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RESUMO

O metano € um dos principais gases relacionados ao efeito estufa e, consequentemente,
aquecimento global. Em sistemas anaerobios € produzido no interior do sistema, formando o
biogas, que é capturado pelo separador trifasico. No entanto, também pode ser desprendido
com o efluente final, contribuindo para o agravamento do efeito estufa, representando perdas
ambientais e econdmicas. Sabe-se que micro-organismos oxidadores de metano estdo contidos
nesses sistemas. N&o obstante, poucos trabalhos retratam sobre o cultivo e selecdo desse
grupo e do potencial de oxidacdo anaerébia de metano, ou seja, da atividade metanotréfica
que pode ocorrer em lodo de reator UASB. Nesse sentido, esse estudo objetivou cultivar
micro-organismos metanotroficos a partir de lodo proveniente de reator UASB tratando
esgoto doméstico, em reator em bateladas sequenciais (RBS) com meio autotréfico acrescido
de nitrito e nitrato. As eficiéncias médias de remocdo de nitrito e nitrato foram de 72%
(mediana = 57%) e 50% (mediana = 47%), respectivamente, a partir das concentracdes de
100mg.L™ e 25mg.L™, ao longo de 417 dias de cultivo, provavelmente devido & atividade
heterotréfica desnitrificante ocorrida no periodo inicial de cultivo. A composic¢do e estrutura
da comunidade microbiana analisada por sequenciamento de nova geracdo (SNG) e PCR-
DGGE demonstraram que a comunidade selecionada no reator foi diferente daquela
originalmente presente no indculo. Os filos dominantes no indculo foram Synergistestes,
Firmicutes e Euryarchaeota, ao passo que na biomassa enriquecida Proteobacteria e
Chloroflexi predominaram. As condi¢des de cultivo selecionaram bactérias metanotréficas do
género Methylocaldum e Methylosinus que apresentaram, respectivamente, abundancia
relativa de 8,9% e 2,3% ap0s 241 dias de cultivo. A atividade metanotrofica anaerdbia da
biomassa cultivada, apresentou valores medianos correspondentes a 17,3mLCH,.gSTV ™ .dia™
e 15,4 mLCH,.gSTV ™ .dia™ (para 191 e 241 dias), e depois decaiu para 12mLCH,.gSTV.dia’
! (no final do cultivo, ap6s 400 dias). Esses valores foram superiores & atividade
metanotrofica no lodo proveniente do reator UASB, que correspondeu a 6 mLCH,4.gSTV”
! dia™. Esses resultados sugerem que a atividade metanotréfica dentro de um reator UASB,
seja responsavel pelo consumo de 29% do metano produzido no reator, demonstrando a
importancia dos micro-organismos metanotroficos para o balanco de metano nesses sistemas e
a possibilidade em se utilizar esses microrganismos no pds-tratamento de forma a reduzir
passivos ambientais como 0 metano dissolvido em efluentes advindos de reatores anaerdbios.
iv
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ABSTRACT

Methane is a major greenhouse gas related and thus global warming. In anaerobic systems is
produced within the system to form the biogas, which is captured by the three-phase
separator. However, it can also be detached to the final effluent, contributing to the
greenhouse effect, representing environmental and economic losses. It is known that methane
oxidizers micro-organisms are contained in these systems. Nevertheless, few studies about the
cultivation and selection of this group and oxidative capacity, and methanotrophic activity
that can occur from UASB sludge were performed. Thus, this study aimed to cultivate
microorganisms methanotrophic from sludge from UASB reactor treating domestic
wastewater in sequencing batch reactor (SBR) with autotrophic medium supplemented with
nitrite and nitrate. The average efficiencies of removal of nitrite and nitrate were 72% (median
= 57%) and 50% (median = 47%), respectively, from the concentrations of 25mg.L™ and
100mg.L™ along 417 days of cultivation, probably due to the heterotrophic denitrifying
activity that occurred in the initial period of operation of the RBS. The composition and
structure of the microbial community analyzed by next generation sequencing (NGS) and
DGGE showed that the selected community in the reactor was different from that originally
present in the inoculum. The dominant phyla in the inoculum were Synergistestes, Firmicutes
and Euryarchaeota, whereas biomass enriched Proteobacteria and Chloroflexi predominated.
Growing conditions selected the methanotrophic genres Methylocaldum and Methylosinus,
respectively, with relative abundances of 8.9% and 2.3% after 241 days of cultivation. The
methanotrophic activity was also assessed in cultured biomass, with median values
corresponding to 17,3mLCH,.gVST .day™ and 15.4 mLCH4.gVST*.day™* (191 and 241
days), and then declined for 12mLCH4.gvVST .day™ (at the end of cultivation, after 400
days). These values were higher than the methanotrophic activity observed in the sludge from
UASB reactor, which corresponded to 6 mLCH4.gVST.day™. From the results obtained, it
suggests that the methanotrophic activity is responsible for consuming 29% of the methane
inside the UASB reactor, demonstrating the importance of methanotrophic microorganisms to
methane balance these systems and the possibility of using these microorganisms in the pos-
treatment to reduce environmental impacts as methane dissolved in effluents from the

anaerobic reactors.

\Y
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1 INTRODUCAO

Os principais gases relacionados ao efeito estufa sdo o gas carbonico (CO,), metano (CH,),
oxido nitroso (N,O), clorofluorcarbonos (CFCs), o 0z6nio (O3) e o vapor d’agua (IPCC,
2007). Devido a sua maior emissdo, 0 CO, é 0 gas que mais contribui para o efeito estufa no
planeta, em decorréncia, principalmente, do crescimento urbano e industrial. Entretanto, outro
gas que merece destaque nesse cenario € o metano. Apesar de sua baixa concentracdo na
atmosfera, cerca de aproximadamente 1,7 ppbv, seu potencial de acumular e reemitir calor ¢
vinte e cinco vezes maior que o do CO, (KNITTEL e BOETIUS, 2009; ARAUJO, 2010),
fazendo com que o metano seja responsavel por cerca de 25% do efeito estufa observado

atualmente.

As emissdes significativas de CH4 vém sendo relacionadas as fontes antrépicas, como o0 uso
do solo para a pecudria, agricultura, e a emissdo por processos de tratamento e
armazenamento de residuos solidos e efluentes liquidos, como aterros sanitarios e reatores
anaerdbios (REEBURGH, 2007; KNITTEL e BOETIUS, 2009).

Dentre as fontes acima, destaca-se 0 tratamento anaerobio de esgoto doméstico através de
Reatores Anaerobios de Fluxo Ascendente e de Manta de Lodo (do inglés, Upflow Anaerobic
Sludge Blanket - UASB) que, no Brasil, € uma tecnologia bem estabelecida
(CHERNICHARO, 2007). A comunidade microbiana presente no reator UASB converte a
matéria organica, na auséncia de oxigénio, em produtos como gas carbénico, gas sulfidrico e
metano. Na fase gasosa, 0 metano pode ser coletado e usado como fonte de energia, mas, é
dificil de ser recuperado, quando dissolvido no efluente, principalmente sob baixas
temperaturas (LUESKEN, 2011). A liberagdo de metano dissolvido no efluente também pode
contribuir para o efeito estufa, e, consequentemente, aquecimento global (CAKIR e
STENSTROM, 2005; BOGNER et al., 2008; LUESKEN, 2011; SOUZA e CHERNICHARO,
2011).

Em pesquisa realizada por Souza e colaboradores (2011), a partir de um reator UASB tratando
esgotos domésticos, relatou-se que menos de 60% do metano produzido no reator foi
eficazmente recuperado como biogas no interior do sistema pelo separador trifasico. Dessa
forma, cerca de 36-41% do metano restante era eliminado dissolvido no efluente final,

indicando que as perdas de metano dissolvido sdo consideravelmente altas (SOUZA et al.,
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2011). A fim de se evitar e/ou minimizar as perdas de metano dissolvido em efluentes
anaerdbios, algumas alternativas tais como ressalto hidraulico, agitacdo e aeracdo fisica
("stripping"), podem ser implementadas (GREENFIELD e BATSTONE, 2004). No entanto,
estas solucdes sdo mecanizadas e requerem custos enquanto a oxidacao bioldgica do metano
pode ser realizada por micro-organismos presentes no interior do reator, podendo assim,

colaborar para a redugdo de metano dissolvido no efluente.

Nesse sentido, a investigacdo a respeito do potencial de oxidagdo biolégica do metano e
enriquecimento e selecdo de micro-organismos metanotroficos, que poderiam ser utilizados
no pos-tratamento do efluente anaerdbio, torna o trabalho relevante, sendo desejavel

ambientalmente e do ponto de vista econdmico.

Alguns trabalhos detectaram micro-organismos metanotréficos em amostras de agua doce,
oceanos, pastagens, arrozais (HANSON e HANSON, 1996) sob condicdes aerobias, e
sedimentos de lagos de agua doce, lodos de digestores de uma ETE localizada em Brisbane na
Australia e zonas marinhas anoxicas sob condic¢Ges anaerdbias (ETTWIG et al., 2008; HU et
al., 2009; KNITTEL e BOETIUS, 2009; LUESKEN et al., 2011a).

A oxidacdo aer6bia do metano € realizada por bactérias metanotroficas das classes a-
Proteobacteria, y-Proteobacteria e filo Verrucomicrobia (BOWMAN et al., 1995; HANSON
e HANSON, 1996; DUNFIELD et al., 2007; LIEBNER e WAGNER, 2007). A oxidagao
anaerdbia do metano (OAM) é um mecanismo que pode ser mediado por arquéias anaerdbias,
ANME, subgrupos ANME-1, ANME-2 e ANME-3 (KNITTEL e BOETIUS, 2009;
MEULEPAS et al., 2010) ou, ainda, por bactérias pertencentes ao filo NC10 que realizam um
processo designado como N-DAMO (Nitrite-Dependent Anaerobic Methane Oxidation), no
qgual a oxidacdo anaerébia do metano é acoplada a desnitrificacdo a partir do nitrito,
resultando na producdo de CO, e gas nitrogénio (N,) (ETTWIG et al., 2009; LUESKEN et
al., 2011a).

No Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento da UFMG/COPASA (CEPTS),
GARCIA (2009) verificou a presenca de bactérias e arquéias metanotroficas a partir de
amostras de escuma e lodo, respectivamente, de diferentes reatores UASB tratando esgoto
doméstico. N&o obstante, a identificacdo e enriquecimento desses micro-organismos nao

foram realizados, tampouco foram feitos ensaios para comprovar o potencial de oxidagéo

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



aerobio e anaerobio de metano, por parte das amostras investigadas, de forma a verificar a

importancia dessas bactérias no consumo de metano dentro desses sistemas.

Diante disso e da escassez de trabalhos a respeito da selecdo de micro-organismos
metanotréficos e atividade metanotréfica desse grupo em reatores UASB tratando esgoto
doméstico, o presente trabalho teve como objetivo determinar o potencial de oxidagdo
anaer6bia do metano por meio da selecdo e enriquecimento de micro-organismos
metanotroficos em um reator em bateladas sequenciais (RBS) e através de uma série de
ensaios em batelada, utilizando-se lodo anaerdbio proveniente de reator UASB tratando

esgoto doméstico como indculo.

Estruturacéo da tese

Esse trabalho foi elaborado em doze capitulos, conforme descrito a seguir:

e Capitulo 1: Introducéo;

e Capitulo 2: Objetivos;

e Capitulo 3: Hipoteses;

e Capitulo 4: Revisdo da Literatura;

Nesse capitulo é apresentada a revisdo literaria e analise critica, que objetivou dar
suporte e embasamento tedrico a pesquisa e aos capitulos subsequentes relacionados a
elaboracdo e discusséo dos resultados.

e Capitulos 5 a 8: Os capitulos de cinco a oito foram confeccionados em formato de
artigo cientifico e cada capitulo visou atender a um e/ou mais objetivos especificos da
tese como é detalhado adiante:

e Capitulo 5: Deteccdo de micro-organismos metanotroficos em amostras de lodo e
sedimento provenientes de sistemas de tratamento de esgoto domeéstico;

e Capitulo 6: Estabelecimento de protocolo padrdo para determinacdo da atividade
metanotrofica anaerdbia de lodo proveniente de reator UASB;

e Capitulo 7: Enriquecimento e atividade de micro-organismos metanotréficos a partir
de lodo de sistema de tratamento de esgoto municipal;

Esse capitulo traz o estudo da comunidade microbiana ao longo de 100 dias de

operacdo do reator em batelada sequencial (RBS) determinada através do
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pirosequenciamento pela plataforma 454 da Roche bem como a determinacao da taxa
de oxidacdo do metano utilizando-se a biomassa selecionada no RBS como indculo
(dados publicados em SINISCALCHI et al. (2015).

e Capitulo 8: Estrutura e composi¢do da comunidade microbiana em reator usado no
cultivo de micro-organismos oxidadores de metano.
O capitulo 8 apresenta a determinacdo da diversidade microbiana cultivada no RBS
apo6s 100 dias de operagdo e até o final do experimento, 417 dias, pela plataforma
[llumina/MiSeq e atraves da técnica de DGGE. Nesse sentido, os capitulos sete e oito
trataram sobre o cultivo e selecdo de micro-organismos metanotroficos em um
fermentador operado sob a forma de bateladas sequenciais. No entanto, os dados do
capitulo 7 (dados j& publicados) séo parciais (mostram a composi¢do da comunidade
microbiana do inicio da operacdo do reator ao dia 100) e ndo apresentam todo o
periodo de operacdo do reator, o que sera retratado e discutido, portanto, no capitulo 8,
tornando-o essencial para avaliacdo da comunidade microbiana e micro-organismos
metanotroficos cultivados ao longo dos 417 dias de operacdo do RBS.

e Capitulo 9: Conclus@es Gerais;
O capitulo 9 traz as conclusfes gerais para cada um dos objetivos delineados nessa
tese.

e Capitulo 10: Recomendacdes;
Esse capitulo aponta sugestfes e possibilidades de trabalhos futuros nessa linha de
pesquisa sobre micro-organismos oxidadores de metano.

e Capitulo 11: Referéncias bibliograficas;

e Capitulo 12: Apéndices;
Esse capitulo constitui o apéndice e traz dados suplementares ndo mostrados ao longo
dos capitulos, mas que podem ser relevantes para melhor compreensdo da metodologia

e/ou interpretacédo dos resultados.

O organograma a seguir (figura 1.1) traz um resumo das etapas realizadas na presente tese.
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Figura 1-1. Organograma contendo todas as etapas experimentais da tese.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Cultivar e selecionar micro-organismos metanotroficos e determinar o potencial de oxidagao
anaerdbia do metano por esses micro-organismos em lodo proveniente de reator UASB

tratando esgoto doméstico.
2.2 Objetivos especificos

Investigar a presenca de bactérias e arquéias metanotroficas em amostras de lodo e
sedimentos provenientes de Sistemas de Lodos Ativados, Reatores UASB, Alagados
Construidos e Lagoa de Polimento, de modo a selecionar o melhor indculo para o

experimento de cultivo (resultados apresentados no Capitulo 5);

Testar e definir as melhores condicGes para realizacdo do ensaio de atividade metanotréfica
anaerobia em lodo de reator UASB coletado em diferentes tempos e determinar a atividade
metanotrofica desse lodo a partir das condicbes selecionadas (resultados apresentados no
Capitulo 6);

Cultivar e selecionar micro-organismos oxidadores de metano a partir de lodo de reator
UASB e determinar a atividade metanotrdfica anaerdbia a partir da biomassa enriquecida no

RBS (resultados apresentados no Capitulo 7);

Determinar a diversidade, estrutura e composi¢do da comunidade microbiana selecionada no

RBS ao longo dos 417 dias de cultivo (resultados apresentados no Capitulo 8).
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3 HIPOTESES

Para a elaboracdo e embasamento desta tese, as seguintes hipoteses foram consideradas:

1. Micro-organismos metanotréficos aerébios e anaerdbios estdo presentes em lodo e

sedimentos de sistemas de tratamento de esgotos.

Premissa: alguns estudos realizados anteriormente detectaram a presenca de micro-
organismos metanotroficos em lodo de biodigestores e lodo proveniente de sistemas de
tratamento de efluentes industriais. Uma vez que as condicOes sdo favoraveis a producgdo de
metano, um local que abriga uma fonte de producdo também contera micro-organismos

consumidores de metano.

2. Micro-organismos metanotroficos anaerdbios presentes no lodo de um reator UASB
em escala piloto tem potencial para oxidar biologicamente o metano, e, portanto, consumir

parte do metano produzido no reator.

Premissa: 0s micro-organismos metanotréficos sdo capazes de oxidar o metano, entretanto, a
atividade metanotrofica e o potencial de oxidacdo anaerdbia do metano por parte do lodo
proveniente de reator UASB ainda néo foi determinado.

3. E possivel cultivar e selecionar micro-organismos metanotréficos em reator em
bateladas sequenciais a partir de lodo de reator UASB como indculo utilizando-se nitrito e
nitrato como aceptores de elétrons.

Premissa: uma vez que micro-organismos metanotréficos foram detectados em lodo de reator
UASB, indicando presenca dos mesmos, eles poderdo ser selecionados e cultivados

utilizando-se condicdes favoraveis ao seu cultivo.

4. Alteracdes na composicdo e estrutura da comunidade microbiana ocorrem ao longo do
periodo de operacdo do reator em batelada sequencial, uma vez que as condicfes utilizadas

objetivam favorecer a selecdo de micro-organismos metanotroficos.

Premissa: as condicdes de cultivo e enriquecimento, tais como, presenca de nitrito e nitrato,

temperatura e metano (como Unica fonte de carbono adicionada), exercerdo pressao seletiva
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na comunidade microbiana inicial (inéculo) alterando sua composicdo e estrutura, como
diversidade, abundancia e riqueza ao longo do tempo, de forma a selecionar favoravelmente
a presenca de micro-organismos metanotréficos, ainda que presentes em baixa abundancia

na comunidade inicial (in6culo).
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Processo de formacdo do metano

O metano é o produto final da digestdo anaerobia de compostos organicos. Esse processo
converte a matéria organica complexa em metano, gas carbonico, gas sulfidrico e agua, além
de novas células bacterianas. O processo de digestdo anaerdbia possui vérias fases podendo
ser resumido como a seguir (GUJER e ZEHNDER, 1983; VAN HAANDEL e LETTINGA,
1994):

1- Hidrdlise: é a primeira fase da digestdo anaerdbia, na qual os materiais particulados
complexos (polimeros) sdo hidrolisados em moléculas mais simples (mondémeros), 0s quais
podem atravessar a parede celular das bactérias fermentativas. Os géneros Clostridium,
Micrococcus, Bacteroides, Butyrivibrio, Fusobacterium, Proteus, Bacillus, Staphylococcus e
Eubacterium representam os principais géneros de bactérias hidroliticas.

2- Acidogénese: As moléculas organicas de cadeia mais simples (glicose, acidos graxos,
aminoacidos) advindas da etapa de hidrolise, sdo fermentadas a acidos orgénicos (tais como
acético, butirico, propionico), alcool, diéxido de carbono e hidrogénio, além de material
celular. Os géneros mais usuais de bactérias fermentativas acidogénicas em reatores
anaerdbios sdo: Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus, Propionibacterium, Eubacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus e Escherichia.

3- Acetogénese: as bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela oxidacdo de compostos
intermediarios, como propionato e butirato, provenientes da acidogénese, em substratos
apropriados para 0s micro-organismos metanogénicos como acetato, hidrogénio e didxido de
carbono. As bactérias responsaveis pela acetogénese sdo denominadas sintréficas porque a
existéncia delas depende da atividade de micro-organismos consumidores de hidrogénio.
Alguns exemplos de bactérias sintroficas presentes em digestores anaerdbios sdo:
Syntrophobacter e Syntrophomonas.

4- Metanogénese: a etapa final do processo de conversdo anaerobia de compostos
organicos em metano e didxido de carbono é efetuada pelos micro-organismos metanogénicos
pertencentes ao dominio Archaea. As arquéias metanogénicas sdo pertencentes as ordens:
Methanobacteriales, = Methanococcales, = Methanomicrobiales, = Methanosarcinales e
Methanopyrales (LIU, 2010). As bactérias metanogénicas se subdividem em dois grupos

fisiologicos, um primeiro grupo no qual o metano é originado a partir do acetato como fonte
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de carbono e energia (denominado metanogénicas acetoclasticas) e um segundo grupo no qual
o metano formado é proveniente do gas carbénico como fonte de carbono e o hidrogénio
como fonte de energia (denominado metanogénicas hidrogenotréficas). A figura 4.1
apresentada abaixo demonstra a rota da digestdo anaerébia da matéria organica e,
consequentemente, a producdo de metano (CHERNICHARO, 2007).

Polimeros Complexos
(proteinas, lipideos, carboidratos)

| Hidrolise
v
Monémeros
Fermentacéo
Propionato, butirato . Acetogénesee
(acidos graxos, alcool, lactato) - desidratacéo
Acetogénese
H,+ CO, Acetato
Metanogénese Metanogénese
hidrogenotrofica | | acetocléastica
************************* > CH,+ CO, S

Figura 4-1 - Digestao anaerdbia da matéria organica carbonacea.
Fonte: Adaptado de CHERNICHARO, 2007, p. 33.

Em suma, a remocdo da matéria organica carbonacea através da digestdo anaerdbia ocorre por
meio de diversas reacGes bioquimicas e origina como um dos subprodutos, o biogas,
composto por gas carbdnico, gas sulfidrico, o gas metano e outros (VAN HAANDEL e
LETTINGA, 1994; GERARDI, 2006; CHERNICHARO, 2007). De acordo com NOYOLA et
al. (2006) citado por SOUZA (2010), o biogas formado em reatores anaerdbios tratando
esgotos domésticos, a citar os reatores UASB, possui em sua composicdo, 70 a 80% de
metano, 10 a 25% de nitrogénio e 5 a 10% de gas carbbnico. As concentracbes de gas
sulfidrico no biogas sdo relativamente baixas, variando de 0,11% a 0,39% (AGRAWAL et al.,
1997; SOUZA, 2010). O biogas gerado, através do fluxo ascendente é direcionado e coletado
no separador trifasico instalado na parte superior do reator UASB. Entretanto, devido as
propriedades relacionadas a solubilidade dos gases no liquido (nesse caso, o efluente), uma
parcela significativa dos gases gerados no tratamento de efluentes pode permanecer dissolvida

na fase liquida, o que acarreta, portanto, em sua liberagdo juntamente com a &gua residuéria
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tratada (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994; NOYOLA et al., 2006; SOUZA, 2010).
O gas metano, a temperatura ambiente (25°C) apresenta a constante de Henry (Kh) igual a 21,
e a 30°C, temperatura utilizada nos ensaios nesta pesquisa, apresenta Kh= 19,8. De acordo
com a Lei de Henry, a quantidade de um gas que se dissolve em um dado volume de liquido,
em temperatura constante, é diretamente proporcional a pressao que 0 gas exerce acima do
liquido, como demonstrado na equagao: Cequit = Kh.Pgss, onde:

o Cequil € a concentracao do gas dissolvido no liquido (mg.L™),

e Py € a presséo parcial do gas acima do liquido (atm);

e Kh éaconstante da lei de Henry para um géas em uma dada temperatura (mg.L™*.atm)

N&o obstante, ainda que o metano apresente baixa solubilidade no liquido, SOUZA et al.
(2011), reportaram a possibilidade da ocorréncia de perdas, relativamente altas, de metano

dissolvido no efluente final.

Em sua pesquisa, SOUZA (2010) ao medir a concentracdo de metano dissolvido em efluentes
de reatores UASB tratando esgoto doméstico, em diferentes escalas (piloto, demonstracédo e
real), obteve concentracdes variando de 17 a 22 mg.L™. Outros trabalhos, como os de SINGH
e VIRARAGHAVAN (1998) e SEGHEZZO (2004), segundo SOUZA (2010), quantificaram,
respectivamente, as perdas de metano em 28 a 39%. Os valores obtidos para a perda de
metano dissolvido no efluente de reatores UASB, embora bastante variaveis, mostram que

essa parcela é significativa.

Adicionalmente, medicdes efetuadas por SOUZA e CHERNICHARO (2011) indicaram que,
de todo o metano produzido em reatores UASB tratando esgotos domésticos, a parcela
dissolvida no efluente variou de 36 a 40%, enquanto a parcela emitida na superficie dos
decantadores para a atmosfera foi da ordem de 4%, vindo a constituir os gases residuais. As
perdas de metano dissolvido no efluente ou no gas residual representam uma perda do
potencial de energia e, portanto, precisam ser consideradas nos balancos de massa de DQO
(LOBATO, 2011).

Nesse sentido, de forma a minimizar tais perdas, uma vez que o metano dissolvido também
pode contribuir para o efeito estufa, além de significar perdas econémicas, SOUZA (2010) fez

uma sintese das possibilidades, sendo estas:
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De acordo com GREENFIELD e BATSTONE (2004), o gas metano pode ser
submetido a uma camara de ar (air stripping) apos o reator anaerébio. KELLER e
HARTLEY (2003) propdem como medidas gerar energia a partir da captura do gas
metano no efluente. A captura poderia ser feita através do air stripping; CAKIR e
STENSTROM (2005) sugerem que uma nova possibilidade para a remocdo do
metano dissolvido no efluente anaerdbio seria um pdés-tratamento realizado por
micro-organismos, que poderiam, portanto, oxidar biologicamente o gas metano
(SOUZA, 2010, p. 27).
Dessa forma, a ultima alternativa, oxidacdo bioldgica do metano, serd neste trabalho
investigada através da determinacdo do potencial de oxidacdo anaerébia do metano, ou seja,
atividade metanotrofica, por meio de ensaios em batelada e selecdo e cultivo de micro-
organismos metanotroficos. A possibilidade em se utilizar o cultivo desses micro-organismos
no pos tratamento de efluentes contendo metano dissolvido poderia ser uma alternativa em
potencial de ser aplicada quando se trata principalmente de sistemas de tratamento em

pequena escala, onde a recuperacgdo pode se tornar inviavel do ponto de vista econémico.

A figura 4.2 apresenta um fluxograma com as diferentes possibilidades a serem utilizadas

referentes ao gas metano

(. . h ( Captura do gas através
Combustio direta sem £
o . da camara de ar
recuperagio de energia B o
\ T ) \ (air stripping) y
( Biogas reatores h o N ( 1
5 Digestio anaerobia da ; ;
anaerobios st prokaie Metano dissolvido
" ~ d a or1g; C
(____ (Metano 60-85%)  J B q y
- N Pos-tratamento: )
Aproveirtamento Oxidaciio por
L energetico ) micro-organismos

metanotroficos Y,

Figura 4-2. Fluxograma resumindo as possibilidades de destinacéo para o gas metano.

4.2 Fontes e sumidouros do metano atmosférico

A maioria do metano produzido na Terra é formado pelo processo bioldgico da
metanogénese, etapa final da fermentacdo da matéria orgénica, que ocorre em arrozais,
intestinos de animais, solos, wetlands - sistemas alagados, aterros sanitarios, sedimentos de
agua doce e marinhos. Estima-se que cerca de 10 a 20% da matéria organica presente nos

solos e sedimentos é convertida em metano (REEBURGH, 2007). Nos oceanos, que cobrem
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70% da superficie terrestre, estima-se uma taxa anual de metanogénese de 85 a 300 Tg
(teragrama) de CH, ano™, onde mais de 90% é consumido pela oxidacio anaerébia do metano
(OAM) (REEBURGH, 2007; KNITTEL e BOETIUS, 2009). Dessa forma, a OAM controla
eficientemente o metano que é produzido nos oceanos e € liberado para a atmosfera. Essa taxa
representa menos de 2% do fluxo global, pois quase todo 0 metano produzido em sedimentos
oceanicos é, portanto, consumido pelos micro-organismos anaerébios oxidadores de metano
(KNITTEL e BOETIUS, 2009).

Segundo dados do Painel Intergovernamental de Mudancas Climéticas - IPCC (2007), a maior
parte do CH, existente hoje é advindo de atividades antropicas, como a agricultura, utilizacdo
de combustiveis fosseis e digestdo anaerdbia de residuos. Quando comparada a era pré-
industrial, observa-se que as concentracdes desse gas aumentaram 157% desde o ano de 1750.
De acordo com a EPA (Agéncia de Protecio Ambiental Americana,

http://www.epa.gov/methane), 0 metano é o segundo maior contribuinte para 0 aquecimento

global, uma vez que cada molécula de metano tem um potencial 25 vezes maior de absorver
energia na forma de calor do que uma molécula de gas carbdnico. De acordo com CONRAD
(2009), a taxa global de metano é de 500 a 600 Tg de CH,4 ano™. Acredita-se que 0s processos
microbianos contribuam com aproximadamente 70% da producdo do gas. No que se refere ao
consumo de metano, estima-se que a oxidacdo bioldgica seja responsavel pelo consumo de
60% do metano liberado para o ambiente (REEBURGH, 2007; BORREL et al., 2011).

A producéo e o consumo de metano em diferentes ecossistemas

De acordo com CHOWDHURY e DICK (2013), cerca de 70 a 80% de todo o metano
produzido é de origem bioldgica. Dessa forma, o fluxo liquido de CH4no ambiente é dado
pelo equilibrio entre dois processos opostos: a producdo de metano por micro-organismos
metanogénicos e a oxidagdo de metano por micro-organismos metanotréficos. Os dados de
producdo e consumo de metano mencionados anteriormente encontram-se sistematizados na

tabela 4.1, a seguir.

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
13


http://www.epa.gov/methane

Tabela 4-1. Contribuicdo de producdo e consumo de metano nas provaveis fontes

Fontes de Producdo Meédia Anual (Tg de CH,ano™™)  Sumidouros Média Anual (Tg de CH, ano™)
Wetlands 145 Oxidacéo troposférica 507
Cultivo de arroz 60 Reacdo estratosférica 40
Animais ruminantes 93 Solos 30
Queima de biomassa 45
Geragdo de energia 95
Aterros sanitarios 50
Oceanos 10
Lagos de agua doce 5
Total 503 Total 577

Fonte: CHOWDHURY e DICK (2013), p. 10 (Adaptado).

4.2.1.1 Wetlands ou Alagados naturais

Wetlands s&o caracterizados como ambientes que durante todo (ou quase todo) o ano
permanecem alagados. Essas areas estdo concentradas no hemisfério norte (a 50° N) onde as
taxas de precipitacdo sdo elevadas. A ocorréncia de areas umidas é em grande parte devido
aos solos permafrost (solos permanentemente congelados), que impedem uma drenagem
adequada (HANSON e HANSON, 1996). Esses ecossistemas séo considerados a maior fonte
natural de metano atmosférico, cerca de 145 Tg ano-'. As zonas Gmidas, por causa da sua
grande area superficial e condi¢Ges extremamente redutoras sao uma importante fonte de CH,4
com estimativas de 25% das emissdes anuais. Se somados aos arrozais, constituem
aproximadamente 38% da média total da producédo global de CH, (CHOWDHURY e DICK,
2013).

A profundidade do nivel de 4gua, umidade do solo, tipo de vegetacdo, temperatura e outras
caracteristicas, podem afetar a producdo e oxidacdo do metano em wetlands (HANSON e
HANSON, 1996). Nesse ambiente, 0s micro-organismos metanotréficos ocorrem na zona de
interface agua-sedimento e alguns estudos sugerem também que 0S micro-organismos
metanotréficos estdo associados aos tecidos de raizes de plantas, rizosfera, e que as
superficies de plantas poderiam ter papel importante na oxidacdo do metano em sedimentos e
na agua. (HANSON e HANSON, 1996; CHOWDHURY e DICK, 2013).

4.2.1.2 Arrozais

HANSON e HANSON (1996) estimaram a produgdo de metano em arrozais como sendo de
aproximadamente 575 Tg ano™, mas inferiram que a quantidade realmente liberada para a
atmosfera fosse de cerca de 100 Tg ano™. Medidas realizadas em campos de arroz alagados

indicaram que aproximadamente 80% do metano produzido € oxidado na superficie do solo

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
14



ndo sendo liberado para a atmosfera. Uma revisdo mais recente sobre o tema, realizada por
CHOWDHURY e DICK (2013), estimaram que a faixa de metano que escapa para a
atmosfera varia entre 40 a 100 Tg ano™, apresentando uma média anual de 60Tg ano™

conforme mencionado na tabela 4.1.

4.2.1.3 Lagos de dgua doce

Os lagos de agua doce representam apenas uma pequena parcela (5 Tg ano™) do metano
atmosférico produzido. Os rios sdo considerados uma fonte insignificante do gés. Nos lagos
de 4gua doce, como em Varios outros sistemas naturais, a oxidacdo do metano é mais ativa nas
interfaces entre as zonas dxicas e anoxicas. O metano produzido pode se difundir da zona
anoxica para a zona 6xica e por meio desse mecanismo fornecem as metanotroficas aerdbias
fonte de carbono e energia (SCRANTON e MCSHANE., 1991; HANSON e HANSON, 1996;
BORREL et al., 2011).

Em lagos eutréficos estratificados, a oxidagdo do metano ocorre préxima ao fundo, onde o
oxigénio dissolvido apresenta niveis relativamente baixos em comparacdo aos niveis do
epilimnio, durante a estratificacdo no verdo. Em lagos rasos, a oxidacdo do metano ocorre
principalmente na superficie dos sedimentos, e, portanto, ha pouco escape para a atmosfera
(HANSON e HANSON, 1996).

De acordo com DOWNING et al. (2006) citado por BORREL et al. (2011), os lagos cobrem
apenas 0,9% da superficie da terra, mas podem ser responsaveis por cerca de 6 a 16% das
emissOes naturais de CH,4. No entanto, segundo CHOWDHURY e DICK (2013) e HANSON
e HANSON (1996), os lagos de agua doce representam cerca de 5% da contribuicdo de

metano na atmosfera.

4.2.1.4 QOceanos e lagoas hipersalinas

Atualmente, estima-se que a producdo de metano nos oceanos seja de cerca 10 a 20Tg de CH,4
ao ano (RHEE et al., 2009; CHOWDHURY e DICK, 2013). No entanto, trabalhos anteriores
subestimaram esse valor, afirmando que a producéo era de somente 0,4 Tg ao ano (HANSON
e HANSON, 1996).
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E provével que nichos no intestino de peixes, fezes e plancton em decomposicio sejam fontes
de emissdo marinha de metano. A emissdo para a atmosfera é controlada pelos processos de
oxidacdo do metano conforme ja relatado (HANSON e HANSON, 1996).

Uma das razdes que pode explicar a baixa taxa de producdo do metano em sedimentos
marinhos pode ser a distribuicio do oxigénio em sedimentos, baixa fertilidade
(consequentemente, baixa produtividade primaria) e a oxidagédo aerobia do carbono organico
antes que esse possa atingir os sedimentos no fundo dos oceanos (HANSON e HANSON,
1996).

4.2.1.5 Vulcoes e Solos geotérmicos

Outra fonte de emissdo de metano séo erupgdes vulcanicas e fontes geotermais que emanam
gases provenientes da degaseificacdo dos solos. Recentemente, foi demonstrado que fontes
geotermais ndo sdo apenas fonte de emissdo de metano, sendo também fontes importantes de
consumo de metano, abrigando, portanto, metanotréficos capazes de consumir de 10-40 Tg de
CHa.ano™ (GAGLIANO et al., 2014).

GAGLIANO et al. (2014), estudaram uma fonte geotérmica ativa da Pantelleria (Italia), e
reportaram a ocorréncia de consumo biologico de metano nessa area. As amostras de solo
foram incubadas em frascos de vidro selados com batoque de borracha e mantidas em
laboratdrio para a realizacdo dos experimentos. A estimativa do consumo de metano foi de

59,2 nmol de metano por grama de peso seco de solo.

DUNFIELD et al. (2007), isolaram algumas espécies de metanotroficas a partir de fontes
geotérmicas. Tais espécies sdo capazes de crescer a pH extremamente baixo (0,8) e a
temperaturas elevadas (60°C), podendo consumir de 10% a 90% do metano proveniente dos

solos.

4.2.1.6 Aterros Sanitarios

Estima-se que os aterros sanitarios possam produzir de 30 a 70 Tg de metano para a atmosfera
por ano. De acordo com CHOWDHURY e DICK (2013), a média e de cerca de 50Tg de
metano anualmente. Entretanto, WHALEN et al. (1990) estimaram que a oxidacdo do metano
consumiu aproximadamente 50% da producéo de metano (35 Tg ano ™) em aterros nos

Estados Unidos através de camadas superficiais de solo de aterro. KIGHTLEY et al. (1995)
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observaram que, microcosmos de solo arenoso de aterros sanitarios permeados com metano

oxidaram, durante seis meses, 10,4 mol de CH4 m™ dia ™.

No Brasil, a emissdo de metano advinda de aterros sanitarios representou cerca de 6% da
contribuicdo dentre as diversas fontes de emissdo desse gas no ano de 2005 (BRASIL, 2010;
LOBATO, 2011).

4.2.1.7 Reatores UASB

O tratamento anaerdbio de aguas residuarias por meio de reatores UASB sdo amplamente
utilizados, uma vez que oferecem vantagens como consumir quantidades relativamente
pequenas de energia, baixa producdo de lodo, e possibilitar a utilizacdo de metano para a
geracdo de energia. Em sistemas anaerobios, de 50% a 80% de toda a matéria organica que
entra no sistema é convertida em biogds (CHERNICHARO, 2007). Entretanto, a tecnologia
anaerdbia apresenta algumas desvantagens, tais como a qualidade do efluente tratado para
atingir as exigéncias da legislacdo ambiental vigente, Deliberacdo Normativa COPAM
01/2008, e, portanto, necessidade de p6s-tratamento, além de baixa na remocao de patdgenos,
auséncia de remocao de nutrientes e o lancamento de metano dissolvido (SEGHEZZO et al.,
1998).

Segundo BRASIL (2010) citado por LOBATO (2011), as emissfes provenientes do setor de
tratamento de residuos (tratamento de efluentes e aterros sanitarios), em 2005, representaram
9% do total das emissdes de CHy4, sendo o tratamento de efluentes responséavel por cerca de
32% desse valor. Os demais 68%, representam a disposicdo de residuos sélidos em aterros

sanitarios.

Segundo EL-FADEL e MASSOUD (2001), as emissdes de CH,4 originadas do tratamento de
esgoto doméstico e efluentes industriais correspondem a cerca de 5% da emissdo global de
CH,. Nos EUA, em 2007, o tratamento de esgoto foi responsavel por aproximadamente 4,2%
do total das emissbes de CH, (LOBATO, 2011).

De acordo com EL-FADEL e MASSOUD (2001) citado por LOBATO (2011), o fator de
emissdo, ou seja, a producdo tedrica de metano é de 0,21 a 0,25 gCH,.gDQO removida™. No
entanto, a estimativa teorica inclui apenas a conversao de toda a matéria organica em metano

e gés carbdnico, desconsiderando, portanto, outros elementos como a limitacdo de nutrientes,
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processos de inibicdo biologica, dentre outros. SOUZA et al. (2010b) obtiveram valores
préximos aqueles mencionados anteriormente por EL-FADEL e MASSOUD (2001), ou seja,
cerca de 0,19 gCH,.gDQO removida™a partir de reatores UASB tratando esgotos domésticos.
Para 0 metano dissolvido, mensurado também no trabalho em questdo, os resultados para o

fator de emisséo foram de 0,06 gCH,.gDQO removida™.

Por fim, segundo dados do IPCC, estima-se que no Brasil, anualmente, seja emitido cerca de
50 Gg de CHy4 proveniente de sistemas de tratamento de efluentes anaerdébios. Nao obstante, as
estimativas do IPCC né&o consideram a parcela de metano dissolvido perdida no efluente, que
seriam de grande importancia para o balanco de massa em reatores UASB (SALOMON e
LORA, 2009; LOBATO, 2011).

4.3 A oxidacao biolégica do metano

A oxidacdo bioldgica do metano consiste na transformacdo da molécula de metano a gas
carbénico por micro-organismos. O processo pode ocorrer sob condicdes aerébias ou
anaerobias. A oxidacdo aerobia é realizada por um grupo de bactérias (metanotroficas) e a
oxidacdo anaerobia, feita por um grupo de bactérias (associadas a desnitrificacdo) e arquéias
(Arquéias Anaerobias Metanotréficas, do inglés, Anaerobic Methanotrophic Archaea -
ANME). A oxidacdo aerébia é importante para manter as concentracGes de metano em
equilibrio em sedimentos de &gua doce e solos, enquanto a oxidacdo anaerdbia € o principal
processo que ocorre em condi¢fes andxicas em sedimentos marinhos (CHISTOSERDOVA et
al., 1998; LEE et al., 2012).

43.1 A Oxidagdo Aerbbia do Metano

A oxidacdo aerébia do metano é mediada pela enzima Metano Mono-Oxigenase (MMO).
Duas formas de MMO tém sido encontradas em bactérias metanotroficas: uma acoplada a
membrana plasmatica da bactéria, que esta presente em quase todos os metanotroficos
isolados até hoje (Metano Mono-Oxigenase particulada - pMMO), e outra forma sollvel
(Metano Mono-Oxigenase soluvel - sMMO), que tem sido encontrada em apenas alguns
metanotroficos como Methylosinus e Methylococcus (CHISTOSERDOVA et al., 1998).

As MMOs catalisam a oxidacdo de metano rompendo a ligacdo O-O da molécula de O; e,

enquanto um dos atomos de oxigénio é reduzido para formar 4gua, 0 outro é incorporado na
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molécula de metano para formar o metanol. A oxidacdo do metano e do metanol pelos
organismos metanotroficos leva a formacao de formaldeidos que serdo, entdo, assimilados por
essas bactérias e utilizados na biossintese de material celular (LINHARES, 2012). A figura

4.3 ilustra a rota metabolica central para a oxidacao aerobia do metano.

CH, CH,OH HCHO HCOOH Diéc:(i(()ji)de
Metano Metanol Formaldeido Formiato
Carbono

1)

Biossintese Celular

Figura 4-3 - Via metabdlica do metano e assimilagédo de formaldeido

Fonte: LINHARES, 2012, p. 26; baseado em Hanson e Hanson (1996) (Adaptado).

O grupo de micro-organismos responsaveis pela oxidacdo do metano foi denominado
metanotréficos e sua designacdo se da por meio do prefixo “-methylo”. Até o momento,
dezoito géneros de metanotréficas aerdbias foram identificadas e estdo distribuidos nos filos
Proteobacteria e Verrucomicrobia (SEMRAU et al.,, 2010). No entanto, Proteobacteria

abriga quase todas as metanotroficas descritas conhecidas atualmente.

Historicamente, a metanotrofia foi considerada como uma caracteristica obrigatdria a todos os
metanotroficos. Nao havia provas fundamentadas de metanotréficos que fossem capazes de
crescer em substratos contendo ligacdes de mais de um carbono. Entretanto, recententemente,
0 género Methylocella, foi descoberto e caracterizado como uma bactéria metanotréfica
facultativa, capaz de utilizar compostos de varios carbonos, tais como o etanol, como fonte de
energia, além do CH,. Porém, muito pouco se sabe sobre esse género. Além de Methylocella,
outros metanotréficos facultativos foram também reportados, tais como: Methylocapsa e
Methylocystis (pertencentes a ordem Rhizobiales) (THEISEN et al., 2005).

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
19



Segundo THEISEN et al. (2005), os metanotréficos facultativos podem ser ainda mais
valiosos do que os metanotroficos obrigatérios, uma vez que possuem essa versatilidade
metabdlica e podem, portanto, atuar em campos de biorremediacéo e degradacdo de poluentes

da &gua e solo em uma ampla gama de ambientes.

4.3.1.1 Proteobacteria
Dentro do filo Proteobacteria, as bactérias metanotroficas estdo inseridas nas classes y-

Proteobacteria, ordem Methylococcales, familia Methylococcaceae e classe a-
Proteobacteria, ordem Rhizobiales, familias Methylocystaceae e Beijerinckiaceae
(WHITTENBURY e KRIEG, 1984; BOWMAN et al., 1995; HANSON e HANSON, 1996;
LIEBNER e WAGNER, 2007). Além destas familias, HIRAYAMA et al. (2014 ), prop0ds
uma nova familia, Methylothermaceae fam. nov., dentro da ordem Methylococcales, para
acomodar os géneros Methylothermus, Methylohalobius e Methylomarinovum. Os géneros
Methylothermus e Methylohalobius foram reconhecidos como sendo distintos dos outros
géneros de metanotrdéficas incluidas na familia Methylococcaceae. Esses géneros, como base
na sequéncia do RNAr 16S, formam uma linhagem monofilética dentro da ordem
Methylococcales. Entretanto, as caracteristicas fisiologicas sdo distintas, onde
Methylothermus inclui as espécies termdfilas e Methylohalobius inclui as espécies halofilicas.
Por ultimo, o género Methylomarinovum, abriga uma espécie que foi isolada de sistemas

hidrotermais submarinos de um recife de corais no Japdo (HIRAYAMA et al., 2014 ).

Além disso, metanotroficos filamentosos foram descobertos dentro dos géneros Clonothrix e
Crenothrix. Estes sdo considerados subconjuntos filogenéticas da familia Methylococcaceae,
sendo, portanto, considerados como metanotroficos tipo I (OP DEN CAMP et al., 2009b;
HIRAYAMA et al., 2014 ).

As principais caracteristicas e principais géneros das metanotroficas pertencentes a classe
Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria estdo exibidas nas tabelas 4.2 e 4.3, logo

abaixo.
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Tabela 4-2. Caracteristicas dos géneros de metanotroficas pertencentes a Classe Gammaproteobacteria

Caracteristicas Methylobacter Methylococcus Methylocaldum Methylohalobius Methylomicrobium  Methylomonas Methylosphaera Methylosarcina  Methylotermus
Familia Methylococcaceae Methylococcacea Methylococcac Methylothermace Methylococcaceae  Methylococcace  Methylococcace  Methylococcace  Methylothermac
e eae ae ae ae ae eae
Morfologia Cocos Cocos; bacilos  Cocos; bacilos Cocos Bacilos Bacilos Cocos; bacilos Cocos; bacilos Cocobacilos
celular
Formagéo de + + + - + - + -
exosporos
pMMO + + + + + + + + +
sMMO - + - - - - - - -
pH de 5,5-9,5 N&o ha 6-8,5 6,5-7,5 6-9 5,5-8,5 N 4-9,0 6,5-7,5
crescimento informacdes
Temperatura de 0-40 25-65 20-62 15-42 10-30 10-42 0-21 4-35 37-72
crescimento (°C)
Contetdo G+C no 48-55 62-65 57-59 59 48-60 50-59 43-46 53-54 62,5
DNA

Tabela 4-3. Caracteristicas dos géneros de metanotroficas pertencentes a Classe Alphaproteobacteria

Caracteristicas Methylocystis Methylosinus Methylocapsa Methylocella
Familia Methylocystaceae Methylocystaceae Beijerinckaceae Beijerinckaceae
Morfologia celular Vibrides Reniformes Cocos Cocos ou vibrides
Formacdo de exdsporos Variavel - + -

pMMO + + + -

sMMO Variavel + - +
Contelido G+C no DNA 62-67 62-68 61 60-63

Fonte: SEMRAU et al., 2010, p. 499 e 500.
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Os géneros de metanotroficas, além das caracteristicas morfoldgicas que as distinguem
(tabelas 4.2 e 4.3), também estdo subdivididos pela rota bioquimica que utilizam para a
assimilacdo do formaldeido para a sintese de biomassa. As metanotréficas tipo | (classe
Gammaproteobacteria), representadas pelos géneros Methylococcus, Methylobacter,
Methylomonas e Methylocaldum, assimilam formaldeido pela via da Ribulose Monofosfato
(RuUMP), ao passo que as metanotréficas tipo Il (Classe Alphaproteobacteria), englobam os
géneros Methylocystis e Methylosinus, assimilam o formaldeido pela via chamada serina
(HANSON e HANSON, 1996; LEE et al., 2012; LINHARES, 2012), conforme apresentado
na figura 4.2.

Sabe-se que uma maior expressdo da enzima pMMO (principalmente em metanotroficas do
tipo 1), pode levar a uma maior taxa de crescimento. Portanto, as bactérias metanotroficas do
tipo | podem ser consideradas mais especificas na assimilacdo do CH, do que as bactérias
metanotrdficas do tipo 11, que possuem maior expressdo da enzima SMMO (NIKIEMA et al.,
2007). Em ambientes com baixas concentracdes de CH4 (< 1.000ppmv’™) espera-se maior
crescimento de bactérias metanotroficas do tipo | (HENKEL et al., 2000). Por outro lado, em
ambientes com baixas concentracfes de oxigénio e altas concentracfes de CH,, espera-se um

maior crescimento de bactérias metanotroficas do tipo 11 (NIKIEMA et al., 2007).

A reacdo global para a oxidacdo aerdbia do metano esta representada na equacdo 4.1
(HANSON e HANSON, 1996):

CHs+20, — CO,+2H,0 AG = - 778 kJ.mol™ CH, (4.1)

4.3.1.2 Verrucomicrobia

Estudos com isétopos de carbono marcado, utilizando *CH,, identificaram membros de
Verrucomicrobia como micro-organismos relacionados a oxidacdo do metano em ambientes
extremos, tais como, solos &cidos e sedimentos alcalinos. Entretanto, sugere-se que 0S
membros desse filo sejam um grupo taxonomicamente diverso com diferentes tolerancias
ambientais (KRIEG et al., 2010).

Segundo GALPERIN (2008), o filo Verrucomicrobia pertence ao denominado Superfilo
PVC, que é constituido por Planctomycetes, Verrucomicrobia, e Chlamydia juntamente com o

Lentisphaera, Poribacteria e o filo candidato OP3. De acordo com LEE et al. (2009), a
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relacdo entre  Verrucomicrobia e Planctomycetes também ¢é reforcada pela

compartimentalizagéo celular semelhantes.

O filo Verrucomicrobia, classificado através de analise filogenética de sequéncias do gene
RNAr 16S, também abriga micro-organismos metanotréficos. Esses micro-organismos estéo
classificados dentro do subfilo 6, predominantemente recuperado de ambientes onde héa
emissdo de metano, apresentando, portanto, evidéncias da oxidacdo do metano (KRIEG et al.,
2010).

Recentemente, trés espécies pertencentes ao filo Verrucomicrobia foram isolados de lavas
vulcéanicas e foram provisoriamente nomeados: Methylacidiphilum infernorum (DUNFIELD
et al., 2007), Methylacidiphilum kamchatkensis (ISLAM et al., 2008), e Acidimethylosilex
fumarolicum (POL et al., 2007).

As espécies Methylacidiphilum infernorum, Methylacidiphilum kamchatkensis e
Acidimethylosilex fumarolicum foram isoladas respectivamente de Hell’s Gate, Nova
Zelandia; Uzon Caldera, Russia; e Pozzouli, Italia. Os dois primeiros tém caracteristicas
similares de crescimento, possuindo pH 6timo de 3,5, mas com capacidade de crescimento
descrita de 0,8-5,8. A temperatura de crescimento varia de 40-65 °C, sendo considerada étima
a temperatura de 55°C. Methylacidiphilum kamchatkensis parece ser capaz de fixar N,
atmosférico e apresenta crescimento em uma faixa de pH de 1,0 a 6,0, com pH étimoem 2,5 ¢
temperatura de 60°C (KRIEG et al., 2010).

Esses trés micro-organismos possuem operons que codificam os diferentes componentes da
enzima pMMO e possuem estruturas de membranas intracelulares descritas como tubulares ou
poliédricas que aumentam a area superficial da membrana da pMMO, uma vez que as
estruturas tipicas de um conjunto de membranas empilhadas de metilotroficas ndo estdo
presentes (DUNFIELD et al., 2007).

A andlise através da técnica de pirosequenciamento de Acidimethylosilex fumarolicum e
estudo do genoma completo de Methylacidiphilum infernorum mostraram vias metanotroficas
simples com regides homélogas de metanotroficas pertencentes ao filo Proteobacteria (POL
et al., 2007). Esses trabalhos sugerem que 0s genes para o metabolismo da oxidacdo de
metano podem ter sido obtidos através da transferéncia horizontal de genes de Proteobacteria
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para 0s micro-organismos do filo Verrucomicrobia. Ademais, 0 genoma de
Methylacidiphilum infernorum, por exemplo, possui tamanho bem inferior ao de

metanotréficos pertencentes a Proteobacteria (KRIEG et al., 2010).

Um resumo das caracteristicas dos metanotroficos pertencentes ao filo Verrucomicrobia esta
apresentado na tabela 4.4, logo abaixo. Sobre a via de oxidagédo do metano por esses micro-
organismos, até 0 momento, pouco se sabe devido a sua recente descoberta. Pela reconstrugédo
das vias de assimilacdo de carbono na espécie Methylacidiphilum infernorum, verificou-se
que varias das enzimas chave para assimilacdo do formaldeido via Ribulose Monofosfato, tais
como fosfato-hexulose, hexulose-6-fosfato, ndo estdo presentes, indicando, portanto que esta
ndo € a via de assimilacdo de carbono pela biomassa. Em contrapartida, duas enzimas da via
serina foram identificadas a partir do genoma de Methylacidiphilum infernorum.

Tabela 4-4. Caracteristicas gerais dos metanotréficos do filo Verrucomicrobia
Caracteristicas

Familia Methylacidiphilaceae
Fixacdo de Nitrogénio +
Via RuMP -
Via Serina +
Formac&o de exdsporos -
pMMO +
sMMO -
Temperatura crescimento (°C) 37-65
pH crescimento (pH) 0,8-6,0
Facultativos -
Conteudo G+C no DNA 40,8 - 45,5

Fonte: (DUNFIELD et al., 2007; OP DEN CAMP et al., 2009b; SEMRAU et al., 2010).

Por fim, a tabela 4.5 apresenta um resumo comparativo de todas as familias de metanotréficas

aerdbias conhecidas.
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Tabela 4-5. Comparac¢éo das familias de metanotroficas aerdbias descritas

Caracteristicas

Filo Proteobacteria

Filo Verrucomicrobia

Classe Gammaproteobacteria Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria
Familia Methylococcaceae Methylocystaceae Beijenrickaceae Methylacidiphilaceae
Géneros Methylobacter, Methylosinus, Methylocapsa, Methylacidiphilum
Methylococcus, Methylocystis Methylocella
Methylocaldum,
Methylohalobius,
Methylomicrobium,
Methylomonas,
Methylosoma,
Methylosarcina,
Methylosphaera,
Methylotermus,
Crenothrix, Clonothrix
Assimilacio + - - -
formaldeido via RuMP
Assimilacio - + + +
formaldeido via Serina
pMMO + + Varidvel entre as|+
espécies
sMMO Variavel entre as espécies | Varidvel —entre  as|Varidvel entre as|-
espécies espécies
Células em estado de | Cistos ou nenhuma Cistos, esporos ou | Cistos ou esporos Nenhuma
repouso (resting cells) nenhuma
Contetido G+C no DNA | 43-65 62-67 60-63 41-46
(%mol)
Facultativos - - Variavel entre as|-
espécies

Fonte: SEMRAU et al., 2010, p.501.
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4.3.1.3 Taxonomia e filogenia das metanotréficas aerdbias

A descoberta do primeiro micro-organismo metanotrofico ocorreu ha mais de um século. Em
1906, S6hgen sugeriu que as baixas concentracdes de metano atmosféricas se deviam a sua
oxidacgdo por microbios, considerando-se as mais diversas fontes de producao desse gas para o
ambiente. Em suas pesquisas, 0 cientista isolou 0 primeiro organismo capaz de oxidar o
metano e denominou-o0 Methanicus bacillus, atualmente conhecido como Methanomonas
methanica (HANSON e HANSON, 1996).

Embora o primeiro metanotrofico tenha sido isolado em 1906, a base para a classificacdo
dessas bactérias soO foi estabelecida por meio de Whittenbury e seus colaboradores em 1970,
que isolaram e caracterizaram aproximadamente cem novas bactérias que utilizam o metano.
Esses investigadores propuseram a separacao das bactérias que utilizam o metano em cinco
géneros, baseados em diferencas morfolégicas, formacdo de estruturas de laténcia
(exdsporos), estruturas da membrana citoplasmatica e algumas caracteristicas fisiologicas. Os
géneros propostos por Whittenbury et al. foram: Methylomonas, Methylobacter,
Methylococcus, Methylocystis, e Methylosinus (WHITTENBURY e KRIEG, 1984). Esses
géneros sdo semelhantes aos atualmente aceitos, exceto pela adi¢cdo de aproximadamente mais

quinze géneros.

Dentro da classe a-Proteobacteria, 0 género Sphingopyxis sp. MD2 foi relacionado a remocéo
simultanea de metano e compostos sulfurosos volateis como H,S, methanothiol e Dimetil
Sulfeto (DMS). No caso da linhagem MD2, a cultura desse micro-organismo poderia ser uma
valiosa ferramenta bioldgica para mitigar a emissdo de metano em aterros, ou ainda para ser
utilizado como inéculo em reatores como forma de pos-tratamento de efluentes anaerdbios

contendo metano e sulfeto dissolvido (LEE et al., 2012).

Essa bactéria foi isolada a partir de um consércio microbiano enriquecido com metano e DMS
a partir de um meio nutritivo R2A. O micro-organismo € pertencente a ordem
Sphingomonadales, cujos membros ndo tém mostrado atividade metanotréfica. Além disso,
sdo filogeneticamente distintos das ordens de metanotroficas conhecidas. Entretanto, a

presenca da enzima pMMO nesse micro-organismo foi confirmada (LEE et al., 2012).

Uma arvore filogenética atual contendo os géneros de metanotroficas conhecidas, com base

no RNAr 16S, e a ampla distribuicdo dos géneros dentro dos grupos Alphaproteobacteria,
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Gammaproteobacteria e Verrucomicrobia esta apresentada na figura 4.4 (SEMRAU et al.,
2010).

Alphaprotecbacteria

Methylocapsa acidophila B2
Methylocella slivestris BL2

Methylacystis parvus OBEP
Methylosinus trichosporium OB3b

Methylacidiphilum infernorum V4

Verrucomicrobia

Methylothermus thermalis MYHT
Methylohalobius crimeensis

Methylococcus capsulatus Bath
Methylocaldum szegediense ORZ

Methylosphaera hansonii AM

Crenothrix polyspora

Methylosoma difficile LC2
Methylobacter tundripaludum SV96

Methylomonas methanica
Methylosarcina lacus LW14

ethylomicrobium album BG8
Clonothrix fusca AW-b

0.02

Gammaproteobacteria

Figura 4-4. Arvore filogenética mostrando as espécies de metanotroficas conhecidas com
base nas sequéncias do gene RNAr 16S.

Fonte: Semrau et al., 2010, p. 502.

A filogenia de metanotréficos, além de serem verificadas por meio do RNAr 16S, sdo
comumente examinadas através do gene funcional pmoA, que codifica a subunidade alpha da
enzima pMMO. A maioria dos metanotréficos tém multiplas copias do operon pmo. A figura
4.5 apresenta uma arvore filogenética construida com base no gene pmoA (THEISEN et al.,
2005).
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Alphaprotecbacteria

Methylocapsa acidophila B2

Methylosinus Irichosporium OB3b
Methylocystis parvgs OBEBE,

Verrucomicrobia

Methylacidiphilum infarmarum V4 pmodd

Methylococcus capsulatus Bath
Methylocaldum szegediense OR2Z,
Methylothermus thermalis MYHT
Methyiohalobius crimeensis

Methylacidiphilum infarnorum V4 pmof3

Methylosoma difficile LC2

Methylobacter tundripaludurm SWV96
Methylomonas methanica

Methylomicrobium album BGB
Methylosarcina lacus LW14
Clanothrix fusca AW-b

Crenothrix polysporg

Gammaproteobacteria

0.1

Gammaproteobacteria

Figura 4-5. Arvore filogenética mostrando as espécies de metanotroficas conhecidas com
base nas sequéncias do gene funcional pmoA.

Fonte: Semrau et al., 2010, p. 502.

Conforme mostrado na figura 4.5, a sequéncia do gene pmoA do género Crenothrix difere dos
outros metanotroficos da classe Gammaproteobacteria, bem como as sequéncias de pmoA
existentes nos metanotréficos do filo Verrucomicrobia. Tal fato indica que a presenca do gene
pmoA em Methylaciphilum e Crenothrix ndo sdo devido a uma transferéncia horizontal

recente do gene, mas que estas células divergiram dos metanotr6ficos hd muitos anos atras.

4.3.2 Oxidacdo Anaerdbia do Metano

A oxidacdo anaerdbia do metano pode estar associada a reducdo do sulfato ou a reducdo de

nitrito conforme descrito nos itens a seguir.

4.3.2.1 Oxidacdo anaerdbia do metano acoplada a reducéo de sulfato

O primeiro indicio da remogdo de metano em condi¢cBes anaerébias se deu a partir de
observagdes geoquimicas de sedimentos marinhos que mostraram que 0 metano produzido

nos sedimentos se difundia e desaparecia juntamente com o sulfato antes mesmo de entrar em
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contato com o0 oxigénio presente em camadas superiores ao longo da coluna d’agua
(KNITTEL e BOETIUS, 2009).

ZEHNDER e BROCK (1979) realizaram um experimento através da incubacdo in vitro de
arquéias metanogeénicas, onde detectaram, nessas amostras, evidéncias da degradacdo de uma
pequena porcentagem do metano produzido. As amostras foram incubadas com marcadores
radioativos, que mostraram que a oxidacdo do metano coincidiu com o aumento da reducao de
sulfato. A partir disso, os autores inferiram a presenca de um mecanismo acoplado, em que
ambos, arquéias metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato (BRS), poderiam ser
beneficiadas com a oxidacdo anaerdbia do metano (REEBURGH, 2007; JAGERSMA et al.,
2009). Posteriormente, verificou-se que ndo se tratava apenas de arquéias metanogénicas, mas
também que essas arquéias realizavam a metanogénese reversa, sendo capazes de consumir o
metano (arquéias metanotroficas) e que este era um processo sintréfico, no qual arquéias
metanotréficas produzem transportadores de elétrons, que sdo subsequentemente utilizados

por bactérias sulfato redutoras (figura 4.6).

(a) Reverse methanogenesis (b)
CH,

I:D l ______ S . 2e .

Methyl-S-CoM

(c) Biomass generation @ l

Acetyl-CoA4------%------ Methyl-H,MPT

‘,* @I i ——————— > 2e -
' Methylene-H,MPT

v \
Biomass T *2e -

@ l k Sulfate reduction
Methenyl-H,MPT

® l ‘r;.: X e
Formyl-H,MPT 1

® l S04
Formyl-MFR _-“ Ba —---- >

@ J, —————— P »2e0 "

co, HS

Figura 4-6. Oxidacao anaerdbia do metano associada a redugéo de sulfato.

A via proposta para a oxidagdo anaerdbia do metano envolvendo o homdlogo de metil coenzima M-redutase e
um novo composto metileno-tetrahidrometanopterina redutase (H;MPT), e sua conex@o com a via de reducédo de
sulfato. (a) A via de metanogénese reversa. A seta com tracejado na via da metanogénese reversa indica uma
enzima descoberta recentemente, a metileno H;MPT redutase. Enzimas que executam as etapas de 1 a 7: 1, Metil
coenzima M-redutase; 2, Metil H,MPT:coenzima M metiltransferase; 3, Metileno-H,MPT redutase; 4, Metenil-
H4sMPT ciclohidrolase; 5, Formil-MFR:H;MPT formiltransferase; 6, Formil-MFR desidrogenase; 7; CO,. (b) A
metanogénese reversa é conectada a reducdo de sulfato por um intermediario desconhecido (X). e” representam
um elétron. (c) O methyl-H;MPT produzido é convertido & biomassa através da via da serina ou é oxidado a
CO..

Fonte: CHISTOSERDOVA et al., 2005, p.2.
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4.3.2.2 Taxonomia e filogenia

A andlise filogenética da OAM em sedimentos por meio do gene RNAr 16S identificou trés
grupos de arquéias filogeneticamente distintas, ANME-1, ANME-2 e ANME-3 (HINRICHS
et al., 1999; VALENTINE, 2002; NAUHAUS et al., 2005). Os grupos séo intimamente
relacionados com as ordens Methanosarcinales, Methanobacteriales e Methanomicrobiales,

que compreendem grande parte das metanogénicas cultivaveis (Figura 4.7).

a b

>400 sequences

>35/ IO
oo
>15 habitats

mcrA group e

>7°5°q‘.'°"°“ - (ANME-2a)

Methanosarcina

A

mcrA groups c-d
(ANME-2¢)

Merhanococcoxdes 3 —
Methanohalophilus 2 \
Methanolobus Methanococcoides bunor;ﬁ\l>- — Methanosaeta
- thermophila
) Methanomethylovorans
Methanosarcina >700 sequences hollandica

ANME-1 Methanococcales <

Archaeoglobales Methanomicrobiales

Methanococcales
Methanobacteriales

mcrA groups a-b (ANME-1)

Methanobacteriales
10% 10%

Figura 4-7 - Arvore filogenética mostrando sequéncias de ANME.

a) Sequéncias de genes RNAr 16S de ANME relacionadas ao dominio Archaea.

b) Sequéncias de genes que codificam para a subunidade alfa da enzima metil-coenzima m redutase (mcrA)
selecionadas do dominio Archaea.

Dados em caixas coloridas trazem as informages sobre a distribuicdo e abundancia das sequéncias recuperadas
(publicadas e ndo publicadas).

Fonte: KNITTEL e BOETIUS, 2009, p. 317.

Nos ultimos anos, a diversidade de populacdes de ANME tem sido constantemente estudada.
A maioria das investigagdes baseou-se no gene RNAr 16S ou em filogenias do gene que
codifica a enzima metil-coenzima m-redutase (mcrA). De acordo com a filogenia do gene
RNAr 16S, os grupos ANME ndo sdo monofiléticos, e a distancia entre os trés grupos é
grande, com similaridade de 75 a 92%. A semelhanca de subgrupos de ANME-2 (2a, 2b e 2c)
também é considerada baixa. Assim, os membros de ANME-1, ANME-2 e ANME-3,

certamente, pertencem a diferentes ordens ou familias. Contudo, podem ser agrupados pela
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capacidade de mediar a OAM em uma vasta gama de ambientes (BOETIUS et al., 2000;
KNITTEL e BOETIUS, 2009).

Um novo grupo intimamente relacionado a ANME-2 tem sido descrito como um quarto
subgrupo, designado como ANME-2D. Seu papel, entretanto, ainda ndo esta claro e ndo foi
comprovado que o grupo media a OAM. Além desses, outro grupo intimamente relacionado a
ANME-2 foi recuperado de um biorreator desnitrificante (RAGHOEBARSING et al., 2006).

As células de ANME-1 tém morfologia retangular tipica e s@o autofluorescentes sob luz UV,
uma caracteristica tipica das arqueias metanogénicas que contém a coenzima F420. As células
de ANME-1 ocorrem mais frequentemente como células individuais ou em cadeias de duas a
quatro células. No entanto, ja foram observadas cadeias longas multicelulares com tamanho
superior a 100 pm. Analises por microscopia eletrdnica relevaram bainhas externas em
células de ANME-1 que parecem ser constituidas de um biopolimero resistente. No mar
negro, associacdes de ANME-1 e BRS foram reportadas (RAGHOEBARSING et al., 2006).

Muito frequentemente, cocos de ANME-2 sdo encontrados em consorcio com BRS. As
populacdes de ANME-2A e ANME-2C podem ser distintas pela sua morfologia de agregacao,
ou seja, a forma com que as células se encontram agregadas. Em geral, células de ANME-2A
e células de Desulfosarcina (DSS) sdo encontradas completamente mescladas formando um
biofilme de formato variavel. Em contrapartida, ANME-2C e DSS se agregam em um
formato tipico bem conhecido formando uma concha com um nucleo de ANME-2C que é
parcial ou completamente rodeado por uma camada tipica de BRS (KNITTEL e BOETIUS,
2009).

Além de serem encontradas em consércio com BRS, células de ANME-2 também foram
encontradas como células individuais. A Figura 4.8 apresenta o consorcio de ANME descrita
por KNITTEL e BOETIUS (2009):
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Figura 4-8. Microscopia de Epifluorescéncia de diferentes células individuais e/ou

agregadas de ANME visualizadas por FISH.

a - Células individuais de ANME-1 presentes no mar Negro

b - Consércio de ANME-1 (vermelho) e células de DSS (verde)

¢, d, e - Consorcio misto de ANME-2A (vermelho) e DSS (verde).
f, g - Consodrcio de ANME-2C (vermelho) e DSS (verde).

h - Células individuais de ANME-2C.

i - Consorcio de ANME-3 e Desulfobulbus.

Fonte: KNITTEL e BOETIUS, 2009, p. 319.

O grupo ANME-3 pode ser encontrado, em sua quase totalidade, associado a Desulfobulbus,
um género de BRS. Entretanto, esse grupo também tem sido detectado juntamente com DSS
em subsuperficie de sedimentos. Em alguns locais, ANME-3 ocorre como células Unicas.

Estudos indicam uma distribuicdo global de ANME-1 e ANME-2, enquanto a presenca de
ANME-3 parece ser principalmente restrita aos ambientes aquaticos profundos, lamas
vulcanicas, sendo encontrado apenas esporadicamente em outros tipos de sedimentos
(KNITTEL e BOETIUS, 2009).
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O primeiro experimento in vitro, utilizando sedimentos naturalmente enriquecidos com
ANME, demonstrou com sucesso a oxidacdo anaerObia do metano. A prova direta de
metanotrofia anaerdbia foi fornecida por espectrometria de massa de ions com microssonda
confirmando o esgotamento extremo de C** da biomassa total (JAGERSMA et al., 2009;
KNITTEL e BOETIUS, 2009).

A oxidacdo do metano acoplada a reducdo do sulfato produz quantidade relativamente
pequena de energia, principalmente quando comparada com a oxidacdo aerdbia ou andxica do
metano. A equacéo 4.2 representa a reacdo global da oxidacéo anaerdbia de metano acoplada
a reducdo de sulfato (BARNES e GOLDBERG, 1976; MEULEPAS et al., 2010):

CHg + SO, —HCO®* + HS +H,0 AG = -16,6 kd/mol CH, (4.2)

4.3.2.3 Oxidacdo anaerdbia do metano dependente de nitrito (N-DAMO)
Recentemente, algumas pesquisas na Holanda tém destacado a possibilidade da oxidagdo do

metano sob concentragOes limitantes de oxigénio. Tal processo foi designado como oxidacéo
anaerdbia do metano dependente de nitrito (do inglés - Nitrite-dependent anaerobic methane
oxidation - N-DAMO). Nessa reacdo, o metano é parcialmente oxidado resultando em
compostos organicos como metanol ou acetato que sdo subsequentemente usados para
desnitrificagdo produzindo didxido de carbono (COy) e gas nitrogénio (N2) (ETTWIG, 2010)

conforme reacdo a seguir (equacao 4.3):
3CH4+ 8NO; + 8H™—> 3CO; + 4N, + 10H,0  AG =-928 ki/mol CH, (4.3

O genoma da bactéria responsavel pela N-DAMO foi isolado de uma cultura enriquecida de
sedimentos de agua doce, canal hidroviario e esta foi identificada como Candidatus
Methylomirabilis oxyfera (ETTWIG, 2010). Esse genoma contém genes de vias metabdlicas
anaerobias e, curiosamente, genes de vias metabolicas aerébias. O micro-organismo possuiu,
transcreveu e expressou a via completa aerdbia para oxidar o metano, englobando o operon
que codifica a enzima MMO, que catalisa 0 primeiro passo na oxidagdo aerobia do metano. A
subunidade A da enzima metano-monoxigenase particulada (pmoA) é uma das subunidades da
MMO que é utilizada como um marcador funcional bem conhecido para detectar bactérias
metanotroficas (MCDONAL et al., 2008; LUESKEN et al., 2011b). Os primers pmoA

fornecem uma ferramenta muito Gtil para a detecgdo de bactérias metanotroficas no ambiente.
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De acordo com ETTWIG (2010), estudos de isétopos estaveis foram realizados e sugeriram
gue esses organismos poderiam fabricar seu préprio oxigénio molecular retirando-o do 6xido
nitroso proveniente da reducdo do nitrito. Sendo assim, o oxigénio produzido seria utilizado
para oxidar metano por uma via aerobia em um ambiente anaerobio. A Figura 4.9 apresenta o
ciclo do carbono e nitrogénio incluindo o processo de oxidacdo dependente do nitrito
realizado pela bactéria M. oxyfera (ETTWIG, 2010). As biotransformaces mediadas por M.
oxyfera estdo destacadas em vermelho.
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Figura 4-9. Processo de oxidacdo do metano dependente do nitrito realizando pela bactéria

Candidatus Methylomirabilis oxyfera - ciclos do carbono e nitrogénio associados.

Fonte: ETTWIG, 2010, p. 15.

A tabela 4.6 apresenta um resumo dos principais taxons de metanotréficas descritos na
literatura.
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Tabela 4-6. Resumo dos principais tAxons de metanotroéficas descritos na literatura.

Metanotrdficas Téaxons Referéncias

Bactérias aerdbias Methanicus bacillus; (S6hgen, 1906);
Familias: Methylococcaceae (Whittenbury e Krieg, 1984);
(Classe Gammaproteobacteria);  (Bowman et al., 1995);
Methylocystaceae e (Hanson e Hanson, 1996);
Beijerinckiaceae (Classe (Liebner e Wagner, 2007);
Alphaproteobacteria); (Semrau et al., 2010);

Alguns géneros: Methylomonas,
Methylobacter, Methylococcus,
Methylocaldum, Methylocystis e
Methylosinus
(Dunfield et al., 2007);
Ca. Methylacidiphillum (Filo
Verrucomicrobia);
(Lee et al., 2012).
Sphingopyxis sp. MD2

Arquéias anaerébias (Zehnder e Brock, 1979);
(Hinrichs et al., 1999);
ANME - Methanomicrobium, Knittel e Boetius, 2009).
Methanosarcina
Bactérias anaerdbias (Raghoebarsing et al., 2006);

Luesken et al., 2009).
Ca. Methylomirabilis oxyfera

4.4 Aplicacdes biotecnoldgicas de micro-organismos metanotréficos

As bactérias oxidantes de metano, devido a presenga da enzima MMO, foram relatadas pela
capacidade de degradar poluentes, tais como farmacos, aditivos quimicos, pesticidas, dentre
outros (BENNER et al., 2014).

As enzimas pMMO e sMMO encontradas em metanotroficas se diferem na afinidade e
especificidade de substratos. A sMMO é considerada menos especifica, ou seja, podendo
oxidar tanto alcanos com até oito atomos de carbono, bem como compostos aromaticos
(SEMRAU et al., 2010).

Em estudo realizado por BENNER et al. (2014), micro-organismos oxidantes de metano de
cinco diferentes culturas, foram selecionados para serem utilizados para codegradagéo
metabolica de micropoluentes. Em uma primeira triagem, 18 diferentes compostos foram
testados quanto a degradacdo com o uso das culturas, bem como quatro linhagens puras de
bactérias oxidantes de metano. Dentre os compostos testados no trabalho, estavam produtos
farmacéuticos, aditivos quimicos e pesticidas. Todas as culturas enriquecidas foram bem
sucedidas na degradacgéo de pelo menos quatro diferentes poluentes, mas 0s compostos mais

frequentemente degradados foram sulfametoxazol (SMX) e benzotriazol (BTZ). As culturas
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puras apresentaram menor potencial de degradacdo, mas trés das quatro linhagens testadas,
também foram capazes de degradar SMX e BTZ (BENNER et al., 2014).

Oxidacao anaerdbia do metano dependente do nitrito

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de fertilizantes na agricultura tém se intensificado
aumentando a carga de nitrogénio que pode ser lancada em corpos d’agua receptores. Sabe-se
que o lancamento de efluentes contendo excesso de nutrientes é a principal causa da
eutrofizacdo artificial. Sendo assim, de forma a prevenir a poluicdo por nitrogénio, 0s
efluentes necessitam ser tratados reduzindo a carga de nitrogénio antes de serem langados nos
corpos d’agua evitando assim a deterioragdo dos mananciais (VON SPERLING, 2005;
LUESKEN, 2011).

Convencionalmente, a remocdo de cargas de nitrogénio em um sistema de tratamento de
aguas residuarias, faz-se através de dois processos: nitrificagdo bacteriana (processo aerébio)
que oxida a amonia (NH,") em nitrito (NO,) e nitrato (NO3"). Subsequentemente, no processo
anaerébio (ou anodxico), compostos organicos sdo necessarios como suplemento para a
reducdo de nitrato (NO3") ou nitrito (NO;) para gas nitrogénio (N,) por micro-organismos

desnitrificantes.

A fim de suprir a necessidade de compostos organicos, doadores de elétrons como o metanol
ou o acido acético frequentemente tém sido utilizados. Entretanto, a introducdo desses
compostos resulta em aumento dos custos do tratamento. Devido a essa desvantagem, é de
grande relevancia cientifica a busca por doadores de elétrons alternativos ou sistemas
inteiramente novos (LUESKEN, 2011).

Nesse sentido, a investigacdo de micro-organismos e o0 enriquecimento de culturas
responsaveis pelo processo N-DAMO, em biomassa proveniente de sistemas de tratamento de

esgotos, faz-se de suma relevancia.

Em 2006, um consoércio de bactérias pertencente a divisdo candidato NC10 e arquéias foi
identificado em cultura enriquecida proveniente de sedimento de canal hidroviario
Twentekannal, na Holanda (RAGHOEBARSING et al., 2006). HU et al. (2009) e ETTWIG
et al. (2008), postularam que arquéias realizavam a metanogénese reversa acoplada a

desnitrificacdo. No entanto, ap6s um tempo, as arquéias desapareceram da cultura enquanto
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bactérias NC10 permaneceram. Sendo assim, o mecanismo N-DAMO era mediado por
bactérias do filo NC10. A bactéria M. oxyfera esta incluida nesse filo. As caracteristicas desse
micro-organismo fazem com que ele se torne uma espécie interessante para ser aplicada em
processos de tratamento de aguas residuarias. Se o metano puder ser usado para a
desnitrificacdo em um processo N-DAMO, isso poderia contornar a necessidade de doadores
de elétrons caros (como metanol) para remogdo de nitrogénio. Um sistema dessa forma
poderia oferecer grande numero de vantagens comparado a remocdo convencional de
nitrogénio, incluindo baixos custos, baixa producdo de biossélidos e baixo consumo de
energia (HU et al., 2009; ETTWIG, 2010; LUESKEN et al., 2011a; LUESKEN et al., 2011b).

Em 2009, uma cultura selecionada de N-DAMO foi obtida a partir de sedimentos de drenos
abertos de terras agricolas na Holanda (ETTWIG, 2010). De forma similar, KAMPMAN et al.
(2012), também enriqueceram em biorreatores bactérias pertencentes ao filo NC10. Em
ambos os trabalhos, arquéias oxidadoras de metano nao foram relatadas. Por outro lado, um
estudo na Australia realizado por HU et al. (2009) relatou a selecdo de um consoércio
microbiano contendo bactérias NC10 e arquéias metanotréficas a partir de indculo misto
proveniente de lodos ativados de um sistema de tratamento de efluentes municipais,
sedimentos de &gua doce e lodo de digestores em um reator operado sob a forma de bateladas
sequenciais (RBS). De acordo com STROUS et al. (1998), biorreatores operados sob a forma
de bateladas sequenciais apresentam retencdo de biomassa mais eficiente. A biomassa
enriquecida poderia ser usada posteriormente para dar inicio a operacdo de reatores aplicados
no pos-tratamento de efluentes anaerdbios.

De acordo com HU et al. (2009), é possivel que arquéias metanotréficas possam ser capazes
de reduzir o nitrato e/ou possuam maior afinidade ao nitrato do que ao nitrito. Dessa forma,
pode ser que requeiram bactérias na cultura de forma a remover nitrito, o qual é um inibidor

de varios tipos de micro-organismos.

Devido ao limitado nimero de trabalhos contendo cultivo de metanotréficas desnitrificantes
(N-DAMO), os avancos nessa area ainda sdo lentos, sendo requeridos maiores estudos
(RAGHOEBARSING et al., 2006; KAMPMAN et al., 2012). Além disso, o tempo de
duplicacdo desses micro-organismos (de aproximadamente uma a duas semanas) também
dificulta os estudos, pois, para cultiva-los, sdo necessarios, em sua maioria, longos periodos

de enriquecimento (ETTWIG et al., 2008). Entretanto, quando comparado aos processos
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aerobios de oxidacdo do metano, N-DAMO poderia oferecer uma série de vantagens, pois ndo
h& requerimento de oxigénio livre e, portanto, representaria economia, além do uso eficiente
do metano de forma energética associada a remoc¢éo de nitrogénio em sistemas de tratamentos

anaerébios.

A tabela 4.7 apresenta um resumo dos principais trabalhos relacionados ao enriquecimento de

micro-organismos metanotréficos, incluindo arquéias e metanotroficas desnitrificantes.
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Tabela 4-7. Resumo dos principais trabalhos de selecao e cultivo de micro-organismos metanotroficos encontrados na literatura.
(continua)

Reator e modo

Temperatura

Presenca de

Presenca de

Periodo minimo

) ~ Formas de b4 A A
In6culo de operacéo Nitrogénio arquéias bactérias filo de Referéncia
() g metanotroéficas NC10 enriguecimento
Sedimentos de um canal de agua Bateladas 0 o . a0 L amo Ragoebarsing et
doce (Holanda) sequenciais 25°C Nitrito e Nitrato Sim: 10% Sim: 80% 16 meses al. (2006)
Biomassa selecionada no Tanque de Ettwiq et al
trabalho de Ragoebarsing et al. agitacdo continua 30°C Nitrito e Nitrato Né&o Sim: 70% 22 meses (2(?08) '
(2006) (Holanda)
Sedlmfe ntos de drenagens . Tap que d? 30°C Nitrito e Nitrato Néo Sim: 70% 5 meses Ettwig et al.
agricolas (Holanda) agitacdo continua (2009)
Mistura de: sedimento de lago de Bateladas
agua doce, lodo de digestor e Sequenciais 220C Nitrato N4o Sim: 15% 9 meses Hu et al. (2009)
lodo de retorno de sistema de
lodos ativados (Australia)
Mistura de: sedimento de lago de Bateladas
agua doce, lodo de digestor e Sequenciais 350C Nitrato Sim: 40% Sim: 30% 8 meses Hu et al. (2009)
lodo de retorno de sistema de
lodos ativados (Australia)
Biorreator
Sedimentos da baia Eckernforde anaerobio de Meulenas et al
(Mar Baltico, Alemanha) e lodo membrana 15 e 30°C - Sim: ANME 2a Né&o 29 meses (2809) '
anaerobio granulado submersa - fluxo
continuo

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

39



Tabela 4-6. Resumo dos principais trabalhos de enriquecimento de micro-organismos metanotroficos encontrados na literatura.

Reator e Presenca de Presenca de Periodo
) Temperatura Formas de b .y L A
In6culo modo de C) Nitrogénio arquéias bactérias minimo de Referéncia
operacéo g metanotroéficas filo NC10  enriquecimento
Biorreator
Sedimentos da baia Eckernforde (Mar Baltico, arr?:rﬁ?rﬁnge 150C i Sim: ANME-2g; N0 28 meses Jagersma et al.
Alemanha) 90% das Archaea (2009)
submersa -
fluxo continuo
Lodo proveniente de Estacéo de Tratamento de Bateladas oa0 Nitrito e x . Luesken et al.
Efluentes Industriais (Lieshout, Holanda) Sequenciais 20-23°C Nitrato Nao Sim 11 meses (2011)
. . Bateladas o - x Sim: 70- Kampman et al.
Sedimentos de drenagens agricolas (Holanda) sequenciais 30+ 1°C Nitrito Nao 80% 13 meses (2012)
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4.5 POTENCIAL DE OXIDACAO BIOLOGICA DO METANO - ATIVIDADE
METANOTROFICA
Em 2000, um trabalho realizado por CHAN e PARKIN (2000), avaliou os gases inibidores da
oxidacdo do metano bem como da metanogénese em amostras de solos de um aterro sanitario
municipal. Uma variedade de compostos incluindo acetileno, etileno, etano, cloreto de metila
e fluoreto de metila foram avaliados. Os experimentos consistiram na utilizacdo de solos
esterilizados, tal como solos nédo tratados submetidos a diferentes concentracdes desses gases.
Apenas o cloreto de metila apresentou um resultado satisfatorio, sendo capaz de inibir em
89% a metanogénese, ao passo que a oxidacdo do metano néo foi significantemente afetada.
Entretanto, o trabalho ndo traz informagdes sobre o potencial de oxida¢do anaerdbia do

metano, como taxa de consumo atribuida aos micro-organismos metanotréficos.

Posteriormente, em pesquisa feita por KNIEF et al. (2003), amostras coletadas do horizonte
superficial do solo (5 a 20 cm da superficie do solo) na Alemanha, Italia e Holanda foram
incubadas a 25°C em frascos de 120 mL lacrados com batoque de borracha. As amostras
foram incubadas sob atmosfera de metano (100 a 400ppmv) e o decaimento do metano no
headspace foi mensurado por meio de um cromatografo com detector por ionizacdo de
chama. As taxas de oxidagdo do metano foram estimadas por regressao linear. O tempo de
incubacdo variou de acordo com a atividade das amostras e incluiram de 3 a 12 pontos para
elevadas concentracdes de metano. As taxas maximas de oxidacdo de metano variaram de
0,01 a 3,11nmol CH4.g%.h,

Pesquisas realizadas por ETTWIG et al. (2009), com uma cultura enriquecida a partir de
sedimentos de valas agricolas e sedimentos de agua doce, investigou a oxidacdo do metano
através de experimentos em batelada utilizando-se toda a cultura enriquecida a partir do dia
146. Os dados obtidos mostraram uma taxa de atividade de consumo de metano de

! Nesse trabalho, 0 metano foi

aproximadamente 0,18nmol de CH,. min® mg protein -
adicionado a uma concentragdo que variou de 2,5% a 10% de metano no headspace dos

frascos e incubado a 30°C. A concentragdo de metano foi medida via cromatografia.

A partir de projeto conduzido por MARTINEAU et al. (2010), amostras do solo do artico
canadense (permafrost) foram incubadas em um meio contendo sais minerais ou adicionadas
diretamente em frascos de vidro de 120mL (sem o tratamento com meio mineral). O meio
mineral (NMS) é um meio de crescimento utilizado para enriquecimento e isolamento de

bacterias metanotroficas e este foi adicionado para estimular a degradagdo de metano no solo.
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Os frascos foram selados com batoque de borracha e 1mL de **CH4 foi injetado no headspace
de cada microcosmo. As amostras foram incubadas a 4°C ou a temperatura ambiente sob
agitacdo de 160rpm. Amostras autoclavadas também foram utilizadas como controle negativo
para a degradacdo do metano. O headspace foi monitorado por cromatografia gasosa e quando
mais de 90% do metano foi consumido, 0 microcosmos foi lavado com ar estéril para evitar a
acumulacdo de CO, e injetou-se novamente 1mL ou 5mL de **CH,4 ou **CH,. Os resultados
mostraram que 0s solos apresentam a capacidade para oxidar o metano tanto a 4°C como a
temperatura ambiente, mas que as taxas de oxidacdo foram maiores a temperatura ambiente,
bem quando a solucdo nutriente foi adicionada, mostrando que estas condi¢cdes podem
favorecer a oxidacdo biologica do metano. Os valores para a oxidacdo do metano sem a
adicdo do meio mineral variaram de 2,5 a 7,5 nmol CH4.g™.d™ (4°C) e 7,5 a 11,5 nmol
CH4.g™*.d™" (a 25°C). Ja quando se adicionou 0 meio mineral as taxas de oxidacdo a 4° C
foram aproximadamente de 100nmol CH4.g™.d, ao passo que as taxas para oxidacdo a 25°C,

variaram de 300nmol a 550nmol CH4.g™%.d ™.

De acordo com os autores, a falta de nutrientes pode ser um fator importante que limita a
atividade de bactérias metanotréficas em solos do Artico. Com efeito, quando as amostras de
solo foram incubadas com sais minerais, um meio de crescimento que foi projetado para o
enriquecimento e isolamento de bactérias metanotrdficas, as taxas de oxidacdo do metano
foram de 15 a 100 vezes maior do que para as amostras de solo correspondentes incubadas
sem meio mineral (MARTINEAU et al., 2010).

Ainda em 2010, um trabalho feito por MEULEPAS et al. (2010) investigou a oxidacdo do
metano marcado (**CH,), a partir de amostras de lodo granular obtidos de trés reatores UASB
em escala real, sendo estes: um reator metanogénico tratando agua residuéria proveniente de
uma industria de papel, outro reator metanogénico tratando agua de inddstria de destilaria e o
terceiro, um reator reducdo de sulfato alimentado com etanol. A amostra composta foi

incubada e a taxa de oxidacao apresentada foi de 11,4pmol de CH4.gSSV™'d™.

Uma pesquisa realizada por HO et al. (2013), investigou o potencial de oxidac¢do de metano a
partir de amostras de lodo provenientes de diferentes ETES, que representam diferentes
processos de tratamento de aguas residuarias. As amostras de lodo foram provenientes de um
sistema de lodos ativados, lodo proveniente de digestores de lodo e por ultimo, lodo
proveniente de um sistema designado como OLAND (do inglés - Oxygen-limited autotrophic

nitrification/denitrification), que € um reator bioldgico autotréfico limitado em oxigénio que
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permite a nitrificacdo/desnitrificacdo e utilizado, portanto, para tratar aguas residuarias com
elevada concentracdo de nitrogénio. Tipicamente, esses reatores contém uma comunidade
micro-organismos aerobios e anaerdbios oxidadores de aménia (VLAEMINCK et al., 2010).
Cerca de 8mL de amostras de lodo foram incubadas em frascos de 120mL sob atmosfera de
metano de aproximadamente 25% a 28°C. As amostras foram mantidas sob agitacdo a
120rpm. Os resultados mostraram que o total de metano consumido foi de 160, 32 (x 17,79)
mmol CH4.gSSV™ para o lodo anéxico do sistema de lodos ativados (LA) e de 34,66 (+ 0,94)
mmol CH4.gSSV™ para o lodo de retorno de LA. Para o lodo de digestores anaerébios, o total
de metano consumido foi de 22,09 (+ 1,02) mmol CH,.gSSV™. E por fim, para o sistema
OLAND em escala de laboratério, o resultado foi de 85,16 (+ 2,69) mmol CH,.gSSV?, ao
passo que para uma escala de OLAND industrial, os valores foram bastante inferiores, sendo
igual a 35,19 (+ 5,71) mmol CH4.gSSV™. A tabela 4.8 resume os trabalhos descritos na

literatura bem como as taxas de oxidacdo do metano encontradas.

Tabela 4-8. Taxa de oxidacdo do metano a luz da literatura.

Amostras Atividade metanotréfica Referéncia
Amostras de solo 0,01-3,11nmolCH,.g-1.h-1  KNIEF et al., 2010
Sedimentos de valas 0,18 nmolCH,.min™.mg de ETTWIG et al.,
agricolas e de 4gua doce proteina® 2009
Solo do artico 2,5-7,5nmol CH,.g™.d* MART”;IOESU etal,
Solo do artico 7,5—11,5 nmol CH,.g.d* MARTIS‘&%‘U etal,
Solo do artico 100 nmol CH,.g™*.d™ MARTI?&%U etal,
Solo do artico 300-550 nmol CH,.g*.d* MARTI?&%‘U etal,
Lodo granular de UASB
tratando efluente 11,4 pmol CH,.gSTV.dia™ MEULngOS etal,
industrial
LLodo anoxico de sistema 160 mmol.gSSV™: HO et al. (2013)
de lodos ativados
Sistema ORLAND 85 mmol.gSSV™* HO et al. (2013)
Lodo de retorno de LA 34 mmol.gSSV* HO et al. (2013)
Lodo de digestores 22 mmol.gSSV™: HO et al. (2013)

anaerobios

4.6 METODOS PARA ESTUDO DE DIVERSIDADE MICROBIANA

O campo da ecologia microbiana foi transformado com o desenvolvimento de métodos que
conseguem recuperar e analisar os acidos nucleicos a partir de amostras ambientais. Tais
técnicas, independentes de cultivo, combinadas com a andlise filogenética revelaram uma

grande diversidade microbiana em comparacdo com o numero limitado de espécies, que
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podem ser estudadas com méao de obra intensiva, através dos métodos microbioldgicos
tradicionais, como o cultivo de micro-organismos (EVERSHED et al., 2006; CHOWDHURY
e DICK, 2013).

Grande numero de ferramentas moleculares tém sido desenvolvidas e utilizadas para estudo
de micro-organismos metanotroficos. Essas ferramentas incluem técnicas baseadas na reacéo
em cadeia da Polimerase (PCR), como a Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE) bem como a técnica de sequenciamento de nova geracdo como O
Pirosequenciamento e Illumina (que recuperam grande nimero de sequéncias das amostras).
Para os estudos moleculares, pode-se utilizar o gene RNAr 16S bem como 0s genes
funcionais de metanotroficas. Os genes funcionais de methanotréficas sdo aqueles que
codificam para a enzima MMO (pMMO e sMMO). Os dois genes, pmoA e mmoX, em
particular, tém sido amplamente utilizados para estudos de ecologia molecular microbiana
para a deteccdo das metanotréficas. Os genes pmoA foram sequenciados a partir de um
nimero de metanotroficos em diferentes estudos ambientais e conduzem a um grande
conjunto de dados no GenBank. Ambos pmoA e mmoX produzem filogenias congruentes
com o gene RNAr 16S do mesmo organismo (CHOWDHURY e DICK, 2013).

46.1 PCR-DGGE

A DGGE é uma técnica usada para separar fragmentos de DNA de mesmo comprimento, mas
de diferentes sequéncias de pares de bases. Pelos fragmentos de RNAr 16S amplificados,
diferentes perfis de banda podem ser visualizados representando a diversidade filogenética de
uma comunidade (TUOVINEN et al., 2006).

A técnica separa produtos da PCR. A PCR aplicada a um extrato de DNA total proveniente de
um ambiente natural pode gerar moldes de diferentes sequéncias de DNA que representam
muitos dos micro-organismos dominantes naquele habitat. No entanto, quando produtos de
PCR de uma dada reacdo sdo de mesmo tamanho (mesmo namero de pares de base - pb) uma
separagdo convencional por eletroforese em gel de agarose resulta somente em uma Unica
banda que é na maioria das vezes ndo-descritiva. A DGGE vem resolver esta limitacdo por
separagdo dos produtos de PCR baseado nas diferencas da sequéncia do DNA que resultam
em perfis de desnaturacdo distintos. Com um gel contendo uma concentragdo minima de
gradiente desnaturante, a dupla-fita do produto de PCR do dominio mais “fraco” comega a se
desnaturar e entdo o tempo de migragdo diminui significativamente. Diferentes sequéncias de

DNA, de diferentes espécies de bactérias, desnaturam a diferentes concentragdes de uréia e

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
44



formamida, resultando em padrfes de bandas distintos. Teoricamente, cada banda representa
uma populacdo distinta presente em uma comunidade. A técnica explora, dentre outros
fatores, a diferenca em estabilidade do pareamento GC. Em geral, fragmentos ricos em
sequéncia GC podem ser mais estaveis e permanecem com a dupla-fita até altas concentracdes
desnaturantes. A andlise por DGGE requer quantidade significativa de DNA e, por isso, a
necessidade de uma amplificacdo por PCR antes da técnica. Esta é extremamente sensitiva
aos problemas das reagdes de amplificacdo e, portanto, especial atencdo deve ser dada durante
a realizacdo da PCR (CASAMAYOR et al, 2000; CASAMAYOR et al., 2001;
DEMERGASSO et al., 2005).

A DGGE tem sido usada para caracterizar populacGes microbianas complexas em ambientes
naturais (MUYZER, 1999), bem como avaliar a dinamica da comunidade em diferentes
sistemas como reatores tratando aguas residuarias (VAN ELSAS e BOERSMA, 2011;
PEREIRA, 2013; MAC CONELL, 2014).

Embora organismos raros dificilmente sejam detectados através do DGGE, a técnica permite
uma comparacdo rapida entre diversas amostras e € bastante utilizada no estudo da
diversidade microbiana (VAN ELSAS e BOERSMA, 2011). Apos a realizacdo do DGGE, €
possivel analisar a imagem do gel em programas especificos, como o software BioNumerics
2.5 (Applied Maths), que permite, por exemplo, a comparagéo entre as amostras com base no
perfil das bandas. Também & possivel excisar as bandas para posterior sequenciamento
(determinacdo da sequéncia de nucleotideos —A,G,T,C —em uma molécula de DNA) e anélise
das sequéncias obtidas por meio de bancos de dados de nucleotideos como o Gen Bank

(NCBI - National Center of Biotechnology Information; http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).

Apesar de permitir um diagnostico rapido, este método apresenta limitacdes no que se refere
ao seu poder de resolucdo sendo claramente limitado aos membros dominantes (com um
limiar de aproximadamente 0,1% do total) da comunidade microbiana alvo (VAN ELSAS e
BOERSMA, 2011). Apesar desses relatos, muitos pesquisadores utilizam esta técnica para a
identificacdo de todos os membros importantes da comunidade e de organismos dominantes
em comunidades de biorreatores. Ademais, usando DGGE pode-se obter informacoes
qualitativas sobre a diversidade presente nas amostras. Entretanto, tal método ndo fornece
dados quantitativos, informacdo chave para a ecologia microbiana. Para isso, pode-se utilizar
0 sequenciamento de alto rendimento, que possibilita o estudo da abundancia relativa dos

micro-organismos presentes, além da identificagdo dos tdxons presentes nas amostras.
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4.6.2 Sequenciamento de nova geragao

Nos ultimos quinze anos, 0 sequenciamento do genoma permitiu um grande avanco na
ciéncia, incluindo o estudo de organismos patogénicos, genoma humano, amostras
ambientais, dentre outras. Mais recentemente, o sequenciamento de alto rendimento (ou nova
geracdo) chegou ao mercado e promoveu uma grande mudanca na capacidade de

sequenciamento génomico, seja humano ou bacteriano (LOMAN et al., 2012).

O sequenciamento de DNA de nova geragdo — SNG, do inglés, Next Generation Sequencing-
NGS, sdo processos de sequenciamento que permitem o0 processamento massivo de

fragmentos de DNA, possibilitando a leitura de milhares de fragmentos ao mesmo tempo.

Devido ao alto rendimento do sequenciamento, as plataformas de sequenciamento estdo em
constante aperfeicoamento e evolucdo, tendo sido adaptadas para aplicacdes em larga escala,

e também na busca pela reducdo dos custos (LOMAN et al., 2012).

Atualmente, novas plataformas como a 454FLX da empresa Roche, MiSeq da empresa
Illumina, dentre outros. A elevada cobertura de comunidades autoctones fornecidas pelo SNG
tornou possivel, por exemplo, quantificar comunidades plancténicas marinhas (LUO et al.,
2012).

O SNG produz milhdes de sequéncias curtas, que podem variar em dezenas de pares de base
(pb) a por exemplo, 800 pb (LUO et al., 2012). Segundo DELFORNO (2014), a utilizacado do
sequenciamento massivo para estudos de diversidade microbiana apresenta bons resultados
qguando parametros como tamanho do fragmento, cobertura da amostragem (rendimento da
corrida), acurécia (precisdo na medicao) e custos sdo avaliados. No que se refere aos custos,
segundo LOMAN et al. (2012), a plataforma 454GS Junior € a que apresenta maior custo por
corrida ($1.100) e por megabase (Mb) ($31), quando comparada & MiSeq que apresenta custo
de corrida de aproximadamente $750 e $0,5 por Mb. A plataforma MiSeq é a que apresenta

maior cobertura, entretanto, os fragmentos sdo menores.

O tamanho do fragmento pode afetar o estudo filogenético e limitar a identificacdo dos micro-
organismos em niveis taxonémicos (LIU et al., 2012; DELFORNO, 2014). Uma vez que nédo
é possivel o sequenciamento completo do gene RNAr 16S através do sequenciamento
massivo, é necessario a escolha de regides desse gene, que apresenta 9 regides variaveis, V1-a
V9 (NEEFS et al., 1993). De acordo com LIU et al. (2007), citado por DELFORNO (2014), a
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regido do 16S a ser estudada deve ser cuidadosamente selecionada para que permita a
identificacdo taxonémica e estudo da comunidade microbiana presente em um ambiente. As
principais regibes utilizadas para estudos filogenéticos do 16S sédo a V2 e V4 (LIU et al.,
2007).

4.6.2.1 Pirosequenciamento (Plataforma Roche 454 FLX )
O pirosequenciamento € um método relativamente recente, que realiza o sequenciamento
baseado na deteccdo do pirofosfato durante a sintese de DNA (RONAGHI, 2001;

MARGULIES et al., 2005) A leitura das sequéncias €é realizada a partir de uma combinacéo
de reacOes enzimaticas que se iniciam com a liberacdo de um pirofosfato, proveniente da
adicdo de um desoxinucleotideo a cadeia. Logo apds, esse pirofosfato é convertido a ATP,
pela enzima ATP sulfurilase, sendo este utilizado pela luciferase para oxidar a luciferina,
produzindo um sinal de luz que é capturado por uma camera acoplada ao sistema
(RONAGHI, 2001).

O método, embora recente, tem sido frequentemente utilizado em pesquisas de amostras
ambientais e nos mais diversos habitats, incluindo sistemas de tratamento de aguas e esgotos
(WANG et al., 2012; MAC CONELL, 2014).

Para estudo de comunidades microbianas, é necessaria a realizacdo de uma PCR com
iniciadores de interesse, no qual um dos iniciadores é marcado com um barcode. O barcode é
uma sequéncia de aproximadamente 10 nucleotideos, especifica para cada amostra, que
permitira a identificacdo da origem das sequéncias amplificadas. Dessa forma, cada fragmento
de DNA ¢ ligado as microesferas através do pareamento com sequéncias curtas
complementares presentes na superficie da microesfera. Somente um unico tipo de fragmento
se liga a uma determinada microesfera em uma PCR em emulséo, que permitira no final do
processo, milhares de cépias idénticas ao fragmento alvo de DNA. Posteriormente, as
microesferas ligadas as sequéncias de DNA alvo de fita simples sdo depositadas em pocos de
uma placa de fibra dptica contendo mais de um milhdo de pocos. E valido ressaltar que para
cada poc¢o, uma Unica esfera poderad ser comportada. O pirosequenciamento 454 envolve a
sintese de uma cadeia de DNA complementar através da enzima DNA polimerase. Os
nucleotideos Adenina, Timina, Guanina e Citosina sdo aplicados sobre a placa e as reacfes de
sequenciamento ocorrem simultaneamente na placa inteira. Sendo assim, conforme
mencionado inicialmente, toda vez que um nucleotideo € incorporado a fita complementar, ha

a liberacdo de uma molécula de pirofosfato, que fornece a energia necessaria para liberacdo de
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luz pela enzima luciferase, também adicionada ao sistema. Cada pulso de luz sinaliza que a
sequéncia em andlise incorporou uma base complementar aquela presente no sitio de insercao
da fita de DNA, permitindo a identificagdo dos nucleotideos (MADIGAN et al., 2010; MAC
CONELL, 2014). A figura 4.10 apresenta um desenho esquematico sobre o método de

pirosequenciamento.
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Figura 4-10. Desenho esquematico mostrando o pirosequenciamento 454*

! Disponivel em: <http://www.scilogs.de/chemisches-allerlei/dna-sequenzierung-kleine-bersicht>. Acesso em:
12 mar. 2015.
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4.6.2.2 Plataforma MiSeqg/lllumina
O método de sequenciamento quimico da plataforma MiSeq (empresa Illumina) ¢é

denominado sequenciamento por sintese. No lugar de se colocar o DNA em um gel, o
sequenciamento por sintese, requer que o DNA seja colocado em uma superficie dentro de
uma célula de fluxo. O instrumento MiSeq adiciona as bases e adquire a imagem de cada
ciclo. Um ciclo consiste na adigdo e na leitura de cada base. Os pontos coloridos para cada
ciclo formam os grupos que sdo compostos de sequéncias curtas, ou seja, pequenas regides do
fragmento de DNA amplificado (LOMAN et al., 2012; LUO et al., 2012).

As informagdes abaixo foram extraidas do site da empresa Illumina’® e descrevem o método

realizado pela plataforma MiSeq.

O sequenciamento quimico da plataforma MiSeq pode ser dividido em duas partes: A
primeira parte consiste na preparacdo da amostra, onde as moléculas de DNA de fita simples
séo aderidas aos adaptadores (pequenos fragmentos sintetizados de DNA). Logo em seguida,
as amostras sdo colocadas na célula de fluxo do sistema MiSeq. A célula de fluxo é coberta
com oligonucleotideos complementares, o qual permite a adesdo das amostras a célula de

fluxo.

Dessa forma, as amostras de DNA se ligam aos oligonucleotideos complementares na
superficie da célula de fluxo numa etapa conhecida como hibridacdo. Apds a hibridacao, o

MiSeq amplifica muitas cépias do modelo de DNA hibridado na célula de fluxo.

Posteriormente, da-se o alinhamento dos primers. Os primers do sequenciamento Sséo
adicionados (pequenos fragmentos de DNA complementares a sequéncia dos adaptadores) e
logo apds, os nucleotideos Adenina, Citosina, Timina e Guanina marcados com um corante
fluorescente sdo adicionados. Cada nucleotideo é marcado com um corante fluorescente
diferente. Somente um nucleotideo é adicionado por vez, permitindo a deteccdo da

fluorescéncia.

A deteccdo de uma base, mediante fluorescéncia, significa que a cadeia de DNA tem o par de

bases complementares nessa posicao (por exemplo, se uma Citosina é detectada, sabe-se que a

*Disponivel em: <http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_instruments/miseq>. Acesso em: 12 mar.
2015.
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cadeia de DNA da amostra tem uma Guanina nessa posi¢do). Apds a incorporacdo da primeira
base, adiciona-se mais nucleotideos marcados e, em continuidade, procede-se a leitura da
sequéncia do DNA alvo.

Ao final do processo, as sequéncias lidas séo alinhadas com um genoma de referéncia
presente em uma biblioteca. O alinhamento possibilita a determinagéo da localizagdo do DNA

no genoma. Os resultados finais podem ser visualizados na plataforma MiSeq.
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5 DETECCAO DE MICRO-ORGANISMOS METANOTROFICOS EM
AMOSTRAS DE LODO E SEDIMENTO PROVENIENTES DE
SISTEMAS DE TRATAMENTO DE ESGOTO DOMESTICO

Objetivo Especifico 1

5.1 Resumo

O presente trabalho teve como objetivo detectar através da PCR a presenga de diferentes
grupos de micro-organismos metanotroficos, incluindo arquéias metanotréficas do grupo
ANME, bactérias metanotroficas aerobias e bactérias do filo NC10 (Candidatus
Methylomirabilis oxyfera) em amostras de quatro diferentes sistemas de tratamento de esgoto
domeéstico, incluindo o sistema de lodos ativados da COPASA, alagados construidos, reator
UASB e uma lagoa de polimento instalados no Centro de Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CEPTs), UFMG/COPASA, localizado junto a Estacdo de Tratamento de
Esgotos do Arrudas - COPASA, em Belo Horizonte, MG. Os resultados mostraram a presenca
de arquéias metanotréficas (ANME) para as amostras de lodo de reator UASB, lodo de
recirculacdo do sistema de lodos ativados, sedimentos da wetland e lagoa de polimento.
Metanotrdficas aerdbias foram detectadas somente nas amostras provenientes da lagoa de
polimento, enquanto metanotroficas desnitrificantes do género M. oxyfera ndo foram
detectadas em nenhuma das amostras testadas. Além da investigacdo e deteccdo dos diferentes
grupos de metanotréficas nesses sistemas de tratamento, este trabalho forneceu o suporte
necessario para pesquisa posterior, na qual amostra de um desses sistemas foi selecionada
para ser usada como inoculo em experimentos do potencial de oxidacdo anaerébia do metano

e cultivo de micro-organismos metanotréficos.

5.2 Abstract

In this study, the presence of various groups of methanotrophic microorganisms was
investigated, including methanotrophic archaea from the ANME group, aerobic
methanotrophic bacteria and bacteria of the phylum NC10 (Candidatus Methylomirabilis
oxyfera) through the PCR technique with specific primers for the pmoA gene from the aerobic
methanotrophic, pmoA gene from the M. Oxyfera methanotrophic denitrifying (NC10
phylum) and for the anaerobic methanotrophic archaea 16S rRNA gene (ANME-I and
ANME-II). The survey was conducted from the sludge and sediment samples from different
domestic sewage treatment systems installed at Centro de Pesquisa e Treinamento em

Saneamento (CEPTSs) at UFMG, located along the Estacdo de Tratamento de Esgotos do
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Arrudas - COPASA, in Belo Horizonte, MG. The results showed the presence of
methanotrophic archaea (ANME) for the UASB sludge samples, the recirculation sludge
from the activated sludge system, sediment from the wetland and polishing pond. Aerobic
methanotrophic were detected only in the polishing pond samples while methanotrophic
denitrifying of the M. oxyfera genre were not detected in any of the tested samples. Besides
the investigation and detection of different groups of methanotrophic in these treatment
systems, this study provided the necessary support for further study in which sample of these
systems was selected to be used as inoculum for methane anaerobic oxidation potential

experiments and enrichment of methanotrophic microorganisms.

Palavras-chave: Deteccdo, metanotroficas, gene pmoA, ANME, PCR, sistemas de tratamento

de esgotos.
Keywords: Detection, methanotrophic, pmoA gene, ANME, PCR, wastewater treatment.

5.3 Introducao

A oxidacdo biologica do metano € um processo benéfico, que pode controlar os fluxos de
metano no meio ambiente. O fluxo de metano é dado pelo balanco entre a produgdo por
arquéias metanogénicas e a oxidacdo do metano realizada por bactérias (aerdbias e/ou
anaerobias) e arquéias anaerdbias metanotréficas (CHOWDHURY e DICK, 2013).

A oxidacdo aerébia do metano é mediada por véarios grupos de bactérias amplamente
distribuidas no ambiente, tais como bactérias das classes a-Proteobacteria e y-Proteobacteria
(BOWMAN et al., 1995; HANSON e HANSON, 1996; LIEBNER e WAGNER, 2007) e
bactérias do filo Verrucomicrobia (OP DEN CAMP et al., 2009a) A primeira etapa da
oxidagdo aerébia do metano € a conversdo do metano a metanol catalisado pela enzima
Metano Mono-Oxigenase (MMO), que pode estar presente na forma soltuvel (Metano Mono-
Oxigenase soluvel - sSMMO) ou particulada (Metano Mono-Oxigenase particulada - pMMO)
(CHISTOSERDOVA et al., 1998). A subunidade alfa da pMMO, que codifica 0 gene pmoA,
é altamente conservada e frequentemente utilizada como um marcador funcional para a

analise de micro-organismos metanotréficos no ambiente (MCDONALD et al., 2008).

Os primers mais amplamente utilizados para o gene pmoA sdo A189 e A682 (MCDONALD
et al., 2008). O gene pmoA € um gene funcional, e por este fato, os primers para MMO séo
uma ferramenta que pode trazer dados sobre funcdo e taxonomia de micro-organismos
metanotroficos aerobios no ambiente (KIP et al., 2010; LUESKEN et al., 2011b). Outros
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pares de primers para metanotréficos aerobios tais como A189F/Mb601R e 11223F/11646R
também podem ser empregados (KOLB et al., 2003).

Recentemente, bactérias relacionados ao filo NC10, também foram descritas como sendo
capazes de realizar a oxidacdo do metano acoplada & reducdo do nitrito, um processo
designado como N-DAMO ,Nitrite-Dependent Anaerobic Methane Oxidation. Essas bactérias
oxidam o metano em ambiente anaerdbio produzindo seu préprio oxigénio molecular a partir
do éxido nitroso, um composto intermediario da desnitrificacdo, resultando na producdo de
CO, e gas nitrogénio (N2) (ETTWIG et al., 2009; LUESKEN et al., 2011a). Dentro desse filo,
uma espécie candidata nomeada “Candidatus Methylomirabilis oxyfera”. ESsa espécie,
embora em um ambiente anaerdbio, é capaz de oxidar aerobicamente 0 metano via pMMO.
Entretanto, ndo pode ser amplificada via PCR com os primers usuais para metanotroficas
aerObias A189 e A682. Através do alinhamento dos primers usuais para pmoA com a
sequéncia de M. oxyfera, observou-se varias falhas, principalmente, com 0s primers reversos,

0 que poderia explicar os problemas de detec¢éo de produtos de PCR.

Dessa forma, LUESKEN et al. (2011b), desenvolveram o primer degenerado A189 b
(modificando um nucleotideo do primer forward A189F), correspondendo dessa forma a
maioria dos metanotr6ficos presente na base de dados com excecdo do género
Methylacidiphilum. O primer A682 também diferiu em oito nucleotideos quando comparado a
sequéncia de M.oxyfera. Assim, desenvolveu-se o primer cmo682, especifico para esta
bactéria. Outro conjunto de iniciadores nomeados cmol82 e cmo568 foram desenhados
também para M.oxyfera e utilizados para um PCR nested ap6s a amplificacdo com os primers
A189 b e cmo682.

De acordo com LUESKEN et al. (2011b), o primeiro conjunto de primers produzia multiplas
bandas no PCR, onde o PCR nested com os primers cmo182 e cmo568 resultou na producéo

de uma Unica banda com o tamanho correto (389pb).

A oxidacdo anaerobia do metano, além de ser realizada por bactérias do filo NC10, também é
mediada por arquéias anaerobias, ANME, subgrupos ANME-1, ANME-2 e ANME-3
(KNITTEL e BOETIUS, 2009; MEULEPAS et al., 2010). Os estudos de investigacdo sobre a
diversidade de ANME geralmente baseiam-se no gene RNAr 16S ou em filogenias do gene
que codifica a enzima metil-coenzima m-redutase (mcrA) (BOETIUS et al., 2000; KNITTEL
e BOETIUS, 2009). Um par de primers amplamente utilizados para a deteccdo de ANME,
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baseado no gene RNAr 16S, sdo os primers ANMEF/907R que permitem a detec¢do dos
grupos ANME | e ANME Il (THOMSEN et al., 2001).

Micro-organismos metanotroficos ja foram detectados em ambientes naturais, tais como
arrozais, wetlands, intestino de animais ruminantes e também em amostras de lodo
proveniente de digestores, lodos ativados e amostras de lodo proveniente de uma ETE na
Holanda composta de trés reatores UASB e um sistema Carrossel (HANSON e HANSON,
1996; REEBURGH, 2007; ETTWIG et al., 2008; HU et al., 2009; LUESKEN et al., 2011a).
Ainda assim, pouco se sabe, sobre a presenca e/ou coexisténcia dos varios grupos de micro-
organismos metanotroficos, tais como bactérias aerdbias, bactérias anaerobias do filo NC10
(relacionados ao processo N-DAMO) e arquéias metanotroficas do grupo ANME em um
mesmo sistema tratando esgoto doméstico. O presente trabalho teve como objetivo detectar
através da PCR a presenga desses grupos em amostras de quatro diferentes sistemas de
tratamento de esgotos domésticos, incluindo sistema de lodos ativados, alagados construidos,
reator UASB e uma lagoa de polimento. Os resultados forneceram suporte para a selecdo do
melhor in6culo a ser usado em estudo posterior, visando o cultivo de micro-organismos

metanotroficos.

5.4 Material e Métodos

5.4.1 Locais de amostragem

As amostras de lodo e/ou sedimento foram coletadas em quatro diferentes sistemas de
tratamento de esgoto doméstico, localizado junto a Estacdo de Tratamento de Esgotos do
Arrudas (ETE Arrudas), COPASA, em Belo Horizonte, MG.

Os sistemas de tratamento foram: reator UASB, lagoa de polimento, sistema de alagados
construidos em fluxo vertical (wetlands) e um reator de lodo ativado (a coleta foi realizada na
linha de recirculacdo do sistema). Os trés primeiros sistemas operam em escala piloto e estdo
instalados no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CEPTs) da UFMG,
localizado junto a COPASA. O quarto sistema, Lodos Ativados, compde o tratamento

secundario de esgotos da ETE Arrudas.

Todos os sistemas sdo alimentados com esgoto bruto da cidade de Belo Horizonte, com
excecao da lagoa de Polimento, que recebe o efluente tratado proveniente do Reator UASB. A
tabela 5.1 abaixo apresenta uma caracterizacdo dos diversos sistemas de tratamento de esgoto

investigados nessa pesquisa.
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Tabela 5-1. Tabela contendo as principais caracteristicas e condi¢cdes operacionais dos
sistemas de tratamento de esgoto investigados.

Sistemas de tratamento Caracteristicas Dados operacionais Referéncia Pontos de

*) principais amostragem
Reator UASB Diametro = 0,30m TDH=7h (SOUZA et al.,, 20cm, 70cme

R 2010a) 120 cm do

— _ 1
Altura=4,0m Q=48,6L.h compartimento de
Volume = 340L Sistema anaerébio digestdo

Lagoa de Polimento Largura =5,25 m TDH= 4,9 dias (NASCIMENTO, Sedimento do
. 2014 fundo da lagoa

Comprimento = 25 m Q=29me.d? ) u g

Altura=1a0,6m ©.=>10 anos

Alagados construidos

de fluxo vertical

Lodos Ativados

Volume = 125 m®
Largura=3,1m
Comprimento = 9,4 m
Parede Lateral =1,0 m
Area=29,1 m2

25m; altura: 6m; altura:
115m. Dessa forma, o
reator tem volume de
17.250m® e érea de
2875m?.

Sistema facultativo

Taxa de aplicacdo
hidraulica: 0,60m%/m?.dia

Q=113md?t

Sistema anaerobio

TDH=5,4h
Q=2,25mis*

Taxa de aplicacdo
hidraulica= 3,3m°/m?.h

O, = 5,8 dias

Sistema aerébio

(LANNA, 2013)

COPASA, MG.

Alturas 10 cme
30 cmda
superficie dos
leitos plantados e
ndo plantados.

Linha de
recirculagdo que
sai do decantador
secundario e volta
para o tanque de
aeracdo.

(*) Todos os sistemas de tratamento sdo alimentados com esgoto sanitéario da cidade de Belo

Horizonte.

5.4.2 Processamento e Preservacdo das amostras

1- Reator UASB em escala piloto: para a formagdo de uma amostra composta, coletou-

se 1 litro de lodo em cada altura do reator (20 cm, 70 cm e 1,20 m), totalizando trés litros. O
lodo foi depositado em um balde para facilitar a homogeneizacdo da amostra. Posteriormente,

transferiu-se 100 mL de lodo para frascos de polietileno previamente limpos.

2- Lagoa de Polimento: amostrou-se em um frasco de 1 litro o sedimento da primeira
lagoa da série no ponto de saida do efluente tratado, que foi homogeneizado e transferido para

um frasco de 100 mL.

3- Sistema de Lodos Ativados: aproximadamente 2 litros de lodo foram coletados na
linha de recirculacdo do Sistema de Lodos Ativados através de um coletor de polietileno
presente no local. A linha de recirculacdo recebe o lodo de retorno proveniente dos
decantadores secundarios. Do total amostrado, 100 mL foram acondicionados em frascos e

transportados até o laboratério.
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4- Alagados construidos de Fluxo Vertical - Wetlands Plantadas e Nao Plantadas:
amostras de brita, material suporte dos leitos construidos, foram coletadas em diferentes
alturas (10 cm e 30 cm) da superficie de cada leito (plantado e ndo plantado). Para a formacéo
de uma amostra composta, amostraram-se trés pontos aleatdrios de cada leito. Para marcar 0s
pontos de coleta, utilizou-se um quadrado de 1 metro. A brita coletada foi depositada em
frascos de 500 mL. Para a extragdo de DNA do biofilme aderido ao meio suporte (brita), foi
necessario o desprendimento do biofilme, que foi realizado de acordo com a metodologia de
LANNA (2013) descrita a seguir:

» mediu-se a brita em béqueres de 1 L, a qual foi transferida para um balde;

» adicionaram-se 2 L de tampéao PBS 1X para a lavagem da brita misturando-se bem, a
fim de garantir o desprendimento do biofilme;

» 0 procedimento ocorreu repetidas vezes até que a brita estivesse visualmente clara e
sem a presencga de solidos;

» o0 liquido foi transferido para frascos de 500 mL e centrifugado a 4000 rpm por 15
minutos;

» 0 pellet foi transferido para microtubos do tipo eppendorfs (2 mL) e congelados a -
20 °C para posterior extracdo de DNA/PCR.

A figura 5.1 apresenta os pontos utilizados para a coleta das amostras.

“;’r‘ ';‘lv--'

Figura 5-1. Sistemas de tratamento de esgotos investigados, com os pontos de coleta
destacados.

(a) Reator UASB em escala piloto. Alturas coletadas: 0,2m, 0,7m e 1,2m.

(b) Lagoa de Polimento;

(c) Lodo de retorno do sistema de lodos ativados da ETE Arrudas;

(d) Alagados construidos de fluxo vertical (wetlands).
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Todas as amostras foram identificadas (data, local) e acondicionadas em caixas de isopor com
gelo para preservacdo e transportadas ao laboratério de microbiologia de esgotos do
DESA/UFMG.

No laboratorio, o material foi centrifugado em tubos falcons de 50 mL a 4000 rpm durante 15
minutos para a remocédo do liquido intersticial. O sobrenadante foi descartado e o lodo e/ou
sedimento foram ressuspendidos em 50 mL de tampédo fosfato salino (Phosphate buffered
saline - PBS 1X:7,59g.L™ de NaCl; 0,94g.L™ de Na,HPO,; 0,41g.L™* de NaH,PO,; pH=7,2)
autoclavado.

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas (em vortex) e novamente centrifugadas para
remocdo de &cidos nucléicos extracelulares. Repetiu-se o procedimento. Posteriormente,
transferiu-se o pellet para microtubos de 2mL e congelou-se para analises moleculares

posteriores.

5.4.3 Extracdo de DNA/PCR

A extracdo de DNA das amostras acima descritas foi realizada de acordo com EGLI et al.
(2003b), com algumas modificagbes (apéndice). Posterior a extragdo, aliquotas de 2 uL das
amostras contendo o DNA extraido foram submetidas a técnica de Eletroforese em Gel de
Agarose 1% para verificar a integridade do DNA. Como solugdo tampao, utilizou-se o TAE
0,5X (TAE 0,5X: 2,42 de Tris base; 0,57 de acido acético glacial; 1 mL de EDTA 0,5M
pH=8,0, ajustar o pH para 7,5 e completar o volume com agua Milli-Q para 1000mL). Para
verificacdo do tamanho dos &cidos nucleicos extraidos, o marcador de peso molecular
GeneRuler Express DNA Ladder (Thermo Scientific) contendo 100 a 5000 pb foi utilizado. A
corrida eletroforética foi programada para 30 minutos a uma corrente elétrica de 100 volts e,
apos tal corrida, os fragmentos de DNA foram corados com GelRed e visualizados através de
transiluminador. O DNA total extraido foi mantido a -20 °C. O DNA total obtido foi
submetido a PCR utilizando-se iniciadores especificos para arquéias metanotréficas dos
grupos ANME | e ANME-II. Oligonucleotideos especificos para 0 gene pmoA de bactérias
metanotroficas aerdbias também foram empregados para a deteccdo de bactérias aerdbias nas

amostras coletadas.

Para detectar metanotrdficas desnitrificantes, utilizou-se a metodologia descrita por ETTWIG
et al. (2009), usando iniciadores para o0 gene pmoA de Ca. Methylomirabilis Oxyfera.
Aliquotas do primeiro ciclo de PCR utilizando-se os primers A189bF e Cmo682R foram
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utilizadas (PCR nested) como molde na segunda amplificacdo por PCR utilizando-se os

primers cmo182F e cmo568R.

O perfil de temperatura consistiu em uma desnaturacéo inicial a 94 °C durante 4 minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturacdo por 1 minuto a 94 °C, anelamento dos primers durante 1
minuto e extensdo durante 1,5 minutos a 72 °C. Para finalizar, uma extensdo final de 10
minutos a 72 °C. A temperatura de anelamento seguiu as especificacbes de cada primer. A
tabela 5.2 apresenta os primers utilizados para todas as amostras de lodo e sedimento

coletadas.

Tabela 5-2 - Pares de primers empregados na deteccdo por PCR das amostras de esgoto
doméstico proveniente do CEPTs/COPASA

Par de Sequéncias Grupo Alvo  Tamanho do Referéncias
primer (5'->3" fragmento
Al189BF GGNGACTGGGACCTTYTG Gene pmoA de 500pb LUESKEN et al.
Cmo682R TCGTTCTTYGCCGGRTTT M.oxyfera (2011b)
Cmol82F TCACGTTGACGCCGATCC Gene pmoA de 389pb LUESKEN et al.
Cmo568R GATGGGGATGGAGTATGTGC M.oxyfera (2011b)
A189F GGNGACTGGGACTTCTGG Gene pmoA de 500pb HOLMES et al.
AB682R GAAsSGCNnGAGAAGAAsSGC Metanotrdéficas (1995)
aerdbias
ANMEF GGCUCAGUAACACGUGGA (ANME-I e 817pb THOMSEN et al.
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT ANME-II) (2001)
Gene RNAr
16S de
Arquéias
metanotréficas
anaerdbias
A189F GGNGACTGGGACTTCTGG Géneros 432pb KOLB et al.
MB601R ACRTAGTGGTAACCTTGYAA  Methylobacter (2003)

e
Methylosarcina

Os volumes, tais como, a concentracdo dos reagentes utilizados para uma reacdo de 50uL,
foram, respectivamente: 10uL de tampéo de PCR 5X contendo MgCl, (Phoneutria); 0,4pL de
dNTP a 25mM cada (Fermentas); 0,5uL de cada iniciador a 30pmol/uL (Fermentas); 0,25uL
de Taq Polimerase a 5U/pL (Phoneutria); 3uL de BSA a 5 ng/uL (Sigma); 32,35uL de agua
ultra pura estéril e 3uL. de DNA a concentragdo em torno de 10 a 30ng/uL. Ressalta-se que,
para todas as reacfes, um controle negativo (contendo apenas os reagentes da PCR e &gua

ultrapura) foi utilizado.
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5.5 Resultados e Discussao

Detecgdo de micro-organismos metanotroficos

Os resultados da PCR com diferentes primers para a deteccdo de metanotroficas aerdbias e
anaerobias nas diferentes amostras de lodo e sedimentos dos sistemas de tratamento de esgoto
domeéstico investigados estdo resumidos na Tabela 5.3. Pode-se verificar que arquéias
metanotréficas, ANME, foram detectadas em todas as amostras avaliadas, indicando,

portanto, a presenca desse grupo.

Estudos indicam uma distribuicdo global de ANME-1 e ANME-2, enquanto a presenca de
ANME-3 parece ser principalmente restrita aos ambientes aquaticos profundos, lamas
vulcénicas, sendo encontrado apenas esporadicamente em outros tipos de sedimentos
(KNITTEL e BOETIUS, 2009). Este ultimo grupo ANME-3, pode ser encontrado, em sua
quase totalidade, associado a Desulfobulbus, um género de bactéria sulfato redutora. A analise
filogenética da OAM em sedimentos por meio do gene RNAr 16S identificou que 0s grupos
de ANME sdo intimamente relacionados com as ordens Methanosarcinales,
Methanobacteriales e Methanomicrobiales, que compreendem grande parte das
metanogénicas cultivaveis (HINRICHS et al., 1999; VALENTINE, 2002; NAUHAUS et al.,
2005).

Metanotroficas aerdbias foram detectadas apenas na amostra de sedimento da lagoa de
polimento. A oxidacdo aerébia é importante para manter as concentragdes de metano em
equilibrio em sedimentos de &gua doce e solos, enquanto a oxidacdo anaerdbia € o principal
processo que ocorre em condi¢Bes andxicas em sedimentos marinhos (CHISTOSERDOVA et
al., 1998; LEE et al., 2012).

Os testes da PCR nas diferentes amostras ndo detectou a presenca de metanotroficas
desnitrificantes. LUESKEN et al. (2011a) detectou micro-organismos metanotréficos
desnitrificantes em nove Estacdes de Tratamento de Efluentes na Holanda. As estacdes, no
entanto, possuem como sistema de tratamento uma planta de pré-desnitrificagdo em
combinagdo com um sistema de lodos ativados. Ademais, duas das estagdes recebiam
efluentes de curtume que para o tratamento, combinavam nitrificacdo parcial e oxidagéo
anaerdbia da amonia (anammox). Ressalta-se que, todas elas recebiam efluentes domésticos e

industriais, com excecdo de apenas uma que recebia exclusivamente efluentes industriais.
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Tabela 5-3 — Resultados da detecg&o de metanotroficas nas amostras do CePTs/COPASA
e Sistema de Lodos Ativados/COPASA

Sistemas de Gene pmoA de Gene pmoA de Gene pmoA de Géneros Gene RNAr 16S
Tratamento de Metanotréficas ~ Metanotroficas ~ Metanotréficas ~ Methylobacter de Arquéias
Efluentes Desnitrificante Desnitrificante aerdbias e metanotréficas
/CePTs/COPASA (A189BF- (Cmo182F — (A189F-AB682R) Methylosarcina anaerdbias
Cmo682R) Cmo568R) (A198- (ANMEF —
MB601R) 907R)
Lodo de reator - - - - +
UASB
Lodo de - - - - +

Recirculagdo do
Sistema de Lodos
Ativados
Sedimento da - - + + +
Lagoa de
Polimento
Sedimento de - - - - +
wetlands

Os simbolos (+) e (-) indicam respectivamente, resultados positivos e negativos para a detec¢do via PCR dos
grupos acima relatados. Os amplicons foram visualizados em gel de agarose 1% sob luz ultravioleta.

5.6 Conclusoes

Micro-organismos metanotréficos foram identificados a partir de amostras de lodo e/ou
sedimentos provenientes de diferentes sistemas de tratamento de esgoto doméstico. Para todas
as amostras avaliadas, arquéias do grupo ANME | e Il foram detectadas. Esses micro-
organismos realizam a metanogénese reversa utilizando o sulfato como aceptor de elétrons.
Apenas no sedimento da lagoa de polimento, verificou-se a presenca de bactérias
metanotroficas aerébias. Ndo obstante, metanotroficas desnitrificantes do género Ca.
Methylomirabilis oxyfera (relacionados ao filo NC10) ndo foram detectadas pelo uso dos
primers empregados. Nesse sentido, uma vez que o lodo de reator UASB tratando esgoto
doméstico ainda ndo havia sido utilizado como indculo unico (segundo revisao de literatura)
para o experimento de cultivo de metanotroficas, este inoculo foi escolhido para enriquecer e

selecionar microrganismos oxidadores de metano.

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
60



6 ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO PADRAO PARA
DETERMINACAQO DA ATIVIDADE METANOTROFICA
ANAEROBIA DE LODO PROVENIENTE DE REATOR UASB

Objetivo Especifico 2

6.1 Resumo

Nessa pesquisa, 0 potencial de oxidacdo anaerdbia do metano utilizando-se o lodo proveniente
de reator UASB tratando esgoto doméstico foi avaliado através de sete ensaios em batelada.
Os trés primeiros ensaios objetivaram estabelecer as condi¢es 6timas de cultivo e incubacao
de micro-organismos metanotroficos e, dessa forma, medir as taxas de consumo do metano na
atmosfera vazia dos frascos quando submetido a diferentes condicdes, tais como agitagéo,
adicdo de meio de cultura, sais de nitrito e nitrato e diferentes volumes de metano. A partir
desses ensaios, as condi¢Bes Otimas para a determinacdo da taxa de consumo de metano e
atividade metanotrofica anaerdbia foram estabelecidas e mais quatro ensaios foram realizados.
Nos sete ensaios, amostras de lodo de um mesmo reator UASB (escala piloto) tratando esgoto
domestico municipal, foram coletadas. Os resultados mostraram que a atividade metanotréfica
foi de 240pmolCH,gSTV™ .dia®, sugerindo que os micro-organismos metanotréficos
desempenham um papel fundamental no interior dos reatores UASB, uma vez que fazem
parte da microbiota que compde a biomassa do lodo e, sdo capazes de consumir parte do
metano gerado no interior desse reator minimizando, portanto, possiveis perdas de metano
atmosférico e/ou dissolvido no efluente tratado. A comunidade bacteriana selecionada nesses
ensaios em batelada foi avaliada por PCR-DGGE e duas sequéncias de DNA relacionadas a
Methylocystis sp. (93% de identidade) e Methylocaldum sp. (98% de identidade) foram
identificadas. Uma vez que o gas metano ndo recuperado contribui para o efeito estufa e
representa perdas ambientais, investigar o potencial de oxidacdo anaerdbia do metano e a
microbiota contida nos sistemas de tratamento de esgoto é de suma importancia. A atividade
metanotrofica do lodo do reator UASB avaliado foi responsavel pela oxidacdo de 29% do
metano produzido no interior do reator, representando, portanto, grande contribuicdo para o

balango de massa do metano no interior do sistema.

6.2 Abstract

In this research, the potential of anaerobic methane oxidation using the sludge from a UASB
reactor was evaluated by seven batch bioassays. The first three bioassays aimed to establish
the optimum conditions for growing and incubating methanotrophic microorganisms and

thereby measuring methane consumption rates in headspace of the bottles when subjected to
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different conditions, such as stirring, addition of culture medium, nitrite and nitrate salts and
different volumes of methane. From these experiments, the optimum protocol to determine
the anaerobic methane consumption rate and methanotrophic activity in UASB sludge was
established and after four more tests were performed. In all the seven bioassays, sludge
samples from the same UASB reactor (pilot scale) treating municipal wastewater were
collected. The results showed that the methanotrophic activity was 240umolCH4.gVST.day’
! indicating that methanotrophic microorganisms play a key role within the UASB reactor,
since they are part of the microbiota of the sludge and, are able to consume some of the
methane produced inside the reactor. Therefore, these microorganisms can reduce possible
methane losses, either atmospheric and / or dissolved in the treated effluent. The bacterial
community was investigated by PCR-DGGE and two DNA sequences related to
methanotrophic bacteria, Methylocystis sp. (93% identity) and Methylocaldum sp. (98%
identity) were detected. Once the unrecovered methane contributes to the greenhouse effect
and represents environmental losses, it is of great importance to investigate the potential of
anaerobic methane oxidation and the microbiota in sewage treatment systems. The
methanotrophic from the sludge of a pilot scale UASB reactor represents an anaerobic
oxidation of 29% of the activity determined methane produced inside the reactor, therefore, it

IS a great contribution to the methane mass balance of the system.

Palavras-chave: metano, atividade metanotréfica anaerdbia, lodo de reator UASB.

Keywords: methane, anaerobic methanotrophic activity, UASB sludge.

6.3 Introducao

O metano ¢é formado através do processo da metanogénese, que € a etapa final de fermentacao
da matéria organica. Esse processo ocorre em uma série de ambientes andxicos como arrozais,
intestinos de animais, solos, pantanos, sedimentos marinhos, sedimentos de agua doce e em
processos de tratamento de residuos e efluentes como aterros sanitarios e sistemas anaerobios
tratando esgotos domésticos ou efluentes industriais (REEBURGH, 2007; KNITTEL e
BOETIUS, 2009).

Segundo dados do Painel Intergovernamental de Mudancas Climaéticas - IPCC (2007), a maior
parte do CH, existente hoje é advindo de atividades antropicas, como a agricultura, utilizacdo
de combustiveis fdosseis e digestdo de residuos. Quando comparada a era pré-industrial,

observou-se que as concentracfes desse gas aumentaram 157% desde o ano de 1750.
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Atualmente, estima-se uma taxa global de metano de 500 a 600 Tg de CH, ano™ (CONRAD,
2009). Acredita-se que 0s processos microbianos contribuam com aproximadamente 70% da
producdo do gés. No que se refere ao consumo de metano, estima-se que a oxidacao bioldgica
seja responsavel pelo consumo de 60% do metano que é liberado para o ambiente
(REEBURGH, 2007; BORREL et al., 2011). No Brasil, de acordo com o IPCC, estima-se
anualmente a emissdo em cerca de 50 Gg de CH,4 proveniente de sistemas de tratamento de
efluentes anaerébios (SALOMON e LORA, 2009; LOBATO, 2011).

Em sistemas de tratamento de efluentes domésticos, tais como os Reatores Anaerdbios de
Fluxo Ascendente e Manta de lodo (UASB, do inglés, Upflow Anaerobic Sludge Blanket), o
biogas gerado, através do fluxo ascendente € direcionado e coletado no separador trifasico
instalado na parte superior do reator. No entanto, devido as propriedades relacionadas a
solubilidade dos gases no efluente, uma parcela significativa dos gases gerados no tratamento
de efluentes pode permanecer dissolvida na fase liquida, o que acarreta, portanto, em seu
despejo com o efluente tratado (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994; NOYOLA et al.,
2006; SOUZA, 2010).

Uma vez que o metano dissolvido também pode contribuir para o efeito estufa, é necessario
avaliar quanto de metano pode estar sendo desprendido com o efluente final. SOUZA (2010),
ao medir a concentragdo de metano dissolvido em efluentes de reatores UASB tratando esgoto
domeéstico, em escalas piloto, demonstracao e real, obteve concentracdes variando de 17 a 22
mg.L™. Adicionalmente, medicdes efetuadas por SOUZA e CHERNICHARO (2011)
indicaram que, de todo o metano produzido em reatores UASB tratando esgotos domesticos, a

parcela dissolvida no efluente variou de 36 a 40%.

A perda de metano dissolvido seja no efluente ou no gas residual também representa uma
perda do potencial de energia e, portanto, métodos para reduzir essas perdas sdo de grande
valia. Nesse sentido, CAKIR e STENSTROM (2005) sugerem que uma nova possibilidade
para a remoc¢do do metano dissolvido no efluente anaerdbio seria um pés tratamento realizado

por micro-organismos, que poderiam, portanto, oxidar biologicamente o gas metano.

A oxidacéo biologica pode ocorrer sob condigdes aerdbias ou anaerdbias e é realizada por um
grupo de micro-organismos denominados metanotroficos. A oxidacdo aerobia é realizada por

bactérias metanotroficas ao passo que a oxidacdo anaerobia pode ser feita tanto por bactérias
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anaerGbias (associadas a desnitrificacdo) como arquéias (Arquéias Anaerobias

Metanotrdéficas, do inglés, Anaerobic Methanotrophic Archaea - ANME).

Esses micro-organismos, apresentam um potencial de oxidacdo do metano praticamente
inexplorado. Poucos trabalhos investigaram a oxidacdo do metano até o momento,
principalmente, quando o foco ndo sdo ambientes naturais como sedimentos de lagos de agua
doce e/ou marinhos. MEULEPAS et al. (2010) avaliaram a oxidacdo do metano em uma
amostra composta de lodo granular proveniente de trés reatores UASB tratando efluentes
industriais provenientes de industria de papel, destilaria e um reator sulfato redutor
alimentado com etanol. A amostra composta apresentou taxa de oxidagdo de 11,4umol de
CH4.gSSV'd™®. HO et al. (2013), também avaliou o papel da oxidacdo do metano em
amostras de lodo advindas de diferentes ETES. As amostras de lodo foram provenientes de um
sistema de lodos ativados, digestores de lodo e de um sistema bioldgico autotréfico limitado
em oxigénio que permite a nitrificacdo/desnitrificacdo e utilizado para tratar dguas residuarias
com elevada concentracdo de nitrogénio. Esse reator foi nomeado OLAND (do inglés -
Oxygen-limited autotrophic nitrification/denitrification) e contém uma comunidade micro-
organismos aerobios e anaerdbios oxidadores de aménia. O maior potencial de oxidacdo pode
ser verificado no lodo oriundo do sistema de lodos ativados, que apresentou taxa de oxidacao
de 160, 32 (+ 17,79) mmol CH..gSSV™. Os outros sistemas apresentaram resultados bem
inferiores ao obtido pelo lodo proveniente do sistema de lodos ativados. De qualquer forma,
pouco pode-se atribuir diante dos valores acima apresentados, uma vez que poucos trabalhos
foram realizados. Ressalta-se também que ndo foram encontrados trabalhos que investiguem o

potencial de oxidacdo do metano em reatores UASB tratando domésticos.

O estudo da atividade metanotréfica e/ou potencial de oxidacdo biolégica do metano no lodo
proveniente de reatores UASB ¢é relevante, uma vez que podera auxiliar na determinacdo da
guantidade de metano que é consumida via oxidacdo bioldgica nesses reatores possibilitando

determinar o balanco entre producéo e consumo de metano no interior desses sistemas.

Nesse sentido, esse trabalho teve dois objetivos, que foram: padronizar e estabelecer
condigdes Otimas para determinacdo da taxa de consumo de metano a partir do procedimento
operacional padro elaborado por GARCIA e ARAUJO (2011) e aplica-las na investigagio da
atividade metanotrofica anaerébia em lodo proveniente de reator UASB (em escala piloto)

tratando esgoto doméstico.
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6.4 Material e Métodos

6.4.1 Ensaios do Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano

Para avaliar o potencial de oxidacdo anaerébia do metano (POANM) em amostras de lodo de
UASB, experimentos em batelada, utilizando-se frascos de antibidticos de 110 mL foram

realizados.

Como referéncia para a condugédo dos ensaios, utilizou-se o Procedimento Operacional Padrdo
da Rede PROSAB Microbiologia (GARCIA e ARAUJO, 2011). Entretanto, alguns
parametros foram adaptados ao longo de trés ensaios realizados previamente a fim de se

estabelecer condi¢des 6timas, de forma a potencializar a atividade microbiologica.

A andlise de solidos totais (ST) e solidos totais volateis (STV) do lodo utilizado como in6culo
seguiu a metodologia do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005). As anélises foram realizadas em triplicata e considerou-se como resultado
final a média entre as triplicatas.

A tabela 6.1 apresenta a estruturacdo, de forma resumida, dos ensaios de POAnM. Os ensaios
de 1 a 3 foram realizados para a padronizacdo das condi¢Oes experimentais, e, a partir da
padronizacdo, outros quatro ensaios foram realizados para determinacdo do potencial de

oxidacdo anaerdbia do metano.
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Tabela 6-1 - Condi¢bes gerais dos ensaios de POAnM | a lll

Nitrito  Volume de
(NOy) metano no

Meio de e headspace
Cultura Nitrato (mL)
Agitacao (Luesken et Nitrato (NO3)
Ensaios Amostras (250 rpm) al., 2011) Nitrito (NO,)  (NO3)
Ensaio | -
Lavado c/agit?® + - - - 20
Lavado s/agit* - - - - - 20
UASB® + - - - - 20
Autoclavado + - - - - 20
Ensaio I1 Lodo + Sais + + - - - 20
Lodo + Sais + + + + - -
Nitrito 20
Lodo + Sais + + + - + -
Nitrato 20
Autoclavado + + - - - 20
Ensaio Il Lodo + Meio + +
+ N+ 10mL
CH, - - + 10
Lodo + Meio + + 20
+ N+ 20mL
CH4 - - +
Lodo + Meio + .
+N°+ 40mL
CH, - - + 40
Autoclavado + + - - + 20

Os sinais + e — indicam a presenca e auséncia respectivamente das condicdes acima apresentadas.

# Lavado c/agit: Indica a condigdo de lodo de reator UASB coletado, lavado uma vez com PBS 1X e acondicionado em
agitador orbital a 250 rpm. Ao passo que lavado s/agit, indica o lodo de reator UASB também lavado com PBS mas mantido
em estufa sem condices de agitacdo dos frascos.

® UASB: Indica que o lodo de UASB coletado foi utilizado em suas condi¢@es naturais, ou seja, na auséncia da etapa de
lavagem com o tampdo PBS.

¢ Lodo + Sais + N — Indica que o lodo de UASB lavado 1X com tamp&o PBS foi acondicionado com meio de cultura e nitrito
e nitrato. O N indica a presenca dos dois compostos, nitrito e nitrato nos frascos.

6.4.2 Padronizacdo das condicGes experimentais para a determinacdo do Potencial de

Oxidacdo Anaerdbia do Metano

6.4.2.1 Ensaio de Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano | - POANM |

O ensaio | objetivou comparar as condi¢cGes de lodo de UASB previamente lavado com
tampdo fosfato salino (PBS 1X: 120mM de Na;HPO,; pH 8,0), a fim de retirar matéria
organica presente no liquido intersticial do lodo e, consequentemente minimizar a atividade
metanogénica no interior dos frascos, com as condicdes reais do lodo quando coletado do

reator, ou seja, amostras de lodo de UASB néo lavadas.

Para este experimento, 20 mL de pellet do lodo centrifugado previamente durante 10 minutos

a 4000 rpm foram introduzidos em frascos de antibiético de 110 mL autoclavados.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicada e utilizaram amostras de lodo autoclavado
como controle para garantir que havia decaimento de metano no headspace dos frascos e ndo

ocorriam perdas pelo batoque de borracha.

6.4.2.2 Ensaios de Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano Il - POAnM 11

A partir dos resultados do ensaio POANnM 1, estabeleceu-se trabalhar com a condicéo de lodo
previamente lavado, uma vez que a condicédo de lodo lavado reduziu a atividade metanogénica
do lodo. Além disso, como o ensaio 1 ndo continha meio de cultura adicionado, a carga de
solidos foi superior aos demais ensaios, uma vez que utilizou-se 20mL de pellet (provenientes

de um volume de cerca de 70mL de lodo por amostra).

Nesse ensaio, utilizou-se 0 meio de cultura descrito por LUESKEN et al. (2011a). Além desse
meio, foram utilizados sais de nitrito ou nitrato em concentracdo de 25mg.L™ para nitrato e

100mg.L™ para nitrito.

Para este 2° ensaio, 20mL de lodo foram centrifugados e o pellet foi utilizado sendo acrescido
do meio de cultura descrito por LUESKEN et al. (2011a), completando um volume de 20mL
de liquido no interior dos frascos. Nitrito e nitrato foram testados nas concentra¢fes acima
determinadas separadamente a fim de verificar o seu potencial em elevar a taxa de oxidacgéo
do metano pelo uso desses aceptores de elétrons, uma vez que micro-organismos

metanotréficos podem utilizar tais compostos.

6.4.2.3 Ensaios de Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano 11l - POANM lliI
O terceiro ensaio reuniu as condicdes Otimas para a oxidacdo do metano dos ensaios

anteriores (I e I1), além de avaliar diferentes volumes de metano na atmosfera de 90mL dos

frascos. As condicOes sdo apresentadas a seguir:

a Utilizacdo do lodo de UASB previamente lavado a uma concentracéo de STV=5g.L™.
De acordo com CHERNICHARO (2007), recomenda-se uma faixa de STV de 2 a 5g.L™ para
o teste de Atividade Metanogénica (AME).

a Meio de cultura contendo nitrito e nitrato, uma vez que existem micro-organismos que
possuem maior afinidade para o nitrito ao nitrato (metanotroficas desnitrificantes) e, outros, o
nitrato ao nitrito (arquéias metanotréficas) como aceptores de elétrons.

a Adicédo de diferentes volumes de metano na atmosfera dos frascos, sendo os volumes
igual a 10, 20 e 40 mL de CHg, 0 que representou, respectivamente, atmosfera de 11%, 22% e

44% de metano no interior dos frascos.
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6.4.3 Metodologia analitica para analise do decaimento de metano através da

cromatografia gasosa

Apbs a alimentacdo com lodo e meio de cultura, os frascos de antibioticos de 110mL foram
vedados com batoques de borracha (butila) e lacres de aluminio. Posteriomente, para o
estabelecimento de condigdes anaerdbias no interior dos frascos, a atmosfera de cada frasco
foi “lavada” com gas inerte (N2 - 99,9%), através da introducdo de uma agulha de entrada de
gas e outra de saida no meio do batoque de borracha, durante 2 minutos. Os frascos foram

incubados a 30°C em agitadora orbital a 250 rpm.

Em cada frasco, adicionou-se 20 mL de metano (99,9%), ou seja, atmosfera de 22%, por meio
de uma seringa esmerilhada de vidro. Entretanto, destaca-se que a adi¢do do gas ocorreu
apenas no instante em que se observou, através das coletas de biogas e andlises
cromatograficas, o declinio constante do volume de metano no headspace, 0 que
possivelmente, poderia indicar o fim e/ou reducdo da atividade metanogénica. Apenas a partir

da injecéo de metano, os resultados dessas amostras serdo apresentados nesse trabalho.

Realizou-se amostragem de 1 mL de gas contido no headspace duas vezes por semana a fim
de verificar a queda da porcentagem de metano nos ensaios. O gas coletado foi injetado em
cromatografo gasoso (Perkin Helmer Auto System equipado com detector de condutividade
térmica - TCD).

As analises cromatograficas ocorreram utilizando-se o gas He como gas de arraste e
temperatura da coluna em 220 graus. Cada corrida teve o tempo de duracdo total de 4,5

minutos, sendo que o tempo de retencdo do metano ocorreu por volta de 2,75 min.

Para analise, injetou-se, trés vezes o gas padrdo para calculo da média da area do pico de
metano. O gas padrdo € uma mistura gasosa composta por 47,1% de CH,, 25% de CO, 2% de
H,, 5% de CO e 20,9% de N,. Apds trés injecdes de gas padrdo, calcula-se a média da area do
pico de metano obtido nas trés leituras. Dessa forma, tem-se, portanto, um pico de metano

Ccuja area é conhecida e nesta sabe-se que a porcentagem de metano é de 47,1%.

Assim, comparam-se as areas obtidas multiplicando-se o valor da area (obtida do frasco do
ensaio) por 47,1, correspondente ao padrdo conhecido. Apos a multiplicacdo, o resultado é
dividido pelo valor obtido da area do pico do gas padrdo, resultando, portanto, na

porcentagem de metano presente em 1 mL. Em seguida, multiplica-se a porcentagem de
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metano encontrada pelo volume do headspace do frasco do ensaio para posterior obtencéo do

volume de metano presente no espago vazio dos frascos (GARCIA e ARAUJO, 2011).

6.4.4 Estudo da dindmica microbiana por PCR-DGGE

Amostras de lodo utilizados como indculo do ensaio POANM 6, foram coletadas juntamente
com a biomassa contida nos frascos ao final do experimento (ap6s 35 dias de incubacao). Esse
ensaio foi selecionado para investigagdo da comunidade microbiana, uma vez que apresentou
a maior taxa de oxidacdo de metano quando comparado aos outros ensaios. Para analise
microbiologica, o DNA foi extraido segundo método de EGLI et al. (2003) e amplificado por
meio da PCR com o0s primers 1055F (5’ATGGCTGTCGTCAGCT 3’) e 1392R-GC
(5’ ACGGGCGGTGTGTAC 3°), para a regiao V8 do RNAr 16S do dominio Bacteria
(FERRIS et al., 1996). Para confirmar a presenca dos amplicons, 2ul de cada foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, com solucdo de GelRed (Biotium), tampé&o
10x (Phoneutria) e marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen), como
padrdo de referéncia para a quantificagdo do DNA. O programa ImageJ (Image Processing
and Analysis in Java, http://imagej.nih.gov/ij/) foi utilizado para anélise da fotografia do gel e

para estimar a quantidade de DNA presente.

Os amplicons contendo 400 ng de DNA das amostras do in6culo e final do ensaio de oxidacéo
foram submetidos a eletroforese a 60°C em TAE 0,5, durante 17 horas a 80V em um aparato
Bio-Rad DCode Universal Mutation Detection System (Hercules, CA, USA), utilizando-se um
gel de poliacrilamida a 8% e um gradiente desnaturante de 45 a 75%. Os geis corados com
solugdo de Sybr-Gold (Life Technologies) por 30 minutos foram visualizados sob luz
ultravioleta e as bandas contidas, excisadas dos géis e eluidas em 50uL de TE permanecendo
a 4°C por 48 horas. O DNA eluido foi reamplificado com os iniciadores 1055-1392 (sem o
grampo GC). Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciamento
unidirecional (primer 1055F) na empresa Macrogen Inc (Coréia do Sul) por um sequenciador
3730XL. A partir da sequéncia direta obtida (foward), a sequéncia reversa (reverse
complement) foi também obtida através do programa Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_comp.html) (STOTHARD, 2000). As sequéncias
diretas e reservas (forward e reverse) foram alinhadas através do programa FASTA
(http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_wwwz2/fasta_www.cgi?rm=select&pgm=fad),

Universidade da Virginia, EUA. As sequéncias alinhadas foram utilizadas para comparagéo
através das bases de dados Ribossomal Database Project através do programa RDP Classifier
(https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp) e do NCBI (National Center of
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Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) através do BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool).

6.5 Resultados e Discussao

6.5.1 Padronizagdo das condic¢des experimentais para os ensaios de POAnM (Ensaios 1
a3l)

6.5.1.1 Ensaio de Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano 1 — POANM |

Durante o ensaio 1, avaliou-se as condi¢Ges experimentais da utilizacdo para os ensaios de
lodo lavado com solucdo tampao (PBS 1X) e lodo ndo lavado. Alem disso, a condicdo de
manutencdo das amostras sob agitacdo e na auséncia de agitacdo também foram avaliadas. Os
resultados de cada condigdo experimental estdo apresentados na figura 6.1, sendo designado
como (a) para o lodo lavado sob condi¢cbes de agitacdo, (b) lodo ndo lavado (designado
apenas como UASB) e (c), o lodo lavado incubado na auséncia de condicdo de agitacédo
(lavado s/agit).
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Figura 6-1 - Volume de metano medido durante o ensaio para determinar o volume de
metano consumido

(a) Lodo de UASB lavado mantido sob condigdes de agitagéo;

(b) Lodo de UASB néo lavado sob condic@es de agitacao;
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(c) Lodo de UASB lavado mantido na auséncia de agitacdo.
Os valores apresentados na figura representam os testes de cada unicata.

A faixa de dados selecionada representa os pontos utilizados para calculo da taxa de decaimento do volume
de metano

A éarea selecionada no gréafico corresponde aos dados experimentais que foram utilizados para
a construcdo de novos graficos, 0s quais representaram os pontos de decaimento de metano.
Cada gréafico proveniente da triplicata do ensaio foi construido individualmente para que um
ajuste polinomial de 2% ordem fosse realizado para cada unicata do ensaio (dados
suplementares no apéndice 12.1). A partir do ajuste polinomial, gerou-se um valor de R?
(coeficiente de determinacdo) elevado (proximo a 1) demonstrando que, 0 modelo matematico
escolhido, ¢ um modelo que, estatisticamente, consegue explicar a maioria dos valores
observados e que, portanto, se ajusta bem aos ensaios. Em continuidade, calculou-se a taxa de
metano consumida em cada ponto, pela derivada obtida a partir da equacdo do grafico. Assim,
em cada ponto, pode-se obter o valor de decaimento de metano ao longo do experimento. Os
dados foram analisados através da estatistica descritiva e, os valores adotados como taxa de
consumo de metano s&o os apresentados pela mediana dos dados (tabela 6.2).

Pela visualizacdo gréfica (figura 6.1), pode-se observar que o decaimento no lodo lavado e
lodo nédo lavado nas triplicatas ocorreu, principalmente, préximo do dia 20. Ressalta-se que 0s
gréaficos aqui apresentados ja incluem a adicdo de metano (99,9%) representado como o dia 0
nos ensaios. As condi¢cdes de lodo lavado e ndo lavado (UASB) apresentam valores de
mediana muito préximos (3,7 e 3,4 para o lodo lavado e lodo de UASB, respectivamente).
Dessa forma, a condicdo de lodo lavado com PBS 1X foi determinada e utilizada nos ensaios
seguintes. Além disso, essa condicdo visa diminuir a metanogénese e lavando-se e
centrifugando-se o lodo, a concentracdo de sélidos organicos em suspensdo provavelmente
pode ser reduzida, o que, possivelmente, diminuiu o tempo da atividade metanogénica do
lodo. Pela comparacdo entre os graficos 6.1(a), 6.1(b) e 6.1(c), o volume de metano (mL) do
lodo de UASB néo lavado é visualmente superior ao lodo lavado, o que indica que a atividade
metanogénica desse lodo permaneceu superior uma vez que o lodo ndo foi lavado. A taxa de
decaimento de metano no lodo lavado sem agitacdo apresentou valor da mediana igual a 2,2,
sendo, portanto, inferior ao lodo lavado mantido sob agitacdo. Assim sendo, essa condicao

néo foi adotada nos ensaios posteriores.

6.5.1.2 Ensaio de Potencial de Oxida¢do Anaerobia do Metano 2 — POAnM I
Para o ensaio de POAnM 11, partiu-se da condi¢do de lodo lavado, determinada a partir do

ensaio anterior. Nesse ensaio, as condi¢cdes de lodo com sais (meio de cultura) acrescido de
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nitrito ou nitrato foram avaliadas. O periodo entre os dias 12 e 25 foram selecionados para
estudo do consumo de CH,4 no interior dos frascos, uma vez que apresentaram um numero
maior de pontos em decaimento para cada unicata. Para o lodo acrescido de sais, a faixa
selecionada correspondeu aos dias entre 13 e 26. Nesse caso, embora as triplicatas tenham
apresentado valores diferentes, o comportamento do experimento foi aparentemente
semelhante, uma vez que o0s pontos selecionados para cada unicata apresentou-se em
decaimento conforme observado na figura 6.2(a). A figura 6.2 (b) demonstra o resultado do
lodo contendo além dos sais, a presenca do nitrito como aceptor de elétrons. A faixa de dias
selecionadas também foi proxima do dia 13 ao 26. Entretanto, os resultados das triplicatas,
assim como visualizado nos ensaios de lodo contendo sais e nitrato (figura 6.2c), demonstrou
resultados muito distintos entre os frascos apresentando maiores volumes de decaimento de
metano. Para a condicdo de lodo com a presenca de sais mais nitrato como fonte de
nitrogénio, figura 6.2(c), os pontos de decaimento, também ocorreram entre os dias 13 e 26. A

figura 6.2 apresenta os resultados para cada condicao descrita.
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Figura 6-2 - Volume de metano medido durante o ensaio para determinar o volume de
metano consumido

(a) Lodo de UASB lavado com a adi¢8o de sais;

(b) Lodo de UASB lavado com a adig8o de sais e nitrito;

(c) Lodo de UASB lavado com a adic¢do de sais e nitrato.
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O ensaio de POAnM 1l, comparado ao |, apresentou valores de taxa de consumo de metano
inferiores. Entre as condi¢bes do ensaio, entretanto, os valores foram proximos, tendo-se
obtido um maior valor para a condi¢do de lodo na presenca de meio de cultura e nitrito.
Embora os valores tenham sido baixos, apenas um teste com tal condicéo foi realizada e ainda
que tenha apresentado taxa de consumo inferior ao ensaio 1, a condi¢do de lodo lavado na
presenca de sais de nitrito e nitrato foi selecionada para favorecer o crescimento de
metanotréficas. Quando apenas as condigdes do teste 2 sdo comparadas entre si, a condi¢do de
lodo contendo nitrito é que apresentou maior taxa de consumo de metano. De acordo com HU
et al. (2009) e ETTWIG et al. (2009), a presenca de nitrito podera favorecer o enriquecimento
de metanotréficas desnitrificantes. ETTWIG (2010), em seu trabalho, enriqueceu micro-
organismos N-DAMO utilizando-se nitrito e nitrato em conjunto, a partir de lodo de
digestores, lodo de retorno de sistema de lodos ativados e sedimentos de agua doce. De
acordo com HU et al. (2009), a presenca de nitrato pode ser preferencialmente requerida por
arquéias metanotroficas, o que também poderia favorecer a sua presenca nos frascos.
Ressalta-se que, arquéias do grupo ANME I e Il foram detectados nesse lodo em pesquisa
anterior. Nesse sentido, esse grupo pode estar utilizando, portanto, o nitrato como aceptor de

elétrons na oxidacédo bioldgica do metano.

6.5.1.3 Ensaio de Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano 3 — POANM llI
O ensaio de POANnM III, avaliou diferentes volumes de metano adicionados na atmosfera dos

frascos. Os volumes testados foram 10mL, 20mL e 40mL de CH,. Além disso, estabeleceu-se
uma concentracdo de sélidos de 5g.L™. Para os testes de Atividade Metanogénica Especifica
(AME), que estuda a capacidade maxima de producdo de metano em lodos anaerobios,
CHERNICHARO (2007), recomenda uma concentracéo de STV entre 2,0 a 5g.L™ no lodo de
inéculo. Os resultados do ensaio 111 estdo elucidados na figura 6.3. A figura 6.3 (a) representa
a triplicata contendo 10mL de metano, ao passo que a figura 6.3 (b) e 6.3 (c) representam,

respectivamente, as triplicatas com 20mL e 40mL de CH,,
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Figura 6-3 - Volume de metano medido durante o ensaio para determinar o volume de
metano consumido pelas metanotréficas
(a) Lodo contendo sais, nitrito e nitrato e 10mL de metano;
(b) Lodo contendo sais, nitrito e nitrato e 20mL de metano;
(c) Lodo contendo sais, nitrito e nitrato e 40mL de metano;
Os valores apresentados na figura representam os testes de cada unicata.

Para o célculo da atividade metanotrofica especifica, o valor obtido pela mediana da taxa de
consumo de metano foi dividido pela biomassa de so6lidos presente no lodo dos ensaios, dada
em grama de STV. Os valores da atividade metanotrofica estdo resumidos na tabela 6.2
abaixo.

Tabela 6-2 - Mediana da taxa de consumo de metano e Atividade Metanotréfica das
amostras (Ensaios | a lll)

g.STV
(biomassa Atividade Metanotréfica
Amostra ) (mL.CH,/g.STV.dia™
Ensaio | Lavado c/agit 0,43 8,6
Lavado s/agit 0,43 51
Nao lavado c/agit 0,43 79
Ensaio 1l Lodo + Sais 0,17 29
Lodo + Sais + Nitrito 0,17 47
Lodo + Sais + Nitrato 0,17 2,3
Ensaio 111 Lodo + Sais + N+ 10mL CH, 0,1 50
Lodo + Sais + N+ 20mL CH, 0,1 7,0
Lodo + Sais +N+ 40mL CH, 0,1 9,0

*Qs célculos da taxa de consumo estdo detalhados na metodologia.
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A partir da analise da tabela é possivel verificar que, para o ensaio I, a amostra de lodo lavado
em condicOes de agitacdo a 250rpm apresentou uma maior taxa de consumo de metano
comparando-o as demais condi¢des. Entretanto, é necessario esclarecer que, como o ensaio |
foi o primeiro ensaio, algumas variaveis nao estavam estabelecidas. Sendo assim, o volume de
lodo utilizado foi 3,5 vezes superior ao volume dos demais ensaios, pois utilizou-se 20mL de
pellet e ndo, 20mL de lodo (como nos demais ensaios) que foram centrifugados e acrescidos
de meio de cultura. Dessa forma, a biomassa no primeiro ensaio € superior a dos demais

ensaios, o que justifica sua maior atividade.

Quando compara-se os resultados dos ensaios Il e Ill, observa-se que a condicdo lodo
acrescido de sais mais nitrito e nitrato e 40 mL de CH, (ensaio I11) é a que apresenta maior
taxa de oxidacdo do metano. Entretanto, embora a taxa mais elevada de consumo de metano
tenha ocorrido quando 40mL de metano foram adicionados ao headspace, a utilizacdo de
20mL de metano sera preservada, uma vez que tal condicdo j& havia sido utilizada nos outros
ensaios e esse volume de CH, representa cerca de 22% da atmosfera dos frascos de metano.
Em trabalho anterior realizado por ETTWIG (2010) para medir o consumo simultaneo de
nitrito e nitrato por metanotroficas desnitrificantes, cerca de 20% de metano foi adicionado
aos ensaios. Nesse sentido, a condicdo usada no presente estudo (20mL de metano) € a que

mais se aproxima daquela descrita na literatura supracitada.

Embora exista uma fragilidade do teste, uma vez que o consumo de metano ocorre de forma
simultanea com a metanogénese, ainda que esta Ultima ja esteja presente em taxa reduzida,

pode-se sugerir que os resultados do teste sao reprodutiveis.

A partir dos resultados dos ensaios | a Ill, selecionaram-se as condi¢fes Otimas a serem

utilizadas nesses ensaios e em ensaios futuros, sendo, portanto:

meio de cultura (ETTWIG et al., 2011) + Nitrito e Nitrato;
temperatura: 30 °C;

agitacdo a 250 rpm;

volume de metano = 20 mL;

Atmosfera dos frascos de 90mL

STV=5g.L* para lodo de UASB;

U000 000
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Determinacao da atividade metanotrofica em lodo de UASB (Ensaios IV a VII).

A partir das condi¢bes previamente padronizadas nos ensaios anteriores, calculou-se a
atividade metanotrofica para as amostras de lodo proveniente de reator UASB como inoculo.
A partir dessa determinacéo, estimou-se o0 consumo de metano que deve ocorrer no interior de

um reator UASB a partir de uma nova coleta, conhecendo-se as caracteristicas do lodo.

Os ensaios também foram realizados em triplicata, e, como os valores das mesmas ndo foram
similares entre si, valores da mediana foram usados, uma vez que a mediana € uma medida de
tendéncia central mais robusta que a média e nao afetada por observacdes atipicas a partir de

um conjunto de dados.

Para o calculo da taxa de decaimento de metano, graficos de dispersdo foram plotados e
realizou-se o0 ajuste matematico polinomial, conforme ja descrito nos ensaios | a Ill. A figura

6.4 representa os ensaios IV a VII.
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Figura 6-4 - Volume de metano consumido nos ensaios com lodo de UASB

(a) Potencial de oxidacdo anaerébia — ensaio 1V
(b) Potencial de oxida¢do anaerdbia — ensaio V
(c) Potencial de oxidacdo anaerébia — ensaio VI
(d) Potencial de oxidagdo anaerébia — ensaio VI
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As medidas de tendéncia central e percentis foram calculadas para cada ensaio (Tabela 6.3).

Tabela 6-3 - Estatistica Descritiva dos ensaios IV a VIl de Potencial de Oxidagao Anaerdbia
do Metano a partir de lodo de UASB

Estatistica Descritiva/Ensaios Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7
Média Aritmética 0,6 0,8 0,7 0,5
Média geométrica 0,6 0,5 0,6 04

Minimo 0,1 0,0 0,1 0,1
Percentil 10% 0,3 0,1 0,3 0,2
Percentil 25% 0,6 0,3 0,5 0,3

Mediana 0,6 0,6 0,7 0,5
Percentil 75% 0,7 15 0,9 0,6
Percentil 90% 1,0 15 1,0 0,8

Méaximo 14 15 1,1 1,0

A tabela 6.4 mostra os valores da mediana de metano consumido por dia. Os valores da taxa
de consumo de metano foram: 0,6mL.CHg.dia™ (para os ensaios IV e V), 0,7 mL.CH4.dia™
(para 0 ensaio V1) e 0,5mL.CH,.dia™* (para o ensaio VII). Observou-se, portanto, uma taxa de
consumo de metano proxima para todas as repeticdes dos ensaios (de 0,5 a 0,7 mL.CHg.dia™),
confirmando a hipétese de que, ainda que existam limitacfes do teste (como a metanogénese),
os resultados foram reprodutiveis em diferentes eventos (com diferentes amostras de lodo de

UASB retiradas do mesmo reator).

A atividade metanotréfica para as amostras de lodo de UASB foi calculada e é apresentada na
Tabela 6.4.

Tabela 6-4 - Mediana da taxa de consumo de metano e Atividade Metanotréfica das
amostras de lodo de UASB

Amostra Taxa de STV Volume g.STV Atividade
consumo CH4 (g.Lh (mL) (biomassa) Metanotrdéfica
(MLCH,) (MLCH4/gSTV.dia™)
Ensaio 4 0,6 5 20 0,1 6
Ensaio 5 0,6 5 20 0,1 6
Ensaio 6 0,7 5 20 0,1 7
Ensaio 7 0,5 5 20 0,1 5
6.5.2 Estimativa da contribuicéo da atividade metanotrofica anaerdbia para o balanco
de CH4

Verificou-se que a atividade metanotréfica do lodo de UASB deve ser levada em
consideracdo, uma vez que faz parte do balango de metano do reator. Uma vez que a atividade
metanotréfica por parte do lodo foi de 6mLCH4.gSTV  .dia® (240umolCH,gSTV ™ .dia™),
entdo, considerando-se que o reator apresentou uma média de 3709,329.STV no referido

periodo e que produziu cerca de 76,4L.dia™ de metano (a média da producéo total do biogas é
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de 112,7 L.dia™) (MELO?, 2015), a partir de DQO afluente média de 908,7mg.L™, estima-se
gue o consumo tedrico de metano a partir da biomassa contida no lodo do reator UASB seja
de 22L.dia* de CH,4, Dessa forma, a atividade metanotrofica seria responsavel pelo consumo
de cerca de 29% do metano produzido no interior do reator contribuindo de forma
consideravel no balanco entre producdo e consumo nesses sistemas de tratamento,

minimizando perdas ambientais em decorréncia da emisséo de metano.

De acordo com MELO? (2015), estima-se que a concentracdo de metano dissolvido no reator
UASB utilizado como referéncia e ponto de coleta nesse trabalho seja de 20mg.L™. Assim,
considerando-se a atividade metanotréfica de 6mLCH,.gSTV ™ .dia” e convertendo-se esses
valores para carga, tem-se que a atividade é correspondente & 4,3mgCH,.g.STV ™ .dia™. Dessa
forma, considerando-se a vazdo do UASB que corresponde & 1200L.dia™ e a concentracdo de
metano dissolvido efluente de 20mg.L™, tem-se que a carga de metano dissolvido
corresponde & 24.000mgCH,.dia™ . Assim, a massa de metanotréficas necessaria para oxidar o
CH, seria de 5,6Kg de STV. Para se obter uma massa corresponde a citada, considerando-se
uma concentragdo de sélidos de no minimo 30g.L™" do reator, seria necessario um reator de
volume igual a 186L, ou ainda, um compartimento do reator que possibilitasse 0
enriquecimento desses micro-organismos in loco com esse volume total. A oxidagdo do
metano dissolvido no reator ou em um compartimento desse seria uma forma de poés
tratamento do efluente reduzindo-se as perdas do metano dissolvido e impacto ambiental pelo

desprendimento do gas quando o efluente é langado em corpos d"agua receptores.

Ao se tratar de reatores de menor escala, como 0 acima citado, essa possibilidade se torna
interessante do ponto de vista ambiental e econdmico. Entretanto, é valido ressaltar que em se
tratando de grande escala, 0 metano dissolvido representaria perda energética, uma vez que 0
metano poderia ser utilizado para geracdo de eletricidade na prépria estacdo de tratamento ou
ainda para uso local e/ou junto a concessionaria (LOBATO, 2011). Em reatores anaerdbios,
estima-se que a composicdo de metano seja de 60-85%. O potencial energético estd
relacionado a quantidade de metano contida na composicdo do biogés. O poder calorifico do
metano é 35,9 MJ.Nm™ e o do biogas com 60% de metano é 21,5 MJ.Nm-3, correspondendo
a 67% do poder calorifico do gas natural (AGRAWAL et al., 1997; LOBATO, 2011). De

> MELO. D. F. Estudo da variabilidade quantitativa e qualitativa do biogas gerado em reatores UASB tratando
esgoto doméstico. 2015 (Mestrado). Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte. Dissertacdo em fase de elaboracéo.
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acordo com ZANETTE (2009) citado por LOBATO (2011), no Brasil, o potencial de
producdo de metano nas estacdes de tratamento pode chegar a até 7,3 milhdes de m*.d™, o que

seria relevante ambientalmente e do ponto de vista socioecondmico.

Segundo CAKIR e STENSTROM citado por LOBATO (2011), o impacto ao efeito estufa
pelo metano dissolvido proveniente de sistemas de tratamento de esgotos pode ser tdo elevada
qguanto ao impacto ocasionado pelas emissdes advindas do metano recuperado no biogas,
principalmente em se tratando de baixas concentracdes afluentes de DQO, onde ndo héa
possibilidades econémicas de implantar formas para a recuperacdo de energia pelo uso do

biogés.

Nesse sentido, salienta-se novamente a possibilidade em se utilizar a oxidagéo biol6gica como
forma de minimizar o metano dissolvido proveniente de sistemas anaerobios de tratamento de
esgotos, a citar os reatores UASB, minimizando os passivos ambientais desses sistemas que
sdo uma tendéncia, principalmente no Brasil, uma vez que se trata de tecnologia simplificada,

vantajosa economicamente e aplicavel tanto a pequenas como grandes comunidades.
6.5.3 Analise microbiolégica por PCR-DGGE

A comunidade microbiana presente no indculo e ao final do ensaio de oxidacéo anaerdbia do
metano (ensaio 6) foi avaliada por meio da técnica da PCR-DGGE. A figura 6.5 apresenta o
gel da DGGE.

Figura 6-5 - Gel de DGGE corado com Sybr-Gold contendo fragmento de DNA ribossomal
16S amplificado com primers universais para Bacteria

(La) Marcador de peso molecular (Ladder Express); (1) Lodo de UASB utilizado como in6culo para o ensaio de
oxidacdo anaerdbia do metano; (2) amostra do lodo no final do ensaio de oxidacdo anaerébia do metano (35 dias
de incubago).
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Embora um nudmero elevado de bandas tenha sido obtido a partir das duas amostras
analisadas, apenas as sequéncias das bandas enumeradas no gel foram recuperadas. A canaleta
1 correspondeu a amostra do inoculo do ensaio (lodo de UASB), ao passo que a canaleta 2
continha a biomassa apds o periodo de 35 dias do ensaio. A maioria das bandas apresentaram
alta similaridade com clone de bactérias nao cultivadas provenientes de amostras ambientais
(tabela 6.5).

Tabela 6-5. Alinhamentos das sequéncias obtidas das bandas com os programas RDP
Classifier e Blast.

NUmero RDP Classifier Blast NUmero de Similaridade
da banda Acesso no (%)
GenBank
1 Classe Alphaproteobacteria Methylocystis sp. EU647258.1 93
2 Dominio Bacteria Clone de Mycobacterium sp. ndo EU631845.1 87
cultivado
3 Familia Synergistaceae Synergistetes ndo cultivado AB908684.1 98
4 Dominio Bacteria Acidobacteriaceae ndo cultivado KP717505.1 98
5 Dominio Bacteria Desulfuromonadaceae ndo KC009900.1 77
cultivado
6 Dominio Bacteria Acidovorax sp. KP126996.1 86
7 Género Methylocaldum Methylocaldum sp.néo HF565149.1 98
cultivado’
8 Dominio Bacteria Clone de Planctomycetales ndo FJ710625.1 95
cultivado
9 Género Solirubrobacter Solirubrobacter sp. ndo cultivado ~ HQ213036.1 99
10 Filo Chloroflexi Chloroflexi néo cultivado AY921707.1 98
11 Dominio Bacteria Armatimonadetes ndo cultivado KJ600041.1 95

Foi observada a presenca de micro-organismos metanotréficos nas bandas 1 e 7. A banda 1
apresentou 93% de similaridade com o género Methylocystis sp (classe Alphaproteobacteria),
e a banda 7 apresentou 98% de similaridade com sequencia de Methylocaldum sp., classe
Gammaproteobacteria. Metanotréficas do género Methylocystis sp. apresentam-se em geral
na forma de bastonetes e arranjos simples (BRENNER et al., 2005b). S&o aerdbias ou
microaerofilicas, mesofilicas, neutrofilas e utilizam somente metano e metanol como fonte de
carbono e energia. Fixam o formaldeido para formacéo celular pela via metabdlica da serina,
0 que as caracteriza como metanotréficas do tipo Il (HANSON e HANSON, 1996). Foram
relatadas em ambientes como arrozais, esgotos e sedimentos de agua doce (BRENNER et al.,
2005b). Methylocaldum sp. sdo metanotroficas aerdbias, mas que também ja foram relatadas
em ambientes andxicos, como sedimentos de lagos e marinhos, bem como em lodo de reator
UASB e fermentadores (CVEJIC et al., 2000; SCHUBERT et al., 2006; FERRER et al.,
2011; SINISCALCHI et al., 2015).

As bandas 2 e 6 foram classificadas em nivel de dominio pelo RDP Classifier, apresentando

baixa similaridade com os géneros Mycobacterium e Acidovorax, respectivamente. O género
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Mycobacterium (filo Actinobacteria) € composto por indmeras bactérias patogénicas,
relatadas em amostras de lodo anaerdbio granular e lodos ativados (KIM et al., 2006).
Acidovorax, também j& foi descrita em amostras de lodo de esgoto doméstico e solos,
incluindo solos contaminados com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (SINGLETON et
al., 2009). Ja a banda 9 foi classificada em nivel de género com 99% de similaridade com
Solirubrobacter (filo Actinobacteria). Membros desse género sdo quimiorganotréficos,
crescem a temperatura de 19 a 38°C e j& foram isolados de solos contendo culturas agricolas
(SINGLETON et al., 2003).

As bandas 3, 10 e 11 foram classificadas em nivel de filo, sendo que a banda 3 apresentou
identidade com Synergistetes, a banda 10 com o filo Chloroflexi e a 11 com o filo
Armatimonadetes (anteriormente classificado como OP10). Os trés filos sdo compostos por
micro-organismos que contém representantes anaerobios e também foram mencionados como
presentes em sistemas de tratamento de esgotos (GANESAN et al., 2008; MAC CONELL,
2014).

As bandas 4 e 8 foram identificadas como Acidobacteriaceae e Planctomycetales,
respectivamente. A familia Acidobacteriaceae €& composta por micro-organismos
qguimiorganotroficos, encontrados em solos, sedimentos, aguas residuarias, sistemas de
distribuicdo de &gua, drenagem acida de mina, fontes hidrotermais, dentre outras. Por fim,
membros da ordem Planctomycetales também foram descritos em &guas residuérias (KRIEG
etal., 2010; STAUFFERT et al., 2013).

O perfil de bandas do DGGE foi comparado através do programa BioNumerics (versao 7.1),
que indicou o coeficiente de similaridade entre a amostra inicial (indculo) e apds 35 dias de
incubacdo (ensaio de oxidacdo anaerdbia do metano) pela analise da presenca/auséncia de

bandas semelhantes. A figura 6.6 apresenta o dendrograma baseado no perfil de bandas.
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Figura 6-6. Dendrograma baseado no perfil de bandas do DGGE.
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Utilizando-se o coeficiente Dice, verificou-se uma similaridade de 69% entre as amostras,
indicando que houve uma ligeira alteracdo da comunidade microbiana no interior dos frascos,
em virtude das condic¢des do ensaio, tais como adi¢do de metano e meio de cultura. Portanto, a
incubacdo da amostra por 35 dias levou a uma selecdo e enriquecimento de metanotroficas

relacionadas ao género Methylocaldum.

A diversidade também foi calculada através do indice de Shannon (H"). O indice H mostrou
praticamente a mesma diversidade para ambas as amostras (H = 2,4 para o indculo e H'=2,6
para 35 dias de ensaio), sugerindo que o tempo de incubacédo foi curto para revelar diferenca
na diversidade e possivel selecdo da comunidade, mas suficiente para realizacdo do ensaio de
oxidacdo anaerobia do metano e consequentemente, célculo da atividade metanotréfica por
parte do lodo de reator UASB.

6.6 Conclusodes

As condicBes mais adequadas para o teste de determinacdo do potencial de oxidagdo
anaerdbia de metano foram estabelecidas. As melhores condi¢Ges foram: lodo de UASB
lavado, incubado com meio de cultura contendo nitrito e nitrato sob condi¢des de agitagdo
(250 rpm) a 30°C, e, adicdo de 20mL de metano na atmosfera do frasco. A concentracdo de
STV foi estabelecida para 5g.L™" para que os ensaios a partir de lodos coletados de diferentes
tempos fossem comparaveis. A atividade metanotréfica a partir de lodo de UASB foi
determinada, por meio de quatro repeticdes, sendo o valor médio obtido de 6 mLCH,4.g.STV
! dia’. No UASB em escala piloto utilizado, a oxidagdo do metano é responsavel pelo
consumo de 29% do metano presente no interior do sistema, mostrando que grande parcela do
metano é oxidado biologicamente pelos micro-organismos metanotroficos e sua importancia

nesses sistemas.
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7 ENRIQUECIMENTO E ATIVIDADE DE MICRO-ORGANISMOS
METANOTROFICOS A PARTIR DE LODO DE SISTEMA DE
TRATAMENTO DE ESGOTO MUNICIPAL

Objetivo Especifico 3

Enrichment and activity of methanotrophic microorganisms from
municipal wastewater sludge®

7.1 Resumo

Nesse estudo, micro-organismos metanotréficos foram enriquecidos a partir de lodo
proveniente de um reator UASB tratando esgotos domésticos em reator em batelada
sequencial (RBS) com meio autotréfico contendo nitrito e nitrato. As eficiéncias médias de
remocdo de nitrito e nitrato foram de 68% e 53%, respectivamente, provavelmente devido a
atividade heterotrofica desnitrificante. A deteccdo de arquéias dos grupos ANME-I e ANME-
Il foram realizadas por PCR durante todo periodo de cultivo avaliado. A estrutura da
comunidade microbiana presente no indculo e enriquecida no RBS apo6s 100 dias de operagédo
foi estudada por pirosequenciamento. Os resultados das analises demonstraram que a
comunidade enriquecida no reator foi diferente a inoculada. Os filos dominantes no in6culo
foram Synergistestes, Firmicutes e Euryarchaeota, ao passo que na biomassa enriquecida
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chloroflexi e Proteobacteria predominaram. As condi¢fes
de cultivo do RBS reduziram a abundancia de Methanobacterium (8% para 1%) e
selecionaram bactérias metanotréficas como Methylocaldum, Methylocystis e Methylosinus.
As sequéncias de Methylocaldum sp. apresentaram abundancia relativa de 2,5%. A presenca e
elevada predominancia do filo Verrucomicrobia na biomassa enriquecida do RBS sugere que
outras espéecies de metanotroficas, ainda pouco conhecidas, relacionadas a este filo podem
estar presentes no reator. O potencial de oxidacdo anaerdbia do metano foi determinado para
ambas amostras e revelaram que a atividade metanotrofica da biomassa foi aproximadamente
trés vezes maior que a do in6culo. Em suma, estes resultados sugerem que o in6culo usado e

as condicdes de cultivo aplicadas foram adequados para o enriquecimento de metanotroficas.

* SINISCALCHI, L. A. B.; VALE, I. C.; DELL'ISOLA, J.; CHERNICHARO, C. A. L.; ARAUJO, J. C.
Enrichment and activity of methanotrophic microorganisms from municipal wastewater sludge. Environmental
Technology, v. 36, n. 12, p. 1-13, 2015.
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7.2 Abstract

In this study, methanotrophic microorganisms were enriched from sludge derived from a
UASB reactor treating domestic sewage. The enrichment was performed in a sequencing
batch reactor (RBS) with an autotrophic medium containing nitrite and nitrate. The nitrite and
nitrate removal efficiencies were 68% and 53%, respectively, probably due to heterotrophic
denitrification. Archaeal cells of the ANME-I and ANME-II groups were detected by PCR
throughout the whole cultivation period. The microbial community composition of the
biomass present in the inoculum and enriched in RBS after 100 days of operation was
investigated and compared with the help of data obtained from pyrosequencing analyses.
Pyrosequencing analysis demonstrated that the community enriched in the reactor had
differing composition from the inoculum. The dominant phyla detected in the inoculum were
Synergistestes, Firmicutes and Euryarchaeota while in the enriched biomass Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Chloroflexi and Proteobacteria predominated. The cultivation conditions
applied decreased the abundance of Methanobacterium (from 8 to 1%) and selected for
methanotrophic bacteria such as Methylocaldum, Methylocystis and Methylosinus. Sequences
of Methylocaldum sp. accounted for 2.5% of the total reads. The presence and high
predominance of Verrucomicrobia in the enriched biomass suggest that other unknown
methanotrophic species related to this phylum might also have occurred in the reactor. The
potential for anaerobic oxidation of methane was determined for both samples and revealed
that the methanotrophic activity of the enriched biomass was almost three times greater than
in the inoculum. Taken together these results indicated that the inoculum used and the

cultivation conditions applied were adequate for the methanotrophic enrichment.

Palavras Chave: micro-organismos metanotréficos, atividade metanotréfica, reator em

bateladas sequenciais, pirosequenciamento, lodo de UASB.

Keywords: methanotrophic microorganisms, methanotrophic activity, sequencing batch

reactor, pyrosequencing, UASB reactor sludge.

7.3 Introducao

Atualmente, as emissdes significativas do gas metano (CH,4) vem sendo relacionadas as fontes
antropicas, como 0 uso do solo para a pecuaria, agricultura e emissdo por processos de
tratamento e armazenamento de residuos solidos e efluentes liquidos, como aterros sanitarios
e reatores anaerobios (REEBURGH, 2007; KNITTEL e BOETIUS, 2009).
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Dentre as fontes acima, destaca-se o tratamento anaerobio de esgoto doméstico através de
Reatores Anaerobios de Fluxo Ascendente e de Manta de Lodo (do inglés, Upflow Anaerobic
Sludge Blanket - UASB), que no Brasil, € uma tecnologia bem estabelecida para o tratamento
de esgoto domestico (CHERNICHARO, 2007). A comunidade microbiana presente no reator
UASB degrada a matéria organica na auséncia de oxigénio em produtos como gas carbénico,
gés sulfidrico e metano. Na fase gasosa, 0 metano pode ser coletado e usado como fonte de
energia, mas dissolvido no efluente é dificil para ser recuperado, principalmente sob baixas
temperaturas (LUESKEN, 2011). A liberacdo de metano dissolvido no efluente também pode
contribuir para o efeito estufa (CAKIR e STENSTROM, 2005; BOGNER et al., 2008;
LUESKEN, 2011; SOUZA e CHERNICHARO, 2011). Em um recente estudo, conduzido em
um reator UASB tratando esgotos domésticos, SOUZA et al. (2011) reportaram que menos
gue 60% do metano produzido era efetivamente recuperado como biogas dentro do separador
trifasico do reator, enquanto cerca de 36-41% do metano permanecia dissolvido no efluente,
indicando que as perdas de metano dissolvido sdo consideravelmente altas (SOUZA et al.,
2011). Para minimizar as perdas de metano no esgoto, bombas hidraulicas, agitacéo fisica e
aeracdo ("stripping"), podem ser alternativas para reduzir as concentragcdes desses gases em
sistemas anaerébios (GREENFIELD e BATSTONE, 2004). No entanto, estas sdo solucdes
mecanizadas. Dessa forma, a oxidacdo biolégica do metano, onde 0s micro-organismos
contidos no efluente podem promover a oxidagdo do gas, também entra como uma nova
alternativa. Assim, a investigacdo do potencial de oxidacdo bioldgica do metano é de grande
relevancia, uma vez que parece Ser um processo economicamente e ambientalmente

interessante.

Alguns trabalhos detectaram micro-organismos metanotroficos, em amostras de agua doce,
oceanos, pastagens, arrozais (HANSON e HANSON, 1996) sob condi¢cdes aerdbias e
sedimentos de lagos de &gua doce, lodos de digestores, zonas marinhas anoxicas sob
condicdes anaerdbias (ETTWIG et al., 2008; HU et al., 2009; KNITTEL e BOETIUS, 2009;
LUESKEN et al., 2011b).

A oxidacdo aerobia do metano é realizada por bactérias metanotroficas da classe y-
Proteobacteria, familia Methylococcaceae (Tipo 1) e classe a-Proteobacteria, familias
Methylocystaceae e Beijerinckiaceae (Tipo II) (WHITTENBURY e KRIEG, 1984;
BOWMAN et al., 1995; HANSON e HANSON, 1996; LIEBNER e WAGNER, 2007). A
reacdo global para a oxidagdo aerdbia do metano esté representada na equagdo 7.1 (HANSON
e HANSON, 1996):
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CHs+20, — CO,+2H,0 (AG =- 778 ki/mol CH.) (7.1)

Dentro de a-Proteobacteria, o género Sphingopyxis sp. MD2, isolado de um cultivo
microbiano foi relacionado a remocdao simultanea de metano e compostos sulfurosos volateis
(como H,S, methanethiol e dimetil sulfeto) utilizando o oxigénio como aceptor de elétrons
para ambos compostos. O metano é oxidado a CO,, ao passo que 0s compostos sulfurosos séo
oxidados a sulfato via H,S (LEE et al., 2012). Além do filo Proteobacteria, algumas bactérias
acidofilas pertencentes ao filo Verrucomicrobia também foram relatadas por DUNFIELD et

al. (2007) como oxidadoras de metano.

A oxidacéo anaerdébia do metano (OAM) é um mecanismo que pode ser mediado por arquéias
anaerdbias (ANME) subgrupos ANME-1, ANME-2 (relacionadas a Methanomicrobiales e
Methanosarcinales) (BOETIUS et al., 2000; ORPHAN et al., 2002) e ANME-3 (relacionada
a Methanococcoides spp (KNITTEL e BOETIUS, 2009) ou ainda por bactérias pertencentes
ao filo NC10 (HINRICHS et al., 1999; VALENTINE, 2002; NAUHAUS et al., 2005;
ETTWIG et al., 2009; ETTWIG, 2010). A OAM realizada por ANME € usualmente acoplada
a reducdo do sulfato ou a reducdo de nitrato. Quando acoplada a reducédo de sulfato, a OAM
produz quantidades relativamente baixas de energia que pode ser visualizada na equagédo 7.2
(BARNES e GOLDBERG, 1976; MEULEPAS et al., 2010; SMEMO e YAVITT, 2011):

CH,4 + SO,2— HCO* + HS +H,0  (AG = -16,6 ki/mol) (7.2)

A oxidacdo realizada por bactérias do filo NC10 é um processo designado como N-DAMO,
Nitrite-Dependent Anaerobic Methane Oxidation (ETTWIG et al., 2009). Nessa reacdo, 0
metano é parcialmente oxidado resultando em compostos organicos como metanol ou acetato,
que sdo subsequentemente usados para desnitrificacdo produzindo didxido de carbono (CO,) e
gas nitrogénio (N,) (ETTWIG et al., 2009; LUESKEN, 2011). De acordo com ETTWIG
(2010), estudos de isétopos estaveis sugeriram que micro-organismos relacionados ao filo
NC10 poderiam fabricar seu préprio oxigénio molecular retirando-o do Oxido nitroso
proveniente da reducdo do nitrito. Sendo assim, o oxigénio produzido seria utilizado para

oxidar metano por uma via aerobia em um ambiente anaerdébio conforme reacéo 7.3:
3CH4+ 8NO; + 8H" — 3CO, + 4N, + 10H,0  (AG = -928 kJ/mol CHy) (7.3)

Pesquisas anteriores demonstraram o enriquecimento de micro-organismos desnitrificantes a
partir de sedimentos de valas agricolas (ETTWIG et al., 2008; ETTWIG et al., 2009).
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RAGHOEBARSING et al. (2006), enriqueceu N-DAMO utilizando como indculo sedimentos
de agua doce. HU et al. (2009) também enriqueceu este grupo de micro-organismos a partir
de um in6culo misto contendo sedimentos de &gua doce, lodo de digestores e lodo de retorno
do sistema de lodos ativados em um RBS. De acordo com STROUS et al. (1998), biorreatores
operados na forma de batelada sequencial, apresentam maior eficiéncia de retencdo da

biomassa.

No Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento da UFMG/COPASA (CEPTS),
GARCIA (2009) detectou bactérias e arquéias metanotréficas na escuma e no lodo,
respectivamente, em diferentes reatores UASB tratando esgotos domésticos. N&o obstante, a
identificacdo e enriquecimento desses micro-organismos nao foi realizada, tampouco foram
feitos ensaios para comprovar o potencial de oxidacdo aerobio e anaerébio de metano, por

parte das amostras investigadas.

Diante disso e da escassez de trabalhos a respeito desse grupo de micro-organismos em
amostras de lodo proveniente exclusivamente de reatores UASB tratando esgoto doméstico, o
presente trabalho teve como objetivo enriquecer micro-organismos metanotréficos, incluindo
metanotroficos relacionados ao processo N-DAMO, em um reator em batelada sequencial
(RBS), a partir de lodo anaerébio proveniente de um reator UASB. Pretendeu-se ainda
verificar a atividade metanotréfica do in6culo e da biomassa enriquecida para estabelecer o

potencial de oxidacdo anaerdbia do metano por esses micro-organismos.

7.4 Material e Métodos

7.4.1 Lodo de In6culo e aparato experimental

O lodo proveniente de um reator UASB tratando esgotos domésticos de Belo Horizonte foi
utilizado como in6culo para enriquecer micro-organismos metanotréficos devido a estudos
prévios realizado por GARCIA (2009) e SINISCALCHI (2015) (capitulo 5 da tese — dados
ndo publicados) que detectaram arquéias metanotréficas por PCR nessas amostras com 0S
pares de primers ANME-F e 907R (THOMSEN et al., 2001) sugerindo, portanto, que eles
poderiam estar presentes. Para 0 enriquecimento desses micro-organismos, um fermentador
de vidro em escala de bancada de 1,3L (BioFlo110®, New Brunswick Scientific Co.,Enfield,
CT, USA) foi utilizado. O equipamento possui controle automatico de temperatura (manta
aquecedora), eletrodo de pH, agitacéo, sensor de oxigénio dissolvido (OD) e sensores de nivel
para controlar o afluente e efluente do interior do RBS.
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A temperatura foi mantida a 35°C (HU et al., 2009) e o pH permaneceu no intervalo de 6,8 a
7,5 (LUESKEN et al., 2011a). As condigdes de anaerobiose foram mantidas injetando-se gas
N2 (99.99%) no meio liquido e na atmosfera livre do frasco de alimentacdo. Na atmosfera do
reator, adicionava-se diariamente gas metano (99,9%) a uma vazdo de 100 mL. min™ durante

3 minutos.

O reator foi alimentado com o meio autotréfico com composicdo similar a previamente
descrita por LUESKEN et al. (2011a). A concentracdo final de nitrito e nitrato no meio foram
100mg.L™ e 25mg.L™, respectivamente. 1L de lodo de UASB foi utilizado como inéculo a
uma concentracéo de 16g.L™ de STV.

O fermentador foi monitorado durante um periodo de 241 dias sob a forma de RBS e tempo
de detencdo hidraulica (TDH) de 47 horas, compreendendo dois ciclos de operagdo de 23,5
horas cada, que incluiram trés fases: (i) fase de alimentagdo (3 horas), na qual 500 mL de
meio de cultura eram adicionados ao reator (sob continua agitacdo) e permaneciam reagindo
com a biomassa por cerca de 20 horas; (ii) fase de sedimentacdo da biomassa (30 minutos), na
qual a agitacdo era desligada permitindo a decantacdo da biomassa; (iii) fase de retirada do
meio (30 minutos), na qual 500 mL de efluente eram retirados. Os ciclos de operacdo foram

estabelecidos de acordo com um estudo prévio realizado por LUESKEN et al. (2011a).
7.4.2 Procedimentos Analiticos

As concentragdes de nitrito e nitrato afluente e efluente foram monitoradas trés vezes por
semana. A concentracdo de NO,-N foi determinada colorimetricamente, de acordo com o
método 4500 NO,-B (APHA, 2005). Através do método, obteve-se nitrogénio na forma de
nitrito (N-NO;) que foi convertido a concentragdo de NO, para analises graficas dos
resultados. Solidos totais volateis também foram determinados de acordo com APHA (2005).

A concentracdo de nitrato foi analisada via cromatdégrafo iénico (Metrohm, Herisau,
Switzerland) com supressdo quimica e detector de condutividade, através do método 4110B
(APHA, 2005).

Analises estatisticas utilizando-se o programa Statistica 8.0 foram realizadas para comparar a
eficiéncia de remocdo de nitrito e nitrato ao longo dos diferentes periodos de operagdo do

RBS. Para esta analise, utilizou-se o teste de Kruskall-Wallis (o = 5%). Comparagdes entre as
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concentracdes afluentes e efluentes de nitrito e nitrato em cada periodo também foram

avaliadas através do teste de Mann-Whitney (a = 5%).

7.4.3 Analise da comunidade microbiana presente no indculo e na biomassa do RBS

7.4.3.1 Deteccao através da PCR

A biomassa do RBS foi amostrada nos dias 0 (indculo), 100 e 191 dias de operagdo. O RBS
foi subdividido em 3 periodos operacionais, classificados como periodo 1 (dias 1-100),
periodo 2 (dias 101 a 191), periodo 3 (dias 192 a 241). Ressalta-se, portanto, que a subdivisao
em periodos foi determinada em fungdo das coletas de biomassa para 0s ensaios de oxidacao

do metano e analises moleculares.

Para analises moleculares, 10mL das amostras do indculo e da biomassa do reator foram
coletadas, centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos e o pellet foi usado para os estudos. O
DNA foi extraido usando o protocolo descrito por EGLI et al. (2003a). As concentracfes de
DNA total foram estimadas através de um espectrofotdbmetro NanoDrop (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, USA). A partir do DNA obtido, fragmentos da subunidade
16S do gene do RNA ribossomal foram amplificados utilizando-se primers especificos para
micro-organismos metanotréficos. Para detectar arquéias metanotréficas utilizaram-se 0s
primers ANME-F e 907R (THOMSEN et al., 2001).

Para a deteccdo de metanotroficas desnitrificantes, foi realizada uma PCR direta com o0s
primers A189 b (LUESKEN et al., 2011b) e 0 682R (HOLMES et al., 1995), de acordo com
metodologia descrita por ETTWIG et al. (2009). Para a deteccdo de Candidatus
Methylomirabilis oxyfera (bactéria pertencente ao filo NC10), foi realizada uma PCR nested
com os primers A189 b e cmo682 (LUESKEN et al., 2011b). O produto desta reacdo foi
utilizado em um segundo PCR com os primers cmo182 e cmo568 (LUESKEN et al., 2011b).
A presenca e o tamanho dos fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose

1%, através da aplicagdo de uma aliquota de 2 pL. do produto da PCR.

7.4.3.2 Pirosequenciamento 454

A técnica do pirosequenciamento foi utilizada para analise da comunidade microbiana das
amostras do inéculo e 100 dias de operagdo do RBS. O DNA gendmico foi extraido de acordo
com EGLI et al. (2003) e purificado usando-se o kit de purificacdo Wizard® Genomic DNA
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Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). O DNA total foi estimado utilizando o
Espectrofotdometro NanoDrop (NanoDrop Technologies®, Wilmington, DE, USA).

O DNA foi precipitado em etanol 95% e seco a 50°C. As amostras desidratadas foram
enviadas para o Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR, Santa Fe, Argentina)
onde o pirosequenciamento foi realizado usando um equipamento 454 GS-FLX (Life
Sciences, Roche). Barcodes com 10 pb foram incluidos para cada amostra. Os genes RNAr
16S foram amplificados com primers para a regido v4: S15F (5’
CACGACGTTGTAAAACGACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’), no qual uma sequéncia
adaptadora (tag) foi incluido e 806R (5°-
CAGGAAACAGCTATGACCGGACTACVSGGGTATCTAAT- 3°). As sequéncias foram
analisadas utilizando-se o software Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME)
(CAPORASO et al., 2010). Todas as sequéncias obtidas foram depositadas na base de dados
Sequence Read Archive (SRA) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) sob
0 nuimero de acesso SRP049924. As sequéncias com comprimento inferior a 200pb,
coeficiente de qualidade menor que 25, homopolimeros de tamanho maior que 6 e bases
ambiguas foram removidas. Para a definicdo das unidades taxonémicas operacionais (OTUS),
utilizou-se o algoritmo UCLUST (EDGAR, 2010) adotando-se similaridades de 97%. As
sequéncias foram classificadas usando-se a ferramenta Ribomossal Database Project

(http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp).

Os indices de diversidade alfa Shannon-Wiener (H’), Equitabilidade de Pielou (J') e
diversidade beta (Bray-Curtis) de cada amostra foram calculados através do software Past
(versdo 3.0). As OTUSs classificadas como diferentes géneros de metanotréficas foram
selecionadas e usadas para a constru¢do de uma arvore filogenética por meio do software
MEGA 4 (TAMURA et al., 2007) por meio do método neighbor-joining. Realizou-se o teste

de Bootstrap para 1000 recombinacdes para realizar uma estimativa de confianca da arvore.

7.4.4 Ensaio do Potencial de Oxidacdo Anaerdbia do Metano e determinacéo da

atividade metanotroéfica

Para a realizacdo dos ensaios, utilizou-se o Procedimento Operacional Padrdo da Rede
PROSAB Microbiologia (GARCIA, 2009) modificado de MCDONALD et al. (1999). A
atividade metanotrofica inicial e nos dias 191 e 241 foram realizadas com lodo de indculo do
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reator UASB e lodo coletado do RBS apos 191 e 241 dias de operagdo, respectivamente
(periodo P2 e P3).

Cerca de 20mL de lodo e/ou biomassa do reator foram previamente lavadas com tampéo
fosfato salino (PBS 1X: 130mM NacCl; 10 mM Na;HPO,412H,0, 3 mM NaH,PO4.H,0; pH
7,2) centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. O pellet foi ressuspendido em 20mL de meio
de cultura (LUESKEN et al., 2011a), homogeneizado e as aliquotas distribuidas em frascos de
antibidtico de 110mL previamente autoclavados. Apos a distribuicdo, os frascos foram
vedados com batoques de borracha (butila) e lacres de aluminio. Posteriormente, para o
estabelecimento de condigdes anaerdbias no interior dos frascos, a atmosfera de cada frasco
foi “lavada” com gas inerte (N2, 99,99%), através da introducdo de uma agulha de entrada de

gas e outra de saida no meio do batoque de borracha, durante 2 minutos.

Na atmosfera vazia de cada frasco, adicionou-se 20mL de metano (99,9%) por meio de uma
seringa esmerilhada. Entretanto, no caso dos frascos contendo lodo de indculo (oriundo de
reator UASB) como este apresentava producdo de metano, a adi¢cdo do gas metano bem como
a determinacdo do consumo deste composto, s6 foram realizadas apds a diminuicdo da
atividade metanogénica. Esse declinio do volume de metano no headspace dos frascos foi

monitorado duas vezes por semana atraves das coletas de biogas e analises cromatograficas.

Para a o lodo de inoculo (UASB), os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se uma
triplicata de lodo autoclavado como controle. Para 0s ensaios com a biomassa enriquecida,
realizou-se os ensaios em duplicata, uma vez que a retirada excessiva de biomassa do reator
poderia prejudicar o experimento de enriquecimento. As amostras foram incubadas em

agitador orbital a 250 rpm a uma temperatura de 30°C.

Realizou-se amostragem de 1mL de gas contido no headspace duas vezes por semana a fim de
verificar a queda da porcentagem de metano nos ensaios. O gas coletado foi injetado em
cromatografo gasoso (Perkin Helmer Auto System equipado com detector de condutividade
térmica - TCD). As andlises cromatograficas ocorreram utilizando-se o gas He como géas de
arraste e temperatura da coluna em 220°C. Cada corrida teve o tempo de duracdo total de 4,5

minutos, sendo que o tempo de reten¢do do metano ocorreu por volta de 2,75 min.

O volume de metano foi calculado a partir da porcentagem de metano encontrada, pelo
volume do headspace do frasco. O valor resultante foi dividido por 100, para obter-se o

volume de metano contido nas amostras. A porcentagem de metano foi obtida utilizando-se o
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gas padrdo (47,1% de CHy, 25% de CO,, 2% de H,, 5%CO e 20,9%N,) de composicéo e area
conhecidas.

Gréaficos de series temporais foram plotados e, as taxas de consumo de metano foram
calculadas a partir da derivada do volume em fungdo do tempo (dV/dt) nos pontos
correspondente aos dias analisados. Como resultados, utilizou-se o valor da mediana das
taxas. O valor da mediana das taxas calculado foi dividido pela massa de lodo inoculada

(9.STV) pra obtencdo da atividade metanotréfica dos ensaios.

7.5 Resultados e discussao

7.5.1 Enriquecimento em reator em bateladas sequenciais

A Figura 7.1 apresenta as concentracOes de nitrito e nitrato (afluente e efluente) e eficiéncia
de remocdo ao longo dos 241 dias de operacao do reator, divididos em 3 periodos (P1, P2 e
P3). O periodo 1 (P1) teve duragdo de 100 dias e correspondeu a fase inicial de opera¢do do
reator. Esta foi marcada, inicialmente, pelo consumo intenso de nitrito, o qual, por volta do

50° dia, diminuiu. Para o nitrato, 0 consumo mais intenso ocorreu nos 100 primeiros dias.
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Figura 7-1. Concentracgdo de Nitrito e Nitrato afluente e efluente e eficiéncia de remogéo
durante a operacao do RBS (subdividido nos periodos P1, P2 e P3).
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Durante P1, possivelmente a desnitrificacdo heterotréfica foi o processo predominante. A
atmosfera anaerdbia e a presenca de nitrito e nitrato permitiram a estabilizacdo da matéria
orgénica oriunda do in6culo e da propria biomassa. Apds o consumo da matéria organica
prontamente disponivel, teve inicio o processo de respiracdo enddgena das bactérias
heterotroficas desnitrificantes, uma vez que o meio de cultura era autotrofico e ndo poderia

garantir suplementagdo necessaria a estas bactérias.

O periodo 2 (P2) caracterizou-se pela continuidade no decaimento do consumo de nitrato e
nitrito e durou aproximadamente 90 dias. Nessa etapa, supde-se que exauriu-se qualquer fonte
externa de substratos organicos, o que resultou em significativa reducdo da atividade
desnitrificante. As concentracdes de nitrito e nitrato efluente oscilaram, em alguns momentos
foram altas (proximas as concentracdes afluentes), e em outros, baixas, ndo sendo possivel
estabelecer uma tendéncia nitida de consumo. N&o obstante, foi observada diferenga
significativa entre as concentrac@es afluentes e efluentes de nitrito e nitrato durante o periodo
(Mann-Whitney, p = 0 para nitrito e nitrato, o = 5%), indicando que ambos aceptores foram

consumidos.

O periodo 3 (P3) foi marcado por uma reducgdo ainda mais elevada no consumo de nitrito e

nitrato (Mann-Whitney, p= 0 para nitrito e p= 0,00001 para nitrato, o = 5%).

Para verificar a existéncia de diferencas significativas para a eficiéncia de remocéo de nitrito e
nitrato entre os periodos amostrados (P1 a P3), a analise de variancia ndo paramétrica
Kruskall Wallis foi utilizada (o = 5%).

A eficiéncia de remocdo de nitrito no periodo P1 apresentou diferenca significativa em
relacdo aos demais periodos (valor de p = 0,0020 e 0,0001 respectivamente para P2 e P3). Os
periodos P2 e P3, entretanto, ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados
entre si (p=0,6721). Ao que tudo indica, o periodo P2 parece ser um periodo de transicao
entre as fases 2 e 3, e tal fato poderia justificar a auséncia de diferenca estatistica entre estes

periodos.

Para os dados de nitrato, observou-se a mesma tendéncia, anteriormente apresentada para
nitrito, apontando diferenca significativa de P1 com os demais periodos (p = 0 para P2 e P3).
De acordo com a analise estatistica, ndo houve diferenga entre os periodos 2 e 3 (p = 0,1176).
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Para melhor compreensdo dos dados, graficos do tipo Box-plot foram construidos com dados
referentes as eficiéncias de remoc¢éo de nitrito e nitrato ao longo dos periodos. A figura 7.2
apresenta os dados obtidos.
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Figura 7-2. Box-plot da remocéao de eficiéncia de nitrito (a) e nitrato (b) nos periodos
de operacdo do RBS (P1 a P3).

Os resultados de eficiéncia de remocdo de nitrito e nitrato no interior do reator para todo o
periodo avaliado (241 dias) apresentaram média para nitrito de 68 % (x 24%) (mediana =
70%) e média para nitrato de 53% (+ 22%) (mediana = 53%).

A partir das analises graficas bem como das analises estatisticas pode-se verificar que o
periodo 1 e 3 apresentaram, respectivamente, 0 maior € menor consumo para ambos 0S
aceptores de elétrons. A presenca de arquéias metanotréficas e BRS no interior do reator
poderia justificar o consumo do nitrato, que, assim como reportado na literatura (ETTWIG et
al., 2009; HU et al., 2009) é preferencialmente consumido pelas arquéias na oxidacdo do
metano. O nitrito disponivel é consumido pelas bactérias metanotréficas desnitrificantes (filo
NC10) (ETTWIG et al., 2009). Entretanto, dados preliminares de detec¢do via PCR néo
identificaram bactérias do filo NC10 nas amostras da biomassa do RBS.

Nesse sentido, 0 consumo simultéaneo de nitrito e nitrato pode indicar o crescimento de grupos

microbianos distintos discutidos no préximo item.
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7.5.2 Analise da comunidade microbiana do inoculo e enriquecida no reator

7.5.2.1 Deteccdo por PCR com primers especificos para metanotroficas

Arquéias metanotréficas do grupo ANME foram detectadas através da PCR com primers
especificos (ANME-F/ 907R), nas amostras do indculo bem como na biomassa do reator nos
periodos P1 (1-100) e P2 (101-191) conforme apresentado na figura 7.3.

1000pb vy N "
750pb

500pb

Figura 7-3. Deteccéo por PCR com os primers ANME-F e 907R para o RNAr 16S de
arquéias metanotroficas. (1) Padrdo de peso molecular (Ladder Express); (2) inéculo; (3)
biomassa do RBS durante o periodo P1; (4) biomassa do RBS durante o periodo P2; (5)

controle negativo.

Os micro-organismos do grupo ANME pertencem ao filo Euryarchaeota e estéo relacionados
as arqueias metanogénicas, que, dentro de alguns grupos, sdo capazes de realizar a
metanogénese reversa. De acordo com estudos do gene RNAr 16S, os grupos ANME -1,
ANME-2 e ANME-3 ndo sdo monofiléticos e a distancia filogenética entre estes € grande
podendo apresentar uma similaridade que varia de 75-92% (KNITTEL e BOETIUS, 2009).
ORPHAN et al. (2002) mostraram que as células de ANME-1 e ANME-II assimilam o
carbono do metano durante a OAM. Além da identificacdo através do gene RNAr 16S, as
populacGes de ANME tém sido identificadas pelo uso de biomarcadores especificos lipidicos
e pelo uso de is6topos de carbono estaveis (KNITTEL e BOETIUS, 2009).

Metanotrdficas desnitrificantes pertencentes ao filo NC10, tal como o género Candidatus
Methylomirabilis oxyfera, ndo foram detectadas por PCR usando os primers descritos por
ETTWIG et al. (2009).
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7.5.3 Composicdo da comunidade microbiana por pirosequenciamento 454

O pirosequenciamento das amostras do inéculo e da biomassa enriquecida apds 100 dias de
operacdo do reator (P1), gerou 4843 e 8838 sequéncias de alta qualidade, respectivamente,
totalizando 13681 sequéncias recuperadas. A maioria das sequéncias possuia 250pb e foram
agrupadas em 407 unidades taxondmicas operacionais (OTU). Para processamento dos
resultados, avaliou-se apenas as OTUs que apresentaram 97% de similaridade. De acordo com
GEVERS et al. (2005), citado por PEREIRA (2013), as sequéncias com similaridade igual ou
superior a 97%, sugere-se que sejam a mesma espécie. Entre o total de OTUs analisadas,
apenas 2,7% foram comuns as duas amostras. A figura 7.4 mostra um histograma contendo o

comprimento das sequéncias obtidas.
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Figura 7-4. Histograma de distribuicdo do comprimento das sequéncias obtido através do
pirosequenciamento
A composicdo da comunidade microbiana em nivel de filo, para as duas amostras analisadas,
¢ apresentada na Figura 7.5. Os filos mais abundantes, em ambas as amostras foram
Synergistetes (53 = 37%), Planctomycetes (21+ 14%), Verrucomicrobia (18 = 13%),
Firmicutes (13 3%), Chloroflexi (12+ 8%), Proteobacteria (11t 8%), Euryarchaeota (8 +
5%), Acidobacteria (6 + 4%), Actinobacteria (2 £ 2%), Bacteroidetes (2 £ 1%), Nitrospira
(1%), OP10 (1%), BRC (1%). Outros filos, tais como Gemmatimonadetes, Spirochaetes e
WS3 estiveram presentes em baixa abundancia (< 0,2%). Para as amostras do in6culo, os filos
mais abundantes foram Synergistetes (53%), Firmicutes (13%) e Euryarchaetoa (8%), ao
passo que, para a amostra enriquecida apos 100 dias de cultivo, predominaram os filos

Planctomycetes (21%), seguidos do Verrucomicrobia (18%) e Chloroflexi (12%).
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0% 20% 40% 60% 80% 100%
Abundancia Relativa

Amostras

Euryarchaeota Acidobacteria M Actinobacteria
W BRC1 M Bacteroidetes M Chloroflexi

Firmicutes Gemmatimonadetes W Nitrospira

OP10 Planctomycetes M Proteobacteria

Spirochaetes M Synergistetes W Verrucomicrobia

ws3 Bactérias ndo identificadas

Figura 7-5. Composicado da Comunidade Microbiana presente no indculo e RBS (100 dias
de operacdo) em nivel de filo. A abundancia relativa € apresentada como a porcentagem
dos diferentes filos em relagdo ao numero total de filos presentes nas amostras.

7.5.3.1 Indice de Similaridade

As duas amostras analisadas apresentaram diferencas na comunidade microbiana quando o
indice de similaridade de Bray Curtis foi calculado. O indice apresentou valor baixo (0,01)
evidenciando baixa similaridade entre as amostras, indicando que as comunidades sdo bem
diferentes em relacdo a composicdo e abundancia das OTUs. Portanto, sugere-se que 0 meio
de cultura utilizado, bem como as condig¢des operacionais do reator, exerceram forte pressao
seletiva modificando a comunidade microbiana ao longo dos 100 dias de cultivo, inibindo o
crescimento de Synergistetes, diminuindo sua pressdo competitiva, e com isto, o crescimento
das outras espécies menos competidoras foi favorecido, aumentando assim suas abundancias e
equitabilidade da comunidade. O grupo Firmicutes também teve sua abundancia reduzida no
reator ao longo do cultivo (figura 7.6), indicando que as condi¢fes do reator (meio
autotrofico) ndo eram favoraveis para o desenvolvimento destas bactérias que em sua maioria
sdo fermentadoras e geralmente estdo presentes em sistemas anaerébios com alta

concentragdo de matéria organica.

Os indices de Shannon (H’) e Equitabilidade de Pielou (J°) foram analisados e também
mostraram que houve diferenca entre as comunidades presentes no indculo e apés 100 dias de
operacdo do reator (7.1). Para o indice de Shannon, os resultados indicaram grande

diversidade entre as duas comunidades microbianas analisadas. Dessa forma, o indice de
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Equitabilidade (J°) apresentou valores inferiores a 1, sugerindo heterogeneidade de espécies
para ambas amostras. Nao obstante, um pequeno aumento entre as amostras do indculo e
biomassa do reator foram observadas podendo indicar uma tendéncia a uniformidade da

comunidade ao longo do periodo de cultivo e operacgéo do reator.

Tabela 7-1. Analise da diversidade das amostras do inéculo e RBS (100 dias de operacéo)
por meio de indices de Shannon e Equitabilidade.

In6culo RBS — 100 dias
NUmero de Sequéncias 4843 8838
lidas
Riqueza 201 OTUs 221 OTUs
Shannon (H") 3,11 (x0,3) 3,51(x 0,3)
Equitabilidade de Pielou 0,58 (£ 0,04) 0,65 (£ 0,04)
J)

7.5.3.2 Comparacdo dos grupos taxondmicos mais abundantes

Para a construcdo dos graficos dos taxons mais abundantes, considerou-se as ordens e 0s
géneros presentes em abundancia relativa igual ou acima de 1% (WANG et al., 2012). Do
total de 407 OTUs obtidas a partir do pirosequenciamento, 62,16% foram classificadas em
nivel de ordem e 36,1% foram classificadas em nivel de género. A figura 7.6a e 7.6b,
apresentam, respectivamente, as ordens e 0s géneros iguais ou acima de 1% presentes nas

amostras.
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a B Gpd
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Amostras

(b)
100 dias |

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

Abundéancia Relativa

H Methanobacterium ® Caldilinea B Sphaerobacter B Pectinatus Methylocaldum
Planctomyces B Aminobacterium B Aminomonas Cloacibacillus B Synergistes
Opitutus Prosthecobacter Conexibacter Prevotella Outros géneros

Figura 7-6. Composicao da comunidade microbiana presente no indculo e apés 100 dias de
operacéo. (a) Nivel taxonédmico de ordem (b) Nivel taxonémico de género. As OTUs com

abundancia relativa inferior a 1% estdo representadas como outros (ordens ou géneros)

7.5.3.3 Micro-organismos predominantes no lodo do in6culo

No lodo de UASB utilizado como inéculo do RBS, foram predominantes os géneros da
ordem Synergistales (Synergistetes): Aminobacterium (18%), Aminomonas (23%),
Synergistes (6%) e Cloacibacillus (1%) (Figura 7.6b). Esses micro-organismos sdo anaerébios
estritos, fermentadores de amino&cidos e foram relatadas em trabalhos anteriores em sistemas
de tratamento de esgotos (GANESAN et al., 2008; MAC CONELL, 2014). Esses micro-
organismos disponibilizam acidos graxos de cadeia curta para as arquéias metanogénicas,
presentes em elevada abundancia (8%) nesse sistema (SILVA, 2012; COSTA et al., 2014).
Bacteérias pertencentes a ordem Clostridiales também foram encontradas no in6culo e depois
tiveram sua abundéncia relativa reduzida ao longo do enriquecimento e cultivo. Essas
bactérias sdo fermentadoras e geralmente encontradas em sistemas anaerébios (CARDINALI-
REZENDE et al., 2013).

Outro género predominante no in6culo foi o Methanobacterium (8%), pertencente ao filo
Euryarchaeota. Os micro-organismos do género Methanobacterium sdo arquéias
metanogénicas hidrogenotroficas (LECLERC et al., 2001; LECLERC et al., 2004).
LECLERC et al. (2004) também detectaram em um digestor anaerébio, a dominancia de
Methanobacterium. Segundo o autor, o género supracitado, juntamente com
Methanobrevibacter, Methanospirilum, Methanoculleus e Methanocorpusculum sdo o0s
géneros de hidrogenotroficas mais frequentemente isolados em reatores anaerdbios.
Methanobrevibacter, e Methanospirilum estiveram presentes no lodo de in6culo, porém, em

baixa abundancia (inferior a 0,2%). O género Methanosaeta, formado por bactérias
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acetoclasticas, também foi detectado no indculo em baixa abundancia (cerca de 0,2%).
RASKIN et al. (1994) utilizando sondas de oligonucleotideos complementares ao RNAr 168,
identificou em amostras de digestores anaerébios de lodo de esgoto, 0s géneros

Methanosarcina e Methanosaeta como os mais abundantes na amostra.

Além dos géneros relatados, verificou-se a presenca da familia Veillonellaceae, filo
Firmicutes, em 5% de abundancia no indculo. CARDINALI-REZENDE et al. (2013)
relataram a predomindncia deste filo em amostras de lodo de reator UASB. O
pirosequenciamento ndo permitiu a classificagdo destas sequéncias em nivel de género.
Membros da familia Veillonellaceae sdo gram-positivos, quimiorganotréficos, anaerobios e
morfologicamente diversos, apresentando formas de bacilos, cocos e vibrides (VOS et al.,
2009).

Sequéncias de bactérias do filo BRC1 (1%) e OP10 (0,5%) foram detectadas. O filo BRC1 foi
descrito na literatura sendo representativo de arrozais, mas além destes ambientes, ja foram
detectados em sedimentos andxicos marinhos (DONACHIE et al., 2004) e em reator
Anammox (PEREIRA et al., 2014). TESSARO (2012) através de um experimento de DNA-
SIP *CH,, identificou, além de micro-organismos metanotréficos (género Methylocaldum),
micro-organismos do filo OP10, o qual o metano marcado havia sido incorporado. Este fato
sugere a importancia desse filo junto a oxidacdo do metano, embora seu papel permaneca
desconhecido na literatura.

Bactérias redutoras de sulfato relacionadas a OAM em ambientes marinhos, tais como
Desufosarcina, Desulfococcus e Desulfobulbus ndo foram detectadas no indculo, tampouco
apos 100 dias de cultivo. Entretanto, outros géneros de redutoras de sulfato, tais como
Desufobacter, Desulfovibrio e Desulfohabdus foram encontradas em baixa abundéancia (<
0,1%), sendo os dois primeiros géneros no indculo e o Ultimo presente na amostra apds 100
dias de enriquecimento. Alguns estudos relataram o efeito inibitorio/toxicidade de nitrito e
nitrato no RBS (NIEMANN et al., 2006; CRUZ-MARTINEZ et al., 2009; KRIEG et al.,
2010). Concentracdes de nitrito como 40, 80 e 120 mgN.L™* e longo tempo de exposicio
podem ser inibitdrias as sulfato-redutoras, com inibicdo mais elevada a concentra¢es em
torno de 100 mgN.L ™ e/ou longo tempo de exposi¢o ao nitrito (24 h) (CRUZ-MARTINEZ
et al., 2009). Uma vez que, no presente estudo, as concentragdes de nitrito no interior do
reator variaram de 30 a 60 mg.L™, e as concentracdes de nitrato variaram de 15 a 30 mg.L™,

alguma inibig&o sobre o metabolismo das bactérias redutoras de sulfato pode ter ocorrido.
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Além disso, a baixa abundancia dessas bactérias (observado a partir dos resultados do
pirosequenciamento) também pode ser devido a auséncia de matéria organica no reator em

conjunto com a baixa concentracdo de sulfato no meio afluente (que era de 70 mg.L™).

7.5.3.4 Géneros predominantes no reator apés 100 dias de enriguecimento e cultivo

Grande diversidade de niveis taxondmicos foi encontrada na biomassa do reator apds 100 dias
de cultivo (fase P1). Os micro-organismos presentes em maior abundéncia, envolvidos na

oxidacgdo do metano e consumo de nitrato e nitrito serdo descritos.

U Planctomycetes

Este filo foi detectado em maior abundancia (21%) (Figura 7.7). Bactérias pertencentes ao filo
Planctomycetes, possuem grande numero de caracteristicas distintas e ndo usuais, como
parede celular sem peptideoglicano, compartimentalizacdo interna, além de caracteristicas
moleculares Unicas em seus genes RNAr. Sdo aerobias facultativas, quimiorganotréficas com
excecdo dos micro-organismos responsaveis pela oxidacdo anaerdbia da aménia (Anammox),
gram-negativas (em sua maioria) e de crescimento lento. Algumas espécies pertencentes ao
género Planctomyces sdo capazes de crescer em meio anaerobio e reduzir nitrato a nitrito.
Além disso, ja foram relatadas em sistemas de tratamento de efluentes e lixiviados de aterros
sanitarios (KRIEG et al., 2010).

Dentro deste filo, predominou a familia Planctomycetaceae (16%), composta por micro-
organismos aerdbios, comumente descritos em aguas oligotréficas, eutréficas e também no
solo (KRIEG et al., 2010). O género Planctomyces esteve presente em abundancia relativa de
5%. Membros desse género crescem em temperatura a 35°C, temperatura de operacdo do
reator, sdo aerobios ou anaerobios facultativos, de crescimento lento, quimiorganotroficos e

sdo encontrados principalmente em aguas poluidas (KRIEG et al., 2010).

QO Verrucomicrobia

O filo Verrucomicrobia abriga micro-organismos gram-negativos, quimiorganotroficos
(maioria) e presentes em varios ambientes, incluindo solos, lixiviados, etc. Recentemente,

isolaram-se membros metanotroficos termoacidofilos (DUNFIELD et al., 2007).

Dois subfilos sdo de grande importancia, o subfilo 3 obtido de analise do gene RNAr 16S em

amostras provenientes de solo e ambientes marinhos (CRUZ-MARTINEZ et al., 2009;
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KRIEG et al., 2010) e o subfilo 6, predominantemente recuperado de ambientes onde ocorre a
emissdo de metano mostrando, portanto, evidéncias do consumo de metano (NIEMANN et
al., 2006).

Dentro do filo Verrucomicrobia, 0s géneros mais abundantes identificados foram
Prostecobacter e Opitutus. Os dois géneros séo formados por micro-organismos gram-

negativos, quimiorganotroficos e anaerébios (KRIEG et al., 2010).
U Euryarchaeota

Dentro deste filo, o género Methanobacterium foi identificado com abundancia relativa de 8%
no in6culo, mas foi detectado com 1% de abundancia ap6s 100 dias de operagéo. Portanto,
evidenciando que as condicdes de selecdo e cultivo em meio autotrofico ndo foram favoraveis
as arquéias metanogénicas. Ndo obstante, segundo BOETIUS et al. (2000), diferentes
linhagens associadas com Methanosarcinales, Methanobacteriales (ANME 1, ANME 2) ou
Methanococcoides (ANME 3) sdo responsaveis pela oxidacdo anaerdbia do metano (através
do processo de metanogénese reversa). Portanto, a presenca de arquéias metanogénicas no
reator (ainda que em baixa abundancia) pode indicar que estas estariam envolvidas na
oxidacdo anaerdbia do metano (BOETIUS et al., 2000).

O Proteobacteria

Dentro deste filo, identificou-se uma diversidade de micro-organismos pertencentes as classes
alfa, beta, gama e delta Proteobacteria, porém, apenas os micro-organismos relacionados as
metanotroficas foram descritos. Das 407 OTUs obtidas, 5 foram afiliadas a familia
Methylococcaceae (OTUs 79, 186, 251, 371, 366) e 3 estiveram relacionadas a
Methylocystaceae (OTUs 94, 98 e 286). As trés ultimas OTUs ndo foram incluidas na arvore,
uma vez que foram representadas por numero de sequéncias (reads) inferior a trés. A arvore

filogenética afiliada ao grupo de metanotroéficas esta representada na figura 7.7.
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5g OTU 371 (173)

73 Methylocaldum sp. (EU275146)

89 L oTu 251 (8)
70 L oTu 186 (5)

OTU 79 (28)

92—0TU 366 (3)
Candidatus Methylomirabilis oxyfera (NR102979)

5—5 Methylocystis sp. (KJ207210)
9% Methylosinus sp. (AB845170)
58Methylomonas sp. (DQ149125)

Methylacidiphilum (FJ462788)

—
0.1

Figura 7-7. Arvore filogenética das unidades taxondmicas operacionais (OTUSs) relacionadas
as sequéncias de bactérias metanotréficas. As sequéncias foram obtidas por
pirosequenciamento 454. O nimero de sequéncias recuperadas dentro de cada UTO estdo
indicadas entre parénteses.

A presenga de metanotroficas aerdbias em ambientes anoxicos (ou anaerdbios) como foi o
caso do reator do presente estudo, foi relatada anteriormente. FERRER et al. (2011)
identificaram sequéncias de Methylocaldum sp. e Methylococcus em sedimentos andxicos de
um lago raso (Laguna de Carrizo, Madri, Espanha) através da andlise do RNAr 16S da
comunidade microbiana presente nesse sedimento. SCHUBERT et al. (2006) também
detectaram a ocorréncia de células de metanotréficos tipo | em zonas andxicas do Mar Negro.
Além destes, CVEJIC et al. (2000) cultivaram metanotréficos Methylocaldum tepidum e
Methylocaldum szegediense em um fermentador com fluxo continuo de metano e com

concentracdo de oxigénio dissolvido abaixo de 5%.

Dentro da familia Methylococcaceae, o género Methylocaldum foi detectado. Esse € formado
por bactérias gram-negativas, em forma de cocos ou bacilos, arranjos simples ou diploides,
moderadamente termofilicas, que crescem a temperatura até 40°C, o que justificaria seu
crescimento no reator operado a 35°C. Estas bactérias utilizam apenas metano ou compostos
de C1 como fonte de carbono e energia e assimilam carboidrato via Ribulose Monofosfato
(LIEBERMAN e ROSENZWEIG, 2004). A outra familia Methylocystaceae é composta de
micro-organismos em formato de pequenos bastonetes a reniformes, que utilizam metano
como fonte de carbono e energia e a via serina para fixacdo de carbono. Dentro desta familia,
identificou-se 0 género Methylocystis, que crescem em meio contendo sais de nitrato. Este
género pode ser enriquecido e isolado a partir de sedimentos microaerofilicos e aerébios de

agua doce, solo e amostras de esgoto (BRENNER et al., 2005a).
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7.5.3.5 Consumo biolégico de Nitrito e Nitrato no interior do RBS

O consumo de nitrito e nitrato € justificado principalmente pela presenca de micro-
organismos heterotroficos desnitrificantes no interior do RBS. Dentro deste grupo, estdo os
micro-organismos dos géneros Pseudomonas, Clostridium, Comamonas, Acidovorax,
Variovorax assim como varios outros géneros das familias Bradyrhizobiaceae,
Comamonadaceae, Acetobacteraceae, Rhodocyclaceae e ordens Burkholderiales,
Rhodocyclales, Rhodospirillales, Clostridiales e Rhizobiales. Nessa pesquisa, as sequéncias
afiliadas as ordens abrigando géneros com capacidade de desnitrificacdo, representaram
apenas um total de 5% dos reads. A maioria das bactérias desnitrificantes sdo anaerobias
facultativas e quimiorganotroficas. Em estudos anteriores, micro-organismos desnitrificantes
foram detectados em reatores anammox alimentados com meio autotréfico (COSTA et al.,
2014; PEREIRA et al.,, 2014), sugerindo que podem sobreviver utilizando produtos

microbianos derivados da lise celular.

Conforme ja mencionado, a presenca de arquéias também poderia contribuir para 0 consumo
de nitrato. Além desses, a presenca de micro-organismos facultativos como Thermomonas
(reducdo de nitrato a nitrito) e Pseudoxanthomonas (reducdo de nitrito a 6xido nitroso)
também foram identificados. O género Nitrospira, que compreende bactérias aerdbias
autotroficas responsaveis pela oxidacdo de nitrito a nitrato, também foi detectado. Em estudos
anteriores, Nitrospira, foi detectada em reatores anammox, portanto, sob condicdes
anaerdbias (COSTA et al., 2014; PEREIRA et al., 2014).

7.5.4 Determinacdo da taxa de consumo de metano e atividade metanotrofica

A taxa de consumo de metano para as amostras do indculo e amostras do reator, ap6s 191 e
241 dias de cultivo, foi determinada conforme descrito na metodologia. Pode-se observar que,
para as amostras do inoculo e biomassa do reator (dias 191 e 241), os valores da taxa de
consumo de metano foram, respectivamente, 0,6mL.CH,.dia™ e 0,8 mL.CH,.dia™ (Tabela
7.2). A atividade metanotréfica para ambas as amostras também foi calculada e é apresentada
na Tabela 7.2. Verificou-se que a atividade metanotréfica da amostra retirada do reator foi
guase que trés vezes maior quando comparada com a atividade metanotréfica do indculo,
sugerindo que houve selecdo e enriquecimento de biomassa oxidadora de metano no reator a
partir das condicdes de cultivo fornecidas, e, portanto maior atividade metanotréfica foi

medida na amostra do reator.
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Para calcular a atividade metanotrdfica, os valores de metano obtidos para as taxas de
consume de metano (valores diérios) foram divididos pelos valores da concentragdo da
biomassa (g.STV) presentes no lodo de in6culo ou biomassa cultivada. A atividade
metanotrofica para o cultivo de 191 dias foi quase trés vezes maior, quanto comparado a
atividade do indculo, ao passo que para a biomassa a 241 dias de cultivo, foi quase 2,5 vezes
maior do que o indéculo. Dessa forma, os resultados sugerem que bactérias oxidadoras de
metano foram selecionadas e enriquecidas no RBS com base nas condigdes previas de cultivo
e, por conseguinte, a biomassa cultivada apresentou atividade de oxidacdo de metano mais

elevada.

Tabela 7-2. Mediana da taxa de consumo de metano e Atividade Metanotréfica das

amostras.
Amostra Taxa de STV Volume g.STVP Mediana da
consumo CH,? atividade
(mL.CH,.dia™) (g.L™h (mL) (Biomassa) metanotréfica®
(MLCH,/gSTV.dia™)
In6eulo 0,6 5,0 20 0,1 6,0
Biomassa RBS* 0,8 2,3 20 0,046 17,3
Biomassa RBS® 0,8 2,6 20 0,052 15,4

#0s célculos da taxa de consumo estéo descritos na metodologia.

PQuantidade de biomassa (em gramas de STV) presente em 20mL de lodo utilizado nos frascos.

“Para calcular a atividade metanotréfica, os valores da mediana obtidos para a taxa de consumo de metano no headspace,
foram divididos pelo valor da biomassa (g.STV) presente no lodo do indculo e biomassa cultivada no RBS.

Bjomassa cultivada no RBS com 191 dias de operacéo.

*Biomassa cultivada no RBS com 241 dias de operagéo.
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7.6 Conclusodes

O cultivo de micro-organismos metanotréficos a partir de lodo de UASB como inéculo em
RBS foi realizado com sucesso. A fase inicial de enriquecimento e cultivo (100 primeiros
dias) foi distinta dos demais periodos de operacdo do reator e foi marcada pelo consumo
intenso de nitrito e nitrato evidenciando atividade de desnitrificacdo heterotrofica. A presenca
de ANME foi confirmada para os periodos P1 e P2 de operacdo do reator. Os filos mais
abundantes identificados nas amostras a partir do pirosequenciamento 454 foram
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chloroflexi e Proteobacteria. Géneros relacionados a
arquéias (Methanobacterium) e bactérias metanotroficas (Methylocaldum, Methylocystis e
Methylosinus) foram identificados na biomassa do reator ap6s 100 dias de operacdo,
indicando que as condigdes de cultivo foram seletivas, favorecendo esses grupos. A atividade
metanotrofica da biomassa do reator apos 191 e 241 dias de cultivo foi quase trés vezes maior
que a atividade metanotréfica do lodo de in6culo. Portanto, esses resultados indicam que o
inéculo utilizado (lodo de UASB) bem como as condi¢bes de cultivo empregadas foram
adequadas para promover a selecdo e enriquecimento de micro-organismos metanotroficos,
porém, metanotréficos desnitrificantes (relacionados ao filo NC10) ainda ndo foram

detectados.
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8 ESTRUTURA E COMPOSICAO DA COMUNIDADE
MICROBIANA EM REATOR USADO NO CULTIVO DE MICRO-
ORGANISMOS OXIDADORES DE METANO

Objetivo Especifico 4

8.1 Resumo

Neste estudo, a dinamica e composi¢cdo da comunidade microbiana desenvolvida em um
reator usado no cultivo de micro-organismos oxidadores de metano foi investigada pelas
técnicas de PCR-DGGE e sequenciamento de nova geracdo (SNG) pela plataforma
Miseg/Illumina. Estudo anterior mostrou dados da selecdo e cultivo de micro-organismos no
interior desse sistema até 100 dias de cultivo. O presente estudo complementou a pesquisa
anterior agregando informacfes sobre a comunidade presente no reator, apds 100 e até 417
dias de cultivo. Os resultados permitiram compreender a estrutura da comunidade microbiana
desenvolvida no reator e verificar que, tanto metanotréficas aer6bias como anaerdbias
estiveram presentes. ApOs 241 de operagdo do RBS, metanotroficas dos géneros
Methylocaldum, Methylosinus e Methylomonas foram encontradas, com abundéncia relativa
de 8,2%, 2,3% e 0,02%, respectivamente. Arquéias metanotréficas do grupo ANME
(Methanosarcinales) também foram encontradas, mas com abudancia relativamente baixa,
inferior a 0,3% no final da operacdo do reator (417 dias). Membros do filo NC10 relacionado
a oxidacdo anaerObia do metano dependente de nitrito também foram detectados apds 241
dias de operacdo, mas em baixissima proporcdo, cerca de 0,01%. Outros géneros de
metanotroficos também foram detectados, mas em porcentagem inferior a 0,01%. Uma vez
gue a maioria das demais espécies de metanotréficas apresentaram-se como raras no RBS, é
possivel sugerir que as condigdes foram seletivas para Methylocaldum permitindo o cultivo

desses micro-organismos no interior do sistema.

8.2 Abstract

In this study, the dynamics and composition of the microbial community developed in a
reactor used in the cultivation of methane oxidizers microorganisms was investigated by
PCR-DGGE techniques and next generation sequencing (NGS) through Miseg/Illumina
platform. A previous study showed data of the selection and cultivation of microorganisms
within this system up to 100 days of cultivation. This study added to the previous research by
adding information about this community in the reactor after 100 to 417 days of cultivation.
The results allow to understand the structure of the microbial community developed in the

reactor and verify that both aerobic methanotrophic as anaerobic were present. After 241 days
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RBS operation, methanotrophic of the Methylocaldum genus, Methylosinus and
Methylomonas were found with relative abundance of 8.2%, 2.3% and 0.02%, respectively.
Methanotrophic Archaea from the ANME group (Methanosarcinales) were also found, but
with relatively low abundance, less than 0.3% at the end of the reactor operation (417 days).
The phyla NC10 members related to the nitrite-dependent methane anaerobic oxidation were
also detected after 241 days of operation, but at a very low proportion, about 0.01%. Other
methanotrophic genera were also detected, but in a percentage lower than 0.01%. Once most
of the other methanotrophic species were presented rare at the RBS, it is possible to suggest
that the conditions were selective for the Methylocaldum allowing the cultivation of these

microorganisms within the system.

8.3 Introducao

O metano é um importante gas natural usado como fonte de energia. Esse gas, assim como o
CO,, é um gés de efeito estufa que desempenha um relevante papel no aquecimento
atmosférico (SELA-ADLER et al., 2015). Apresenta um potencial de acumular e reemitir
calor vinte e uma vezes maior que o do CO, (KNITTEL e BOETIUS, 2009; ARAUJO, 2010).
Nos ultimos anos, sua concentracdo se elevou bastante desde a época pré-industrial, para
valores préximos de 1800 ppbv™ (OSUDAR et al., 2015).

O metano é naturalmente produzido por trés processos: reacdes abiodticas que ocorrem a
elevadas pressdes e temperaturas via H, e CO,; decomposicdo térmica da matéria organica
(REEBURGH, 2007) e pela atividade de microganismos estritamente anaerobios, conhecidos
como arquéias metanogénicas (MURRELL e JETTEN, 2009; OSUDAR et al., 2015; SELA-
ADLER et al., 2015). As duas primeiras fontes estdo confinadas a camadas de sedimentos
profundos com contato restrito a atmosfera, tal como areas vulcanicas e sedimentos oceanicos
(ETTWIG, 2010; OSUDAR et al., 2015). Para as emissdes atmosféricas, a producdo
biolégica do metano por micro-organismos metanogénicos é a mais importante, com muitas
fontes de emisséo, tais como wetlands, intestino de animais ruminantes, arrozais e sistemas de

tratamento de residuos, etc.

Como consequéncia da atividade metanogénica, a quantidades de metano no ambiente pode se
elevar a cada ano. Se essas emissdes ndo foram controladas pelo processo de oxidacdo do
metano, a tendéncia € de um aumento global desse gas estufa, o qual poderia corroborar para
um rapido aquecimento global (MURRELL e JETTEN, 2009).
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Aproximadamente metade do metano produzido em ambientes andxicos é oxidado por micro-
organismos oxidadores de metano (metanotréficos) antes de escapar para a atmosfera. A
oxidagdo microbiana é denominada metanotrofia. Os micro-organismos metanotréficos usam
0 metano como fonte de carbono e energia, embora algumas espécies sejam facultativas e
usem, além do metano, outros compostos (ETTWIG et al., 2008; CHOWDHURY e DICK,
2013; SELA-ADLER et al., 2015). Em ambientes aerobios, bactérias metanotroficas usam o
O, como aceptor de elétrons para a oxidagdo do metano. As metanotréficas aerdbicas sdo
encontradas em dois filos, Proteobacteria (HANSON e HANSON, 1996) e Verrucomicrobia
(DUNFIELD et al., 2007; KALYUZHNAYA et al., 2015). Em meio anaerobio, bactérias e
arquéias usam o sulfato e/ou nitrito e nitrato como aceptor de elétrons para a oxidagdo do
metano. Em sedimentos marinhos, por exemplo, tem-se a oxidacdo anaerdbica de metano
(OAM), acoplada a reducéo de sulfato, impedindo assim a sua liberacdo a partir desse enorme
reservatorio para a atmosfera (VALENTINE, 2002). A OAM envolve tipicamente um grupo
de arquéias que sdo afiliadas a metanogénese, conhecidas como metanotréficas anerébias
(ANME, do inglés, Anaerobic Methanotrophs) (SELA-ADLER et al., 2015). Outro grupo
envolvido na OAM sdo bactérias pertencentes ao filo NC10, que realizam um processo
denominado oxidacdo anaerébia do metano dependente de nitrito (do inglés - Nitrite-
dependent anaerobic methane oxidation - N-DAMO). Nessa reagdo, 0 metano € parcialmente
oxidado resultando em compostos organicos como metanol ou acetato que séo usados para
desnitrificacdo produzindo diéxido de carbono (CO,) e gas nitrogénio (N,) (ETTWIG et al.,
2009; ETTWIG, 2010; LUESKEN et al., 2011a).

Nos ultimos anos, alguns trabalhos detectaram micro-organismos metanotroficos em amostras
de &gua doce, oceanos, pastagens, arrozais (HANSON e HANSON, 1996) sob condicGes
aerobias, e sedimentos de lagos de 4gua doce, lodos de digestores de uma ETE localizada em
Brisbane na Austrélia e zonas marinhas anoxicas sob condi¢des anaerdbias (ETTWIG et al.,
2008; HU et al., 2009; KNITTEL e BOETIUS, 2009; LUESKEN et al., 2011a). No entanto, o
estudo e enriquecimento de metanotroficos utilizando-se o lodo de UASB proveniente de
tratamento de efluentes domésticos como in6culo Unico ainda ndo foi realizado. Em geral, as
pesquisas relataram o uso de amostras compostas, contendo lodo e/ou sedimentos a partir de
varios locais, ndo sendo possivel, portanto, até o presente momento, determinar a comunidade
de micro-organismos metanotréficos que poderia ser enriquecida a partir do lodo de reator
UASB tratanto efluentes exclusivamente domesticos. Ademais, sabe-se que, as condic¢des do
reator UASB devido a metanogénese seriam favoraveis ao abrigo de micro-organismos

metanotréficos.
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Nesse sentido, esse trabalho investigou a composicdo da comunidade microbiana
desenvolvida em um RBS operado sob condigOes seletivas para micro-organismos
metanotréficos anaerdbios. A atividade metanotréfica também foi avaliada apds 400 dias de
funcionamento do sistema. Os parametros fisico-quimicos foram monitorados in situ e/ou
através da cromatografia ibnica e colorimetria, ao passo que a estrutura e composicdo da
comunidade foram analisadas por métodos independentes de cultivo, através da técnica da
PCR-DGGE e do sequenciamento de nova geracéo, pela plataforma Miseq da Illumina.

8.4 Material e Métodos

8.4.1 Aparato experimental

Para o enriquecimento de micro-organismos metanotroficos, utilizou-se um fermentador de
vidro em escala de bancada (BioFlo110®, New Brunswick Scientific Co., Enfield, CT, USA),
com volume total de 1,3 litros e volume util de 1 litro. A temperatura do fermentador foi
controlada e mantida a 35°C (HU et al.; 2009) e o pH na faixa de 6,8-7,5 (LUESKEN, 2011).
Para manter condi¢Ges de anaerobiose do sistema, adicionava-se diariamente gas nitrogénio
(99, 9%) no meio liquido e na atmosfera livre do frasco de alimentacdo. Na atmosfera livre do
reator, injetava-se diariamente o gas metano (99,9%) a uma vaz&o de 100 mL min™. Dos dias
1 a 191 (correspondente aos periodos classificados como P1 e P2), o tempo de adicdo de
metano foi correspondente a 3 minutos. Em contrapartida, dos dias 192 a 241 (P3), injetou-se
0 metano durante 6 minutos. No periodo final (P4), o volume de metano foi novamente

reduzido e o tempo de adi¢do de metano foi de 4 minutos.

O fermentador foi operado durante o periodo de 417 dias sob a forma de reator em bateladas
sequenciais (RBS) e tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 47 horas, compreendendo dois
ciclos de operacdo de 23,5 horas cada, que incluiram as fases de alimentacdo por cerca de 3
horas (500mL de meio de cultura eram adicionados), fase de rea¢do por aproximadamente 20
horas; fase de sedimentacdo da biomassa (30 minutos) e fase de retirada do meio (30

minutos), na qual 500 mL de efluente eram retirados diariamente.

8.4.2 Descricdo do In6culo

O lodo utilizado como indculo para a selecdo e cultivo de bactérias e arquéias metanotroficas
foi proveniente de reator UASB em escala piloto tratando esgoto doméstico, instalado no
CEPTSs. Do material coletado, 1L de lodo com concentragdo de solidos totais volateis (STV)

de 16,25 g.L™* foram centrifugados a 4.000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado
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e o sedimento remanescente foi adicionado a um frasco tipo Schott contendo 1L do meio de

cultura, que foram, portanto, inoculados no reator.

Para a selecdo do inoculo, realizou-se previamente teste de deteccdo de metanotroficas em
lodos e sedimentos de diferentes sistemas tratando esgoto doméstico (capitulo 5), além de
estudo anterior realizado por GARCIA (2009) que também detectou metanotroéficas através da
PCR em amostras de lodo de UASB.

8.4.3 Meio de Cultura

Para o enriquecimento e cultivo de bactérias e arquéias metanotroficas, utilizou-se meio de
cultura mineral descrito por LUESKEN et al. (2011a) que continha os seguintes componentes
por litro (g.L™): KHCOs - 0,5 a 1g; KH,PO, - 0,05g; CaCl,.2H,0 - 0,3g; MgS04.7H,0 - 0,2g;
NaNOs - 0,035 a 0,213g (0,5 a 3mM); NaNO; - 0,0069 a 0,419 (0,1 a 6mM); 0,5 mL de uma
solucdo acida de elementos traco e 0,2 mL de uma solucéo alcalina de elementos tragco. A
solucdo acida (100mM HCI) contém os seguintes componentes por litro: FeSO,4.7H,0 - 2,
085g; ZnS0O,4.7H,O - 0,068g; CoCl,.6H,O - 0,12g; MnCl,.4H,0 - 0,5g; CuSO, - 0,32g;
NiCl,.6H,0 - 0,095g; HsBO; - 0,014g. A solucio de elementos traco alcalina contém (g.L™):
SeO2 - 0,067g; Na;W0O,4.2H,0 - 0,05g; Na,MoO, - 0,242g. Todas as solugdes foram
autoclavadas antes do uso. As concentracfes de nitrito (NO') e nitrato (NO3) do meio de

cultura adotadas neste estudo foram, respectivamente, 100 mg.L™ e 25 mg.L™.
8.4.4 Andlises fisico-quimicas

As concentragdes de nitrito e nitrato afluentes e efluentes foram monitoradas trés vezes por
semana. O nitrito foi determinado de acordo com o método 4500 NO,- B (APHA, 2005) e o
nitrato (NO3") pelo método 4110B (APHA, 2005) utilizando-se cromatografo de ions
(Metrohm, Herisau, Switzerland), com supressdo quimica do efluente e detector de
condutividade. A frequéncia das andlises bem como outros pardmetros fisico-quimicos

monitorados encontra-se resumidos na tabela 8.1.
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Tabela 8-1 - ParAmetros de andlise, métodos e frequéncia das andlises do RBS

Parametros Método Frequéncia Ponto de Referéncia
Amostragem
Série de sdlidos Gravimétrico Inéculo, dias In6culo, biomassado  APHA et al.
ST, STV 191, 241, 417 reator (2005)
pH Sensor de pH Diariamente Interior RBS,
Afluente,
Efluente
Oxigénio Dissolvido Sensor de OD Diariamente Interior RBS
Temperatura Sensor de Diariamente Interior RBS
Temperatura
Nitrito Colorimetricamen  Trés vezes por Afluente; APHA et al.
te semana (2005)
efluente
Nitrato Cromatografia Trés vezes por Afluente; APHA et al.
16nica semana (2005)
efluente

8.4.4.1 Analises estatisticas

Analises estatisticas utilizando-se o software Past 3.07 (http://folk.uio.no/ohammer/past/)
foram realizadas para comparar a eficiéncia de remocéo de nitrito e nitrato ao longo dos
diferentes periodos de operacdo do RBS, e assim, compreender sua possivel influéncia sobre a
diversidade de OTUs encontradas nas amostras. Primeiro realizou-se a estatistica descritiva
dos dados, com célculo de medidas de tendéncia central (média e mediana), medidas de
dispersdo (variancia e desvio-padrdo) e calculo dos percentis para a eficiéncia de remocao de
nitrito e nitrato ao longo do tempo. Posteriormente, a normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de aderéncia Qui-Quadrado com um a = 0,05. Refutada a hipdtese de uma distribuicéo
normal e/ou lognormal para a eficiéncia de remocéo de nitrito e nitrato (uma vez que o valor
de p apresentou-se inferior ao valor de a -0,05), 0 teste estatistico ndo paramétrico Shapiro
Wilk W, foi utilizado, confirmando a distribuicdo assimétrica dos dados.

Em seguida, foram realizadas as analises de variancia ndo-paramétricas, teste de Kruskall-
Wallis (o = 5%), seguido pelo teste de comparagdes multiplas entre medianas (a0 = 5%) para

avaliar se houve variacdo significativa entre os periodos de opera¢do do RBS.

8.4.4.2 Atividade metanotrofica
A atividade metanotréfica foi calculada com a biomassa coletada no dia 417, data final da

operacdo do RBS de acordo com a metodologia descrita em SINISCALCHI et al. (2015) e

detalhada no capitulo 6.

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
112



8.4.5 Analise da comunidade microbiana selecionada no RBS

O RBS foi subdividido em 4 periodos, classificados como periodo 1 (dias 1-100), periodo 2
(dias 101 a 191), periodo 3 (dias 192 a 241), periodo 4 (dias 242 a 417). A subdivisdo nesses
periodos havia sido determinada anteriormente em funcdo das coletas da biomassa para
anélises moleculares e ensaios de oxidacdo do metano (capitulo 7). As coletas de biomassa
ocorreram, portanto, nos dias 0 (inéculo), 100, 191, 241 e 417 dias de operacdo. Dados sobre
a andlise da comunidade microbiana presente no indculo e apds 100 dias de operacdo do RBS
ndo serdo detalhados, apenas citados a titulo de comparacdo, pois foram publicados em
SINISCALCHI et al. (2015) e estdo retratados no capitulo 7 da presente tese.

8.4.5.1 Analise da diversidade da comunidade pela técnica da PCR-DGGE
Para analise da diversidade da comunidade microbiana desenvolvida no reator (e para

comparacdo do perfil de bandas obtido a partir das diferentes amostras), a técnica da PCR-
DGGE foi realizada (MUY ZER et al., 1993). Para tal, a biomassa do in6culo, 191, 241 e 417
dias de operagdo do reator, foi amostrada. Amostras de 5mL a 10mL foram coletadas,
centrifugadas a 13.000 rpm durante 10 minutos e o pellet foi utilizado para os estudos. O
DNA foi extraido de acordo com EGLI et al. (2003).

Os primers utilizados para a técnica da PCR f oram:1055F (5’ATGGCTGTCGTCAGCT 3°) e
1392R (5’ ACGGGCGGTGTGTAC 3°), que correspondem a regido V8 do gene RNAr 16S, e
neste o primer reverso continha a cauda GC (5> CCG CCG CGC GGC GGG CGG GGC GGG
GGC ACG GGG 3’), conforme descrito por FERRIS et al. (1996).

A PCR consistiu em 4 minutos de desnaturagéo inicial a 94°C, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, anelamento a 56°C e extenséo a 72°C, cada um por 1 minuto. Ao final,
realizou-se uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 minutos. As concentracdes dos
reagentes utilizados, para uma reacdo de PCR, com volume final de 50uL, foram: 18uL de
agua ultrapura; 25uL de pré-mix 2X (Phoneutria); 3uL de albumina de soro bovino (Sigma) a
100ng/uL; 0,5uL de cada iniciador (1055 e 1392-GC) a 30pmol/uL (Invitrogen); 3uL de
DNA.

Posterior a PCR, 2ul de cada amplicon foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
com solucdo de GelRed (Biotium), tampdo 10x (Phoneutria) e marcador de peso molecular

Low Mass DNA Ladder (Invitrogen), como padréo de referéncia para quantificacdo da massa
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e/ou concentracdo de DNA que foi realizada através do programa ImageJ (Image Processing

and Analysis in Java, http://imagej.nih.gov/ij/).

Para a corrida eletroforética da DGGE, utilizou-se 400ng de DNA por amostra em cada
canaleta. Os amplicons foram submetidos a eletroforese a 60 °C em TAE 0,5, durante 17
horas a 80V em um aparato Bio-Rad DCode Universal Mutation Detection System (Hercules,
CA, USA), utilizando-se um gel de poliacrilamida a 8% e um gradiente desnaturante de 45 a
75%. Os géis foram corados com solucdo de Sybr-Gold (Life Technologies) por 30 minutos e
visualizados em um transiluminador sob luz ultravioleta. As bandas foram excisadas dos géis
através de um cortador, eluidas em 50uL de TE e mantidas a 4°C durante 48 horas. O DNA
eluido foi reamplificado com os iniciadores 1055-1392 (sem o grampo GC), purificados com

etanol e o produto ressuspendido em 20uL de agua ultrapura.

Os produtos da PCR purificados foram enviados para sequenciamento na empresa Macrogen
Inc (Coréia do Sul) por um sequenciador 3730XL. As sequéncias foram comparadas com
sequéncias do  NCBI  (National  Center of  Biotechnology  Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) e RDP (Ribossomal Database Project) através do RDP Classifier

(https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp).

O perfil de bandas obtido através do DGGE foi analisado através do programa Bionumerics
7.1 (Applied Maths, Bélgica). O perfil das bandas permitiu comparar o indice de similaridade,
coeficiente Dice, entre as amostras e construir o dendograma utilizando o método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group with mathematical Averages). Ademais, 0

indice de diversidade alfa Shannon-Wiener (/) foi calculado.

8.4.5.2 Seguenciamento de nova geracdo pela plataforma MiSeq (Illumina)

A composicdo da comunidade microbiana presente no reator nos dias 191, 241 e 417 dias foi
analisada por meio do sequenciamento de nova geracdo (SNG) MiSeq (Illumina). Cerca de 5
a 10mL de biomassa foram coletadas nesses dias e as amostras de DNA total extraido de
acordo com EGLI et al. (2003b), foram purificadas com o kit Wizard DNA Clean System
(Promega, EUA) e enviadas para a empresa Macrogen Inc. para o sequenciamento e
construcdo das bibliotecas gendmicas. A empresa utilizou os primers 515F (5
GTGNCAGCMGCCGCGGTAA 37) e 926R (5’"CCGYCAATTYMTTTRAGTTT 3°), que
delimitam a regido V4 e uma parte da regido V5 da subunidade 16S do RNAr de Archaea e
Bacteria (QUINCE, 2011).
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A andlise das sequéncias obtidas foram realizadas no Centro de Exceléncia em Bioinformatica
(CEBI0) do Instituto de Pesquisa René Rachou (Fundacdo Oswaldo Cruz) através do software
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Inicialmente, as sequéncias forward e
reverse de cada amostra foram unidas, gerando sequéncias consenso que, a partir dai, foram
entdo processadas e agrupadas em OTUs (Operacional taxonomic unit) em relacdo a base de
dados do Greengenes (http://greengenes.Ibl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi), com limite de 97% de

similaridade.

Medidas de diversidade e riqueza foram avaliadas pelo software Past 3.07

(http://folk.uio.no/ohammer/past/).

8.5 Resultados e Discussao

8.5.1 Monitoramento das concentracdes de nitrito e nitrato no RBS

Os parametros relacionados a concentracdo de nitrito e nitrato afluente e efluente, tal como a
eficiéncia de remocéo desses aceptores, ao longo dos 417 dias de operagéo (representando os
4 periodos de operacdo do RBS) sdo apresentadas na figura 8.1 (8.1a — concentracédo de nitrito
e 8.1c — concentracdo de nitrato). Graficos do tipo Box-plot apresentando o valor da mediana
e percentis para a eficiéncia de remocdo de nitrito (8.1b) e nitrato (8.1d) sdo apresentados
abaixo. Dados como temperatura, oxigénio dissolvido e pH ndo serdo mencionados, uma vez

que foram controlados e mantidos de acordo com as especificacdes descritas na metodologia.
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Figura 8-1. Eficiéncia de Remocdao de Nitrito e nitrato nos periodos P1 a P4.
(a) Concentracdo Afluente, Efluente e Eficiéncia de Remoc&o de Nitrito;
(b) Box-Plot da Eficiéncia de Remogéo de Nitrito;
(c) Concentracdo Afluente, Efluente e Eficiéncia de Remogdo de Nitrato;
(d) Box-Plot da Eficiéncia de Remog&o de Nitrato.
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Pela analise do grafico 8.2 (a) e (b), verificou-se que a eficiéncia de remocao de nitrito oscilou
bastante, ndo sendo possivel observar uma tendéncia nitida em cada periodo. Através da
analise estatistica descritiva dos dados, uma maior eficiéncia de remogdo de nitrito em P1
(dias 1 a 100), média igual a 81% (mediana =100%) foi detectada. Em P2 (dias 101 a 191),
um decaimento em relacdo a P1, média igual a 61% (mediana = 64%), foi verificado. Em
continuidade, a eficiéncia de remocao de nitrito em P3 foi igual a 53% (mediana =55%). Para
0 P4, os valores de eficiéncia média, 51% (mediana =54%), permaneceram bem proximos ao
do obtido em P3. A média de consumo total para o nitrito, ao longo de todo o periodo

operacional foi igual a 62% (mediana igual a 57%).

Para o nitrato, observou-se o maior consumo também em P1, média igual a 72% (mediana
=72%), seguido pelo decaimento em P2, média igual a 45% (mediana =47%), e um
decréscimo ainda maior em P3, média de 31% (mediana =28%), assim como observado para
0 nitrito. P4, através da visualizacdo gréfica (8.2c), parece apresentar menor oscilacdo dos
valores de eficiéncia de remocdo e apresentou média de remocdo de nitrato igual a 44%
(mediana = 44%). A média de consumo total para o nitrato foi igual a 50% (mediana = 47%).
A tabela 8.2 apresenta a estatistica descritiva dos dados para cada periodo de operagdo do
reator (P1 a P4).

Tabela 8-2. Estatistica descritiva para os periodos de consumo de nitrito e nitrato

Estatistica P1 P2 P3 P4 Total P1 P2 P3 P4 Total
Descritiva/Periodos (417) (417)
Medidas de Tendéncia Eficiéncia de Remogdo de Eficiéncia de Remogdo de
Central NO, NOy
Numero de Dados 43 37 22 62 164 43 37 22 62 164
Média Aritmética 81 61 53 51 62 72 45 31 44 50
Média Geométrica 77 58 49 50 58 70 42 27 44 46
Mediana 100 64 55 54 57 72 47 28 44 a7
Minimo 40 17 20 24 17 46 12 5 44 50
Maximo 100 91 83 81 100 100 75 55 57 100
Desvio Padrdo 23 19 20 11 21 15 16 15 6 18
Percentil 10% 45 5 3 31 34 53 23 10 38 27
Percentil 25% 62 9 5 51 48 63 33 21 40 40
Percentil 75% 100 14 10 57 77 79 55 43 48 59
Percentil 90% 100 15 14 59 100 91 62 52 52 76

Para avaliar se os dados amostrais apresentam uma distribuicdo Normal, o teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado. De acordo com LEOTTI et al. (2005), Shapiro-Wilk W teste é o teste mais

sensivel para verificagdo da Normalidade. Nesse sentido, a hipdtese nula (H,) foi rejeitada,
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uma vez que o valor de prova (p-value) foram inferiores a 0,05, tanto para o nitrito, p=
0,00001068, como para nitrato, p= 0,0007346. Assim, o teste Kruskall Wallis para a analise
de variancia ndo paramétrica foi realizada (a = 5%) para verificar a existéncia de diferengas
significativas para a eficiéncia de remocédo de nitrito e nitrato entre os periodos amostrados
(PLaP4).

A eficiéncia de remocdo de nitrito no periodo P1 apresentou diferenca significativa em
relacdo aos demais periodos (valor de p = 0,00011, 0,000008088 e 0,0009031
respectivamente para P2, P3 e P4). O periodo P2 apresentou diferenca significativa entre P1
(p=0,000001832) e P4 (p=0,001), ndo apresentando diferenca significativa com relagcdo a P3
(p=0,1224). Para o periodo P3, diferenca foi observada apenas para o P1 (p=0,0000001126),
sendo que, P2 (p=0,7347) e P4 (p= 0,4093) ndo apresentaram diferenca significativa quanto a
P3 para a eficiéncia de remog&o de nitrito. Por ultimo, P4 apresentou diferenga significativa
entre os perfodos 1 e 2 (valor de p = 6,1X10™*? e p= 0,006 respectivamente para P1 e P2). Ndo
houve diferenca entre P3 e P4 (p= 1). Ao que tudo indica, o periodo P3 parece ser um periodo
de transicdo entre as fases 2 e 4, e tal fato poderia justificar a auséncia de diferenca estatistica
entre esses periodos. Para os dados de nitrato, observou-se a mesma tendéncia, anteriormente
apresentada para nitrito, apontando diferenca significativa de P1 com os demais periodos (p =
0 para P2, P3 e P4). A elevada desnitrificacdo que ocorreu no periodo inicial, poderia
justificar o elevado consumo de nitrato nessa fase. De acordo com a analise estatistica, ndo

houve diferenca entre os periodos 2 e 4 (p = 0,3212).

Nesse sentido, é possivel sugerir que a desnitrificacdo foi mais intensa no periodo inicial P1
que em P4. Pelos dados moleculares alcancados, possivelmente o nitrito e nitrato contido no
meio de cultura deveria estar sendo consumido pelas desnitrificantes heterotréficas presentes
no meio. Salienta-se que, embora 0 meio ndo apresentasse carbono organico, essas bactérias
poderiam estar consumindo matéria organica oriunda da lise e morte celular das proprias

bactérias heterotrdficas devido a falta de fontes orgéanicas de carbono.

8.5.1.1 Atividade metanotréfica anaerdbia

A atividade metanotrdfica, para o periodo P4 no dia 417, calculada a partir da taxa de
consumo de metano (0,6mL.CH,.dia™) foi igual a 12mLCH..gSTV.dia™. Esse resultado foi
inferior aos anteriormente alcancados pela biomassa coletada nos dias 191 e 241 do RBS (que
foi de 17,3mLCH4.gSTVdia® e 154mLCH,.gSTV dia® (SINISCALCHI et al., 2015),

mostrando que, conforme os dados moleculares retratam a seguir, 0S micro-organismos
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metanotroficos apresentaram menor abundancia relativa no interior do sistema no dia 417,

refletindo, possivelmente, na atividade metanotréfica.

8.5.2 Caracterizacao da estrutura e diversidade bacteriana por PCR-DGGE

O perfil da comunidade microbiana das amostras do inoculo e da biomassa do reator coletada
apos 191, 241 e 417 dias de cultivo no RBS foram avaliadas por meio da técnica de PCR-
DGGE (figura 8.2).

() (191d) (241d) (417d)

Figura 8-2 - Gel de DGGE corado com Sybr-Gold contendo fragmento de DNA ribossomal
16S amplificado com primers universais para Bacteria

(1) Lodo de indculo; (191d) amostra do RBS apds 191 dias de cultivo; (241d) amostra do RBS ap6s 241 dias de
operacao; (417d) amostra do RBS ap6s 417 dias de cultivo. As bandas enumeradas correspondem as bandas
recortadas do gel de DGGE para sequenciamento e identificagdo dos grupos.

Através do perfil de bandas obtidos pelo DGGE, observa-se um elevado nimero de espécies
em cada amostra, uma vez que, de acordo com a técnica, cada banda pode representar uma

populacéo.

O perfil de bandas obtido no gel da DGGE para cada periodo amostrado, foi comparado
utilizando-se o programa BioNumerics (versdo 7.1). O programa gerou os coeficientes de
similaridade entre os perfis obtidos. A analise do agrupamento separou cada periodo

amostrado em grupos que compartilharam perfis de conjuntos de bandas semelhantes, a partir
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de uma matriz de similaridade gerada com presenca e auséncia das bandas obtidas. A figura

8.3 apresenta o dendograma baseado no perfil de bandas do DGGE.

60
70
30
a0
“100

Indculo
191D
241D
417D

583

S03

515

Figura 8-3. Dendrograma baseado no perfil de bandas do DGGE.

Pelo dendograma, observa-se que a comunidade variou ao longo do tempo de sele¢do e
cultivo no RBS apresentando dois agrupamentos bem distintos, sendo o primeiro: indculo e
amostra com 191 dias e o segundo, amostras dos dias 241 e 417 de operacdo. Para o primeiro
agrupamento (inoculo e dia 191), verificou-se que as amostras sdo diferentes entre si,
apresentando 58,3% de similaridade. Para o segundo agrupamento (dias 241 e 417), verificou-
se maior similaridade entre as amostras (81,5% de similaridade). As amostras do indculo e
191 dias, apresentaram 50,8% de similaridade em comparacdo as demais amostras, mostrando
a dissimilaridade destas em relacdo as outras. Esses dados indicam que ao longo do
enriquecimento houve uma selegdo da comunidade microbiana e a estrutura da comunidade
microbiana tornou-se bem distinta com rela¢do ao inoculo e também ao tempo de 191 dias.
Porém, nos dias 241 e 417 elas foram mais similares entre si, indicando uma maior
estabilidade da comunidade microbiana nessas fases. Apds o dia 191, aumentou-se o tempo de
adicdo de metano para 6 minutos (a uma vazédo de 100mL.CH,4.min), totalizando um volume
aproximado de 600mL do gas no headspace do reator durante o periodo P3 (192-241d). Tal
fato poderia justificar a alteracdo na composicdo da comunidade ap6s 191 dias de operacao,
mostrando que o aumento no volume de metano poderia ter favorecido o surgimento de
alguns grupos que se mantiveram nos periodos P3 (192-241d) e P4 (242-417d) como
visualizado no dendograma. Ainda assim, algumas populac¢fes visualizadas no dia 241
desapareceram no periodo final de operacdo do reator, 417 dias. No periodo P4 houve
novamente uma reducdo no volume de metano acrescido ao reator, passando de 600mL para
400mL, uma vez que a pressdo interna do reator parece ter aumentado consideravalmente

levando a perda de solidos.

Para o perfil de bandas em cada um desses periodos amostrados, o indice de Shannon (H") foi

calculado. O indice H" mostrou uma maior diversidade para as amostras do inoculo e uma
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menor diversidade para o dia 191, seguido pelo dia 417 de operagdo, indicando que, a

comunidade foi selecionada nesses periodos.

A analise da similaridade das bandas excisadas foi realizada, entretanto, muitas sequéncias
apresentaram baixa identidade (menor que 90%), com as sequéncias inseridas no GenBank e
ndo foram classificadas pelo RDP Classifier. Dessa forma, estas sequéncias ndo seréo
apresentadas nessa discussd@o uma vez que nao foi possivel classifica-las nos diferentes niveis
taxonémicos, tampouco fazer inferencias sobre a fisiologia desses micro-organismos. De
acordo com SCHLOSS e HANDELSMAN (2004), os valores de identidade igual a 97%
diferenciam os organismos em nivel de espécie, ao passo que 95% permitem classificar em

nivel de género, 90% em nivel de familia/classe e 80% em nivel de filo.

A maioria das bandas apresentaram sequéncias relacionadas com clones de bactérias ndo
cultivadas provenientes de amostras ambientais (tabela 8.3). Entretanto, destaca-se que, a
analise permitiu identificar um perfil de banda predominante em todas as amostras que esta
proximamente relacionado a metanotrofica do género Methylocaldum (sequéncias
correspondentes as bandas 14, 15, 26 e 43). Além destas, a banda de nimero 27, apresentou
98% de similaridade com metanotroéfica do tipo | (Gammaproteobacteria), que provavelmente
também poderia estar relacionado ao género Methylocaldum. Entretanto, para esta Gltima, ndo
foi possivel a identificacdo em nivel de género. O género Methylocaldum é composto por
metanotroficas do tipo I, que assimilam formaldeido para a formacdo celular pela via
Ribulose Monofosfato. Essas bactérias sdo aerdbias, mas seu crescimento também ja foi
relatado em locais onde a concentracdo de oxigénio dissolvido é baixa, como sedimentos de
agua doce e oceanos, fermentadores e lodo de reator UASB (CVEJIC et al., 2000;
SCHUBERT et al., 2006; FERRER et al., 2011; SINISCALCHI et al., 2015). A tabela 8.3
resume a similaridade do gene RNAr 16S das bandas obtidas no gel acima com sequéncias de

micro-organismos inseridas no GenBank e RDP Classifier.
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Tabela 8-3 - Bandas de DGGE (gel mostrado na Figura 8.2) associadas ao gene RNAr 16S

Numero da RDP Classifier Numero de Acesso no Blast Similaridade

banda GenBank (%)

14 Dominio Bacteria HF565149.1 Methylocaldum néo 91
cultivado

15 Género Methylocaldum HF565149.1 Methylocaldum néo 98
cultivado

16 Filo Proteobacteria JF683696.1 Burkholderia sp. 91

18 Filo Chloroflexi AY921879.1 Chloroflexi ndo cultivado 97

19 Filo Chloroflexi HQ061974.1 Uncultured 96

Anaerolinaceae

20 Filo Chloroflexi AY921913.1 Chloroflexi ndo cultivado 99

21 Filo Chloroflexi HQ640641.1 Bactéria ndo cultivada 99

26 Género Methylocaldum HF565149.1 Methylocaldum sp. ndo 98
cultivado

27 Classe AB669155.1 Metanotréfica tipo | 98

Gammaproteobacteria

28 Dominio Bacteria CU925340.1 Acidobacteria ndo 97
cultivado

29 Ordem HQ213036.1 Solirubrobacter sp. ndo 99
Solirubrobacterales cultivado

30 Familia KM376217.1 Pseudomonas putida 99

Pseudomonadaceae

31 Dominio Bacteria JN791039.1 Firmicutes ndo cultivado 100

35 Dominio Bacteria FJ551881.1 Gemmatimonas sp. 90

38 Filo Chloroflexi AY921707.1 Chloroflexi ndo cultivada 98

39 Filo Chloroflexi AY921913.1 Chloroflexi ndo cultivada 97

40 Dominio Bacteria AB500053.1 Acidobacteria ndo 98
cultivada

43 Género Methylocaldum HF565149.1 Methylocaldum sp. ndo 98
cultivada

44 Dominio Bacteria JX559107.1 Novosphingobium sp. ndo 100
cultivada

45 Dominio Bacteria FJ710638.1 Planctomycetales ndao 91
cultivada

As bandas em negrito representam os géneros de metanotréficas identificados nas amostras coletadas.

Outros filos, ordens, familias e/ou géneros ndo relacionados a metanotroficas foram

identificados.

As bandas de numero 18, 19, 20, 21, 38 e 39, conforme elucidado na tabela 8.3 apontaram
similaridade com o filo Chloroflexi, filo este que engloba bactérias conhecidas como bactérias
verdes ndo sulfurosas. Esses micro-organismos apresentam ampla diversidade metabdlica,
sendo alguns anaerdbios, fototréficos, mesofilicos ou moderadamente termofilicos,
filamentosos e estdo presentes em habitats com ocorréncia de enxofre como fontes termais,
sedimentos de lagos e rios. Além desses ambientes naturais, tambeém foram relatados em
sistemas de tratamento de esgotos, sendo usuais em lodos ativados (KRAGELUND et al.,
2011). O filo Chloroflexi apresentou abundancia relativa alta (12%), quando detectado por

pirosequenciamento, no reator com 100 dias de operacdo (SINISCALCHI et al., 2015).
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A banda 44 foi correlacionada ao género Novosphingobium que pertence a classe
Alphaproteobacteria, familia Sphingomonadaceae e inclui bactérias desnitrificantes, o que,
provavelmente, seria um dos contribuintes para o consumo de nitrato no interior do reator.
Outras desnitrificantes possivelmente presentes estdo na familia Rhodocyclaceae detectada
(banda 23), que inclui também bactérias purpuras nao sulfurosas (FURUHATA et al., 2008).
Além destas, a banda 30, apresentou similaridade com Pseudomonas putida, que é uma
bactéria heterotréfica capaz de oxidar o ion aménia a nitrito. Esses micro-organismos também
estdo relacionados a degradacdo de hidrocarbonetos (BRENNER et al., 2005a). De acordo
com HAYATSU et al. (2008) citado por MAC CONELL (2014), os micro-organismos
heterétrofos contribuem na nitrificacdo em solos acidos e/ou com condicbes desfavoraveis a

proliferacdo de bactérias nitrificantes autotroficas.

A banda 31 apresentou 100% de similaridade com o filo Firmicutes. Esse grupo é composto
por micro-organismos quimiorganotréficos, aerdbios, facultativos ou anaerdbios estritos que
inclui representantes como os géneros Bacillus, Lactobacillus e Clostridium (VOS et al.,
2009). LEE et al. (2012) relataram elevada abundancia desse filo em digestores anaerobios

mesofilicos e termofilicos.

As bandas 28 e 40 apresentaram respectivamente, 97% e 98% de identidade com o filo
Acidobacteria que é formado por micro-organismos heterotréficos e abundantes em solos e
outros ambientes, tais como hébitats extremos e solos poluidos. Pouco se sabe sobre o filo,
mas para o cultivo de membros do grupo, sabe-se que sdo necessarios longos periodos de
incubacdo (KRIEG et al., 2010).

A banda 29 foi classificada como pertencente ao género Solirubrobacter (filo Actinobacteria)
de acordo com a analise do gene RNAr 16S. Membros desse género sdo quimiorganotréficos,
crescem a temperatura que varia de 19 a 38°C e ja foram isolados de solos contendo culturas
agricolas (SINGLETON et al., 2003).

A banda 45 identificou-se com o filo Planctomycetes, constituido por micro-organismos
aerobios facultativos ou anaerdbios relatados em uma ampla variedade de ambientes, tais
como solos, dgua doce, sedimentos oceanicos, além de sistemas de tratamento de esgotos e
aterrros sanitarios (KRIEG et al., 2010). Quanto aos sistemas de tratamento, esse filo foi
detectado em filtros bioldgicos percoladores usados no pos-tratamento de esgoto domestico e

em reatores de leito fixo com meio suporte usados no cultivo de bactérias relacionadas ao
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processo Anammox (oxidacdo anaerdbia da aménia) (COSTA et al., 2014; MAC CONELL,
2014).

8.5.3 Analise da composicdo comunidade microbiana pelo sequenciamento de nova

geracdo (SNG)

O sequenciamento do fragmento do gene do RNAr 16S pelo programa lllumina Pipeline
(casava v.1.8.2), realizado na plataforma MiSeq, gerou uma média de 1.809.555 sequéncias
(reads) por amostra. Ap6s 0 processamento destas sequéncias, esse numero reduziu-se,
apresentando 112.839 sequéncias para 191 dias, 62.669 sequéncias para 241 dias e 19.849
sequéncias para 417 dias de operacdo do RBS, totalizando 195.357 sequéncias de alta

qualidade recuperadas com comprimento médio de 240 pares de base (pb).

As sequéncias foram agrupadas em 107 unidades taxondmicas operacionais (OTUs). Para a
confeccdo dos gréaficos, considerou-se apenas os td&xons mais abundantes, devido ao elevado
namero de taxons, tendo sido incluidos os filos, ordens e géneros com abundancia relativa
igual ou acima de 1% (LUESKEN, 2011; WANG et al., 2012). No entanto, ressalta-se que 0s
taxons referentes a micro-organismos metanotroficos ou associados a oxidacdo do metano,
ainda que com abundancia inferior a 1%, serdo discutidos, uma vez que sdo de suma
importancia para o presente trabalho. Nesse sentido, os grupos com abundéncia inferior a 1%

foram incluidos nos graficos como outros.

A composic¢do da comunidade microbiana em nivel de filo, para as trés amostras analisadas, é
apresentada na Figura 8.4 Os filos mais abundantes nas amostras foram Proteobacteria (40 +
20%), Chloroflexi (23 12%), Firmicutes (5 + 4%), GNO4 (4 + 6%), Armatimonadetes (4 +
3%), Actinobacteria (4%), Planctomycetes (3 £ 3%), Acidobacteria (2 = 1%), Bacteroidetes
(1 £ 1%), BRC1 (1 = 1%), Chlorobi (1 = 1%) e Verrucomicrobia (1 = 1%). A tabela 12.1
contida no apéndice apresenta todos os filos recuperados. Filos de interesse, tais como
Euryarchaeota e NC10, que inclui metanotréficas, estiveram presentes em baixa abundancia

(cerca de 0,2% e 0,01%, respectivamente). O grafico 8.5 apresenta os filos mais abundantes.
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Figura 8-4 - Composigédo da comunidade microbiana presente em 191, 241 e 417 dias de
operacéo do RBS em nivel de filo (abundancia relativa®).

Para as amostras do dia 191, os filos predominantes foram Proteobacteria (62%), Chloroflexi
(9%) e Planctomycetes (7%), ao passo que no dia 241, os filos dominantes também foram
Proteobacteria (34%) e Chloroflexi (32%), seguidos pelos filos GNO4 (10%) e
Armatimonadetes (7%). No final da operacédo do reator, como filos dominantes permaneceram
Proteobacteria (24%) e Chloroflexi (28%), que dominaram durante todo periodo de cultivo

avaliado, seguido pelo filo Firmicutes que apresentou abundancia relativa igual a 8%.

Ao longo do cultivo, observou-se no periodo correspondente ao dia 241, uma diminuicdo do
filo Proteobacteria de 62% para 34%. N&o se sabe ao certo o que pode ter ocasionado tal
reducdo, mas supbe-se que a redugdo do filo Proteobacteria possa estar relacionada ao
aumento do volume de metano. No entanto, ainda que a abundancia do filo Proteobacteria
tenha sido reduzida, a abundancia relativa da metanotréfica do género Methylocaldum se

manteve elevada em cerca de 8,2%.

O filo Chloroflexi apresentou um aumento na abundancia relativa de 9% para 32% do dia 191
para o dia 241. Uma vez que nesse periodo ocorreu uma elevagdo no volume de metano no
interior do reator, pode-se sugerir que 0 aumento de micro-organismos pertecentes a este filo
ocorreu em fungdo do volume de metano que pode ter causado a morte de varios outros

micorganismos. Asssim, as bactérias desse filo responsaveis pelo consumo de produtos

>A abundancia relativa é apresentada como a porcentagem dos diferentes filos presentes em relagdo ao niimero
total de filos presentes nas amostras
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celulares soltveis (SMP, do inglés, soluble microbial products), aminoécidos e carboidratos
oriundas de outras células, proliferaram em nimero uma vez que a concentracdo de SMP pode
ter se elevado consideravelmente. Esses micro-organismos tém sido detectados em varios
ambientes anoxicos, incluindo sistemas de tratamento de esgotos. Segundo MAC CONELL
(2014), membros desse filo como a classe Anaerolineae sdo importantes para a formacéao de
granulos em sistemas de tratamento. PEREIRA et al. (2014) e COSTA et al. (2014) também

relataram a presenca deste filo em reatores de cultivo de bactérias anammox.

O filo Chloroflexi também inclui bactérias verdes ndo-sulfurosas que sdo micro-organismos
anaerdbios filamentosos encontrados em ambientes naturais contendo elevado teor de enxofre,
como fontes termais, sedimentos de rios e também abundantes em lodos provenientes de
sistemas de tratamento de esgotos com remogéo bioldgica de nutrientes (BJORNSSON et al.,
2002). Portanto a selecéo deste filo em abundancia elevada no RBS usado para o cultivo de

micro-organismos metanotroficos indica que o sistema estava andxico.

Outro filo que apresentou elevada abundancia relativa foi Armatimonadetes (previamente
conhecido como filo candidato OP10). No dia 191, esse filo apresentava apenas 1% de
abundancia relativa, ao passo que no dia 241 este parece ter sido favorecido apresentando uma
abundancia relativa igual a 7%. No final da operacdo do reator (417 dias), este filo
desapareceu novamente. De acordo com LEE et al. (2013), Armatimonadetes é um filo pouco
conhecido. Sequéncias do RNAr 16S relacionadas a este filo foram recuperadas de amostras
ambientais. Os representantes conhecidos sdo aerdbios, mesofilicos ou termofilicos.
TESSARO (2012), em um estudo sobre a comunidade de metanotréficas em solos da
Amazonia relatou a presenca dos filos Methylocystaceae e Methylococcaceae juntamente com
o filo Armatimonadetes, cujo papel no ciclo do metano ainda é desconhecido. Sequéncias do
gene RNAr de representantes do grupo foram relatadas em ambientes vulcanicos, locais
hipersalinos, solos, sedimentos de agua doce e marinhos, fontes geotérmicas e biorreator
anaerobio utilizado para a biorremedicao de triclorobenzeno e biorreator para a remocao de
fosfato (WINTZINGERODE et al., 1999; PORTILLO e GONZALEZ, 2008).

O filo candidato GNO4 apresentou 10% de abundéancia relativa no dia 241 e ndo foi detectado
nos outros periodos. Sabe-se que sequéncias relacionadas a esse filo foram recuperadas a
partir de amostras ambientais. Entretanto, informacdes sobre fisiologia e/ou morfologia dos

micro-organismos associados ao filo sdo praticamente ausentes na literatura (COSTA, 2013).
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O filo Firmicutes apresentou no final da operacdo do reator, abundancia relativa de 8% (8.4).
Comparado aos outros periodos, com exce¢do do indculo que apresentava abundancia elevada
desse filo (13%) (SINISCALCHI et al., 2015), esse periodo foi o que possuiu maior
abundancia do grupo, uma vez que nos periodos anteriores a propor¢éao variou entre 1 a 4%. O
aumento na abundéancia deste filo pode estar associada a concentracdo de matéria organica
que, possivelmente, se elevou devido a lise celular dos micro-organismos ocorrida apds o
aumento do volume de metano. A maioria das bactérias desse filo sdo anaerdbias, mas
algumas sdo aerotolerantes, fermentadoras de aminoacidos e carboidratos e estdo presentes
em sistemas anaerobios com elevada concentracdo de matéria organica (VOS et al., 2009).
Segundo MA et al. (2013) citado por MAC CONELL (2014), pesquisas apontam que esse filo
é predominante em esgotos brutos e estdo envolvidos na digestdo anaerobia do lodo.

8.5.3.1 Indices de diversidade

As trés amostras analisadas apresentaram diferencas na comunidade microbiana quando o
indice de similaridade de Jaccard e Dice foram calculados. Pelos indices, as amostras do dia
191 e 417 apresentaram maior similaridade entre si (Jaccard=0,92 e Dice=0,96) e maior
dissimilaridade foi obtida para o periodo compreendido entre os dias 241 e 417 (Jaccard=0,82
e Dice=0,90), diferente do resultado obtido anteriormente pelo DGGE visualizado com o
indice de Dice que mostrou maior similaridade para as amostras desse periodo. Entretanto,
quando o indice Morisita, que leva em consideracdo a abundancia das espécies (nesse caso,
das OTUs) € calculado, verificou-se que as amostras dos dias 241 e 417 sdo mais similares
entre si (Morisita = 0,83), obtendo-se nesse caso 0 mesmo resultado visualizado pelo DGGE

no topico anterior.

A comunidade microbiana existente no reator ao longo do experimento foi analisada segundo
alguns indices de diversidade a fim de identificar o efeito do meio de cultura contendo nitrito

e nitrato e a adicdo de metano sob a biodiversidade local (tabela 8.4).

Tabela 8-4. Diversidade e rigueza calculada para as amostras do RBS nos dias 191, 241 e
417 de operacdo.

RBS — 191 dias RBS — 241 dias RBS — 417 dias
NUmero de Sequéncias lidas 112839 62669 19849
Ndmero de OTUs 95 OTUs 107 OTUs 88 OTUs
Shannon (H") 1,75 (x 0,4) 1,85(x0,4) 2,58 (x0,4)
Dominancia (D) 0,28 (x0,09) 0,32 (+0,09) 0,15 (+0,09)
Simpson (1/D) 0,71(x 0,08) 0,67 (x 0,08) 0,84 (+ 0,08)
Chao 1 105 115 118
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Para as analises de riqueza, diversidade e dominancia foi utilizada a OTU, como menor
unidade taxonémica, que o software Past considerou como uma espécie nessas anélises, ao

passo que o numero de sequéncias amostradas foi considerado como abundéncia.

A diversidade de espécies refere-se a variabilidade dessas na comunidade e é composta pela
riqueza (nimero de espécies) e a uniformidade com que estas sdo distribuidas. O indice de
Shannon é o mais utilizado em estudos de diversidade biol6gica. E sensivel a presenca de
espeécies raras, 0 que nao é considerado pelo indice de Simpson. Assim, H considera que as
espécies raras podem ser determinantes para a manutencdo da estrutura da comunidade,
atribuindo, portanto, maior peso a essas espécies. A diversidade biologica é um pardmetro de
fundamental importancia na ecologia de comunidades possibilitando estimar atraves de
expressdes matematicas, a diversidade em um ecossistema (MAGURRAN, 2004). J& o indice
de dominéancia mede a probabilidade de 2 ou mais individuos, selecionados ao acaso na
amostra, pertencerem & mesma espécie (BROWER e ZAR, 1984).

Pelos indices, é possivel observar que a abundancia foi decrescendo ao longo do periodo
amostral, enquanto a riqueza (nimero de OTUs) variou entre os dias de amostragem, sendo
maior no dia 241. Neste dia, a dominancia também foi superior aos demais, indicando que
algumas espécies dominaram a comunidade neste periodo possivelmente devido ao aumento
do volume de metano que parece ter selecionado alguns géneros de metanotroficas, como
Methylocaldum e Methylosinus. Apos esse dia, diminuiu-se a concentracdo de metano no
interior do reator, 0 que, possivelmente resultou numa reducdo da dominéancia dos géneros de

metanotréficas e aumento da diversidade observada no dia 417.

Nesse sentido, € possivel verificar a acdo do metano na comunidade microbiana, uma vez que
ele parece ter infuenciado a dominancia das espécies de metanotroficas. A diminuicdo da

concentracdo do metano promoveu o restabelecimento da biodiversidade da comunidade.

8.5.3.2 Ordens e géneros de interesse

A tabela 8.5 apresenta as ordens mais abundantes (igual ou superior a 1%) presentes no RBS.
Dados suplementares contendo todas as ordens e géneros encontrados esta presente na tabela
12.2 e 12.3 no apéndice.
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Tabela 8-5. Ordens com abundancia igual ou superior a 1% ao longo dos periodos

amostrados.

Ordem Filo Dial91 Dia241 Dia 400
Solibacterales Acidobacteria 1,3% 0,2% 0,0%
RB41 0,7% 1,9% 0,3%
Acidimicrobiales Actinobacteria 0,2% 1,6% 0,7%
Actinomycetales 3,7% 0,2% 3,7%
Solirubrobacterales 0,2% 2,0% 0,5%
Fimbriimonadales Armatimonadetes 0,5% 6,6% 0,5%
Bacteroidales Bacteroidetes 0,2% 1,3% 0,2%
Flavobacteriales 1,9% 0,0% 0,1%
SBR1031 Chloroflexi 1,4% 4,5% 2,4%
envOPS12 6,7% 25,0% 23,7%
Clostridiales Firmicutes 4,1% 1,1% 8,4%
Pirellulales Planctomycetes 5,9% 0,4% 0,1%
Rhizobiales® Alphaproteobacteria 13,9% 3,7% 1,2%
Rhodospirillales Alphaproteobacteria 2,0% 1,7% 0,3%
Burkholderiales Betaproteobacteria 0,1% 0,7% 7,0%
Rhodocyclales Betaproteobacteria 7,3% 9,7% 4,6%
SC-1-84 Betaproteobacteria 1,5% 1,1% 0,4%
Myxococcales Deltaproteobacteria 2,4% 0,1% 0,0%
Syntrophobacterales Deltaproteobacteria 21,9% 2,5% 0,6%
Methylococcales’ Gammaproteobacteria 8,9% 8,2% 7,0%
Xanthomonadales Gammaproteobacteria 2,8% 5,0% 0,4%
Opitutales Verrucomicrobia 1,3% 0,2% 0,1%
Outras ordens - 11,2% 22.2% 37,8%

Das ordens apresentadas, apenas Methylococcales e Rhizobiales apresentam espécies de
metanotréficas inseridas. A ordem Methylococcales, embora tenha sido detectada em
proporcdo de 7% no dia 241, quando as sequéncias foram analisadas em nivel de género,

apenas membros do género Methylocaldum e Methylomonas foram detectados.

O género Methylocaldum, moderadamente termofilico, foi detectado em elevada abundancia
com relacdo aos outros géneros de metanotroficas recuperados. No periodo compreendido
entre os dias 100 a 191 (P2) verificou-se um maior desenvolvimento de Methylocaldum
(abundancia relativa igual a 8,9%). De acordo com NIKIEMA et al. (2007), uma maior
expressao da enzima pMMO em metanotréficas do tipo |, pode ocasionar maior taxa de
crescimento. Segundo VEILLETTE et al. (2012) isso ocorre devido a especificidade da

enzima pelo substrato, no qual a enzima pMMO tém maior especificidade pelo CH, do que a

® Inclui metanotréficas da classe Alphaproteobacteria, familias Methylocystaceae e Methylobacteriaceae.
7 Inclui metanotréficas da classe Gammaproteobacteria, familia Methylococcaceae.
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SMMO, que pode utilizar uma variedade de outros compostos além do CH4 como
hidrocarbonetos e compostos aromaticos (NIKIEMA et al., 2007). Outro fator que poderia ter
ocasionado maior enriquecimento de Methylocaldum em P2 pode estar relacionado ao volume
de metano, que foi inferior aos periodos P3 (dias 192-241) e P4 (242-417). De acordo com
HENKEL et al. (2000), em ambientes com baixas concentragdes de CH, (< 1.000ppmv’™)
espera-se maior crescimento de bactérias metanotroficas do tipo I. Em contrapartida, em
ambientes com baixas concentra¢Oes de oxigénio e altas concentracfes de CH,, espera-se um
maior crescimento de bactérias metanotréficas do tipo 1l (NIKIEMA et al., 2007), o que
poderia justificar o aumento da metanotrofica tipo 11 Methylosinus no dia 241 (abundéncia
relativa igual a 2,3%) e decaimento da metanotrofica do tipo | Methylocaldum de 8,9% para
8,2% e, mais adiante, em P4, para apenas 1,7% (Figura 8.5.b). De acordo com VEILLETTE et
al. (2012) existem dois modelos fundamentais de cinética de oxidacdo do metano. O primeiro
modelo ¢é o de “alta afinidade”, aplicavel a ambientes onde a concentracdo de metano é baixa
e proxima a presente na atmosfera (<12 ppmv™). Os metanotréficos presentes nesse ambiente
possuem baixo Km (constante de Michaelis-Menten), e, portanto alta afinidade pelo metano.
Porém, suportam concentracdes menores do gas como reportado acima. O segundo modelo,
conhecido como “baixa afinidade” descreve ambientes como solos ¢ aterros sanitarios onde a
concentracdo de CH,4 € superior a 40 ppmv. Esses metanotroficos apresentam elevado km e,
portanto, baixa afinidade pelo metano. Os micro-organismos comumente isolados nesses
ambientes sdo metanotroficos do tipo I e Il (VEILLETTE et al., 2012).

A presenca de metanotréficas aerdbias em ambientes anoxicos (ou anaerobios) conforme
ocorrido no presente trabalho foi anteriormente relatado por FERRER et al. (2011) que
identificaram sequéncias de Methylocaldum sp. e Methylococcus em sedimentos andxicos de
um lago raso (Laguna de Carrizo, Madri, Espanha) através da andlise do RNAr 16S da
comunidade microbiana presente nesse sedimento. SCHUBERT et al. (2006) também
detectaram a ocorréncia de bactérias metanotréficas do tipo | em zonas andxicas do Mar
Negro. Adicionalmente, CVEJIC et al. (2000) cultivaram as espécies de metanotréficas
Methylocaldum tepidum e Methylocaldum szegediense em um fermentador com fluxo

continuo de metano e concentracdo de oxigénio dissolvido abaixo de 5%.

Membros de Methylocaldum sdo gram-negativos, com arranjos de cocos ou bacilos simples
ou diploides. Como mencionado, uma vez que crescem a temperaturas até 40°C, sua presenca
poderia ser justificada considerando que o reator permaneceu a 35°C durante a etapa
experimental (LIEBERMAN e ROSENZWEIG, 2004).
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Outro género relacionado a ordem Methylococcales identificado nessa pesquisa foi
Methylomonas, detectado em proporgdo de 0,02% no dia 241 e 0,33% no dia 417. Micro-
organismos desse género sdo mesofilos, crescem entre 10-40° C, sendo a temperatura 6tima
de crescimento de 25-30° C e utilizam o metano ou metanol como fonte de carbono e energia
(BRENNER et al., 2005a). Esses organismos foram isolados de sedimentos de lagos de dgua
doce e rios, solos pantanosos, efluente de lodos ativados e aguas residudrias provenientes de
uma mina de carvao (BRENNER et al., 2005a; SEMRAU et al., 2010).

Uma vez que varias sequéncias ndo foram classificadas em nivel de género e a abundancia da
ordem Methylococcales foi elevada, pode-se sugerir que outros géneros ndo identificados pelo
SNG poderiam estar presentes na amostra. Na ordem Methylococcales estéo outros géneros de
metanotréficas como Methylobacter, Methylosphaera e Methylosarcina (SEMRAU et al.,
2010).

A ordem Rhizobiales, também identificada no RBS como mostrada na tabela 8.5 e figura
8.5(a), apresentou um decaimento ao longo da operacdo do reator de 13,9% no dia 191 para
1,2% no periodo final. A ordem abriga um grande nimero de géneros de bactérias
desnitrificantes (BRENNER et al., 2005b). Assim, a reducéo do filo era esperada uma vez que
0 meio de cultura era autotrofico e, portanto, ndo continha fonte de carbono organico para as
desnitrificantes heterotroficas. Dentro desta ordem, as familias de bactérias metanotréficas
Methylocystaceae e Methylobacteriaceae foram encontradas.

O género Methylosinus, inserido na familia Methylocystaceae apresentou abundancia de 2,3%
no dia 241, mais elevada que nos dias 191 e 417 que foram de apenas 0,76% e 0,16%
respectivamente. O género Methylosinus inclui micro-organismos oxidadores de metano
aerobios provenientes de amostras de solo, sedimentos de dgua doce e de &guas subterraneas.
Utilizam apenas o metano e metanol como fonte de carbono e energia. Algumas linhagens
desse género podem co-metabolizar uma vasta gama de compostos alifaticos clorados,
incluindo os principais poluentes das &guas subterrneas tais como tricloroetileno,
cloroférmio e tetracloroetileno (BRENNER et al., 2005b; GAGLIANO et al., 2014).

A figura 8.5 apresenta as ordens e géneros de bactérias metanotréficas dos filos

Proteobacteria e Verrucomicrobia encontradas.
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Figura 8-5. Ordens e géneros de bactérias relacionadas a oxidacdo do metano.

(a) Ordens relacionadas a metanotroéficas do filo Proteobacteria e Verrucomicrobia;
(b) Geéneros relacionados a bactérias metanotréficas do filo Proteobacteria e Verrucomicrobia.

Pela figura 8.5(a) pode-se verificar que, alem das ordens Methylococcales e Rhizobiales,
pertencentes a classe gammaproteobacteria e alphaprotebacteria, respectivamente, a ordem
Sphingomonadales também foi incluida no gréfico. Isso porque, recentemente LEE et al.
(2012), isolaram o micro-organismo Sphingopyxis sp. MD2 dentro desta ordem, o qual esta
relacionado a oxidacdo do metano e compostos de enxofre como o gas sulfidrico. Entretanto,
como pode ser visto, 0 género néo foi encontrado no interior do RBS.

Dominio Bacteria — Filo Verrucomicrobia

Além de metanotroficas do filo Proteobacteria, o género Candidatus Methylacidiphilum
pertencente ao filo Verrucomicrobia e ordem Methylacidiphilales foi detectado (em baixa
proporcédo de 0,005%) pelo SNG. Esse género é composto de bactérias aerdbias ou anaerdbias
facultativas, mesofilicas ou termofilicas, quimiotroficas e gram-negativas (POL et al., 2007;
ISLAM et al., 2008). As espécies de metanotroficas do filo Verrucomicrobia haviam sido
descritas em ambientes geotérmicos caracterizados por elevadas temperaturas e valores de pH
baixos (OP DEN CAMP et al., 2009a; VAN TEESELING et al., 2014). No entanto,
verificou-se recentemente que esses micro-organismos podem estar presentes em locais de
condi¢des ambientais variadas. VAN TEESELING et al. (2014), descreveu o isolamento de
trés micro-organismos mesofilicos a partir de solos vulcanicos na Italia. O crescimento 6timo
desses micro-organismos € de 35° a 44°C, o que justifica a presenca do filo no interior do
reator. No entanto, esses micro-organismos ainda ndo foram descritos em reatores tratando
esgotos  domeésticos. A  descoberta destas trés novas espécies nomeadas

Methylacidimicrobium fagopyrum, Methylacidimicrobium tartarophylax e
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Methylacidimicrobium cyclopophantes expandem a diversidade de metanotroficas conhecidas
e mostra que elas estdo presentes em mais ecossistemas do que os previamente relatados
(VAN TEESELING et al., 2014).

Dominio Archaea — Filo Euryarchaeota

Além de metanotroficas aerdbias, arquéias metanogénicas das ordens Methanosarcinales,
Methanobacteriales e Methanomicrobiales também foram identificadas (figura 8.5a). Esses
micro-organismos sdo arqueias metanogénicas capazes de realizar a metanogénese reversa e,
por isso sao classificadas dentro do grupo ANME (Anaerobic Methanotroph) (JAGERSMA et
al., 2009; MEULEPAS et al., 2010; DONG et al., 2015). O grupo ANME-I estd mais
proximo filogeneticamente das ordens Methanosarcinales e Methanomicrobiales acima
supracitadas, ao passo que ANME-II estd associado a ordem Methanosarcinales apenas
(KNITTEL e BOETIUS, 2009; DONG et al., 2015). O sequenciamento massivo permitiu a
identificacdo de varios géneros de metanogénicas associadas a metanogénese reversa que

estdo representadas no gréafico 8.6(b).

(a) :
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Figura 8-6. Ordens e géneros de arquéias relacionadas a oxidacdo do metano.
(@) Ordens relacionadas a arquéias metanotrdficas do grupo ANME;
(b) Geéneros relacionados a metanotréficas do grupo ANME.

A OAM ocorre em ambientes andxicos como sedimentos profundos de oceanos e agua doce e
também ja foi identificado em biorreatores inoculados com sedimentos do mar Baéltico
(JAGERSMA et al., 2009). Os géneros Methanosarcina e Methanobacterium foram
identificados em aterros sanitarios. A OAM, realizada pelo grupo ANME pode estar associada
com a reducéo do sulfato. O grupo ANME-I, por exemplo, pode apresentar-se em simbiose
com Desulfosarcina e/ou Desulfococcus enquanto ANME-I1 pode se associar com 0S mesmos
géneros e ainda Desulfobulbus (DONG et al., 2015). Desulforsarcina ndo foi detectada no
reator. Os outros géneros Desulfococcus e Desulfobulbus foram detectadas em baixa

porcentagem no reator. Desulfococcus foram detectados a 0,25% e 0,03% nos dias 191 e 241
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ao passo que Desulfobulbus foi identificada apenas no dia 241 com propor¢do de 0,01%.
Segundo KNITTEL e BOETIUS (2009), existem evidéncias de que células de ANME podem
estar associadas aos géneros Sphingomonas spp e Burkholderia spp., pertecentes a
alphaproteobacteria e betaproteobacteria, respectivamente. O género Sphingomonas foi
identificado no biorreator, porém em proporcdao menor que 0,01%. Outras BRS, tais como
Desulfomicrobium, Desulfovibrio, Desulfomonile e Syntrophus foram detectadas totalizando
uma abundancia relativa igual a 0,59% no dia 191 e 0,61% no dia 241, quando somados com

0s outros dois géneros citados (dados suplementares no apéndice tabela 12.2 e 12.3).

Os resultados do gréafico 8.7(b) sugerem que o género Methanosaeta foi favorecido ao longo
do cultivo, ao passo que o género Methanosarcina praticamente desapareceu do sistema. O
género Methanosaeta foi isolado a partir de digestores anaerdbios mesofilicos ou termofilicos
tratando efluentes domeésticos e outros tipos de sistemas anaerobios relacionados ao
tratamento de residuos. Methanosaeta foi relatado em sedimentos anoxicos de rios e
ambientes termofilicos como fontes termais, além de sistemas de tratamento de esgotos.
Membros do género Methanosarcina podem ser isolado a partir de ambientes de agua doce e
marinhos. Além desses, digestores anaerobios também podem abrigar esses micro-
organismos, além do ramen de animais (GARRITY e HOLT, 2001).

Os outros géneros identificados, tais como Methanobacterium, Methanobrevibacter e
Methanospirillum s&o micro-organismos metanogénicos que podem ser encontrados em
ambientes metanogénicos como sedimentos de agua doce, sedimentos oceéanicos, solos
pantanosos, trato gastrointestinal de animais e lodos provenientes de sistemas de tratamento
de esgoto doméstico. O hidrogénio ou gas carbdnico é usado como substrato metanogénico,
mesmo em ambientes em que as concentragdes de hidrogénio sdo muito baixas (GARRITY e
HOLT, 2001; KNITTEL e BOETIUS, 2009). O género Methanoregula, pertence a ordem
Methanomicrobiales e foi identificado a partir de amostras de pantanos nos EUA. Ressalta-se
que, ndo foram encontrados dados na literatura até o presente momento inferindo que
especificamente 0s géneros Methanobrevibacter, Methanospirillum e Candidatus
Methanoregula sdo metanotroficos. No entanto, como sdo arquéias metanogénicas, inseridas

nas ordens citadas como ANME, estes estdo aqui representados pelo grafico da figura 8.6b.

A coexisténcia de metanotréficas aerobias e anaerobias no sistema sugere que, embora o
reator tenha sido mantido sob condi¢fes controladas, como sensor de oxigénio e adicdo de
nitrogénio no meio de cultura e headspace para garantir condi¢cdes anaerobias, ao que tudo

indica, o reator se apresentou como andxico, formando microhabitats em seu interior que

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG
134



possibilitou o cultivo de ambos grupos de metanotroficas. Possivelmente, as condigcdes de
agitacdo, mantidas a 50 rpm ao longo de todo o periodo de cultivo possibilitaram a formagéo
desses habitats, onde parte da biomassa pode ter permanecido depositada no fundo do reator e
portanto, mantendo-se em anaerobiose, enquanto 0s micro-organismos em agitacdo eram
mantidos sob condic¢des de baixa concentracdo de oxigénio. Essa seria uma hipdtese, uma vez
que o sistema foi mantido fechado durante todo o periodo de cultivo e o eletrodo de oxigénio
dissolvido (OD) indicou concentracdo de Omg.L™ de OD no meio liquido.

Salienta-se que, embora as condicdes de cultivo, tais como 0 meio de cultura empregado
nessa pesquisa tenha sido igual ao reportado por LUESKEN et al. (2011a) para a selecdo e
cultivo de metanotroficas desnitrificantes (filo NC10), nesse trabalho, a porcentagem deste
filo foi de apenas 0,01%. LUESKEN et al. (2011a) utilizando lodo de uma estacdo de
tratamento de efluentes industrial (Lieshout, Holanda) constituida por trés reatores UASB em
paralelo seguido por um sistema Carrossel para nitrificacdo e desnitrificacdo, enriqueceu
metanotréficas do género Candidatus Methylomirabylis oxyfera, que apresentaram
abundéancia relativa de cerca de 60-70% da comunidade microbiana inserida no biorreator. Em
pesquisas anteriores, culturas de M.oxyfera também haviam sido obtidas de amostra mista
composta por sedimentos de dgua doce, lodo anaerébio e lodo de retorno do sistema de lodos
ativados (HU et al., 2009), além de sedimentos de 4agua doce da Holanda
(RAGHOEBARSING et al., 2006; ETTWIG et al., 2009). Nesse sentido, como € possivel
verificar, o inoculo utilizado nas pesquisas que permitiram o0 enriquecimento de
metanotroficas desnitrificantes, foram bem distintos e apresentavam condi¢cdes para o
desenvolvimento de bactérias desse filo, que, além do metano, necessitam de nitrito para a
reducdo e retirada do oxigénio molecular do éxido nitroso. Assim, como no presente trabalho
utilizou-se unicamente lodo de reator UASB proveniente de sistema de tratamento de esgoto
domeéstico, com quantidade quase nula de nitrito no interior da amostra, ndo foi possivel o
enriquecimento de bactérias do filo NC10. Além disso, as condi¢fes de operacdo do reator,
conforme comentado anteriormente, ainda que controladas para manter anaerobiose, parecem

ter resultado em condi¢des andxicas.

LUESKEN et. al. (2011), avaliou a capacidade de M.oxyfera ser mantido sob condigdes
microaerofilicas (2 a 8% de oxigénio) e como resultado viu-se o efeito deletério ao
metabolismo desse micro-organismo, sugerindo que condi¢Oes anaerobias estritas devem ser

mantidas.
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8.5.4 Consideragdes finais

Embora trés técnicas distintas, PCR-DGGE, MiSeg/lllumina e Pirosequenciamento 454
tenham sido adotadas para analise da comunidade microbiana desenvolvida no RBS, algumas
consideragdes podem ser feitas através da comparagdo das mesmas. Inicialmente, observou-se
que, conforme esperado e devido as limitagdes da técnica, a PCR-DGGE recuperou baixo
numero de sequéncias, uma vez que depende da PCR e também da amplificacdo do DNA
proveniente das bandas. O DGGE permite a separacdo de diferentes populacdes, mas sabe-se
que devido a corrida eletroforética, gradiente desnaturante, algumas populagdes podem néo
ser bem separadas e isto poderia subestimar o numero de popula¢des quando o perfil da
comunidade ¢ avaliado através de programas de bioinformatica, como o bionumerics. No que
se refere ao sequenciamento de nova geracdo, ambas as técnicas Miseq Illumina e
Pirosequenciamento 454 recuperaram elevado nimero de sequéncias. Ressalta-se, porém que,
0 pirosequenciamento recuperou 13.681 sequéncias, ao passo que pelo Miseq obteve-se

195.356 reads, confirmando o alto rendimento da ultima.

A utilizacdo da PCR gera diferentes nimeros de copias do gene em cada reacdo, 0 que
também € um fator limitante para se comparar a diversidade de espécies e/ou taxons
recuperados pelas técnicas, uma vez que sdo necessarias varias amplificacdes. Nesse sentido,
inclusive, uma mesma DGGE e/ou SNG com a mesma amostra de DNA, pode apresentar
perfis de bandas diferentes, no caso da DGGE e diferentes OTUs, no caso do SNG.

Nessa pesquisa, os primers utilizados no DGGE, 1055-1392, amplificaram a regido V8 do
Dominio Bacteria, ao passo que os primers da técnica Miseq Illumina, 515F e 926R,
delimitaram a regido V4-V5 da subunidade 16S do gene do RNA ribossomal de Archaea e
Bacteria. Ja os primers da técnica de Pirosequenciamento 454, 515F e 806R amplificaram a
regido V4 do RNAr 16S. Dessa forma, uma vez que cada iniciador apresenta especificidade
distinta pelo DNAr 16S da amostra, era esperado que os resultados apresentassem diferencas

entre si.

Ainda assim, verificou-se, que na maioria das amostras, indepedentes da técnica, a presenca
de metanotrdéficas foi observada. Pela DGGE, verificou-se nas amostras do inoculo, 191 dias e
417 dias de operacdo, a presenca de metanotroficas (98% de similaridade com o género
Methylocaldum). Por essa técnica, na amostra apds 241 dias de cultivo, ndo foi possivel
detectar esse grupo. No entanto, pelo perfil de bandas, observou-se uma banda em posi¢édo

similar aquela encontrada nas amostras anteriores e relacionada ao género Methylocaldum. No
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entanto, quando o SNG Miseq Illumina foi adotado para a amostra do dia 241, recuperou-se
elevado numero de reads para Methylocaldum (8,2% de abundancia), confirmando o alto
poder de cobertura do SNG em comparagdo com a técnica de DGGE (que detecta somente 0s
organismos mais dominantes). Pela plataforma MiSeq Illumina, os trés periodos apresentaram
a presenca deste género e a amostra do dia 191 foi a que apresentou maior abundancia (8,9%).
Com 100 dias de cultivo, também observou-se pela técnica do pirosequenciamento, cerca de
2,5% de Methylocaldum. O pirosequenciamento avaliou as amostras do indculo e 100 dias de
operacdo, mas por esta técnica esse género nao foi detectado na amostra do inoculo, o que
poderia estar relacionado ao primer e ao PCR, conforme discutido anteriormente. A tabela 8.6
apresenta um resumo dos grupos de metanotroficas encontrados de acordo com as técnicas
empregadas ao longo da operagdo completa do reator. A partir dos resultados apresentados na
tabela 8.6 pode-se concluir que o objetivo de selecionar e cultivar microrganismos
metanotroficos a partir de lodo de UASB foi alcancado, e que sdo necessarios pelo menos de
6 a 8 meses para se obter elevada atividade metanotrofica e maior abundancia desses

microrganismos.
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Tabela 8-6. Atividade metanotrdéfica e grupo de micro-organismos metanotroficos
encontradas ao longo da operacéo do reator de acordo com as técnicas® adotadas.

Amostra/
técnica

Atividade
Metanotroéfica
(mL.CH,.gSTV*dia™)

DGGE

Pirosequenciamento

Miseg/Illumina

Inéculo

6

Methylocaldum

ANME (8,1%)

N&o realizado

100 dias

Nao realizadao

Methylocaldum (2,5%)

Methylocystis
(0,2%)
ANME (1,0%)

N&o realizado

191 dias

17,3

Methylocaldum

Nao realizado

Methylocaldum
(8,9%)
Methylosinus
(0,76%)
ANME (0,1%)

241dias

15,4

Nao realizado

Methylocaldum
(8,2%)
Methylosinus
(2,3%)
Methylomonas
(0,02%)

Filo NC10 (0,01%)
ANME (0,01%)

417dias

12

Methylocaldum

Nao realizado

Methylocaldum
(1,7%)
Methylosinus
(0,16%)
Methylomonas
(0,33%)
Methylococcales

(7%)

e

Methylacidiphilales

(0,8%);

! A técnica da PCR também foi realizada para todos os dias amostrados com o primer para o grupo ANME. No entanto,
apenas para o inéculo, dia 100 e 191, o grupo foi detectado, corroborando com os resultados obtidos pelo SNG.

Bactérias metanotroficas® Methylosinus, Methylocystis, Methylococcales e Methylacidiphilales;

A tabela 8.7 apresenta os dados de atividade metanotréfica em molaridade comparados com

as referéncias de ensaios de oxidacdo de metano encontrados na literatura.
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Tabela 8-7. Atividade metanotrofica encontrada nos ensaios realizados comparados a

literatura.
Condicéo
Amostras Atividade metanotréfica descrita na Referéncia

literatura
Lodo de UASB - trabalho 240 pmol CH,.gSTV.dia™ SINISZ%?SLCHI’
Biomassa RBS — 191 dias 692 umol CH,.gSTV.dia’ S'N'Sz%’,fé-(:”"
Biomassa RBS — 241 dias 616 pmol CH,.gSTV.dia™ S'N'SZ%?SLCH"
Biomassa RBS — 417 dias 480 pmol CH,.gSTV.dia™ SINISZ%%‘CHI’

1,0x107°-0,00311

100-400ppm de

Amostras de solo MolCH..0-1.h-1 CH,no KNIEF et al., 2010
H #g-2 headspace
Sedimentos de valas 0,00018 pmolCH,.min*.mg  2,5a 10% de ETTWIG et al.,
agricolas e de 4gua doce de proteina’ CH, a 30°C 2009
Solo do Artico 0,0025-0,00175 umolCH,.g  CH,sem meio MARTINEAU et al.,
d? mineral a 4°C 2010
Solo do Artico 0,0075 - 0,00115 pmol BCH, sem meio MARTINEAU et al.,
CH,g*d? mineral a 25°C 2010
Solo do 4rtico 0,1 pmol CH,.g*.d™ 13(:!44 commeio MARTINEAU et al.,
mineral a 4°C 2010
Solo do 4rtico 0,3-0,55 pmol CH,.g.d*  CH,com meio MARTINEAU et al.,
mineral a 25°C 2010
Lodo granular de UASB
tratando efluente 11,4 pmol CH,.gSTV.dia™
industrial
BCH, MEULEPAS et al.,
2010
L. . o
L°d§ea|r(‘)%>gsc‘;t?\faﬂgtsema 160000pmol.gSSV™* 25a28C HO et al. (2013)
H 0
Sistema OLAND 85000pmol.gSSV! 25a28°C HO et al. (2013)
Lodo de retorno de LA 34000umol.gSSV™* 25a28°C HO et al. (2013)
Lodo de digestores 25a28°C

anaerobios

22000pumol.gSSVv™*

HO et al. (2013)

Pelos dados acima referenciados é possivel verificar que a atividade metanotrofica encontrada
se difere as demais. Mas comparando com o trabalho de Meuleupas et al. (2010), verifica-se
gue a atividade metanotrofica do lodo de reator UASB tratando esgoto domestico
(determinada no presente trabalho) foi 24 vezes maior em relacdo a atividade determinada
para o lodo de reator UASB tratando efluente industrial. A atividade metanotrofica da
biomassa enriquecida no experimento de cultivo foi cerca de 60 vezes maior em relacdo a
atividade do lodo granular usado por Meuleupas, confirmando que de fato o cultivo

selecionou microrganismos metanotroficos.
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Os indices de diversidade analisados mostraram uma elevada diversidade em todas as
amostras. No entanto, uma vez que a técnica do DGGE possui limitagdes como a migracao
ndo ideal das bandas, a andlise da diversidade foi baseada nos resultados do MiSeq, que

possibilitaram melhor cobertura da comunidade microbiana presente nas amostras.

Apesar das técnicas de sequenciamento massivo usarem plataformas diferentes
(pirosequenciamento 454 e Miseq lllumina), foi possivel observar que as amostras do indculo
e apos 100 dias de cultivo (tabela 8.8), apresentaram maior riqueza e diversidade em relacédo
as demais amostras, no entanto a abundancia e a dominancia foram inferiores. Neste primeiro
momento havia uma comunidade rica em espécies e com uniformidade na distribuicdo dos
individuos. Ap6s 191 dias, observa-se um aumento na abundancia e queda na riqueza, em
comparagdo ao periodo anterior. Considerando a segunda fase do experimento (dias 191, 241
e 417), foi possivel observar que a abundancia foi decrescendo ao longo do periodo amostral,

enquanto a riqueza oscilou entre os dias de amostragem, sendo maior no dia 241.

Tabela 8-8. Comparacéao entre os indices de diversidade encontrados no RBS ao longo de
todo o periodo de operacao.

Pirosequenciamento Miseq
Illumina
In6culo RBS -100 RBS - 191 dias RBS -241 RBS - 417 dias
dias dias
Ndmero de 4843 8838 112839 62669 19849
Sequéncias

lidas
Riqueza 201 OTUs 221 OTUs 95 OTUs 107 OTUs 88 OTUs
Shannon 3,11 (+0,3) 3,51(+ 0,3) 1,75 (+ 0,4) 1,85 (+ 0,4) 2,58 (+0,4)
(H)
Simpson 0,90 (+ 0,02) 0,93 (£0,02) 0,71(x 0,08) 0,67 (+0,08) 0,84 (+ 0,08)
(1/D)
Chao 1 314 286 105 115 118

A sucessdo ecoldgica ocorrida no reator em todos os periodos amostrados (indculo, 100 dias,

191 dias, 241 dias e 417 dias) é apresentada na figura 8.7.
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Figura 8-7. Filos mais abundantes (1%) no RBS ao longo do periodo operacional. Figura
8.7a: Dados obtidos pela plataforma Miseq lllumina. Figura 8.7b: Dados obtidos pelo

Pirosequenciamento 454.

Ressalta-se, que os resultados obtidos serdo aqui discutidos, mas como as técnicas utilizadas
para verificar abundancia nos diferentes periodos foram distintas, as abundéncias relativas néo
serdo comparadas entre si. A composicdo da comunidade microbiana foi semelhante a
trabalhos anteriores onde amostras de lodo de esgoto foram utilizadas. No inéculo usado no
presente trabalho, lodo de reator UASB tratando esgoto doméstico, os filos dominantes foram
Synergistetes e Firmicutes. Ap6s 100 dias de cultivo, os filos predominantes passaram a ser
Planctomycetes e Verrucomicrobia. Apenas nesse Gltimo filo, ha relatos de micro-organismos
metanotréficos, conhecidos por habitarem ambientes extremos, tais como lavas vulcénicas. O

género Candidatus Methylacidiphillum também foi detectado, porém em abundancia menor
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que 0,01% no periodo compreendido entre os dias 191 a 417 dias de cultivo no reator. O filo
NC10 foi encontrado em baixa abundancia (0,01%) apds 191 dias de cultivo. Nos dias 191,
241 e 417, os filos Proteobacteria e Chloroflexi foram dominantes, sendo que o filo
Proteobacteria abriga o0s metanotroficos aerobios detectados nesse trabalho como
Methylosinus, Methylomonas e Methylocaldum, sendo o Gltimo dominante dentre os géneros
de metanotroficas. As OTUs relacionadas a arquéias metanotroficas, géneros
Methanobacterium e Methanosaeta, foram detectadas no indculo. No entanto, ap6s 417 dias
de operacdo as abundancias relativas desses géneros foram reduzidas, sendo que a populagéo
de Methanobacterium desapareceu e a de Methanosaeta apresentou baixa abundancia
(0,25%). Tal fato poderia ser explicado pelas condigdes de operacdo do reator que, embora
tenha sido controlada para anaerobiose, ndo manteve-se dessa forma e parece ter criado
nichos microaerofilicos e andxicos em seu interior, uma vez que possibilitou o
enriquecimento de Methylocaldum, uma metanotréfica aerdbia e ainda manteve arquéias
metanogénicas relacionadas ao grupo ANME. Apos a coleta do dia 241 de operacdo, a vazdo
de metano foi aumentada e parece néo ter sido favoravel ao género Methylocaldum, uma vez
gue a abundancia foi reduzida consideravelmente de 8,2% para 1,7%. Nesse sentido, conclui-
se que as condicdes de operacdo do reator foram favoraveis a selecdo de metanotroficas da
classe Gammaproteobacteria, dentro dessa, o género Methylocaldum pbde ser encontrado em
elevada abundancia relativa, principalmente nos dias 191 e 241 de operacéo do reator, onde
apresentaram-se com 8,9 e 8,2% de abundancia. O periodo compreendido pelo dia 241 parece
ter sido o mais favoravel ao cultivo de metanotroficas, uma vez que também apresentou a
maior taxa de oxidacdo anaerdbia do metano (SINISCALCHI et al., 2015), além de outros
filos relacionados a metanotréficas, como o NC10, Verrucomicrobia com o género C.
Methylacidiphillum e o género de arquéias metanogénicas relacionada a OAM,

Methanobacterium.

A tabela 8.9 apresenta os diferentes grupos fisiolégicos contidos no interior do reator e 0
somatorio dos reads representantes de cada grupo. O detalhamento sobre a porcentagem de
cada read é apresentada na tabela 12.4 (apéndice). A tabela 12.5 contida no apéndice

complementa os dados e traz as OTUs com maior nimero de reads (abundéancia >1%)

Pela tabela 8.9, pode-se verificar a predominancia de bactérias hidroliticas e fermentadoras,
seguido de arquéias metanogénicas no inoculo. Tal resultado é esperado, uma vez que s@o
micro-organismos envolvidos na digestdo anaerébia da matéria organica que ocorre em lodos

anaerdbios. Apos 100 dias, a abundéncia dessas reduziu-se, uma vez que 0 meio ndo continha
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fonte de carbono orgéanico. Observa-se também, elevacdo da porcentagem de bactérias
heterotrdficas desnitrificantes. A abundancia de metanotréficas nesse dia também comecou a
se elevar. No dia 191, verificou-se uma selecdo de metanotroficas no interior do reator, onde 0
género dominante foi Methylocaldum. As condicbes parecem ter sido favoraveis as
metanotroficas e desfavoraveis a outros grupos, o que poderia explicar a elevada abundancia
de bactérias heterotroficas e também de ndo sulfurosas no dia 191. Provavelmente neste
periodo (dia 191) ainda tinha matéria orgénica no reator oriunda da morte e lise de células
(SMP) e esses compostos deveriam estar sendo usados pelas BRS e heterotroficas
desnitrificantes, visto que a abundancia desses grupos foi elevada neste tempo. Bactérias
parpuras ndo sulfurosas podem consumir acidos graxos de cadeia curta conforme descrito por
OKUBO et al. (2006). E importante salientar que a biomassa do reator nio apresentava-se
com coloracgdo rosada, apesar da presenca dessas bactérias, pois o reator era coberto por uma
manta aquecedora, sendo, portanto, protegido da luz natural. Apos 241 dias, a abundancia
relativa de metanotrdficas apresentou-se mais elevada, comparada aos demais periodos,

decaindo um pouco no periodo final, apds 417 dias de cultivo.

Tabela 8-9. Grupos fisiolégicos presentes no interior do RBS ao longo da operagéo.
Abundancia de micro-organismos (%)  In6culo Dial00 Dial91 Dia241  Dia4l7

Bactérias metanotroficas® 0,00 2,69 9,67 10,95 7,95
Arquéias metanogénicas® 8,40 1,01 0,11 0,03 0,26
Bactérias redutoras de sulfato® 0,28 0,22 22,34 3,15 0,95
Bactérias hidroliticas/fermentadoras® 54,86 9,50 4,16 1,78 13,23
Bactérias sintréficas acetogénicas® 0,02 0,01 0,31 0,02 0,02
Desnitrificantes heterotroficas' 0,04 4,98 12,41 2,66 1,43
Bactérias sulfurosas® 0,02 0,20 0,08 0,39 0,05
Bactérias ndo sulfurosas” 0,00 0,02 4,47 0,63 0,14

Os reads correspondentes as ordens, familias e/ou géneros abaixo especificados foram somados e a porcentagem total de
cada grupo funcional é apresentada na tabela acima.

O grupo de metanotroficas, em negrito, representa o grupo de interesse nesse trabalho.
Bactérias metanotroficas® Methylosinus, Methylocystis, Methylococcales e Methylacidiphilales;

Arquéias metanogénicasb: Methanobacterium, Methanobrevibacter, Candidatus Methanoregula, Methanospirillum,
Methanosaeta, Methanomethylovorans e Methanosarcina;

Bactérias redutoras de sulfato®: Desulfarculales, Desulfobacterales, Desulfovibrionales, Desulfuromonadales,
Syntrophorhabdaceae e Syntrophobacterales;

Bactérias hidroliticas/fermentadoras®: Clostridiales, Flavobacterium, Schlesneria, Singulisphaera, Achromobacter,
Comamonadaceae, Aminobacterium, Aminomonas, Synergistes, Cloacibacillus, Bacteroides, Bacillus, Escherichia
Prevotella, Caldilinea, Aminiphilus, Opitutus e Lactobacillus;

Bactérias sintréficas acetogénicas®: Syntrophomonas, Smithella, Syntrophobacter, Syntrophus;

Desnitrificantes heterotroficas’ e redutoras de nitrato® e nitrito>: Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, Comamonas,
Pseudomonoas, Ralstonia, Bradyrhizobium, Pseudoxanthomonas, Acidovorax, Variovorax, Thermomonas, Paracoccus,
Azospirillum, Azoarcus, Azospira, Dechloromonas, Planctomycesl, Hyphomicrobiumle Pseudoxanthomonas?;

Bactérias sulfurosas®: Cromatiales, Thiobacillus, Thiobacterales, Halothiobacillus, Chlorobiales, Thiotrichales e
Sulfuricurvum;

Bactérias ndo sulfurosas™: Rhodobacter, Rhodococcus, Blastochloris, Rhodoplanes e Rhodopseudomonas.
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8.6 Conclusodes

Os resultados desse estudo permitiram compreender a diversidade e dindmica da comunidade
microbiana presente no reator e verificar que, tanto metanotroficos aerébios como anaerobios
foram enriquecidos. Os filos mais abundantes identificados nas amostras a partir do
sequenciamento de nova geracdo pela plataforma MiSeq foram Proteobacteria (40%),
Chloroflexi (23%), Firmicutes (54%), GNO4 (4%), Armatimonadetes (3%), Actinobacteria
(4%), Planctomycetes (3%), Acidobacteria (2%), Bacteroidetes (1%), BRC1 (1%), Chlorobi
(1%) e Verrucomicrobia (1%). Os filos que abrigam metanotroficas anaerdbias, tais como
Euryarchaeota e NC10, estiveram presentes em baixa abundancia (cerca de 0,2% e 0,01%).
Dentro do filo Proteobacteria, os géneros (previamente conhecidos) de metanotréficas
aerdbias Methylocaldum, Methylosinus e Methylomonas), foram identificados na biomassa do
reator ap6s 191 dias de cultivo, indicando que as condicdes foram seletivas, favorecendo esses
grupos. Methylocaldum apresentou abundéncia relativa de 8,9% e 8,2% nos dias 191 e 241 de
operacdo do reator, respectivamente, sugerindo que as condi¢fes de cultivo foram seletivas
para este género e que o in6culo utilizado, lodo de reator UASB, foram adequados para a
selecdo de micro-organismos oxidadores de metano. A técnica da PCR-DGGE também
recuperou bandas de elevada similaridade com o género Methylocaldum, nos periodos
avaliados, confirmando os dados obtidos pelo SNG. A deteccdo de elevada abundancia de
sequencias relacionadas ao filo Chloroflexi, que cada vez mais tem sido reportados em
reatores anaerobios e autotréficos, indica que o reator estava em condi¢des anoxicas. Portanto,
apesar das condicGes usadas no presente estudo terem sido especificas para organismos
metanotroficos desnitrificantes, esses organismos ndo foram selecionados a partir do indculo

usado, mas sim bactérias metanotréficas conhecidos como aerdbias.
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9 CONCLUSOES GERAIS

As conclus6es de acordo com cada objetivo especifico serdo aqui resumidas:

v Objetivo 1 - Bactérias e arquéias metanotréficas foram encontradas nas amostras de
lodo e/ou sedimentos provenientes de diferentes sistemas de tratamento de esgoto
doméstico (reator UASB, wetlands, lagoas de polimento e lodo de recirculacdo de
sistema de lodos ativados), indicando presenca desses micro-organismos nas
respectivas amostras. A partir dos resultados, o lodo de UASB foi escolhido para ser o
inbculo usado no experimento de selecdo e cultivo de micro-organismos
metanotroficos anaerobios.

v Objetivo 2 - As condi¢des mais adequadas para o teste de determinacdo do potencial
de oxidag&o anaerobia de metano foram estabelecidas. As melhores condigdes foram:
lodo de UASB lavado, incubado com meio de cultura contendo nitrito e nitrato sob
condicdes de agitacdo (250 rpm) a 30°C, e, adicdo de 20mL de metano na atmosfera
do frasco. A concentracdo de STV foi estabelecida para 5g.L™ para que o0s ensaios a
partir de lodos coletados de diferentes tempos fossem comparaveis. A atividade
metanotrofica a partir de lodo de UASB foi determinada, sendo o valor médio obtido
de 6 mMLCH,.g.STV'.dia’. No UASB em escala piloto utilizado, a oxidacéo do
metano é responsavel pelo consumo de 29% do metano presente no interior do sistema,
mostrando que grande parcela do metano é oxidado biologicamente pelos micro-
organismos metanotréficos e sua importancia nesses sistemas.

v Objetivo 3 - O cultivo de micro-organismos metanotroficos a partir de lodo de UASB
como indculo em RBS foi realizado e apresentou como filos dominantes ap6s 100 dias
de cultivo, Planctomycetes (21%), Verrucomicrobia (18%), Chloroflexi (12%) e
Proteobacteria (11%). O género relacionado a arquéias ANME, Methanobacterium
estiveram presentes em abundancia relativa de 1%, além das bactérias metanotréficas
Methylocaldum, Methylocystis e Methylosinus, que apresentaram propor¢ao de 2,5%,
0,2% e 0,01%, respectivamente. Assim, é possivel sugerir que as condi¢6es de cultivo
foram seletivas para a biomassa de metanotréficas, favorecendo o enriquecimento
desses grupos. A atividade metanotréfica anaerdbia da biomassa cultivada apés 191 e
241 dias foi quase 2,5 vezes maior que a atividade metanotréfica do lodo de indculo.

v" Objetivo 4 - Os resultados desse estudo permitiram compreender a dindmica e
composicdo da comunidade microbiana que se desenvolveu no reator ao longo de 13
meses de cultivo e verificar que, tanto metanotroficos aerébios como anaerdbios

estiveram presentes no reator. Ampla variabilidade de filos pdde ser observada ao
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longo de todo o periodo de cultivo, sendo predominantes, ao final da operacéo, os filos
Chloroflexi e Proteobacteria. Os géneros Methylocaldum, Methylosinus e
Methylomonas foram identificados na biomassa do reator apds 6 e 8 meses de cultivo,
indicando que as condicdes usadas foram seletivas a esses géneros. Apos 8 meses de
cultivo a biomassa enriquecida apresentou cerca de 11% de bactérias metanotroéficas,

indicando o sucesso do enriquecimento e do lodo escolhido.
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10 RECOMENDACOES

A partir dessa pesquisa, propde-se 0s seguintes trabalhos:

O Selegdo e cultivo de micro-organismos metanotroficos utilizando-se como indculo o
lodo proveniente do sistema de lodos ativados, uma vez que ocorre a nitrificacdo e
desnitrificacdo nesse sistema. A partir desse inoculo, seria favoravel, o enriquecimento
de metanotroficas desnitrificantes (filo NC10), o que ndo foi possivel no presente
estudo.

O A utilizacdo de sedimentos de lagoas de polimento, que poderia ser um indculo Unico,
ou um composto, juntamente com o lodo de recirculacdo do sistema de lodos ativados.
Em todos esses sistemas foram detectadas metanotroficas do grupo ANME através de
PCR no presente estudo.

O Uma vez que PEREIRA et al. (2014) relataram a presenca de metanotroficas
desnitrificantes do filo NC10 em baixissima abundéncia no interior de um reator
Anammox, inoculado com amostra proveniente de lodos ativados, seria relevante
avaliar a possibilidade de associar as condi¢des da oxidacdo anaerdbia da amonia e a
oxidagdo do metano dependente do nitrito (processo N-DAMO) em um mesmo reator
utilizando-se amostra de lodos ativados a fim de selecionar micro-organismos
relacionados ao processo Anammox e N-DAMO contribuindo, portanto, para a
reducéo das perdas de amonia, nitrito e metano em efluentes. LUESKEN et al. (2011a)
enriqueceram bactérias Anammox a partir de cultura de M. oxyfera que continha
apenas parcela insignificante de bactérias Anammox. No entanto, a co-cultura foi
proveniente de um indculo misto composto de valas de drenagem de terras agricolas,
planicies de inundacgdo e sistemas de tratamento de esgotos. Nesse sentido, a proposta
de utilizag&o desse lodo, que poderia ser coletando-se amostras nos tanques de lodos
ativados e na linha de recirculacdo do lodo, seria relevante do ponto de vista do
saneamento ambiental.

O Cultivar metanotréficas em condicdes aerdbias e implementar e validar um método
para avaliar o potencial de oxidagdo aerébia do lodo e escuma provenientes de reatores
UASB tratando esgoto doméstico a fim de determinar o potencial de oxidagdo do
metano em todo o sistema.

O Através da utilizacdo de **CH, e da técnica do DNA-SIP, realizar um estudo sobre os
micro-organismos metabolicamente ativos relacionados ao processo de oxidacao
anaer6bia do metano presentes em lodo de reator UASB e outros sistemas de

tratamento de esgoto doméstico.
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12 APENDICE

12.1 Resultados complementares — Capitulo 6

Gréaficos de cada unicata dos Ensaios de Oxidacdo do Metano representando os pontos de
decaimento e o ajuste dos pontos de decaimento como polindmio de ordem 2.

ENSAIO DE POTENCIAL DE OXIDACAO ANAEROBIA DO METANO | — POANM |
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ENSAIO DE POTENCIAL DE OXIDACAO ANAEROBIA DO METANO Il - POANM
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ENSAIO DE POTENCIAL DE OXIDACAO ANAEROBIA DO METANO IIl - POANM
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12.2 Resultados complementares — Capitulo 8

Tabela 12-1. Abundancia relativa de todos os filos encontrados no interior do RBS ao longo
de toda a operacéo do reator®,

Filo Dia 191 Dia 241 Dia 417%°
Crenarchaeota 0,00% 0,02% 0,00%
Euryarchaeota 0,11% 0,03% 0,26%
Acidobacteria 2,68% 3,53% 1,29%
Actinobacteria 4,39% 4,12% 4,98%

Armatimonadetes 0,61% 6,98% 4,07%
BRC1 0,20% 0,28% 1,93%
Bacteroidetes 2,15% 1,39% 0,38%
Caldiserica 0,00% 0,00% 0,00%
Chlorobi 0,28% 1,64% 1,52%
Chloroflexi 9,26% 32,18% 27,73%
Cyanobacteria 0,05% 0,15% 0,21%
Deferribacteres 0,00% 0,00% 0,00%
Elusimicrobia 0,01% 0,04% 0,00%
FBP 0,00% 0,07% 0,00%
Firmicutes 4,15% 1,21% 8,45%
GNO04 0,17% 10,15% 1,02%
Gemmatimonadetes 0,07% 0,57% 0,31%
KSB3 0,00% 0,00% 0,00%
NC10 0,00% 0,01% 0,00%
NKB19 0,05% 0,16% 0,01%
Nitrospirae 0,58% 0,18% 0,06%
OP11 0,00% 0,14% 0,01%

OP3 0,00% 0,00% 0,00%

OP8 0,00% 0,00% 0,00%

OP9 0,00% 0,00% 0,62%

Armatimonadetes 0,00% 0,00% 0,00%
Planctomycetes 6,82% 1,23% 0,73%
Proteobacteria 61,76% 33,92% 23,67%

SBR1093 0,00% 0,00% 0,00%
Spirochaetes 0,07% 0,04% 0,00%
Synergistetes 0,19% 0,02% 0,00%
TM6 0,01% 0,00% 0,00%
TPD-58 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes 0,66% 0,00% 0,00%
Thermotogae 0,00% 0,01% 0,00%
Verrucomicrobia 1,73% 1,17% 1,54%
WPS-2 0,00% 0,00% 0,00%

WS3 0,01% 0,03% 0,00%

WS6 0,00% 0,00% 0,00%

Nao classificados 3,99% 0,73% 21,19%

¥ Resultado obtido pela plataforma Miseq do Illumina.
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Tabela 12-2. Ordens obtidas através da plataforma Miseq lllumina nos dias 191, 241 e 417

amostrados do RBS. (Continua)

Ordem Dia 191 Dia 241 Dia 417
Methanobacteriales 0,09% 0,01% 0,00%
Methanomicrobiales 0,01% 0,00% 0,00%
Methanosarcinales 0,01% 0,02% 0,26%

E2 0,00% 0,00% 0,00%
Cccu21 0,55% 0,92% 0,94%
iii1-15 0,01% 0,03% 0,01%
Acidobacteriales 0,00% 0,00% 0,00%
MVS-40 0,02% 0,04% 0,00%
Holophagales 0,00% 0,00% 0,00%
Solibacterales 1,33% 0,19% 0,03%
RB41 0,69% 1,89% 0,27%
SJA-36 0,09% 0,46% 0,02%
Acidimicrobiales 0,19% 1,59% 0,68%
Actinomycetales 3,71% 0,22% 3,69%
Coriobacteriales 0,00% 0,00% 0,03%
Gaiellales 0,33% 0,25% 0,07%
Solirubrobacterales 0,16% 2,04% 0,50%
TP122 0,01% 0,09% 0,02%
Fimbriimonadales 0,48% 6,62% 0,46%
Bacteroidales 0,22% 1,31% 0,24%
Cytophagales 0,00% 0,01% 0,00%
Flavobacteriales 1,88% 0,03% 0,13%
Saprospirales 0,05% 0,03% 0,01%
Caldisericales 0,00% 0,00% 0,00%
WCHB1-02 0,00% 0,00% 0,00%
Chlorobiales 0,01% 0,14% 0,03%
Ignavibacteriales 0,00% 0,01% 0,00%
Anaerolineales 0,84% 0,61% 0,74%
Caldilineales 0,10% 0,82% 0,08%
S0208 0,00% 0,01% 0,01%
SBR1031 1,41% 4,49% 2,44%
envOPS12 6,68% 25,04% 23,69%
Dehalococcoidales 0,00% 0,00% 0,00%
AKYG885 0,01% 0,02% 0,00%
mlel-48 0,01% 0,40% 0,04%
MLE1-12 0,04% 0,10% 0,01%
Chlorophyta 0,01% 0,05% 0,20%
Euglenozoa 0,00% 0,00% 0,00%
Nostocales 0,00% 0,01% 0,00%
Chroococcales 0,00% 0,00% 0,00%
Deferribacterales 0,00% 0,00% 0,00%
Elusimicrobiales 0,00% 0,00% 0,00%
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Ordem Dia 191 Dia 241 Dia 417
MVP-88 0,00% 0,00% 0,00%
Bacillales 0,00% 0,01% 0,01%
Lactobacillales 0,01% 0,00% 0,00%
Turicibacterales 0,00% 0,01% 0,00%
Clostridiales 4,06% 1,06% 8,41%
MBAO08 0,00% 0,00% 0,00%
Natranaerobiales 0,00% 0,00% 0,00%
OPB54 0,06% 0,11% 0,01%
SHA-98 0,00% 0,00% 0,00%
Thermoanaerobacterales 0,00% 0,00% 0,01%
Erysipelotrichales 0,00% 0,00% 0,00%
JH-WHS47 0,00% 0,01% 0,00%
Nitrospirales 0,58% 0,18% 0,06%
GIF10 0,00% 0,00% 0,00%
OPB72 0,00% 0,00% 0,62%
Ucm1571 0,00% 0,00% 0,00%
T8-B82 0,00% 0,00% 0,00%
CL500-15 0,00% 0,00% 0,00%
AKAU3564 0,00% 0,00% 0,00%
MSBL9 0,00% 0,01% 0,00%
Phycisphaerales 0,00% 0,02% 0,00%
Plal 0,05% 0,17% 0,00%

S-70 0,00% 0,00% 0,00%
WD2101 0,07% 0,10% 0,00%
mlel-8 0,00% 0,00% 0,00%
Gemmatales 0,01% 0,12% 0,02%
Pirellulales 5,90% 0,38% 0,09%
Planctomycetales 0,01% 0,17% 0,04%
Brocadiales 0,000% 0,001% 0,000%
DH61 0,00% 0,05% 0,00%
BD7-3 0,00% 0,00% 0,03%
Caulobacterales 0,01% 0,05% 0,04%
Kiloniellales 0,01% 0,05% 0,01%
Rhizobiales 13,89% 3,71% 1,19%
Rhodobacterales 0,11% 0,02% 0,00%
Rhodospirillales 1,96% 1,65% 0,29%
Rickettsiales 0,00% 0,07% 0,01%
Sphingomonadales 0,07% 0,02% 0,01%
ASSO-13 0,00% 0,00% 0,00%
Burkholderiales 0,08% 0,72% 6,98%
Hydrogenophilales 0,00% 0,02% 0,01%
Methylophilales 0,00% 0,01% 0,00%
Nitrosomonadales 0,00% 0,00% 0,00%
Rhodocyclales 7,27% 9,70% 4,64%
SBlal4 0,00% 0,00% 0,00%
SC-1-84 1,51% 1,09% 0,43%
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Ordem Dia 191 Dia 241 Dia 417

Desulfarculales 0,00% 0,00% 0,00%
Desulfobacterales 0,40% 0,28% 0,01%
Thiobacterales 0,00% 0,02% 0,00%
Bdellovibrionales 0,00% 0,00% 0,00%
Desulfovibrionales 0,02% 0,31% 0,38%
Desulfuromonadales 0,00% 0,03% 0,00%
GMD14H09 0,00% 0,00% 0,00%
GW-28 0,00% 0,00% 0,00%
MBNT15 0,00% 0,00% 0,00%
Myxococcales 2,44% 0,11% 0,01%
NKB15 0,00% 0,01% 0,00%
Syntrophobacterales 21,92% 2,53% 0,55%
Campylobacterales 0,00% 0,00% 0,01%
Aeromonadales 0,01% 0,00% 0,00%
Alteromonadales 0,01% 0,04% 0,01%
Chromatiales 0,01% 0,08% 0,00%
Enterobacteriales 0,00% 0,00% 0,26%
HOC36 0,00% 0,00% 0,01%
Legionellales 0,01% 0,01% 0,07%
Methylococcales 8,91% 8,19% 6,95%
Oceanospirillales 0,00% 0,00% 0,03%
PYR10d3 0,01% 0,00% 0,00%
Pseudomonadales 0,04% 0,01% 0,00%
Thiotrichales 0,06% 0,12% 0,00%
Vibrionales 0,00% 0,00% 0,00%
Xanthomonadales 2,80% 4,98% 0,42%
Marinicellales 0,00% 0,00% 0,00%
PHOS-HD29 0,00% 0,01% 0,00%
Sphaerochaetales 0,00% 0,00% 0,00%
Spirochaetales 0,01% 0,04% 0,00%
Leptospirales 0,06% 0,00% 0,00%
Synergistales 0,19% 0,02% 0,00%
Acholeplasmatales 0,66% 0,00% 0,00%
Thermotogales 0,00% 0,01% 0,00%
Opitutales 1,29% 0,21% 0,13%
LD1-PB3 0,00% 0,01% 0,00%
WCHB1-41 0,01% 0,00% 0,00%
Verrucomicrobiales 0,00% 0,01% 0,00%
Methylacidiphilales 0,00% 0,45% 0,84%
Methylacidiphilales 0,00% 0,00% 0,00%
Pedosphaerales 0,42% 0,41% 0,56%
Chthoniobacterales 0,00% 0,00% 0,00%
GNO3 0,01% 0,03% 0,00%
PBS-111-9 0,00% 0,00% 0,00%
Sediment-1 0,00% 0,00% 0,00%
Cloacamonales 0,00% 0,00% 0,00%
Nao classificados 6,13% 15,10% 32,20%
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Tabela 12-3. Géneros obtidos através da plataforma Miseq lllumina nos dias 191, 241 e 417

amostrados do RBS. (Continua)
Género Dia 191 Dia 241 Dia 417
Methanobacterium 0,09% 0,01% 0,00%
Methanobrevibacter 0,00% 0,00% 0,00%
Candidatus Methanoregula 0,00% 0,00% 0,00%
Methanospirillum 0,01% 0,00% 0,00%
Methanosaeta 0,00% 0,01% 0,25%
Methanomethylovorans 0,00% 0,01% 0,01%
Methanosarcina 0,01% 0,00% 0,00%
Candidatus Koribacter 0,00% 0,00% 0,00%
Candidatus Solibacter 0,02% 0,02% 0,01%
lamia 0,00% 0,00% 0,00%
Actinomyces 0,00% 0,00% 0,01%
Geodermatophilus 0,00% 0,00% 0,05%
Gordonia 0,00% 0,01% 0,00%
Phycicoccus 0,00% 0,00% 0,01%
Microbacterium 0,00% 0,01% 0,00%
Salinibacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Catellatospora 0,00% 0,00% 0,00%
Pilimelia 0,00% 0,00% 0,00%
Mycobacterium 0,00% 0,06% 3,58%
Nocardia 0,00% 0,00% 0,00%
Rhodococcus 3,66% 0,08% 0,01%
Nocardioides 0,00% 0,00% 0,00%
Pimelobacter 0,00% 0,00% 0,00%
Propionicimonas 0,00% 0,03% 0,00%
Propionibacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Bacteroides 0,00% 0,00% 0,00%
Paludibacter 0,00% 0,17% 0,00%
Prevotella 0,01% 0,00% 0,05%
Blvii28 0,00% 0,00% 0,00%
Sporocytophaga 0,00% 0,01% 0,00%
Candidatus Amoebophilus 0,00% 0,00% 0,00%
Crocinitomix 0,00% 0,00% 0,00%
Fluviicola 0,00% 0,00% 0,00%
Flavobacterium 0,00% 0,00% 0,13%
Chryseobacterium 1,88% 0,02% 0,00%
Cloacibacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Sediminibacterium 0,05% 0,01% 0,00%
Caldisericum 0,00% 0,00% 0,00%
Chlorobaculum 0,01% 0,14% 0,03%
Anaerolinea 0,00% 0,00% 0,00%
Cl1 _B004 0,01% 0,01% 0,00%
Longilinea 0,02% 0,11% 0,16%
SHD-231 0,00% 0,02% 0,00%
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Género Dia 191 Dia 241 Dia 417

T78 0,00% 0,04% 0,07%
WCHB1-05 0,00% 0,02% 0,00%
Caldilinea 0,01% 0,10% 0,00%
Acutodesmus 0,00% 0,00% 0,00%
Alicyclobacillus 0,00% 0,00% 0,00%
Bacillus 0,00% 0,01% 0,00%
Brevibacillus 0,00% 0,00% 0,00%
Paenibacillus 0,00% 0,00% 0,01%
Lactobacillus 0,01% 0,00% 0,00%
Turicibacter 0,00% 0,01% 0,00%
Caldicoprobacter 0,00% 0,02% 0,01%
Clostridium 0,01% 0,01% 0,03%
Oxobacter 0,00% 0,01% 0,00%
SMB53 0,00% 0,00% 0,00%
Sarcina 0,00% 0,00% 0,03%
Dehalobacterium 0,26% 0,01% 0,00%
Anaerofustis 0,00% 0,00% 0,00%
Lutispora 0,00% 0,00% 0,00%
Anaerostipes 0,00% 0,00% 0,00%
Coprococcus 0,00% 0,00% 0,00%
Epulopiscium 0,00% 0,00% 0,00%
Lachnospira 0,00% 0,00% 0,00%
Roseburia 0,00% 0,00% 0,00%
Desulfurispora 0,07% 0,07% 0,02%
Pelotomaculum 0,00% 0,01% 0,01%
Tepidibacter 0,00% 0,00% 0,00%
Oscillospira 0,00% 0,00% 0,00%
Ruminococcus 0,00% 0,00% 0,00%
Symbiobacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Syntrophomonas 0,00% 0,00% 0,00%
Acidaminococcus 0,00% 0,00% 0,00%
Sporomusa 0,00% 0,00% 0,00%
Anaerovorax 0,00% 0,01% 0,00%
Sedimentibacter 0,00% 0,00% 0,00%
Tissierella_Soehngenia 0,00% 0,00% 0,01%
Nitrospira 0,58% 0,18% 0,06%
Gemmata 0,00% 0,02% 0,00%
Al7 0,00% 0,00% 0,00%
Pirellula 0,02% 0,00% 0,00%
Planctomyces 0,01% 0,17% 0,04%
Candidatus Brocadia 0,00% 0,00% 0,00%
Mycoplana 0,00% 0,00% 0,03%
Chelatococcus 0,00% 0,00% 0,00%
Balneimonas 0,00% 0,00% 0,00%
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Géneros Dia 191 Dia 241 Dia 417

Bosea 0,04% 0,07% 0,01%
Bradyrhizobium 0,01% 0,00% 0,11%
Ochrobactrum 0,01% 0,03% 0,00%
Hyphomicrobium 11,65% 0,41% 0,57%
Parvibaculum 0,00% 0,01% 0,02%
Rhodoplanes 0,76% 0,51% 0,11%
Methylobacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Methylosinus 0,76% 2,30% 0,16%
Pleomorphomonas 0,00% 0,00% 0,00%
Mesorhizobium 0,00% 0,00% 0,00%
Phyllobacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Agrobacterium 0,03% 0,00% 0,01%
Kaistia 0,00% 0,00% 0,00%
Blastochloris 0,01% 0,02% 0,00%
Paracoccus 0,09% 0,00% 0,00%
Rhodobacter 0,02% 0,00% 0,00%
Azospirillum 0,00% 0,00% 0,00%
Magnetospirillum 0,00% 0,00% 0,00%
Oleomonas 0,04% 0,45% 0,03%
Phaeospirillum 0,03% 0,08% 0,00%
Acanthamoeba 0,00% 0,00% 0,00%
Prototheca 0,00% 0,00% 0,00%
Vermamoeba 0,00% 0,07% 0,01%
Novosphingobium 0,01% 0,00% 0,00%
Sphingobium 0,04% 0,00% 0,00%
Sphingomonas 0,01% 0,00% 0,00%
Achromobacter 0,03% 0,09% 0,08%
Pigmentiphaga 0,00% 0,00% 0,00%
Pandoraea 0,00% 0,00% 0,00%
Comamonas 0,00% 0,00% 0,00%
Methylibium 0,00% 0,00% 0,00%
Ralstonia 0,00% 0,00% 0,00%
Thiobacillus 0,00% 0,02% 0,01%
Nitrosovibrio 0,00% 0,00% 0,00%
Azoarcus 0,00% 0,00% 0,00%
Azospira 0,11% 0,80% 0,03%
Dechloromonas 0,00% 0,00% 0,00%
Dok59 0,01% 0,01% 1,75%

K82 0,00% 0,00% 0,00%
Propionivibrio 0,00% 0,00% 0,00%
Sterolibacterium 0,00% 0,00% 0,00%
Sulfuritalea 0,00% 0,01% 0,00%
Thauera 0,00% 0,00% 0,01%
Bdellovibrio 0,00% 0,00% 0,00%
Desulfococcus 0,25% 0,03% 0,00%
Desulfobulbus 0,00% 0,01% 0,00%
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Géneros Dia 191 Dia 241 Dia 417

Desulfomicrobium 0,00% 0,04% 0,01%
Desulfovibrio 0,01% 0,27% 0,04%
Geobacter 0,00% 0,03% 0,00%
Desulfobacca 0,00% 0,00% 0,00%
Desulfomonile 0,02% 0,24% 0,03%
Syntrophus 0,31% 0,02% 0,01%
Syntrophobacter 0,25% 0,01% 0,35%
Arcobacter 0,00% 0,00% 0,00%
Sulfuricurvum 0,00% 0,00% 0,01%
Ruminobacter 0,01% 0,00% 0,00%
HB2-32-21 0,01% 0,02% 0,00%
Pseudidiomarina 0,00% 0,00% 0,00%
Shewanella 0,00% 0,00% 0,00%
Halothiobacillus 0,00% 0,00% 0,00%
Citrobacter 0,00% 0,00% 0,00%
Serratia 0,00% 0,00% 0,26%
Legionella 0,00% 0,00% 0,06%
Tatlockia 0,00% 0,00% 0,00%
Methylocaldum 8,89% 8,2% 1,73%
Methylomonas 0,00% 0,02% 0,33%
Marinobacterium 0,00% 0,00% 0,03%
Acinetobacter 0,00% 0,00% 0,00%
Perlucidibaca 0,01% 0,00% 0,00%
Pseudomonas 0,03% 0,00% 0,00%
Arenimonas 0,00% 0,00% 0,01%
Lysobacter 0,01% 0,00% 0,00%
Pseudoxanthomonas 0,25% 0,63% 0,26%
Stenotrophomonas 0,03% 0,14% 0,02%
Sphaerochaeta 0,00% 0,00% 0,00%
Treponema 0,00% 0,04% 0,00%
za29 0,00% 0,00% 0,00%
Aminiphilus 0,00% 0,00% 0,00%
HA73 0,00% 0,00% 0,00%
PD-UASB-13 0,00% 0,00% 0,00%
vadinCA02 0,19% 0,00% 0,00%

E6 0,00% 0,00% 0,00%
Acholeplasma 0,66% 0,00% 0,00%
Fervidobacterium 0,00% 0,01% 0,00%
Kosmotoga 0,00% 0,00% 0,00%
Opitutus 1,29% 0,15% 0,09%
Luteolibacter 0,00% 0,00% 0,00%
Verrucomicrobium 0,00% 0,00% 0,00%
Candidatus Methylacidiphilum 0,00% 0,00% 0,00%
W22 0,00% 0,00% 0,00%

Nao classificados 67,33% 83,77% 89,20%
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Tabela 12-4. Grupos fisiolégicos e porcentagem de cada read que compde 0S grupos.

Bactérias Metanotrdéficas In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417

Methylosinus 0,00% 0,00% 0,76% 2,30% 0,16%
Methylocystis 0,00% 0,2% 0,00% 0,00% 0,00%
Methylococcales 0,00% 2% 8,9% 8,2% 7,0%
Methylacidiphilales 0,00% 0,00% 0,00% 0,5% 0,8%
Somatorio 0,0% 2,7% 9,7% 10,9% 8,0%

Arquéias Metanogénicas Inéculo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417

Methanobacterium 8,05% 1,01% 0,09% 0,01% 0,00%
Methanobrevibacter 0,06% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Candidatus Methanoregula 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Methanospirillum 0,10% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00%
Methanosaeta 0,19% 0,00% 0,00% 0,01% 0,25%
Methanomethylovorans 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,01%
Methanosarcina 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00%
Somatério: 8,40% 1,01% 0,11% 0,03% 0,26%
Bactérias redutoras de sulfato In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417
Desulfarculales 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Desulfobacterales 0,02% 0,00% 0,40% 0,28% 0,01%
Desulfovibrionales 0,20% 0,02% 0,02% 0,31% 0,38%
Desulfuromonadales 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00%
Syntrophorhabdaceae 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Syntrophobacterales 0,02% 0,20% 21,92% 2,53% 0,55%
Somatério 0,28% 0,22% 22,34% 3,15% 0,95%
Bactérias hidroliticas/fermentadoras In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417
Clostridiales 6,63% 2,17% 4,06% 1,06% 8,41%
Flavobacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13%
Schlesneria 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,00%
Singulisphaera 0,00% 0,09% 0,00% 0,00% 0,00%
Achromobacter 0,00% 0,00% 0,03% 0,09% 0,08%
Comamonadaceae 0,04% 0,63% 0,04% 0,61% 4,56%
Aminobacterium 17,76% 0,09% 0,00% 0,00% 0,00%
Aminomonas 22,86% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00%
Synergistes 6,15% 0,06% 0,00% 0,00% 0,00%
Cloacibacillus 1,38% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Bacteroides 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Bacillus 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00%
Escherichia 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00%
Prevotella 0,0% 1,2% 0,0% 0,0% 0,0%
Caldilinea 0,0% 2,3% 0,00% 0,00% 0,00%
Aminiphilus 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00%
Opitutus 0,0% 2,3% 0,00% 0,00% 0,00%
Lactobacillus 0,02% 0,03% 0,01% 0,00% 0,00%
Somatério 54,86% 9,50% 4,16% 1,78% 13,23%
Bactérias sintréficas acetogénicas In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 400
Syntrophomonas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Smithella 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Syntrophobacter 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00%

Syntrophus 0,00% 0,00% 0,31% 0,02% 0,01%
Somatério 0,02% 0,01% 0,31% 0,02% 0,02%
Bactérias desnitrificantes/Redutoras de In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 400
nitrato’’Redutoras de nitrito®
Flavobacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13%
Bacillus 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00%
Clostridium 0,00% 0,00% 0,01% 0,01% 0,03%
Comamonas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Pseudomonas 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00%
Ralstonia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Bradyrhizobium 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,11%
Pseudoxanthomonas 0,00% 0,00% 0,25% 0,63% 0,26%
Acidovorax 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Variovorax 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Thermomonas 0,00% 0,12% 0,00% 0,00% 0,00%
Paracoccus 0,00% 0,00% 0,09% 0,00% 0,00%
Azospirillum 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Azoarcus 0,0% 0,1% 0,00% 0,00% 0,00%
Azospira 0,0% 0,2% 0,11% 0,80% 0,03%
Dechloromonas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Planctomyces2 0,0% 4,5% 0,0% 0,2% 0,0%
Hyphomicrobium? 0,0% 0,0% 11,6% 0,4% 0,6%
Pseudoxanthomonas® 0,0% 0,1% 0,25% 0,63% 0,26%
Somatério 0,04% 4,98% 12,41% 2,66% 1,43%
Bactérias sulfurosas In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417
Cromatiales 0,02% 0,10% 0,01% 0,08% 0,00%
Thiobacillus 0,00% 0,10% 0,00% 0,02% 0,01%
Thiobacterales 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00%
Halothiobacillus 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Chlorobiales 0,00% 0,00% 0,01% 0,14% 0,03%
Thiotrichales 0,00% 0,00% 0,06% 0,12% 0,00%
Sulfuricurvum 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01%
Somatério 0,02% 0,20% 0,08% 0,39% 0,05%
Bactérias ndo sulfurosas In6culo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417
Rhodobacter 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00%
Rhodococcus 0,00% 0,00% 3,66% 0,08% 0,01%
Blastochloris 0,00% 0,00% 0,01% 0,02% 0,00%
Rhodoplanes 0,00% 0,00% 0,76% 0,51% 0,11%
Rhodopseudomonas 0,00% 0,02% 0,02% 0,02% 0,02%
Somatério 0,00% 0,02% 4,47% 0,63% 0,14%
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Tabela 12-5. Numero de reads apresentado pelas OTUs mais abundantes

OTUs Numero de reads
Pirosequenciamento 454 Miseq (Ilumina)
Inéculo Dia 100 Dia 191 Dia 241 Dia 417

Planctomycetaceae 0 1422

Pectinatus 0 119

Opitutus 0 180 5248 641 342
Methylocaldum 0 201 36264 34097 6841
Methanobacterium 101 1

Prevotella 0 102 42 2 179
Synergistes 0 242

Aminobacterium 860 0

Aminomonas 1106 1

Planctomyces 0 182

Synergistes 55 0

Sphaerobacter 0 764

Enterobacteriaceae 0 95

Caldilinea 0 207

Conexibacter 0 144

Methanobacterium 247 4

Sphaerobacter 2 350

Prosthecobacter 0 760

Planctomyces 0 200 37 693 142
Paludibacter 18 706 17
Flavobacterium 12 2 520
Chlorobaculum 31 602 128
Desulfurispora 288 309 91
Bosea 162 302 50
Hyphomicrobium 47525 1728 2272
Rhodoplanes 3114 2136 420
Methylosinus 3083 9616 621
Achromobacter 133 392 314
Azospira 454 3332 106
Desulfococcus 1002 119 9
Desulfovibrio 28 1116 167
Nannocystis 4890 7 3
Desulfomonile 70 1004 104
Syntrophus 1281 67 50
Syntrophobacter 1009 39 1378
Serratia 2 14 1037
Legionella 2 3 257
Methylomonas 14 99 1315
Pseudoxanthomonas 1023 2618 1021
Stenotrophomonas 104 595 61
Acholeplasma 2680 4 0
Methanosaeta 4 25 977
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