrofica Thiobacillus
denitrificans (TBD121) foram quantificadas. Os resultados das abundancias relativas a DAPI
de cada sonda quantificada nas amostras das trés profundidades dos FBP, considerando as

fases experimentais 1 e 2, sdo mostrados na Figura 5.3.

Todas as sondas, exceto Amx820, resultaram em sinal positivo para todas as amostras
analisadas (Figura 5.2). Os resultados negativos para Amx820 sugerem que as condigdes
ambientais dentro dos reatores ndo foram ideais para o desenvolvimento de bactérias
ANAMMOX, embora outros estudos (LYDMARK et al., 2006) tenham reportado a
ocorréncia de ANAMMOX nas partes mais profundas de filtros percoladores nitrificantes.
Isto ocorreu possivelmente devido a presenca de microambientes anaerobios dentro das
matrizes biologicas desenvolvidas no biofilme como resultado da colmatacdo de algumas

partes do reator.

Como esperado, a abundancia relativa de AOB marcadas pela sonda Nso1225 foi mais alta
que a observada para Nsol190, pois a Nsol1225 engloba quase todas as B-Proteobacteria, ao
contrario da Nso190 (MOBARRY et al., 1996). Por este motivo, consideramos neste trabalho
apenas a contagem de Nsol225 quando nos referimos as AOB. Fundamentado na
especificidade das sondas, ao menos quatro diferentes populacdes de oxidadoras de amdnia
puderam ser detectadas por Nsol225 e Nsol90: (I) Nitrosomonas oligotropha, (1I) N.
communis, (III) N. europaea, (IV) N. eutropha. Estes microrganismos, que apareceram
exclusivamente em microcolonias de vérios tamanhos, sdo conhecidos por serem cléssicas
bactérias oxidadoras de amonia, € as mais comuns AOB encontradas em biorreatores
nitrificantes (LYDMARK et al., 2006; JURETSCHKO et al., 1998). Nitrospira sp. e
Nitrobacter sp., bactérias oxidadoras de nitrito marcadas pelas sondas Ntspa662 e NIT3,

respectivamente, também foram verificadas nos FBP.

A deteccdo da bactéria desnitrificante autotrofica Thiobacillus denitrificans foi limitada aos
materiais suporte DHS (32%, no meio do FBP) e aparas de conduite (24%, no fundo do FBP),
mas apenas ocorreu na fase 2, quando os FBP operaram com uma COV de 0,38
kgDBO/m’.dia. A abundéncia relativa desses microrganismos no sistema DHS foi maior que

a observada para as nitrificantes (AOB+NOB) (Figura 5.3). O desenvolvimento de T.
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denitrificans apenas nestes materiais suporte pode ter sido favorecido pela existéncia de
micronichos anoxicos formados dentro das esponjas (DHS) e as matrizes bioldgicas
observadas visualmente nos conduites. Estas matrizes ndo podem ser consideradas como

biofilmes, uma vez que ndo estavam aderidas aos materiais suporte.

Figura 5.2. Identificac&o in situ de dominio Bacteria (A e B), AOB (Ce D), NOB(EeF)e
Thiobacillus denitrificans (G e H) por hibridagao especifica com sondas marcadas com Cy3
(EUB338, Ns01225, NIT3 e TBD121, respectivamente. Campos microscopicos idénticos
foram visualizados para o DAPI (A, C, E e G) e para as respectivas sondas especificas (B,
D, F e H). As barras representam 25 um.
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5.2.1 Relacio entre abundincia de microrganismos e as diferentes profundidades dos
FBP

Os testes ANOVA (valores de P em anexo) revelaram que as abundancias relativas de
Bacteria, AOB, NOB e T. denitrificans variaram significativamente ao longo das diferentes
profundidades (GLM; Fator = profundidade; P<0,0001) e nas duas fases (GLM; Fator =
COV; P<0,0001) para todos os materiais suporte testados. As diferentes profundidades
propiciaram diferentes condigdes ambientais, isto €, concentragdes decrescentes de amonia e
substratos organicos, € crescentes concentracdes de nitrato, que fizeram possiveis os diversos
estabelecimentos e abundancias de Bacteria, AOB, NOB e T. denitrificans na por¢do do meio

dos reatores.

De acordo com os perfis microbiologicos (Figura 5.3) ha um aumento na abundancia relativa
de membros do dominio Bacteria marcados por EUB338, do topo para o meio de todos os
FBP. Particularmente no sistema DHS, as nitrificantes (AOB+NOB) mostraram uma tipica
distribuicao vertical, isto €, um significativo aumento de células do topo para fundo do filtro,
que € coerente com o decréscimo das concentragdes de DBO e amonia ao longo dos filtros.
Estes resultados estdo de acordo com a maior diversidade de morfotipos encontrada no topo
do FBP preenchido por DHS, por microscopia de contraste de fase. A presenca de rotiferos e
nematodeos pode ter sido responsavel pela menor abundéncia de bactérias nesta profundidade

dos reatores, devido a competi¢do e predagao destas.

A baixa concentracdo de nitrificantes no topo do sistema DHS aconteceu provavelmente
devido a alta COV nesta altura. E possivel que a competigdo por oxigénio e espaco tenha sido
muito intensa no topo, como resultado da retengdo de matéria organica dentro das esponjas, e
sua posterior oxidacdo por bactérias ndo-nitrificantes (heterotroficas) na por¢ao mais elevada
do FBP. Em contrapartida, as por¢des mais baixas do sistema DHS podem proporcionar um
ambiente favoravel para o crescimento e estabelecimento de microrganismos de crescimento

lento (como as nitrificantes), devido a retengdo intersticial de microrganismos nas esponjas.
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Figura 5.3. Distribuicao de Bacteria, AOB, NOB e T. denitrificans nos FBP. Os alvos das
sondas sao dados na Tabela 4.2. Cada grafico mostra como a quantidade relativa de cada
sonda comparada ao corante DAPI (eixo x) foi distribuida entre as diferentes profundidades

e materiais suporte nos FBP. N = 10; Barras de erro = desvio padrao.
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Embora haja uma tendéncia a observar um aumento das contagens de Nitrospira (Ntspa662)
no fundo dos FBP preenchidos com DHS e anéis plasticos (Tabela 5.1), estatisticamente nao
ha diferenca significativa das abundancias relativas ao longo dos reatores (GLM; Fator =

profundidade; F = 13,54; P<0,0001).

Tabela 5.1. Média aritmética do niumero de células por micrograma (peso umido) de biofilme
removido dos diferentes materiais suporte e profundidades na COV = 0,24 kgDBO/m3.d.

L . Bacteria AOB AOB NOB ANAMMOX  Thiobacillus
Materiais suporte Profundidades (m) DAPI (EUB338) (Nso1225)  (Nso190) NOB (NIT3) (Nispa662)  (Amx820)  (TBD121)

0 298,35+19,4  238,1%443 6244275 8,3%14,6 00 00 0£0 0£0
Escoria de alto forno 1,25 235+23,8 218/4£60,9 81,7487  2,6%6,1 28+73,7 62,8+35,3 Uty 0£0
2,19 2246+26,3  223,3+444 73,7553  09+19  53+111,4 5154408 U+l 0+0
0 57024472  404+109,2  230,5+113,5 183+4338 0+0 72,5¢131,9 00 00
Anéis plasticos randdmicos 1,25 258+22,1 2221£62,7 64,3482 4,619 46+98,6 744234 00 00
2,15 2496+214  246,1£46,3  74,7+288  9,2+17,1 2748 76,6+26,9 0+0 0+0
0 53394496  4489+985 64,4+139,3 2574 0+0 00 00 00
Downflow hanging sponge 1,25 483,6+39,2  736,1£103,5 92,8+749 87112  87+96,7 99,5+55,6 00 00
2,15 611,5£71,8 527,3+82  133,4+76,8 13,8+20,4 148,3+196,8 166,5+150,9 00 00
0 37,414 27,3£9,6 9+4,4 7,654 00 0,412 00 00
Aparas de conduite 1,25 35,2424 34,4481 9£7,3 1647,4 3,841 2,63,7 00 00
2,15 299,1£30,9  290,9+96,4 65£22,5 84144 3755 16,2427 0+0 0+0

N=10 campos visuais; contagem direta de células. +desvio padrao.

Considerando as contagens de NOB na fase 2 (Tabela 5.2), as abundancias mais baixas foram
observadas no meio e fundo do FBP preenchido com anéis plasticos e no fundo do DHS. Esta
evidéncia pode ser explicada pelo acimulo de nitrito nestas por¢des, como apresentado na
Figura 5.4. Adicionalmente, ¢ possivel que o acimulo de nitrito tenha sido coerente a redugao

das concentracdes de oxigénio no fundo do sistema DHS.

Tabela 5.2. Média aritmética do numero de células por micrograma (peso umido) de biofilme
removido dos diferentes materiais suporte e profundidades na COV = 0,38 kgDBO/m?3.d.

i . Bacteria AOB AOB NOB ANAMMOX  Thiobacillus
Materiais suporte Profundidades (m) DAPI (EUB338) (Nso1225)  (Nso190) NOB (NIT3) (Nispa662)  (Amx820)  (TBD121)
0 119,4+186  94,8+407 0+0 1,642,6 1,3¢15 49454 00 0+0
Escéria de alto forno 1,25 38,845 38+10,5 0+0 2,3+6,5 1,942,2 1415 0+0 0+0
2,15 105,148 98,1424,7 0£0 3654332  3+29  122,9+1384 0+0 0£0
0 106,1+11,3  96,9+¢57,8 42,3399 5245 0+0 6,3+4,5 0+0 0+0
Anéis plasticos randémicos 1,25 19754344 191241808  16,6+24,1  7,4%8,1 11,4 0+0 00 0+0
215 308,8+57,7  307,842686  065+1,8 72452 4,645 00 00 00
0 1448,7+199,5 1247410488 484354  29,6+32,7 0+0 72,1468,3 0+0 0+0
Downflow hanging sponge 1,25 141741529 134245556 945+1279 954652 0+0 149,6+122,8 0+0 459249534
2,15 335824326 3252646099 11,7#331 87470 9,8+9,6 0£0 0+0 346,1+281,3
0 260,3+44,1  2548+1884  59+67,8  47+437 0+0 29,9+27,6 0+0 60,6483
Aparas de conduite 1,25 104,14243 75,6664 5,6+9,5 1312 11,7 15,117 4 0+0 9,8+18,3
2,15 1931439  1847+1319 1994326 5144692 12#141 3544559 00 46,9+71.4

N=10 campos visuais; contagem direta de células. £desvio padrao.

Enquanto as comunidades de AOB pareceram ser estaveis ao longo dos FBP, isto ndo ocorreu
com as NOB. Como esperado, fundamentado na caréncia de produgao de nitrato no topo dos

filtros, ndo houve abundancia significativa de Nitrobacter (NIT3) nestas amostras. O aumento
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Profundidades (cm)

Profundidades (cm)

significativo (GLM; Fator = profundidade; P<0.0001) da quantidade de células desta bactéria

foi detectado no fundo dos FBP, em ambas as fases, em consonancia com as elevadas

concentragdes de nitrato também verificadas nesta por¢do dos filtros (Figura 5.4). A

existéncia de correlacdo entre a abundancia de células de Nitrobacter (NIT3) e as

concentracgodes de nitrato responde uma das questdes-chave deste trabalho.

Os membros do género Nitrospira podem, assim, ser considerados K-estrategistas, adaptados

a baixas concentragdes de nitrito e oxigénio, estando distribuidos de forma constante ao longo

dos filtros. Em contrapartida, Nitrobacter podem ser considerados r-estrategistas, com

crescimento relativamente acelerado somente em altas concentragdes de nitrito, possuindo

baixas afinidades por nitrito e oxigénio. O predominio de Nitrospira sobre Nitrobacter na

maioria das ETE ¢, desta forma, um reflexo de suas diferentes estratégias de sobrevivéncia,

enquanto Nitrobacter perdem a competicdo devido as baixas concentragdes de nitrito

encontradas em grande parte dos sistemas de tratamento de esgotos domésticos (DAIMS et

al., 2001).
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Figura 5.4. Médias das concentragdes (em mg/L) de N-amoniacal, N-nitrato, N-nitrito, DBO
filtrada e NTK nas trés profundidades e nos quatro diferentes materiais suporte nas duas
COV impostas (adaptada de ALMEIDA et al., 2007).
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5.2.2 Relacio entre a abundéincia de microrganismos e os diferentes materiais suporte

Os resultados dos testes ANOVA mostraram que diferentes materiais suporte abrigam uma
ampla faixa de abundincia microbiana (P<0,0001). Isto ocorre possivelmente devido as
diferentes constituicdes quimicas e configuracdes dos materiais suporte, que proporcionam
condi¢gdes ambientais distintas (como por exemplo, os espacos intersticiais do sistema DHS,
as partes subutilizadas das aparas de conduite, devido ao umedecimento ineficiente de toda a
superficie do material), conduzindo ao desenvolvimento de perfis diferentes de distribuigdo e

abundancias de Bacteria, AOB e NOB.

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos compostos nitrogenados da fase 1 tiveram uma
forte relagdo com os dados microbiologicos anteriormente citados, uma vez que as eficiéncias
de remog¢ao de amonia e as concentragdes de nitrato no efluente tratado foram estatisticamente
diferentes entre todos os materiais suporte testados, considerando a COV aplicada de 0,24

kgDBO/m’.dia (ALMEIDA et al., 2007).

Concentragies de N-amoniacal (mg'L) - COW: 0,24 kqDBO/m3.d Concentragdes de nitrato (mg/L) - COV 0,24 kgDBO/m?.d
40 14 -
B 12
30 10
25 ]
20 mg'L

15 4
10 @ 2

5 0 - —

0 -2

UASE Escora Anel DHS Condute UASE Escdria Anel DHS Conduite

Figura 5.5. Médias das concentragdes de N-amoniacal (mg/l) e N-nitrato (mg/l) para todos
os materiais suporte na COV=0,24 kgDBO/m®.dia (ALMEIDA et al., 2007).

Os gréficos boxplots apresentados na Figura 5.5 mostram uma grande amplitude inter-quartis
para o sistema DHS na remocdo de amoénia e também para as concentracdes de nitrato
efluente. Isto sugere que este material foi o que apresentou maior sensibilidade as variagdes
que ocorreram no sistema, resultando na instabilidade dos processos de remog¢ao de amonia e
producdo de nitrato. Contudo, o DHS foi o material suporte que apresentou estatisticamente

(Kruskall-Wallis o = 5%) a maior produg¢do de nitrato, juntamente a escéria de alto-forno.

Além disso, o sistema DHS apresentou a maior abundancia de microrganismos, devido aos
maiores valores médios de contagens de células marcadas com DAPI em ambas as fases,

comparado aos outros tipos de materiais suporte (GLM; Fator = material suporte x COV; F =
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407,96; P<0,0001). A sonda EUB338 cobriu de 71 a 100% do total das células marcadas por
DAPI. A porg¢ao remanescente DAPI-EUB pode ser constituida de bactérias nao detectaveis
pela sonda utilizada e, ainda, por células mortas que sdo coradas pelo DAPI, por possuirem a
parede celular integra. Estes resultados estdo de acordo com Daims et al. (2001), que
estudaram reatores com biofilmes em bateladas seqiienciais (SBBR), e concluiram que apesar
de sondas confidveis e amplamente testadas serem utilizadas para a detec¢ao de EUB, ndo se
pode excluir a possibilidade de ocorréncia de Bacteria ainda nao identificadas, ou com
seqliéncias nao abrangidas pelas sondas utilizadas (esta discussao pode ser aplicada a todas as
sondas empregadas). Entretanto, apesar destas incertezas, acredita-se que estes resultados nao
introduzem erros sistematicos, e as propor¢cdes medidas de Bacteria, AOB, NOB e T.

denitrificans descrevem adequadamente a composi¢ao microbiana do biofilme dos FBP.

A abundancia relativa de nitrificantes (AOB+NOB) no sistema DHS foi 36 a 88 vezes maior
do que nos outros materiais suporte testados. Isto ocorreu, possivelmente, devido a existéncia
de espacos intersticiais nas esponjas, que permitiram longos tempos de contato entre a
biomassa e o substrato. Esta alta abundancia de nitrificantes, associada ao alto potencial de
retengdo de solidos (e, conseqiientemente, microrganismos) das esponjas, €, provavelmente, a
razdo dos bons resultados relacionados a remocao de amodnia no filtro preenchido com DHS

(Figuras 5.4 ¢ 5.5).

Os outros materiais suporte (escoria de alto-forno, anéis plasticos e aparas de conduite)
apresentaram estatisticamente a mesma abundancia relativa de nitrificantes (P<0,0001),
porém, diferentes distribui¢des. Apesar dos anéis plasticos terem apresentado altas contagens
de Bacteria e nitrificantes em ambas fases de operacdo, ndo foi observada uma remocao de
amonia consideravel, mesmo apresentando elevada area superficial. A dificuldade de
aderéncia do biofilme as aparas de conduite, resultado do rapido descolamento dos biofilmes
mais antigos, pode ser a razao principal para as altas contagens de nitrificantes, concomitantes
a baixa remo¢ao de amonia neste filtro. Elenter ef al. (2007) encontraram resultados similares
investigando o efeito do descolamento do biofilme na competi¢ao de bactérias heterotroficas e
nitrificantes em um reator tubular de biofilmes com pedacgos de vidros cilindricos como
material suporte. A baixa eficiéncia de umedecimento (visualmente observada) relatada aos
anéis plasticos e aparas de conduite também podem explicar a baixa remoc¢do de amonia

nestes sistemas.

Da comparacdo entre a abundancia relativa de bactérias nitrificantes ¢ a variagdo das

concentragdes de amonia e nitrato (Figura 5.6), parece que a remo¢do de amonia aumentou
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quando a abundancia relativa de NOB estava acima de 30%, para todos os FBP, mas apenas
na fase 1 (COV =0,24 ngBO/m3.dia). Na fase 2 (COV = 0,38 ngBO/m3.dia) as NOB nao
alcancaram esta propor¢do e, conseqiientemente, ndo foi observada nitrificacdo para esta

COV.
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Figura 5.6. A) Distribuicdo de NOB (representadas pelas sondas Ntspa662 e NIT3) nos
FBP. Cada grafico mostra como a quantidade relativa de cada sonda comparada ao corante
DAPI (eixo x) foi distribuida entre as diferentes profundidades e materiais suporte nos FBP.

Barras de erro = desvio padrao; B) Médias das concentragées de N-amoniacal (mg/l) e

nitrato (mg/l) para todos os materiais suporte nas condi¢goes operacionais da fase 1
(ALMEIDA et al., 2007).

Os testes de correlagdo de Pearson mostraram uma forte correlacdo (significativa ao nivel

0,05; N = 30) entre as contagens de NOB e as concentracdes de nitrito, nitrato e DBO no
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sistema DHS, elucidando um importante topico citado nos objetivos especificos. Uma
correlacdo positiva entre as contagens de NOB e as concentragdes de nitrito (correlacdo de
Pearson NIT3 = 0,39; Ntspa662 = 0,55) e nitrato (correlacdo de Pearson NIT3 = 0,37;
Ntspa662 = 0,51) foi observada, significando que quanto mais altas as contagens de NOB,
mais altas sdo as concentragdes de nitrito e nitrato. Como esperado, o filtro preenchido por
DHS apresentou uma correlacao negativa entre as NOB e a DBO, isto €, concentracdes mais
baixas de DBO resultam no aumento da quantidade de NOB (correlagdo de Pearson NIT3 =

0,35; Ntspa662 = 0,48) (Figura 5.6).

5.2.3 Relacio entre a abundancia de microrganismos e as distintas COV

A premissa de que COV mais elevadas proporcionam niveis mais altos de bactérias
heterotroficas comparadas as nitrificantes foi checada e confirmada pelo ANOVA. Os
numeros de Bacteria foram significativamente maiores na fase 2 (COV = 0,38
kgDBO/m3.dia), comparados aos da fase 1 (COV = 0,24 kgDBO/m3.dia) (GLM; Fator =
COV; F = 25,61; P<0,0001). A variagdo dos perfis de Bacteria, AOB e NOB entre os
materiais suporte foram significativamente diferentes nas duas fases (GLM; Fator = COV;
P<0,0001). Além disso, o teste ANOVA detectou um decréscimo significativo da quantidade
de nitrificantes em todos os FBP durante a fase 2, quando comparada a fase 1 (GLM; Fator =
material suporte x COV; P<0,0001). Isto ocorreu possivelmente devido a COV mais alta
imposta na fase 2, que favoreceu o crescimento excessivo € predominio de bactérias
heterotroficas sobre as nitrificantes. Estes fatos verificados estdo de acordo com a baixa

remocao de amonia observada na fase 2 (Figura 5.4).

As proporgoes de nitrificantes pelas células coradas por DAPI decresceram de 13 a 86% na
fase 1 para 3 a 57% na fase 2. Apenas as aparas de conduite apresentaram a mesma
abundancia relativa em ambas as fases de operacdo (P<0,0001). Estas andlises explicaram
uma pergunta proposta dos objetivos do trabalho, com a confirmagdao de que COV mais
elevadas favorecem o crescimento de bactérias heterotroficas, que competem por oxigénio e
espaco com as nitrificantes, inibindo seu desenvolvimento. Estas sdo consideradas as causas

mais provaveis para a inibi¢do do processo de nitrificagdo em todos os filtros na fase 2.

Um resultado interessante foi a deteccdo de Thiobacillus denitrificans nos materiais DHS e
aparas de conduite, mas apenas durante a fase 2 (COV mais elevada) (Tabela 5.2). A
formagdo de microambientes anoxicos nestes materiais suporte € uma possivel explicagdo
para esta observacdo. 7. denitrificans sdo bactérias desnitrificantes autotroficas amplamente

distribuidas em ETE, onde uma complexa interacdo de fatores fisicos, quimicos e
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microbioldgicos no biofilme favorece a presenca de diversos aceptores (por exemplo,
oxigénio e nitrato) e doadores de elétrons (compostos sulfurados reduzidos, como sulfeto, por
exemplo), com a conseqliente utilizagdo seqiiencial dos mesmos (ROBERTSON e KUENEN,
2006).
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5.3 Caracterizagao das comunidades do dominio Bacteria

A técnica PCR-DGGE foi empregada para investigar a evolugdo da comunidade bacteriana ao

longo das trés profundidades dos quatro FBPs em uma COV de 0,24 kgDBO/m’.dia.

O DNA genomico foi eficientemente extraido das amostras de biofilme coletadas na COV de
0,24 kgDBO/m’.dia., e sequéncias do gene DNAr 16S foram amplificadas por PCR com o par
de primers universal para o dominio Bacteria 341F-GC/907R. Os resultados das PCRs
realizadas em uma unica rodada, diretamente com o primer com grampo GC, foram melhores
que os resultados de duas rodadas (PCR-Nested), uma sem e uma com o grampo,
respectivamente. Isto foi evidenciado pela maior concentragdo de amplicons, visualizada pela

intensidade das bandas (dados nao apresentados).

A integridade do DNA genomico total extraido e o tamanho correto dos produtos de PCR
foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1%, usando o marcador de peso
molecular fago @29 digerido com a enzima Hind III (Figura 5.7A). O meio do FBP
preenchido por conduite ndo foi analisado porque a amostra foi esgotada em tentativas de

extrair o DNA, que estava degradado.

4370 pb

Figura 5.7. Eletroforese de DNA em géis de agarose 1%. A) extratos de DNA genémico de

amostras de biofilme dos quatro FBP nas trés alturas. Linhas 1-3: escoria; 1. topo, 2. meio,

3. fundo. Linhas 4-6: anéis plasticos; 4. topo, 5. meio, 6. fundo. Linhas 7-9: DHS; 7. topo, 8.

meio, 9. fundo. Linhas 10-12: 10. topo, 11. fundo. B) produtos de PCR com primers 341F-
GC e 907R, destinados a DGGE.

Bandas inespecificas foram observadas no gel da Figura 5.7B. As causas para o aparecimento
destas sdo variadas, uma vez que diversos fatores podem ser responsdveis, como a
contaminagdo do DNA com proteinas, ou baixa concentracdo de magnésio, por exemplo.
Possiveis solugdes para eliminar as bandas inespecificas incluem: aumentar temperatura de
anelamento, diminuir a concentragdo de magnésio, diminuir as quantidades de primers, DNA
e Tag (HENEGARIU, 1997). Todas estas alternativas foram testadas, mas sem sucesso.
Contudo, estas bandas inespecificas aparentemente nao influiram na qualidade final do gel de

DGGE.
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O perfil de bandas referente as amostras da COV de 0,24 kgDBO/m’.dia é mostrado na Figura
5.8. A andlise visual do gel sugere padrdes distintos para a maioria das amostras. Um total de
20 bandas foi escolhido para a comparagdo entre as amostras, pelas analises das seqiiéncias

obtidas.
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Figura 5.8. Gel de DGGE para o dominio Bacteria (amostras de biofilme removidas dos
diferentes materiais suporte e profundidades na COV = 0,24 kgDBO/m3.d.). Os numeros
indicam bandas cortadas, reamplificadas e sequienciadas com sucesso.

As andlises do gel de DGGE demonstraram a presenca de varias bandas distinguiveis no
padrdo de separacdo, provavelmente derivadas de diferentes espécies de bactérias constituindo
as populacdes. Bandas comuns aos diferentes FBP e as distintas profundidades foram
claramente visualizadas no gel, sugerindo a dominancia de uma bactéria que desempenha uma

funcao essencial ao processo.

O aparecimento de smears nas canaletas de todas as amostras (destaque retangular da figura
5.8) ocorreu, possivelmente, devido a alta diversidade de espécies de bactérias presentes em
aguas residudrias, que resulta na formagao deste “rastro” no gel de DGGE pelo alto numero

de bandas de intensidade fraca. Estas populagdes, que representam uma baixa porcentagem,
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nao sdo detectadas por essa técnica, uma vez que os padroes de bandas de DGGE refletem

apenas as espécies mais abundantes na comunidade microbiana (BOON et al., 2002).

Em geral, ecossistemas altamente diversos, como solos, sedimentos e sistemas de tratamento
de esgotos, possuem padrdes de bandas de DGGE complexos, dificeis de interpretar, devendo
ser discutidos cautelosamente. Sendo assim, uma reproducdo esquemadtica dos padrdes de
bandas do gel de DGGE foi realizada (Figura 5.9), com a finalidade de analisar os resultados

com maior clareza.

| Escéria | | Anéis plasticos | DHS | Conduite
1 | |

|
||
|
|

19\_

1,25 l
215 l

7o)
-
N

1,25

. 2
Profundidade ~

(m)

Figura 5.9. Esquema dos perfis das bandas do gel de DGGE para o dominio Bacteria
(amostras de biofilme removidas dos diferentes materiais suporte e profundidades na COV =
0,24 kgDBO/m3.d.). Os numeros da esquerda indicam o numero de bandas distintas no gel.

Todas as bandas foram removidas.

Os diferentes padrdes de bandas foram entdo examinados de trés formas: andlise de
similaridade (coeficiente de Jaccard e cluster), por andlise de contingéncia e pelo indice de
diversidade de Shannon. Primeiramente, as informagdes das diferentes canaletas foram
transcritas manualmente em uma matriz de presenga-auséncia (Figura 5.10A), que foi
utilizada para a constru¢do da matriz de distancia (Figura 5.10B) pelos calculos dos
coeficientes de Jaccard. Com base nos valores da matriz resultante, foi executada a analise de

cluster (UPGMA), e as 11 amostras foram visualizadas em um dendograma (Figura 5.10C).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 o o o o0 o0 0 o0 1 1 o0

1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0

0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1

0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1

0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0

0 1 o o0 o0 0 0 0 0 0 0

o o 1 1 0 0 0 0 0 0 0

o o o o 0o 0o o0 1 1 10

0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0

0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0

0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0

0 1 11 1 1 0o 0o 0 0 o0

0 1 10 1 1 0o 0o 0 0 o0

B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 100,0 - - - - - - - - - -
2 33,3 100,0 - - - - - - - - -
3 35,3 88,0 100,0 - - - - - - - -
4 66,7 50,0 63,2 100,0 . . . . . . .
5 37,5 83,3 78,3 55,6 100,0 . . . . . .
6 37,5 83,3 78,3 55,6 1000  100,0 . . . . .
7 40,0 78,3 72,7 47,1 76,2 76,2 100,0 - - - -
8 42,9 54,5 47,6 50,0 60,0 60,0 73,7 100,0 - - -
9 54,5 31,6 22,2 30,8 35,3 35,3 37,5 66,7 100,0 - -
10 54,5 21,1 22,2 30,8 23,5 23,5 37,5 66,7 83,3 100,0 .
1 60,0 55,6 47,1 66,7 62,5 62,5 66,7 71,4 54,5 36,4 100,0

Amostra 11

Amostra 8

Amostra 7

| Amostra 6

| Amostra 5
,: Amostra 3
Amostra 2

Amostra 10

Amostra 9
Amostra 4
Amostra 1

0. % Similaridade 50 100

Figura 5.10. A) Matriz binaria criada a partir dos padrées de bandas do gel de DGGE de
Bacteria para os quatro FBP. Escéria - 1. topo, 2. meio, 3. fundo. Anéis plasticos - 4. topo, 5.
meio, 6. fundo. DHS - 7. topo, 8. meio, 9. fundo. Conduite - 10. topo, 11. meio; B) Matriz de
distancia (coeficiente de similaridade de Jaccard); C) UPGMA.
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A analise de cluster (Figura 5.10C) possibilitou a comprovacao da alta similaridade entre as
profundidades meio e fundo de todos os FBP, levando em conta a escala de distancia
porcentual. As amostras 5 e 6, que correspondem ao meio e fundo do FBP preenchido por
anéis plasticos apresentaram 100% de similaridade, ou seja, as duas profundidades
apresentam possivelmente a mesma composi¢do microbiana. Vale ressaltar que este FBP
apresentou baixa eficiéncia de remo¢ao de amonia (18%), quando comparado a escoéria e ao
DHS (32,5% e 52,5% respectivamente), apesar de ter apresentado altas concentragdes de

AOB e NOB (ver item 5.2).

A similaridade foi observada também entre profundidades diferentes de materiais suporte
distintos, como por exemplo, as amostra 9 e 10, correspondentes ao fundo do FBP preenchido
por DHS e o topo do conduite, respectivamente, apresentaram 83,3% de similaridade,
enquanto o topo e o fundo do conduite apresentaram apenas 36,4%. A explicacdo para esta
similaridade foi a contaminagdo da canaleta reservada para o topo das aparas de conduite com
as amostras do fundo do DHS. A menor riqueza de espécies do fundo do DHS pode estar
relacionada a menor concentracdo de DBO devido ao maior tempo de retencao de sélidos nos
espacos intersticiais deste sistema, levando ao aumento das pressdes de predacdo por

protozodrios, nematddeos e macroinvertebrados, principalmente (WIMPENNY et a!/., 2000).

5.3.1 Seqiienciamento e identificacdo das bactérias

Das 95 bandas visualizadas no gel, 47 foram cortadas. A reamplificagdo por PCR e
seqiienciamento somente foram possiveis para 29 das 47 bandas cortadas. Todas as bandas

obtidas a partir do gel de DGGE foram seqiienciadas com ambos os primers (341F e 907R).

Devido a pequena longitude da maioria das seqiiéncias obtidas (seta na Figura 5.11) e ao alto
numero de ambigiiidades obtidas por limitacdes da técnica (baixa concentragdo de DNA
molde nas bandas cortadas e ressuspensas, possivel dano a estrutura do DNA por exposi¢do a
luz ultravioleta, e repetidas amplificagdes por PCR), apenas 13 seqiiéncias foram
identificadas. Este numero de bandas estd coerente com o encontrado em estudos de
diversidade microbiana de sistemas de tratamento de esgotos (BOON et al., 2002; MUYZER
et al., 1993). Uma forma de obter seqiiéncias mais “limpas” seria clonar as bandas cortadas e
analisar os clones, mas este procedimento pode ser extremamente trabalhoso e de custo

elevado quando comunidades complexas sdo investigadas (DIEZ et al., 2001).
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Figura 5.11. Cromatograma da sequéncia b18 gerado pelo software DNA Baser. Regido
comum aos primers 341F e 907R.

Os resultados obtidos das identificacdes mediante andlise das 13 seqiiéncias apresentaram alta
porcentagem de similaridade com as seqiiéncias do banco de dados internacional NCBI
(Tabela 5.3). De acordo com a teoria da técnica de DGGE, bandas localizadas na mesma
altura pertencem a mesma espécie por apresentarem o mesmo comportamento de melting,
sendo assim relacionadas filogeneticamente (MUYZER et al., 1993). Isto foi comprovado
pelas bandas b19 e b40, localizadas na mesma altura, correspondentes a espécie nao-cultivada

clone 8-4N6, proveniente de amostras fecais de gado de corte.

Uma limitagdo da técnica de DGGE ¢ a ocorréncia de comportamentos de melting
semelhantes entre espécies nao-relacionadas filogeneticamente, como observado neste estudo
para as bandas b6 e b20, correspondentes as espécies Leucobacter sp. € uma bactéria nao-
cultivada, respectivamente. Estas espécies, por possuirem seqiliéncias similares no trecho
analisado, podem ter mesma mobilidade eletroforética (co-migracdo para uma posicao
comum) (MUYZER et al., 1993). Estes resultados ressaltam a importincia em cortar mais de

uma banda na mesma altura, para evitar a subestimag¢do da diversidade de microrganismos.

Outra restri¢do da técnica de DGGE ¢ a identificacdo de bactérias de uma mesma espécie em
alturas distintas. Isto ocorreu para as bandas b8 e b22, que apresentaram mais de 98% de
similaridade com uma Actinobacteria nao cultivada (proveniente do mesmo digestor mesoéfilo
anaerobio onde foram isoladas as seqiiencias similares as das bandas b18, b20 e b43). Isto
ocorreu porque um organismo pode produzir mais de uma banda de DGGE devido aos

multiplos e heterogéneos operons do RNAr.

As fontes das espécies encontradas no NCBI sdo coerentes com as estudadas (ETEs), como
por exemplo, a banda b7, correspondente a uma espécie de bactéria oxidadora de metano nao-

cultivada, originaria de um sistema DHS fechado (HATAMOTO et al., 2009).
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Além desta, foram detectadas varias espécies provenientes de reatores aerobios/anaerdbios
SBR (bactéria ndo-cultivada, clone UTFS-R12-90-53) e de digestores mesofilos anaerdbios
que tratam esgotos domésticos (Actinobacteria e Firmicutes nao-cultivados) com alta
porcentagem de similaridade (>98%) com as seqiiéncias do NCBI. Estes resultados destacam
a presenca de microambientes andxicos e anaerobios nos filtros estudados, como proposto no
item 5.2, quando se detectou Thiobacillus denitrificans em amostras de biofilme dos sistemas

DHS e aparas de conduite pela técnica de hibridagao in situ (FISH).

Nenhuma das seqiiéncias obtidas mostrou similaridade a subclasse das B-Proteobacteria, nao
pelo fato de estarem ausentes no reator, pois AOB foram evidenciadas em grande abundancia
relativa pela técnica FISH (item 5.2), mas porque o numero de bandas geradas no gel de
DGGE pode nao ter refletido exatamente o nimero de seqiiéncias diferentes presentes nas

amostras.

No topo do FBP preenchido por anéis plasticos foi detectada a cianobactéria Phormidium spp.
Estas cianobactérias sdo unicelulares, fotossintetizantes ¢ costumam se desenvolver em
multicamadas na superficie do material suporte de FBP. Lessard e Bihan (2003) relataram que
a cianobactéria Phormidium cyanobacterium ¢ responsavel pelo decréscimo da eficiéncia dos
processos de remocao e pelo entupimento de FBP. Ademais, esta camada de organismos
fotossintetizantes ¢ um ambiente favoravel para a reproducdo de moscas, que sao um grande
incomodo quando emergem. Apesar das diversas armadilhas das analises de RNAr baseadas
em PCR, a realizagcdo dos perfis das comunidades bacterianas por PCR-DGGE demonstrou
ser um método poderoso, que permite uma analise independente de cultivo de amplo nimero

de amostras de biofilme.

5.3.2 Diversidade bacteriana nos diferentes materiais suporte

As amostras obtidas dos biofilmes dos FBP mostraram ao menos cinco bandas distinguiveis
pela boa intensidade. O FBP preenchido por escoria apresentou a maior diversidade
bacteriana, devido ao maior nimero de bandas geradas (13 no meio), ao passo que os sistemas
compostos pelos anéis plasticos e DHS apresentaram menores quantidades de bandas (11 e

10, respectivamente).

Ja o FBP preenchido por aparas de conduite apresentou a menor diversidade de espécies (5
bandas no fundo, Figura 5.9), apesar de apresentar alta area superficial. O perfil observado no
topo do conduite retrata, na verdade, o fundo do sistema DHS, uma vez que a amostra

transbordou de uma canaleta para a outra. Vale ressaltar que este material suporte apresentou
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baixa eficiéncia de remog¢do de amodnia ¢ DBO (ALMEIDA, 2007), fato que pode estar
relacionado a menor diversidade bacteriana. O menor nimero de bandas observadas no
conduite pode estar relacionado a menor retencao de biomassa neste material suporte. A baixa
retencdo de biomassa pode estar relacionada ao baixo tempo de retencao de soélidos no volume
reacional deste FBP, bem como ao menor aproveitamento da area superficial especifica

devido a taxa de aplicacdo superficial (TAS) imposta de 10 m*/m?.dia.

Os reatores deste trabalho foram alimentados simultaneamente pelo mesmo afluente,
proveniente do reator UASB, o que resultou na grande similaridade entre os padrdes de
bandas dos diferentes materiais de enchimento. Contudo, as diferentes condigdes ambientais
proporcionadas por cada tipo de suporte foram determinantes para que estes padrdes de
bandas fossem distintos visualmente. Andlises de contingéncia foram realizadas para
comprovar se houve diferenca significativa entre os materiais suporte com relagdo a

ocorréncia de bandas de DGGE, e foram negativas em todas as trés profundidades.

Os indices de diversidade de Shannon (H’) encontrados (Figura 5.12) comprovaram que a
maior diversidade bacteriana foi verificada no FBP preenchido por escoria, seguida pelo

DHS, anéis plasticos, e por ultimo as aparas de conduite.

AEscéria - topo
3.0 4 AEscc')ria - meio
A AEscéria - fundo
5 257 . A
g . .Anéis plasticos - topo
8 L J
(7] 2,0 7 . .\ne’is plasticos - meio
[
$ &
g .‘\néis plasticos - fundo
2 151
'g .DHS - topo
o )
_g 1,0 - .JHS - meio
] ‘]HS - fundo
5
S 0‘5 i *Conduite topo
> P

*Condul’te - fundo

0,0 : : : : : : ‘
0 2 4 6 8 10 12 14

Riqueza de bandas

Figura 5.12. Valores dos indices de diversidade de Shannon para amostras de biofilme
removidas dos diferentes materiais suporte e profundidades na COV = 0,24 kgDBO/m3.d.

Contudo, os valores de diversidade devem ser tomados apenas como estimativas, pois 0 uso

de metodologias diferenciadas, tamanho amostral e outras variaveis interferem diretamente
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sobre o valor destes indices. A exclusao de alguma banda de alta freqliéncia também pode

provocar alteracdes significativas no valor destes indices.

5.3.3 Diversidade bacteriana nas diferentes profundidades dos filtros

A distribuicdo heterogénea das bandas nas distintas profundidades permite inferir que a
auséncia, no topo, de algumas bandas encontradas nas outras profundidades pode estar
relacionada com as melhores condi¢cdes encontradas para o desenvolvimento de
microrganismos no meio e fundo do reator, como oxigénio dissolvido e relacdo C:N
favoravel. De fato, foi verificada uma tendéncia ao aumento da quantidade de bandas quando
se aumenta a profundidade, principalmente do topo para o meio dos FBP. Uma possivel
explicagdo para estes resultados ¢ a reducdo da concentra¢do de matéria organica do topo para
o fundo dos reatores. Okabe et al. (1996), estudando biofilmes de biofiltros submersos,
observaram que a alta relacdo C:N (>1), tipica de topos de reatores de fluxo descendente,
favorece o desenvolvimento de bactérias heterotroficas. Porém, a presenga de luz, e maior
concentragdo de matéria organica no topo do reator favoreceram o desenvolvimento de algas,
macroinvertebrados, nematodeos (Figura 5.1), que também podem ter sido responsaveis pela
diminui¢do da diversidade de Bacteria, por serem predadores da microbiota estudada. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos pela técnica FISH, discutidos no item 5.2. Os testes
ANOVA realizados para as andlises quantitativas revelaram que houve aumento da
abundancia relativa de Bacteria, marcadas pela sonda EUB338, do topo para o meio dos

reatores.

O desaparecimento e surgimento de bandas distintas a medida que a profundidade aumenta foi
observado em todos os FBP. Isto sugere uma sucessdo de espécies nesta populacdo, que
também foi detectada nos estudos de Rowan et al. (2003), que investigavam a diversidade de
AOB em dois reatores de tratamento de esgotos diferentes, em escala real, tratando uma

mistura de aguas residuarias doméstica e industrial.

As andlises de contingéncia (Figura 5.13), e o coeficiente de correlacdo de Pearson igual a
0,35 (significativo ao nivel 0,05), demonstraram que houve diferenca significativa entre as
trés profundidades, com relacdo a ocorréncia de bandas de DGGE, apenas para o FBP
preenchido com escoria. No topo foi observada menor quantidade de bandas (5), o meio

apresentou 13 bandas e o fundo 12.
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Figura 5.13. Analise de contingéncia (Mosaic plot) para o FBP preenchido por escoéria. A
parte verde do grafico representa a ocorréncia de bandas nas distintas profundidades.

Os indices de diversidade de Shannon (H’) encontrados (Figura 5.12) confirmaram os
resultados da analise de UPGMA, demonstrando que a diversidade de espécies do meio e
fundo da escoria € similar. Porém, o indice foi insuficiente para determinar se houve diferenca
significativa entre as profundidades do material suporte escoria, fato este comprovado pelas
analises de contingéncia (Figura 5.13). O meio e fundo dos anéis plésticos apresentaram
mesmo H’, evidenciando mesma diversidade de espécies nestas profundidades. Os maiores
valores do indice foram verificados no meio da escoria, indicando que este ponto apresenta a
maior diversidade de espécies encontrada. Em contrapartida, a menor diversidade de
microrganismos foi observada no fundo do conduite, pois o indice de Shannon considera que
quanto mais proxima ao zero, mais baixa ¢ a diversidade. O valor de H’ mostrou que a
diversidade de espécies do topo deste material suporte ¢ bastante similar ao fundo do DHS.
Como discutido anteriormente, este fato pode ter ocorrido devido a contaminagdo da canaleta
do topo do conduite com a amostra do fundo do DHS, devido a semelhanca dos padrdes de

bandas do gel de DGGE.
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5.4 Evolucao das comunidades microbianas presentes no topo e meio
dos diferentes FBP em distintas COV (0,24 e 0,38 kgDBO/m*.dia)

O foco desta parte do trabalho estd em verificar a evolugdao da comunidade microbiana com o

aumento da COV de 0,24 kgDBO/m’.dia para 0,38 kgDBO/m’.dia. Para monitorar a

reprodutibilidade dos perfis das amostras ao longo do tempo, foram monitoradas as fases 2 e 3

de mesma COV (0,38 kgDBO/m’.dia), porém com um intervalo de aproximadamente um ano

entre uma coleta e outra. Para tanto, foram realizados dois géis de DGGE: um do topo dos

quatro reatores nas trés fases, € um do meio nas mesmas condigoes.

O DNA genomico foi eficazmente extraido das amostras de biofilme coletadas nos topos e
meios de todos os FBP nas trés fases de operagdao. Os DNA das amostras do fundo dos
reatores foram eficientemente extraidos, porém apresentaram problemas em ser amplificados
com os primers utilizados. Este fato ndo agrega erros sistematicos ao resultado final deste
estudo, uma vez que as andlises de UPGMA apresentadas no item 5.3.3, entre outras,
demonstraram que o meio e fundo dos reatores apresentam alta semelhanca. A integridade do
DNA gendmico total extraido foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%, usando o

marcador de peso molecular Ladder (Figura 5.14A).

Ladder 1 234 5 6 7 8 9101112
- - . - L

Ladder 1 235 A 5 576 T, Ladder 8 9 10 11 12

Figura 5.14. Eletroforeses de extratos de DNA genémico de amostras de biofilmes: A) do
topo dos quatro FBP nas trés fases de operacdo.1-4: Fase 1 - 1. escéria, 2. anéis
plasticos, 3. DHS, 4. conduite; 5-8: Fase 2 - 5. escoria, 6. anéis plasticos, 7. DHS, 8.
conduite; 9-12: Fase 3 - 9. escéria, 10. anéis plasticos, 11. DHS, 12. conduite; B) do meio
dos reatores.

As seqiiéncias do gene DNAr 16S do dominio Bacteria foram amplificadas por PCR com o
par de primers gerais 341F-GC/907R. A utilizagdo de um tampdo especial (Tampado IVB,
Phoneutria) ocasionou na eliminagdo das bandas inespecificas nos géis das reacdes de PCR,
comparados aos obtidos no gel citado acima. A caracteristica do tampao que permitiu estes
melhores resultados (Figura 5.14B), ¢ que o magnésio ¢ liberado aos poucos no sistema,
resultando em uma concentragdo crescente de magnésio livre ao longo dos ciclos da reagdo de

PCR. A concentracdo maxima de magnésio que pode ser atingida na reacdo ¢ de 3,5 mM.
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Porém, dependendo do numero de ciclos, esta nem sempre ¢ atingida, e a concentragao

maxima que geralmente ¢ alcangada ¢ de aproximadamente 2 mM.

O tamanho correto dos amplicons, 566 pares de bases, foi confirmado por eletroforese em gel

de agarose 1%, utilizando o marcador de peso molecular Ladder 1000 pb (Figura 5.15).

Ladder BR 1 Ladder BR 1

566 pb

Ladder 7 8 9

566 pb

Figura 5.15. Eletroforese de amplicons da PCR com primers para dominio Bacteria,
destinados a DGGE em géis de agarose 1%. A) amostras de biofilme do topo dos quatro
FBPs nas trés fases de operacdo.1-4: Fase 1 - 1. escoria, 2. anéis plasticos, 3. DHS, 4.

conduite; 5-8: Fase 2 - 5. escéria, 6. anéis plasticos, 7. DHS, 8. conduite; 9-12: Fase 3 - 9.
escoria, 10. anéis plasticos, 11. DHS, 12. conduite; B) amostras de biofilme do meio dos
quatro FBP nas trés fases de operacao.

A sensibilidade de deteccdo de variantes de seqiiencias de DNAr 16S pela DGGE foi
demonstrada pelas diferentes intensidades e niimeros de bandas observadas nos perfis das
diferentes populacdes aqui estudadas. Pela visualizagdo dos géis de DGGE do topo e meio dos
filtros (Figura 5.16), nas diferentes fases de operagdo, observou-se a presenga de varias
bandas distinguiveis no padrdo de separacdo, provavelmente derivadas de diferentes espécies
de bactérias constituindo as populagdes. Bandas comuns aos diferentes FBP e as distintas
COV foram visualizadas no gel, sugerindo a dominancia de uma bactéria que desempenha

uma fungao essencial ao processo.
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Os primers utilizados neste estudo sdo especificos para todas as Bacteria, mas outros primers
podem ser utilizados para determinar a diversidade de outras espécies ndo amplificadas neste
estudo. Grupos especificos de Bacteria, como as AOB, por exemplo, ndo foram detectadas no
gel de DGGE para o dominio Bacteria discutido no item 5.3. Porém, com a utilizacdo de
primers especificos para o gene funcional amoA e para RNAr 16S estas foram amplificadas.

Estes resultados sao abordados no item a seguir.

Os géis de DGGE para dominio Bacteria do topo € meio dos reatores resultaram em 64 e 58
bandas, respectivamente. Destas, 32 bandas do topo e 27 do fundo dos reatores foram
cortadas, purificadas, reamplificadas e enviadas para seqiienciamento. Os resultados das

identificacdes das espécies nao serao apresentados neste trabalho.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 1 Fase 2 Fase 3

Figura 5.16. Géis de DGGE para o dominio Bacteria dos biofilmes coletados: A) no topo dos
quatro materiais suporte (0os numeros indicam bandas cortadas, reamplificadas e
sequenciadas). Amostras coletadas nas trés fases de operacgéo. 1-4: Fase 1 - 1. escoria, 2.
anéis plasticos, 3. DHS, 4. conduite; 5-8: Fase 2 - 5. escoéria, 6. anéis plasticos, 7. DHS, 8.
conduite; 9-12: Fase 3 - 9. escéria, 10. anéis plasticos, 11. DHS, 12. conduite; B) no meio
dos quatro materiais suporte (Zoom de 13.4x).

Pela observacdo das Figuras 5.16A (bandas c1, c2, c13 e c29) e 5.16B (bandas d1, d2, d26 e

d39), detectou-se a dominancia de comunidades bacterianas, mesmo com o aumento da COV
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da fase 1 para 2 e 3, e também ao longo do tempo em uma mesma COV, da fase 2 para 3.
Estas espécies provavelmente desempenharam um importante papel na formacdo e
estabilizacdo dos biofilmes nos diferentes materiais suporte. Estes resultados sugerem que a
dominancia de espécies particulares de bactérias nao ¢ requerida na formacao dos biofilmes.
De preferéncia, os biofilmes podem ser formados a partir do crescimento de bactérias

comumente presentes em sistemas de tratamento de esgoto doméstico.

Vale lembrar que apesar de os reatores terem sido alimentados pelo mesmo efluente do reator
UASB em todas as fases operadas, os biofilmes formados no presente experimento
apresentaram grande diversidade de espécies entre um material suporte e outro. Este fato foi
confirmado pelo calculo dos indices de diversidade de Shanon (H’) apresentados nas Figuras
5.17 (topo dos filtros) e 5.18 (meio dos filtros). As diversidades de espécies dos diferentes
materiais suporte variaram em um mesmo padrdo para as fases 1 e 2. O conduite foi o
material suporte que apresentou menor diversidade de microrganismos em todas as fases de
operagdo, o que pode ser atribuido a dificuldade de aderéncia do biofilme a este material
suporte. Estes resultados estdo de acordo com os da técnica FISH, discutida no item 5.2, onde
foi observado que o conduite apresentou as menores contagens de microrganismos para todas

as sondas utilizadas.

B Escoria- fase 1

[l Avéis plastioos - fase 1

2,5
® I DHS- fese 1
9 | Ll * [ Covdite- fase 1
* = @ Escsria- fase2
1,5 4 * @ vsis picstioos - fase 2

. @05 fase2
*Estx’ria—fae3
0,5 1 *Aésuzsﬁoos-fasw
*aw-fasw
0 | | | | | .
0 2 4 6 8 10 12 *O"m‘e'fase3

Riqueza de bandas

Valores dos indices de Shannon

Figura 5.17. Valores dos indices de Shannon para o topo dos diferentes filtros biologicos
percoladores nas trés fases de operacao.

O indice de diversidade H’ descreve a mudanca da domindncia de espécies de uma

comunidade bacteriana. Nos quatro reatores, os indices de diversidade variaram ao longo da
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operagao das trés fases. Observou-se a semelhanga da evolugdo da comunidade bacteriana nos
biofilmes dos materiais suporte escoria, DHS e aparas de conduite. Estes apresentaram uma
grande reducdo da diversidade bacteriana da fase 1 para 2, quando houve o aumento da COV,
seguida de um grande aumento das diversidades da fase 2 para 3, com a COV constante. O
comportamento inverso foi verificado para os reatores preenchidos por anéis plasticos. A

diversidade aumentou bastante da fase 1 para a 2, e diminuiu moderadamente da 2 para a 3.

E amplamente discutido que a COV tem um consideravel impacto na sele¢io de espécies
durante o estabelecimento do biofilme. O efeito do choque de carga orgénica na estrutura da
comunidade microbiana ji4 foi descrita anteriormente por Fernandez et al. (2006), que
investigando a granulacdo de lodos anaerobios verificaram que o aumento da COV resulta em
menor diversidade de espécies. Os resultados obtidos por estes autores estdo de acordo com os

aqui descritos.

O aumento da profundidade na extensao dos reatores ocasiona no decréscimo da COV devido
a remocdo do substrato pela comunidade de organismos heterotroficos associados aos
biofilmes. A Figura 5.18 mostra as variagdes das diversidades das comunidades de bactérias
nesta profundidade dos FBP.

B Esciria- fase 1

Bl ~véis plastioos - fese 1

2,5
) I DHS- fase 1
2 ® B condite- fase 1
* @ Esovria- fase 2
1,51 *> @ s pizstioos - fese 2

* @0 fse2
11 *Esu’ria-fase(i

05 | *Afésuésﬁms-fases
*ﬁ-ls-fase%
0. : : : : : ‘ *&rd-ﬂe—fae3

0 2 4 6 8 10 12

Valores dos indices de Shannon

Riqueza de bandas

Figura 5.18. Valores dos indices de Shannon para o meio dos diferentes filtros biolégicos
percoladores nas trés fases de operacao.

No presente estudo, a carga de substrato orgédnico pareceu ser responsavel pela selecao de

espécies e dominancia de comunidades microbianas nos reatores, uma vez que os padroes de
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diversidade bacteriana variaram entre as profundidades e¢ fases estudadas. E possivel que
algumas bactérias importantes tenham contribuido para sustentar a estrutura dos biofilmes e
também na formagdo e maturacdo destes, uma vez que se verificou a presenga de bandas
constantes em todos os materiais suporte nas trés fases de operacao dos reatores (Figura

5.16B, bandas d1, d2, d26, d28 e d39).

O FBP preenchido por aparas de conduite apresentou um comportamento atipico, tendo em
vista os resultados das andlises de FISH e a discussdo do item acima, quando a menor
diversidade bacteriana entre todos os sistemas foi atribuida ao conduite. Este material,
comparado aos outros estudados, mostrou a maior diversidade de espécies na fase 3, fato este
possivelmente atribuido as matrizes biologicas que se formam na superficie do suporte, pelo

acimulo de biofilmes resultantes do descolamento dos biofilmes antigos ao longo dos FBP.

Os materiais suporte apresentaram padroes distintos de diversidade de espécies. No sistema
DHS foi verificada a maior diversidade na fase 1, enquanto a escoria e os anéis plasticos
apresentaram mesma riqueza de espécies. Na fase 2 a diversidade de bactérias da escoria
permaneceu a mesma, enquanto a dos anéis pladsticos aumentou consideravelmente, se
aproximando a do sistema DHS. A escoria apresentou a mesma diversidade de espécies em

todas as fases.

A DGGE, como uma técnica para o estudo da ecologia molecular microbiana, pode ser
considerada uma excelente ferramenta para investigar a evolucdo de comunidades
microbianas em diferentes condi¢des operacionais, como o aumento da COV e a evolucdo das
comunidades ao longo do tempo. O subseqiiente seqiienciamento de fragmentos de DNAr 16S
re-amplificados por PCR apresentou bons resultados, demonstrando que a metodologia
DGGE - seqiienciamento ¢ eficiente, e a clonagem intermedidria a estas etapas se torna

desnecessaria, se a técnica for desenvolvida cautelosamente.
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5.5 Distribuicdo das comunidades de AOB presentes nos biofilmes das
diferentes profundidades dos FBP em distintas COV (0,24 e 0,38
kgDBO/m’.dia)

Foi proposto recentemente que o nivel de diversidade de AOB encontrado em um reator esta

diretamente relacionado a estabilidade do mesmo. Sendo assim, um sistema operado com

maior diversidade de AOB pode significar na melhoria do desempenho dos reatores, por
aumentar a resisténcia as perturbacdes na nitrificagdo, enquanto monoculturas de AOB em
uma ETE podem implicar na maior susceptilidade do processo as condigdes adversas, como

picos de COV, por exemplo.

Em sistemas de tratamento de esgoto (em escala real ou de bancada) pode haver a
predominancia de uma Unica populagdo de AOB ou vdrias diferentes populagdes podem
ocorrer juntas. Portanto, necessitamos compreender melhor quais sdo as condigdes ambientais
proporcionadas pelos materiais suporte e de operagdo dos reatores que selecionam as AOB

mais adequadas para o sistema, e assim, promovem o aumento da riqueza de espécies.

Ha divergéncias quanto a utilizacdo dos primers especificos para AOB baseados na sequencia
do RNAr 16S (CTO189F/ CTO654R) e a do gene da enzima amdnia monooxigenase (amoA)
(amoA-1F e AmoA-2R - Rotthauwe et al. (1997). Nicolaisen et al. (2002) encontraram maior
diversidade de AOB utilizando o par de primers que amplifica um fragmento da subunidade
A do gene amoA. O gene esta presente em todas as AOB autotroficas e acredita-se que
contém informagao suficiente para a realizagdo de inferéncias filogenéticas fundamentadas na
sua seqliencia, sendo assim considerado um excelente marcador molecular (PURKHOLD et

al., 2000).

Considerando que a reprodutibilidade das PCR iniciais ¢ de crucial importancia para a
confiabilidade das andlises de DGGE subseqiientes, e que os resultados obtidos a partir da
amplificagdo do gene funcional ndo foram satisfatdrios, foi utilizada também a PCR com os
primers para RNAr 16S. Amplicons de aproximadamente 491pb (4dmoA 1F/ AmoA 2R) e
465pb (CTO189F/ CTO654R) foram obtidos a partir do DNA genomico de todas as
profundidades de todos os FBP, nas trés fases (Figura 5.19). Os géis de DGGE ndo resultaram
em perfis de qualidade, embora algumas amostras tenham apresentado concentragdes
suficientes de DNA (1 a 3 g de DNA) para a obtencao de um bom gel. Contudo, os resultados

apresentados sdo suficientes para a discussao de alguns pontos importantes.

A utilizagdo direta de primers para DGGE (com grampo GC) para amplificar DNA ambiental
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freqlientemente resulta no aparecimento de bandas inespecificas, como descrito no trabalho de
Nicolaisen et al. (2002). Portanto, comparamos neste trabalho, a estratégia semi-nested PCR,
que compreende uma PCR inicial sem grampo GC, seguida de outra PCR com o grampo GC,
e a PCR normal (Figura 5.19). Os primers utilizados foram escolhidos com base no estudo de

Nicolaisen et al. (2002).
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Figura 5.19. Eletroforeses de amplicons resultantes da PCR com primers especificos para o
gene funcional amoA em géis de agarose 1%.

A partir da observagdo da Figura 5.19, se concluiu que as PCR normal e semi-nested
apresentaram a mesma qualidade de amplificagdes, quanto ao primer amoA. Entretanto, as
seqiiéncias de RNAr 16S somente foram amplificadas utilizando o primer CTO sem o grampo
GC, e as proximas PCR com o grampo, ideais para a realizacdo das DGGE, foram negativas,

tornando este par de primers ineficiente para cumprir o objetivo deste item (Figura 5.20).
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Ademais, as amostras do fundo dos reatores nao foram amplificadas com sucesso em ambas
as fases, enquanto as amostras do topo apresentaram grande freqiiéncia de resultados

positivos.

Ladder Anéis plasticos topo — fase 1
(PCR normal) Ladder

Anéis plasticos meio - fase 1 b
(PCR normal) Conduite topo — fase 2

Escoéria topo - fase 1 (PCR normal)
(PCR normal)

456 pb

Figura 5.20. Eletroforeses de amplicons resultantes da PCR com primers especificos para o
gene RNAr 16S, em géis de agarose 1%.

Pela comparacdao dos géis resultantes das amplificagdes (Figuras 5.19 e 5.20), pode-se
concluir que a sensibilidade dos primers amoA para a caracterizagdo de comunidades de AOB
¢ altamente superior a dos primers CTO para RNAr 16S. A amplificacdo destes ndo foi

realizada com sucesso, apresentando baixa freqiiéncia de resultados positivos.
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5.6 Construgao da biblioteca genémica do FBP preenchido por DHS na
COV = 0,24 kgDBO/m*.dia

A biblioteca gendmica de RNAr 16S do dominio Bacteria foi construida a partir da mistura

dos extratos de DNA gendmico das trés profundidades do FBP preenchido por DHS na fase 1.

Este filtro foi selecionado por ter apresentado os melhores resultados qualitativos e

quantitativos de microrganismos nas outras técnicas utilizadas, e também a melhor eficiéncia

de remocao de amonia. Esta escolha foi realizada para reduzir o nimero amostral, pelo fato de

a clonagem ser uma técnica laboriosa e de alto custo.

Os extratos de DNA gendmico foram amplificados por PCR com o par de primers universal
para o dominio Bacteria 27F/1492R. A integridade do DNA gendémico total extraido e o
tamanho correto dos produtos de PCR foram confirmados por eletroforese em gel de agarose
1%, usando o marcador de peso molecular fago 29 digerido com a enzima Hind III (Figuras

5.21A e 5.21B, respectivamente).

Figura 5.21. Eletroforese de DNA em géis de agarose 1%. A) extratos de DNA gendmico de
amostras de biofilme dos quatro FBP nas trés alturas. Linhas 7-9: DHS; 7. topo, 8. meio, 9.
fundo B) amplicons de DNAr 16S destinados a clonagem, obtidos dos extratos de DNA
gendmico do biofilme de trés profundidades do DHS. Amostras coletadas na primeira fase
de operacéo.

Os amplicons resultantes da PCR com os primers 27F e 1492R foram inseridos em vetores
plasmidiais (TOPO 2.1, Invitrogen), e os produtos destas ligagdes vetor/inserto foram
introduzidos em células competentes de Escherichia coli (DH5a) — transformacdo. Os
plasmidios portadores do fragmento de interesse, evidenciados pela coloracdo branca das
colonias crescidas em meio LB/ampicilina (Figura 5.22), foram isolados para o
seqiienciamento do inserto de RNAr 16S. As colonias azuis foram descartadas, por indicarem
que as bactérias competentes ndo receberam o inserto de RNAr 16S, apesar de terem recebido
o plasmidio com o gene de resisténcia a ampicilina. O gene lacZ, nesta situagdo, ¢ expressado
e codifica a enzima [-galactosidase, que cliva o componente x-gal presente no meio
LB/ampicilina, produzindo um composto azul insolivel responsavel pela coloragdo azul das

colonias.
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Figura 5.22. Placa de meio LB/ampicilina. As coldnias brancas, indicadas pela seta, indicam
a presenca do vetor/inserto nas células competentes de E. coli DH5a.

Ao final do processo de clonagem da amostra de biofilme do FBP preenchido por DHS, 96
clones foram obtidos. Os insertos destes clones foram agrupados em padroes semelhantes de
digestdo enzimatica (ARDRA), e assim, 54 padrdes considerados distintos foram
sequenciados. A longitude das sequéncias resultantes variou na faixa de 150 a 830
nucleotideos, e a maioria delas, de ma qualidade (48%), ndo entrou na construcdo da arvore

filogenética. Apenas 33% das sequéncias apresentaram mais de 700 nucleotideos.

Para a constru¢do da arvore filogenética, os clones de perfis semelhantes foram agrupados em
OTU (Operational Taxonomic Unit), com mais de 97% de similaridade. Assim, algumas
OTU foram constituidas de um unico clone, enquanto outras foram formadas por mais de um
clone. A Tabela 5.4 apresenta os clones classificados em OTUs das amostras de biofilme do
FBP preenchido por DHS na fase 1 de operagdo, utilizados na constru¢do da arvore

filogenética.

Apenas as 18 OTU (representando 29 clones) que apresentaram mais de 700 nucleotideos
foram utilizadas na constru¢do da arvore filogenética (Figura 5.23). Os clones presentes na
arvore foram relacionados em 89 % a 99% de similaridade aos grupos encontrados neste

trabalho.
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Tabela 5.4. Clones do FBP preenchido por DHS na COV = 0,24 kgDBO/m?3.d. classificados
em unidades taxonémicas operacionais (OTU).

oTU CLONES oTu CLONES

DHS 1 1 DHS 46 * 46
DHS2* 2,25 DHS 47 * 47
DHS 3 * 3,31, 71 DHS 48 48
DHS 4 * 29,69,70,90 DHS 49 49
DHS5* 5 DHS 51 51,53

DHS 6 7,8 DHS 52 * 52
DHS 26 28, 41 DHS 54 54
DHS 30 * 30 DHS 57 * 57
DHS 32 * 32 DHS 60 60
DHS 33 * 33 DHS 61 * 61
DHS 34 * 34 DHS 65 65, 67
DHS 36 * 36, 44, 59, 62, 63, 64, 66 DHS 68 * 68
DHS 38 * 38 DHS 72~ 72
DHS 43 43 DHS 80 * 80

* OTU utilizadas na construgdo da arvore filogenética

Os clones foram comparados com a base de dados de sequéncias de DNAr 16S do NCBI

(National Center for Biotechnology Information, EEUU, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e

foram classificados, mediante a criagdo de grupos de diferentes afiliacdes filogenéticas. As
amostras foram alinhadas com outras sequéncias de mesma afiliacdo taxondmica em nivel de
filo ou classe. Tais valores estdo apresentados na Tabela 5.5, bem como as unidades

taxondmicas operacionais (OTU), nimeros de acesso no NCBI e as suas descrigoes.

De acordo com os resultados obtidos, a diversidade da comunidade microbiana afiliada ao
dominio Bacteria foi relativamente baixa no sitema DHS, tendo sido identificados membros
de quatro linhagens filogenéticas maiores distintas. Os clones (total de 29) presentes no FBP
foram semelhantes a quatro diferentes filos (Figura 5.23), sendo que Actinobacteria
apresentou a maior quantidade de clones (55%), seguido por Firmicutes (34%) e o —

Proteobacteria (10%). Apenas um clone foi relacionado ao filo Chlorobi.

Seis OTU (15 sequéncias obtidas a partir da clonagem) foram relacionadas ao filo
Actinobacteria, grupo filogenético mais abundante no sistema DHS (Tabela 5.5). Estas
bactérias sdo gram-positivas de alto indice de G+C, e muitas delas podem ser altamente
pleomorficas apresentando ocasionalmente crescimentos filamentosos parecidos com fungos

(TORTORA, 2008).
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As Actinobacteria identificadas foram altamente similares a sequéncias depositadas no NCBI
de isolados de amostras de solo, de digestores anaerobios de lodo, de lagos e aguas
subterraneas. Dois clones pertencentes ao filo Actinobacteria puderam ser identificados ao
nivel de género (Mycobacterium sp. € Microbacterium sp.) € um clone ao nivel de ordem
(Rubrobacterales). O restante dos clones ndo apresentou classifica¢ao, por ainda ndo serem
cultivados. Vale ressaltar a deteccdo de Mycobacterium sp., género patogé€nico importante que

apresenta as duas espécies causadoras da lepra e tuberculose.

Sete OTU agruparam nove clones identificados como Firmicutes. Destes, trés foram
classificados em nivel de espécie como Clostridium disporicum, C. bifermentans e C.
tunisiensis. As sequéncias relacionadas a estes clones (NCBI) foram isoladas de fezes
humanas (C. disporicum) e de sistemas anaerobios de tratamento de esgotos (C. bifermentans

e C. tunisiensis).

Com a excecao de Clostridium disporicum, causadores de infeccOes hospitalares e
bacteremias, estas bactérias possuem atividades metabdlicas importantes para os processos de
tratamento de esgotos. C. bifermentans ¢ conhecida por realizar fermentacdo anaerdbica com
concomitante produgdo de hidrogénio em lodos de sistemas de tratamento de esgotos (WANG
et al., 2003). C. tunisiensis, por sua vez, ¢ uma bactéria redutora de enxofre formadora de
esporos frequentemente encontrada em biofilmes de sistemas avangados de tratamento de

esgotos (PARK et al., 2001).

Este grupo de bactérias gram-positivas possui baixo indice de G+C e inclui bactérias
formadoras de esporos importantes, como o género Clostridium encontrado neste trabalho
(TORTORA, 2008). Por serem bactérias anaerobias obrigatorias, a identificacdo destas
bactérias no sistema DHS reforca a presenga de microambientes andxicos no biofilme deste

material suporte.

Apenas duas OTU foram relacionadas ao filo Proteobacteria, que foi completamente
representado pelas o — Proteobacteria. A espécie oxidadora de nitrito Nitrobacter vulgaris foi
identificada com baixa porcentagem de similaridade com uma sequéncia depositada no NCBI.
Os membros de Rhodobacter spp., o — Proteobacteria encontradas no sistema DHS, sao
conhecidos por possuirem muitas habilidades metabdlicas. A capacidade deste género de
desempenhar a fotoheterotrofia (utilizam luz como fonte de energia e um composto organico
como fonte de carbono) o faz ser bem adaptado a todos os tipos de ecossistemas aquaticos

(MADIGAN et al., 2003).
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Apenas um clone foi relacionado ao filo Chlorobi, tendo sido identificado em nivel de género,
com 93% de similaridade com a respectiva sequéncia depositada no NCBI. Este grupo
filogenético inclui bactérias verdes sulfurosas, que oxidam sulfeto em condi¢des anaerdbias, e

produzem granulos de enxofre.

A partir do alinhamento das amostras com outras sequéncias de mesma afiliagdo taxonomica,
foi construida uma arvore filogenética aplicando o método de Neighbor-Joining e modelo
Maximum Composite Likelihood no Programa Mega 4.1. Anélise de Bootstrap com 1000
réplicas (Figura 5.23).
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Figura 5.23. Arvore filogenética contendo seqiiéncias (maiores que 700 nucleotideos) do
gene RNAr 16S da mistura de amostras de biofilme das trés alturas do FBP preenchido por
DHS (COV = 0,24 kgDBO/m3.d.), obtidas pela técnica PCR-clonagem. Analise de Bootstrap

com 1000 réplicas. Barra = 2%. Marcacao circular preta = bactérias nao-classificadas.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



Embora os clones encontrados tenham apresentado grande similaridade com algumas
bactérias cultivadas, a maior parte deles foi relacionada a bactérias nao cultivadas (62%). Isto
significa que nestes casos a informacdo produzida pela analise molecular ¢ relativa, ndo
permite estabelecer uma identidade exata das sequéncias. Quando os microrganismos mais
proximos nao estao descritos € dificil, e as vezes impossivel, deduzir o seu possivel papel

metabolico/funcional da sua posicio filogenética (KOCHLING, 2007).

Os resultados da técnica clonagem, quando comparados aos da DGGE (Tabela 5.3), foram
mais consistentes e conclusivos. Na técnica DGGE apenas um grande grupo filogenético foi
identificado com alta porcentagem de similaridade com uma bactéria ndo-cultivada (filo
Actinobacteria), enquanto na clonagem quatro filos puderam ser classificados em nivel de
filos, classes, ordens, géneros, e at¢ mesmo espécies (Actinobacteria, Firmicutes,

Proteobacteria ¢ Chlorobi).
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6 CONCLUSOES

o Grande diversidade de morfologias tipicas de FBP foi verificada neste estudo.
Microrganismos de diversas complexidades e fungdes foram visualizados, como
microrganismos filamentosos, bactérias oxidadoras de sulfeto (Beggiatoa e Thiothrix),
cocos, cianobactérias (Anabaena sp.), algas verdes e diatoméceas, espiroquetas,
protozoarios e nematddeos (Diplogaster sp.). O topo dos FBP apresentou a maior
diversidade de morfologias, devido & maior disponibilidade de matéria organica, luz
solar e oxigénio nesta altura. Esta analise propiciou a observacao de predadores de
bactérias, como Diplogaster spp., que podem ter sido responsaveis pela menor

diversidade de Bacteria nesta por¢ao dos reatores;

° As abundancias relativas de Bacteria, AOB, NOB e T. denitrificans variaram
significativamente ao longo das diferentes profundidades, para todos os materiais
suporte testados. Estas variagdes foram atribuidas as diferentes condi¢cdes ambientais
propiciadas pelas diferentes profundidades, isto ¢, concentracdes decrescentes de
amonia e substratos organicos, concomitantes as crescentes concentragdes de nitrito e

nitrato;

. O aumento significativo da quantidade de c€lulas de Nitrobacter foi detectado
do meio para o fundo de todos os FBP, em ambas as fases de operagdo (COV de 0,24
e de 0,38 ngBO/m3.d), em consonancia com as elevadas concentragdes de nitrato e
baixas concentracoes de DBO também verificadas nesta por¢do dos filtros. Contudo,

as abundancias de células de AOB e Nitrospira permaneceram constantes;

o Os resultados dos testes ANOVA mostraram que diferentes materiais suporte
abrigam ampla faixa de abundancia microbiana. As diferentes composigdes e
configuragdes dos materiais suporte proporcionam condigdes ambientais distintas,
conduzindo ao desenvolvimento de vdarios perfis diferentes de distribuicdo e
abundancias de Bacteria, AOB e NOB e T. denitrificans. O FBP preenchido por DHS
apresentou a maior abundancia de todos os microrganismos investigados nas duas
fases de operagdo. Os espacos intersticiais do DHS sdo ideais para a retengdo da
biomassa e também dos substratos disponiveis, resultando em condi¢des ambientais

muito favoraveis para a nitrificacdo;
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o As contagens de Bacteria foram significativamente maiores na COV mais
elevada (0,38 kgDBO/m>.d). A premissa de que COV mais elevadas proporcionam
niveis mais altos de bactérias heterotroficas, comparadas as nitrificantes, foi desta
forma confirmada. O aumento da COV promove, ainda, o maior espessamento do
biofilme e, conseqiientemente, o aparecimento de microambientes andxicos e
anaerobios. Estas condi¢des ambientais foram determinantes para o desenvolvimento
de Thiobacillus denitrificans nos materiais suporte DHS e aparas de conduite, mas

apenas na fase operacional com COV mais elevada;

° O aumento da COV, de 0,24 para 0,38 ngBO/m3 .d, também resultou em um
decréscimo significativo da quantidade de nitrificantes em todos os FBP . Isto ocorreu
possivelmente devido ao crescimento excessivo e predominio de bactérias
heterotroficas sobre as nitrificantes. Tais aspectos estdo de acordo com a baixa

remog¢ao de amonia observada na fase operacional com COV mais elevada;

. Os biofilmes formados nos FBP estudados apresentaram diversidades de
espécies distintas. Apesar de os reatores terem sido alimentados pelo mesmo efluente
do reator UASB, durante as duas fases operacionais, as diferentes composicdes e
configuracdes dos materiais de enchimento resultaram no desenvolvimento de
diferentes condi¢des ambientais, que favoreceram o estabelecimento diversificado de

espécies;

o Os resultados obtidos pela técnica clonagem foram mais robustos que os
encontrados para a DGGE. Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria e Chlorobi
foram identificadas at¢ mesmo em nivel de espécie em amostras de biofilme com mais
de 97% de similaridade com seqiiéncias depositadas no NCBI provenientes de

sistemas de tratamento de esgoto doméstico aerobio/anaerobio;

. A utilizagdo das metodologias quantitativa e qualitativa (FISH, DGGE e
clonagem) permitiu o intenso e apurado estudo das complexas populagdes microbianas
e suas diversidades genéticas em biofilmes de FBP p6s-UASB. A correlagdo entre os
resultados de abundancia relativa, quantidade de células, diversidade e concentragdes
de DBO, amdnia, nitrito e nitrato proporcionou o melhor conhecimento dos processos
biologicos envolvidos na nitrificagao, e também de como as comunidades microbianas
variam e se adaptam as condi¢des adversas as quais os reatores sao freqiientemente

submetidos nas estacdes de tratamento de esgoto.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A forte correlagao entre o aumento da COV e as abundancias de bactérias heterotroficas e
nitrificantes verificada nos FBP estudados neste trabalho demonstrou que a atividade das
bactérias nitrificantes ¢ fortemente influenciada pelas mudangas de carga. Estes eventos
resultam, por exemplo, das mudangas das concentra¢des de matéria organica e nutrientes que
ocorrem sazonalmente nas aguas residuarias. Considerando os estudos de Tandukar et al.
(2007), os sistemas UASB-FBP sdao uma boa alternativa para o tratamento de esgoto
doméstico, sendo que algumas melhorias para aumentar a eficiéncia de nitrificacdo sdo ainda

necessarias.

Algumas estratégias para o aperfeicoamento de FBP pos reator UASB incluem aumentar a
altura do compartimento reacional e aplicar uma COV abaixo de 0,25 kgDBO/m’.dia em
reatores pouco profundos (abaixo de 2,5 m), quando a remoc¢ao de amdnia € um dos objetivos
do processo. A pequena altura dos FBP estudados neste trabalho pode ter dificultado a
colonizacdo do biofilme pelas nitrificantes na COV mais elevada, devido a dominancia das
bactérias heterotroficas (MISSAGIA et al. 2008), mesmo nas partes mais baixas das unidades,
sugerindo que FBP mais altos que os utilizados podem ser mais adequados para o equilibrio
das comunidades de nitrificantes e heterotroficas, e assim assegurar a estabilidade e

confiabilidade dos reatores.

A utilizagdo de esponjas de poliuretano € considerada uma importante estratégia para reduzir
o tamanho dos compartimentos e contribuir para o aumento da eficiéncia de nitrificagdo em
FBP. Almeida et al. (2009) investigaram o processo de nitrificagdo em colunas altas
preenchidas com esponjas, de forma a criar um ambiente adequado para o desenvolvimento
de nitrificantes. Estas esponjas possuem mais de 90% de espagos vazios, resultando no
aumento significativo da retencdo da biomassa nos intersticios, e, deste modo, maiores
tempos de retencdo de sélidos neste sistema. Ademais, a producdo de lodo excedente pelo
DHS ¢ desprezivel, pois os longos tempos de retencdo de sélidos proporcionam um intervalo
mais amplo para a autolise do lodo pelo proprio sistema. Resultados obtidos da utilizagdo do
DHS demonstram que este processo exibe substancial tolerancia contra choques de até o

dobro da carga hidraulica aplicada e de quatro vezes a COV (TANDUKAR et al., 2007).
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Anexo I: Andlise General linear models (GLM): efeito de diferentes tipos de materiais
suporte, profundidades, COV (fases de operacao) e suas interagbes fatoriais na média do
nuamero relativo de células marcadas [all log10 (x + 1) transformed] para cada sonda
especifica. Os valores significativos de P estdo em negrito.

Sonda Efeito d.f? S.S.° Fe P
Material suporte 3 14,77 553,00 <,0001
Fase de operagao 1 1,05 117,58 <,0001
Profundidade 2 1,39 77,91 <,0001
DAPI Material suporte x profundidade 6 7,08 132,45 <,0001
Material suporte x fase 3 10,90 407,96 <,0001
Profundidades x fases 2 1,12 63,12 <,0001
Material suporte x profundidade x fase 6 11,27 210,92 <,0001
Material suporte 3 12,36 74,10 <,0001
Fase de operagao 1 1,42 25,61 <,0001
Profundidade 2 1,89 17,01 <,0001
EUB338 Material suporte x profundidade 3 7,35 44,05 <,0001
Material suporte x fase 6 7,83 23,49 <,0001
Profundidades x fases 2 0,55 4,97 0,0077
Material suporte x profundidade x fase 6 11,71 35,09 <,0001
Material suporte 3 1,17 2,96 0,0332
Fase de operagao 1 3,18 24,04 <,0001
Profundidade 2 1,46 5,53 0,0045
NIT3 Material suporte x profundidade 3 1,09 2,74 0,0444
Material suporte x fase 6 0,82 1,03 0,4061
Profundidades x fases 2 6,72 25,42 <,0001
Material suporte x profundidade x fase 6 2,46 3,11 0,0061
Material suporte 3 0,47 1,34 0,2622
Fase de operagao 1 32,29 277,51 <,0001
Profundidade 2 0,82 3,51 0,0317
Ns01225 Material suporte x profundidade 3 8,65 24,79 <,0001
Material suporte x fase 6 6,47 9,26 <,0001
Profundidades x fases 2 2,14 9,19 0,0001
Material suporte x profundidade x fase 6 7,45 10,67 <,0001
Material suporte 3 8,06 25,88 <,0001
Fase de operagao 1 1,92 18,54 <,0001
Profundidade 2 0,01 0,05 0,9479
Ns0190 Material suporte x profundidade 3 3,10 9,95 <,0001
Material suporte x fase 6 1,35 2,16 0,0479
Profundidades x fases 2 0,53 2,57 0,0787
Material suporte x profundidade x fase 6 2,64 4,23 0,0005
Material suporte 3 6,43 14,42 <,0001
Fase de operagao 1 1,61 10,81 0,0012
Profundidade 2 4,03 13,54 <,0001
Ntspa662 Material suporte x profundidade 3 493 11,05 <,0001
Material suporte x fase 6 9,41 10,54 <,0001
Profundidades x fases 2 6,46 21,73 <,0001
Material suporte x profundidade x fase 6 8,01 8,98 <,0001
Material suporte 3 7,86 46,76 <,0001
Fase de operagao 1 7,61 135,84 <,0001
Profundidade 2 1,07 9,57 0,0001
TDB121 Material suporte x profundidade 3 7,86 46,76 <,0001
Material suporte x fase 6 5,00 14,87 <,0001
Profundidades x fases 2 1,07 9,57 0,0001
Material suporte x profundidade x fase 6 5,00 14,87 <,0001

?Grau de liberdade
®Soma dos quadrados
°Parametro F de Fisher
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