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“‘Hagua

O seco deserto estd tomando conta do planeta
A agua doce, bebivel, potavel, estd acabando
Poluicdo, devastacao, queimadas
Desequilibrio mental

Desequilibrio do meio ambiente

Segundo as previsdes dos cientistas
De padres, pastores e budistas
De ciganos, pais de santo e hare krishnas

O tempo vai secar e o sol vai carcomer

Agua pra beber néo vai ter
Agua pra lavar ndo vai dar
Agua pra benzer, agua pra nadar

”

Nada, nada

Seu Jorge, Gabriel Moura e Jovi Joviano
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RESUMO

A utilizacdo da agua doce requer cuidados, tanto para sua obtencdo como para
seu descarte. O aumento da geracdo de esgoto, principalmente nos centros
urbanos, requer a implantagcdo de sistemas que impecam a disseminagao de
doencas. As estacOes de tratamento de esgoto (ETES) aceleram a depuracéo do
esgoto e os reatores UASB apresentam vantagens para as regides tropicais. No
entanto, ainda sdo necessarios sistemas de pos-tratamento para que o efluente
possa, com seguranca, ser dirigido aos corpos hidricos receptores. O
desconhecimento da dindmica das comunidades de Bacteria e Archaea,
responsaveis pelo metabolismo da matéria organica nestes reatores e nas etapas
de pos-tratamento e possiveis contaminantes presentes no esgoto, motivou a
realizacdo desse estudo. Quarenta amostras de efluentes foram coletadas, em
dois periodos sazonais, em pontos estratégicos dos sistemas de tratamento de
esgoto em escala de demonstracdo da ETE Arrudas (BH/MG). Sequenciamento
de nova geracao da regido V4 do rDNA 16S foi empregado e as sequéncias foram
comparadas com o banco de dados Silva v.123, utilizando o programa Mothur.
Ap0s agrupamento em unidades taxonémicas operacionais, considerando 97% de
similaridade genética, os dados foram processados (programa R). A abundéancia
relativa de Archaea decresceu a medida que o efluente ascendeu nos reatores,
enquanto Bacteria predominou nas comunidades analisadas. Proteobacteria
(43%), Bacteroidetes (15%), Firmicutes (13%) e Euryarchaeota (6%) foram os
filos mais abundantes. Apenas associacao entre nitrato e diversidade (Shannon)
foi observada. Entre os patdgenos de transmissdo fecal-oral, destacou-se
Arcobacter. Resultados preocupantes relativos a eficiéncia dos sistemas de

tratamento de esgoto avaliados foram obtidos.

Palavras-chave: reator UASB, metagendmica, sequenciamento de rDNA 16S,

tratamento de esgoto.
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ABSTRACT

The water is obtained for human use mainly from rivers and lakes, and after this
returns polluted to receptor water bodies becoming a potential source of
pathogens. With the increase of population density in urban centers, measures to
optimize the sewage treatment have become a priority. Wastewater treatment
plants (WWTPSs) accelerate the clearance of sewage and UASB reactors are
regarded as adequate presenting low cost and easy operation. However post-
treatment systems are still required in order to safely direct the effluent to receptor
water bodies. The dynamics of bacterial communities responsible for metabolizing
organic matter inside these reactors are poorly understood. This study aimed to
analyze the profile of the bacterial community associated with sewage before and
after treatment using metagenomics. Forty effluent samples were collected at
strategic locations of demonstration scale sewage treatment systems of the
Arrudas WWTP, BH/MG. New generation sequencing based on hypervariable
regions of 16S rDNA was used and the evaluation of microbial communities was
conducted through comparison with the Silva v.123 database by employing the
MOTHUR software. After grouping as operational taxonomic units (97% similarity)
data was processed (R software). The relative abundance of Archaea diminished
in the superior portions of UASB reactors and Bacteria prevailed in all analyzed
communities. Proteobacteria (43%), Bacteroidetes (15%), Firmicutes (13%), and
Euryarchaeota (6%) were the most abundant phyla. Only association was between
nitrate and diversity (Shannon) was detected. Among fecal-oral transmissible
pathogens Arcobacter should be highlighted. Our data raised some concern

regarding the efficacy of the wastewater treatments evaluated.

Keywords: UASB reactor, metagenomics, 16S rDNA sequencing, wastewater

treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 AGUA E RECURSOS HIDRICOS

A agua, molécula essencial para a existéncia de vida, manutencdo e equilibrio
dos ecossistemas, se refere, de modo geral, ao elemento natural desvinculado de
qualguer uso ou utilizacdo. Ao se considerar a agua como um elemento
necessario a diversas atividades humanas, tais como as industriais e agricolas, o
termo recurso hidrico é utilizado (EMBRAPA, 2001; Reboucas, 2006). A agua é
utilizada em todos os segmentos da sociedade e esta presente no uso doméstico,
comercial, industrial, politico, publico e agricola (Goncalves; Jordao, 2006).

1.1.1 AGUA NO MUNDO

Acredita-se que, durante os ultimos 500 milhdes de anos, a quantidade total
estimada de agua na Terra, 1.386 milhBes de km3, permaneceu praticamente
inalterada. Este volume estd em constante circulacdo entre diferentes
reservatorios (calotas polares, atmosfera, aguas subterraneas, oceanos, rios e
lagos) e variou substancialmente, entre eles, ao longo deste periodo de tempo.
Do total de agua supracitado, 2,5% correspondem a agua doce, dos quais 0,3%
se referem a 4gua doce presente em rios e lagos, 29,9% a agua subterranea,
68,9% a calotas polares e geleiras e 0,9% a outros reservatorios (Fig. 1)
(Reboucas, 2006).
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15

Figura 1. Distribuicdo do total de 4gua (a) e 4gua doce (b) na Terra.

a) miguadoce W Aguasalgada

b) B Rios elagos  MAguacongelada w Aguanosubsolo W Outros

0,9% 0 3%

Fonte: adaptado de Reboucas, 2006.

Ha um constante movimento das aguas na Terra, entre diferentes reservatorios, o
que constitui o ciclo hidrolégico (EMBRAPA, 2001). Esse ciclo sofre influéncias
dos regimes climaticos e, consequentemente, ha uma distribuicdo heterogénea
deste recurso entre as diversas regides do planeta, bem como dentro do territério
de uma nacdo, sobretudo daquelas com grandes areas territoriais, como o Brasil
(Reboucas, 2006).

As &guas para consumo direto pelo homem ou para suas atividades
socioeconbmicas sao captadas, principalmente, de rios e lagos. Nestes
reservatérios, os recursos hidricos estdo mais acessiveis ao uso humano,

representando, como mencionado, 0,3% do volume de agua doce da Terra e,
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aproximadamente, 0,007% do volume total de agua (EMBRAPA, 2001; Reboucas,
2006).

1.1.2 AGUA NO BRASIL

O Brasil apresenta uma grande area territorial, de 8.515.767,049 km? (IBGE,
2015), e uma projecao populacional de 207.141.139 habitantes (IBGE, 2017).
Apesar de possuir cerca de 13% da agua doce disponivel do planeta, o Brasil tem
uma distribuicdo de recursos hidricos superficiais bastante heterogénea
(Reboucas, 2006; MMA/ANA, 2007). Com aproximadamente 81% dos recursos
hidricos disponiveis no Pais, a regido Norte engloba cerca de 5% da populacéo
brasileira, enquanto que, nas bacias hidrograficas junto ao Oceano Atlantico, ha
uma concentracdo de 45,5% da populacdo total do Pais e apenas 2,7% dos
recursos hidricos (ANA, 2015).

1.2 POLUICAO DAS AGUAS

O ser humano, desde que se tornou parte dominante dos sistemas, tem
influenciado negativamente a manutencao do equilibrio ambiental, pois impde
uma pressao cada vez maior sobre o ambiente. Dentre suas atividades geradoras
de presséo, a liberacdo de produtos residuais, transportados pela agua, pode
degradar significativamente os corpos de agua receptores. Além disto, a poluicdo
da agua esta diretamente relacionada a doencas causadas por microrganismos,
principalmente, em regibes com densidade populacional elevada (Moraes; Jordéao,
2002).

Dentre as causas da contaminacdo bacterioloégica e quimica dos ambientes
aquaticos, destaca-se o lancamento de aguas residuais domésticas e industriais,
envolvendo, portanto, processos de ordem fisica, quimica e bioldgica. Os esgotos

e excrementos humanos estéo associados, de maneira importante, a deterioracédo
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da qualidade da agua, principalmente, em paises em desenvolvimento (Moraes;
Jordao, 2002).

1.3 SANEAMENTO BAsIcO

Com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, intensificado apds o periodo do
renascimento, compreendido entre os séculos XIV e XVII, houve algumas
mudancas de habito da populacdo. O aparecimento de agua encanada e a
propagacdo do uso de pecas sanitarias sdo exemplos dessas mudancas. Dessa
forma, o ser humano passou a se preocupar com 0 abastecimento de &agua
potdvel e a coleta de aguas residudrias. Consequentemente, surgiram oS
primeiros passos para a criacdo de sistemas de saneamento eficazes, que
garantissem um descarte favoravel dos esgotos nos corpos receptores naturais
(Fernandes, 1997).

A formacéo preferencial de comunidades em &reas adjacentes aos reservatérios
de agua gerou uma alta densidade populacional nas mesmas. Dessa forma,
houve um aumento das fontes de poluicdo da agua e uma consequente e
prioritaria preocupacdo com a criagdo de processos sanitarios capazes de
remover contaminantes (poluentes quimicos, matéria organica e microrganismos)
da agua antes de seu lancamento nos ambientes (Vaz-Moreira; Nunes; Manaia,
2014).

O consumo de agua como uma necessidade basica e a consequente geracao de
aguas residuarias sao caracteristicas comuns do ser humano. As aguas
residudrias produzidas pelo homem devem ser coletadas e transportadas para
Estacoes de Tratamento de Esgoto (ETEs), para serem depuradas
adequadamente, antes de serem lancadas nos corpos receptores naturais. Essa
medida visa preservar o equilibrio ecolégico no ambiente, evitando que os
recursos naturais da regido sejam destruidos, além de facilitar o aproveitamento

desses recursos naturais pelo homem (Fernandes, 1997).
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Com a intencéo de prevenir doencgas, a Organizacdo Mundial de Saude propds o
conceito de saneamento, na conferéncia de Ottawa, em 1948, como “o controle
de todos os fatores do meio fisico do homem que exercem ou podem exercer
efeito deletério sobre o seu bem-estar fisico, mental ou social” (Lins, 2010). De
acordo com a lei n® 11.445, de 5 de janeiro de 2007 (Brasil, 2007), saneamento
basico € o conjunto de servicos, infraestruturas e instalagcbes operacionais que
garantem o abastecimento de agua potavel, esgotamento sanitario, limpeza
urbana, manejo de residuos solidos e drenagem e manejo das aguas pluviais
urbanas. Um sistema de coleta, transporte, tratamento e disposi¢ao final
adequados dos esgotos sanitarios, desde as ligacdes prediais até o seu
lancamento final no meio ambiente, fazem parte do saneamento basico. A rede
coletora de esgotos € formada por um conjunto de condutos que levam os

esgotos para uma ETE (Fernandes, 1997).

Dentre as finalidades do saneamento basico, mais especificamente, as finalidades
sanitarias, destacam-se: coletar e remover rapida e seguramente as aguas
residudrias; eliminar a poluicdo e a contaminacdo de areas a jusante do
langamento final; devolver os efluentes ao ambiente em condi¢bes de reuso; e

reduzir ou eliminar doencas de veiculag&o hidrica (Fernandes, 1997).

De acordo com o Sistema Nacional de Informacfes sobre o Saneamento (SNIS)
(Brasil, 2014), o esgotamento sanitario € o tipo de saneamento com menor
porcentagem de atendimento a populacdo brasileira. O diagnostico dos servicos
de agua e esgotos (ano base 2015) produzido pelo SNIS em 2017 (Brasil, 2017),
relatou que apenas 50,3% da populacdo tinha seu esgoto coletado e somente
39% do esgoto gerado no Brasil era tratado antes de ser lancado em corpos
hidricos receptores. A falta de esgotamento sanitario, além de poluir os cursos
d’agua, tem, por consequéncia, favorecer o acometimento da populacédo por
varias doencas. A elaboracdo de projetos de esgotamento sanitario depende,
dentre outros detalhes, do conhecimento das caracteristicas qualitativas do

efluente a ser tratado (von Sperling, 2005).
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14 EsGcoTo

1.4.1 CONCEITO

O esgoto € definido como o conjunto de aguas residuarias de uma comunidade.
Ele é composto por despejos domésticos veiculados pela agua, detritos industriais
e por aguas provenientes do lencol freatico, da superficie e/ou da atmosfera, que,
porventura, entrem no sistema de esgoto (Pelczar; Chan; Krieg, 1996). Os
esgotos podem ser classificados, com base em sua origem, em esgoto doméstico

(também denominado sanitario ou comum), esgoto industrial e esgoto pluvial.

1.4.2 CARACTERISTICAS DO ESGOTO

Os esgotos domeésticos sdo constituidos por, aproximadamente, 0,1% de material
sélido; os 99,9% restantes referem-se, essencialmente, a 4gua. A parcela de
0,1% é responsavel por diversas consequéncias prejudiciais, uma vez que €
composta por sélidos organicos e inorganicos, suspensos e dissolvidos, nutrientes
e microrganismos, inclusive patogénicos. Apesar de pequena, essa porcentagem
justifica a necessidade de tratamento do esgoto (Fernandes, 1997; von Sperling,
2005).

Grande parte da matéria organica presente nos esgotos sanitarios € composta por
microrganismos provenientes, principalmente, do intestino de seres humanos
usuarios de pecas sanitarias. Estes microrganismos, em sua maioria absoluta,
sé@o essenciais ao bom funcionamento do trato intestinal dos individuos e s&o
liberados juntamente com as fezes. Outros esgotos podem ser reunidos ao esgoto
bruto afluente em uma ETE, desde que apresentem composi¢cdo organica de
natureza qualitativa similar, para ndo alterar negativamente a depuracdo das

aguas residuarias (Fernandes, 1997).

O metabolismo dos principais microrganismos responsaveis pela depuracéo do

esgoto é sensivel a quaisquer alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas do
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ambiente. Portanto, tais mudancas podem influenciar negativamente o

funcionamento de uma ETE (Fernandes, 1997).

O conhecimento dos poluentes presentes no esgoto e de suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas é essencial para determinar alguns aspectos
operacionais das unidades de tratamento, visando atender as exigéncias da
legislacdo ambiental. Dentre esses aspectos, destacam-se a quantidade de lodo
gerado e a frequéncia de limpeza das unidades. Além disso, a nocdo dessas
caracteristicas permite prever o potencial impacto no ambiente consequente a
liberacdo das &guas residuarias nos corpos receptores sem o devido tratamento

(ReCESA, 2008: Lins, 2010).

1.4.3 PARAMETROS DO ESGOTO

Os principais parametros utilizados para caracterizar o esgoto e avaliar a
eficiéncia do seu tratamento sdo indicadores de matéria organica e de
contaminacao fecal e avaliacdo da presenca de sélidos e nutrientes (ReCESA,
2008). Com base nestes parametros, é possivel reutilizar os esgotos, quando
dentro de certos limites, ou, em outras situacdes, € necessario descarta-los (Lins,
2010).

1.4.3.1 Parametros fisicos

Os parametros fisicos dos esgotos sdo determinados com base nas
caracteristicas cor, turbidez, temperatura e presenca de solidos (Lins, 2010). A
cor e a turbidez sdo causadas, respectivamente, pela presenca de matéria
organica em solucdo e matéria organica em suspenséo na agua. O esgoto fresco
tem uma tonalidade marrom ou cinza, enquanto que o tardio se apresenta na

tonalidade negra (Jordao; Pesso6a, 2009).

A temperatura afeta a saturacdo de oxigénio dissolvido em uma relacéo
inversamente proporcional. Esta caracteristica também afeta as taxas de reacgfes
quimicas e de reacdes bioldgicas em uma relagédo diretamente proporcional. Além

disso, 0 aumento da temperatura reduz a viscosidade do esgoto, facilitando as
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condi¢cdes de sedimentacdo (Lins, 2010). Afirma-se que a digestdo anaerobia
praticamente ndo ocorre em temperaturas abaixo de 15 °C (Jordao; Pessoa,
2009).

Apesar de constituirem a menor parte dos esgotos, cerca de 0,1% de sua
composicdo, como ja mencionado, os sélidos, quando separados da parte liquida,
apresentam uma quantidade elevada e de dificil destinacdo final, podendo até
resultar em impactos ambientais (Jordao; Pessba, 2009). Os sélidos podem ser
subdivididos com base em suas caracteristicas (Fig. 2) em: solidos totais (ST),
sélidos suspensos (SS) ou sdlidos dissolvidos (SD) e solidos fixos (SF) ou solidos
volateis (SV) (ReCESA, 2008; Lins, 2010). Para se quantificar a matéria organica,
0S nutrientes e 0s organismos patogénicos, sao utilizados os parametros

relacionados aos solidos presentes nos esgotos (ReCESA, 2008).

1.4.3.2 Parametros quimicos

Os parametros quimicos, geralmente, sdo analisados em conjunto com o0s
parametros fisicos e/ou bioldgicos. As caracteristicas analisadas sdo: pH, cloreto,
nitrogénio e fosforo, oxigénio dissolvido, 6leos e graxas, metais, demanda
bioquimica de oxigénio (DBOt), demanda quimica de oxigénio (DQO) e matéria
organica carbonacea (Lins, 2010).

O pH do esgoto varia entre 6,5 e 7,5. Os esgotos velhos apresentam pH inferior a
6,0 (Jordao; Pessba, 2009). A corrosdo € acelerada em baixos valores de pH,

enquanto que pH elevado facilita a incrustacdo nas pecas e tubulacées (Von
Sperling, 2005).
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Figura 2. Distribuicao tipica dos solidos com base em suas caracteristicas.

Volateis (SDV)

Sélidos Dissolvidos (SD) 250 mg/L
/ 650 mg/L Fixos (SDF)
Sélidos Totais (ST) 400 mg/L

1000 mg/L Volateis (SSV)

\ Sélidos Suspensos (SS) 300 mg/L

350 mg/L Fixos (SSF)
50 mg/L

Fonte: adaptado de Von Sperling, 2005.

As excretas humanas contribuem para a permanéncia constante de cloretos nos
esgotos e sua remocdo € praticamente insignificante nos tratamentos
convencionais (Jordao; Pessba, 2009). O nitrogénio presente nos esgotos é
proveniente tanto da decomposicdo de proteinas celulares, como de fontes
antropogénicas, tais como esgotos domeésticos e industriais, fezes de animais e
fertilizantes (Von Sperling, 2005). O fésforo, por sua vez, é proveniente tanto do
intemperismo das rochas e da decomposicdo da matéria organica, como de
efluentes industriais, esgotos sanitarios e fertilizantes. Além disso, 0 uso de
sabdes e detergentes pela populacdo contribui para a introducdo de fésforo nos

sistemas sanitarios (Jordao; Pessoba, 2009).

A concentracao de nitrogénio e fosforo pode influenciar na dinamica populacional
de organismos aquaticos, inclusive dos microrganismos, responsaveis pelo
tratamento de esgoto (ReCESA, 2008). Além disso, pode ocasionar a queda
abrupta dos niveis de oxigénio dissolvido nos corpos aquaticos, devido a oxidacao

da biomassa formada, principalmente, por algas (Jordao; Pess6a, 2009).
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O oxigénio dissolvido é o parametro quimico de maior importancia para a
caracterizacdo da qualidade de um ambiente aquatico, uma vez que é essencial
para a decomposicdo da matéria organica por microrganismos aerébios ou
anaerobios facultativos (Lins, 2010). Além disso, sua auséncia € um fator
preponderante para a ocorréncia do metabolismo anaerébio no esgoto, como por
exemplo, nos reatores upflow anaerobic sludge blanket (UASB) (Von Sperling,
2013).

A presenca de Oleos e graxas nos esgotos € esperada, visto que as atividades
domésticas humanas (tais como a preparacdo e o uso de alimentos) exercem

grande contribuicdo (Jordao; Pessoa, 2009).

Os metais podem ser encontrados naturalmente nos ambientes aquaticos, mas,
sua concentracdo aumenta nas aguas residuarias, podendo causar danos
ambientais. Dentre os danos, destaca-se a biomagnificacao tréfica, pois os metais
nao podem ser metabolizados. Os principais metais encontrados nos esgotos sao:
prata (Ag), arsénio (As), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu).
mercurio (Hg), niquel (Ni), chumbo (Pb), antimdnio (Sb), selénio (Se) e zinco (Zn)

(Von Sperling, 2005; Lins, 2010).

BN

A DBOt refere-se a quantidade de oxigénio consumido por microrganismos
aerobios ou facultativos, durante cinco dias, sob temperatura padrdo
(normalmente, 20 °C), para degradar a matéria organica de uma amostra. A DQO
refere-se a quantidade de oxigénio consumido para a oxidacdo quimica da
matéria organica de uma amostra. Este teste demanda poucas horas e valores

elevados podem indicar um alto potencial poluidor (ReCESA, 2008; Lins, 2010).

A DBOt e a DQO séo os parametros mais utilizados indiretamente para quantificar
a matéria organica dos esgotos. Aléem disto, estes parametros séao utilizados no
monitoramento e na avaliagdo do desempenho das unidades de uma ETE,
visando confirmar a adequacdo do efluente aos padrbes preconizados pela
legislacdo ambiental (ReCESA, 2008).

Embora sejam os mais utilizados, DBOt e DQO né&o s&o os Unicos parametros
utilizados para quantificar a matéria organica. Existem meétodos diretos que
medem a quantidade de carbono organico, como a dosagem de carbono organico

total (COT), que mede todo o carbono liberado na forma de CO,. No entanto, sua
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utilizacdo € insignificante no Brasil (Lins, 2010). Outro parametro empregado,
porém, de maneira indireta, € a demanda ultima de oxigénio (DBOu), que
corresponde ao consumo de oxigénio exercido até determinado tempo, a partir do

qual ndo ha consumo representativo (Lins, 2010).

1.4.3.3 Parametros biologicos

Além dos parametros fisicos e quimicos, existem os parametros biolégicos. A
presenca de microrganismos é indispensavel aos processos de depuracdo da
matéria organica presente no esgoto. Alguns microrganismos séao utilizados como
indicadores de contaminacdo da agua por fezes, caracterizando-a como potencial
transmissora de doencas (Von Sperling, 2005). Os indicadores tradicionalmente
utilizados sdo Enterococcus e Escherichia coli (Mclellan et al., 2013). No entanto,
sugerem-se, atualmente, os géneros Blautia e Prevotella como potenciais
alternativas para indicadores de poluicdo fecal (Koskey et al., 2014). Esta
indicacdo é devido a capacidade de diferenciacdo das fontes de poluicdo entre
Homo sapiens e outros animais, diferentemente dos géneros tradicionalmente
utilizados (Mclellan et al., 2013; Koskey et al., 2014). Ainda sobre esses dois
géneros, Koskey e colaboradores (2014) relataram um aumento significativo da
concentracdo de oligotipos especificos humanos ao longo de um transecto no rio
Jiquirica, na Bahia, enquanto que os niveis de Enterococcus e E. coli

permaneceram constantes (Koskey et al., 2014).

15 ESTACAO DE TRATAMENTO DE ESGOTO (ETE)

As ETEs sao unidades projetadas com o objetivo de adequar os efluentes, com
base em processos fisicos, quimicos e/ou biolégicos, para que possam ser
lancados corretamente em corpos de agua receptores, tais como rios e lagos.
Uma ETE acelera a depuracao do esgoto, pois simula e intensifica as condigdes

de autodepuracdo encontradas na natureza, mas dentro de uma area delimitada
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e, de certa maneira, controlada (Lins, 2010). Dessa forma, a carga organica do
efluente sera suportada pelo corpo receptor e o efluente podera ser lancado no

meio ambiente (Fernandes, 1997; La Rovere et al., 2002).

O esgoto, apoés ser coletado dos estabelecimentos geradores, é transportado até
uma ETE, onde serd devidamente tratado, até atingir as caracteristicas
preconizadas na legislacdo ambiental. De um modo geral, as ETEs podem ser
divididas em tipos de tratamento, denominados preliminar, primario, secundario e

terciario (Naidoo; Olaniran, 2014).

O tratamento preliminar é composto por grades de barras (podendo ter diferentes
espacamentos entre as barras), peneiras, desarenadores e medidor de Paschall
(medidor de vazao). O tratamento primario apresenta um decantador primario
convencional ou o reator UASB, que € o foco deste trabalho. Por outro lado, o
tratamento secundario pode apresentar a tecnologia de lodos ativados e suas
variantes, além de filtros em geral. Por fim, o tratamento terciario € composto por
tecnologias que visam remover nutrientes e as variantes do lodo ativado, embora
seja ainda muito pouco utilizado no Brasil (ReCESA, 2008; Naidoo; Olaniran,
2014). A Fig. 3 é um fluxograma que ilustra um sistema tipico de tratamento de
esgoto e o Quadro 1 resume 0s objetivos de cada nivel do tratamento.

Figura 3. Estacdo de tratamento de esgoto tipica e simplificada.

Corpo
Lagoas de polimento receptor

P/

Tratamento preliminar

— ==

Lodo digerido «----- ;
(para desidratacao)

Fonte: adaptado de Von Sperling & Chernicharo, 2005.
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O esgoto afluente a ETE contém componentes indesejaveis que podem obstruir
e/ou danificar os processos e equipamentos ao longo da estacdo, tais como
sélidos grosseiros e sélidos minerais (areia, por exemplo). Dessa forma, esses
elementos indesejaveis devem ser removidos para preservar tanto as etapas
posteriores do tratamento como o proprio corpo hidrico receptor. Aconselha-se
que 0 esgoto que segue para as demais etapas seja composto por matéria

organica, alguns solidos e microrganismos (Naidoo; Olaniran, 2014).

Quadro 1. Niveis de tratamento de esgoto e seus objetivos.

Tratamento Objetivo

Preliminar Remocéao de sdlidos grosseiros e areia.
Primério Remocdo de sélidos sedimentaveis e parte da matéria organica.
Secundario Remocao da matéria organica e, eventualmente, nutrientes.
Remocdo de nutrientes, organismos patogénicos e poluentes

Terciario i L . L Lo
especificos (compostos toxicos, ndo biodegradaveis etc).

Fonte: adaptado de ReCESA, 2008.

Com o objetivo de retirar esses elementos indesejaveis, a etapa preliminar, um
processo fisico de remocao dos soélidos grosseiros e da areia, € aplicada na
maioria dos sistemas de tratamento de esgotos, principalmente aquelas que
recebem esgotos de uma grande quantidade de domicilios contribuintes. Em
ETEs que recebem uma vazao menor que 1,0 L/s, esta etapa € dispensavel, visto
gue a geracao de solidos grosseiros e solidos minerais € insignificante. Além
disso, ETEs que recebem esgotos originados de poucos domicilios e de redes
coletoras de pequena extensdo também geram quantidade insignificante de

sélidos grosseiros e solidos minerais (Naidoo; Olaniran, 2014).

A etapa preliminar pode ser composta por trés partes: grades de barras, peneiras
e desarenador (Naidoo; Olaniran, 2014). Como os reatores UASB sao mais

suscetiveis a inconvenientes operacionais provocados por solidos grosseiros e
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minerais, recomenda-se o uso do tratamento preliminar com grades e/ou
peneiras. Por fim, o desarenador presente no tratamento preliminar é essencial
para a remoc¢ao de areia, que € bastante prejudicial aos sistemas de tratamento,
principalmente, reatores UASB (Jorddo; Pessba, 2009). A areia é retirada com
base em sua maior densidade, que permite sua sedimentacdo mais rdpida no
fundo do tanque desarenador, e as particulas com menor densidade passam para

as proximas etapas (Naidoo; Olaniran, 2014).

Enquanto a etapa supradescrita almeja remover solidos grosseiros e areia, a
proxima etapa, denominada tratamento primario, visa remover parcialmente, por
processos fisicos, os sélidos em suspensdo sedimentaveis, além de Oleos e
graxas. Para realizar o tratamento primario, os sistemas de tratamento de esgotos
convencionais utilizam o decantador primario, por onde o esgoto afluente passa
com uma velocidade que permite a sedimentacdo dos sélidos no fundo, além de
formar um complexo de Oleos e graxas, chamado escuma (Naidoo; Olaniran,
2014). A classificacao do reator UASB como tratamento priméario ou secundario é
confusa na literatura. Sua estrutura de funcionamento serd descrita

posteriormente.

Nos varios processos de tratamento de esgotos, observa-se alternancia entre
predominédncia de organismos facultativos e anaerdbios. Os primeiros sao
encontrados nos filtros biolégicos e lodos ativados, enquanto que, em reatores
UASB e digestores de lodo, microrganismos anaerdbios prevalecem (Fernandes,
1997).

1.6 ETE ARRUDAS

A ETE Arrudas é responsavel pelo tratamento do esgoto, predominantemente
domestico, gerado na bacia do ribeirdo Arrudas, a qual compreende parte dos
territérios de Belo Horizonte e Contagem, ambos em Minas Gerais (Bastos, 2006).

A nascente do ribeirdo Arrudas encontra-se no Parque Estadual da Serra do Rola
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Moca e seu curso segue até a foz do Rio das Velhas, principal afluente do Rio
Séo Francisco. A extensao do seu curso d’agua principal é de, aproximadamente,
47 km. Destes, cerca de 37 km estéo localizados no municipio de Belo Horizonte,
influenciando, de maneira relevante, a ocupacao urbana da regido (CBH Rio das
Velhas; SCBH Ribeirdo Arrudas, 2015).

Apesar da existéncia de infraestrutura responsavel pela captacéo e conducéo dos
esgotos, a bacia do ribeirdo Arrudas em Contagem recebe o lancamento
clandestino de aguas residuarias, o que influencia negativamente a qualidade da
agua da bacia (Contagem, 2013). No que se refere a Belo Horizonte, o Municipio
apresenta 163,63 km2 de area territorial inserida na bacia do ribeirdo Arrudas.
Embora haja uma ampla rede de esgotamento sanitario, 0 municipio ainda
apresenta cerca de 108.000 habitantes cujas residéncias ndo séao atendidas pelo

servigo de coleta de esgotos (Belo Horizonte, 2011).

A bacia do ribeirdo Arrudas é um dos principais afluentes do rio das Velhas, mais
precisamente do alto rio das Velhas, e os municipios de Belo Horizonte e
Contagem pertencem a esta regido. Com base em estudos realizados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), ao longo dos 30 anos
estudados, a populacéo do alto rio das Velhas, notoriamente em Belo Horizonte e
Contagem, teve um consideravel aumento, superior a média das demais regifes
do Estado. Por exemplo, na década de 1970, houve um crescimento da ordem de
86%. Este crescimento esta atrelado ao desenvolvimento econdémico dos

municipios supracitados (IGAM, 2005).

De acordo com o Plano Diretor de Recursos Hidricos da Bacia Hidrografica do Rio
das Velhas, o alto rio das Velhas apresenta algumas caracteristicas peculiares,
como maior taxa de alfabetizacdo da populacdo, principalmente na capital, Belo
Horizonte; numero elevado de leitos por habitante (5,34 e 1,39 leitos por mil
habitantes, respectivamente, para Belo Horizonte e Contagem), acima do
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude; maior nimero de Obitos, em
comparacdo com o médio e baixo rio das Velhas, consequentes a doencas do
aparelho digestivo associadas a veiculacdo hidrica (242 e 47 casos para Belo

Horizonte e Contagem, respectivamente) (IGAM, 2005).

33



10

15

20

25

30

O tratamento do esgoto em escala real nesta estacdo € feito pelo sistema
convencional de lodos ativados. Nesse processo, o0 efluente do decantador
primario, onde sédo removidos sélidos sedimentaveis do esgoto bruto, é conduzido
ao reator de lodos ativados (tanque de aeracdo), onde ocorre a remocéo da
matéria organica. O tanque de aeragdo pode receber ar por aeradores mecanicos
ou por difusdo. O efluente segue para o decantador secundario, onde sao
sedimentados os sélidos (biomassa), formado por microrganismos com
metabolismo ainda ativos, que sdo enviados novamente para a etapa anterior
(recirculacao do lodo). Dessa forma, aumenta-se a concentracédo de biomassa em
suspensao, promovendo maior remog¢édo da DBO. No entanto, uma parte do lodo
equivalente a produzida pela multiplicacdo das popula¢des de microrganismos
(lodo bioldgico em excesso) deve ser retirada do reator e estabilizada, auxiliando
na manutengdo de sua alta eficiéncia. Como vantagens do sistema de lodos
ativados, destacam-se a maior permanéncia da biomassa em relacdo a massa
liquida, pequeno tempo de detencao hidraulico e dimensdes do reator reduzidas

(von Sperling, 2016; Isaac; Abe, 2017)

A ETE Arrudas ainda compreende o Centro de Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA. O esgoto in natura € enviado para
diversas unidades de pesquisa onde o tratamento em diversos niveis e

modalidades é executado (CePTS-Cartilha).

1.7 REATOR UASB

O reator anaerdbio de fluxo ascendente em manta de lodo (RAFA), cuja sigla
mais utilizada € UASB (do inglés upflow anaerobic sludge blanket), foi
desenvolvido na década de 1970, na Holanda, por Lettinga e colaboradores (Van
Haandel; Letinga, 1994). No Brasil, foi implantado na década seguinte, quando os
estudos sobre sua utilizagdo para tratamento de esgotos sanitarios foram

iniciados (Sobrinho; Jordao, 2001).
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Apesar do destaque alcancado nos grupos de pesquisa, alguns profissionais
dificultaram sua aceitacdo junto aos Orgdos estaduais e municipais de
saneamento basico e aos orgaos de controle de poluicdo das aguas, devido a
exploragdo inadequada dos reatores UASB, levando a resultados agquém dos
prometidos (Sobrinho; Jorddo, 2001). No entanto, com base em pesquisas
desenvolvidas posteriormente, foram alcancados merecidos credibilidade e
respeito para o tratamento de esgotos sanitarios por reatores UASB, permitindo

sua propagacéo por diversos estados do Brasil (Sobrinho; Jordao, 2001).

Segundo Sobrinho e Jorddo (2001) e Von Sperling (2005), as principais
vantagens que solidificaram a utilizacdo dos sistemas anaerébios de tratamento
de esgotos, particularmente os reatores UASB, foram simplicidade operacional,
baixo custo, baixo consumo de energia, baixa demanda de area, baixa producéo
de sélidos, caracteristicas operacionais favoraveis em relacdo a predominancia de
temperaturas elevadas no Brasil, producédo de lodo j& estabilizado e a um custo
atrativo, altas taxas de tratamento em comparacdo com 0s tratamentos primarios,
producdo de metano, possibilidade de preservacdo da biomassa por longos
periodos sem alimentagdo manual, tolerAncia a cargas organicas elevadas e

consumo de nutrientes baixo.

Neste sistema de tratamento anaerdbio, ocorre a formacdo de flocos ou
biogranulos, pela agregacao de células microbianas, que originam, por sua vez,
camadas subdivididas em “leito de lodo” e “manta de lodo”. Essas camadas sao
diferenciadas pela densidade dos biogranulos, sendo que o “leito de lodo”

localiza-se no fundo (Van Haandel; Letinga, 1994; Lucena, 2008).

O efluente adentra no fundo do reator UASB e, entdo, entra em contato com o
“leito de lodo”, que contém sélidos muito densos, e com particulas granulares de
elevada capacidade de sedimentacédo, onde grande parte da matéria organica é
adsorvida pela biomassa. Em seguida, passa pela “manta de lodo”, que contém
um lodo mais disperso e menos denso e, posteriormente, chega ao separador
trifasico (solidos, liquidos e gases). Neste separador, a zona de sedimentacéo
permite tanto a saida do efluente clarificado pelas laterais da parte superior como
o retorno da biomassa (parte solida), carregada pelo biogas, a “manta de lodo”,

aumentando sua concentracdo no sistema. A zona de coleta de gas recolhe os
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gases (principalmente metano e gas carbbnico) provenientes da atividade
anaerobia de microrganismos na parte superior, que sao conduzidos para

reaproveitamento ou queima (Von Sperling, 2005; Lucena, 2008).

A matéria organica é estabilizada tanto no “leito de lodo” como na “manta de
5 lodo”, sendo ambas denominadas zonas de reagdo. A digestdo anaerdbia com
producdo de gas acontece nas duas regifes de lodo (Machado, 1997). A Fig. 4

apresenta um desenho esquematico de um reator UASB tipico.

Figura 4. Desenho esquematico de um reator UASB.

EFLUENTE

B
g

//

AFLUENTE

10 Fonte: adaptado de Machado (1997).
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Por ter uma baixa producdo de lodo que j& sai adensado e estabilizado, a
decantacdo primaria, processo tipico do sistema de tratamento convencional de
efluentes, é dispensavel. Além disto, outra caracteristica vantajosa do reator
UASB é seu tempo de detencado hidraulica e de retencdo da biomassa que séo,
respectivamente, baixo e alto. Este fato permite que o reator UASB receba uma
alta concentracao de matéria organica (Van Haandel; Letinga, 1994; Von Sperling,
2005).

A formacdo de bolhas de gas e sua consequente expansao, aliada ao fluxo
ascendente dentro do reator, intensificam a mistura da biomassa do sistema (Van
Haandel; Letinga, 1996).

Embora tenha alta eficiéncia, o esgoto que sai do reator UASB, geralmente,
apresenta valores de DBOt e de sdlidos em suspensdo acima dos limites
preconizados pela legislacdo. Por isso, é sugerido aplicar etapas de pos-
tratamento para elevar a eficiéncia global do sistema. Ainda, etapas de pOs-
tratamento sdo aconselhadas para adequar os niveis de organismos patogénicos
e de nutrientes (principalmente, nitrogénio e foésforo), pouco afetados na digestao

anaerodbia, aos padrdes da legislacao (Chernicharo, 2006).

Mesmo com vantagens em relacdo a outros sistemas de tratamento de efluentes,
0 sucesso dos reatores anaeroébios, incluindo o UASB, € dependente de um
monitoramento eficaz. Este monitoramento deve, no geral, promover a avaliacao
da eficiétncia e da estabilidade do biodigestor por meio, respectivamente, da
remocdo de solidos suspensos e matéria organica e da determinacdo da
alcalinidade e do pH. Além disso, 0 monitoramento deve tanto garantir o correto
desempenho das unidades do sistema, sobretudo aquelas do pré-tratamento,
como determinar a biomassa no reator em qualidade e quantidade (Van Haandel;
Letinga, 1994).
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1.8 ETAPAS DE POS-TRATAMENTO

O esgoto parcialmente tratado nos reatores UASB do CePTS sao conduzidos
para etapas de pos-tratamento, descritas brevemente a seguir:

1.8.1 Filtro Biolégico Percolador (FBP)

Sistema aerobio de tratamento de esgotos formado por um meio suporte de
material grosseiro (pedras e esponjas, por exemplo). O esgoto proveniente é
distribuido em sua parte superior, de onde percola e, entdo, € tratado por
processos biolbgicos realizados por biofilmes aderidos ao meio de enchimento
(Nascimento, 2001).

O CePTS apresenta trés tipos de FBP, denominados aberto, acoplado e cilindrico.

FBP aberto (Filtro de pedra): Apresenta como material de enchimento brita 3 e

pedra de mao, nesta ordem. E um sistema economicamente atrativo, visto que
nao apresenta paredes macicas de concreto, facilitando, assim, a circulacédo de ar
(Fig. 5 - (a)).

FBP acoplado: Adjacente ao reator UASB, recebendo efluente do mesmo.

Apresenta esponja de poliuretano como meio de suporte (Fig. 5 — (b)).
FBP cilindrico: Formado por uma torre cilindrica preenchida pelo mesmo meio de
suporte do FBP acoplado (Fig. 5 — (b)) (Almeida et al., 2013).

1.8.2Lagoa de polimento em série

Sistema composto por duas lagoas rasas em série, sendo que a segunda

apresenta chicanas que aumentam o tempo de detencgéo hidraulica. (Fig. 5 — (c).
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1.8.3 Lagoa de polimento com filtro grosseiro

E uma lagoa rasa semelhante & anteriormente descrita, porém apresenta um

filtro grosseiro, composto por brita 3, albergado dentro da unidade (Fig. 5 — (d)).

1.8.4Leito submergido de fluxo horizontal (Wetlands)

Ha dois tipos de leito submergido de fluxo horizontal, ambos em paralelo: um leito
plantado com taboa (Typha latifolia), chamado neste trabalho de Wetlands
plantada (WHP), e outro sem plantas, denominado de Wetlands ndo-plantada
(WHNP). Esse tipo de pés-tratamento permite estudar a influéncia de plantas no

processo de tratamento de esgoto (CePTS-Cartilha) (Fig. 5 — (e)).

Figura 5. Etapas de pos-tratamento do CePTS (a) FBP aberto; (b) FBP acoplado
(*) e cilindrico (#); (c) Lagoa de polimento em série — sem chicanas (#) e com
chicanas (*); (d) Lagoa de polimento com filtro grosseiro; (e) Wetlands — WHP (#)
e WHNP (*).
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1.9 DIGESTAO ANAEROBIA DE EFLUENTES

A matéria organica presente nos efluentes pode ser oxidada, em anaerobiose,
pelos processos de fermentacdo e/ou por respiracdo. O primeiro ocorre na
auséncia de um aceptor final de elétrons; no segundo, aceptores de elétrons
inorganicos como SO4> (sulfato reduzido) ou CO, (gas carbdnico) sédo utilizados.
O metano (CH,) é formado, preferencialmente, em ambientes onde o oxigénio, o
nitrato e o sulfato ndo estejam prontamente disponiveis como aceptores de
elétrons (Chernicharo, 2007).

A digestdo anaerObia ocorre em um ecossistema onde varias etapas metabdlicas
sao inter-relacionadas. Para a realizacdo da digestdo anaerébia, sdo necessarios,
pelo menos, trés grupos fisioldgicos de microrganismos: bactérias fermentativas
(hidroliticas e acidogénicas), bactérias acetogénicas (sintréficas) e
microrganismos metanogénicos. Esses grupos realizam as principais etapas
sequenciais responsaveis pela metabolizacdo da matéria organica de maneira
interativa, convertendo a matéria organica complexa em outros compostos mais
simples, tais como metano, gas carbdnico, agua, gas sulfidrico e amdnia, além de
novas ceélulas bacterianas, conforme demonstrado na Fig. 6 (excetuando-se as
linhas pontilhadas) (Chernicharo, 2007).

As bactérias fermentativas hidroliticas transformam, por hidrélise e com o uso de
exoenzimas, 0S compostos organicos complexos (carboidratos, proteinas e
lipidios) em seus mondémeros (agUcares, aminoacidos etc.), que sdo capazes de
atravessar a parede celular dos microrganismos (Lettinga et al., 1996;
Chernicharo, 2007). As bactérias fermentativas acidogénicas convertem o0s
produtos da etapa hidrolitica em acidos orgéanicos (propionato, butirato, acetato
etc.), etanol, CO, e hidrogénio. A etapa posterior é realizada por microrganismos
acetogénicos, que podem transformar os produtos da etapa acidogénica em
acetato, hidrogénio e CO,, que sado substratos Uteis para a etapa seguinte,
metanogénica. As arqueias metanogénicas convertem o acetato e o hidrogénio
produzidos em CH,4 e CO,. A atuagdo das arqueias é primordial para a ocorréncia
das reacdes acetogénicas, que sO podem ser realizadas em ambientes com

baixas concentracdes de hidrogénio e de acetato (Chernicharo, 2007).
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Figura 6. Digestéo anaerdbia em reator UASB.

Orgénicos complexos (carboidratos, proteinas, lipideos)

Bactérias fermentativas
(Hidrolise)

Orgdnicos simples (agldcares, aminoacidos, peptideos)

Bactérias fermentativas
{Acidogénese)

Acidos organicos (propionato, butirato, etc) -l = =y

Bactérias acetogénicas
{acetogénese)

h

| Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio |

L L
4 Acetato '™
| Bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio |

| Argueas metanogénicas (metanogénese) |

CH4 + CO2 &
Metanogénicas Metanogénicas

hidrogenotraficas acetoclasticas

Bactérias redutoras de sulfato (sulfetogénese)

I H2S + CO2 C e

Rotas metabdlicas sem sulfetogénese em linhas continuas e com sulfetogénese

em linhas pontilhadas.
Fonte: adaptado de Lettinga (1996).

Alguns microrganismos, durante a digestdo anaerdbia, sdo capazes de reduzir
sulfato, sulfito e outros compostos sulfurados a sulfetos, processo conhecido por
sulfetogénese. As bactérias sulforredutoras sdo muito versateis, capazes de
utilizar uma diversidade de substratos, tais como toda a cadeia de &cidos
organicos volateis, diversos acidos aromaticos, hidrogénio, metanol, etanol,
glicerol, acucares, aminoacidos e varios compostos fenélicos. Com base no modo
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como ocorre 0 metabolismo dos seus substratos, completo ou incompleto, as
bactérias sulforredutoras podem ser subdivididas em dois grupos. No primeiro,
ocorre 0 metabolismo incompleto dos substratos, produzindo acetato e, no
segundo, os substratos sdo metabolizados completamente a CO, (Forest et al.,
1999).

Na presenca de sulfato (SO4) no meio, as bactérias sulforredutoras competem
com as bactérias fermentativas, acetogénicas e metanogénicas, pelos substratos
formados nas rotas metabolicas intermediarias apresentadas na Fig. 6 (linhas
continuas). O resultado desta competicdo esta esquematizado na propria Fig. 6
(incluindo as linhas pontilhadas) (Chernicharo, 2007).

A sulfetogénese, apesar de atuar melhor na remocédo de DQO na fase liquida do
tratamento de efluentes, possui como produto o gas sulfidrico (H.S), que tem
potencial corrosivo, produz maus odores e torna 0 meio toxico. Além disso, a
sulfetogénese nao produz metano, gas que tem grande potencial energético
(Chernicharo, 2007, Zieminski; Frac, 2012; Shah et al., 2014).

1.10 DOMINIO ARCHAEA

O dominio Archaea foi proposto na década de 1970 (Woese, 1987; Woese;
Kandler; Wheelis, 1990). Dentre o0s diversos integrantes, as arqueias
metanogénicas desempenham varias fun¢cdes em ambientes anaerdbios, inclusive
nos reatores anaerobios: removem o carbono organico presente na fase liquida
do esgoto, convertendo-o em gas metano (insolluvel); alteram as caracteristicas
do ecossistema, permitindo que as bactérias fermentativas e formadoras de
acidos realizem um metabolismo mais eficiente; mantém a pressdo parcial de
hidrogénio do meio em niveis suficientemente baixos (Chernicharo, 2007; Shah et
al., 2014).

O dominio Archaea compreende microrganismos procariotos, unicelulares,

anaerobios e com uma gama de metabolismo bastante diversa. O Quadro 2
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apresenta uma comparacdo entre os dominios Bacteria e Archaea. Podem ser
encontrados em habitats extremos, tais como ambientes hipertermdfilos (ex.
fontes geotermais), hiperhaldfilos (concentracdo salina elevada), solos e em
ambientes aquaticos com acidez e alcalinidade elevadas (Woese, 1987; Woese;
Kandler; Wheelis, 1990; Vazoller, Manfio; Canhos, 1999). Em ambientes
anaerobios, as arqueias desempenham um papel indispensavel por remover o
excesso de hidrogénio e os produtos da fermentacdo, originados das fases
intermediarias da digestdo anaerdbia da matéria organica (Chernicharo, 2007,
Zieminski; Frac, 2012; Shah et al., 2014).

Quadro 2. Quadro comparativo entre os dominios Bacteria e Archaea.

Caracteristicas Bacteria Archaea

N&o contém peptideoglicano;
Contém possui um polissacéride similar,
Parede celular ) ) )
peptideoglicano. denominado

pseudopeptideoglicano.

Composta por éster de Composta por éter de acidos
Membrana o _
linidi acidos graxos, formando graxos, formando cadeias longas e
ipidica
P cadeias retas. ramificadas.
. - Existem varios tipos, que sdo
Existe um unico tipo, .
estruturalmente mais complexos.
com uma estrutura _
RNA L Como consequéncia, alguns
) qguaternaria simples ; ’
polimerase aspectos da sintese de proteinas
(estrutura

o ) sao diferentes do processo
tridimensional). ) .
realizado por bactérias.

Fonte: adaptado de Chernicharo, 2007.

Atualmente, em Archaea, sdo conhecidos os filos Thaumarchaeota (Spang et al.,
2010), Crenarchaeota, Korarchaeota, Nanoarchaeota e Euryarchaeota. Neste
altimo, estédo incluidas as cinco ordens de arqueias produtoras de metano:

Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales e

43



10

15

20

25

30

Methanopyrales (Vazoller et al., 1999; Chernicharo, 2007; Shah et al., 2014). Para
facilitar o estudo das arqueias metanogénicas, as cinco ordens supracitadas séao
agrupadas, com base em critérios fisiologicos, em dois grupos: metanogénicas
acetoclasticas e metanogénicas hidrogenotréficas. O primeiro grupo engloba
argueias que produzem metano a partir do acido acético ou metanol e o segundo
grupo transforma hidrogénio e gas carbdnico em gas metano (Vazoller et al.,
1999; Chernicharo, 2007; Shah et al., 2014).

A maior parte da producdo de metano (60 a 70%) é feita pelas arqueias
acetoclasticas de dois géneros, Methanosaeta e Methanosarcina, pertencentes a
ordem Methanosarcinales (Chernicharo, 2007). Das arqueias hidrogenotroficas,
0s principais géneros encontrados em reatores anaerdébios sao
Methanobacterium, Methanospirillum, Methanobrevibacter, Methanoculleus e

Methanocorpusculum (Chernicharo, 2007; Zieminski; Frac, 2012).

1.11  EsTubDO DA COMPOSICAO DE COMUNIDADES MICROBIANAS

Os métodos convencionais empregados para estudo da composicdo de
comunidades microbianas apresentam uma limitacdo importante, decorrente do
fato de utilizarem técnicas dependentes de cultivo, que é a impossibilidade de
deteccdo de microrganismos nédo cultivaveis. Assim, os resultados gerados nao
refletem com fidelidade a realidade (Handelsman, 2004). Mesmo antes do
desenvolvimento de técnicas independentes de cultivo, esta ideia foi confirmada
pela discrepancia entre o tamanho populacional determinado pela contagem de
colonias isoladas e aquele estimado por meio de contagem direta em microscopio
(Staley; Konopka, 1985). Especula-se que a técnica de cultivo permita a deteccao
de apenas 1% ou menos dos microrganismos presentes em amostras ambientais
(Riesenfeld; Schloss; Handelsman, 2004).

Com o objetivo de suplantar as limitacdbes do método dependente de cultivo,
outras técnicas foram e vém sendo idealizadas. Estas técnicas, frequentemente

baseadas na deteccdo do material genético do organismo alvo, independem do
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cultivo microbiano. Assim, resultados mais acurados, mais préximos da realidade,
podem ser alcancados. Entre elas, destaca-se, atualmente, a abordagem
metagendmica, que permite acesso ao genoma de toda uma comunidade
microbiana alvo (Handelsman, 2004; Riesenfeld; Schloss; Handelsman, 2004;
Wang et. al., 2015; de Jonge, 2017, no prelo).

1.12 METAGENOMICA

Entende-se por metagenbmica o conjunto de técnicas utilizadas no estudo
baseado na sequéncia de um conjunto de DNA (metagenoma) proveniente de
uma amostra, sem que organismos individuais sejam previamente isolados ou
identificados. O estudo pode fornecer informacgdes relativamente imparciais sobre
a diversidade e riqueza de espécies, sobre o0 seu potencial metabdlico e sobre os
organismos no contexto da comunidade de um ambiente especifico (Riesenfeld;
Schloss; Handelsman, 2004; Rodrigues, 2011; Sharon; Banfield, 2013).

O prefixo meta, do grego “transcendente”, indica que as pesquisas ultrapassam
as analises genémicas. Com os dados obtidos por meio da metagenémica, varios
estudos estdo sendo conduzidos, para determinar a diversidade de uma
comunidade, a presenca de microrganismos e/ou genes especificos e também a
presenca de microrganismos dominantes. Com a metagendmica é possivel
responder a perguntas classicas da microbiologia ambiental: (1) Quem sao?, (2)

Quantos séao? e (3) O que fazem? (Rodrigues, 2011).

O desenvolvimento da técnica de sequenciamento foi um marco na microbiologia
(Sanger; Nicklen; Coulson, 1977). Os primeiros sequenciamentos completos de
genomas microbianos foram divulgados em 1995. Na época, foram sequenciados
0os genomas de Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) e Mycoplasma

genitalium (Fraser et al., 1995).

Ao contrario da gendmica, que permite o sequenciamento completo do genoma

de um organismo, a metagenémica envolve uma amostragem da sequéncia dos
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genomas dos organismos de uma comunidade que habita determinado ambiente
(Hugenholtz; Tyson, 2008). A metagendmica pode ser aplicada a qualquer
ambiente, desde que seja possivel a extracdo do material genético da amostra.
Atualmente, esta técnica tem sido aplicada, principalmente, a estudos de solo,
cavidade oral, fezes e ambientes aquaticos (Riesenfeld; Schloss; Handelsman,
2004; Hugenholtz; Tyson, 2008).

A metagendmica sofreu algumas alteracdes em seus processos ao longo de sua
historia. As primeiras analises por metagenémica envolviam o isolamento do DNA
de uma amostra ambiental, a clonagem do DNA em um vetor adequado, a
transformacdo de uma célula hospedeira bacteriana e o rastreamento dos
transformantes (Handelsman, 2004). Dessa forma, uma biblioteca de DNA era
construida a partir de uma populacdo microbiana ambiental e, entdo, a analise
das sequéncias e fungcdes dos genes poderia ser realizada (Riesenfeld; Schloss;
Handelsman, 2004).

Atualmente, pode-se utilizar a metagendémica para diferentes abordagens: analise
shotgun, utilizando o sequenciamento do genoma, investigar funcdes especificas,
com estudos conduzidos em atividades gendmicas; analisar a expressao génica
filogenética ou funcional, como estudos de sequéncia gendmica; e determinar o
conteudo completo de amostras do ambiente, utilizando tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo. As abordagens supracitadas podem ser
subdivididas em dois grupos, com base nos métodos: ndo seletivos e
direcionados. O primeiro inclui a andlise shotgun e o sequenciamento com
tecnologias de nova geracdo, enquanto as abordagens do segundo sé&o
orientadas pela atividade e estudo de uma sequéncia especifica, como o rDNA
16S (Neelakanta; Sultana, 2013).

A analise da sequéncia do DNA de microrganismos € uma ferramenta muito util
para classifica-los e para determinar as relagdes evolutivas entre eles. Devido ao
fato do DNA sofrer alteracfes aleatoérias em sua sequéncia, que se acumulam ao
longo do tempo, esta molécula pode ser utilizada para indicar a distancia evolutiva
entre organismos, por meio da analise do numero de diferengas entre elas
(Rodrigues, 2011). Uma molécula cuja sequéncia se altera aleatoriamente ao

longo do tempo pode ser considerada um cronémetro evolutivo (Woese, 1987).
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1.13 CRONOMETRO EvOLUTIVO

Uma das moléculas que menos sofreu alteracdes ao longo da evolugédo e que
esta presente em todos os seres vivos é o RNA ribossomal, componente dos
ribossomos bacterianos, juntamente com proteinas. Ele é codificado por
sequéncias de DNA denominadas rDNAs. Duas subunidades principais compdem
o ribossomo bacteriano: a subunidade maior (50S) e a subunidade menor (30S).
A molécula rDNA 16S faz parte da subunidade menor, juntamente com 21
proteinas, enquanto que as moléculas rDNA 23S, rDNA 5S e mais 31 proteinas

compdem a subunidade maior (Woodson; Leontis, 1998).

O rDNA é um dos crondmetros evolutivos mais utilizados atualmente. Dentre suas
caracteristicas vantajosas, destacam-se: (1) apresenta estabilidade funcional; (2)
ocorre em todos os organismos; (3) posicdes diferentes em suas sequéncias se
alteram a taxas muito variaveis, permitindo que a maioria das relacfes
filogenéticas seja medida; (4) possui tamanho grande e muitos dominios; e (5)

pode ser sequenciado rapidamente por métodos diretos (Woese, 1987).

A composicdo do rDNA 16S, que possui regibes altamente conservadas
intercaladas por regifes varidveis, permite maior facilidade nas pesquisas de
populacdes microbianas baseadas em metagenémica e € o cronémetro evolutivo
mais utilizado (lllumina, 2014), mesmo entre os organismos filogeneticamente

mais distantes (Weisburg; Barns; Pelletier, 1991).

Embora seja a base de varios trabalhos, existem algumas criticas sobre a
utilizacdo do rDNA 16S como crondmetro evolutivo. Uma delas refere-se ao seu
envolvimento em eventos de transferéncia horizontal de genes. Ainda, pode haver
mais de uma copia por individuo, o que promove uma sobrestimacdo dos
organismos com alto niumero de coOpias e uma subestimacdo daqueles com
menores quantidades. Apesar disso, esta molécula ainda é o melhor marcador
filogenético, pois é a base de diversos bancos de dados disponiveis, facilitando,
portanto, a analise comparativa com outros trabalhos publicados (Moreira, 2015).
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1.14 TECNOLOGIAS PARA O SEQUENCIAMENTO DE DNA

As tecnologias para o sequenciamento de DNA devem, idealmente, ser rapidas,
precisas, faceis de operar e baratas. Nos ultimos 30 anos, as tecnologias e as
aplicacoes do sequenciamento de DNA sofreram grandes avancos e atuam como
uma maquina da era do genoma, que é caracterizada por um vasto conjunto de
dados gendmicos e sua subsequente e ampla andlise por diversas areas de

pesquisa, visando a aplicacdes multiplas (Liu et al., 2012).

A primeira técnica para o sequenciamento de DNA foi idealizada por Frederick
Sanger e colaboradores (1977). Conhecida como “sequenciamento de Sanger”,
baseia-se na terminacdo da sintese da cadeia em formacdo como resultado da
incorporacdo de um dideoxinucleotidio (Liu et al.,, 2012). A partir dai, outras
técnicas de primeira geracdo foram aprimoradas (Rodrigues, 2011). Entre elas,
citam-se a modificacdo quimica de DNA e subsequente clivagem de bases
especificas, desenvolvida por Maxam e Gilbert (1977) e a primeira maquina
automatizada de sequenciamento (AB370), cuja base de funcionamento é a
eletroforese em um tubo capilar, mais rapida e mais precisa, introduzida em 1987
pela Applied Biosystems (Liu et al., 2012).

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo surgiram apos o Projeto
Genoma Humano, em 2001. Elas apresentam vantagens importantes em relacao
ao sequenciamento de Sanger, tais como alto rendimento, andlise paralela e
custo reduzido. Algumas das principais técnicas/plataformas incluidas neste grupo
sao o pirossequenciamento (Roche 454 System), o sequenciamento por deteccéo
de ligacdes oligo (SOLID, do inglés Sequencing by Oligo Ligation Detection) e o
sequenciamento por sintese (SBS, do inglés sequencing by synthesis). Mais
recentemente, surgiram os sequenciadores compactos, com tamanhos reduzidos
e taxas elevadas de rotatividade, mas, com transferéncia de dados limitada. lon
Personal Genome Machine (lon Torrent) e MiSeq (Illumina) sdo exemplos desta

categoria (Liu et al., 2012).

A lon Personal Genome Machine utiliza a tecnologia de sequenciamento em

semicondutores. A incorporacdo de um nucleotideo na molécula de DNA pela
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polimerase promove a liberagdo de um proton. Dessa forma, a consequente
alteracdo do pH permite descobrir se 0 nucleotideo foi ou ndo acrescentado (Liu
et al., 2012).

Ja4 o sequenciador MiSeq ainda utiliza a tecnologia do sequenciamento por
sintese. Tanto a geracao de clusters como a analise dos dados séo realizadas em
um unico aparelho e os resultados podem ser fornecidos em, aproximadamente,
oito horas. Além disso, o MiSeq possibilita uma vasta area de aplicacdo com alta
integridade de dados, incluindo o sequenciamento de amplicons, verificacdo de

clones, ChIP-Seq e o sequenciamento de pequenos genomas (Liu et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, o esgotamento sanitario, uma das medidas preconizadas pelo
saneamento basico, ainda ndo esta totalmente difundido no territorio brasileiro.
Considerando a importancia desse servico para a saude publica, bem como a
necessidade da criacdo de sistemas eficazes e que sejam capazes de aproveitar
o clima do Pais, € importante um maior conhecimento dos sistemas de tratamento
de esgoto. Nos ultimos anos, foram incrementados os estudos sobre os sistemas
anaerobios de tratamento de esgotos, mas, devido as limitacBes técnicas, néo
existem informacdes precisas sobre a diversidade, a composicdo e a dinamica
dos ecossistemas microbianos presentes nestes sistemas. Portanto, novos
estudos que visem avaliar a composi¢cdo microbiana nos sistemas anaerébios de
esgotos sdo necessarios para uma possivel otimizacdo das condicbes de
operacdo dos reatores anaerobios. O processo de tratamento de efluentes é
dependente da acao de microrganismos decompositores da matéria organica que,
por sua vez, podem sofrer variacdbes em seu metabolismo, em decorréncia de
alteracdes de caracteristicas fisico-quimicas do ambiente. Nesse sentido, faz-se
necessario um conhecimento aprofundado do microbioma do reator UASB, bem
como das caracteristicas fisico-quimicas do efluente. Assim, sera possivel
caracterizar o sistema tanto de forma qualitativa como quantitativa e,
simultaneamente, relacionar as variagdes do microbioma com as propriedades do
esgoto. Por fim, espera-se que este trabalho forneca resultados que possam
contribuir para melhorar a eficiéncia do processo de tratamento de esgoto em
reatores UASB.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composi¢cdo microbiana em diferentes subunidades do Centro de
Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, da Estacéo
de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas do municipio de Belo Horizonte/MG, por

abordagem metagendmica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o perfil da comunidade de Bacteria e Archaea de efluentes e afluentes
de reatores UASB e sistemas de poOs-tratamento.

e Comparar a composicdo de Bacteria e Archaea em diferentes pontos de
reatores UASB.

e Investigar a influéncia da sazonalidade na composicdo da comunidade de

Bacteria e Archaea em reatores UASB e sistemas de pds-tratamento.

e Avaliar o efeito dos diferentes sistemas de tratamento de esgoto em bactérias

potencialmente patogénicas com rota de transmissao fecal-oral.
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4 MATERIAL E METODOS

Autorizacdo especifica para coleta de amostras na Estacdo de Tratamento de
Esgoto (ETE) Arrudas ndo é necessaria. Consentimento verbal foi fornecido pelo
setor responsavel pelo Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) UFMG/COPASA.

4.1 AREA DE ESTUDO

A coleta do material empregado no estudo foi realizada em sistema de tratamento
de esgoto, em escala de demonstracdo, compreendido por trés reatores UASB e
seus respectivos sistemas de pos-tratamento (Fig. 7). Esse sistema esta
localizado no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS)
UFMG/COPASA, instalado na Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas,
Belo Horizonte/MG (coordenadas 19°53’42” S e 43°52’42” O, altitude 800 m). Os
reatores sao alimentados com uma parcela do esgoto proveniente dos
decantadores primarios em escala real, localizados a montante da planta, apés
serem submetidos ao tratamento preliminar para a remocdo de sélidos e areia.
Assim, o material utilizado para alimentar os reatores UASB representa o tipico
esgoto urbano. As principais caracteristicas e condi¢cdes operacionais dos
reatores UASB estudados estdo descritas no Quadro 3.
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Figura 7. Fluxograma dos sistemas de tratamento em escala de demonstracao
localizados no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
UFMG/COPASA, instalado na Estacdo de Tratamento de Esgotos Arrudas, com

0s pontos de amostragem.
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4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de esgoto foram coletadas em dois momentos distintos, um deles no
periodo chuvoso (17/02/2016) e outro no periodo seco (02/08/2016), visando
avaliar a influéncia sazonal no perfil da comunidade de bactérias e arqueias. As
chuvas acumuladas nos 30 dias anteriores aos dias das coletas foram de 311,6
mm e 0,0 mm, respectivamente (INMET, 2017). As amostras foram obtidas em 20
pontos, identificados na Fig. 7, totalizando 40 amostras/coleta. De cada um dos

20 pontos supracitados, foi coletado 1 L de amostra.
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Quadro 3. Principais caracteristicas e condicfes operacionais dos reatores UASB
em escala de demonstracdo localizados no Centro de Pesquisa e Treinamento
em Saneamento UFMG/COPASA, instalado na Estacdo de Tratamento de

Esgotos Arrudas.

Caracteristicas e Parametros UASB 1 UASB 2 UASB 3
Material Fibra de Vidro  Ferrocimento Aco Carbono
Per capita de esgoto (L/hab.d) 125 125 125
Equivalente populacional (hab) 640 320 380
Area superficial (m) 4,9 - 3,5
Altura (m) 4,5 4,5 4,8
Volume (m3) 22,0 14,2 16,8
TDH médio (h) 7,0 7,5 8,5

TDH, tempo de detencao hidraulica.
Fonte: CePTS-Cartilha

As amostras foram acondicionadas em garrafas plasticas previamente
higienizadas e em tubos plasticos de 50 mL previamente esterilizados e,
imediatamente, transportadas, sob refrigeracdo, ao Laboratorio de Microbiologia
Oral e Anaerdbios, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias

Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

Para facilitar a compreensdo do desenho experimental, esta apresentada, no

Quadro 4, a lista de amostras obtidas em cada uma das coletas.
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Quadro 4. Descricao das amostras estudadas.

Amostra Sigla Ponto de coleta
1D1 1D2 EB esgoto bruto
2D1 2D2 UASB1 B inferior do UASB 1
3D1 3D2 UASB1 M intermediaria do UASB 1
4D1 4D2 UASB1 A superior do UASB 1
5D1 5D2 UASB1 S saida do UASB 1
6D1 6D2 UASB2_B inferior do UASB 2
7D1 7D2 UASB2_M intermediaria do UASB 2
8D1 8D2 UASB2_A superior do UASB 2
9D1 9D2 UASB2_ S saida do UASB 2
10D1 10D2 UASB3 B inferior do UASB 3
11D1 11D2 UASB3 M intermediaria do UASB 3
12D1 12D2° UASB3_A  superior do UASB 3
13D1 13D2 UASB3_ S saida do UASB 3
14D1 14D2  WHP saida da wetland com plantas
15D1 15D2  WHNP saida da wetland sem plantas
16D1 16D2 FP saida do filtro de pedra
17D1 17D2 LP saida da lagoa de polimento
18D1 18D2 FG saida do filtro grosseiro
19D1 19D2 FBP_C saida o filtro biol6gico percolador cilindrico
saida do filtro bioldgico percolador acoplado
20D1 20D2 FBP_A

ao UASB 3

D1, coleta em 17/02/2016: D2, coleta em 02/08/2016; , amostra retirada do

estudo por conter menos de 500 sequéncias.

55



10

15

20

25

4.3 ANALISE Fisico-QuimMICA

Os parametros fisico-quimicos analisados foram pH, alcalinidade, demanda
bioguimica de oxigénio total (DBOt), demanda quimica de oxigénio total (DQOt),
sélidos totais (ST), soélidos totais volateis (STV), sélidos totais fixos (STF), sélidos
suspensos totais (SST), soélidos suspensos volateis (SSV), solidos suspensos
fixos (SSF), amoénia, nitrito (NO;), nitrato (NOj3), fésforo total (Ft) e oxigénio
dissolvido (OD). As amostras obtidas de dentro dos reatores UASB (2 a 4,6 a8 e
10 a 12) foram analisadas apenas para ST, STV e STF, devido a impossibilidade

de filtracao.

Todas as andlises foram conduzidas no Laboratorio de Saneamento da Escola de
Veterinaria da UFMG, conforme preconizado no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2012), com excec¢ao
da alcalinidade, avaliada segundo a metodologia descrita por Jenkins, Sawyer
Morgan (1983) e Ripley, Boyle e Converse (1986).

4.4 EXTRACAO DE DNA

As amostras coletadas nos tubos plasticos foram centrifugadas (7826 x g, 30 min)
e, aproximadamente, 0,5 g do sedimento obtido foi utilizado para extracdo de
DNA utilizando-se o E.Z.N.A.® Soil DNA Kit!, em conformidade com as instrucées
do fabricante. A concentracdo de DNA de cada amostra foi medida em fluorimetro
Qubit® 2.0% conforme orientacées do fabricante.

! Omega Bio-Tek, Norcross, GA, EUA.
2 Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA.
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4.5 ANALISE DA COMUNIDADE DE BACTERIA E ARCHAEA

A biblioteca de rDNA 16S foi construida utilizando-se os iniciadores 515 (F) 5'-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3' e 806 (R) 5-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3/,
que tém como alvo a regido hipervariavel V4, que possibilita a deteccdo de
microrganismos dos dominios Bacteria e Archaea (amplicon 292 pb). Os
iniciadores foram previamente descritos por Caporaso e colaboradores (2012) e
modificacdes quanto a degeneracdo de bases nitrogenadas foram feitas por
Apprill e colaboradores (2015).

Os primers F e R foram marcados com as sequéncias adaptadoras: 5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3 e 5-GTC
TCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3, respectivamente,
necessarias para a etapa seguinte de sequenciamento. A amplificacdo foi
conduzida no termociclador Mastercycler Eppendorf®, utilizando o KAPA HiFi
HotStart ReadyMix PCR Kit*. A mistura de reacdo (30 uL) constou de 15 ng de
DNA, 1 pL dos iniciadores (6 uM) e 15 uL de KAPA HiFi HotStart ReadyMix. O
protocolo da reacéo foi: 95 °C/3 min; 95°C/30 s, 55°C/30 s, 72°C/30s -25xe 72
°C/5 min. Os amplicons foram quantificados pelo Qubit dsDNA HS Assay Kit> e
submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,2%), em tampao TBE, pH 8,0. A

corrida foi realizada a 100 V por 1 h.

Os amplicons foram purificados empregando-se o Agencourt® AMPure® XP PCR
Purification®. Posteriormente, foram preparados para 0 Sequenciamento,
empregando-se o Nextera XT Index Kit’, novamente purificados com o auxilio do
Agencourt® AMPure® XP PCR Purification e, por ultimo, quantificados por gPCR
empregando-se o KAPA Library Quantification Kit®>. A biblioteca de V4 rDNA 16S

foi, entdo, finalizada, formando-se um pool, contendo 4 nM de cada amostra e

3 Eppendorf, Hamburgo, Alemanha.
Kapa Biosystems, Boston, MA, EUA.
® Invitrogen.
® Agencourt Bioscience, Beverly, MA, EUA.
" lllumina, San Diego, CA, EUA.

8 .
lllumina.
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30% de PhiX Control Kit v3°, desnaturado com hidréxido de sédio e adicionado no
cartucho de sequenciamento MiSeq Reagent Kit v2'°, para 500 ciclos. O
sequenciamento foi realizado empregando-se o Miseq Desktop Sequencer'’,

conforme instrugcdes do fabricante.

Os dados gerados foram, primeiramente, tratados pelo software MiSeq
Reporter'?. As sequéncias geradas foram processadas no programa MOTHUR
v.1.38.1 (Schloss et al., 2009), utilizando um limiar de pontuagédo de qualidade de
base nucleotidica (Phred score) igual a Q = 20. As sequéncias quiméricas foram
removidas pelo método Uchime (Edgar et al., 2011). Posteriormente, foram
alinhadas e classificadas de acordo o banco de dados de referéncia Silva v.123
(Quast et al., 2013) para a regidao V4 do rDNA 16S e agrupadas em unidades

taxondmicas operacionais (OTUs) considerando 97% de similaridade genética.

4.6 ANALISE DOS DADOS

As analises de alfa diversidade, beta diversidade e abundéancia relativa foram
realizadas pelo programa R (R Core Team, 2014), utilizando os pacotes Phyloseq
(McMurdie; Holmes, 2013) e ggplot2 (Wickham, 2009). Amostras com numero
insuficiente de sequéncias (< 500) foram removidas. A alfa diversidade foi
mensurada por meio dos indices de diversidade Shannon (Shannon; Weaver,
1963) e Simpson (Simpson, 1949) e de rigueza ACE (Chao, 1987) e Chaol (Chao,
1984). Para avaliar a similaridade entre o0s grupos observados, também
empregou-se o método multivariado de Analise de Coordenadas Principais

(PCoA), com base na matriz de distancia UniFrac (Lozupone; Knight, 2005).

Para comparacao entre os indices de diversidade foram empregados os testes

estatisticos ANOVA one-way para dados com distribuicdo normal e Kruskal-Wallis

® lllumina.
% llumina.
2 llumina.
2 llumina.
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one-way para dados com distribuicdo ndo paramétrica. Os valores de p < 0,05

foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE Fisico-QuimMICA

Os resultados referentes as analises fisico-quimicas estdo apresentados na
Tabela 1.

52 DADOS GERAIS DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

A quantidade de sequéncias geradas antes e ap0s 0 processamento das

amostras no programa MOTHUR estéo descritas na Tabela 2.

53 ANALISE DA COMUNIDADE DE BACTERIA E ARCHAEA

As sequéncias de rDNA 16S geradas foram processadas e agrupadas em OTUs.
A abundancia relativa dos dominios Bacteria e Archaea, para cada uma das
amostras, esta representada na Fig. 8. Das 8.946 OTUs observadas, 141 (1,58%)
correspondem a Archaea e 8.805 (98,42%) a Bacteria. Em relacdo a quantidade
total de sequéncias encontradas (2.126.260 sequéncias), 6% foram classificadas
como Archaea e 94% como Bacteria. As maiores abundancias relativas de
sequéncias de Archaea foram detectadas nas amostras coletadas na parte inferior
(UASB_B) e intermediaria (UASB_M) dos reatores UASB, totalizando 67%. No
gue se refere as sequéncias de Archaea de UASB_B, 76% foram provenientes da

primeira coleta. Ja para UASB_M, o niumero de sequéncias obtidas em cada uma
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das duas coletas foi semelhante. As sequéncias de Archaea provenientes de
UASB_A totalizaram 20%, mesmo com a eliminacdo da amostra 12D2 das

analises.

Em relacdo a abundéancia relativa de sequéncias de Bacteria, observou-se
predominio em todas as amostras. Os menores valores foram encontrados nas
amostras provenientes do interior dos reatores UASB. Os valores 46% e 54%
foram as abundancias relativas de Bacteria encontrados, respectivamente, na

primeira e na segunda coletas.

Apenas 21 do total de 8.946 OTUs foram detectadas em valor igual ou superior a
1% em todos os pontos amostrados. Uma amostra (12D2) foi excluida das
andlises, devido ao numero insuficiente de sequéncias (< 500; Tabela 2). A
Tabela 3 apresenta a identificacdo das OTUs com abundancia relativa superior a
1%.

Os 10 filos detectados com a maior abundéancia relativa foram Proteobacteria
(43%), Bacteroidetes (15%), Firmicutes (13%), Euryarchaeota (6%),
Bacteria_unclassified  (4%), Actinobacteria  (3%), Acidobacteria (2%),
Synergistetes (1%), Chloroflexi (1%) e Chlorobi (1%). A distribuicdo destes 10

grupos em cada amostra estudada esté apresentada na Fig. 9.

Da mesma forma, os 10 géneros mais abundantes em cada amostra estudada
estdo apresentados na Fig. 10. Em ordem decrescente de abundancia, citam-se
Arcobacter (8%), Acinetobacter (6%), Methanobacterium (4%), Cloacibacterium
(4%), Bacteria_unclassified (4%), Comamonadaceae_unclassified (3%),
Peptostreptococcaceae_unclassified (2%), WCHB1-69_unclassified (2%),

Clostridium_sensu_stricto_1 (2%) e Moraxella (2%).

Os indices de riqueza (ACE e Chaol) e diversidade (Shannon e Simpson) para
cada um dos 39 pontos de coleta analisados estdo expressos na Tabela 4 e na
Fig. 11.
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Tabela 1. Resultado das andlises fisico-quimicas das amostras coletadas no Centro de Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas.

Amostra pH Alcalinidade DBOt DQOt ST STV STF SST SSV SSF Ambénia NO, Nitrato PT OD

1D1 7,49 85 450 1200 3000 2400 600 2090 2090 O 75 0,0128 223 330 O
2D1 - - - - 10000 8900 1100 - - - - - - - -
3D1 = = = = 5500 4800 700 - = = = = = = =
4D1 - - - - 4500 4200 300 - - - - - - - -
5D1 7,65 90 220 480 650 500 150 40 40 0 90 0,0013 133 210 O
6D1 - - - - 20450 18452 1998 - - - - - - - -
7D1 - - - - 18540 17450 1090 - - - - - - - -
8D1 - - - - 12500 11200 1300 - - - - - - - -
9D1 7,66 75 240 600 460 350 110 50 50 0 110 0,006 120 110 O
10D1 - - - - 18900 16500 2400 - - - - - - - -
11D1 = = = = 13400 12200 1200 - - = = - - = =
12D1 - - - - 8500 7000 1500 - - - - - - - -
13D1 7,60 77 195 480 420 400 20 10 10 0 110 0,0017 145 110 O
14D1 7,60 84 65 460 280 260 20 90 90 0 60 0,0023 129 085 05
15D1 7,97 70 40 260 250 245 5 10 10 0 25 0,0024 180 025 0,7
16D1 8,29 78 40 320 450 420 30 90 90 0 45 0,0564 1,40 085 24
17D1 9,26 85 35 480 350 320 30 150 150 0 55 0,0065 1,40 09 4
18D1 8,25 80 45 260 380 300 80 50 50 0 85 0,0018 125 210 0,7
19D1 8,04 90 36 420 390 360 30 20 20 0 92 0,0450 2,03 145 35
20D1 8,42 80 45 160 345 325 20 50 50 0 42 0,0038 165 119 25



€9

(continuacao)

Amostra pH Alcalinidade DBOt DQOt ST STV STF SST SSV SSF Amonia NO, Nitrato PT OD

1D2 6,07 82 60 840 2792 2220 572 3500 3400 100 43,700 0,0321 6,31 267 O
2D2 - - - - 9548 6476 3072 - - - - - - - -
3D2 = = = - 160 76 84 - - - = = - = =
4D2 - - - - 124 48 76 - - - - - - - -
5D2 6,55 66 160 200 352 236 116 120 100 20 72,800 0,0025 2,07 0,18 O
6D2 - - - - 19096 10056 9040 - - - - - - - -
7D2 - - - - 16776 10968 5808 - - - - - - - -
8D2 - - - - 8544 5612 2932 - - - - - - - -
9D2 6,59 66 173 200 272 272 0 90 75 15 95,200 0,0016 151 0,17 O
10D2 - - - - 14172 9096 5076 - - - - - - - -
11D2 = = = - 7356 4864 2492 - - - = = - = =
12D2 - - - - 6928 4604 2324 - - - - - - - -
13D2 6,55 66 173 180 312 244 68 60 50 10 134,400 0,0021 194 0,12 0,4
14D2 6,75 68 40 60 304 304 0 135 90 45 62,700 0,0013 109 013 O
15D2 6,87 69 32 100 312 32 280 50 10 40 19,000 0,0021 109 0,17 1
16D2 7,03 70 48 140 348 328 20 120 90 30 23,000 0,0063 1,29 0,23 1,2
17D2 7,04 70 42 180 280 84 196 150 120 30 33,600 0,0031 1,74 044 35
18D2 7,03 70 54 60 332 156 176 80 45 35 45,400 0,0028 142 0,35 3,0
19D2 6,99 70 42 140 364 140 224 65 35 30 33629 0,0108 162 0,00 238
20D2 6,86 69 36 1100 332 148 184 75 45 30 36,400 0,0100 1,71 0,19 2,2

Valores expressos em mg/mL, exceto pH e alcalinidade; D1, coleta realizada em 17/02/2016; D2, coleta realizada em 02/08/2016; DBOt, demanda
bioguimica de oxigénio total; DQOt, demanda quimica de oxigénio total; ST, sélidos totais; STV, sélidos totais volateis; STF, solidos totais fixos; SST,
solidos suspensos totais; SSV, soélidos suspensos volateis; SSF, sélidos suspensos fixos; NO,, nitrito; Pt, fosforo total; OD — Oxigénio Dissolvido-, dados

nao obtidos.



Tabela 2. Quantidade de sequéncias brutas e processadas (Mothur) a partir das
amostras coletadas no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) UFMG/COPASA, Estacado de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas.

Numero sequéncias NUumero sequéncias
Amostras Amostras
antes P apos P antes P apos P
1D1 419082 75108 1D2 572556 80862
2D1 524696 93941 2D2 320627 39991
3D1 232028 27586 3D2 386364 45789
4D1 520948 90032 4D2 355332 36178
5D1 464356 88140 5D2 301026 69760
6D1 387526 62616 6D2 348511 79766
/D1 442993 58754 7D2 194250 36780
8D1 395021 55264 8D2 324637 43035
9D1 359042 13791 9D2 340678 84471
10D1 308971 51162 10D2 111948 5418
11D1 148414 11731 11D2 482908 101555
12D1 357655 50569 12D2 2848 67
13D1 303050 48367 13D2 360841 76526
14D1 297016 15236 14D2 265909 50870
15D1 340903 30658 15D2 209504 31778
16D1 221347 27479 16D2 515701 94073
17D1 307547 26511 17D2 265871 35846
18D1 354657 38184 18D2 330783 39064
19D1 257663 8899 19D2 70459 66372
20D1 1080462 135282 20D2 484295 98832
TOTAL 7723377 1009310 TOTAL 6245048 1117033

antes P, antes do processamento; apés P, apds o processamento.
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Figura 8. Abundancia relativa dos dominios Bacteria e Archaea das amostras coletadas no Centro de Pesquisa e Treinamento

em Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, Estacéo de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas.
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Tabela 3. OTUs com abundancia relativa superior a 1% em todos os pontos de coleta no Centro de Pesquisa e Treinamento em

Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas.

OoTU M D Fi C 0] Fa G

1 7,79% B  Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Campylobacteraceae Arcobacter

2 5,83% B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter

4 4,43% A Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanobacterium
20 419% B - - - - -

3 3,76% B  Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Cloacibacterium
10 2,77% B Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae -

5 2,19% B  Firmicutes Clostridia Clostridiales Peptostreptococcaceae -

11 1,98% B  Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales WCHB1-69 -

9 1,91% B  Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Chromatiaceae Nitrosococcus

8 1,84% B  Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae_1 Clostridium_sensu_stricto_1
7 1,61% B  Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Moraxella

13 1,61% B  Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophaceae Smithella
35 1,49% B Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides

37 1,48% B Firmicutes Clostridia Clostridiales - -

12 1,29% B  Chlorobi Chlorobia Chlorobiales SJA-28 -

22 1,25% B  Proteobacteria - - - -

29 1,24% B Firmicutes - - = -

16 1,14% B Chloroflexi Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineaceae -

26 1,11% B  Proteobacteria Deltaproteobacteria Deltaproteobacteria_Incertae_Sedis  Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus
15 1,04% B  Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Macellibacteroides
17 1,00% B  Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophaceae Syntrophus

OTU, unidade taxondmica operacional; M, média; D, dominio; Fi, filo; C, classe; O, ordem; Fa, familia; G, género; A, Archaea; B, Bacteria, -,

dado ndo obtido


https://en.wikipedia.org/wiki/Operational_taxonomic_unit

Figura 9. Distribuicéo dos filos de Bacteria e Archaea detectados com maior abundancia relativa em cada amostra coletada no

Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE)

Arrudas.
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Figura 10. Distribuicdo dos géneros de Bacteria e Archaea detectados com maior abundancia relativa em cada amostra coletada

no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, Estacédo de Tratamento de Esgoto (ETE)

Arrudas.
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Tabela 4. Alfa diversidade das amostras coletadas no Centro de Pesquisa e
Treinamento em Saneamento (CePTS) UFMG/COPASA, Estacédo de Tratamento

de Esgoto (ETE) Arrudas, avaliada pelos indices de riqueza (ACE e Chaol) e

diversidade (Shannon e Simpson).

Amostra Riqueza Diversidade
Chaol ACE Shannon Simpson
1D1 790,15 819,93 3,9 0,9291
2D1 576,45 602,98 4,2 0,9500
3D1 549,86 551,8 4.3 0,9545
4D1 793,73 792,79 4,65 0,9729
5D1 977,51 931,23 3,77 0,9092
6D1 638,9 641,53 4,04 0,9558
7D1 801,63 759,59 4,47 0,9698
8D1 705,94 711,97 4,6 0,9757
9D1 518 522,25 3,36 0,8318
10D1 577,33 594,8 4,02 0,9463
11D1 458,64 469,49 4,37 0,9624
12D1 545,13 550,02 4,08 0,9516
13D1 604,46 661,73 3,26 0,8076
14D1 1395,33 144458 5,62 0,9854
15D1 1922,75 2018,89 6,06 0,9939
16D1 750,51 812,18 3,89 0,9197
17D1 453,59 459,29 4,32 0,9726
18D1 985,91 1038,78 4,84 0,9794
19D1 1006,61 1036,96 55 0,9877
20D1 1301,91 1286,83 4,73 0,9576
1D2 682,16 693,2 4,2 0,9561
2D2 775,13 750,87 4,9 0,9830
3D2 735,54 771,01 4,45 0,9607
4D2 829,24 826,32 4,6 0,9670
5D2 938,72 931,64 4,19 0,9252
6D2 837,62 812,59 4,9 0,9836
7D2 760,21 783,66 5 0,9867
8D2 832,89 845,78 5 0,9866
9D2 900,86 969,59 4,5 0,9321
10D2 388,2 402,2 4,61 0,9806
11D2 871,94 914,04 4,93 0,9840
13D2 939,94 1017,56 4,94 0,9776
14D2 1932,85 1978,33 5,34 0,9591
15D2 1030,81 1100,67 4,6 0,9447
16D2 1340,33 1375,64 5,06 0,9705
17D2 454,33 459,93 3,6 0,9238
18D2 720,26 755,39 3,88 0,9519
19D2 1634,32 1703,41 5,58 0,9890
20D2 1421,68 1523,54 5,34 0,9840
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Figura 11. Alfa diversidade das amostras coletadas no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS)

UFMG/COPASA, Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas, avaliada pelos indices de diversidade (Shannon e Simpson)
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No que se refere a beta diversidade, como mostrado na Fig. 12, h4 uma tendéncia
das comunidades microbianas a formarem quatro subgrupos (circulos tracejados)
entre os tipos de amostra. Apenas duas amostras, do mesmo reator UASB, mas,
provenientes de alturas distintas, ndo foram devidamente agrupadas (setas
tracejadas). No entanto, h4 uma maior proximidade da amostra de leito de lodo do
reator UASB1 (2D2) com o grupo 1 e da amostra da porgcéo superior do mesmo

reator (4D1) com o grupo 2.

O agrupamento 1 reune amostras coletadas, predominantemente, na zona de
reacao do reator, com excecao das amostras 8D1 e 8D2, ambas provenientes de
um pool dos dois pontos mais altos (1,5 m + 2,0 m) do reator UASB2 e da
amostra 12D1, obtida do ponto mais alto dentro do reator UASB3. O agrupamento
2 aglomera, predominantemente, amostras coletadas das saidas e de pontos
internos proximos as saidas dos trés reatores, exceto 15D2, amostra coletada na
saida do WHNP durante o periodo seco. O agrupamento 3 congrega,
predominantemente, amostras coletadas nas saidas de diferentes tipos de pdés-
tratamento. Por fim, o agrupamento 4 relne amostras obtidas apds lagoa de
polimento e filtro grosseiro, que sdo pos-tratamentos interligados, que recebem,
na ordem mencionada acima, o efluente do UASB 2.
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Figura 12. Beta diversidade - andalise de coordenadas principais (PCoA) baseada

em UniFrac.
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DISTRIBUICAO DE BACTERIA E ARCHAEA EM DIFERENTES PONTOS DOS

Para a comparacdo entre os diferentes pontos dos reatores UASB, foram

considerados, inicialmente, os 10 filos com maior abundéancia relativa em cada

uma das trés subdivisbes internas dos reatores UASB (UASB B, UASB M e

UASB_A). Nas amostras de UASB_B e UASB_M, os filos com abundancia

relativa expressiva (= 10%) foram, respectivamente, Proteobacteria (30% e 33%),

Firmicutes (20% e 16%), Euryarchaeota (14% e 13%) e Bacteroidetes (10% e

12%), conforme Fig. 13 e 14. Diferentemente das subdivisdes inferiores, UASB_A
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(Fig. 15) apresentou apenas trés filos com abundancia relativa expressiva,

Proteobacteria (42%), Bacteroidetes (15%) e Firmicutes (14%).

Figura 13. Composigéo, considerando os 10 filos mais abundantes, das amostras

da porcéo inferior (UASB_B) de cada reator UASB em cada coleta.
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Figura 14. Composigao, considerando os 10 filos mais abundantes, das amostras

da porcao intermediaria (UASB_M) de cada reator em cada coleta.
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Figura 15. Composi¢éo, considerando os 10 filos mais abundantes, das amostras

da porcgéao superior (UASB_A) de cada reator em cada coleta.
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Da mesma forma, as 10 classes com maior abundancia relativa foram
consideradas para comparagao entre os diferentes pontos dos reatores UASB.
Para UASB_B, quatro classes totalizaram abundancia relativa de 50%; séo elas,
Clostridia (17%), Deltaproteobacteria (14%), Methanobacteria (11%) e
Gammaproteobacteria (8%; Fig. 16). No que se refere UASB_M, destacam-se as
classes Deltaproteobacteria (14%), Clostridia (13%), Methanobacteria (10%) e
Gammaproteobacteria (9%), que somam abundancia relativa de 46% (Fig. 17).
Nas amostras de UASB_A, seis classes, Gammaproteobacteria (12%), Clostridia
(12%), Deltaproteobacteria (11%), Methanobacteria (7%), Bacteroidia (5%) e

Betaproteobacteria (5%) somaram abundancia relativa de 52% (Fig. 18).

Figura 16. Composicdo, considerando as 10 classes mais abundantes, das

amostras da porcéo inferior (UASB_B) de cada reator em cada coleta.
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Figura 17. Composi¢cdo, considerando as 10 classes mais abundantes, das

amostras da porgao intermediaria (UASB_M) de cada reator em cada coleta.
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Figura 18. Composicdo, considerando as 10 classes mais abundantes, das

amostras da por¢ao superior (UASB_A) de cada reator em cada coleta.
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Os géneros com abundancia relativa média igual ou superior a 1% foram
descritos para cada uma das trés subdivisbes internas dos reatores.
Methanobacterium foi 0 género mais abundante em todas as amostras estudadas.
Nas amostras relacionadas a UASB_B, a soma da abundancia de todos os
géneros com, no minimo, 1% de abundancia relativa em relacdo a todas as
amostras, totalizou 62%. A Fig. 19 apresenta os géneros predominantes. Para as
amostras de UASB_M, 60% foi o resultado da soma da média das abundancias
relativas, conforme Fig. 19. A Fig. 20 apresenta a distribuicdo dos géneros mais
abundantes nas amostras correspondentes as por¢fes superiores dos reatores
(UASB_A). A soma das médias das abundéancias relativas totalizou 61%.

Figura 19. Composigéo, considerando os géneros com abundéancia relativa média
igual ou maior que 1%, das amostras da porcao inferior (UASB_B) de cada reator

em cada coleta.
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Figura 20. Composigéo, considerando os géneros com abundancia relativa média
igual ou maior que 1%, da porcéo inferior (UASB_M) de cada reator em cada

coleta.
a0% Género:
Bacteroides
70% Fimicutes_unclassified
Macellibacteroides
— — . Moraxella
60% — —  mComamonadaceae_unclassified
e . | | meeab?cfena_uncfassrﬁgq
S 50% - jna;ohr;eaceae_uncfassrﬁed
= mArcobacter
; - B Synirophus
E 40% 1 u Cloacibacterium
= m Synirophorhabdus
5 20% mSJA-28_unclassified
ﬂ u Clostridium_sensu_stricto_1
m Clostndiales_unclassified
20% - B Acinetobacter
mNitrosococcus
10% - m Smithella
B Pepiostreptococcaceae_unclassified
uWCHE 1-69_unclassified
0% - mBactena_unclassified
301 D2 D1 D2 11D1 11D2 UASB_M " _
- B Methanobacterum
Amostras UASB_M

78



Figura 21. Composicdo dos géneros com abundancia relativa média igual ou

maior que 1% da porcéo inferior (UASB_A) de cada reator e em cada periodo de

coleta.
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55 INVESTIGACAO DA INFLUENCIA DA SAZONALIDADE E DOS PARAMETROS FISICO-
QUIMICOS NA ALFA-DIVERSIDADE DA COMUNIDADE DE BACTERIA E ARCHAEA EM

REATORES UASB E SISTEMAS DE POS-TRATAMENTO DE ESGOTO

Ndo se detectou influéncia da sazonalidade na diversidade (indice de Shannon)
de Bacteria e Archaea. No que se refere aos parametros fisico-quimicos,
observou-se associacdo estatisticamente significativa apenas entre concentracao

de nitrato e diversidade avaliada pelo indice de Shannon (p = 0,0002463).

A diversidade (indice de Simpson) e a riqueza (indices de Chaol e ACE) nao
foram influenciadas significativamente por sazonalidade ou pelos parametros

fisico-quimicos analisados.

5.6 AVALIAGCAO DO EFEITO DOS DIFERENTES SISTEMAS DE TRATAMENTO DE ESGOTO
EM BACTERIAS POTENCIALMENTE PATOGENICAS COM ROTA DE TRANSMISSAO

FECAL-ORAL

Das 21 OTUs descritas (Tabela 3), resultado da soma de todas as médias
correspondentes as OTUs incluidas em um mesmo género totalizando 1% ou
mais de abundancia relativa média em relacdo a todos os pontos de coleta,
apenas Arcobacter destaca-se como patdgenos potencial com rota de
transmissao fecal-oral. As demais OTUs correspondentes ao tAxon género nao se

relacionam a organismo com esta rota de transmissao.

Alguns géneros cujos representantes sdo potenciais patdbgenos que podem ser
transmitidos via fecal-oral também foram encontrados nas amostras
correspondentes aos efluentes de saida, porém com baixissima abundancia
relativa (<1%). Mencionam-se Aeromonas (0,47%), Enterococcus (0,07%) e
Escherichia-Shigella (0,21%). A Fig. 22 ilustra as abundancias relativas dos

géneros supracitados em cada um dos pontos estudados.
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A abundancia relativa de Arcobacter foi de 3% e 5% nas amostras de esgoto
bruto, primeira e segunda coleta, respectivamente. Esses valores aumentam nas
amostras coletadas nas saidas dos trés reatores UASB, em ambas as coletas
(amostras 5D1, 5D2, 9D1, 9D2, 13D1 e 13D2). ApGs passarem pelas etapas de
pés-tratamento, apenas os efluentes correspondentes as amostras 14D1, 17D1,
17D2, 18D1, 18D2, 19D1 e 19D2 reduziram a abundancia relativa para nula ou

menor do que aquelas provenientes do esgoto bruto.

A abundancia relativa de Aeromonas no esgoto bruto foi de 0,32% e 0,68% nas
coletas 1 e 2, respectivamente. Esses valores aumentaram nas amostras
coletadas nas saidas dos trés reatores UASB. Nas amostras coletadas pés-
tratamento, 14D1, 17D1, 18D1 e 19D1 (primeira coleta) e 16D2, 17D2, 18D2 e
19D2 (segunda coleta) apresentaram menor abundancia relativa média quando

comparada com as respectivas amostras iniciais (esgoto bruto).

A abundéncia relativa de Enterococcus nas amostras 1D1 e 1D2 foi de 0,15% e
0,06%, respectivamente. Os reatores UASB1 e UASB3 lancaram efluentes com
abundéancia menor que 0,15% na primeira coleta, assim como todos o0s pos-
tratamentos, com excegdo de 15D1. Por outro lado, somente o UASB3 foi capaz
de reduzir a abundancia relativa dos representantes de Enterococcus para menos
de 0,06% na segunda coleta e, no pos-tratamento, apenas a amostra 20D2
apresentava abundancia relativa deste género menor do que aquela presente no

seu respectivo esgoto bruto.

Os valores 0,27% e 0,19% correspondem, respectivamente, as abundancias
relativas de Escherichia-Shigella nas amostras 1D1 e 1D2. Todos os efluentes
dos reatores UASB, nas duas coletas, apresentaram valores de abundéancia
relativa maiores que os iniciais. As amostras 17D1, 17D2, 18D1, 18D2, 19D1 e
19D2 apresentaram reducdo da abundancia relativa em relacdo aos seus

respectivos esgotos brutos.
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6 DISCUSSAO

Ambientes aquéaticos sdo 6timos propagadores de microrganismos. E de especial
relevancia a possibilidade de veiculacdo de amostras patogénicas, sobretudo, nos
corpos de agua que recebem afluentes contaminados. As esta¢cdes de tratamento
de esgoto, instalacbes que objetivam adequar os efluentes para seu devido
lancamento nos corpos de agua receptores, sdo cada vez mais importantes,
principalmente, no que se refere ao acompanhamento do aumento de fontes
poluidoras, como aquelas encontradas em ambientes urbanos e industriais,

dentre outros (Von Sperling; Chernicharo, 2005).

A aceleracdo da depuracdo do esgoto pode ser feita com diversos tipos de
sistemas de tratamento que compdem as ETEs (Lins, 2010). Os reatores
anaerobios de fluxo ascendente em manta de lodo sdo uma 6tima alternativa para
o tratamento de esgotos, tanto pela alta eficiéncia de funcionamento em regifes
tropicais, como pela menor necessidade de espagco para sua instalacéo
(Sobrinho; Jordéo, 2001; Von Sperling, 2005). Esses reatores, no entanto, nao
sdo capazes de, sozinhos, adequar o0 esgoto a niveis fisicos, quimicos e
bioldgicos adequados para lancamento no ambiente e, portanto, necessitam de

etapas de pos-tratamento (Chernicharo, 2006).

Considerando a importancia da agua e a necessidade de depuracdo do esgoto
para preservacao desse recurso e do ambiente como um todo, conhecer a
comunidade de bactérias e arqueias presentes em cada etapa do tratamento é
primordial, tanto para a tomada de decisbes sobre 0s processos a serem
empregados como para a constante melhoria do processo. Assim, conduzimos
esta investigacdo com o objetivo de avaliar a composicado de Bacteria e Archaea
no esgoto bruto, reatores UASB e afluentes de etapas de pés-tratamento do
CePTS UFMG/COPASA. A CePTs UFMG/COPASA ¢é uma planta experimental,
gue recebe o mesmo esgoto in natura que a ETE Arrudas e conta, entre outros,

com reatores UASB, lagoas de polimento, diversos filtros e wetlands.
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No que se refere a andlise a comunidade de Bacteria e Archaea, no nivel de
dominio, observou-se grande predominio de Bacteria. Apenas 6% das sequéncias
encontradas correspondiam a Archaea. Embora este seja um percentual baixo,
nao se deve subestimar a participacdo do grupo taxonémico no tratamento de
efluentes, principalmente em reatores UASB, visto que as arqueias
desempenham um papel primordial na decomposi¢do da matéria organica. Deve-
se mencionar, ainda, que € possivel que a presenca de arqueias esteja
subestimada, ou seja, OTUs néo identificadas possam corresponder a arqueias
cujas sequéncias ainda ndo estejam incluidas no banco de dados utilizado, Silva
v.123 (Quast et al., 2013).

As arqueias sao microrganismos que apresentam uma série de exigéncias
bioquimicas que podem ser encontradas dentro dos reatores UASB, mais
especificamente, na zona de reacéo, onde estédo localizadas a manta de lodo e o
leito de lodo (Chernicharo, 2007). A deteccdo de dosagens elevadas de solidos
nas partes internas dos reatores estudados, conforme descrito para ambas as
coletas, reforca esta observacao, pois sdo fonte de matéria organica e, logo, de

nutrientes.

Todas as amostras do periodo chuvoso provenientes da zona de reagdo dos
reatores apresentaram maior abundancia de arqueias em relacdo as suas
correspondentes do periodo seco. Na amostra 12D1 também se detectou grande
quantidade de arqueias, mas, ela ndo pdde ser comparada com a amostra
correspondente obtida no periodo seco, porque esta foi excluida das andlises
estatisticas em decorréncia do niumero baixo de sequéncias obtidas. Um erro nas
etapas prévias ao sequenciamento é uma hipétese para explicar o fato. A razao
para a exclusdo da amostra € a possibilidade de geracéo de viés estatistico por

amostras com um numero de sequéncias menor que 500.

A grande maioria das sequéncias de Archaea detectadas pertence ao filo
Euryarchaeota, cujos representantes sdo metanogénicos (Chernicharo, 2007,
Zieminski; Frgc, 2012; Shah et al., 2014). Como ja pré-estabelecido para o
contexto da digestdo anaerdbia de matéria organica, a presenca de
microrganismos  metanogénicos, sobretudo representanates do  filo

Euryarchaeota, em reatores UASB é primordial para a realizacdo da etapa
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metanogénica. Ainda, foram encontradas sequéncias correspondentes a
Thaumarchaeota, filo recentemente incorporado ao dominio Archaea apds
diversas analises moleculares (Brochier-Armanet et al., 2008; Spang et al., 2010).
Microrganismos incluidos neste filo participam de ciclos biogeoquimicos, como o
ciclo do nitrogénio (Brochier-Armanet et al., 2008). Thaumarchaeota possui genes
gue oxidam a amdnia, etapa inicial do processo de nitrificacdo que, anteriormente,
era relacionado apenas a grupos especializados de Beta e Gamaproteobacteria
(Kowalchuk and Stephen 2001; Stieglmeier, 2014). No entanto, estudos sobre a
descoberta de Thaumarchaeota em estacdes de tratamento de esgoto ainda séo

raros, necessitando, portanto, de novas pesquisas na area.

Em relacdo as sequéncias de Bacteria, no que se refere a filos, Proteobacteria,
Bacteroidetes e Firmicutes dominaram o conjunto de dados e estiveram presentes
em todas as amostras, mesmo nos efluentes lancados apds as etapas de poés-
tratamento. A predominancia desses filos também foi relatada em outros estudos

gue avaliaram aguas residuarias.

Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes foram os filos encontrados com maior
abundéancia, em composicdes relativas distintas, em trabalhos que analisaram a
comunidade bacteriana em sistemas de tratamento de esgoto (Nelson, 2011; Lee,
2012; Enitan, 2014; Jang et al., 2014; Lee, 2014). Em especial, representantes de
Proteobacteria, geralmente, ocupam o topo do ranking dos microrganismos
tipicamente mais abundantes em agua doce (Williams et al., 2004; Zwart et al.,
2002; Eichler et al., 2006; Pinto, 2012). Isto pode explicar a predominancia do filo
nas amostras estudadas. A abundancia relativa elevada de Bacteroidetes e
Firmicutes podem ser explicadas por sua presenca massiva nha microbiota
intestinal humana, como ja relatado em diversos trabalhos (Zoetendal; Raijilic-
Stojanovic; de Vos, 2008; Li, 2009; Mariat et al., 2009; Arumugam et al,. 2011,
Gerritsen et al., 2011). Ainda sobre os filos, Paiva e colaboradores (2015),
utilizando a regido V6 do rDNA 16S para 0 sequenciamento, encontraram
Proteobacteria e Firmicutes em maior abundancia relativa no esgoto bruto da
mesma ETE, ao passo que os niveis de Bacteroidetes foram menores, em relacao

ao presente trabalho.
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Entre os 10 filos mais abundantes, houve a presenca de grupos que foram
classificados como “Bacteria_unclassified”. O termo se refere a um conjunto de
microrganismos sabidamente pertencentes ao dominio Bacteria, para 0s quais o

grupo taxonémico hierarquicamente inferior ndo péde ser determinado.

No que se refere aos 10 grupos mais abundantes no nivel de género, cinco deles
correspondem a taxons ja descritos, quais sejam Arcobacter, Acinetobacter,
Cloacibacterium, Methanobacterium e Moraxella. Entretanto, os outros cinco
grupos nao puderam ser definidos. Sao eles, Bacteria_unclassified,
Comamonadaceae_unclassified, Peptostreptococcaceae_unclassified, WCHB1-
69 unclassified e Clostridium_sensu_stricto_1. Comamonadaceae_unclassified e
Peptostreptococcaceae_unclassified relacionam-se a agrupamentos nao
identificados das familias Comamonadaceae e Peptostreptococcaceae,
respectivamente. Clostridium_sensu_stricto_ 1 € um agrupamento filogenético
incluido no género Clostridium que ndo forma um grupo filogeneticamente
coerente (Gupta; Gao, 2009) e WCHB1-69 € um agrupamento que pertence a

familia Bacteroidaceae.

A explicacdo para esse tipo de achado que ndo permite a definicdo no nivel do
taxon analisado pode ser a limitacdo do banco de dados de referéncia utilizado,
Silva v.123 (Quast et al., 2013). Outra hipétese € a possibilidade de que algumas
sequéncias encontradas sejam potenciais representantes de novas espécies.
Paiva e colaboradores (2015), trabalhando com lodos ativados, encontraram
diversas OTUs que nao puderam ser classificadas, sugerindo, também, potenciais

representantes de novas espécies.

No que se refere aos géneros que puderam ser definidos, Arcobacter é
frequentemente encontrado em amostras de esgoto (Fisher et al., 2014).
Acinetobacter também é um grupo comumente detectado em esgoto. Shanks e
colaboradores (2013), em um trabalho que compara comunidades microbianas de
esgotos ndo tratados, relataram que Acinetobacter e outros seis géneros,
incluindo, Arcobacter e Cloacibacterium, também observados no presente estudo,
foram as OTUs com abundancias relativas mais proeminentes. Os autores

também descreveram a presenca de Comanadaceae_unclassified que, em
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conjunto com 0s géneros mencionados acima somaram 40% das sequéncias

encontradas.

A alfa diversidade foi avaliada para todas as amostras com base nos indices de
diversidade Shannon e Simpson e nos indices de rigueza Chaol e ACE. O
primeiro grupo é utilizado para padronizar os valores para abundéancia e riqueza
em um unico valor, ao passo que o segundo grupo, por sua vez, estima o numero
total de espécies presentes em uma comunidade (Guralnick, 2007; Feest, 2010;
Magurran, 2011).

Os indices de Shannon mensurados variaram de 3,26 (saida do UASB 3, primeira
coleta) a 6,06 (saida da wetland horizontal ndo plantada, primeira coleta). Dentre
0s quatro menores indices de Shannon, trés foram observados em amostras
provenientes das saidas dos trés reatores UASB. Considerando que o indice de
Shannon considera igual peso entre espécies raras e abundantes (Magurran,
2011) e que, para atingir um resultado maximo, cada espécie representada deve
ser composta por um numero igual de individuos (Shannon; Weaver, 1963), é
possivel que, nessas amostras, 0os numeros de sequéncias para cada OTU
relatada sejam bastante heterogéneas. Em contrapartida, as quatro amostras com
maiores valores de Shannon sdo originarias de pontos de saidas de poés-
tratamentos (WHP, WHNP e filtro biopercolador cilindrico). Utilizando a mesma
l6gica, houve menor heterogeneidade na distribuicdo do niumero de sequéncias

entre as amostras.

Os valores de diversidade obtidos empregando-se o indice de Simpson, por sua
vez, apresentaram uma pequena variagdo em relacdo ao indice anterior para
cada amostra. O menor (0,8076) e o maior (0,9939) valor foram observados para
as mesmas amostras para as quais os indices de Shannon menos e mais
elevados foram detectados, respectivamente. Da mesma forma, trés dos quatro
menores valores foram oriundos das saidas dos mesmos reatores UASB para 0s
quais os menores indices de Shannon foram relatados. Ainda, trés das quatro
amostras com maiores indices de Simpson foram originarias de amostras de pos-
tratamentos (WHNP, filtro biopercolador cilindrico, ambas as coletas), como
observado quando a diversidade foi avaliada pelo indice de Shannon.
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Chaol é um teste que se baseia no numero de OTUs raras (singleton e
doubletons), sendo que amostras com muitos singletons (OTU representada por
apenas uma sequéncia na comunidade) tendem a ser superestimadas para
riqueza (Bunge et al., 2012). ACE, por sua vez, é um teste que, além dos
singletons e doubletons, baseia-se, também, naquelas OTUs representadas por

mais de 10 sequéncias (Basualdo, 2011).

Nesta investigacdo, os sete menores valores para o teste de ACE foram
encontrados exatamente nas mesmas amostras com 0s sete menores valores
para o teste de Chaol, na mesma ordem. Isso significa que o nimero de OTUs
abundantes (> 10 sequéncias) nao influenciaram significativamente em algumas
amostras. Em contrapartida, as duas amostras com maiores valores nos dois
testes para rigueza ocuparam posi¢des inversas. Assim, a amostra originada da
saida do WHP da segunda coleta apresentou 1932,9 e 1978,33 para os testes de
Chaol e ACE, respectivamente e a amostra proveniente da saida do WHNP da
primeira coleta exibiu os valores 1922,8 para Chaol e 2018,89 para ACE. Em
seguida, as préximas seis amostras coincidiram em suas posi¢cdes no ranking

com maiores indices de riqueza.

A PCoA com base na métrica de distancia empregada, UniFrac, permitiu uma
identificacdo visual da matriz de similaridade. Quatro agrupamentos principais e
duas amostras sem um perfil determinado foram identificados e analisados. A
amostra 2D2, proveniente do leito de lodo do reator, apesar de nao ser incluida
em nenhum dos quatro subgrupos, permaneceu mais proxima do subgrupo 1.
Esta proximidade pode ser explicada pela presenca de outras amostras coletadas
das porcdes internas inferiores dos reatores. Esses ambientes, por terem
caracteristicas fisico-quimicas tipicas, acabam exercendo fortes pressées
seletivas, formando, portanto, comunidades peculiares. A amostra 4D1,
proveniente da por¢cdo mais alta no interior do mesmo reator, ficou mais proxima
do agrupamento 2, que engloba, em sua grande maioria, amostras originarias das
saidas dos reatores UASB e também a amostra 4D2. Dessa forma, é

compreensivel tal aproximagéo.

A aglomeragdo das amostras oriundas dos trés diferentes filtros percoladores

biolégicos (FP, FBP_C e FBP_A) e dos dois diferentes wetlands fortalece a

88



10

15

20

25

30

hipotese de que todas as combinacdes de tratamento do CePTS, a partir do
esgoto bruto, passando pelos UASBs, até os efluentes dos pés-tratamentos,

criam um padrdo na comunidade de bactérias e arqueias.

Apesar de também ser composto por amostras obtidas das etapas de pos-
tratamento, o subgrupo 4 ficou visivelmente afastado do anterior. Uma hipotese
que explica esse fato € que as caracteristicas fisico-quimicas sejam peculiares,
tornando o ecossistema seletivo. Além disso, o maior tempo de detencado hidrica
do efluente na lagoa de polimento (17D1 e 17D2), bem como sua exposicdo ao ar
atmosférico, fazem com que apenas alguns microrganismos consigam se
estabelecer no local. As lagoas de polimento em série permitem remover,
principalmente, organismos patogénicos e amoénia, embora também reduzam os
valores de fésforo (CePTS-Cartilha). Os valores de concentracdo de aménia das
amostras 9D1/9D2 e 17D1/17D2 evidenciam um dos objetivos principais deste
sistema de pdés-tratamento. No entanto, a reducdo de fosforo s6 ocorreu para as

amostras da primeira coleta (17D1 em relacdo a 9D1).

O filtro grosseiro (18D1 e 18D2) tem por objetivo retirar parcialmente algas,
contribuindo para a remocdo adicional de sélidos em suspensdo e matéria
organica (CePTS-Cartilha). Nossos dados demonstram que os valores de SST
das amostras 17D1/17D2 sé&o reduzidos nas amostras 18D1/18D2, ratificando,

assim, um dos objetivos deste sistema de pds-tratamento.

Além da avaliacdo da comunidade de Bacteria e Archaea no esgoto bruto e em
amostras obtidas apos as diferentes etapas de tratamento, este estudo também
comparou a composicado microbiana em diferentes pontos dos reatores UASB.
Assim, foram obtidas amostras de trés pontos diferentes em cada reator, nas

por¢des inferior, intermediéria e superior.

Os trés reatores, UASB 1, UASB 2 e UASB 3, exibem caracteristicas estruturais
diferentes, conforme descrito anteriormente no corpo deste trabalho. Apesar das
caracteristicas distintas, acredita-se que o0s trés reatores apresentem
comunidades de Bacteria e Archaea semelhantes. Entretanto, esperava-se
perceber variacbes dessas comunidades entre as porc¢des internas dos reatores

(UASB_B, UASB_M e UASB_A).

89



10

15

20

25

30

Inicialmente, foi feita a média da abundancia relativa das porcdes internas
UASB B, UASB_M e UASB_A, dos trés reatores UASB 1, UASB 2 e UASB 3.

Entdo, a amostra de cada porc¢éo foi comparada com a média daquela porcéo.

Dentre os filos de Bacteria mais abundantes, destacam-se Proteobacteria,
Firmicutes e Bacteroidetes, nesta ordem. Proteobacteria foi o filo com abundancia
relativa predominante em todas as comunidades estudadas, com excecdo da
amostra 10D1 (UASB_B, primeira coleta), na qual ocupou a segunda posicao,
atras de Firmicutes. Os trés filos mencionados ocuparam os trés primeiros lugares
em termos de abundéancia relativa de Bacteria em todas as amostras, embora
nem sempre na mesma ordem. A predominancia desses trés filos também foi
relatada por Cardinali-Rezende e colaboradores (2013), com base no
sequenciamento de bibliotecas de clones de genes rRNA 16S provenientes de

amostras do reator UASB 3 também utilizado neste trabalho.

Em relacdo a Archaea, apenas Euryarchaeota foi encontrado entre os 10 filos
mais abundantes. O grupo inclui arqueias que desempenham funcdes primordiais
na zona de reacdo do reator UASB (Vazoller, 1999; Chernicharo, 2007; Shah,
2014).

Dentre as 10 classes mais abundantes dentro dos reatores, apenas
Methanobacteria foi relatada na maior parte das amostras. Observou-se maior
qguantidade do grupo nas porcdes inferiores e menor quantidade nas porcdes
superiores dos reatores. Considerando que a producdo de metano é maior na
porcdo inferior do reator (Chernicharo, 2007), o resultado encontrado esta

coerente com a literatura.

Methanomicrobia estava entre as 10 classes mais abundantes com base na
média de UASB_M. Sua abundancia relativa nesta por¢do variou de 2 a 4%,

dependendo do reator e do periodo de coleta.

Entre as ordens de Euryarchaeota presentes em reatores UASB, destacam-se
aquelas produtoras de metano, entre elas, Methanobacteriales (classe
Methanobacteria), Methanococcales (classe Methanococci), Methanomicrobiales
(classe Methanomicrobia), Methanosarcinales (classe Methanomicrobia) e
Methanopyrales (classe Methanopyri) (Vazoller, 1999; Chernicharo, 2007; Shah,

2014). Nesta investigacdo, Methanobacteriales, Methanocellales (classe
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Methanomicrobia), Methanomicrobiales e Methanosarcinales foram encontradas.
Methanosarcinales foi a ordem mais predominante relatada no trabalho de

Cardinali-Rezende e colaboradores (2013).

O unico género de arqueia detectado com abundancia relativa igual ou superior a
1% foi Methanobacterium. Em termos de distribuicdo, a composicdo relativa
média do organismo nos trés reatores UASB estudados foi de 11%, 10% e 7%
nas porcdes inferior, intermediaria e superior, respectivamente, como esperado
(Leclerc, 2001; Chernicharo, 2007).

Relativo a Bacteria, filo Proteobacteria, quatro classes foram encontradas entre as
10 mais abundantes em pelo menos uma das porc¢des internas dos reatores. Sao
elas Gammaproteobacteria,  Deltaproteobacteria, = Betaproteobacteria e
Epsilonproteobacteria. A presenca dessas classes em reatores UASB também foi

relatada por Lucena (2008).

Os géneros de Gammaproteobacteria encontrados com abundancia relativa igual
ou maior que 1% foram Acinetobacter, Moraxella e Nitrosococcus. Todos eles
participam do ciclo do nitrogénio (Ward et al., 2002).

Em relacdo aos géneros de Deltaproteobacteria com abundancia minima de 1%,
foram encontrados Smithella, Syntrophorhabdus e Syntrophus. Smithellla parece
desempenhar funcdo importante na oxidacdo de enxofre (Aida et al., 2014).
Syntrophorhabdus inclui bactérias anaerdbias obrigatorias, compativel com a
auséncia de oxigénio dentro dos reatores (Qiu et al., 2008). Syntrophus contém

espécies que degradam acidos graxos (Jackson et al., 1999).

Para Betaproteobacateria, apesar de alguns representantes exercerem papeéis
importantes na remocao de nutrientes de matéria organica (Cydzik-Kwiatkowska;
Zielinska, 2016), apenas organismos nao classificados no nivel de género foram
detectados no presente estudo.

Epsilonproteobacteria foi uma classe relatada para apenas trés amostras, duas
provenientes da porgéo superior do UASB1 nas duas coletas e outra originaria da
porcao intermediaria do mesmo reator na segunda coleta. Arcobacter foi o Unico

representante encontrado na lista dos géneros com abundancia minima de 1%.
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Microrganismos desse género despertam preocupagdo especial por serem

patdgenos potenciais para seres humanos (Moreno et al., 2003).

No filo Firmicutes, a classe Clostridia foi a Unica encontrada com abundancia
significativa. De um modo geral, a abundancia relativa dessa classe foi maior nas
amostras da porgéo inferior dos reatores, quando comparadas com as demais
porcbes. A ordem Clostridiales foi identificada, mas, categorias taxondmicas
hierarquicamente inferiores ndo puderam ser identificadas. Firmicutes sao
relacionados a processos de fermentacdo e acetogénese (Nelson; Morrison; Yu,
2011; de Vrieze et al., 2015). A concentracdo de Firmicutes foi maior nas
comunidades provenientes da porcao inferior dos reatores e menor nas partes

superiores.

O filo Bacteroidetes apresentou uma dindmica de abundancia relativa inversa ao
de Firmicutes, sendo maior na parte superior dos reatores UASB. As classes
Bacteroidia, Sphingobacteriia e Flavobacteriia foram as mais abundantes. Em
Bacteroidia, o género Bacteroides foi relatado nas mesmas amostras onde
Arcobacter estava presente. Clostridium e Bacteroides sdo géneros de bactérias
acidogénicas comumente encontrados em reatores anaerdbios (Chernicharo,
2007). Macellibacteroides, também um género de Bacteroidia, também foi
observado. O grupo apresenta atividade fermentativa (Jabari et al., 2012). Dentro
da classe Sphingobacteriia, apenas representantes nao classificados do
agrupamento WCHB1-69 foram relatados. J& para a classe Flavobacteriia, o
género Cloacibacterium foi detectado em maior ou igual abundancia nas amostras
de UASB_A em relacdo as amostras de UASB_M e UASB B, em todos os
reatores. Esse género foi relatado em estudos referentes a caracterizacéo

microbiana em reator anaerdbio de leito fluidificado (Oliveira, 2010).

A presenca de microrganismos com capacidade hidrolitica no processo de
digestao anaerdbia é primordial para o funcionamento do processo. A hidrdlise de
polimeros é necessaria para adaptar o tamanho da matéria organica para que
possam atravessar as paredes celulares das bactérias fermentativas presentes no
interior do reator. Conforme estudos anteriores, exoenzimas (lipases, amilases e
proteases) sao produzidas por bactérias fermentativas hidroliticas, principalmente,

pelos géneros Clostridium, Micrococcus e Sthaphylococcus (lipases); Bacteroides,
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Butyvibrio, Clostridium e Bacillus (proteases); e Clostridium, Staphylococcus,
Acetivibrio e Eubacterium (amilases). A abundancia relativa desses grupos é
influenciada pelo tipo de substrato. A hidrolise permite a atuacdo de bactérias
fermentativas acidogénicas (Chernicharo, 2007), como Bacteroides e

Clostridum_sensu_stricto_1, encontrados neste estudo.

Ainda sobre o processo de digestdo anaerdbia, o metabolismo realizado por
bactérias sintréficas acetogénicas também influencia no processo (Chernicharo,
2007). Estéo nesse grupo Syntrophus (Stams et al.,, 2012) e Syntrophorhabdus
(Qiu et al.,, 2008), ambos descritos nas composicées dos géneros com
abundancia relativa média igual ou maior que 1% das por¢cées UASB_B, UASB_M
e UASB_A. Esse grupo atua em conjunto com microrganismos metanogénicos
(Archaea), o que foi evidenciado, sobretudo, pela presenca significativa de

Methanobacterium nas amostras provenientes do interior dos reatores UASB.

A influéncia da sazonalidade, no que se refere a periodo seco ou chuvoso, na
composicdo das comunidades de Bacteria e Archaea também foi objeto desta
investigacdo. Para isto, os indices de Shannon (ANOVA), Simpson, Chaol e ACE
(Kruskal-Wallis) foram comparados. Demonstrou-se auséncia de variagdes
sazonais. O resultado poderia ser esperado, considerando que 0 esgoto que
chega a CePTS UFMG/COPASA é canalizado, ndo recebendo, oficialmente, agua

da chuva.

Ainda, a associacdo entre os parametros fisico-quimicos avaliados e a
composicdo das comunidades de Bacteria e Archaea foi também investigada no
esgoto bruto e nas amostras submetidas ao diversos tratamentos. Observou-se
associacdo apenas entre concentracdo de nitrato e diversidade medida pelo
indice de Shannon. Considerando que o nitrato € um substrato utilizado por

diversos grupos bacterianos, a associacao poderia ser esperada.

Considerando o potencial da agua como veiculo de transmissédo de patdgenos, a
comunidade microbiana de um efluente proveniente de uma estacdo de
tratamento de esgoto deve ser bem conhecida. Um corpo de agua receptor desse
efluente pode sofrer consequéncias negativas diretas e indiretas, visto que a
presenca de microrganismos patogénicos pode inviabilizar o uso da agua (Von

Sperling; Chernicharo, 2005). Alguns patégenos comumente veiculados pela agua
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contaminada sao Vibrio cholerae, Salmonella enterica, Shigella, Escherichia coli,
Campylobacter, Salmonella e Arcobacter. Geralmente, sdo eliminados nas fezes,
sendo veiculados pelo esgoto até as estacdes de tratamento. Assim, nas regides
desenvolvidas, raramente sdo relatados no contexto de agua para consumo.
Entretanto, em locais com condi¢Bes sanitarias precarias, o risco de transmisséo

fecal-oral é consideravel (Ashbolt, 2015).

Nesse sentido, conhecer a dinamica de microrganismos possivelmente
patogénicos dentro da planta de tratamento € muito importante, permitindo, assim,
verificar as concentracdes no esgoto de entrada, nos efluentes de cada etapa do
tratamento e, por fim, no efluente a ser langado no corpo de &gua receptor (Von
Sperling; Chernicharo, 2005). Assim, investigou-se, neste estudo, o efeito dos
diferentes sistemas de tratamento de esgoto em bactérias potencialmente
patogénicas com rota de transmissdo fecal-oral. Quatro géneros foram
selecionados para esta avaliacado e, com base nos diferentes caminhos que cada
um dos efluentes dos trés reatores UASB segue, foi possivel verificar alguns

achados preocupantes.

Espera-se que, em relacdo ao esgoto bruto, a concentracdo dos patégenos seja
menor, gradativamente, na medida em que o efluente passa pelas etapas

subsequentes de tratamento. Entretanto, isto ndo foi observado sempre.

Para Arcobacter, o fato da abundéncia relativa ter aumentado nos efluentes de
todos os reatores permite que se questione a eficiéncia desse processo. No
entanto, a concentracdo desse género foi zero na grande maioria das amostras,
com excecdo das porcdes superiores do UASB 1 e na porcdo intermediaria do
mesmo reator na segunda coleta. Mesmo assim, a concentracdo na amostra de
saida do reator 1 aumentou significativamente. Tal fato sugere que houve um
favorecimento para o estabelecimento do género entre o ponto mais alto onde foi
possivel coletar amostras e a tubulacdo de saida do efluente. Este dado deve ser
melhor investigado. Além disso, € preocupante saber que apenas 0S pos-
tratamentos 14D1, 17D1, 17D2, 18D1, 18D2, 19D1, 19D2 e 20D2 foram capazes
de reduzir a concentracdo de Arcobacter para a mesma ou menor que a

encontrada no esgoto bruto.
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Esse género foi descrito em 1992 por Vandamme e difere do género ao qual
pertencia anteriormente, Campylobacter, por sua habilidade de multiplicacdo em
condicOes aerobias. Além disso, Fisher e colaboradores (2014) sugeriram que sao
bastante flexiveis metabolicamente e podem sobreviver sob uma variedade de
condicdes. Os mesmos autores relataram a presenca do género em aguas
residuérias. Sobre a preocupacdo supracitada, representantes do género foram
considerados, em estudos anteriores, como enteropatdgenos emergentes (Ho;
Lipman; Gaastra, 2006; Snelling, 2006; Fisher et al., 2014). Considerando sua
importancia no contexto clinico, A. butzleri e A. cryaerophilus foram associadas a
doencas gastrointestinais (Kopilovic et al., 2008; Jiang et al., 2010). Além disso,
Arcobacter também foi associado com situacfes negativas em animais, como

abortos, mastites e diarreias (Logan; Neill; Mackie, 1982; Vandamme et al., 1992).

Em relacdo ao género Aeromonas, sua abundancia relativa no esgoto bruto foi
menor que 1% e sua populacdo chegou a dobrar nos efluentes dos reatores
UASB. Sua concentracao relativa retornou, ha maior parte das amostras, a niveis
semelhantes aos iniciais, ap0s passarem pelas etapas de pés-tratamento, mas,
sua remocdo nao foi eficaz. Os representantes do género Aeromonas estdo
relacionados a etiopatogenia da doenca diarreica aguda proveniente de
contaminacgdo alimentar (Tavares; Cereser; Timm, 2014) e foram detectados em
infeccbes associadas a desastres naturais (furacdo e tsunamis, por exemplo)
(Janda; Abbott, 2010). A presenca de Aeromonas em aguas residuarias ja foi
relatada em estudos anteriores (Monfort; Baleux, 1990; VandeWalle, 2012). Ainda
sobre Aeromonas, o principal veiculo para contaminacao de alimentos, inclusive
os de origem animal, e para a infeccéo direta do ser humano é a agua (Bizani,
Brandelli, 2001; Janda; Abbott, 2010). Em 2011, Nagar e colaboradores relataram
Aeromonas em 11,7% das amostras de frango, peixe e brotos vegetais prontos
para comer. Outros alimentos como carne, leite e seus derivados e ambientes de
processamento, taix como laticinios, frigorificos e abatedouros foram alguns locais
onde representantes deste género também j& foram isolados (Tavares; Cereser;
Timm, 2014).

Enterococcus, por sua vez, apresentou oscilagfes entre sua abundéancia relativa

no esgoto bruto e as etapas de tratamento, embora os valores tenham sempre
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permanecido muito proOXimos a zero. A preocupacdo com a presenca desse
género em aguas residudrias € sempre necessaria. Segundo Fisher e Phillips
(2009), ambientes estressantes e hostis, por exemplo, com temperaturas
extremas (5-65 °C), ndo impedem seu estabelecimento. O organismo pode estar
relacionados com infec¢des do trato urinario, entre outras e ja foi relatado em

aguas residuarias anteriormente (Vilanova, 2002; Boehm; Sassoubre, 2014).

Por dltimo, mas ndo menos importante, Escherichia-Shigella, agrupamento de
dois géneros intimamente relacionados em termos genéticos, é famoso por suas
relacbes com enteropatogenicidade (Falkow et al., 1963; Regua-Mangia et al.,
2003; Beraldo, 2015). Sua abundancia no esgoto bruto ficou entre aquelas
relatadas para Aeromonas e Enterococcus. A presenca de Escherichia coli e
Shigella em aguas residuéarias também ja foi reportada (Wang; Stuart; Boer, 1956;
Anastasi et al., 2012; Machnicka, 2014).
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7 SINTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

A técnica de sequenciamento de nova geracao baseada na regido V4 do rDNA
16S possibilitou descrever as comunidades de Bacteria e Archaea presentes nas

diversas etapas de tratamento de esgoto do CePTS.

Dentro dos reatores UASB, as composi¢cdes das populacbes de Bacteria e
Archaea eram diversificadas. Os representantes de Archaea, principalmente do
filo Euryarchaeota, foram mais abundantes na por¢ao inferior do reator (leito de
lodo), apresentando reducao gradativa a medida em que ocorreu a ascensao do
efluente. Por outro lado, a composicao relativa dos representantes de Bacteria foi
menor no leito de lodo e aumentou, gradualmente, até a porcdo superior
amostrada. De um modo geral, Bacteria sempre foi mais abundante nas amostras

estudadas.

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Euryarchaeota foram os filos mais
abundantes, tanto pela composicdo média total dentro dos reatores como se

considerando a abundancia relativa com base em todas as amostras.

Foram encontrados representantes de todos 0S grupos essenciais para a
realizacdo das quatro principais etapas da digestdo anaerObia da matéria

organica, quais sejam hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.

Diversas OTUs ndo tiveram suas classificacdes determinadas até o nivel de
género. Esse fato permite sugerir possiveis novas espécies ou, ainda, que as
sequéncias referentes a esses microrganismos nao estejam presentes no banco

de dados utilizado para analise.

N&o houve influéncia significativa da sazonalidade (periodo seco e chuvoso) na
diversidade e riqueza das comunidades de Bacteria e Archaea das diversas
amostras avaliadas nesta investigacdo. Entre os parametros fisico-quimicos
avaliados, associacao estatisticamente significativa foi observada apenas entre
concentracdo de nitrato e alfa diversidade conforme indice de Shannon.
Considerando que o esgoto recebido pela CePTS UFMG/COPASA é canalizado e
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gue o nitrato € um substrato metabolizavel por diversos grupos bacterianos, o

resultado é esperado.

Bactérias possivelmente patogénicas com via de transmissao fecal-oral foram
detectadas entre as OTUs determinadas. No entanto, mesmo com baixa
composicdo relativa (<1%), mais da metade das diferentes combinacdes de
tratamento de esgoto ndo foram capazes de reduzir os niveis desses patdégenos
abaixo daqueles observados no esgoto bruto. O fato mais preocupante foi o
aumento dos niveis desses microrganismos, principalmente de Arcobacter, que
atingiu uma abundéancia relativa maior que 20%, em uma das etapas de pos-

tratamento.

O presente estudo contribui para o conhecimento relativo as comunidades de
Bacteria e Archaea do esgoto antes e apés o tratamento, mas, certamente, outras
investigagbes devem ser realizadas para melhor esclarecimento do tema, téo

relevante, em especial, para paises em desenvolvimento como o Brasil.
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