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6«

unca te é concedido um desejo sem que te seja

concedida também a facilidade de torna-lo realidade.

Entretanto, é possivel que tenhas que lutar por ele.”

Richard Bach
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RESUMO

A remocdo de nitrogénio é fundamental no tratamento de aguas residuérias e geralmente é
realizada por processos microbioldgicos como nitrificacdo e desnitrificacdo. A oxidacdo
anaerébia do ion amoénio (ANAMMOX- Anaerobic Ammonium Oxidation) com nitrito
levando a N, é uma reacdo mediada por microrganismos (bactérias anammox), descoberta ha
mais dez anos em um biorreator desnitrificante, e que apresenta potencial para remocéo de
nitrogénio de &guas residudrias. O objetivo deste trabalho foi o de enriquecer e produzir
biomassa anammox, usando como inoculo lodo aerdbio proveniente do sistema de lodos
ativados da ETE Arrudas — COPASA. O enriquecimento e cultivo foram feitos em Reator em
Batelada Sequencial (RBS) de 1,2 L, alimentado com meio mineral autotréfico sob condigdes
anaerobias, temperatura de 34°C, e tempo de detencdo hidraulica de 24 horas. Este
procedimento foi realizado em dois experimentos distintos. No experimento |, atividade
Anammox foi detectada ap6s 90 dias de cultivo, pelo consumo simultaneo de quantidades
estequiométricas de NO, e NH;" no sistema. Andlises de hibridacdo in situ fluorescente
(FISH) revelaram que as bactérias anammox representaram 53% do total de células apds 6
meses de enriquecimento, e que bactérias nitrificantes ndo estavam presentes no reator. A
eficiéncia média de remocdo de amdnia e nitrito foi de 90%. A identificacdo filogenética
realizada através de clonagem, sequenciamento e analise comparativa do DNAr 16S, revelou
que a maioria dos clones estava proximamente relacionada com Candidatus Brocadia sinica.
E um clone apresentou sequéncia relacionada com Candidatus Brocadia sp. 40 (98% de
identidade), e pode representar uma espécie nova para a qual sugere o nome de Candidatus
Brocadia brasiliensis. No experimento 11, foi utilizado volume maior de indculo, e a atividade
anammox foi detectada apds 50 dias de cultivo. Andlises de FISH demonstraram que a
biomassa enriquecida era composta por anammox (provavelmente Ca. Brocadia e Ca.
Kuenenia), Nitrosomonas e Nitrospira, indicando coexisténcia e competicdo dessas
populagbes. Os resultados do FISH também revelaram que a populagdo de anammox
compreendeu cerca de 23 a 48% do total de células deste enriquecimento. A eficiéncia média
de remocgdo de aménia e nitrito obtida neste experimento foi de 60 %. Conclui-se, portanto,
gue o enrigquecimento das anammox foi possivel a partir de amostra de lodo ativado, sob
condicBes controladas em RBS, em periodo de 2 a 3 meses. Os resultados da comparacdo dos
dois experimentos sugeriram que o volume de indculo e a composicdo do meio afluente
(concentracdo dos compostos nitrogenados) provavelmente desenvolveram papel importante

na selecdo da comunidade microbiana desenvolvida no RBS em cada um dos experimentos.

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



ABSTRACT

Nitrogen removal is essential in the treatment of wastewater and is typically performed by
microbiological processes such as nitrification and denitrification. The anoxic ammonium
oxidation (ANAMMOX) with nitrite leading to N, is a reaction mediated by microorganisms
(anammox bacteria), discovered for more than ten years ago in a denitrifying bioreactor,
which presents the potential for nitrogen removal from wastewater. The aim of this study was
to enrich and produce anammox biomass using as inoculum sludge from the municipal
WWTP Arrudas - COPASA activated sludge system, which treats domestic sewage from the
city of Belo Horizonte. The enrichment and cultivation were done in a Sequencing Batch
Reactor (SBR) of 1.2 L, fed with autotrophic mineral medium under anaerobic conditions,
temperature of 34°C, and hydraulic retention time of 24 hours. This procedure was performed
in two different experiments. In experiment I, anammox activity started to be detected after 90
days of cultivation, by the simultaneous consuption of stoichiometric amounts of NO, e NH,"
in the system. Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis revealed that anammox
bacteria accounted for 53% of total bacteria after 6 months of enrichment, and that nitrifying
bacteria were not present in the reactor. The average ammonia and nitrite removal efficiency
was 90%. The phylogenetic identification performed by cloning, sequencing and comparative
analysis of 16S rDNA revealed that most of clones were closely related to Candidatus
Brocadia sinica (with sequence similarity of more than 99%). However, one clone was
related to Candidatus Brocadia sp. 40 (with 98% of identity), and might represented a novel
species for which we propose the name Candidatus Brocadia brasiliensis. In experiment 11, a
larger volume of inoculum was used and anammox activity was detected after 50 days of
cultivation. FISH analysis showed that the biomass developed in the SBR was composed by
anammox cells (likely Ca. Brocadia and Ca. Kuenenia), Nitrosomonas and Nitrospira,
suggesting that coexistence and competition between these populations occurred. FISH results
also revealed that anammox bacteria accounted for 23 to 45% of total bacteria in this
enrichment. The average ammonia and nitrite removal efficiency was 60%. Thus, it can be
concluded that anammox enrichment was possible from activated sludge under controlled
conditions within two to three months. The comparison results of both experiments suggested
that the volume of inoculum and the composition of the feed (nitrogen compounds
concentrations) probably played an important role in the selection of the microbial community
developed in the RBS for each of the experiments.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo por compostos nitrogenados e fosfatados tem emergido na atualidade como um
problema grave que pode ocasionar desequilibrio nos corpos d’agua. Nitrogénio (N) e fosforo
(P) sdo nutrientes essenciais para as células. Normalmente sdo elementos limitantes para o
crescimento de plantas e algas na 4gua, mas quando presentes em excesso sdo considerados
poluentes e contribuem para o fenémeno de eutrofizacdo, que pode levar a deteriora¢do dos

corpos d’agua.

A eutrofizacdo, que é o aumento da concentracdo de nutrientes, especialmente o nitrogénio e
fosforo, nos ecossistemas aquaticos, pode ser natural (processo lento, porém continuo) ou
artificial (provocada pelo homem). Como decorréncia deste processo, o0 ecossistema aquético
passa da condicdo de oligotréfico e mesotréfico para eutréfico ou mesmo hipertréfico
(ESTEVES, 1998). A eutrofizacdo natural acontece constantemente nos corpos d'agua,
principalmente os tropicais. Aguas provenientes do escoamento superficial e também dos rios
e das bacias de drenagem, arrastam a matéria organica para dentro desses ecossistemas,
contribuindo para este enriquecimento. Entretanto, devido a dindmica das reacgdes, a
disponibilidade desses nutrientes € muito rapida e a ciclagem se da de forma natural, por
causa das altas temperaturas que aceleram 0s processos de producdo, respiracdo e

principalmente de decomposicdo (ESTEVES, 1998).

A eutrofizacdo artificial € de origem antropogénica e conseqiiéncia da utilizacdo extensa de
fertilizantes na agricultura, contaminando rios, lagos e mananciais, da descarga de esgotos
industriais e domésticos sem nenhum tratamento, devido a alta taxa de urbanizacdo e a falta
de saneamento basico. Este enriquecimento artificial produz mudancas na qualidade da agua,
como a reducdo do oxigénio dissolvido, aumento do custo de tratamento da agua para
consumo, morte extensiva de peixes, decréscimo na diversidade de espécies da comunidade
fitoplanctonica e aumento da incidéncia de floracbes de microalgas, especialmente de

cianobactérias.

As principais fontes de nitrogénio organico langado na natureza sdo o esgoto doméstico, 0S
dejetos de animais e os efluentes altamente protéicos de certos processos industriais. Na
forma de esgoto, tanto doméstico quanto industrial, o nitrogénio organico é rapidamente

desaminado e a uréia é hidrolisada pela enzima urease para liberar amonia (GRAY, 1992).
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A amonia é um composto importante, e as vezes pode ser toxico ao ambiente, estando
presente em diversos efluentes industriais e domeésticos. No esgoto doméstico a concentragdo
de nitrogénio amoniacal est4 em torno de 35 mg N-NH,". L™, que é extremamente baixa
qguando comparada com outros efluentes ricos em nitrogénio, tais como efluentes de industria
frigorifica (170 mg N-NH," . L, REGINATTO et al., 2005), ou efluentes de coqueria (300
mg N-NH," . L™). Né&o obstante, no que tange a satde publica, o nitrato é agente causador da
metahemoglobinemia (Sindrome do bebé azul), além de causar danos a salde animal,
enguanto o nitrito pode ser o responsavel pela formacéo de substancias de poder mutagénico e
carcinogénico (BAIRD, 2002).

O valor permissivel de nitrogénio amoniacal para lancamento de efluentes de qualquer fonte
poluidora estad temporariamente suspenso, segundo a Resolucdo N° 397/08 do CONAMA, a
qual alterou o artigo 34 da Resolucdo N° 357/05 do CONAMA, que preconiza o teor maximo
de langcamento em 20 mg/L. Ja o teor de nitrogénio amoniacal total nos corpos hidricos
depende da classe na qual este esta enquadrado, podendo variar de 0,4 a 13,3 mg N-NH;",

considerando a faixa de pH e alcalinidade apresentadas.

Sendo assim, a remocdo de nitrogénio é um tema importante no tratamento de aguas
residudrias e tradicionalmente vem sendo efetuada por processos microbiolégicos como
nitrificacdo e desnitrificacdo. Essas reagcdes sao conhecidas desde muito tempo e vém sendo
aplicadas com sucesso na maioria dos sistemas modernos de tratamento de aguas residuarias
(EGLI et al., 2001). As bactérias nitrificantes, tendo como principais representantes aquelas
pertencentes aos géneros Nitrosomonas e Nitrobacter sdo responsaveis, respectivamente, pela
oxidacao do ion aménio (NH4") a nitrito (NO") e posteriormente, oxidagdo do nitrito a nitrato
(NO3), tendo o oxigénio molecular como aceptor final de elétrons. Na desnitrificagdo, os ions
nitrito e nitrato sdo reduzidos a nitrogénio gasoso (N2) por bactérias desnitrificantes que
utilizam NO, como aceptor alternativo de elétron. A desnitrificacdo é realizada por amplo

espectro de bactérias, uma vez que as mesmas estdo dispersas em termos filogenéticos.

Até a década de 90, apenas processos aerobios vinham sendo discutidos para a oxidacdo da
amoOnia. Baseado em calculos termodinamicos Broda (1977) previu a existéncia de
microrganismos capazes de oxidar a amonia utilizando o nitrito ou o nitrato como aceptor
final de elétrons. Além disso, uma perda inexplicavel de aménia sob condi¢des andxicas havia
sido relatada na década anterior (RICHARDS, 1965 apud JETTEN et al., 2009) em estudos a
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respeito do balango de nitrogénio em fiordes anoxicos. Mulder et al. (1995) verificaram perda
de aménia sob condigdes anaerdbias em reator desnitrificante de leito fluidizado em Delft
(Holanda), o qual tratava efluente de uma planta de producéo de fermento. Neste reator, 0
consumo de amonia e nitrato foi crescente, com concomitante producdo de gas nitrogénio.
Apds analise dos resultados, os autores concluiram que a amonia estava sendo oxidada sob
condicBGes anaerdbias, a partir da utilizacdo de nitrato como aceptor final de elétrons e
formacéo de nitrogénio gasoso.

O processo bioldgico foi denominado de Anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation), ja
que o mesmo converte amoénia diretamente a nitrogénio gasoso sob condicGes anaerdbias,
utilizando o nitrito como aceptor final de elétrons (MULDER et al., 1995). Os organismos
Anammox estdo classificados no grupo dos Planctomicetos, cinco dos quais foram
denominados provisoriamente de Candidatus Brocadia anammoxidans, Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis, Candidatus Scalindua wagneri, Candidatus Anammoxoglobus propionicus
(KARTAL et al., 2006) e Candidatus Jettenia asiatica (QUAN et al., 2008), que se
constituem em um grupo interessante de bactérias com muitas propriedades raras ou Unicas,
por exemplo, possuem compartimentos internos delimitados por membranas, sdo anaerobias,

e se duplicam a cada 10 dias (aproximadamente).

A maioria das bactérias anammox ainda ndo foi isolada em cultura pura, portanto, técnicas
moleculares sdo essenciais para o futuro das pesquisas com estes microrganismos (SCHMID
et al., 2005). A biologia molecular constitui uma poderosa ferramenta para 0 monitoramento
ambiental e para caracterizacdo da diversidade microbiana podendo efetivamente avaliar
mudangas no ecossistema e melhorar a compreensdo das comunidades microbianas
envolvidas em processos vitais dentro de um ecossistema, ou, dentro de um sistema de
tratamento. O uso de técnicas moleculares € assim, uma estratégia bastante promissora e
aplicavel para a investigacdo das bactérias anammox, portanto, as técnicas como a hibridagao
in situ fluorescente (FISH) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) s@o essenciais para o
futuro das pesquisas com as mesmas (SCHMID et al., 2005).

As bactérias anammox vém sendo detectadas em Vvarios ecossistemas marinhos e de agua
doce. Segundo Devol (2003) elas se mostraram muito importantes no ciclo oceanico do
nitrogénio, sendo assim, as estimativas sugerem que estas bactérias poderiam ser responsaveis

por 30 a 50% da producdo total de N, no planeta. Além disso, foram também detectadas em
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varias estacdes de tratamento de efluentes na Alemanha (HELMER et al., 1999), Suica (EGLI
et al., 2001), Inglaterra (SCHMID et al., 2003), Bélgica (PYNAERT et al., 2003) e Australia
(TOH et al., 2002). Apesar da atividade anammox estar sendo inicialmente explorada em
solos, a ampla ocorréncia nos ecossistemas aquaticos sugere que este processo € onipresente,
e € possivel que bactérias anammox sejam encontradas em qualquer ecossistema que contenha

nitrogénio e que possua zonas anaerdbias (FRANCIS et al., 2007).

Diversas pesquisas demonstraram gque uma eficiente retencao de biomassa é fundamental para
0 cultivo bem sucedido da biomassa anammox no reator, uma vez que estas possuem longo
tempo de duplicacdo, e por conseguinte, pode ser necessario um longo tempo de partida dos
reatores para que se atinja quantidade suficiente de biomassa. Nesse sentido o0 Reator em
Batelada Sequencial (RBS) constitui uma ferramenta importante para o enriquecimento dos
organismos Anammox por proporcionar a formacdo de biofilmes e efetuar consideravel

retencdo de biomassa.

A aplicagdo do processo anammox para o tratamento de aguas residuarias poderia levar a
reducdo de até 90% dos custos operacionais (JETTEN et al., 2001b). O processo se destina a
aguas residuarias que contém muita amonia e pouca matéria organica. Nos sistemas de
tratamento, o0 processo anammox substituiria completamente a etapa convencional de
desnitrificacdo e economizaria metade dos custos com aeracdo na fase de nitrificacdo
(JETTEN et al., 1997). Além disso, como o processo é autotrofico, nenhuma fonte de carbono
externa é requerida, e mais ainda, a emissdo de gases do efeito estuda poderia também ser
reduzida em cerca de 90%, uma vez que o processo consome CO,, e ndo emite N,O
(KARTAL et al., 2010). Pela aplicagéo inteligente do processo anammox no tratamento de
aguas residuarias municipais, as estacdes de tratamento poderiam ser convertidas de estacdes
gue consomem energia em sistemas produtores de energia (KARTAL et al., 2010). Néo
obstante, a aplicacdo do processo Anammox, depende da disponibilidade de biomassa
anammox e da dificuldade em manter grandes quantidades destas células. Nesse sentido, este
trabalho se justifica na necessidade de se aprofundar no estudo destas bactérias e na sua
utilizacdo para a remogdo de nitrogénio amoniacal de &guas residuarias. Portanto, trabalhos
que visam enriquecer esta populacdo e possibilitar o desenvolvimento e manutengdo desta
biomassa para posteriormente servir de inoculo em reatores Anammox, Sdo extremamente

relevantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa foi enriquecer (cultivar e aumentar a populacdo) bactérias

anammox a partir de lodo proveniente de um Sistema de Lodos Ativados (ETE ARRUDAS-

COPASA) tratando esgoto sanitario da cidade de Belo Horizonte/ MG, e posteriormente

caracterizar a hiomassa desenvolvida no reator.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Produzir biomassa anammox através de cultivo em Reator em Batelada Sequencial (RBS)
sob condicdes seletivas e apropriadas para estas bactérias, em dois experimentos distintos

de enriquecimento e cultivo.

Comparar dois experimentos de enriquecimento, a partir de um in6culo de mesma origem e
mesmo reator, porém usando volume de indculo e concentracbes afluentes de amonia e
nitrito diferentes. O sub-objetivo implicito aqui foi verificar se as comunidades
microbianas enriquecidas seriam as mesmas, ou ndo, e se as condi¢cBes operacionais do

sistema interfeririam na dindmica da comunidade microbiana enriquecida.

Monitorar as concentracGes de amonia e nitrito durante toda a operacdo do RBS, nos dois
experimentos distintos, de modo a determinar a estequiometria da reacdo anammox para
cada sistema, bem como adquirir melhor entendimento do processo de enriquecimento

destas bactérias.

Caracterizar e identificar a biomassa enriquecida no RBS, em cada um dos experimentos,
por meio das técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e hibridacdo in situ
fluorescente (FISH).

Identificar filogeneticamente a biomassa anammox enriquecida no RBS, em cada um dos

experimentos, através de clonagem e seqlienciamento dos genes de RNAr 16S.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O ciclo biogeoquimico do nitrogénio e suas formas presentes no
ambiente
O elemento quimico nitrogénio (N) é um nutriente essencial para todos os organismos, e
sendo componente crucial das proteinas, é fundamental para as estruturas e processos
bioquimicos que definem a vida. O nitrogénio é de tal importancia que tem-se sugerido ser
ele, talvez, o melhor indicador da presenca de vida em outros planetas (CAPONE et al.,
2006), porém a compreensdo de como ocorre a ciclagem desse elemento na Terra mudou
drasticamente nos ultimos anos. O nitrogénio esta presente no ambiente em Vvarios estados de
oxidacdo e diferentes formas quimicas, e é rapidamente convertido por microrganismos no
solo e no mar. Até recentemente, o ciclo global do nitrogénio havia sido idealizado como

essencialmente direto em seu percurso de ida e volta no ambiente (FRANCIS et al., 2007).

O nitrogénio é um elemento do grupo 5B e apresenta estados de oxidacdo que variam de -3 a
+5 (Tabela 3.1). Em cada estado de oxidagdo o nitrogénio atbmico se combina com atomos de
hidrogénio, oxigénio ou outros 4tomos de nitrogénio. Desta forma, pelo menos, uma Unica
molécula inorganica existe para cada estado de oxidacdo. Apesar de algumas destas moléculas
serem termodinamicamente mais estaveis do que outras, todos os estados de oxidagdo sdo
possiveis em sistemas aquosos, uma vez que o estado de oxidacdo do nitrogénio em um
determinado ambiente € controlado pela cinética da reagdo e ndo pelo equilibrio
termodinamico, uma vez que a energia de ativacdo dos compostos nitrogenados é alta
(JETTEN et al., 2009).

A maior parte do nitrogénio presente na Terra esta na forma de gas N, sendo o seu maior
reservatorio a atmosfera, constituindo 78% da mesma. Nessa forma de gas N, ele é
quimicamente inerte e ndo pode ser usado diretamente como fonte de nitrogénio, exceto para
algumas espécies de bactérias (VAN de GRAAF, 1997). Nos organismos vivos 0 nitrogénio é
encontrado formando aminoécidos que compde diversas proteinas, alem de também estar
presentes em outros compostos organicos como as bases nitrogenadas que formam os acidos
nucléicos. Apds o carbono, o elemento mais abundante nas células corresponde ao nitrogénio.
Uma célula bacteriana tipica é composta por aproximadamente 12% de nitrogénio (de seu
peso seco) (BROCK & MADIGAN, 2005).
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Tabela 3.1 — Compostos inorganicos de nitrogénio

Composto Formula Estado de oxidacao
Amonio NH4" -3
Hidrazina N2Ha (ag) -2
Hidroxilamina NH20H (q) -1
Gas Nitrogénio N2 () 0
Oxido Nitroso N0 (g) +1
Oxido Nitrico NO () +2
Nitrito NO,’ +3
Dioxido de Nitrogénio NO: () +4
Nitrato NO3z +5

O nitrogénio é encontrado no ambiente tanto sob formas orgénicas quanto inorganicas. As
principais fontes de nitrogénio orgénico lancado na natureza sdo o esgoto domestico, 0s
dejetos de animais e os efluentes altamente protéicos de certos processos industriais. Na
forma de esgoto, tanto doméstico quanto industrial, o nitrogénio orgéanico é rapidamente
desaminado e uréia é hidrolisada pela enzima urease para liberar amonia, uma espécie

inorganica (GRAY, 1992), conforme equacéo 3.1 a seguir:

NH-
C:: =0+2H,0 — (NH,):CO;® — NH;
NH-
(uréia) (carbonato de aménio)  (amédnia) Eq.3.1

Até 0 esgoto doméstico entrar no sistema de tratamento, 90% do nitrogénio presente esta sob
a forma de aménia ou na forma de componentes instaveis que sdo rapidamente transformados
em amonia, devido a reagcdo de amonificacdo, que em pH neutro encontra-se em meio aquoso
como ion amdnio (NH;") (GRAY, 1992). O esgoto doméstico apresenta concentragio de
nitrogénio amoniacal em torno de 35 mg N-NH,". L™, que é extremamente baixa quando
comparada com outros efluentes ricos em nitrogénio, tais como efluentes de indudstria
frigorifica com concentracdo média de 170 mg N-NH," .L™ (REGINATTO et al., 2005), ou
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efluentes de coqueria que apresentam cerca de 550 mg N-NH,* . L (TOH & ASHBOLT,
2002).

Além da amdnia o nitrogénio inorganico tambem pode se apresentar na forma de ions nitrito
(NOy), o qual é instavel e é rapidamente convertido em ion nitrato (NO3’). Ambos estéo
presentes tanto em sistemas naturais como em plantas de tratamento de &guas residuarias. Ha
também liberacdo para a atmosfera dos gases 6xido nitrico e dxido nitroso, 0s quais Sdo gases
que contribuem para o efeito estufa e portanto também estdo envolvidos nas mudancas
climaticas atuais. Por sua vez a hidrazina e a hidroxilamina sdo compostos intermediarios no
processo anammox (“Anaerobic Ammonium Oxidaxion” - oxida¢cdo da amonia sob
condicdes anaerdbias). A hidrazina é primariamente utilizada como um produto quimico
intermediario na producdo de insumos para a agricultura e antioxidantes. Além de ser um
combustivel para foguetes. Ja a hidroxilamina e seus sais sdo normalmente usados como
agentes de reducdo em uma variedade de reacOes organicas e inorgénicas. Eles podem
também atuar como antioxidantes para acidos graxos. Alguns usos ndo quimicos da
hidroxilamina incluem a remocao de pélos de animais e solucGes em fotografia. Além disso, a

hidroxilamina pode atuar como agente mutagénico.

No contexto ambiental, conforme Von Sperling (2005), as espécies inorganicas de nitrogénio
podem ser agrupadas em nitrogénio total (N-total) e Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK), os

quais sdo formados pelas seguintes substancias (Equacdes 3.2 e 3.3):
N-total = N-amdnia (NH4") + N-organico + N-nitrito (NO,") + N-nitrato (NO5’) Eq.3.2
NTK = N-amonia + N-organico (predominante nos esgotos domésticos brutos) Eg. 3.3

Do ponto de vista microbioldgico, a ciclagem dos compostos nitrogenados na biosfera (o ciclo
do nitrogénio) é composta por cinco processos catabdlicos (reacdes de degradacao), os quais
sdo: Nitrosificacdo, nitrificacdo, desnitrificacdo, reducdo desassimilatoria de nitrato e
processo anammox. Ha também trés processos anabdlicos (reacdes de sintese), 0s quais sao:
Fixacdo de nitrogénio, reducdo assimilatoria de nitrato e assimilacdo de aménia. Além do
processo de amonificacdo, que ocorre como resultante biolégico da cadeia alimentar

(JETTEN et al., 2009). O ciclo do nitrogénio e apresentado na figura 3.1.
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Figura 3.1 — Ciclo do Nitrogénio

A nitrosificacdo consiste na conversao de amonia a nitrito na presenca de oxigénio, assim, as
bactérias que realizam esse processo sdao denominadas nitrosificantes (produtoras de
nitrogénio nitroso). J& a nitrificacdo € o processo subsequente, onde o nitrito é convertido a
nitrato também na presenca de oxigénio, sendo essa reacdo efetuada pelas bactérias
nitrificantes (produtoras de nitrato) (BROCK & MADIGAN, 2005). Os géneros
Nitrosomonas e Nitrobacter correspondem aos principais géneros de bactérias nitrosificantes
e nitrificantes respectivamente. Historicamente, esses dois grupos de bactérias constituem os
primeiros organismos onde o crescimento quimiolitotréfico foi observado. Winogradsky
demonstrou que estas bactérias eram capazes de produzir matéria organica e massa celular
guando o CO, era fornecido como Unica fonte de carbono. A maioria das bactérias

nitrosificantes e nitrificantes é quimiolitotrofica obrigatoria.

A desnitrificacdo consiste na transformacdo do nitrato em gas nitrogénio, processo esse
realizado por bactérias desnitrificantes (BOTHE et al., 2007). Estas sd0 microorganismos

anaeradbios, que utilizam como aceptores alternativos de elétrons o nitrato, o qual é reduzido a
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N2O, NO e N,. Como esses produtos da reducdo do nitrato sdo todos gasosos, sdo facilmente
perdidos no ambiente, por essa razdo, o processo é denominado desnitrificagdo, uma vez que
este € um processo dissimilativo. O primeiro produto resultante da reducdo do nitrato é o
nitrito (NO;), o qual é reduzido a oOxido nitrico (NO), pela enzima nitrito redutase. A
bioquimica da reducdo dissimilativa do nitrato foi estudada detalhadamente em varios
organismos, incluindo Escherichia coli, onde o NOj3 é reduzido apenas a NO;, além de
Paracoccus denitrificans e Pseudomonas stutzeri, nas quais ocorre verdadeira desnitrificacao.
Em P. denitrificans e P. Stutzeri sdo formados éxido de nitrogénio a partir do nitrito, por meio
de uma série de enzimas as quais incluem nitrato redutase, 6xido nitrico redutase e 0xido
nitroso redutase (BROCK & MADIGAN, 2005).

A reducdo desassimilatédria do nitrato a ion aménio (RDNA) ocorre sob condi¢fes limitantes
de oxigénio e tem a funcdo de eliminar o excesso de potencial redutor ou gerar amonia para
assimilagdo e crescimento celular anaerébio (YE & THOMAS, 2001). E um processo de duas
etapas, a primeira envolve a reducdo do nitrato a nitrito e € denominada respiracao do nitrato.
Esse passo inicial é acoplado a producdo de energia na maioria dos organismos e, apesar de
necessario, ndo é um passo limitante. O passo seguinte é a reducdo do nitrito a aménia, que é
a etapa critica da reacdo global. Ocorre em ambientes com excesso de compostos redutores,
tais como sedimentos anaerébios marinhos, fontes termais ricas em sulfeto (S?), trato
gastrointestinal humano e nos organismos de animais de sangue quente (BOTHE et al., 2007).
Esse processo € regulado pelo oxigénio, mas ndo é afetado pelo ion amonio e o nitrogénio
reduzido n&o é utilizado pela célula (KIELING, 2004).

O processo anammox envolve a oxidacdo anaerdbia do ion aménio a nitrogénio gasoso, sob
condicBes andxicas estritas usando o nitrito como aceptor final de elétrons (VAN DE GRAAF
et al., 1996). A variacdo da energia livre de Gibbs associada com essa reacdo € ainda mais
elevada do que aquela relacionada a oxidacdo aerobia do ion aménio (Tabela 3.2), dando
suporte ao crescimento autotrofico, como foi primeiramente observado por Broda
(1977). Inicialmente acreditou-se ser o nitrato o aceptor de elétrons. Posteriormente o papel
do nitrito foi reconhecido, possibilitando o enriquecimento e o estudo das bactérias anammox,
responsaveis pelo processo (JETTEN et al., 2009). A descoberta do processo anammox foi
relevante por duas razdes. Em primeiro lugar, 0 processo anammox € muito atraente para o

tratamento de &guas residuarias. Em segundo lugar, ha quase um seculo, o ciclo do nitrogénio
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era considerado completo, uma vez que a amoénia ndo poderia ser oxidada sob condicdes

anoxicas, assim a sua descoberta alterou essa concepcao (BOTHE et al., 2007).

O processo metabdlico de fixacdo bioldgica de nitrogénio molecular atmosférico, que
corresponde a uma reducdo do nitrogénio gasoso a ion amonio, € extremamente relevante para
as plantas e animais, uma vez que fornece um composto nitrogenado assimilavel pelos seres
vivos (BROCK & MADIGAN, 2005). A fixacdo bacteriana do nitrogénio é um processo
metabolico que necessita de energia para quebrar a ligacdo tripla do nitrogénio (N=N). Tal
processo pode também ocorrer quimicamente na atmosfera, por meio de descargas elétricas
(relampagos), através da fixacdo industrial (inddstria de fertilizantes) ou por processos de
gueima de combustiveis fosseis (KIELING, 2004). Porém, cerca de 85% da fixacdo de
nitrogénio na Terra é de origem biolégica (BROCK & MADIGAN, 2005).

A reducdo assimilatdria do nitrato leva a formacdo do ion amdnio, que sera utilizado para a
biossintese celular. Este processo ocorre em duas etapas de conversdo idénticas aquelas
citadas na reducdo desassimilatoria de nitrato. Porém, nesse caso, 0 processo se passa sob
condicGes aerdbias e anaerdbias, ndo resultando em rendimento energético, e o produto, ion
amonio, ndo é excretado para o meio (KIELING, 2004). A quantidade de nitrogénio reduzido
é proporcional a necessidade celular para a geracdo de biomassa. Portanto, quando existe
grande concentracdo do ion amonio, o processo € inibido ou torna-se insignificante (TIEDJE,
1988).

A assimilacdo da amdnia consiste, inicialmente, na reducdo do nitrato a aménia. O ion aménio
resultante da conversdo é entdo incorporado aos compostos de carbono, principalmente, pela
via que emprega as enzimas glutamina sintetase/glutamato sintase. Inicialmente, a amonia se
combina com o glutamato formando a glutamina, que, entdo, origina outros aminoacidos, 0s
quais vao se ligar formando cadeias protéicas (BOTHE et al., 2007). A amonificagéo, por sua
vez, consiste no processo oposto, onde compostos organicos nitrogenados séo liberados de
dentro da célula e, por meio de reagBes enziméticas, 0s grupos amina sdo removidos
formando a aménia. A tabela 3.2 apresenta a estequiometria dos processos biolégicos que

ocorrem durante o ciclo do nitrogénio, bem como a variacdo de energia livre envolvida.
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Tabela 3.2 — Alguns processos biolégicos do Ciclo do Nitrogénio

AG’
Processo Reac&o (kJ.mol ™)
o NH, +1,50,— NO, + 2H +H,0
Nitrosificacéo -290,4
L NO, +0,50,— NO,
Nitrificacdo -72,1
NQOs-+ 1,25{CH20} + H+ — 0,5N2+ 1,75H20 +
Desnitrificacao 1,25CO2 -594,6
. Redugdo NO, +2{CH,0} + 2H — NH, +2CO,+ H,0
desassimilatdria/assimilatoria -655
de nitrato
NHa++ 1,32NO2- + 0,066HCOs- + 0,13H+ — 1,02N2
Anammox +0,26NOs-+ 0,066CH2005No,15 + 2,03H20 -358
o L 0,5N,+15H,+H — NH,
Fixacéo do nitrogénio -39,4

Fonte: BROCK & MADIGAN, 2005; BOTHE et al., 2007; KIELING, 2004; STROUS et al.,
1998.

Inicialmente, a principal aplicagdo do ciclo bioldgico do nitrogénio foi para compreender e
melhorar a eficacia da fertilizacdo na agricultura. Até a década de 1960 o potencial das
bactérias nitrificantes e desnitrificantes para a remoc¢do de nutrientes de efluentes ndo era
reconhecida, e pesquisas voltadas para melhorar a remocéo de nitrogénio de aguas residudrias
estavam sendo iniciadas. Na década de 1980, a contribui¢do dos 6xidos de nitrogénio para a
destruicdo da camada de ozonio e para o0 aquecimento global foi reavaliada. Assim o papel da
nitrificacdo e da desnitrificacdo na geracdo desses compostos voltou a incentivar pesquisas

com foco ambiental, no que se refere ao ciclo do nitrogénio (JETTEN et al, 2009).

No entanto, os ultimos 10 anos deixaram claro que o0s conhecimentos acerca do ciclo
microbioldgico do nitrogénio e 0s seus principais participantes estdo longe de estarem
completos (JETTEN, 2008). Descobertas relevantes foram feitas nesse periodo, tais como a
oxidacdo anaerobia da amodnia (anammox) (JETTEN et al., 1998;. STROUS et al., 1999a),
oxidacdo da amoénia por Crenarchaea (Arquéias Oxidadoras de Amonia - AOA)
(KOENNECKE et al., 2005;. FRANCIS et al., 2007), a interagdo entre estes dois grupos
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(LAM et al, 2007), além do sequenciamento do genoma de varios organismos participantes do
ciclo do nitrogénio (STARKENBURG et al, 2006; STROUS et al, 2006;. ARP et al, 2007).
Tudo isso exemplifica a idéia de que ha uma enorme biodiversidade e variedade metabolica
nas rotas de conversao do nitrogénio, e que muito ainda esta oculto no mundo microbiano, do

qual se conhece muito pouco até agora (JETTEN, 2008).

Por outro lado, houve grande aumento na combustdo de combustiveis fosseis e na demanda
por nitrogénio para uso agricola e industrial, indicando que a humanidade continua a
empregar as transformacg6es do ciclo do nitrogénio em ritmo elevado (GALLOWAY et al.,
2008). Grandes quantidades de nitrogénio antropogénico sdo lancadas ao ambiente e
ocasionando uma serie de problemas, como por exemplo, o0 aumento dos niveis de nitrato nos
corpos d’dgua e grande producdo de oOxido nitroso, o qual pode acelerar as mudancas
climaticas globais (DUCE et al., 2008). Sendo assim, um melhor conhecimento a respeito dos
microrganismos envolvidos nas transformacdes do nitrogénio € necessario para se
compreender e, eventualmente, evitar os efeitos negativos da poluicdo ocasionada por
compostos nitrogenados (JETTEN et al, 2009). Neste contexto, o presente trabalho
concentra-se em uma das descobertas recentes, acima mencionadas, acerca do ciclo do
nitrogénio: a oxidagdo anaerébia de amdnia (anammox). Desde sua descoberta em 1995, o
processo anammox evoluiu de um segmento inexplorado da ciclagem bioldgica do nitrogénio
para uma alternativa promissora de remocdo de compostos nitrogenados de aguas
residudrias. Portanto, tornou-se claro que as bactérias anammox sd0 microrganismos

relevantes no ciclo global do nitrogénio.

3.2 Bactérias anammox e a oxidacdo anaerdbia da amonia

A maioria das pesquisas a respeito da remoc¢ao de nitrogénio em &guas residuarias, até meados
da década de 90, se concentrava nos processos cldssicos de nitrificacdo e desnitrificag&o.
Porém, Mulder et al. (1995) verificaram consumo de amdnia sob condi¢fes anaerdbias em
reator desnitrificante de leito fluidizado, operado para o tratamento de residuos de uma planta
de producdo de fermento em Delft (Holanda). O processo bioldgico foi designado de
anammox, pois converte amonia diretamente a nitrogénio gasoso sob condi¢des anaerdbias,

utilizando o nitrito como aceptor final de elétrons (MULDER et al., 1995):

NHs" +NO, — Np+2H,0  (AG = -358 KJ/mol de NH4") Eq. (3.4)
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Richards (1965) constatou uma perda de amonia inexplicavel, sob condi¢bes anoxicas, em
estudos de balango de nitrogénio em Fiordes andxicos. Broda (1977) ja havia previsto a
existéncia de uma bactéria quimiolitoautotréfica capaz de oxidar aménia para N, gasoso, com
base em calculos termodindmicos. Porém, até a constatacdo do processo anammox
(MULDER et al., 1995) nenhum pesquisador havia verificado a ocorréncia desta bactéria no
ambiente ou em qualquer sistema de engenharia. Van de Graaf et al. (1996) demonstraram a
presenca dessa bactéria autotrofica capaz de efetuar a reacdo anammox em um reator de leito
fluidizado em escala laboratorial, 0 que tornou claro que o enriquecimento das mesmas deve
ser realizado utilizando nitrito e ndo nitrato. Posteriormente, Strous et al. (1999a) purificaram
(fisicamente por centrifugacdo em gradiente com percoll) esta bactéria a partir de biomassa
enriquecida de um sistema em bateladas sequenciais que estava removendo nitrogénio pelo
processo anammox. Os autores demonstraram que as células purificadas foram capazes de
oxidar aménia anaerobiamente quando incubadas na presenca de 5mM de amonio e 5mM de

nitrito.

A partir da amplificacdo do gene RNA ribossomal (RNAr)16S desta bactéria e posterior
sequenciamento, a mesma foi identificada filogeneticamente como sendo membro da ordem
Planctomycetales, denominada de Candidatus Brocadia anammoxidans (STROUS et al.,
1999b). Este novo membro apresenta um crescimento lento, a divisdo celular ocorre
aproximadamente a cada 10 ou 14 dias (STROUS et al., 1998). Ndo obstante, alguns autores
(PARK et al., 2010) verificaram que o tempo de duplicacdo das anammox pode ser inferior a
esse valor. Em um reator em Batelada Sequencial verificaram que as anammox se duplicaram
a cada 5,3 dias, enquanto que as mesmas, enriquecidas em um sistema CANON (Completely
Autotrophic Nitrogen-removal Over Nitrite), apresentaram tempo de duplicacdo de 8,9 dias
(PARK et al., 2010). Até o presente momento, as bactérias anammox ndo puderam ser
isoladas utilizando as técnicas tradicionais de cultivo (como plagueamento em meio seletivo).
Entretanto, podem ser detectadas e estudadas através de ferramentas de biologia molecular
tais como, a técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) usando sondas especificas para
este grupo, e a técnica de amplificacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) com iniciadores
especificos.

Para esclarecer a rota metabolica de conversdo da amonia a nitrogénio gasoso sob anaerobiose
Jetten et al (2002), baseados em experimentos com *°N, postularam o seguinte mecanismo

para a oxidagdo anaerobia da amoénia: a bactéria autotréfica responsavel pelo processo
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anammox reduz nitrito (NO2) a hidroxilamina (NH,OH). Em seguida, hidroxilamina e
amonio (NH,") sdo condensados a hidrazina (N,H.) e agua. Posteriormente, a hidrazina €
oxidada a nitrogénio gasoso (N;) e os elétrons sdo utilizados para reduzir a préxima molécula
de nitrito (conforme Figura 3.2). Além disso, parte do nitrito é convertida a nitrato, o que

produz equivalentes de reducdo para fixacdo do CO, e consequentemente, aumento da

biomassa.
NH,4" NH,OH <A_ NO, =——) NQj;
N2H,4 2[H]*
!
NaH, 2[H]"
1
N>

Figura 3.2 — Provavel rota metabdlica da oxidacéo anaerdbia do ion aménio

Estudos com microscopia eletrdnica de transmissdo de B. anammoxidans mostraram que estao
presentes no citoplasma desta bactéria varios compartimentos limitados por membranas. A
enzima hidroxilamina oxidoredutase (HAQ), que é responsavel pela oxidacdo de hidrazina a
gas Ny, estava presente exclusivamente dentro de um desses compartimentos, denominado de
“anammoxosomo” (JETTEN et al., 2001a). A membrana do anammoxosomo é usada para
gerar e manter uma forca motriz de prétons para a sintese de ATP, além de isolar os
intermediérios do processo anammox, 0s quais sdo toéxicos (VAN NIFTRIK et al., 2004). As
condi¢cdes ambientais para as anammox foram determinadas por Strous et al. (1999b). A
temperatura de crescimento ocorreu entre 20 e 43°C (sendo a temperatura 6tima de 40°C), e
pH na faixa de 6,7 — 8,7 (com pH 6timo igual a 8). Concentra¢es de amonio e nitrato entorno
de 100mM ndo inibiram o processo anammox. Porém, concentragfes de nitrito acima de
20mM (280mg de N-NO,/m®) inibiram o processo, sendo que concentracBes maiores que

10mM ja se mostraram desfavoraveis.

Além disso, quando a concentragdo de nitrito permaneceu acima de 5mM (70mg de N-NO,/
m®) por longo periodo (12h), a atividade anammox foi completamente inibida, sendo

recuperada pela adicdo de quantidades trago de hidrazina e hidroxilamina, reforcando a idéia

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



de que o processo anammox € fortemente estimulado pelos intermediarios da reacdo. A
afinidade pelos substratos amonio e nitrito € relativamente alta (com constantes de afinidade
menor que 10uM), e a biomassa revelou-se estritamente andxica, evidenciando perda
completa de atividade (mas de forma reversivel), mesmo em concentragdes muito baixas de
oxigénio, < 2uM (STROUS et al., 1999b). Portanto, as bactérias anammox tém sido descritas
como anaerobias estritas, capazes de fixar CO, com nitrito como aceptor de elétrons, levando
a producdo anaerdbia de nitrato (STROUS et al., 1999b). O balanco total de nitrogénio
apresentou proporcdo de 1: 1,32: 0,26 para a conversdo de aménio e nitrito e producdo de
nitrato (STROUS et al., 1998). A equacdo geral da reagdo anammox, proposta pelos referidos

autores, seria:

NH, + 1.32 NO, + 0.066 HCOz + 0.13 H* — 0.26 NOs~ + 1.02 N, + 0.066 CH, Og5No 15 +
2.03 H,0 Eq. (3.2)

3.3 Diversidade de bactérias anammox

Desde a identificacdo de Candidatus Brocadia anammoxidans como a primeira bactéria
responsavel pelo processo anammox, outros géneros de bactérias relacionadas ao processo ja
foram descobertas. A descoberta da viabilidade da conversdo anaer6bia de amoénia em
nitrogénio gasoso, utilizando o nitrito como aceptor final de elétrons, revigorou os esforcos
para determinar se 0 processo anammox seria importante no controle das distribuicbes de
compostos nitrogenados no ecossistema marinho e veio como possivel explicacdo para certos
fendmenos oceanicos (ARRIGO, 2005).

Hé alguns anos pesquisadores notaram que a maior parte do nitrogénio amoniacal que deveria
ter sido produzido pela remineralizacdo anaerobia da matéria organica, em ambiente marinho,
estava ausente e ndo foi encontrada explicacdo para este fato. Entdo, foi proposto que o
nitrogénio amoniacal “perdido” poderia ter sido oxidado anaerobiamente a N, por algum
microrganismo utilizando o nitrato como agente oxidante. Esta teoria recebeu pouca atencéo
porgue ndo existiam rotas bioldgicas conhecidas para esta transformacao até a descoberta do
processo anammox (ARRIGO, 2005). Thamdrup e Dalsgaard (2002) investigaram a presenca
de bactérias anammox em sedimentos marinhos do mar Baltico e encontraram que este

processo respondia por 24 a 67% da producdo total de nitrogénio gasoso neste local. A
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desnitrificacdo respondia pelo restante da producdo. Estas analises forneceram as primeiras
evidéncias claras de que a atividade anammox poderia ser detectada em diferentes habitats

naturais.

Kuypers et al. (2003) identificaram no Mar Negro, a maior bacia andxica do mundo, a
ocorréncia de atividade anammox. Segundo suas conclusdes, a aménia ascendente de aguas
anoxicas profundas € consumida por bactérias anammox abaixo da zona aerdbia. Estas
observacdes forneceram fortes evidéncias de que bactérias anammox sdo responsaveis pela
oxidacdo anaerdbia do nitrogénio amoniacal no Mar Negro. A atividade destas bactérias foi
suficiente para oxidar todo o nitrogénio amoniacal difuso na camada anoxica. Esta foi a
primeira vez que as bactérias anammox foram identificadas e relacionadas diretamente a
remocao de nitrogénio na natureza. Ainda para Kuypers et al. (2003) a ampla ocorréncia
destas espécies em zonas subdxicas no ecossistema marinho indica que as bactérias anammox

sdo um grupo importante no ciclo do nitrogénio.

Nas grandes zonas de ressurgéncia, tais como a costa do Peru, Chile, Costa Rica, Angola e
Namibia, aguas frias e ricas em nutrientes atingem a zona foética proporcionando elevada
producdo primaéria e, consequentemente, elevadas taxas de mineralizacdo, incluindo altas
taxas de transformacdo de nitrogénio (KUENEN et al., 2003). Algumas das primeiras
evidéncias de reacOes anammox em aguas anoxicas vieram do Golfo Dulce, Costa Rica.
Dalsgaard et al. (2003) mostraram que a deficiéncia de nitrogénio amoniacal em aguas pobres
em oxigénio era devida a combinacdo entre desnitrificacdo e a atividade anammox, sendo que
a desnitrificacdo fornecia o nitrito requerido para a rea¢cdo anammox. Durante este estudo, o
processo anammox se mostrou responsavel por 19 a 35% da producdo total de nitrogénio
gasoso, e em algumas profundidades esse valor atingiu 58% da producéo total. Foi estimado
gue 0 processo anammox, em zonas pobres em oxigénio gasoso, é responsavel por 10 a 15%
da perda de nitrogénio fixado nos oceanos do mundo (DALSGAARD et al., 2003). Também
foi sugerido que o processo anammox pode ser ainda mais importante em regides tais como as
zonas de ressurgéncia do Chile e Peru, onde aguas anoxicas ricas em nitrato encontram

sedimentos que produzem quantidades significativas de nitrogénio amoniacal.

Aguas profundas na zona de ressurgéncia de Benguela, Angola, tornam-se suboxicas devido a
decomposicdo da matéria organica sedimentada, oriunda das temporadas de alta

produtividade. A baixa relagdo entre nitrogénio e fosfato nestas areas subdxicas vinha sendo
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atribuida a desnitrificacdo. Entretanto, as baixas concentracdes de nitrato e nitrogénio
amoniacal nestas aguas sugerem que as bactérias anammox desempenham um papel
importante. Kuypers et al. (2005) desvendaram essa atuagdo dos organismos anammox por
meio da utilizacdo de is6topos marcados °N que detectaram significativa atividade de
oxidacdo anaerdbia de amonia. Este trabalho verificou que a perda de nitrogénio fixado é
devida a atividade anammox. Estas pesquisas demonstraram que na Zona de Minimo
Oxigénio (ZMO) do sistema de ressurgéncia de Benguela apenas uma pequena fracdo do
nitrogénio gasoso € produzido pela desnitrificacdo, sendo, portanto, as bactérias anammox as

principais protagonistas da producéo de nitrogénio gasoso (KUYPERS et al., 2005).

Os ambientes extremos também tem sido foco de pesquisas em busca da presenca de
microrganismos anammox. Estudos mais recentes reportaram atividade anammox em
ecossistemas marinhos tdo diversos quanto o gelo polar. Rysgaard e Glud (2004)
identificaram bactérias anammox em camadas de gelo marinho em fiordes na Groelandia.
Segundo esta pesquisa, as anammox contribuiam com 19% da producéo total de nitrogénio
gasoso nas camadas mais profundas do gelo, mostrando que este grupo de organismos pode

ter papel importante no ciclo dos nutrientes em regides polares.

Além da busca por bactérias anammox em sedimentos oceénicos, coluna d’agua e gelo polar,
lugares mais remotos estdo sendo explorados e se mostrando habitas para a ocorréncia destes
microrganismos. Byrne et al. (2009) encontraram bactérias anammox em respiradouros
oceanicos, também conhecidos como “chaminés”, a profundidades variando de 750 a 3650
metros e em temperaturas variando de 30 a 300°C . Durante trés expedi¢cdes oceanogréaficas
para a dorsal Meso-Atlantica, amostras hidrotermais foram coletadas em cinco respiradouros
oceanicos. Essas amostras foram analisadas em relacdo a presenga de organismos anammox.
O resultados apontaram a presenca de lipidios laderanos (especificos das bactérias anammox)
e sequéncias de genes de RNAr 16S de microrganismos anammox em quatro dos cinco
respiradouros oceanicos estudados, além da deteccdo de atividade anammox nas amostras
desses quatro respiradouros. N&o obstante, em duas dessas amostras foram encontradas
sequéncias genéticas que sugerem um grupo novo de bactérias anammox. Assim, 0S
resultados de Byrne et al. (2009) sugerem que estes organismos sdo importantes também para

o ciclo do nitrogénio nas profundezas oceanicas.
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Bactérias anammox vém sendo também encontradas em véarias amostras de solos e
sedimentos, tais como sedimentos marinhos, costeiros, estuarinos e de aguas doces, além de
mangues, lagos de agua doce, permafrost, entre outros. Meyer et al. (2005) estudaram a
correlacdo entre possivel atividade anammox e a distribuicdo de nitrito em sedimentos de
mangues subtropicais na Australia e sugerem que o acumulo de nitrito, devido a atividade
nitrificante, pode criar condigfes para a ocorréncia das anammox. No Lago Tanganyika, o
segundo maior lago do planeta, Schubert et al. (2006) verificaram que aproximadamente 13%

da producéo de nitrogénio gasoso no lago poderia ser atribuida a atividade anammox.

Ja Humbert et al. (2010) relataram a deteccdo de seqiiéncias anammox de Candidatus
Brocadia, Kuenenia, Scalindua e Jettenia em pantanos, em margens de lagos, em um aquifero
poroso contaminado, em solo permafrost, solo agricola e em amostras associadas a plantas
fixadoras de nitrogénio. Humbert et al. (2010) sugeriram que existe maior diversidade de
bactérias anammox em ambientes terrestres quando comparada com ecossistemas marinhos e
que esta pode ser consequéncia da maior variedade de nichos adequados em solos. Os autores
reforcaram que 0s organismos anammox ndo estavam presentes de forma ubiqua, uma vez
que s6 foram detectados em determinados tipos de solo e em profundidades especificas,
refletindo, assim, as exigéncias ecoldgicas especificas desse grupo.

No que se refere ao tratamento de &guas residuarias resultados utilizando a técnica de FISH
com sondas especificas para essas bactérias revelaram enorme abundancia in situ da bactéria
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis em biofilmes de reatores tipo biodiscos rotatérios, em
Stuttgart (Alemanha) (SCHMID et al., 2000), sugerindo que pelo menos dois géneros
(Kuenenia e Brocadia) dentro da ordem Planctomycetales séo capazes de catalisar o processo
anammox em sistemas de tratamento. Além disso, novas espécies de bactérias anammox
foram enriquecidas a partir de amostras coletadas em sistemas de tratamento de aguas
residudrias. Kartal et al. (2007) descreveram uma nova espécie de anammox, com um nicho
bem definido: a co-oxidagdo de propionato além do nitrogénio amoniacal, a qual foi
denominada de Candidatus Anammoxoglobus propionicus. J& em outro trabalho, Kartal et al.
(2008) investigaram o enriquecimento de bactérias anammox na presencga de acetato, € 0S
resultados apontaram para a descoberta de outra nova espécie anammox, denominada
Candidatus Brocadia fulgida. J& Hu et al. (2010) detectaram bactérias anammox em oito

reatores diferentes que removiam nitrogénio. Em cinco dos oito reatores foi constatada a
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existéncia de uma espécie nova, afiliada ao género Brocadia, a qual foi denominada de

Candidatus Brocadia sinica.

Apesar da atividade anammox, ainda estar por ser pesquisada em solos, a ampla ocorréncia
dessas bactérias nos ecossistemas aquaticos e sistemas de tratamento de aguas residuarias
sugere que este processo seja ubiquo, e € possivel que as anammox sejam encontradas
virtualmente em qualquer ecossistema que contenha nitrogénio amoniacal com zonas
anaerdbias (FRANCIS et al.,, 2007). Em escala global a contribuicdo total do processo
anammox para a perda de nitrogénio fixado € ainda incerta. Segundo Devol (2003)
estimativas sugerem que estas bactérias poderiam ser responsaveis por 30 a 50% da producao

total de nitrogénio gasoso no planeta.

3.4 Coexisténcia das bactérias anammox com as bactérias aerobias
oxidadoras de aménia e de nitrito
A nitrificacdo € uma etapa importante do ciclo biolégico do nitrogénio, e os microrganismos
envolvidos no processo sdo caracterizados como bactérias litoautotroficas e oxidadoras
aerobias de amonia e nitrito. As bactérias nitrificantes pertencem a familia Nitrobacteraceae,
tendo como principais géneros representantes, Nitrosomonas (oxida amonia a nitrito) e
Nitrobacter (oxida nitrito a nitrato). Estudos recentes tém investigado a coexisténcia das
bactérias aerobias oxidadoras de amonia e nitrito com as bactérias anammox. Schmidt et al.
(2002) sugeriram que em varios ecossistemas Candidatus B. anammoxidans é dependente da
atividade de bactérias aerdbias oxidadoras de aménia, sob condigdes limitantes de oxigénio.
Esse fato foi constatado na interface aerdbia/andxica da biomassa em estacfes de tratamento
de &guas residuarias na Holanda, Alemanha, Suica, Reino Unido, Australia e Japdo (JETTEN,
2001b apud SCHMIDT et al., 2002). Os ambientes que apresentam interfaces aerébia/andxica
sdo abundantes na natureza, por exemplo, em biofilmes e flocos microbianos. Sendo assim,
nesses locais onde o oxigénio é limitado as oxidadoras aerobias de amonia
oxidam o nitrogénio amoniacal a nitrito, mantendo a concentracdo de oxigénio baixa,
enquanto Ca. B. anammoxidans converte o nitrito produzido e o restante do nitrogénio

amoniacal em nitrogénio gasoso (SCHMIDT et al., 2002).

As anélises pela técnica da Hibridag&o in situ fluorescente (FISH) e as medi¢es de atividade

mostraram que as bactérias oxidadoras aerébias de amodnia, assim como as anammox, estavam
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presentes e foram atuantes nesses reatores onde havia limitacdo de oxigénio, porém
as bactérias oxidadoras de nitrito (Nitrobacter ou Nitrospira) ndo foram detectadas
(SCHMIDT et al., 2002). Aparentemente, as oxidadoras aerdbias de nitrito sdo incapazes de
competir pelo oxigénio, com as oxidadoras aer6bias de aménia, e pelo nitrito, com as
bactérias anammox. Segundo Schmidt et al.(2002), parece provavel que nestas condi¢cdes de
oxigénio limitante as bactérias oxidadoras de aménia aerdbias e anaerébias formem uma
comunidade bastante estavel. A cooperacdo entre esses dois grupos de oxidadoras de
nitrogénio amoniacal ndo é relevante apenas para o tratamento de aguas residuarias, mas pode
desempenhar papel importante em ambientes naturais na interface aerdbia/anéxica (JETTEN
et al., 2001b).

A cooperacdo entre 0s grupos aerobios e anaerdébios de bactérias oxidadoras de amonia, sob
condic@es limitantes de oxigénio, também foi observado por Sliekers et al. (2001). Os autores
investigaram 0s microrganismos envolvidos e a viabilidade de um novo reator operando em
fase Unica, com a remoc¢do de aménia sendo completamente autotrofica. A partida do reator
foi dada pela inoculacdo usando biomassa de um reator anammox. Posteriormente, 0 oxigénio
foi fornecido ao reator e a populacdo de bactérias nitrificantes se desenvolveu, a qual foi
monitorada pela técnica de FISH. O oxigénio foi mantido como o fator limitante. Os
resultados mostraram que durante o estado estacionario, as bactérias anammox continuaram
presentes e ativas. Sendo que, neste reator ndo foram detectadas bactérias aerdbias oxidadoras
de nitrito. Portanto, a cooperacdo entre oxidadoras aerébias e anaerdbias de amonia resultou
em conversdes de amonia, principalmente, a nitrogénio gasoso (85%) e uma pequena parcela
a nitrato (15%).

Sendo assim, a interacdo de bactérias aerObia e anaerObias oxidadoras de aménia, sob
condicdes limitantes de oxigénio, tem resultado em uma conversdo quase que completa de
amonia em gas nitrogénio. A excessiva liberagdo de nitrogénio na forma de nitrogénio gasoso
tem sido relatada em diversos sistemas de tratamento que recebem &guas residuarias com
carga de nitrogénio amoniacal elevada e pequena concentracdo de carbono organico
(HELMER et al., 2001.; HELMER & KUNST, 1998; HELMER et al., 1999;. HIPPEN et al.,
1997;. SIEGRIST et al., 1998). A conversao autotrofica da amdnia a nitrogénio gasoso foi
definida em termos microbioldgicos (STROUS et al., 1997), e o processo foi denominado
CANON (Completely Autotrophic Nitrogen-removal Over Nitrite), que consiste em uma

remocdo de nitrogénio completamente autotrofica em presenca de nitrito (DIJKMAN &
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STROUS, 1999). A remocédo de amonia realizada em um unico reator representa uma opgao
eficiente e econbmica para o tratamento de A&guas residudrias, especialmente para

efluentes ricos em aménia, mas desprovidos de matéria organica (THIRD et al., 2001).

Third et al. (2001) sugeriram que o processo CANON depende da interacdo estavel entre estas
duas populagdes bacterianas: Nitrosomonas, como oxidadora aerobia de aménia, e bactérias
anammox. Neste trabalho os autores investigaram o efeito de longos periodos de limitacdo de
amonia em dois tipos diferentes de reatores (batelada e quimiostato). O limite inferior de
nitrogénio que propiciou remocao estavel e eficaz de nitrogénio amoniacal foi de 0,1 kg N/m?®,
dia. Com essa taxa de carregamento, houve remocdo de 92% do nitrogénio total. Apos
exposicdo prolongada (maior que um més) a uma carga afluente de amdnia inferior a esta,
houve o desenvolvimento de uma terceira populacdo bacteriana no reator, que afetou a
estequiometria da reacdo CANON, resultando em reducdo temporéria da remocgdo de
nitrogénio amoniacal de 92% para 57%. O terceiro grupo de bactérias foi identificado por
testes de atividade e analises qualitativas de FISH, indicando serem estas bactérias oxidadoras
de nitrito dos géneros Nitrobacter e Nitrospira. As mudancas causadas pela limitacdo de
nitrogénio amoniacal foram completamente reversiveis, e o sistema se restabeleceu assim que
a carga afluente de aménia voltou ao normal. Este estudo mostrou que o sistema CANON ¢é
um sistema robusto para a remoc¢do de amonia, e que periodos duradouros de até um més de

limitacdo de amdnio ndo causam danos irreversiveis.

Dong & Sun (2007) analisaram a coexisténcia da nitrificacdo parcial e do processo anammox
em Wetlands construidas, de fluxo vertical, tratando aguas residuérias na Franca. Segundo os
autores, estudos preliminares haviam sugerido que além da nitrificacdo e desnitrificacdo
outras vias microbiologicas de remocdo de nitrogénio atuaram nas Wetlands, como a
nitrificacdo parcial de amonia a nitrito associada ao processo anammox. A realizacdo de
experimentos em grande escala, com duracdo de cerca de 100 dias, mostrou que, com
alteracdes apropriadas no projeto das Wetlands, tais como a modificagdo da profundidade
convencional de 80 cm para uma estrutura composta por duas camadas (camada de 25 cm
insaturada e camada de 55 cm saturada), 0 novo modelo ndo apenas permitiu a obtencdo de
melhor desempenho na eficiéncia de remogéo de nitrogénio total, mas também promoveu o
crescimento das bactérias anammox. Analises de FISH indicaram que as bactérias aerobias
oxidadoras de amonia coexistiram na interface entre as duas camadas (saturada e instaurada).

Os resultados sugeriram que os dois processos, oxidacdo aerébia e anaerObia da aménia,
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foram realizados em vias completamente diferentes, e que a ocorréncia simultanea de ambos
resultou em maior eficiéncia de remocéao de nitrogénio total quando comparado aos métodos
convencionais (DONG & SUN, 2007).

Assim, a coexisténcia de bactérias aerdbias oxidadoras de am6nia com bactérias anammox
ilustra a descoberta de novos caminhos microbiolégicos no ciclo do nitrogénio. A
flexibilidade do metabolismo aerdbio das bactérias nitrificantes em parceria com as bactérias
anammox vem acrescentar novas possibilidades para o ciclo do nitrogénio e a aplicacdo deste
no tratamento de aguas residuarias. Estes dois grupos podem ainda ser parceiros naturais em
ecossistemas, onde a ocorréncia de oxigénio seja limitada. Sob estas condic@es, as bactérias
aerobias oxidadoras de amonia sdo capazes de oxidar amonia a nitrito, o qual sera consumido
por bactérias anammox juntamente com o restante da aménia. Como 0s produtos
desta cooperacao, tém-se, principalmente, o gas nitrogénio, além de pequenas quantidades de
nitrato. Nao obstante, quando a amonia € o substrato limitante, a afinidade dos dois grupos de
bactérias oxidadoras de aménia por ela pode ser decisiva para o desfecho da competicao entre
eles. No entanto, ainda falta muito para se compreender a complexidade total da conversao de
nitrogénio em detalhes. Para se aprofundar nos estudos acerca da coexisténcia de bactérias
aerObias oxidadoras de amdnia com as anammox o foco devera ser na regulacdo do
metabolismo nitrificante, nas interagdes com a comunidade, e na diversidade filogenética dos

microrganismos responsaveis pela conversdo de nitrogénio (SCHMIDT et al., 2002).

3.5 Reator em Batelada Sequencial (RBS)

Muitos microrganismos nao sdo conhecidos atualmente pelo fato de ndo serem cultivaveis por
métodos convencionais ou por apresentarem crescimento muito lento, como é o caso das
bactérias Anammox, cujo tempo de duplicacdo foi estimado inicialmente como sendo de 30
dias (VAN DE GRAAF et al., 1996). Atualmente acredita-se que o tempo de duplicacdo delas
seja de aproximadamente 11 dias (JETTEN et al., 2001a). A primeira tentativa bem-sucedida
no enriquecimento parcial dos organismos que catalisam a reacdo anammox foi 0 uso
do reator de leito fluidizado, o qual foi alimentado com meio mineral contendo somente
amonio e nitrito, além de carbonato como unica fonte de carbono (VAN DE GRAAF et al.,
1996). A taxa de conversdo da cultura enriquecida neste trabalho foi de 3 kg NH,"/m’.d

quando alimentados com 30 mM de NH;". Van de Graaf et al. (1996) afirmaram que

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



considerando a baixa taxa de crescimento desse grupo de bactérias (0.001 h™), ndo é
surpreendente que um sistema com retengdo de biomassa, como é o caso do reator de leito
fluidizado, seja necessario para esse tipo de cultivo. Verificaram ainda que taxas de conversao
razoaveis foram alcancadas somente quando quantidade suficiente de biomassa havia se

acumulado no sistema.

Strous et al. (1998) observaram, no entanto, que o cultivo de bactérias anammox através do
reator de leito fluidizado ndo foi satisfatdrio, porque a operacdo deste reator em escala
laboratorial foi complicada. Muitas vezes, a retengdo da biomassa neste reator ndo foi
suficiente para manter a cultura de bactérias anammox. Devido ao longo tempo requerido para
0 cultivo dessas bactérias, que € superior a uma ano, varias tentativas de enriquecimento nao
foram bem sucedidas por problemas tais como dificuldades no controle do pH além da
ocorréncia de falhas das bombas responsaveis pela entrada do meio afluente e retirada do
meio efluente (STROUS et al., 1998). Em geral, a estrutura do biofilme (espessura e
composicdo da populacdo) ndo foi constante ao longo de todo o reator. Este ultimo problema
pode ser explicado pela falta de volume suficiente para proporcionar uma mistura completa no
reator de leito fluidizado. Isso fez com que alguns locais do reator ndo recebessem substrato
continuamente, consequentemente a biomassa nestas areas foi exposta a escassez de alimento,
0 que levou a uma diminuicdo da atividade anammox. Todos esses problemas dificultaram a
interpretacdo dos resultados quantitativos (STROUS et al.,, 1998), uma vez que a
estratificacdo, que é consequéncia da auséncia ou reducdo do processo de mistura completa,
pode ser comun em reatores de leito fluidizado (HEIJNEN, 1994 apud STROUS et al., 1998).

Outra estratégia buscada para o cultivo de bactérias anammox foi a utilizacdo de reatores em
batelada. Alguns autores obtiveram sucesso na deteccdo de atividade anammox bem como no
enriquecimento delas em reatores batelada (com trocas esporadicas do meio de cultura)
(TSUSHIMA et al., 2007, SANCHEZ-MELSIO et al., 2009; TOH e ASHBOLT, 2002).
Outros, entretanto, ndo obtiveram sucesso no enriquecimento mesmo apos longos periodos de
incubagdo. Lara (2009) incubou lodos provenientes de um reator anaerobio de fluxo
ascendente e manta de lodo (UASB) e de um sistema de lodos ativados, em meio autotréfico e
anaerobio em condicGes de batelada durante um periodo de 400 dias. O processo bioldgico
verificado, nesta condicdo de incubacgdo, foi a desnitrificacdo intensa, tanto para o lodo
aerobio quanto para o anaerobio. A adicdo de cloranfenicol nos reatores ndo conseguiu inibir

as bactérias desnitrificantes, que na condicdo de batelada foram favorecidas em detrimento
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das bactérias anammox. Portanto, pelos trabalhos analisados verifica-se que nem sempre a

estratégia de enriquecimento das anammox em batelada apresenta resultados satisfatorios.

Nesse contexto, diversas técnicas foram desenvolvidas para estudar microrganismos aderidos,
sendo que todas elas se baseiam, geralmente, em duas estratégias, que sdo: A formacdo de
biofilmes e a retencdo de biomassa. Nesse sentido o Reator em Batelada Sequencial (RBS)
constitui uma ferramenta importante para o enriquecimento dos organismos Anammox. Uma
vez que, tal aparato conjuga essas duas caracteristicas essenciais para o0 cultivo de
microrganismos: proporciona a formacdo de biofilmes, os quais melhoram a culturabilidade

dos microrganismos, e, simultaneamente, promove consideravel retencdo de biomassa.

Strous et al. (1998) utilizaram o Reator em Batelada Sequencial para o enriquecimento da
comunidade microbiana de bactérias anammox demonstrando que 0 mesmo € um aparato
experimental relevante para esse cultivo. Os autores destacaram 0s seguintes pontos fortes do
RBS:

e Periodo de sedimentacdo curto, mas eficiente, garantindo retencéo satisfatoria de cerca
de 90% da biomassa. Os autores sugeriram que as propriedades de sedimentacdo dos
agregados podem ter sido aperfeicoadas durante o enriquecimento, através da selecdo
de agregado com melhor sedimentacdo. Assim, o grau de enriquecimento relatado
anteriormente, em um reator de leito fluidizado, havia sido de 64% (VAN DE GRAAF
et al., 1996), enquanto que o grau de enriquecimento nos agregados de biomassa do
RBS foi 15% maior em relacdo a esse valor, alcancando o indice de 74%. Isto indica
que a pressdo seletiva no RBS foi ligeiramente superior aquela do reator de leito
fluidizado, ja que a duracdo do experimento foi 0 mesmo em ambos os casos (400
dias).

e Distribuicdo homogénea dos substratos, produtos e agregados de biomassa ao longo do
reator, garantindo a obtencdo de amostras representativas, alem de evitar a ocorréncia

de estratificacdo do biofilme, assim a biomassa ndo foi exposta a escassez de alimento.

e Operagéo confiavel por periodos superiores ha um ano.

e Obtencdo de condicGes estaveis de operacdo permitindo um balango de massa definido

sob baixas concentracGes de substrato.
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e Para a instalacdo e operacdo do RBS, em escala laboratorial, ndo foi necesséaria a
instalacdo de nenhum equipamento especial, além do equipamento habitual utilizado
para o cultivo continuo, tornando esta técnica de cultivo acessivel a muitos

laboratérios de microbiologia.

e Os resultados obtidos com o RBS podem ser traduzidos diretamente para uma
aplicacdo pratica do processo anammox, uma vez que, a retencdo eficiente de
biomassa € um dos os principais fatores limitantes para a aplicagdo do processo em
escala real, com o intuito de se remover nitrogénio amoniacal de &guas
residudrias. Ndo obstante, 0 aumento de escala deste equipamento seria relativamente

facil.

Portanto, Strous et al. (1998) demonstraram que a retencdo eficiente de biomassa e a
estabilidade operacional, obtidas por técnicas convenientes, tais como 0 RBS podem propiciar
0 enriquecimento e o estudo de microrganismos que estariam fora do alcance das técnicas
microbioldgicas cléssicas de cultivo. Sendo assim, o uso do RBS no presente trabalho se
justifica, uma vez que a utilizacdo do mesmo mostrou-se eficiente para o enriquecimento e
estudo quantitativo de microrganismos de crescimento lento, que € o caso das bactérias

Anammox.

3.6 Trabalhos que fizeram o enriquecimento de bactérias Anammox

O primeiro trabalho a fazer enriquecimento de bactérias anammox foi o de Van de Graaf et al
(1996), utilizando lodo de reator desnitrificante que apresentava perda de aménia (MULDER
et al., 1995). A biomassa foi enriquecida em reator de leito fluidizado, com meio mineral
autotrofico contendo amonio e nitrito como doador e aceptor de elétrons, respectivamente. A
concentracdo de oxigénio foi mantida abaixo dos niveis de deteccdo (<1uM) no intuito de se
evitar efeitos inibitdrios. Apds enriquecimento da biomassa anammox, a velocidade de
remocdo de nitrogénio aumentou de 0,4 KgN.m™.d™ no lodo original para 2,4 KgN.m3d™. 0
tipo de microrganismo dominante no enriquecimento foram bactérias gram-negativas com
morfologia ndo usual apresentando coloracdo avermelhada. O método do Numero Mais
Provavel (NMP) revelou a presenca de nitrificantes aerdbias no lodo, mas o numero

permaneceu constante e em torno de 9 (+ 5) x 10° células (mgSV) * de oxidadoras de aménia
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el (£0,9) x 10° (mgSV)™! de oxidadoras de nitrito. Comparado a uma cultura pura de
Nitrosomonas europea com 9 x 10° células.(mgSV) *, o nlmero de nitrificantes foi
considerado muito pequeno para ter tido influéncia representativa no processo (VAN DE
GRAAF et al., 1996).

O segundo trabalho foi o de Strous et al. (1998), que utilizaram dois reatores em batelada
sequencial (RBS) (de 2L e 15L), aplicando o lodo do reator de leito fluidizado (VAN DE
GRAAF et al., 1996) como indéculo para o enriquecimento das anammox. No inicio e por
cerca de 100 dias de experimento, alimentaram os RBS com 5mM de NH;" e 5mM de NO5,
apos esse tempo as concentracfes de amonio e de nitrito foram aumentadas gradualmente,
chegando a 30mM. Esse trabalho € de extrema relevancia, uma vez que 0s autores operaram
0s RBS por mais de 1 ano, realizando varios calculos de balango de massa (de carbono e
nitrogénio) o que possibilitou o célculo da estequiometria da reacdo anammox, bem como
determinaram parametros de crescimento desta bactéria (tempo de duplicagdo de 11 dias entre
outros). Além disso, como foi dito anteriormente, indicaram o RBS como sendo a melhor
forma de se enriquecer bactérias de crescimento muito lento, como as anammox, devido aos

aspectos enumerados no item 3.5.

Egli et al. (2001) enriqueceram anammox a partir de biofilme proveniente de reator com
biodiscos tratando aguas residuarias rica em amonia (em Koalliken, Suica). Fizeram o cultivo
em batelada (frascos de 2L), através da técnica de diluicdo e enriquecimento. Apds seis meses
de cultivo obtiveram, aproximadamente, 88% de bactérias anammox em relacdo ao total de
células no enriquecimento. Através da amplificacdo e sequenciamento do DNAr 16S
verificaram que as anammox enriquecidas apresentaram 98.9% de similaridade de seqliéncia
do gene DNAr16S com Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, e 90.9% de similaridade com
Candidatus Brocadia anammoxidans. Através de ensaios fisioldgicos, verificaram que a
bactéria anammox enriquecida catalisava a reagdo anammox de maneira similar a descrita
para B. anammoxidans, porém exibiu maior tolerancia a fosfato (maior que 20mM) e a nitrito
(maior que 13mM), e estava ativa em baixa concentragéo celular. Ndo obstante, foi verificada
atividade anammox na faixa de pH 6,5 a 9 (com 6timo em pH 8) e a temperatura 6tima de
crescimento foi de 37°C. Hidroxilamina e hidrazina, que sdo intermediarios da reagédo
anammox catalisada por B. anammoxidans, também foram utilizados pelas anammox de
Kolliken, e aproximadamente 15% do nitrito utilizado durante o crescimento autotrofico foi

convertido em nitrato.
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Dapena-Mora et al. (2004) fizeram o enriquecimento de bactérias anammox a partir de lodo
de um sistema de tratamento de &guas residuérias municipais, utilizando RBS. Apos 60 dias
comecaram a detectar atividade anammaox, pelo consumo de quantidades estequiométricas de
NO, e NH;" no sistema. Analises de FISH confirmaram o aumento da concentragio de
bactérias anammox ao longo do tempo. A concentracao final obtida da biomassa enriquecida
foi de 3-3,5 gSSV.dm™, apresentando atividade anammox especifica de 0,18gNH,"-NgSSV”
1 d. O reator foi capaz de tratar cargas de nitrogénio de até 1,4 kg Nm™.d, atingindo 82% de
eficiéncia de remocdo. A modelagem da partida e da operacdo do reator anammox foi
realizada utilizando o modelo para lodos ativados nrl, o qual é aplicado para processos em
duas etapas (nitrificacdo e desnitrificacdo), sendo adaptado para anammox. As simulagoes
foram condizentes com os dados experimentais em relacdo as concentragcbes dos compostos
nitrogenados e puderam ser usadas para estimar a evolucdo da biomassa anammox e de
heterotroficas no reator. Além disso, as simulacBes revelaram que as heterotréficas
permaneceram no sistema apds a partida do reator e podem proteger 0s microrganismos

anammox do efeito negativo do oxigénio.

Kieling (2004) estudou a remogdo bioldgica de nitrogénio em RBS inoculado com lodo
nitrificante cultivado em meio autotrofico, sob condi¢des andxicas, assim como acompanhou
o desenvolvimento das populacdes microbianas. O lodo nitrificante, utilizado como in6culo,
foi proveniente de um sistema de lodos ativados para tratamento de esgoto doméstico. Este
lodo foi adaptado por 130 dias em meio autotrofico nitrificante (aerdbio) e posteriormente
utilizado como inéculo em dois reatores RBS (RI e RII). O reator RI, ap6s ser submetido a
lavagem celular inicial, e o reator RIl foram operados com retencédo de células, sendo aplicado
um TDH (tempo de detencdo hidraulica) de 5 dias. Ambos os reatores foram alimentados com
meio autotrofico contendo aménio e nitrito e mantidos sob condi¢Bes andxicas, por 225 dias.
A remocéo bioldgica de nitrogénio no periodo de estabilidade (150 a 225 dias) foi de 30-40%
para Rl e em torno de 20% para RIIl. Apesar de RI apresentar menor concentragdo celular,
apresentou eficiéncia de remocéo especifica média de 25 mgN. (gSST) *.d™ a partir de 150
dias, muito superior ao RII (5mgN. (gSST) ™.d™}). No reator RI, a analise por FISH detectou a
presenca de anammox evidenciando um enriquecimento do lodo nesta biomassa a partir de
lodo nitrificante de um sistema de lodos ativados. Também foi verificado um enriquecimento
de Nitrosomonas em relacdo a Nitrobacter em ambos os reatores, quando comparado com 0

lodo original.
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Third et al. (2005) enriqueceram bacterias anammox a partir de lodo proveniente de sistema
de lodos ativados, em RBS. Obtiveram atividade anammox e biomassa suficiente em 14
semanas de enriquecimento. O enriquecimento nesse curto espaco de tempo (comparado com
6 a 8 meses de outros trabalhos) se deveu a adicdo de hidrazina e hidroxilamina que sdo
intermediarios do processo. Os autores verificaram que a atividade maxima anammox foi
0,26mmol NH," (g biomassa)*.h* (0,58 Kg N-total m=.d™). Analises qualitativas através da
técnica de FISH confirmaram que as bactérias enriquecidas eram anammox pertencentes a
ordem Planctomicetales, e filogeneticamente relacionadas a B. anammoxidans. Entretanto,
existiram algumas diferencas em sitios alvos de sondas mais especificas, significando que
pode se tratar de uma espécie nova de anammox. Pequena quantidade de bactérias aerdbias
oxidadoras de aménia (nitrificantes) (10% v/v) foram inoculadas no reator anammox para
iniciar o processo CANON (“Completely Autotrophic Nitrogen-removal Over Nitrite”) no
qguimiostato. A cultura do quimiostato esteve sempre sob condic¢des limitantes de oxigénio e
nenhuma fonte de carbono foi adicionada. O reator CANON foi operado como um sistema
aerado intermitente com 20 minutos de aerobiose e 30 minutos de anaerobiose, durante os
quais a oxidacdo aerObia e anaerdbia do amonio foi realizada de modo sequencial,
respectivamente. O processo anammox ndo foi inibido pela intermitente e repetida exposicao
ao oxigénio, permitindo a remogcdo autotréfica completa do amdnio (0,08 KgN m™ d™*) por

longo periodo de tempo.

Vanotti et al. (2005a) verificaram a presenca de bactérias anammox em sistema piloto que
promovia a nitrificacdo de um efluente de lagoa anaerébia em uma fazenda de suinos da
Carolina do Norte, EUA. Utilizaram esse lodo para fazer o enriquecimento dessas bactérias
em um biorreator operado sob fluxo continuo e com células imobilizadas. Verificaram apds
16 meses de operac&o que houve remogao de nitrogénio da ordem de 500 g de N.m™.dia™ de
residuo (de suinocultura). O processo anammox e o sistema de fluxo continuo com ceélulas
imobilizadas se mostrou tdo eficiente quanto o sistema convencional de remocéo biologica de
nitrogénio, com a vantagem de poder reduzir os custos de tratamento de residuos de suino em
até quatro vezes. I1Sso porque 0 processo anammox gasta menos energia comparado ao sistema
tradicional, j& que somente parte do amonio precisa estar sob a forma de nitrito e a remogéo

de amdnio ocorre sem a necessidade de aeragao.

Em outro trabalho, Vanotti et al. (2005b) utilizaram um sistema de tratamento em escala

completa, constituido de um modulo contendo as anammox (para remocdo do N) e outro
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modulo subsequente de tratamento alcalino (para promover a remocgdo de fosforo e de
patdgenos). O sistema foi testado por 1 ano com a proposta de substituir as lagoas anaerdbias
para o tratamento de residuos de suinocultura. O sistema removeu 97,6% de sdlidos
suspensos, 99,7% de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), 98,5% de NTK (Nitrogénio
Total Kjeldahl), 98,7% de amonia, 95% de fosforo total, 98,7% de cobre e 99,0% de zinco.
Também removeu 97,9% dos compostos que apresentavam odor no meio liquido, e reduziu o0s

patdgenos indicadores em niveis ndo-detectaveis.

Chamchoi & Nitisoravut (2007) utilizaram trés reatores (RBS) para o enriquecimento de
bactérias anammox a partir de lodos convencionais, incluindo lodo do reator anaerébio com
manta de lodo (UASB), lodo ativado e lodo de um digestor anaerdbio. Apds quatro meses de
operacdo, atividade anammox foi detectada em todos os reatores permitindo a remocéo
continua de amdnia e nitrito. A morfologia da biomassa cultivada foi observada utilizando
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As imagens indicaram que a cultura obtida
apresentava, principalmente, células de forma esférica, sugerindo ser esta biomassa
constituida por células anammox. Além disso, foram detectadas também bactérias
filamentosas coexistindo no sistema. As andlises de FISH, utilizando sondas PLA46 e
Amx820, revelaram que a populacdo dominante desenvolvida em todos os trés reatores
hibridou com ambas as sondas, indicando que a biomassa cultivada em todos os reatores eram
bactérias do grupo Planctomicetos, que abrange as anammox, tais como Candidatus Brocadia
anammoxidans e Candidatus Kuenenia stuttgartiensis. A analise do desempenho dos reatores,
revelou remocdo quase que total de nitrito, com base em concentragdes afluentes de 50 a 70
mg/L de N-NO,. A eficiéncia maxima de remocdo de amonia foi de 80% para concentracdes
afluentes de 40 a 60 mg/L de N-NH,". Os autores concluiram, portanto, que o cultivo de
bactérias anammox, a partir de lodos convencionais, foi fortemente possivel sob um ambiente

com condicGes controladas, em um periodo de quatro meses.

O enriquecimento das bactérias anammox também foi realizado a partir de amostras
ambientais. Nakajima et al. (2008) realizaram um enriquecimento de anammox marinhas
(MAB), utilizando um reator em coluna preenchido internamente com uma malha de tecido
sintético, a qual havia sido colocada previamente no fundo do mar e mantida por 3 meses, no
intuito de acelerar o processo de enriquecimento. Este reator foi continuamente alimentado
com NH4Cl e NaNO; por mais de um ano. A atividade anammox no reator foi confirmada

pela anélise de N marcado (usando NH,Cl e Na**NO,). Os autores identificaram duas
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sequencias de DNAr 16S a partir da biomassa enriquecida, as quais foram altamente similares
com aquelas de Candidatus Scalindua wagneri e com uma espécie de Planctomiceto ainda
ndo identificada. A analise de FISH utilizando sonda especifica para anammox (Amx820)
também confirmou o predominio de bactérias anammox marinhas no reator. Os autores
afirmaram que esse foi o primeiro trabalho que fez o enriquecimento de bactérias anammox
do ambiente marinho através de um sistema de cultivo continuo. Além disso, eles sugeriram
que sistemas contendo bactérias anammox marinhas podem ser aplicados, no futuro, com o

objetivo de restauracao e conservacdo do ambiente marinho.

Date et al. (2009) realizaram o enriquecimento de anammox utilizando também trés tipos de
lodos diferentes como indculos, sendo eles: (i) lodo proveniente de uma estacdo de tratamento
de esgoto, (ii) lodo coletado em um tanque de digestdo e armazenado por dois meses em
temperatura ambiente, e (iii) lodo nitrificante coletado a partir de um tanque de nitrificagdo
tratando &guas residudrias de uma criacdo de suinos. O enriquecimento a partir destes
indculos foi realizado em trés reatores distintos, utilizando uma malha de tecido sintético com
0 intuito de imobilizar as bactérias anammox. Em todos os reatores a diversidade microbiana
da biomassa anammox enriquecida foi investigada. Cerca de quatro meses ap6s o inicio do
enriquecimento, foi observada, nos trés reatores, remogdo simultdnea de amonia e nitrito,

além da producdo de pequena quantidade de nitrato, que é exclusivo para a rea¢do anammox.

Os resultados da analise filogenética baseada no gene RNAr 16S indicaram que diversas
bactérias anammox foram cultivadas a partir de cada tipo de lodo utilizado como indculo.
Sendo que, a diversidade microbiana das anammox foi maior na cultura enriquecida a partir
do lodo proveniente de uma estacao de tratamento de esgoto, em relacdo aos outros dois tipos
de in6culos usados. Além disso, no reator inoculado com o lodo de esgoto, houve coexisténcia
de Bacillus sp. com a cultura anammox cultivada. Os autores sugeriram que a presenca de
Bacillus sp. pode resultar na criacdo de um ambiente ideal para as bactérias anammox, uma
vez que, como Bacillus sp. séo aerdbios ou anaerdbios facultativos, eles podem remover o
oxigénio dissolvido e o carbono organico. Estes resultados indicaram que as diferencas da
comunidade anammox na cultura enriquecida, em cada um dos reatores, estavam diretamente

relacionadas ao tipo de lodo utilizado como in6culo (DATE et al., 2009).

Por fim, Banihani et al. (2010) investigaram o enriquecimento das anammox a partir de cinco

tipo de in6culos, sendo trés deles coletados em estacOes de tratamento de &guas residuarias
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municipais, obtidos a partir de unidades operacionais diferentes tais como: Lodo de retorno do
sistema de Lodos Ativados, lodo digerido anaerobiamente e lodo coletado na vala de
oxidacdo. Além disso, dois lodos granulares metanogénicos também foram investigados:
Lodo granular, obtido a partir de um reator UASB tratando aguas residuarias de uma destilaria
e o lodo granular obtido em um reator UASB tratando efluentes de cervejaria. O objetivo
deste estudo foi examinar qual dos lodos provenientes de diferentes fontes apresentaria o
maior nivel de atividade anammox. Os indculos foram enriquecidos em frascos de 250 mL
funcionando como reatores em batelada, na auséncia de luz, sendo amonia e nitrito

monitorados periodicamente.

Os resultados indicaram que as culturas de bactérias anammox foram desenvolvidas a partir
de lodos de estacdes de tratamento de aguas residuarias, em um curto periodo de tempo (50
dias) em comparagéo ao que foi relatado na literatura anteriormente, o que foi comprovado
pela deteccdo das anammox pela PCR. Além disso, o inoculo do lodo de retorno apresentou
maior nivel intrinseco de atividade anammox. J& os reatores inoculados com lodo granular
provenientes de reatores UASB ndo apresentaram atividade anammox. Os autores sugeriram
que a estratégia para o desenvolvimento da cultura de anammox em reatores batelada esta
relacionada ao fato de se manter concentracdes ndo tdxicas de &cido nitrico e aménia, assim
como boas condicdes de pH (BANIHANI et al., 2010).

3.7 Ecologia microbiana das bactérias anammox

Os estudos a respeito da ecologia microbiana das bactérias anammox vém sendo realizados
com o intuito de se aprofundar os conhecimentos acerca do nicho ecoldgico e das formas de
adaptacdo dessas bactérias aos ambientes naturais e antrépicos. Nesse contexto, tem sido
investigada a diversidade metabolica das bactérias anammox, o fator (ou fatores) que
determinam que apenas uma espécie de anammox seja enriquecida em um sistema, a sucessao
de espécies anammox em um mesmo reator, além das raras ocorréncias em que, em um
mesmo sistema, duas espécies diferentes de bactérias anammox foram enriquecidas
simultaneamente. Nesse ultimo caso, tem-se pesquisado também se uma espécie €
predominante em relacdo a outra, e 0 que pode governar essa prevaléncia. Ja foram
encontradas possiveis explicacbes para essas questdes, mas ainda ndo h& conclusGes
definitivas a respeito de quais fatores determinam essa diversidade de anammox em um
mesmo sistema, e se existiriam diferentes micro-nichos dentro de um mesmo lodo que poderia

explicar tal diversidade.
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Kartal et al. (2007) descreveram uma nova espécie de bactéria anammox, com um nicho bem
definido: a co-oxidacdo de propionato além do nitrogénio amoniacal. Essa nova espécie
anammox foi enriquecida em um biorreator em escala de laboratdrio, na presenga de aménio e
propionato. Ela foi denominada Candidatus Anammoxoglobus propionicus, e € capaz de
competir com outras bactérias anammox, alem de bactérias desnitrificantes heterotréficas para

oxidar o propionato na presenca de amonia, nitrito e nitrato.

Em outro trabalho, Kartal et al. (2008) investigaram o enriquecimento de bactérias anammox
na presenga de acetato. Os resultados reforcaram a idéia de que 0s organismos anammox
podem ser enriquecidos, atingindo altas densidades populacionais, na presenca de substratos
para o crescimento heterotrofico. Os resultados apontaram para a descoberta de outra nova
espécie anammox, denominada Candidatus Brocadia fulgida. Os experimentos mostraram
que dentre as biomassas testadas, a biomassa que continha essa nova espécie oxidou acetato
em uma taxa muito elevada. O cultivo continuo demonstrou, que em presenca de acetato,
amoOnia, nitrito e nitrato, Ca. Brocadia fulgida foi bem sucedida na competicdo com outras
espéecies anammox (KARTAL et al., 2008). Foi constatado ainda, que essa bactéria ndo
incorporou o0 acetato diretamente em sua biomassa. Ca. Brocadia fulgida apresenta todas as
caracteristicas comuns as bactérias anammox (como presenca de anammoxosomo e lipidios
laderanos, além da producdo de hidrazina, na presenca de hidroxilamina). Entretanto, é
peculiar desta espécie a intensa autofluorescéncia, quando esta se encontra formando
agregados. E a Unica espécie anammox a apresentar essa caracteristica (KARTAL et al.,
2008).

Van der Star et al. (2008) enriqueceram bactérias anammox em um biorreator de membrana
(BRM), utilizando como in6culo um lodo granular anammox e observaram alteracdo da
populacdo ao longo do tempo de operacdo do reator. O lodo passou de granular para
floculento por volta dos 60 a 65 dias de operacdo, porém com a reducdo dos niveis de célcio e
magnésio, e, possivelmente, a adi¢do de extrato de levedura ao meio de cultura, além de uma
baixa tensdo de cisalhamento. Nestas condi¢Ges obteve-se uma cultura em completa
suspensdo, constituida por células anammox livres. O crescimento rapido das bactérias
anammox foi conseguido com um tempo de retengdo de solidos (TRS) de 12 dias. Este TRS
relativamente curto resultou no alcance de uma pureza da cultura de bactérias anammox sem
precedentes, atingindo 97,6% de predominancia de anammox na biomassa enriquecida. N&o

obstante, o fato mais interessante desse cultivo, foi a mudanca da populagdo anammox
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observada. A populacéo inicial era de Candidatus Brocadia, mantendo-se assim até cerca de
35 dias de operagdo do reator. Em seguida, por volta dos 64 dias de operacdo, a populagéo
passou a ser constituida por uma mistura de Candidatus Brocadia e Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis. A partir dos 149 dias de operacdo a populacdo do reator tornou-se

majoritariamente formada por Candidatus Kuenenia stuttgartiensis.

Os referidos autores explicaram que a provavel razdo para esta mudanca populacional deve ter
sido a maior afinidade pelo nitrito por parte de Ca. Kuenenia stuttgartiensis, uma vez que
o nivel de nitrito no reator variou consideravelmente, mas permaneceu, entre 2 e 6 uM. Como
o reator foi operado a uma taxa méaxima de conversao especifica de 70 a 90%, a constante de
meia saturacdo (Ks) para o nitrito deve ter se mantido em torno de 10 a 50% desse intervalo.
Portanto, estimou-se que a concentracdo de nitrito no reator foi de 0,2 e 3 uM. Esta baixa
concentracdo de nitrito é outra indicacdo de que as bactérias estavam realmente presentes
como células livres, uma vez que qualquer aglomeracédo significativa acarretaria uma menor
afinidade pelo substrato, devido a limitacdo de difusdo do mesmo, ou seja, ocasionaria um
maior Ks. Sendo assim, o Ks de bactérias anammox para nitrito foi estimado por Van der Star
et al. (2008) como sendo de 0,2 a 3 uM para Ca. Kuenenia stuttgartiensis e 0 Ks para Ca.
Brocadia havia sido estimado como maior que 5 uM por Strous et al. (1999b). Em condi¢es
limitantes de nitrito, como foi 0 caso deste cultivo, ocorreu uma prevaléncia de Ca. Kuenenia
stuttgartiensis sobre Ca. Brocadia, uma vez que a primeira espécie apresenta maior afinidade

por um substrato que estava pouco disponivel.

Em enriquecimentos em escala de bancada, utilizando amonia e nitrito, geralmente células de
Ca. Brocadia ou Ca. Kuenenia se tornam dominantes. Esse fato é um indicativo de que existe
uma diferenca clara entre o nicho de Ca. Brocadia e Ca. Kuenenia em relacdo a outros
géneros, como Ca. Scalindua (detectado em condi¢des marinhas) ou Ca. Anammoxoglobus
(enriquecido com propionato) (VAN DER STAR et al., 2008). A diferenciagéo de nicho entre
Ca. Brocadia e Ca. Kuenenia permanece, no entanto, sem ser solucionada. Tem sido sugerido
que as células de Ca. Brocadia sdo mais suscetiveis a inibicdo por nitrito,
e, portanto, ndo séo enriquecidos em sistemas contendo altos niveis de nitrito (GAUL et al.,
2005).

N&o obstante, a descoberta de varios enriquecimentos de Ca. Brocadia em reatores de grande
escala, que sdo operados com niveis mais altos de nitrito (VAN DER STAR et al., 2007),
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refuta essa hipdtese. Outro fator relevante, que ¢é a aeracdo, também nao parece desempenhar
papel determinante, uma vez que nenhuma diferenca clara foi encontrada entre a populacéo de
reatores onde ha aeracdo, para nitrificacdo parcial, e reatores ndo aerados.

No biorreator de membrana, Van der Star et al. (2008) verificaram a prevaléncia de Ca.
Kuenenia sobre Ca. Brocadia no cultivo quando o TRS foi de 16 dias. A taxa de crescimento
especifico minimo foi de 0,0026 h™*, que era o valor necessario para cultivo neste TRS, sendo
que, este valor esta em torno ou abaixo do valor da taxa maxima especifica de crescimento
tanto para Ca. Kuenenia quanto para Ca. Brocadia. Por isso, provavelmente a prevaléncia de
Ca. Kuenenia ndo ocorreu com base na taxa de crescimento (VAN DER STAR et al., 2008).
A hipotese mais aceita, nesse caso, € de que a selecdo positiva de Ca. Kuenenia, neste reator,

se baseou na sua afinidade para com o substrato limitante, neste caso o nitrito.

Em outros enriquecimentos em escala de bancada (sem adi¢do extra de acidos, ou sais)
utilizando o RBS a cultura, geralmente, tem predominancia de Ca. Kuenenia, também nestes
casos, a afinidade pelo nitrito pode ser o fator determinante (VAN DER STAR et al., 2008).
Com base nessas observacGes, Van der Star et al. (2008) sugeriram a hipdtese de que Ca.
Kuenenia, deve ser um microrganismo “k” estrategista, baseada na afinidade pelo substrato
limitante, enquanto que Ca. Brocadia deve ser “r” estrategista, baseando-se na taxa de
crescimento. Entretanto, os autores afirmaram que as afinidades pelo substrato limitante entre
0s dois grupos ainda ndo foram avaliadas com precisdo suficiente para comprovar esta

hipbtese, portanto, sdo necessarios ainda mais estudos.

Park et al. (2010) também observaram alteracdo na composicdo da populacdo de bactérias
anammox. Neste trabalho um RBS, com volume de 20 litros, foi inoculado com lodo granular
anammox obtido de um reator anammox operado em escala de bancada, o qual por sua vez
recebeu indculo de um sistema que operava em escala real em Strass, Austria. Além disso,
outro reator, com volume de quatro litros, foi inoculado com lodo proveniente de um sistema
de Lodos Ativados da cidade de Nova York, Estados Unidos, e operado como reator CANON.
Os autores observaram que 0 RBS apresentou uma sucessao populacional ao longo do tempo

de operacdo.

No indculo original de Strass a populagéo principal de bactérias anammox era constituida por
Ca. Kuenenia stuttgartiensis. Ja durante o pré — enriquecimento a populagdo passou a ser

constituida por Ca. Brocadia fulgida (antes da operacdo do RBS). Por fim, durante a

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



operacdo, a populacdo foi substituida novamente, passando a ser constituida por membros
relacionados a Ca. Brocadia sp. 40. Por sua vez, o reator CANON, inoculado com Lodo
Ativado, foi caracterizado no inicio do experimento, por uma baixa concentracéo de bactérias
anammox, que ndo puderam ter a espécie identificada. No entanto, a operacdo do reator por
mais tempo, permitiu o enriquecimento de populagdo anammox que se mostrou
proximamente relacionada com Ca. Brocadia sp. 40. Ndo obstante, dado que os dois reatores
foram inoculados com culturas completamente diferentes, € notdvel que a comunidade global
de ambos tenha sido semelhante (PARK et al., 2010). Esses resultados contrastam com
aqueles obtidos por Date et al. (2009), onde diferentes indculos resultaram em distintas
populacbes de bactérias anammox cultivadas em reatores operados de forma semelhante.
Sendo assim, Park et al. (2010) sugeriram que a composi¢do do indculo e as concentracfes de
substrato existentes nos reatores podem desempenhar um papel importante na selecdo da
populacdo bacteriana que ira se desenvolver, porém essa selecdo nao é equivalente para todos

as grupos de bactérias anammox no ambiente complexo dos reatores.

Hu et al. (2010) determinaram a diversidade e a abundancia de bactérias anammox em oito
sistemas que removiam nitrogenio amoniacal, e que foram inoculados com lodos de fontes
diversas (lodo anaerdbio digerido, lodo de um desses oito reatores, lodo nitrificante e mistura
dos trés tipos de lodo). O enriguecimento ocorreu ulizando quatro tipos diferentes de reatores,
que trabalharam com condicGes operacionais diversificadas. Apo6s longo periodo de
enriquecimento (12 a 30 meses), utilizando aménia e nitrito, bactérias anammox foram
detectadas como 0s microrganismos dominantes em todos os reatores, segundo as analises de
FISH. Segundo os autores os resultados das analises por PCR quantitativo foram semelhantes
aqueles obtidos pela técnica de FISH, confirmando que as bactérias anammox foram os

microrganismos dominantes nos reatores.

A abundancia das anammox em sete dos oito reatores foi da ordem de 10° células/ml. No
entanto, no reator 1 o nimero de cépias foi cerca de duas ordens de grandeza menor (10’
células/ml), provavelmente devido ao fato desse reator ter sido alimentado com esgoto rico
em matéria organica (glutamato de sodio). Entretanto, as bactérias anammox neste reator 1
apresentaram a maior taxa de remocdo de nitrogénio por célula (42 pg/célula/dia). Dessa
forma Hu et al. (2010) sugeriram, que mesmo na presenca de glutamato, a atividade das
bactérias anammox ndo foi afetada negativamente. Tal ocorréncia pode indicar, que até certo

ponto, essas bactérias poderiam concorrer pelo nitrito com bactérias desnitrificantes
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heterotroficas mesmo na presenca de um composto organico facilmente degradavel (HU et
al., 2010).

Os autores afirmaram que, surpreendentemente, as cargas de nitrogénio, as composicdes dos
meios de cultura, os tipos de reatores e o tipo de indculo ndo apresentaram consequéncias
claras com a identidade das espécies anammox dominantes em cada reator. A explicagdo mais
provavel foi que os indculos deveriam conter varias (e distintas) espécies de anammox,
0 que poderia aumentar a adaptabilidade dos indculos a novos parametros operacionais (HU et
al., 2010). Em relacdo a diversidade das bactérias anammox, verificou-se nos oito sistemas
que um Unico filotipo de anammox foi dominante em cada um dos reatores. Além disso, em
seis reatores pelo menos um, dos 20 fragmentos seqiienciados do gene RNAr 16S, poderia ser
atribuido a um segundo grupo de bactérias anammox, sugerindo que poderiam haver micro-
nichos nos biofilmes anammox, ou, que os granulos podem, eventualmente, incentivar o
crescimento de uma populacdo anammox secundéria, ainda que em pequenas concentracdes

(abaixo do limite de deteccdo da técnica de FISH , 10° a 10* células/mL).

Além disso, seis seqiiéncias foram associadas ao género Ca. Brocadia, sendo que um desses
clusters parecia constituir uma nova espécie do género Ca. Brocadia. Os autores classificaram
provisoriamente esta nova espécie anammox de Candidatus Brocadia sinica (HU et al.,
2010). N&o obstante, os autores afirmaram ainda que nos oito reatores anammox,
apresentando diferentes condi¢cdes operacionais, houve apenas indicios circunstanciais da
razdo que levou a uma espécie anammox ser dominante e ndo outra. Hu et al. (2010)
concluiram que todos os lodos utilizados como indculos para os oito reatores continham mais
de uma espécie anammox e que uma ou mais espécies anammox podem se adaptar a um novo

conjunto de fatores ambientais facilitando a partida de um reator anammox em escala real.

A partir do que foi exposto é notorio a relevancia de se aprofundar em estudos acerca da
ecologia das bactérias anammox em ambientes naturais e antropicos. Uma vez que, 0S
conhecimentos acerca do assunto ainda séo incipientes para que sejam formuladas explicagoes
para as particularidades que envolvem o enriquecimento e o nicho ecolédgico das oxidadoras
anaerdbias de amonia. Portanto, mais relatos de sucessédo da populagédo de bactérias anammox
sd0 necessarios, além de estudos onde sejam operados reatores em duplicata (VAN DER

STAR et al., 2008) , bem como a determinacdo do Ks e uy, € a avaliacdo do uso de outros
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substratos organicos, além de propionato e acetato, no enriquecimento dessas bactérias s@o

necessarios para elucidar diversas questdes a respeito da ecologia microbiana das anammaox.

3.8 Métodos moleculares para deteccdo e quantificacdo de
microrganismos
Técnicas moleculares sdo poderosas ferramentas para o monitoramento ambiental e para
caracterizacdo da diversidade microbiana podendo efetivamente avaliar mudancas no
ecossistema e melhorar a compreensdo das comunidades microbianas envolvidas em
processos vitais dentro de um ecossistema. A biologia molecular é assim, uma estratégia
bastante promissora e aplicavel para a investigacdo das bactérias Anammox, uma vez que, a
maioria dessas bactérias ainda nédo foi isolada, portanto, as técnicas como a hibridacao in situ
fluorescente (FISH) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo essenciais para o futuro

das pesquisas com as mesmas (SCHMID et al., 2005).

3.8.1 Técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A maioria das ferramentas moleculares utilizadas atualmente para estudos ambientais e
analise de comunidades microbianas baseia-se na técnica da PCR, que consiste na
amplificacdo de uma parte do DNA que seja de interesse para o estudo (como, por exemplo, o
gene gue codifica 0 RNAr 16S) (SAIKI et al., 1985; MULLIS & FALLONA, 1987). APCR ¢
uma técnica que visa a identificacdo de uma série de microrganismos, pertencentes aos varios
grupos, em diversas amostras. Tudo isso possibilita a descoberta de microrganismos nao
cultivaveis bem como a utilizacdo de seus genes, muitos deles inexplorados e com
propriedade de interesse, fazendo desta tecnologia um importante recurso para o estudo da
ecologia microbiana nos mais diferentes ecossistemas (CULLEN et al 2001; HEUSER &
ZIMMER, 2002).

A capacidade de se poder extrair o DNA de células contidas em amostras diversas, como as
de solo, &gua, sedimento e lodo, e 0 uso deste aplicando a PCR e suas variagdes permite
verificar a presenca de microrganismos, em pequeno ou grande numero, ndo detectaveis por
outros métodos (PILLAI et al., 1991). A aplicagdo desta tecnologia para o estudo de

comunidades in situ supera as limitagdes inerentes a outras técnicas utilizadas em estudos
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ambientais e de reatores, tais como o isolamento e cultivo tradicional e. A PCR consiste na
sintese enzimatica in vitro de copias de DNA a partir de uma sequéncia alvo. Para a realizacdo
da PCR é preciso o conhecimento prévio da sequéncia alvo. A especificidade da técnica é
obtida a partir de oligonucleotideos que funcionam como iniciadores da sintese e sdo
complementares ao gene ou a regido do acido nucléico de interesse (MULLIS & FALONA,
1987). A PCR vem sendo usada para clonagem de genes ou segmentos de genes da mesma
espécie, ou de espécies distintas, bem como no diagnostico de doencas, e na detec¢do de

microrganismos como bacterias, fungos e virus.

O método inicia-se com a extracdo do DNA da comunidade de microrganismos presentes em
uma amostra, seguido da amplificacdo in vitro dos fragmentos de tamanhos similares e
diferentes composi¢des de nucleotideos. Neste processo, o fragmento de DNA de interesse é
replicado varias vezes através da enzima DNA polimerase que, por sua vez, copia 0 DNA.
Para que isso ocorra, a DNA polimerase necessita de uma fita molde e de um iniciador
especifico ao microrganismo que se quer investigar. O iniciador nada mais é do que um
segmento de DNA cujas bases nitrogenadas (adenina, citosina, timina, guanina) pareiam com
as da fita molde, funcionando como um “iniciador” para as copias de DNA a serem formadas,
uma vez que ele se hibrida com a fita molde. A PCR baseia-se em ciclos de reagcdo em trés
etapas que sdo a desnaturacdo do DNA, o anelamento dos iniciadores e a extensdo da fita. A
amplificacdo ocorre durante repetidos ciclos de alteracdo de temperatura que variam de baixa
a elevada em cada uma das etapas, a saber: 94°C para desnaturacdo do DNA, 45°C a 70°C
para hibridizacdo dos oligonucleotideos as seqliéncias-alvo e 72°C para a sintese do DNA, em
equipamentos denominados termocicladores. O DNA amplificado pode, entdo, ser separado e

visualizado em géis de agarose e utilizado para diversos fins (MOLINA & TOBO, 2004).

Devido a rapidez, especificidade e baixo custo, a técnica da PCR € uma das ferramentas
moleculares mais utilizadas na investigagdo de microrganismos em amostras ambientais.
Porém, como qualquer outra técnica, pode apresentar alguns problemas, como a inibi¢do da
amplificagdo do fragmento de DNA de interesse ou a amplificagdo de fragmentos incorretos,
entre outros. Existe ainda um limite de deteccdo da técnica da PCR que permite inferir que um
microrganismo, as vezes, ndo esta ausente na amostra analisada e sim, abaixo do limite de

deteccdo do método, 0 que torna conveniente conhecer este limite (GODINHO, 2010).
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Embora a reacdo da PCR seja capaz de amplificar a sequéncia de DNA alvo a partir de um
unico microrganismo, um volume extremamente pequeno (1ul) de amostra de DNA utilizado
na reagdo restringe o limite de deteccdo da PCR em, aproximadamente, 10* ou 10°
células/mL, apesar da alta sensibilidade da PCR. Com isso, as vezes torna-se mais efetivo o
préprio pesquisador verificar o limite de deteccdo dos microrganismos (e dos iniciadores
testados) que se deseja estudar, a partir das culturas puras (HORAKOVA et al., 2008 apud
GODINHO, 2010).

A técnica da PCR foi utilizada em diversos trabalhos envolvendo bactérias anammox. Strous
et al. (1999b), com o objetivo de determinar a identidade filogenética das células anammox
purificadas, extrairam DNA e RNA de suspensfes purificadas e amplificaram o gene do
RNAr 16S diretamente usando a Reacdo da PCR, utilizando iniciadores universais. Com isso,
foi possivel confirmar que o microrganismo era um membro do grupo Planctomicetos. Ja
Schmid et al. (2000) investigaram a estrutura da comunidade microbiana do biofilme de um
filtro bioldgico com alta atividade anammox. Nesse estudo a caracterizacdo filogenética dos
microrganismos presentes no biofilme anaerobio foi realizada através da PCR com iniciadores

especificos para as anammox e planctomicetos.

Egli et al. (2001) analisaram uma cultura anammox enriquecida em um reator contendo
biodiscos, tratando lixiviado rico em amonia e com baixo teor de carbono orgénico. Este
enriquecimento levou a uma prevaléncia de 88% de bactérias anammox na populacao total de
microrganismos. A identificacdo das anammox foi realizada por meio da PCR utilizando
pares de iniciadores especificos para estas bactérias, tais como: o Pla46F (5'-
ggattaggcatgcaagtc-3') e Amx820R (5’-aaaacccctctacttagtgcce-3'). Esse par de iniciadores
vem sendo largamente utilizado na literatura para detec¢do das anammox em trabalhos como
o de Egli et al. (2003), Jetten et al. (2005), Byrne et al. (2009) entre outros. Li et al. (2010),
por sua vez, testou alguns pares de iniciadores ja utilizados em outros trabalhos, os quais
apresentaram uma variagdo de especificidade na faixa de 12% a 77%. Os autores concluiram
que o par de iniciadores Brod541F e Amx820R, para 0 gene RNAr 16S de bacterias
anammox, forneceu a maior especificidade e eficiéncia para identificacdo desses
microrganismos. Essa combinacdo de iniciadores resultou em até 98% de especificidade, e as
sequéncias recuperadas do gene RNAr 16S de anammox foram 95% idénticas as sequéncias
publicadas a partir de anammox do grupo Candidatus Scalindua.
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3.8.2 Técnica de hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

O uso da técnica de hibridacdo in situ fluorescente, o FISH (Fluorescent In-Situ
Hybridisation) consiste no mesmo principio da “impressdo digital”’, uma vez que os
organismos podem ser identificados dentre uma populagdo mista, por apresentarem uma
regido complementar a sonda a ser utilizada (AMANN et al., 1995). Trata-se de um método
que permite quantificar, por microscopia de fluorescéncia, microrganismos presentes em
diversos ambientes sem a necessidade de se fazer a extracdo do DNA. Devido a sua baixa taxa
de modificacdo evolutiva, sua importancia na sintese de proteinas, e pelo fato de estar
presente em todos 0s organismos, as sequéncias que codificam para o0 RNA ribossdmico,
RNAr 16S (em procariotos), ou RNAr18S (no caso de eucariotos) tém sido usadas mais
extensamente para classificar de forma filogenética a diversidade da vida (WOESE, 1987;
WOESE et al., 1990). A molécula do RNAr 16S (que faz parte da subunidade menor do
ribossomo) apresenta 1.542 bases, sendo 568 posi¢Oes conservadas e 974 posicdes variaveis
(conforme Figura 3.3). Geralmente as sondas gerais, dominio especificas por exemplo, sdo
complementares aquelas regides conservadas do RNAr 16S, e as sondas especificas para

diferentes grupos ou géneros de bactérias sdo complementares aquelas regides mais variaveis.

l B uito conservada

C Conservada

- Muito vanavel

Ribossomo
Fonte: MADIGAN, M. T. et al. (2000)

Figura 3.3 — Esquema da estrutura secundaria da molécula de RNAr 16S
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A técnica tem por base o0 uso de sondas (pequenas seqiiéncias complementares ao RNAr 5S,
16S, 23S ou complementares ao RNAm) marcadas com compostos fluorescentes. Cada célula
“ativa” contém entre 10° e 10° ribossomos e parte desses, sd0 0s RNAs ribossomais (RNAr
5S, RNAr 16S e RNAr 23S) (VAN DER MEER et al., 1998). Algumas regides dos RNAs
ribossomais estdo acessiveis para a hibridacéo, que significa que é possivel ligar a sonda de
oligonucleotideo, complementar & uma certa regido do RNAr 16S, nessa por¢do do RNAr.
Dependendo das sondas empregadas, o FISH pode ser usado para detectar e quantificar
microrganismos de diferentes niveis filogenéticos. InUmeros autores tém utilizado técnicas de
biologia molecular, dentre elas o FISH, para acompanhar o desenvolvimento de populacfes
microbianas nos biorreatores estudados (ARAUJO et al., 2000, 2004; EGLI et al., 2001,
JETTEN et al., 2001a; MONTENEGRO et al., 2003; GUVEN et al., 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram realizados dois experimentos de enriquecimento e cultivo de
biomassa anammox, em épocas distintas no mesmo reator em batelada sequencial (RBS) e
usando o mesmo lodo de inéculo (lodo ativado). No primeiro experimento, denominado de
experimento I, o RBS foi operado e monitorado por 420 dias (de maio de 2008 a julho de
2009). No segundo experimento, denominado experimento Il, o RBS também foi operado
por 420 dias (de outubro de 2009 a Novembro de 2010) .

4.1 Lodo deino6culo para enriquecimento das bactérias anammox

A escolha do in6culo se baseou em trabalho prévio (ARAUJO & CHERNICHARO, 2007), no
qual bactérias anammox, provavelmente do género Brocadia, foram detectadas, através da
PCR, em diferentes amostras: lodo anaerébio proveniente de reator UASB tratando esgoto
doméstico, amostras de lodos ativados proveniente da ETE ARRUDAS/COPASA, e, no
lixiviado de aterro sanitario. Como indculo para o enriquecimento das bactérias anammox em

reator batelada sequencial optou-se entdo, pela utilizacdo da amostra de lodos ativados.

Foram coletadas aliquotas de lodo da etapa de recirculacdo do decantador secundario do
sistema de lodos ativados da ETE Arrudas COPASA (Figura 4.1) em dois periodos distintos
para a inoculacdo do RBS em cada um dos dois experimentos (I e 11). A primeira aliquota
apresentava volume de um litro e foi coletada em abril de 2008 (indculo do experimento 1), j&
a segunda aliquota apresentava volume de dois litros e foi coletada em outubro de 2009
(inéculo do experimento 11). Apds as amostras chegarem ao laboratério, foram realizadas as
analises de solidos totais volateis (STV), segundo método do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, 2005, para determinar a concentracdo de biomassa
presente no lodo em gramas de STV.L™. Além disso, aliquotas das duas amostras foram
preservadas para a realizacdo de ensaios de biologia molecular, no intuito de se confirmar a

presenca de bactérias anammox nas mesmas.

Para a amostra coletada em outubro de 2009 também foi realizada a determinagdo do nimero
mais provavel (NMP) de bactérias nitrificantes (oxidadoras de amdnia e de nitrito), através da
técnica de tubos multiplos segundo metodologia adaptada daquela descrita por Alexander &
Clark (1982). Para essa mesma amostra determinou-se também o nimero mais provéavel

(NMP) de bactérias desnitrificantes, segundo a metodologia descrita por Tiedje (1982).
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Figura 4.1 — (A) Foto geral do sistema de lodos ativados da ETE Arrudas COPASA e (B)
Foto da etapa de recirculacdo do decantador secundario do sistema de lodos ativados da
ETE Arrudas COPASA (vazao média de 1,86m°/s).

4.2 Meio de cultura usado no enriquecimento das bactérias Anammox

Para o cultivo e enriquecimento das anammox foi utilizado um meio mineral autotréfico, cuja
composicao foi a mesma descrita em Dapena-Mora et al. (2004) e Van de Graaf et al. (1996),
e é apresentada na Tabela 4.1. O meio de cultura continha inicialmente 30mg/L de ambnia e
30 mg/L de nitrito, mas estas concentracdes foram gradativamente aumentadas (em cada um
dos experimentos), conforme serd apresentado no item Resultados e discussdo. O meio de
cultura foi preparado em béquer de vidro de 1000 mL, dissolvendo-se os quatro primeiros
componentes do meio, de acordo com a ordem apresentada na Tabela 4.1. O pH foi reduzido
para 5,8 e ap6s o ajuste do volume final da solucdo para 1000 mL em baldo volumétrico,
retirou-se 7,05 mL desta solugdo. Utilizou-se um medidor de pH de bancada, calibrado com
solucBes tampéo 4,01 e 7,01 da Merck. Para o ajuste do pH da solucéo, foi utilizada solucao
HCI concentrado. Este meio foi entdo transferido para o frasco tipo Schott, vedado com tampa
rosqueavel e, posteriormente, autoclavado em vapor imido por 30 minutos a 120 °C. Ap6s 0
resfriamento deste meio e sob condicGes de assepsia, em capela de fluxo laminar e bico de
Bunsen, adicionaram-se 0s componentes abaixo para obtencdo das respectivas concentracdes

finais, conforme demonstrado na Tabela 4.1;

- 2,4 mL da solucdo 0,5M de CaCl,. 2H,0 (concentragdo final 0,18 g.L™),
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- 2,4 mL da solugdo 0,5M de MgS0.,.7H,0O (concentraco final 0,3 g.L™Y),
- 1,0 mL da solucéo de micronutrientes | (composicao descrita na tabela 4.2)
- 1,25 mL da solucdo de micronutrientes Il (composicao descrita na tabela 4.2)

Tabela 4.1 - Composicdo do meio mineral autotréfico

Componentes Concentra_géo (g.L - Concentrqgéo (g.L -
Experimento | Experimento |1
(NH4)2SO4 0,141 - 0,376 0,160 - 0,445
NaNO; 0,148 - 0,474 0,221 - 0,469
KHCO; 0,5 0,5
KH,PO, 0,027 0,027
CaCl,, 2H,0 0,18 0,18
MgSQ,.7H,0 0,3 0,3
Solugdo de 1,0 mL 1,0 mL
micronutrientes |
Solugdo de 1,25 mL 1,25 mL

micronutrientes 11

Fonte: Dapena-Mora et al., 2004 e van de GRAAF et al., 1996.

As solucbes de micronutrientes | e 1l foram preparadas de acordo com Dapena-Mora et al
(2004), e estao descritas na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Composicao das solugbes de micronutrientes

Concentracdo (g.L™") Concentracéo (g.L™)

Componentes N "
para a solucao | para a solucdo Il

Na,EDTA.2H,0 6,25 15,0
FeSO, 6,25 -

ZnS04.7H,0 - 0,43
CoCL,.6H,0 - 0,24
MnCl,.4H,0 - 0,99
CuS0,.5H,0 - 0,25
NaMo00,.2H,0 - 0,22
NiCl,.6H,0 - 0,19
Na28e03 - 0,08
H3BO, - 0,014

Fonte: Dapena-Mora et al., 2004.

O procedimento teve auxilio de micropipetas calibradas de 100 a 1000 pL, marca Eppendorf.
Todo o preparo das solucBes seguiu o Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (2005).

Apos a adicao destas solugdes, fluxionou-se gas argénio 100%, sob condic¢des de assepsia, por

45 minutos no meio de cultura para torna-lo anaerébio, sendo 5 minutos na atmosfera do
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frasco. A concentracdo inicial de nitrito (usado como aceptor final de elétrons), fornecido na
forma de NaNO,, e amo6nio (usado como doador de elétrons), fornecido na forma de

(NH4)2S04, variou de acordo com cada experimento, como pode ser verificado na tabela 4.1.

As solucGes de micronutrientes | e Il, bem como as solugdes estoque de CaCl,. 2H,0 (0,5M)
e de MgS0,4.7H,0 (0,5M) e os utensilios utilizados, também foram devidamente esterilizados
a 120 °C em vapor umido por 30 minutos. Nestas solucdes, previamente a esterilizagéo,
fluxionava-se 0 gas argonio (100%) por 20 minutos, garantindo a anaerobiose nas mesmas.
Estas solugcdes foram estocadas em frascos ambar, a 4°C por 2 a 3 meses. Foi utilizada agua
Milli-Q ultrapura (do ultrapurificador da Millipore) para dilui¢do e preparo das solugdes, com
caracteristicas de condutividade menor ou igual a 18,2 mQ.cm a 25°C e carga bacteriana

menor que 1 UFC por mL.

4.3 Montagem e caracteristicas do reator

O enriguecimento das bactérias anammox foi feito em reator de vidro com volume total de 1,3
L (Fermentador Bio-Flo 110 da New Brunswick), equipado com eletrodos de OD (Oxigénio
Dissolvido), pH, temperatura e sensores de nivel. Este fermentador foi operado sob a forma de
reator em batelada sequencial (RBS) conforme Dapena-Mora et al (2004) e Third et al (2005)
(Figura 4.2). A anaerobiose foi obtida por meio de fluxo de gas (mistura de Argénio (95%) e
CO; (5%)) de forma intermitente no liquido do reator, bem como no headspace do frasco

contendo o meio mineral autotrofico (afluente do reator).

Esse reator foi inoculado em dois momentos distintos (experimentos | e Il). As caracteristicas
de cada um dos in6culos, bem como o tempo de operagdo, encontram-se descritas na Tabela
4.3. O volume de indculo utilizado, em cada experimento, variou de 650 a 1500 mL,
conforme apresentado na Tabela 4.3. Os lodos foram previamente centrifugados a 4000 rpm
por 20 minutos e misturados ao meio de cultura autotr6fico e anaerdbio, antes de serem
adicionados ao reator, com o objetivo de eliminar a matéria organica (DQO) e 0s compostos

nitrogenados presentes no meio liquido (provenientes do esgoto domeéstico).

A adicdo do indculo aconteceu sob condicfes assépticas e anaerobias, pois 0 gas argonio
(100%) havia sido fluxionado previamente no meio de cultura por cerca de dez minutos. Em
sequida, o frasco foi fechado com rolha de butila esterilizada e tampa de rosca. O inoculo

adicionado ao meio de cultura foi bombeado para o reator por meio do sistema de bombas
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peristalticas presente no mesmo. Na atmosfera do reator foi injetado fluxo de gas (argonio
95% e didxido de carbono 5%), por meio de uma mangueira acoplada ao mesmo. Desse
modo, além de se manter a atmosfera do reator anaerobia também foi fornecido didxido de
carbono (CO,) dissolvido no meio, para permitir o crescimento das bactérias anammox, que
sdo autotroficas. O reator, em ambos os experimentos foi operado sob agitacdo de 50 rpm, a
temperatura foi mantida constante em 34 + 0,5°C (através de manta aquecedora), na auséncia

de luz para ndo haver crescimento de algas.

Tabela 4.3 - Caracteristicas do in6culo, tempo e modo de operacdo em cada experimento

Experimento | Experimento 11
Tipo de in6culo Lodo ativado Lodo ativado
Volume de inéculo utilizado (mL) 650 1500
Concentracgao de STV no in6culo (g/L) 4,0 4,6
Massa de STV no inéculo (g) 2,6 6,9
Concentracao inicial de amonia (mg/L) 30 30
Concentracao inicial de nitrito (mg/L) 30 42
Tempo em que se iniciou 0 aumento das
concentrac6es afluentes de amoénia e nitrito No 90° No 170°
(dia)
Tempo de operacao (dias) 420 420

Abril de 2008 a Outubro de 2009 a

Periodo de operagédo julho de 2009 novembro de 2010

4.4 Operagdo e monitoramento do reator

4.4.1 Operacao do reator

Em ambos os experimentos (I e Il), o fermentador foi operado sob a forma de reator em
batelada seqliencial (RBS), que consistiu de dois ciclos, cada um contendo 3 fases. O primeiro
ciclo tinha a duracdo de 7 horas e compreendeu: (i) fase de alimentacdo na qual o meio
mineral autotrofico (500 mL) foi introduzido no reator (com agitagdo continua) ao longo de 6
horas; (ii) fase de decantacdo (30 minutos), na qual a agitacdo do sistema foi desligada e
permitiu-se a decantacdo da biomassa; e, (iii) fase de retirada do meio (foram retirados 500
mL) que durava 30 minutos. O segundo ciclo durava cerca de 17 horas, possuia as mesmas
etapas do primeiro, com a diferenca de que apos as 6 horas de alimentacdo do reator, 0 meio

de cultura continuava reagindo com a biomassa por cerca de 10 horas. Apds esse tempo,
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foram realizadas as etapas de decantagéo e retirada do meio de cultura. O reator foi operado
com tempo de detencéo hidraulica (TDH) de 24 horas, volume util de 1 L, e retenc&o total de
biomassa. As figuras 4.2 e 4.3 apresentam, respectivamente, uma representacdo esquematica
do RBS e, uma foto do fermentador utilizado para o enriquecimento de bactérias anammox no

presente trabalho.

A temperatura e 0 pH foram monitoradas quatro vezes ao dia. O reator operou na temperatura
de 34°C, e o pH foi mantido em 7,5 por meio da adi¢cdo de solu¢bes de NaOH e H,SO,
acopladas a bombas peristalticas. Para manter a anaerobiose do sistema, que era todo fechado,
fluxionava-se a mistura de gas Argdnio e CO, (95%/5%) 8 vezes ao dia no meio liquido do
reator, sendo que cada aplicacdo durava cerca de 10 minutos, bem como na atmosfera do

frasco de alimentacdo (afluente), contendo meio de cultura autotréfico.

Apos 30 dias do inicio de operacdo do fermentador, adicionou-se diariamente 1,0 mL de
hidrazina (100 mM) e 1,0 mL de hidroxilamina (100 mM) diretamente no reator, tanto no
experimento | quanto no |1, de modo que a concentracéo final em cada reator fosse de 0,1mM,
na tentativa de estimular a atividade das bactérias anammox. De acordo com Third et al.
(2005), como estes compostos sdo intermediarios da reagdo anammox, a presenca deles no
inicio da incubacdo pode ajudar a acelerar a reacdo e diminuir o tempo para enriquecer essas

bactérias.

s % COy

Afluente Efluente

S
Fonte: Dapena Mora et al., 2004.

Figura 4.2 - Representacdo esquematica do Reator em Batelada Sequencial
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Figura 4.3 — Foto do fermentador operado como Reator em Batelada Sequencial usado
para o enriquecimento de bactérias anammox

4.4.2 Monitoramento analitico do reator

A retirada de amostra do meio liquido do reator, para caracterizacdo fisico-quimica, foi
realizada de trés a seis vezes por semana. Para isso, foram coletados cerca de 10 mL do meio
efluente, apds decantagdo total do lodo, garantindo a retirada somente do sobrenadante. O
monitoramento analitico foi feito para determinacdo do pH, da concentracdo de amoénia e
nitrito, de modo a verificar se a amonia e o nitrito estavam sendo consumidos. A frequéncia e
0s paré@metros analisados para cada experimento estdo descritos na tabela 4.4. O meio de
cultura autotrofico, apOs preparacdo, também era monitorado de modo a confirmar as

concentragfes de amonia e nitrito e determinacéo do pH.

Tabela 4.4 - Frequéncia das analises do reator

Experimento pH Nitrito Ambnia
I 6 vezes/S 3 vezes/S 3 vezes/S
I 6 vezes/S 3 vezes/S 3 vezes/S
S = semana

Os métodos analiticos utilizados nas analises fisico-quimicas durante os dois experimentos
estdo resumidos na tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Métodos analiticos utilizados

Analise Meétodo e Referéncia Equipamento
Meétodo colorimétrico do acido sulfanilico 4500-
Nitrito B do Standard Methods for the Examination of  Espectofotdmetro DR2800 Hach

Water and Wastewater (2005)
Método do Fenato 4500 NH; - F do Standard

Amonia Methods for the Examination of Water and Espectofotometro DR2800 Hach
Wastewater (2005)
Método 4500-H" - B do Standard Methods for
pH the Examination of Water and Wastewater Medidor de pH de HANNA
(2005)

4.5 Procedimentos das analises fisico-quimicas

45.1 Determinacdo de amonia

A andlise de amonio foi conduzida segundo o Método colorimétrico 4500 NH; F - Método do
Fenato segundo o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005),
modificado segundo Carmouse (1994). O principio do método se baseia na formacdo de um
composto de cor azul intensa, o indofenol, proveniente da reagdo da amonia, hipoclorito e
fenol catalisado por nitroprussiato de sédio, segundo a reacdo quimica apresentada na figura
4.4

i S AW
: - - [Fe [CNJ;ONC]*= / \ /AN - - -
NH;*£@O + 3010 B o =N )07+ 2H,0 +OH . 3CI

—/ *
Composto azul

Figura 4.4 - Reacgao quimica da aménia com fenol para formar o indofenol na anélise de
amonia

Inicialmente, foram preparadas as solucfes de fenol 1%, solucdo de nitroprussiato de sddio
0,5% e solucdo alcalina. A solucdo antioxidante foi preparada imediatamente antes do
desenvolvimento da analise (uma vez que se mantém estavel por no maximo 4 horas tampada)
misturando-se quatro partes de solucdo alcalina com uma parte de reagente hipoclorito de
sodio 5%. Esta solucdo foi preparada apenas em volume necessario para 0 nimero de ensaios

realizados no dia de uso, incluindo o branco.
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Procedeu-se com amostra em triplicata em tubos tipo Falcon com tampa rosqueavel, além do
branco (feito em duplicata). As amostras eram diluidas quando o teor de nitrogénio amoniacal
excedia a faixa de leitura da curva padréo.

Assim, pipetou-se 5,0 mL de amostra (agua ultra pura no caso do branco) e adicionou-se
200uL de solucdo de fenol 1% com auxilio de micropipeta, agitando bem para garantir a
mistura. Na seqiiéncia, se adicionou mais 200 uL da solucdo de nitroprussiato de sodio 0,5%,
cuidando para agitar bem. Finalmente, foi adicionado 500 uL da solugdo oxidante recém
preparada, homogeneizando bem a mistura no frasco. Os frascos foram tampados e mantidos
ao abrigo de luz e em temperatura ambiente, num intervalo de quatro a vinte e quatro horas
para a leitura. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (HACH DR, 2800)
a 630 nm, usando cubeta de vidro redonda. Com a leitura da absorbancia, foi obtido o valor da
concentracdo de amonia a partir da equacédo da reta gerada da curva padréo, visto na equacéo
4.1 (valida para r* > 0,99). O valor final da concentracéo de amdnia na amostra (e no branco)
era obtido substituindo o valor de “Y” pela leitura de absorbancia feita no aparelho, cuidando
para subtrair o valor do branco lido no espectrofotémetro. O resultado final consistia da
concentracdo de amdnia em mg.L™ multiplicado pelo fator de diluicdo da amostra (quando era

0 Caso).

A curva de calibracdo foi preparada mensalmente e/ou sempre que uma das solugcbes
terminasse. Tal curva padrdo foi realizada plotando-se no espectrofotometro leituras de
absorbancia de solugdes estoque de amoénia 100uM (preparada a partir de solugédo padrédo de
amonia) em diferentes concentra¢bes (70, 140, 280, 420, 560, 840, 1120 e 1400 pL). O
preparo das solucdes padrdo e estoque de amonia estdo descritos nos itens 4.6.16 e 4.6.17,

respectivamente.

Y=aX+b Eq. (4.1)

Na equacdo 4.1: Y= absorbancia e X= concentracdo de aménia (mg.L™).

4.5.2 Determinacgao de nitrito

A analise de nitrito foi realizada segundo o Método Colorimétrico 4500 NO, - B do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, 2005, onde o nitrito reage com o
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acido sulfanilico, sob condic6es acidas, para formar um ion diazonio. Este ion acopla com um
composto o naftil para formar um corante azo vermelho violeta, conforme reacdo da figura
4.5. A leitura foi feita colorimetricamente em espectrofotdmetro (HACH DR 2800) a 543 nm,
utilizando cubeta quadrada de 1 cm de comprimento ético. Obteve-se a concentracdo de
nitrito em mg.L™ por leitura direta no equipamento, através da curva de calibracdo inserida no
espectrofotdmetro. O resultado final do teor de nitrito na amostra foi obtido multiplicando-se

o valor lido em mg.L™ pela diluicdo da amostra (quando for o caso).

.____,-‘“%U’___-NHQ . _.-*"ﬂ“h,e"N N CI
MO + _ -
HO.8" ~F HOsS™ ™~
NH,
NH:

+
- N=N = - ~ o
oo — O
HOss™ NS 7\
N=N—{ )—%H
ht
Azo corante

Figura 4.5 - Reacdo quimica do nitrito com &cido sulfanilico e acoplamento do N-naftil para

formar o azo corante na analise de nitrito

Inicialmente, foi preparado o reagente de cor para a execuc¢do da analise. Pipetou-se 5,0 mL
de amostra (ou porcdo diluida da amostra) em tubos tipo falcon de tampa rosqueével e
adicionou-se 200uL de reagente de cor, agitando bem. Apds repouso por 20 minutos para
promover a reacdo, a amostra foi lida no espectrofotdmetro para quantificacdo do teor de

nitrogénio nitroso presente na amostra. Realizou-se 0 branco com uso de agua ultrapura.

A curva padréo era preparada mensalmente e foi inserida no equipamento através de leitura da
concentragéo de nitrito em solucdes padrdo de diferentes concentracdes, na faixa de leitura de
1,0 a 500,0 pug.L™ de N-NO, (valida para r* > 0,999). Na execucéo da curva de calibragdo

foram realizadas solucGes estoque, solugdo intermediria e solucdo padrdo de nitrito.

4.5.3 Determinacdo da concentracéo de solidos totais (ST) e volateis (STV)

Solido total é o residuo solido na capsula de porcelana apds secagem em forno a temperatura

definida, segundo o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005).
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No caso da técnica para analise de sélidos provenientes de residuos de tratamento de aguas

residuarias (lodo), a temperatura de secagem aplicada é de 103-105°C.

A determinacdo dos sélidos totais volateis (STV) é feita submetendo a amostra a temperatura
mais alta (550°C no caso), 0 que permite a volatilizacdo e decomposicdo de matéria organica e

inorganica.

A técnica realizada nas amostras de lodo foi desenvolvida segundo o método 2540-G do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 2005. Adicionou-se 50,0
mL de amostra de lodo em uma capsula de porcelana tarada e pesada. Esta capsula foi
colocada em banho maria a 90°C por uma hora e depois em estufa aquecida a 105°C por mais

uma hora para etapa final de secagem.

Para analise dos sélidos volateis, a mesma capsula foi submetida a temperatura de 550°C em
mufla para queima por mais uma hora. O calculo dos sélidos totais volateis da amostra foi
feito segundo a equacéo 4.2:

L . (A-D)x100
0 =
% solidos totais AB Eq. 4.2

Sendo: A = peso da cdpsula com residuo seco em estufa;

D = peso da capsula com residuo ap6s queima em mufla;

B = peso da capsula tarada em estufa
O valor final da concentracéo dos sélidos totais e volateis (em mg.L™) na amostra foi entdo
calculado matematicamente por regra de trés, uma vez que utilizou-se apenas 50,0 mL da

amostra.

45.4 Medicéo de pH

O principio da medicdo eletrométrica de pH, segundo o método 4500-H+ B do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, 2005, € a determinacdo da atividade
dos ions hidrogénio pela medicdo potenciomeétrica. O aparelho de medicdo é calibrado
potenciometricamente nos eletrodos de vidro e de referéncia com uso de solu¢des tampéo de
concentracdo conhecida. E exibida uma escala de 0 a 14, sendo a resolucio da leitura variavel
com o aparelho usado. No presente trabalho foi utilizado um equipamento de medicao de pH
de bancada (marca HANNA) e eletrodo de vidro com resolucdo de 0,01 pH acoplado ao
medidor de temperatura, com faixa de leitura de 0,0 a 14,0. A calibragéo era feita diariamente
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com uso de solugdes tampéo 4,01 e 7,01 (MERCK). O eletrodo era inserido na amostra e 0

valor era obtido pela leitura direta na tela do equipamento.

4.6 Coleta de amostras para analise por técnicas de biologia molecular

Foram realizadas coletas de amostra de biomassa, tanto no experimento | quanto no
experimento |1, com o intuito de submeter essas amostras a analises por técnicas de biologia
molecular (Hibridacdo in situ fluorescente e Reacdo em Cadeia da Polimerase- PCR). A
analise dessas amostras tinha por objetivo investigar a composicao da biomassa do indculo e
daquela enriquecida no Reator em Batelada Sequencial (RBS). O volume de amostra retirado
do in6culo para posterior analise foi de cerca de 250 mL. O volume de amostra coletada do
RBS foi sempre de aproximadamente 30 mL, contendo biomassa suspensa em meio de
cultura. Os dois tipos de amostra foram sempre centrifugados a 4000 rpm por 20 minutos apds

a coleta. O fluxograma da coleta seguiu as etapas apresentadas na figura 4.6.

Inoculo — Sistema de Reatorem Batelada
Lodos Ativados Sequencial (RBS)
Retiradade 250 mL de Coletade 30 mL de
inoculo amostra

Centrifugacao (4000 rpm

r por 20 minutos) —
v
Aliquotas de 2 mL Amostrarestante
l v
Fixacao daamostra Congelamento daamostra
l \ 4
Analise de FISH Extracao de DNA

paraanalise porPCR

Figura 4.6 — Fluxograma de coleta de amostras para realizagdo de andlises de biologia
molecular
A frequéncia de coleta de amostras em cada um dos experimentos é apresentada na tabela 4.6,

sendo que o tempo de operacdo zero corresponde a amostra do inoculo. No primeiro
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experimento houve um menor nimero de coletas, com maior intervalo entre elas, uma vez
que, havia o receio de que a retirada excessiva de biomassa poderia ocasionar perturbacgdes no
sistema. Ja no segundo experimento, as duas primeiras coletas tiveram intervalos grandes de
tempo entre elas, visto que a biomassa estava se adaptando ao cultivo no Reator em Batelada
Sequencial, ja a partir do 160° dia de operacéo as 4 coletas seguintes tiveram intervalos de 21
dias. Ndo obstante, as duas Ultimas coletas apresentaram intervalos maiores, devido ao
periodo de adaptacdo da biomassa ao aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal e

nitrogénio nitroso do meio de cultura que alimentou o reator.

Tabela 4.6 - Frequéncia de coleta de amostras de biomassa no RBS
Experimento  Numero de coletas Tempo de operacgdo (dias)
I 5 0
181
235
331
420

I 9 0
80
160
181
202
223
244
270
347

4.7 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Foram realizadas algumas andlises microscopicas, utilizando a técnica de hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) nos lodos utilizados como inoculo, bem como na biomassa desenvolvida
no reator (em cada um dos experimentos), com o objetivo de verificar e tentar quantificar a
presenca de bactérias anammox e bactérias oxidadoras de amoénia e nitrito. Os procedimentos

seguiram os protocolos descritos por Amann (1995) e Egli et al. (2001).
A preparacdo da amostra para realizagdo da técnica de FISH envolveu quatro etapas:

1. Fixagdo da amostra
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2. Montagem da lamina

3. Hibridacdo com a sonda especifica

4. Coloracdo com DAPI e observacdo ao microscopio de fluorescéncia

A fixacdo da amostra consistiu, em fixar as células no estado que elas estavam. Durante a
fixacéo, o paraformaldeido do tampé&o cria poros na membrana celular de forma a permitir a
entrada da sonda na célula. A fixagdo mantém a morfologia da célula e permite que ela seja
armazenada de forma a manter sua estrutura fisioldgica intacta (no que diz respeito a

concentracdo de RNAr sintetizado e presente no citoplasma da célula).

A etapa de montagem da ldmina envolveu a fixacdo das células na superficie vitrea da lamina
e a posterior desidratacdo das células ja& aderidas a lamina. Apds a fixacdo, iniciou-se 0
processo de hibridacdo propriamente dito. Este consistiu na incubagdo das células aderidas a
lamina com a sonda a ser utilizada em um meio que foi o tampé&o de hibridacdo. A hibridacéo
foi feita em uma camara Umida e escura, uma vez que a sonda é sensivel a luz e pode perder
sua fluorescéncia se exposta a luz por muito tempo. Ainda, a hibridacdo ocorreu em uma
camara climatizada com o tampdo de hibridacdo, para que este ndo seque na superficie da
lamina impedindo a hibridacdo. A hibridacdo consiste, em termos moleculares, na entrada da
sonda na célula e na ligacdo da mesma a uma por¢cdo do RNAr com seqliencia complementar
a sua (formacdo do hibrido, ou hibridacdo de duas fitas). A temperatura e 0 tempo em que
ocorreu a hibridacdo foi a 46 °C por 1 hora e 45 minutos), assim como a concentracdo de
formamida utilizada no tampdo. Apo6s a hibridacdo a lamina foi lavada para retirar sais

presentes no tampéao de hibridacéo.

Apbs a hibridacéo, as células foram coradas com DAPI (4,6-diamidino-2-phenilindol). Este é
um corante para DNA, que se intercala no mesmo e, portanto, cora todas as células (ndo tem
especificidade). Dessa forma, ao microscépio é possivel observar somente os organismos alvo
do ensaio quando se utiliza um filtro especifico para a sonda (contagem das células
hibridadas), ou pode-se observar todos os organismos da populagdo microbiana da amostra
utilizando filtro especifico para o DAPI (contagem total das células). A figura 4.7 apresenta

esquematicamente a técnica de hibridag&o in situ fluorescente (FISH).
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Fonte: Araujo (2009).

Figura 4.7 — Representagéo esquematica da técnica de hibridacao in situ fluorescente
(FISH)

Cerca de 1,0 ml de lodo proveniente do sistema de lodos ativados, e 1,0 ml de amostra (meio
liquido mais biomassa) do reator (proveniente dos dois experimentos), foram centrifugados a
8.500 rpm por trés minutos. Posteriormente, essas amostras foram lavadas por duas vezes com
500 uL de PBS (tampédo fosfato salino - PBS 1X: 130 mM NaCl, 7mM Na,HPO,4, 3mM
NaH,PO4, pH 7,2). O pellet resultante foi ressuspendido em 750 uL de tampédo de fixacéo
(contendo paraformaldeido 4% em PBS) e 250 uL de PBS 1X (diluido uma vez) e ap6s
homogeneizacdo, a amostra foi incubada a 4°C (geladeira) por trés horas no gelo. Apés a
fixacdo e lavagem com PBS 1X, esta amostra foi ressuspendida em 500uL de PBS 1X e 500
uL de etanol 100%. A amostra fixada foi estocada em freezer a — 20°C até que o

procedimento de hibridacédo fosse realizado.

Para a hibridagéo, cerca de 1,0 a 2,0 uL das amostras fixadas foram aplicadas em cada
pocinho da lamina de vidro coberta com teflon. A amostra na lamina passou por um processo
de secagem em estufa a 46 °C por quarenta minutos. Apos esta etapa foi feita a desidratacao
da amostra, mergulhando a lamina em solucgéo de etanol de concentracdes progressivas (50%,

80% e 100%), por trés minutos em cada concentragéo.

Apds secagem da lamina, procedeu-se a hibridacdo propriamente dita, que consistiu da

aplicacdo (sobre cada pocinho) de 8,7 uL do tampdo de hibridacdo (20mM Tris-HCI, pH 7,
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5mM EDTA, 0,01%SDS, NaCl 5M, com porcentagem de formamida de acordo com a sonda)
e 1,3 uL da sonda escolhida. As sondas de oligonucleotideos que foram utilizadas encontram-
se listadas na Tabela 4.7, e a porcentagem de formamida (no tampdo de hibridagédo) e a
concentragdo de NaCl (no tampdo de lavagem) correspondentes a sonda utilizada séo
apresentadas na tabela 4.8. Com estas sondas foi possivel identificar a maioria dos grupos
filogenéticos de Bacteria, envolvidos nos processos de remocao de nitrogénio (nitrificacdo e
oxidacdo anaerdbia de amonia). Estas sondas foram incluidas nesta pesquisa, uma vez que as
bactérias anammox podem coexistir com as nitrificantes, que sdo oxidadoras aerdbias de
amoOnia, tanto na natureza quanto em sistemas de tratamento (sob condigdes limitantes de

oxigénio).

Apo6s hibridagdo, a ldmina foi incubada em camara Umida a 46°C por noventa minutos,
seguindo as condic¢des descritas em Egli et al. (2001). Ap6s a hibridacdo foi feita a lavagem
da lamina a 48°C por vinte minutos, em tampé&o de lavagem. A composicao deste tampéo era
semelhante ao tampdo de hibridacdo, porém este ndo continha formamida e apresentou
concentracdo de NaCl proporcional a porcentagem de formamida usada no tampédo de
hibridacdo. Apos a lavagem, a lamina foi corada com uma solucéo de DAPI (4°,6- diamidino-
2-fenilindol, marca SIGMA) 0,001%, por dez minutos, em auséncia de luz. Apds lavagem
com agua destilada, e secagem completa da lamina, cerca de 6,0 uL da solugdo montante de
20% de PBS e 80% de glicerol foram aplicadas sobre cada pocinho e, posteriormente,
colocou-se a laminula. As laminas foram visualizadas sob microscopia éptica em microscépio
Olympus BX-50 em objetiva de imersdo, para aumento de 1.000x, sob epifluorescéncia e
contraste de fase. Foram utilizados filtros especificos com espectro de absor¢do entre 510 a
550 nm e de 330 a 385 nm para captacdo de emissdes de fluorescéncia da sonda e do corante
DAPI, respectivamente (ABREU, 2007).

Para a determinacdo da abundéancia de cada grupo microbiano analisado com a respectiva
sonda, foram realizadas as contagens das células hibridadas (com cada sonda), bem como
determinado o numero total de células coradas com DAPI em 15 campos microscépicos
distintos. Posteriormente calculou-se a proporc¢éo de células hibridadas em relacdo ao numero

total de células dividindo o primeiro valor pelo segundo.

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



Tabela 4.7 — Sondas de oligonucleotideos utilizadas na analise de FISH

Sonda Grupo alvo Sequéncia (5 — 3’) Referéncia
Ca. Brocadia , Schmid et al.
AMX-1240 o e 5 -TTTAGCATCCCTTTGTACCAACC (2000)
Géneros Ca.
Amx-g20 ~ BrocadiaeCa. s\ \pACCCCTCTACTTAGTGOCC — Semidetal
Kuenenia (2000)
A maioria
oxidadoras de
amonia da
Ns0190 Subclasse B- 5"-CGATCCCCTGCTTTTCTCC Mo ae,
Proteobacteria,
incluindo
Nitrosomonas
Nt i i ’ Daims et al.
spa662 Nitrospira 5’ GGAATTCCGCGCTCCTCT (2000)
NIT3 Nitrobacter 5’CCTGTGCTCCATGCTCCG Wa?fggg)t al.

Tabela 4.8 — Condicdo de hibridacdo usada para cada sonda nas andlises de FISH
Porcentagem de

Sonda Eormamida Concentracgdo de NacCl Referéncia
Amx-1240 40 56 Schmid et al. (2000)
Amx-820 25 ou 40 159 ou 56 Schmid et al. (2000)
Ns0190 30 112 Mobarry et al. (1996)
Ntspa662 35 80 Daims et al. (2000)
NIT3 35 80 Wagner et al. (1996)

4.8 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
4.8.1 Coleta e preservacado da amostra

Foram coletadas aliquotas de 50 mL da amostra do lodo ativado (utilizado como inéculo), e
aliquotas de aproximadamente 25 mL da biomassa enriquecida no reator (em ambos
experimentos). As amostras foram transferidas para frascos tipo Falcon e centrifugadas a
3.500 rpm (1.200 x g) por 10 minutos para remog¢édo do liquido intersticial; descartando em
seguida o sobrenadante. Em seguida as amostras foram lavadas duas vezes com 1 mL de
Tampdéo fosfato de sddio salino (PBS) 1X, e centrifugadas novamente a 8.500 rpm por 3
minutos para remocao de particulas de sujeira. O sobrenadante foi descartado. As amostras
foram entdo aliquotadas em tubos Eppendorfs de 2 mL, devidamente rotuladas, e

armazenadas a -20°C para posterior extracdo de DNA.
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4.8.2 Extracdo de DNA

Para as amostras de lodo, bem como para as amostras enriquecidas, neste trabalho, foi
utilizado o protocolo de extracdo de DNA gendmico descrito em Egli et al. (2001). Tal

procedimento consiste nas etapas descritas a seguir.

Adicionou-se em um tubo de 2 mL com tampa de rosca 0,2 g de pérolas de vidro, 1 g de
amostra congelada (de lodo ou da biomassa do RBS) e 1,2 mL de tampdo TEN (0,1M NacCl,
10mM Tris-HCI, e ImM de EDTA pH 8,0). Esse tubo foi levado a um microdesmembrador e
agitado a 4.000 rpm por 1 minuto, sendo transferido para um banho de gelo e mantido por 1
minuto. Esse procedimento foi repetido mais uma vez. A amostra sedimentou por 5 minutos a
temperatura ambiente para separacdo das pérolas de vidro e o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo tipo Eppendorf de 2,0 mL. Foram adicionados o volume de Fenol
tamponado (pH 8,0) igual ao volume da amostra e o tubo foi agitado vigorosamente utilizando
um vortex por 40 segundos. Adicionou-se ainda o volume de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1) igual ao volume da amostra e agitou-se novamente no vortex. A amostra foi
centrifugada a 13.000 rpm (12.000 x g) por 10 minutos e transferiu-se o sobrenadante (fase

aquosa) para um novo tubo tipo Eppendorf de 2 mL.

Novamente adicionou-se o volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) correspondente ao
volume da amostra, agitando-o vigorosamente utilizando vortex por 40 segundos,
centrifugando-o a 13.000 rpm por 10 minutos. Essa etapa foi repetida quando a amostra ainda
ndo se apresentava pura, ou seja, apresentava cor na fase liquida. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo tipo Eppendorf de 2 mL, adicionando a ele 10% do volume da
amostra de uma solucdo de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e o dobro do volume da amostra de
etanol 100% (gelado). O tubo foi mantido a -20°C por 1 hora e meia para precipitacdo de
DNA. A seguir a amostra foi centrifugada a 13.000 rpm (12.000 x g) por 20 minutos e 0
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se ao tubo 300 pL de etanol 70% com o objetivo de
lavar o DNA e retirar os sais. A amostra foi centrifugada a 13.000 rpm (12.000 x g) por 10
minutos e o sobrenadante descartado. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes. O
tubo foi entdo vertido sobre um papel toalha para e deixar o DNA secar por mais ou menos 30
minutos a temperatura ambiente. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 100 pL de agua ultra-
pura estéril, previamente aquecida a 70°C. Aliquotas de 5,0 uL de cada amostra extraida

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0% a 75 V por 40 minutos. O gel foi
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corado em solucao de brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta para

verificacdo da quantidade e integridade do DNA gendmico obtido na extracao.

4.8.3 PCR com iniciadores especificos para as bactérias anammox

Com o objetivo de se detectar as bactérias anammox, o DNA extraido pelo método de Egli et
al., 2003, a partir das amostras de lodos ativados e da biomassa enriquecida no RBS (em
ambos os experimentos), foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando
pares de iniciadores especificos para 0 DNAr 16S de anammox e Planctomicetos de acordo
com Schmid et al. (2000), Egli et al. (2001), Penton et al. (2006) e Van der Star et al. (2007).

Os pares de iniciadores utilizados, bem como a sequencia e especificidade dos mesmos,
encontram-se descritos na Tabela 4.9. A reacdo de amplificacdo foi realizada de acordo com

o0s volumes e concentracdes de cada reagente descritos na tabela 4.10.

Tabela 4.9 — Iniciadores utilizados para a detec¢cdo de bactérias anammox

Iniciador Especificidade Sequéncia (5’ > 3°) Referéncia
AmX667r  Organismos Anammox  ACCAGAAGTTCCACTCTC V40 dg OSOt;‘)r et
Plad6f Planctomicetos GGATTAGGCATGCAAGTC SCh(’;‘(i)%g)t al.
Anizggr Ca Brocadia GCTTGACGGGCGGTGTG Perztzoonog; al.
An7f ca. Brocadia, GGCATGCAAGTCGAACGAGG Perztzoonog; al.
AmXE20r  Brosadiat and - Ca. AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC  Schmidetal
Kuenenia” (2000)
Amxi4or  CBrocddia o rrrAGCATCCCTTTGTACCAACT SCh(’;‘(i)%g)t al.
prodoalt =c gciﬁﬁgﬂg‘ﬁa%ﬁ?e GAGCACGTAGGTGGGTTTGT Perztzoonog o
Brod1260r (o (oo OR®  GGATTCGCTTCACCTCTCGG Perztzoonog; al.
Eub1392r  Bactéria geral ACGGGCGGTGTGTAC Amagg g; al.

A condigédo de amplificagdo usada na PCR para os pares de iniciadores: Pla46F-Amx368R,
Plad6F- Amx820R, Plad6F-Amx1240R, Plad6F-Amx667R, foi igual para todos os pares e
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consistiu de: desnaturagdo inicial de 4 minutos & 94°C, 35 ciclos de 45 segundos de
desnaturacao a 94°C, anelamento de 50 segundos a 56°C (exceto para o par Pla46F-Amx667R

que foi de 55°C), extensdo de 1 minuto a 72°C, e extensdo final de 7 minutos a 72°C.

A condigédo de amplificagdo para os pares: Brod541F-Brod1260R e An7F-An1388R, seguiu
as mesmas condigdes descritas por Penton et al. (2006), e consistiu de: desnaturagdo inicial a
95°C por 3 minutos, 30 ciclos de 95°C por 45 segundos, anelamento a 60°C (para Brod541F-
Brod1260R) ou a 63°C (para An7F/An1388R) por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, e extensdo

final @ 72°C por 7 minutos.

Todos os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. Os géis
foram corados em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e observados em um
transiluminador de luz UV (UVP Products). As imagens dos géis foram registradas por um
sistema de captura de imagem. Os marcadores de peso molecular utilizados foram i)
GeneRuler de 1KDb (1 kilobases) e ii) O’GeneRuler 100 pb (com 100 pares de bases), ambos
da marca Fermentas. As Figuras 4.8 e 4.9 ilustram os padrdes utilizados, com as bandas de
DNA e seus respectivos pesos moleculares.

L bp ng/0.5pg %

000 280 5B

o 29 o om o 5
AR /150 20 58
7 4000 300 60 lell eal o
Z 30 300 6o 0 N9 18
Ry s 780 270 54
2 - 2000 250 5.0 = — 700 270 54
Z B 1500 250 &0 % - Eu:-:l %3 16(4)
3 < - 500 A "
g = 1000 5(_)‘0 1_20 g — 400 300 60
E Ry enile ihi) = ~ 300 300 60
g — 500 250 &0 ; 20 300 60
Ly . - i
L 280 A el 3 — 100 300 60
= =
2 <

e 0.5pgdane, 8cm length gel,
0.5pg/lane, &cm length gel, 1% TBE, av/em, 1h

1X TAE, 7V/em, 45min

Figura 4.8 — Marcador de peso molecular, Figura 4.9 — Marcador de peso molecular,
GeneRuler de 1Kb. O’GeneRuler de 100 pb.
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Tabela 4.10 — Concentracao dos reagentes da PCR para a detec¢do de bactérias anammox

Reagentes ~ Concentracao Concentragéo final por reagéo Volume para
g estoque ¢ b ¢ reacao de 25 pL
H,0 Mili-Q B i 17,0 ul
esteril
Tampéo de 10X 1X 2 50l
PCR
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,8uL
dNTPs 10 MM (oal 200 UM total 0,5 pL
Iniciador 1 10 pmol/uL 200 nM 0,75 pL
Iniciador 2 10 pmol/pL 200 nM 0,75 pL
Taq Polimerase SuU/uL 1U 0,2 uL
Amostra de B} 1-10 ng 25Ul
DNA

4.8.4 PCR com iniciadores especificos para bactérias oxidadoras de amonia e nitrito

Com o objetivo de se detectar bactérias nitrificantes (oxidadoras de amdnia e de nitrito) que
poderiam estar presentes na biomassa enriquecida no RBS, testou-se 0 DNA a partir das
amostras enriquecidas, usando iniciadores especificos para o0 DNAr 16S de bactérias
nitrificates. Os iniciadores usados bem como as reacdes de amplificacdo foram realizadas de
acordo com Rotthauwe et al. (1997), Vanparys et al. (2006), Degrange & Bardin (1995) e
Dionisi et al. (2002) . As sequéncias dos iniciadores utilizados, bem como a especificidade
dos mesmos, encontram-se descritos na Tabela 4.11. A reagédo de amplificacdo foi realizada

de acordo com os volumes e concentracdes de cada reagente descritos na tabela 4.12.
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Tabela 4.11 — Iniciadores utilizados para a deteccdo de bactérias oxidadoras de amdnia e

nitrito

Iniciador

Especificidade

Sequéncia (5° > 37)

Referéncia

AmoA-1F

AmMoA-2R

NxrB-1F

NxrB-1R

FGPS872

FGPS1269

NSR1113F

NSR1246R

Gene da Amonia
monooxigenase
(amoA) de oxidadoras
de amdnia

Gene amoA de
oxidadoras de amonia

Gene da Nitrito
oxidoredutase de
Nitrobacter
(subunidade Beta-
nxrB)

Gene da Nitrito
oxidoredutase de
Nitrobacter
(subunidade Beta-
nxrB)

Parte do gene RNAr
16S de Nitrobacter
sp.

Parte do gene RNAr
16S de Nitrobacter
sp.

Parte do gene RNAr
16S de Nitrospira sp.

Parte do gene RNAr
16S de Nitrospira sp.

GGGGTTTCTACTGGTGGT

CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

ACGTGGAGACCAAGCCGGG

CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA

[ TTTTTGAGATTTGCTAG

CTAAAACTCAAAGGAATTGA

CCTGCTTTCAGTTGCTACCG

GTTTGCAGCGCTTTGTACCG

Rotthauwe et al.
(2997)

Rotthauwe et al.
(1997)

Vanparys et al.
(2006)

Vanparys et al.
(2006)

Degrange e
Bardin (1995)

Degrange e
Bardin (1995).

Dionisi et al.
(2002)

Dionisi et al.
(2002)

A condicdo de amplificacdo usada na PCR para os pares de iniciadores: AmoA-1F - AmoA-
2R, NxrB-1F - NxrB-1R, FGPS872 — FGPS1269 e NSR1113F — NSR1246R, foi a mesma

para todos eles e consistiu de: desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto

de desnaturacdo a 94°C, anelamento de 1 minuto a 50°C, extensdo de 1 minuto a 72°C, e

extensdo final de 10 minutos a 72°C. Essa condi¢do de amplificacdo seguiu o protocolo
descrito por Geets et al. (2007).
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Tabela 4.12 — Concentracao dos reagentes da PCR para a detec¢do de bactérias anammox

Reagentes ~ Concentracao Concentragéo final por reagéo Volume para
g estoque ¢ b ¢ reacao de 25 pL
H,0 Mili-Q B i 17,0 ul
esteril
Tampéo de 10X 1X 2 50l
PCR
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,8uL
dNTPs 10 MM (oal 200 UM total 0,5 pL
Iniciador 1 10 pmol/uL 200 nM 0,75 pL
Iniciador 2 10 pmol/pL 200 nM 0,75 pL
Taq Polimerase SuU/uL 1U 0,2 uL
Amostra de B} 1-10 ng 25Ul
DNA

4.9 Clonagem, sequenciamento e analise filogenética

A avaliacdo da comunidade microbiana enriquecida no RBS apds 184 dias de cultivo
(experimento 1), foi realizada através da amplificacdo (via PCR) do DNAr 16S e posterior
clonagem e sequenciamento. O DNA isolado foi amplificado com os iniciadores Pla46F
(especifico para Planctomicetos) e Amx820R (especifico para anammox), e Plad6F-1392R
nas mesmas condi¢cdes descritas por Egli et al. (2001). Os produtos de PCR foram
inicialmente purificados, com o Kit de purificacdo Illustra GF x PCR DNA and Gel Band
Purification, e posteriormente clonados com o Kit pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector
Systems (Promega, Madison, W1, E.U.A.), seguindo recomendacdes do fabricante. Os clones
foram inseridos em células de Escherichia coli JM 109 de acordo com as instrucdes do
fabricante. O sequenciamento dos clones foi realizado pelo Servico de Genomic (Genomic
Engenharia Molecular Ltda, Sdo Paulo, Brasil, www.genomic.com.br). Analises das 862
posicOes do gene RNAr 16S, amplificados com os iniciadores Pla46F-Amx820R e 1300bp
relacionadas com os iniciadores Pla46F-1392R dos clones foram comparados com sequencias
de DNAr 16S dos seus parentes mais proximos depositadas no banco de dados GenBank por
meio de buscas BLASTN (http://blast.ncbi.nim. nih.gov / Blast.cgi) (ALTSCHUL et al.,
1990).

Posteriormente, analises moleculares filogenéticas e as relacdes evolutivas entre as sequencias
foram realizadas utilizando o programa MEGA 4.1 (TAMURA et al., 2007). O dendrograma
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foi construido pelo método Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). As distancias evolutivas
foram calculadas usando método Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) e
estdo representadas em unidades de nimeros de substituicGes de bases por sitio. Todas as
posi¢cBes contendo espacos nos alinhamentos e dados faltantes foram eliminadas em
comparacOes de sequencias (por pares) usando a opg¢do pairwise deletion. Analises de
bootstrap contendo 1.000 réplicas foram realizadas para verificar e estimar a confiabilidade e

o arranjo das arvores filogenéticas.

Os numeros de acesso das sequencias do gene RNAr 16S, depositados no
GenBank/EMBL/DDBJ, dos 26 clones seqiienciados (obtidos neste trabalho), e utilizados
para a construcdo das arvores filogenéticas sdo: GQ891677- GQ891680 e GQ896513-
GQ896538.

Para o experimento Il ainda estdo em andamento as analises filogenéticas das amostras do
indculo e da amostras retiradas do reator apds 80, 180, 244 e 347 dias de operacdo. Todas
essas etapas de clonagem e analises filogenéticas foram (e estdo sendo) realizadas no
Laboratorio da profa. Maria Helena Matté da faculdade de Saude Publica da Universidade de

Sao Paulo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados dois experimentos (I e Il) de enriquecimento de bactérias anammox, em
épocas distintas, utilizando em ambos o mesmo inoculo e o fermentador, operado como
Reator Sequencial em Batelada. Nos itens que se seguem sdo apresentados os resultados
desses experimentos, em separado, além da caracterizacdo do lodo de in6culo utilizado em
cada um deles. No item 5.4 serd feita uma discussdo conjunta comparando ambos 0s

experimentos.

5.1 Caracterizacdo do lodo de in6culo

Em ambos os experimentos utilizou-se lodo proveniente do sistema de lodos ativados (da
linha de recirculacdo do decantador secundario) da ETE ARRUDAS-COPASA da cidade de
Belo Horizonte — Minas Gerais, que trata esgoto doméstico. No primeiro experimento
utilizou-se como inéculo 650 ml de lodo, o que resultou em 2,6g de STV em 1 L de meio
mineral autotrofico. Aliquotas desse lodo foram separadas e parte foi congelada a -20°C para
posterior extracdo de DNA e parte fixada para realizacdo das analises de FISH. Apos a
extracdo do DNA reacdes de PCR foram realizadas. As analises de FISH, ndo revelaram a
presenca de bactérias anammox no lodo de indculo, indicando que elas poderiam estar
presentes, mas em concentracdo muito baixa, abaixo do limite de deteccdo da técnica, cerca
de 10%a 10* células/ml (AMANN et al., 1995).

O resultado da PCR para o lodo de in6culo, com o par de iniciadores An7F e Anl1338R, que
detecta todos os organismos anammox (Ca. Brocadia, Ca. Kuenenia e Ca. Scalindua), foi
positivo indicando a presenca de DNAr 16S de bactérias anammox nesse lodo (Figura 5.1),
apesar deste ndo ter apresentado atividade anammox prévia. Portanto, este resultado indica
que as anammox estavam presentes no lodo ativado antes do experimento de enriquecimento.
N&o obstante, em um experimento em batelada (LARA, 2009), este lodo ndo apresentou

atividade anammox, mesmo ap6s 300 dias de incubacdo em meio autotrofico e anaerobio.
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Figura 5.1 — Deteccéo pela PCR do DNAr 16S de anammox com iniciadores An7F e
An1388R no lodo ativado usado como indculo no RBS (3); (L) € o Marcador de peso

molecular (1Kb - Fermentas) e (nc) é o controle negativo da reacdo da PCR

No experimento Il utilizou-se como inéculo 1500 ml de lodo, contendo 6,99 de STV em 1 L
de meio mineral autotréfico. Assim como no experimento 1, aliquotas do lodo foram
separadas e parte foi congelada a -20°C para posterior extracdo de DNA, parte fixada para
realizacdo das analises de FISH e parte utilizada para quantificacdo das bactérias nitrificantes
e desnitrificantes através da técnica do NUimero Mais Provavel (NMP). Apds a extracdo do

DNA reagdes da PCR foram realizadas.

Da mesma forma que no experimento I, as andlises de FISH ndo revelaram a presenca de
bactérias anammox no indculo, indicando que elas poderiam estar presentes, mas em
concentracdo muito baixa, abaixo do limite de deteccdo da técnica. Entretanto, os resultados
da PCR com iniciadores especificos para Planctomicetos foram positivos (Figura 5.2),
sugerindo que as bactérias anammox poderiam estar presentes no lodo de indculo (uma vez
que fazem parte da ordem Planctomicetales), mesmo sem o lodo apresentar atividade

anammox prévia.
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Figura 5.2 — Deteccéo pela PCR do DNAr 16S de Planctomicetos com iniciadores Pla46F e
Eub1392R no lodo ativado usado como in6culo no RBS; onde (t0) € o DNA extraido do lodo
ativado (DNA concentrado), (d10x) € a amostra de DNA diluida 10 vezes extraida do Lodo
ativado, (Ld) é o Marcador de peso molecular (1Kb - Fermentas) e nc € o controle negativo
da reacdo da PCR

Os resultados da determinacdo do nimero mais provavel (NMP), de bactérias nitrificantes e
desnitrificantes, sdo apresentados na tabela 5.1. As bactérias nitrificantes, tanto oxidadoras de
amonia quanto oxidadoras de nitrito, apresentaram valores menores que 1,8 x10® NMP/mL,
indicando que essas bactérias apesar de estarem presentes em altas concentrac@es, na faixa de
10" NMP/mL no lodo ativado do tanque de aeragdo (CAMPOS & ARAUJO, 2010), estavam
presentes em quantidades inferiores no lodo proveniente da linha de recirculacdo do

decantador secundario.

Entretanto, com relacdo as bactérias desnitrificantes, as quais sdo anaerobias, verificou-se
valor maior que 1,6 x 10" NMP/mL, sugerindo que o lodo da etapa de recirculacéo apresenta
caracteristicas anaerdbias. Esse resultado é corroborado pela pequena quantidade de bactérias
nitrificantes encontradas, as quais, provavelmente sofreram decréscimo em sua populacdo
quando o lodo deixou o taque de aeracdo do sistema de Lodos ativados, e seguiu para o
decantador secundario (e posteriormente para a linha de recirculacdo), onde provavelmente
prevaleceram condic¢des anoxicas. Sendo assim, o lodo utilizado como in6culo, apesar de ser
proveniente de um sistema de tratamento aerdbio, apresenta Zonas de Minimo Oxigénio
(ZMO), o que deve ter favorecido a presenca de bactérias anammox, em coexisténcia com
pequenas quantidades de bactérias nitrificantes, e um grande ndmero de bactérias

desnitrificantes.
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Tabela 5.1 — Determinacdo do NMP de bactérias nitrificantes e desnitrificantes no lodo de
in6culo pela técnica de tubos multiplos

Grupo NMP/mL
bacteriano
Omdadpr_as de <18x10°
amonia
OX|da}d(_Jras de <18x10°
nitrito
Desnitrificantes >1,6x10%

5.2 Experimento |

5.2.1 Monitoramento analitico do reator

A Figura 5.3 apresenta os resultados das concentracdes de amonia e nitrito afluente e efluente
ao longo dos 420 dias de operacdo do reator. De acordo com os resultados obtidos, os perfis
de concentragcdo de amonia e de nitrito podem ser divididos em quatro fases: () fase inicial,
(1) fase de propagacéo; (I11) fase anammox; (V) fase de declinio e (V) fase de recuperacéo.
A fase inicial de operagéo, com duragdo de 20 a 25 dias, foi marcada pelo consumo intenso de
nitrito sem que houvesse consumo de amonia, pelo contrario houve aumento da concentracao
efluente deste composto. Nesta fase a desnitrificacdo foi o processo favorecido (devido a
atmosfera anaerdbia e presenca de nitrito), eliminando a matéria organica presente no meio. A
morte e lise das bactérias aerdbias presentes no lodo de indculo ocasionou a liberacdo de
nitrogénio organico e quebra deste em amdnia. Na Figura 5.4 a liberacdo de aménia no meio
estd evidenciada pelos valores negativos na eficiéncia de remocao deste composto durante 0s
25 dias iniciais. Apos a lise das bactérias aerdbias, teve inicio a morte e lise das bactérias
desnitrificantes devido a auséncia de substratos organicos no meio, uma vez que 0 meio de

cultura era autotréfico.

A fase de propagacéo, durou cerca de 75 dias (do 20° dia até o 95° dia de operacdo) e foi
marcada pela exaustdo completa dos substratos orgénicos, resultando na eliminagdo da
atividade desnitrificante. As concentracBes de nitrito efluente nesta fase foram proximas as
concentragdes afluentes, pois este aceptor final de elétrons ndo estava mais sendo consumido.
A partir desse momento, as condi¢cdes do sistema devem ter favorecido o aumento da
populagdo anammox. Este aumento culminou no aparecimento da atividade anammox
(marcada pelo consumo simultaneo de amdnia e de nitrito), que foi detectada a partir do 87°
dia de operacédo (Figura 5.3). De acordo com a literatura (DAPENA-MORA et al., 2004,
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THIRD et al. 2005, e CHAMCHOI & NITISORAVUT, 2007) o inicio da atividade anammox
em reator em batelada sequencial pode acontecer apds 70 a 120 dias de operagdo do reator.
Portanto, o sistema comegou a responder dentro do que foi observado pela literatura. Durante
a fase de propagacéo (fase Il), a eficiéncia de remocao de amonia e de nitrito foi variavel de 0

a 40% (Figura 5.4), indicando pequeno consumo desses compostos.

100 -

- I 1T III. .",:"l IV Vo eNNO2afluente

i BN-NO2-efluente

80 - ha ‘A"“. o A N-NH4-afluente

- 5 ] *”»S , L) I N-NH4-efluente

Concentragao dos Compostos
nitrogenados (mgN . L)

Tempo (dia)

Figura 5.3 - Concentracéo afluente e efluente dos compostos nitrogenados (N-NH," e N-

NO,) no RBS ao longo do tempo de operacdo

A fase anammox (considerada a partir do 90° dia de operacgéo), fase Ill, permitiu atingir a
remo¢do quase que completa de aménia no sistema. Neste periodo as concentracfes de
amonia e nitrito efluente variaram de 10 mg/l a quase 0 mg/l (Figura 5.3). A partir do 125° dia
de operacdo, as concentra¢fes de amdnia e nitrito foram aumentadas gradativamente, sempre
respeitando a relagdo de 1:1,26 (NH;": NO,). Nesta mesma fase a eficiéncia de remocéo de
amonia e nitrito por parte do lodo foi aumentando atingindo cerca de 90% (Figura 5.4). Além
disso, o coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito em relacdo a amonia, calculado a
partir dos dados do RSB (Figura 5.5), a partir do 90° dia de operacdo, foi relativamente
proximo ao valor descrito na literatura para a reagdo anammox (NH,: NO;: 1: 1,32,
STROUS et al., 1998), demonstrando que o lodo ativado apds 90 dias de cultivo em meio

autotréfico e anaerdbio desenvolveu atividade anammox.
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A quarta fase de operagdo, chamada de declinio, foi marcada pela diminuicdo e quase
auséncia da atividade anammox, entre os dias 208 até 280. O sistema, dez dias antes de
apresentar declinio da atividade anammox, teve o0 TDH aumentado de 24 para 48 horas (do
196° até o 207° dia de operacdo) e, consequentemente, a carga de nitrogénio aplicada foi
reduzida a metade (de 0,18 para 0,09 kg N/m*. dia). Nesses onze dias a remocéo de aménia e
de nitrito foi de quase 100%, indicando que o reator ndo sentiu com o aumento no TDH. N&o
obstante, apds os 11 dias (a partir do 208° dia de opera¢do), quando o TDH foi reduzido para
24 horas, verificou-se que as concentracoes efluentes de amonia e de nitrito estavam altas (em
torno de 46 e 55 mg/Il, respectivamente) indicando que estes compostos ndo estavam sendo
removidos totalmente. Nesse periodo as eficiéncias de remocgao de amonia e de nitrito cairam,
de 90% para cerca de 10 a 15%, ou apresentaram valores negativos (no caso do nitrito). Na
tentativa de evitar a toxicidade causada pelo nitrito, a concentracdo deste composto no
afluente foi reduzida de 96mg/l para 35 mg/l permanecendo nesta concentracdo por 60 dias. A

concentracdo de amonia afluente também foi reduzida de 77 mg/l para 29 mg/l (Figura 5.3).

Em consequéncia deste fato, quando o TDH voltou a ser de 24 horas (207° dia), o reator deve
ter sofrido um choque de carga, no qual a elevada concentracdo de nitrito (96 mg/L de N-
NO,) ocasionou a inibicdo da atividade anammox. A partir do 210° dia as concentragdes
efluentes de nitrito e amonia apresentaram valores proximos das concentraces afluentes
desses ions. Portanto, a eficiéncia de remocéao de amdnia e nitrito tornou-se bastante reduzida.
Nesse mesmo periodo (do 210° ao 280° dias de operacdo) essa reducao na atividade anammox
também pode ser constatada pela reducdo do coeficiente estequiométrico para 0,7 (Figura
5.5). Conforme comentado anteriormente, esse declinio provavelmente ocorreu devido a
reducdo da taxa de aplicacdo de Nitrogénio por 10 dias e posterior aumento. Apds esse
periodo, do 300° ao 380° dia de operacdo verificou-se uma recuperacdo do processo
anammox, constatado pelo aumento do coeficiente estequiométrico para 1,1, se aproximando

novamente do valor previsto na literatura (1,32).

Tsushima et al.(2007) reportaram fato semelhante em um reator, para enriquecimento de
biomassa Anammox, no qual a taxa de remocdo de nitrogénio foi reduzida quando a
concentracdo afluente de nitrogénio foi aumentada para 1000 mg/L. Provavelmente a
toxicidade do nitrito residual (224+10mg-N/L), neste caso, estava acima dos niveis inibitérios
de nitrito (70-180 mg-N/L) sugeridas previamente por Strous et al. (1999b), ou possivelmente

pode ter havido acumulo de subprodutos, ainda desconhecidos, derivados da reacdo anammox
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(TSUSHIMA et al., 2007). Sendo assim, no presente trabalho, a reducdo do TDH ocasionou
um aumento nas taxas de carregamento de nitrogénio, provocando a inibicdo da atividade

Anammox no reator devido a alta concentracdo de nitrito presente no mesmo.

Em face disso, a partir do 225° de operacdo as concentracOes afluentes de nitrito e amonia
foram reduzidas, sempre respeitando a relacdo de 1:1,26 (NH4": NO,), dando inicio a quinta
fase, denominada de recuperacgdo (Figura 5.4). Esta fase se iniciou no 283° dia de operacéo e
foi até o 380° dia. Neste periodo a eficiéncia de remocdo de amonia e nitrito por parte do

lodo se manteve na faixa de 30 a 55% (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - Eficiéncia de remog&o de amonia e nitrito pelo lodo cultivado no RBS ao longo

do tempo de operacgéo
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Figura 5.5 - Coeficiente estequiométrico do nitrito em relagdo a amdnia, de acordo com 0s
dados de consumo de nitrogénio do reator obtidos neste trabalho, ao longo do tempo de

operacao
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5.2.2 Deteccéo das bactérias anammox pela técnica da PCR

Os resultados da PCR com iniciadores especificos para as anammox demonstraram a presenca
de DNAr 16S dessas bactérias tanto no lodo de inoculo, quanto no lodo enriquecido no RBS
apos 181 dias de cultivo em meio autotrofico e anaerdbio (Figura 5.6). Uma vez que o DNA
da biomassa cultivada apresentou produto de PCR com a mesma intensidade do produto
amplificado a partir do DNA do lodo de indculo, e o controle negativo (sem DNA), nao
apresentou qualquer sinal (Figura 5.6), pode-se sugerir que as bactérias anammox estavam
presentes no lodo ativado antes do experimento de enriquecimento. N&o obstante, em um
experimento em batelada (LARA, 2009), o lodo ativado (usado como indculo) ndo apresentou

atividade anammox, mesmo apés 300 dias de incubacdo em meio autotréfico e anaerdbio.

Figura 5.6 — Deteccéo pela PCR do DNAr 16S de anammox com iniciadores An7F e
An1388R (painel A), Pla46F e Amx820R (painel B), Pla46F e Amx1240R (painel C), e
Plad6F e Amx667R (painel D). L € o marcador de peso molecular (1Kb - Fermentas), (1)
Lodo do RBS apés 181 dias de enriquecimento (DNA diluido 10 vezes), (2) Lodo do RBS
apos 181 dias de enriquecimento (DNA concentrado); (3) lodo de in6culo; nc é o controle

negativo da reacdo da PCR

Ao final do experimento | (420° dia de operacgéo) foi coletada biomassa do reator e realizada a
PCR com iniciadores especificos para as anammox (Figura 5.7). Os resultados indicaram que

a presenca das bactérias anammox foi constante no reator até o final do experimento.
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Figura 5.7 — Deteccgéo pela PCR do DNAr 16S de anammox com iniciadores Pla46F e
Amx820R, onde (Ld) é o Marcador de peso molecular (1Kb - Fermentas), (t420) é o lodo do
RBS apds 420 dias de enriguecimento (DNA concentrado) e nc é o controle negativo da

reacdo da PCR

5.2.3 Detecc¢do e quantificacdo das bactérias anammox pela técnica de FISH

As analises de FISH, ndo revelaram a presenca das anammox no lodo de inéculo, indicando
que elas poderiam estar presentes, mas em concentracdo muito baixa, abaixo do limite de
deteccdo da técnica, cerca de 10° a 10* células/ml (AMANN et al., 1995). Porém, o0s
resultados com a amostra da biomassa enriquecida no RBS apds 181 dias de cultivo,
revelaram a presenca de bactérias anammox, que hibridaram com as sondas Amx820 (dados
ndo apresentados) e Amx1240 (Figura 5.8), confirmando o enriquecimento das bactérias

anammox (provavelmente do género Brocadia) neste lodo.

A quantificacdo dessas bactérias, através da contagem do nimero de células hibridadas com a
sonda Amx1240, revelou que 53% do total de células do enriquecimento eram anammox.
Conforme descrito previamente para Candidatus B. anammoxidans (STROUS, 2000), as
células enriquecidas no presente trabalho apresentaram morfologia arredondada, e uma regido
escura (quase sem fluorescéncia) no centro da célula. Esta area central, ausente de ribossomos
e de DNA (pois ndo corou com DAPI), deve ser presumivelmente uma regido rica em

proteina similar ao anammoxossomo de Ca. B. anammoxidans.
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Figura 5.8: Andlise de FISH da biomassa cultivada no RBS apés 181 dias de
enriguecimento. Células coradas com DAPI em a; e células hibridadas com a sonda
Amx1240 (especifica para Ca. Brocadia) em b. A barra nas imagens a e b representa 10 um

Nos dias 235 e 331 de operacgdo, foram realizadas novas analises de FISH com a biomassa do
RBS, porém ndo foi mais possivel fazer a contagem das células hibridadas, devido a
ocorréncia de poucas células com morfologia caracteristica das anammox (observada na
Figura 5.8 e que hibridaram com a sonda). Este resultado sugere que as anammox diminuiram
em propor¢do, caindo de 52,7% do total de celulas do enriquecimento (com 181 dias de
cultivo), para 1% ou menos do total de células (nos dias 235 e 331). Comparando esses
resultados com aqueles de eficiéncia de remocdo de amdnia e de nitrito, verifica-se que
guando as anammox eram dominantes a eficiéncia de remogédo de amonia e de nitrito estava
em torno de 90 a 95%. Quando as anammox nao foram mais detectadas pela técnica de FISH
a eficiéncia de remocdo do sistema estava em torno de 40 a 60%. Apesar das bactérias
anammox, na Ultima fase de operacdo do RBS, ndo terem sido mais detectadas pelo FISH,

foram detectadas pela PCR, conforme resultado apresentado na Figura 5.7.

5.2.4 ldentificacdo filogenética da biomassa enriquecida

Foram construidas duas bibliotecas de clones a partir do gene RNAr 16S com o DNA extraido
da biomassa enriquecida no RBS ap6s 184 dias de cultivo, usando os iniciadores. Pla46F-
Amx820R e Pla46F-1392R. Trinta clones foram selecionados ao acaso e sequenciados.
Desses, 26 clones (JCA4- GQ891680; e do JCA7- GQ896514 ao JCA30-GQ896538) foram
agrupados como sendo do mesmo filotipo uma vez que suas sequéncias apresentaram
similaridade maior que 99%. Esses clones estavam proximamente relacionados (apresentaram

99% de identidade) com a sequéncia de uma nova espécie de anammox denominada de
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Candidatus Brocadia sinica (GQ 175277) (Hu et al., 2010), pertencente ao grupo dos
Planctomicetos (Figura 5.9).
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Figura 5.9: Dendrograma de distancia evolutiva mostrando a afiliagéo filogenética das
sequéncias de 862 pb do gene RNAr 16S obtidas no presente trabalho a partir da biomassa
do RBA (ap6s 184 dias de enriquecimento), em relagdo aos membros do dominio Bactéria.

Os numeros nos nés da arvore representam a porcentagem de recuperacao dos bracos
relevantes em 1000 analises de re-amostragens por “bootstrap”. O numero de acesso das
sequéncias depositadas no GenBank e no EMBL estéo indicadas entre parénteses. A barra

de escala representa a diferenca estimada nas posi¢des dos nucleotideos das sequéncias

Entretanto, um clone (JCA1l), dentre os 30, embora relacionado com a sequéncia de Ca.
Brocadia fulgida, apresentou maior afiliacdo com a sequéncia de Brocadia sp. 40 (com cerca
de 98% de identidade entre as sequéncias), sugerindo portanto que este clone poderia
representar uma espécie nova dentro do género Candidatus Brocadia, baseado nas

similaridades de sequéncias geralmente usadas para definir diferentes espécies (ROSELLO-
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MORA & AMANN, 2001) (Figure 5.10). Assim, propdem classificar, provisoriamente, esta
nova espécie de anammox de Candidatus Brocadia brasiliensis de acordo com as
recomendacgdes taxondmicas. Trés clones (dentre os 30), JCA1, JCA2, e JCA3, embora
relacionados com o grupo Planctomicetos, foram agrupados separadamente (dados néo

apresentados).
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— JCA4 (GQ891680)
Ca. Brocadia anammoxidans (AF375994)
Candidatus Brocadia fulgida (EU478693)
78 | 8—7—{ JCA11(GQ896513)

100 99 Brocadia sp 40 (AM285341)

99

99

Candidatus Kuenenia stuttgartiensis (AF37995)

100 L Ca. Anammoxoglobus propionicus (DQ317601)
Candidatus Scalindua wagneri (AY254882)

100 [ Candidatus Scalindua brodae (AY254883)
100 .- Candidatus Scalindua sorokinii (AY257181)

Planctomyces maris (AJ231184)

Verrucomicrobiumspinosum (NR026266.1)

Figura 5.10: Arvore filogenética de anammox apresentando a posi¢éo dos clones JCA4 e
JCA11, obtidos a partir do RBS ap0s 184 dias de operacao. A arvore foi construida
utilizando fragmento de 862pb do gene RNAr 16S. Os nimeros nos nés da arvore
representam a porcentagem de recuperacgéo dos bracgos relevantes em 1000 analises de re-
amostragens por “bootstrap”. O numero de acesso das sequéncias depositadas no GenBank
e no EMBL esté&o indicadas entre parénteses. A barra de escala representa a diferenga

estimada nas posi¢des dos nucleotideos das sequéncias

5.3 Experimento Il

5.3.1 Monitoramento analitico do reator

Com o intuito de se aprofundar os conhecimentos a respeito das bactérias anammox e da
comunidade microbiana que coexiste com as oxidadoras anaerdbias de amdnia um novo
experimento foi realizado, no qual foram testadas diferentes condi¢des de enriquecimento.
Tais condi¢Oes consistiram na utilizagdo de um volume maior de indculo, acarretando maior

concentracdo de STV, pois assim esperava-se detectar atividade anammox no lodo em um
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espaco menor de tempo. Além disso, as concentracbes de amonia e nitrito iniciais
apresentaram a relacdo de 1 para 1,26, ou seja, 46 mg/L de N-NO, em relacdo a 32 mg/L de
N-NH,, ao passo que no experimento | a proporc¢éo inicial foi de 1 para 1 (30 mg/l de NH,4 e
30 mg/l de NOy). Além do mais, no experimento | 0 aumento gradativo das concentracdes de
amonia e nitrito aconteceu apos 90 dias de experimento, enquanto que no experimento I, este
aumento ocorreu apos 170 a 180 dias. Entretanto, o cultivo continuou a ser feito no RBS, o
TDH de 24 horas e a composicao do meio mineral autotrofico foram mantidos.

As Figuras 5.11 e 5.12 apresentam os resultados das concentragfes de amonia e nitrito
afluente e efluente para os ciclos de 7 e 17 horas de operacdo em batelada sequencial,
respectivamente, ao longo dos 420 dias de monitoramento do reator. Vale salientar que cada
ciclo compreendeu trés fases: entrada do meio de cultura (6 h), sedimentacdo da biomassa
(0,5 h), e retirada do meio (0,5 h). Para o ciclo mais longo (de 17 horas), apds as 6 horas de
enchimento do reator, a biomassa ficou reagindo com o meio de cultura por mais 10 horas. A
apresentacdo dos perfis de concentracdo de amdnia e nitrito para cada um dos ciclos,
separadamente, se justifica em funcédo de ter ocorrido diferenca significativa nas eficiéncias de
remocao dos compostos nitrogenados entre os dois ciclos de operacdo, 0 que ndo ocorreu no
experimento I. De acordo com os resultados obtidos, os perfis de concentracdo de amonia e de
nitrito podem ser divididos em cinco fases: (1) fase inicial, (I1) fase de propagacdo e de
atividade anammox inicial, (111) fase anammox, (IV) fase de ligeiro declinio e (V) fase de

recuperacao.

Assim como no experimento |, a fase inicial de operacdo, com duracdo de 35 a 40 dias, foi
marcada pelo consumo intenso de nitrito sem que houvesse consumo de amonia, pelo
contrério houve aumento da concentracdo efluente deste composto. Nesta fase a
desnitrificacdo foi o processo favorecido (devido a atmosfera anaerébia e presenca de nitrito),
eliminando a matéria organica presente no meio. A morte e lise das bactérias aerdbias
presentes no lodo de indculo ocasionou a liberagdo de nitrogénio orgénico e quebra deste em
amonia. Nas Figuras 5.13 e 5.14 a liberacdo de amdnia no meio esta evidenciada pelos valores
negativos na eficiéncia de remocao deste composto (nos 20 dias iniciais). Apés a lise das
bactérias aerobias, teve inicio a morte e lise das bactérias desnitrificantes devido a auséncia de

substratos organicos no meio (uma vez que o meio de cultura era autotrofico).
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Figura 5.11 - Concentracéo afluente e efluente dos compostos nitrogenados (N-NH," e N-

NO,) no RBS ao longo do tempo de operacado do reator para o ciclo de 7 horas em batelada

sequencial
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Figura 5.12 - Concentracéo afluente e efluente dos compostos nitrogenados (N-NH," e N-
NO,) no RBS ao longo do tempo de operacéo para o ciclo de 17 horas de operacdo em

batelada sequencial

A fase de propagacdo durou cerca de 30 dias (do 40° dia até o 70° dia de operagdo) e foi
marcada pela exaustdo completa dos substratos orgénicos, resultando na eliminagdo da
atividade desnitrificante. A partir desse momento, as condi¢cbes do sistema devem ter

favorecido o aumento da populagdo anammox, pois o inicio da atividade anammox (marcada
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pelo consumo simultaneo de amdnia e de nitrito) ocorreu apos 50 dias de cultivo (Figuras
5.11 e 5.12). Apesar disso, a eficiéncia de remoc¢do de aménia e de nitrito neste inicio foi
variavel, ficando em torno de 30 a 60% (Figuras 5.13 e 5.14). Ap6s 50 dias e a partir de 90 —
100 dias foi que o sistema apresentou valores maiores de eficiéncia de remocdo de aménia e
de nitrito (Figuras 5.13 e 5.14). Portanto a partir de 90 dias, intensa atividade anammox foi
observada (principalmente considerando o ciclo de reacdo mais longo- Figura 5.14). De
acordo com a literatura (DAPENA-MORA et al., 2004, THIRD et al. 2005, e CHAMCHOI &
NITISORAVUT, 2007), o inicio da atividade anammox em reator em batelada sequencial
pode acontecer ap0s 70 a 120 dias de operacdo do reator. Portanto, o sistema neste caso
comegou a responder antes do observado na literatura, provavelmente devido ao maior
volume de in6culo utilizado neste experimento. Durante a fase de propagacao, a eficiéncia de
remocao de amdnia e de nitrito variou de 20 a 70% (Figuras 5.13 e 5.14), indicando consumo
desses compostos. Nota-se, claramente, que a eficiéncia de remocao tanto de amonia quanto
de nitrito foi maior no ciclo mais longo, de 17 horas, quando comparado ao ciclo curto, de 7

horas de duracéo.

A fase Ill - de intensa atividade anammox (considerada a partir do 90° dia de operacéo),
permitiu atingir remocéo de cerca de 50 a 80% de amdnia no sistema (Figuras 5.13 e 5.14).
Neste periodo as concentracGes de amdnia e nitrito efluente variaram de 30 mg/l a quase 15
mg/l (Figuras 5.11 e 5.12). A partir do 170° dia de operacdo, as concentracGes de amonia e
nitrito foram aumentadas gradativamente, sempre respeitando a relacio de 1:1,26 (NH;": NOy
). Nesta mesma fase a eficiéncia de remocao de aménia e nitrito por parte do lodo se manteve
em torno de 75%, atingindo em alguns momentos 90%, no ciclo de operacdo com duracao de
17 horas (Figuras 5.13 e 5.14).

O coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito em relacdo a amonia calculados por meio
dos dados obtidos, a partir do 100° dia de operagdo, esteve em torno de 1,0 e, portanto, foi
relativamente proximo ao valor descrito na literatura para a reagdo anammox (NH;": NO,": 1:
1,32 STROUS et al., 1998), (Figura 5.15), demonstrando que o lodo ativado apos,
aproximadamente, 100 dias de cultivo em meio autotréfico e anaerdbio atingiu atividade
anammox constante. A utilizacdo de um volume maior de inoculo neste segundo experimento
(1500 mL) em comparagcdo com aquele usado no primeiro experimento (650 mL), nédo
garantiu a obtencdo de eficiéncias de remocdo maiores que 90% (observadas no primeiro

experimento). N&o obstante, a utilizacdo de mais indculo no experimento Il pode ter
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favorecido a deteccdo de atividade anammox mais cedo no enriquecimento (com 50 dias), em

comparagdo com o experimento | (no qual atividade anammox foi observada somente ap6s 90

dias.
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Figura 5.13 - Eficiéncia de remoc&o de amonia e nitrito pelo lodo cultivado no RBS ao longo

do tempo de operagéo para o ciclo de 7 horas de operagdo em batelada seqiencial
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Figura 5.14 - Eficiéncia de remog&o de amonia e nitrito pelo lodo cultivado no RBS ao longo

do tempo de operacéo para o ciclo de 17 horas de operacdo em batelada sequiencial
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Figura 5.15 - Coeficiente estequiométrico do nitrito em relacdo a amonia (N-NO,/N-NH,"),

em relacdo ao coeficiente estequiométrico padréo para o ciclo de 17 horas de operacdo em

batelada sequencial
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A quarta fase de operacdo, chamada de declinio, foi marcada pela diminuicdo da atividade
anammox, entre os dias 255 até 350. Essa diminuicdo foi evidenciada pela reducdo dos
valores de eficiéncia de remocao dos compostos nitrogenados, de 60% para 40%, no ciclo de
7 horas, e de 75% para 60% no ciclo de 17 horas (Figuras 5.13 e 5.14, respectivamente). O
fermentador, no inicio da fase de declinio, apresentou problemas na manta aquecedora e no
sensor de temperatura, consequentemente nesta fase o reator ndo foi operado a 34°C, mas sim
permaneceu a temperatura ambiente (cerca de 21 a 26°C). Tal variacdo na temperatura de
operacdo do sistema pode ter contribuido para o ligeiro declinio da atividade anammox,
indicando que o metabolismo dessas bactérias deve ter sofrido com a queda da temperatura.
Segundo Strous et al. (1999b), as condicdes de temperatura favoraveis para o crescimento das

anammox ocorrem entre 20 e 43°C (sendo que a temperatura 6tima é de 40°C).

N&o obstante, quando se observa o coeficiente estequiométrico da reacdo para esse mesmo
periodo, verifica-se que este se manteve acima de 1,0 e préximo ao valor descrito na literatura
(Figura 5.15), evidenciando que a atividade anammox continuou ocorrendo. Além disso, ao
contrério do experimento I, as concentracdes afluentes de nitrito e amoénia ndo foram
reduzidas, mas foram aumentadas gradativamente (Figuras 5.11 e 5.12), uma vez que, nesse
caso, o ligeiro declinio na atividade ocorreu provavelmente devido a alteracdo na temperatura

e ndo ao choque de carga afluente.

Na metade da fase de declinio o sensor de temperatura teve seu funcionamento normalizado e,
portanto, o reator voltou a ser operado a 34°C, aproximadamente. Ndo obstante, a biomassa
ainda levou algum tempo para se recuperar da queda de temperatura ocorrida anteriormente.
A partir do 351° dia de operacdo, aproximadamente, teve inicio a quinta fase de
enriquecimento, denominada de recuperacdo (Figuras 5.11 e 5.12), que seguiu até o final do
experimento (420° dia de operacdo). Neste periodo a eficiéncia de remocdo de amonia e
nitrito por parte do lodo se manteve na faixa de 60% a 80% (Figuras 5.13 e 5.14), sugerindo
que a biomassa se restabeleceu. As concentracdes de amonia e nitrito nessa fase final foram
mantidas constantes, mas com valor elevado em relacdo a fase anterior (Figuras 5.11 e 5.12),
porém, ndo houve diminuicdo da eficiéncia de remocéo por isso. Com relacéo ao coeficiente
estequiométrico da reacdo, este tambem se manteve bastante proximo a 1,32, durante a fase V
(Figura 5.15), outro indicio do aumento da atividade e metabolismo por parte das bactérias

anammeox.
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5.3.2 Deteccgdo das bactérias Anammox pela técnica da PCR

Os resultados da PCR com iniciadores especificos para Planctomicetos e para as anammox
demonstraram a presenca de DNAr 16S dessas bactérias, respectivamente, tanto no lodo de
inéculo, quanto na biomassa enriquecida no RBS ap6s 80, 180, 244 e 347 dias de cultivo
(Figura 5.16), sugerindo que as anammox estavam presentes no lodo de indculo antes do
enriquecimento, bem como permaneceram presentes ao longo de todo o experimento.
Resultados semelhantes foram obtidos no experimento I, realizado anteriormente, com o

mesmo indculo.

ILd t80 t180 t244 t347 nc Ld t0 dl0x ng

1000pb
—

—>
750pb

Figura 5.16 — (A) Deteccao pela PCR do DNAr 16S de anammox com iniciadores Pla46F e
Amx820R. Ld é o marcador de peso molecular (1Kb - Fermentas), (t80) Amostra de DNA
extraida da biomassa enriquecida ap6s 80 dias de cultivo, (t180) Amostra de DNA da
biomassa enriguecida apés 180 dias de cultivo, (t244) Amostra de DNA da biomassa
enriguecida apds 244 dias, (t347) Amostra de DNA da biomassa enriquecida apds 347 dias.
(B) Detecgéo pela PCR do DNAr 16S de Planctomicetos com iniciadores Pla46F e
Eub1392R. (t0) DNA extraido do lodo ativado utilizado como inéculo (DNA concentrado),
(d10x) Amostra de DNA diluida 10 vezes extraida do Lodo ativado, nc é o controle negativo

da reacédo

5.3.3 Deteccdo das bactérias nitrificantes pela técnica da PCR

Com o intuito de investigar a coexisténcia de bactérias nitrificantes e anammox, nesse
segundo experimento, foram realizadas reagdes da PCR com iniciadores especificos para as

bactérias aerdbias oxidadoras de aménia e oxidadoras de nitrito.
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Os resultados demonstraram a presenca do gene amoA (que codifica para a enzima amonia
monooxigenase), com bandas bastante nitidas, indicando presenga das oxidadoras de amonia
no lodo enriquecido no RBS apds 80, 160, 180, 202, 223, 244 e 347 dias de cultivo (Figura
5.17). Esses resultados indicam que no experimento Il as bactérias oxidadoras aerobias de
amonia permaneceram presentes no RBS e co-existiram com as bactérias anammox, o que
também pode indicar que a anaerobiose do sistema ndo foi completa, ou que as oxidadoras
aerObias da amonia se adaptaram a condi¢do andxica. Tal fato ja foi relatado na literatura, ou
seja, espécies de bactérias oxidadoras aerébias de amonia, tais como Nitrosomonas eutropha
e Nitrosomonas europaea, foram descritas como organismos capazes de sobreviver em
condicBes andxicas (SCHMIDT et al., 2002).

Esses resultados sdo suportados pela literatura, uma vez que, estudos recentes tém investigado
a coexisténcia das bactérias aerObias oxidadoras de aménia e nitrito com as bactérias
anammox. Schmidt et al. (2002) sugeriram que em varios ecossistemas Candidatus B.
anammoxidans é dependente da atividade de bactérias aerébias oxidadoras de amonia, sob
condicdes limitantes de oxigénio. Esse fato foi constatado na interface aerdbia/andxica da
biomassa em estacfes de tratamento de &guas residuérias na Holanda, Alemanha, Suica,
Reino Unido, Austrélia e Japdo (JETTEN, 2001 apud SCHMIDT et al., 2002). Os ambientes
que apresentam interfaces aerobia/anoxica sdo abundantes na natureza, por exemplo, em
biofilmes e flocos microbianos. Sendo assim, nesses locais onde o oxigénio é limitado as
oxidadoras aerébias de amobnia oxidam o nitrogénio amoniacal a nitrito, mantendo a
concentracdo de oxigénio baixa para as anammos, enquanto Candidatus B. anammoxidans
converte o nitrito produzido e o restante do nitrogénio amoniacal em nitrogénio gasoso
(SCHMIDT et al., 2002).

Além disso, Park et al. (2010) também observaram a presenca de oxidadoras aerobias de
amonia e oxidadoras de nitrito coexistindo com a populagdo de bactérias anammox tanto em
um RBS, com volume de 20 litros, quanto em outro reator, com volume de 4 litros, operado
como reator CANON. Os autores observaram que em ambos os reatores foi detectada a
presenca tanto de bactérias aerdbias oxidadoras de amodnia quanto de nitrito. Para o caso
especifico das bactérias aerobias oxidadoras de amodnia foi observada que a estrutura da
comunidade global nos dois reatores apresentou diferengas marcantes. O sistema CANON
promoveu o crescimento de uma fracdo maior de oxidadoras aerdbias de amonia do que o

reator granular, provavelmente por que no primeiro sistema ocorreu alternancia de estagios
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aerobios e anoxicos. Alem disso, nesse estudo populagdes distintas de oxidadoras aerdbias de
amonia foram observadas. No reator granular inicialmente estavam presentes Nitrosomonas
eutropha, posteriormente foi observada populacdo de Nitrosomonas europaea. Ja no sistema
CANON a populacdo manteve-se bastante consistente sendo formada apenas por N.

eutropha.

Xiao et al. (2009) também verificaram a presenca simultdnea de bactérias anammox e de
oxidadoras aerobias de amoénia e de nitrito. Eles estudaram a diversidade bacteriana presente
em um RBS alimentado com lixiviado de aterro sanitario. Os resultados indicaram que a
estrutura da comunidade do biofilme manteve-se estavel durante todo o periodo de operacédo
do reator, apresentando populacGes de anammox coexistindo com bactérias nitrificantes. Os
autores concluiram que a presenca simultdnea de bactérias nitrificantes e de anammox

resultou na alta eficiéncia de remog&o da amonia.

Ld t30 t160 t180 t202 t223 t244 t347 ng

—
500pb

Figura 5.17 — Deteccéo pela PCR do gene amoA das bactérias aerdbias oxidadoras de
amonia com iniciadores AmoAlF e AmoA2R. Ld é o marcador de peso molecular (1Kb -
Fermentas), (t80) Amostra de DNA extraida da biomassa enriquecida apés 80 dias de
cultivo, (t160) Amostra de DNA da biomassa apés 160 dias de cultivo, (t181) Amostra de
DNA da biomassa apoés 181 dias, (t202) Amostra de DNA da biomassa apos 202 dias, (t223)
Amostra de DNA da biomassa ap06s 223 dias, (t244) Amostra de DNA da biomassa ap6s
244 dias, (t347) Amostra de DNA da biomassa apods 347 dias, nc é o controle negativo da
reacdo. A seta indica o produto de PCR com 500pb que é o fragmento de tamanho correto

amplificado pelos iniciadores

Em contrapartida, foi avaliada também a presenca de bactérias nitrificantes oxidadoras de
nitrito, utilizando trés pares de iniciadores especificos. Os resultados demonstraram ndo haver
presenca de DNAr 16S de bactérias oxidadoras de nitrito no lodo do RBS ap6s 80, 160, 181,
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202, 223, 244, 270 e 347 dias de cultivo quando foi utilizado o par de iniciadores FGPS872R
e FGPS1269F, os quais sdo especificos para parte do gene RNAr 16S de Nitrobacter sp..
Sendo assim, optou-se por testar outro par de iniciadores, NxrB-1R e NxrB-1F, que é
especifico para o gene da Nitrito oxidoredutase (subunidade Beta- nxrB) de Nitrobacter. Os
resultados para esse segundo par de iniciadores foram positivos para as amostras de DNA do
lodo enriquecido apds 160, 244 e 247 dias de cultivo, e o controle negativo ndo apresentou
amplificacdo (Figura 5.18). Portanto, esses resultados sugerem que bactérias oxidadoras de
nitrito, do género Nitrobacter, estavam presentes na biomassa enriquecida no RBS no

experimento II.

O terceiro par de iniciadores utilizado foi 0 NSR1113F e NSR1246R, especifico para parte do
gene RNAr 16S de Nitrospira sp., com o intuito de verificar a presenca de bactérias
oxidadoras aerdbias de nitrito deste respectivo género. Os resultados foram positivos para as
amostras de DNA do lodo enriquecido apés 80, 180, 202, 223, 244 e 347 dias de cultivo, e 0
controle negativo ndo apresentou amplificacdo (Figura 5.19). Portanto, indicando a presenca
de bactérias aerdbias oxidadoras de nitrito, do género Nitrospira, na biomassa enriquecida no

experimento Il, além daquelas do género Nitrobacter, citadas anteriormente.

Ld t160 244 t347 n¢

500ph
—

—>
400pb

Figura 5.18 — Deteccéo pela PCR do DNAr 16S de bactérias oxidadoras aerodbias de nitrito
(Nitrobacter) com iniciadores NxrB1F e NxrB1R. Ld € o marcador de peso molecular (1Kb -
Fermentas), (t160) Amostra de DNA da biomassa enriquecida apos 160 dias de cultivo,
(t244) Amostra de DNA da biomassa apos 244 dias e (t347) Amostra de DNA da biomassa

apos 347 dias, nc é o controle negativo da reacéo
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‘Ld t80 t180 202 €223 (244 347 nc

Figura 5.19 — Deteccéo pela PCR do DNAr 16S de bactérias oxidadoras aerobias de nitrito
(Nitrospira) com iniciadores NSR1113F e NSR1246R. Ld € o marcador de peso molecular
(1Kb - Fermentas), (t80) Amostra de DNA da biomassa enriquecida apés 80 dias de cultivo,
(t180) Amostra de DNA da biomassa enriquecida ap6s 180 dias de cultivo, (t202) Amostra
de DNA da biomassa ap6s 202 dias de cultivo, (t223) Amostra de DNA da biomassa
enriguecida apos 223 dias de cultivo, (t244) Amostra de DNA da biomassa apds 244 dias,
(t347) Amostra de DNA da biomassa enriquecida apds 347 dias de cultivo e nc € o controle

negativo da reacao

Alguns trabalhos na literatura sugerem que aparentemente, as oxidadoras aerdbias de nitrito
sdo incapazes de competir pelo oxigénio, com as oxidadoras aerobias de amdnia, e pelo
nitrito, com as bactérias anammox. Segundo Schmidt et al.(2002), parece provavel que em
condigdes limitantes de oxigénio as bactérias oxidadoras de amonia aerdbias e anaerdbias
formem uma comunidade bastante estavel, impedindo o estabelecimento de populacdes de
oxidadoras de nitrito. Entretanto, os resultados encontrados neste trabalho, sugerindo a
presenca de oxidadoras aerdbias de nitrito coexistindo com bactérias anammox e oxidadoras

aerdbias de amdnia, sdo suportados por outros dados da literatura.

Park et al. (2010) também observaram, além de oxidadoras aerébias de aménia e de bactérias
anammox, a presenca de oxidadoras aerdbias de nitrito tanto em um RBS, com volume de 20
litros, quanto em outro reator, com o volume de quatro litros, operado como reator CANON.
Para o caso especifico das bactérias aerobias oxidadoras de nitrito foi observada que no reator
CANON houve uma prevaléncia de Nitrobacter em relagdo a Nitrospira. Os autores
sugeriram que isso deve ter ocorrido em funcéo da alta carga afluente de amdnia no reator,
que por sua vez, resultou em concentracdes altas de nitrogénio nitroso no mesmo. Sendo
assim, acredita-se que bactérias do género Nitrobacter apresentem vantagem seletiva em

relacdo a bactérias do género Nitrospira quando expostas a grandes quantidades de nitrito.
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Assim, em reatores de nitrificacdo parcial, como é o caso do sistema CANON, ocorre uma
prevaléncia de Nitrobacter sobre Nitrospira. Entretanto, em reatores inoculados com Lodos
Ativados, como foi o caso do presente trabalho, bactérias do género Nitrospira devem
prevalecer sobre bactérias do género Nitrobacter (BURRELL etal., 1998; DAIMS et al.,
2001; DIONISI et al., 2002; GIESEKE et al., 2005; JURETSCHKO et al., 1998). No presente
trabalho as bactérias do género Nitrospira, foram encontradas em um nimero bem maior de
amostras do que aquelas do género Nitrobacter. Sendo assim, a prevaléncia de Nitrospira em
detrimento de Nitrobacter, coexistindo com oxidadoras aerdbias de aménia e bactérias

anammox na biomassa enriquecida no experimento 11, sdo dados suportados pela literatura.

Xiao et al. (2009) também verificaram a coexisténcia de bactérias anammox com bactérias
aerobias oxidadoras de amonia e de nitrito. No caso das ultimas, foram encontradas quatro
espécies distintas: Nitrobacter winogradskyi, Nitrobacter alkalicus, Nitrospina gracilis e
Nitrospira sp.. A partir desses resultados, os referidos autores sugeriram que a producdo de
nitrito por parte da comunidade bacteriana de oxidadoras aerébias de amonia forneceu o
substrato necessario para ocasionar essa diversidade de bactérias oxidadoras de nitrito.
Portanto, os trabalhos de Park et al. (2010) e Xiao et al. (2009) corroboram os resultados
encontrados no presente trabalho com relacdo a coexisténcia de bactérias anammox,
oxidadoras aerobias de aménia e oxidadoras aerdbias de nitrito na biomassa enriquecida no

experimento II.

5.3.4 Deteccao e quantificacdo das bactérias Anammox e das nitrificantes pela técnica de
FISH

As analises de FISH, ndo revelaram a presenca de bactérias anammox no lodo de indculo,
indicando que elas poderiam estar presentes, mas em concentracdo muito baixa, inferior ao
limite de deteccdo da técnica, que é cerca de 10° a 10* células/ml (AMANN et al., 1995).
Entretanto, os resultados com amostras da biomassa enriquecida no RBS ap6s 80, 160, 202,
244 e 270 dias de cultivo, revelaram a presenca de anammox, que hibridaram com as sondas
Amx820 e Amx1240. A figura 5.20 apresenta exemplos dos resultados positivos obtidos na
hibridacdo com as sondas Amx820 (apds 160 dias de cultivo) e Amx1240 (apds 80, 202 e 244
dias de cultivo), confirmando o enriquecimento das anammox. Conforme descrito
previamente para Candidatus B. anammoxidans (STROUS, 2000), as células de anammox
enriquecidas no presente trabalho apresentaram morfologia arredondada, e uma regido escura

(quase sem fluorescéncia) no centro da célula. Esta area central, ausente de ribossomos e de
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DNA (pois ndo corou com DAPI), deve ser presumivelmente a regido rica em proteina similar

a0 anammoxossomo de B. anammoxidans.

Foram realizadas também analises de FISH, com sondas especificas para as bactérias
nitrificantes, de modo a verificar se estas estariam coexistindo com as anammox na biomassa
enriquecida. Os resultados sugeriram a presenca de bactérias aerobias oxidadoras de aménia
na biomassa cultivada no RBS apos 80, 160, 180, 202, 223, 244 e 270 dias de operagdo. A
figura 5.21 apresenta os resultados da hibridacdo com a sonda Nso0l190, especifica para
oxidadoras de aménia do género Nitrosomonas, da biomassa retirada do reator apos 244 dias

de cultivo.

Em relacdo as oxidadoras aerdbias de nitrito, ndo foram detectadas ceélulas do género
Nitrobacter, uma vez que as hibridacdes com a sonda NIT3 foram todas negativas. N&o
obstante, foram detectadas células de Nitrospira que apresentaram sinal com a sonda
Ntspa662 nas amostras retiradas do RBS ap6s 80, 160, 180, 202, 223, 244 e 270 dias de
operacdo. A figura 5.22 apresenta um exemplo do resultado positivo obtido da hibridagdo com
a sonda Ntspa662 (especifica para Nitrospira). Neste caso, as células de Nitrospira foram
detectadas na biomassa do RBS apo6s 160 dias de operacdo do reator. Os resultados das
analises de FISH confirmaram, portanto, os resultados da PCR, e indicam a presenca de
oxidadoras de nitrito - Nitrospira coexistindo com bactérias anammox e bactérias aerdbias
oxidadoras de aménia do género Nitrosomonas, conforme ja relatado em outros trabalhos
(XIAO et al., 2010; PARK et al., 2010).
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Figura 5.20: Andlise de FISH da biomassa cultivada no RBS ap6s 80 (A), 160 (B), 202 (C) e
244 (D) dias de enriquecimento. Células coradas com DAPI em azul e células hibridadas
com a sonda em vermelho. Sonda Amx1240 (especifica para Ca. Brocadia)em A,CeDe

sonda Amx820 (especifica para os géneros Ca. Brocadia e Ca. Kuenenia) em B

Figura 5.21: Andlise de FISH da biomassa cultivada no RBS ap0s 244 dias de

enriquecimento. Células coradas com DAPI em azul (A) e células hibridadas com a sonda
Ns0190 (especifica para a maioria das oxidadoras de aménia da Subclasse B-

Proteobacteria, inclusive Nitrosomonas) em vermelho (B)
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Figura 5.22: Andlise de FISH da biomassa cultivada no RBS ap6s 160 dias de
enriquecimento. Células coradas com DAPI em azul (A) e células hibridadas com a sonda
Ntspa662 (especifica para Nitrospira) em vermelho (B)

A quantificagdo das bactérias anammox e bactérias nitrificantes, em relacdo ao nimero total
de células (coradas com DAPI), para os tempos de 80, 160, 202, 244 e 270 dias de operagdo
do reator foi relizada em duplicata. Onde, em cada pocinho da lamina, foram contados 6
campos. Sdo paresentados na Tabela 5.2 e na Figura 5.23 as médias das duplicatas e o
respectivo desvio-padrdo para cada uma delas. Esses resultados sugerem que as bactérias
anammox constituiram a populacdo dominante ao longo do periodo de enriquecimento
(variando de 32% a 48% em relacdo ao total de células), tanto quando se considera as
contagens realizadas com a sonda Amx-820, especifica para 0s géneros Ca. Brocadia e Ca.
Kuenenia, quanto aquelas com a sonda Amx-1240, com especificidade para Ca. Brocadia
(SCHMID et al., 2000). Néo obstante, essa populacdo aumentou consideravelmente de 32%,
na fase de propagacdo (tempo de 80 dias) para 37%, 48% e 44% na fase anammox, Nnos
respectivos tempos de 160, 202 e 244 dias, quando se considera as contagens com a sonda
Amx-820 (Tabela 5.2 e Figura 5.23). Ja ao final da fase anammox e durante a fase de declinio
(tempo de 270 dias) ocorreu uma reducdo da porcentagem de células hibridadas, de 44% para
26% (sonda Amx-820) sugerindo que a reducdo na eficiéncia de remogdo de amonia e nitrito

pode ter sido ocasionada pela diminui¢do na populagéo de anammox.

Quando se considera as células hibridadas com a sonda Amx-1240 constatou-se uma
tendéncia de reducdo da populagdo de Ca. Brocadia, sendo que esta apresentou maior valor
durante a fase de propagacdo, 45,5% em relacdo ao total de células, (tempo de 80 dias),

diminuindo progressivamente ao longo da fase anammox para 38%, 33%, 32%,

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



respectivamente nos tempos de 160, 202 e 244 dias, e, posteriormente atingiu 23% no tempo

de 270 dias (considerado a fase de declinio de atividade).

A partir de 202 dias Kuenenia deve ter sido detectada na biomassa enriquecida
simultaneamente com Brocadia, 0 que explicaria a diferenca observada entre as porcentagens
obtidas com as duas sondas (Amx820 e Amx1240), 15%, 12%, e 4%, respectivamente para 0s
tempos de 202, 244 e 270 dias. Como os valores foram maiores para a sonda Amx820, nesses
respectivos tempos, isso poderia implicar que células do género Kuenenia passaram a ser
detectadas na amostra nos respectivos tempos analisados, mas Kuenenia ndo chegou a ser
dominante (muito pelo contrario a porcentagem de células desse genero detectadas diminuiu),
bem como ndo houve uma sucesséo populacional entre esses dois géneros. Brocadia ainda se
manteve dominante como populagdo anammox no reator. Ndo obstante, esses dados
necessitam ainda de confirmacdo, e espera-se que os resultados da clonagem e
sequenciamento dessas amostras nos diferentes tempos possam ajudar a elucidar melhor essa

questao.

Fato semelhante, de ocorréncia simultanea (e temporéria) de Ca. Brocadia e Ca. Kuenenia no
mesmo reator, foi relatado previamente na literatura (VAN DER STAR et al., 2008). Esses
autores enriqueceram bactérias anammox em um biorreator de membrana (BRM), utilizando
como in6culo lodo granular anammox e observaram alteracdo da populacdo ao longo do
tempo de operacdo do reator. O lodo passou de granular para floculento por volta dos 60 a 65
dias de operacdo, ao mesmo tempo em que se observou mudanca da populacdo anammox. A
populacdo inicial que era de Ca. Brocadia, manteve-se assim até cerca de 35 dias, mas por
volta do 64° dia de operacio, a populacio passou a ser constituida por uma mistura de Ca.
Brocadia e Ca. Kuenenia stuttgartiensis. A partir dos 149 dias de operacdo a populacdo
tornou-se majoritariamente formada por Ca. Kuenenia stuttgartiensis, indicando a ocorréncia

da sucessao populacional entre as bactérias anammox.

Van der Star et al. (2008) afirmaram que a prevaléncia de Ca. Kuenenia ndo ocorreu com
base na taxa de crescimento. A hipoGtese mais aceita, nesse caso, foi de que a sele¢do positiva
para Ca. Kuenenia, neste reator, se baseou na sua afinidade para com o substrato limitante,
neste caso o0 nitrito. Em outros enriquecimentos em escala de bancada (sem adicéo extra de
acidos, ou sais) utilizando o RBS a cultura, geralmente, tem predominancia de Ca. Kuenenia,

também nestes casos, a afinidade para nitrito pode ser o fator determinante (VAN DER STAR
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et al., 2008). Com base nessas observacdes, 0s autores sugeriram a hipotese de que Ca.
Kuenenia deve ser um microrganismo “k” estrategista, baseada na afinidade pelo substrato
limitante, enquanto que Ca. Brocadia deve ser “r” estrategista, baseando-Se na taxa de
crescimento. Porém, os autores afirmaram que as afinidades pelo substrato limitante entre os
dois grupos ainda nao foram avaliadas com preciséo suficiente para comprovar esta hipotese,

portanto, sdo necessarios ainda mais estudos.

Tabela 5.2 — Porcentagem de células hibridadas na biomassa do RBS para os diferentes
grupos bacterianos analisados em relacdo ao total de células coradas com DAPI

Temno Nitrosomonas  Nitrospira Nitrobacter Anammox Anammox
P (Ns0190) (Ntspa662) (NIT3) (Amx-820)  (Amx-1240)
80 dias 15,06* 19,25 0,00 34,88 45,52
*231) (* 1,41) ( 0,00) (£ 0,14) (% 6,62)
160 dias 14,99 27,55 0,00 37,41 38,14
(£0,11) (£2,74) (£ 0,00) (£3,47) (£19,23)
202 dias 24,77 35,14 0,00 48,59 33,34
(£ 0,69) (£ 7,00) (£ 0,00) (£9,57) (£6,41)
244 dias 20,17 27,83 0,00 44,19 32,52
(£5,51) (£1,88) (£ 0,00) (£ 5,20) (+4,64)
270 dias 18,70 19,55 0,00 26,64 22,82
(£5,33) (£1,62) (£ 0,00) (£ 10,44) (x1,24)

*Meédia da duplicata ~ **Desvio Padréo

Park et al. (2010) também observaram alteracdo na composicdo da populacdo de bactérias
anammox cultivadas em um RBS inoculado com lodo granular anammox. Os autores
observaram uma sucessao populacional ao longo do tempo de operacgdo do reator. No in6culo
original a populagdo principal de bactérias anammox era constituida por Ca. Kuenenia
stuttgartiensis. Ja durante o pré — enriquecimento a populacéo passou a ser constituida por Ca.
Brocadia fulgida (antes da operacdo do RBS). Por fim, durante a operacdo, a populacao foi
substituida novamente, passando a ser constituida por membros relacionados a Ca. Brocadia
sp. 40. Sendo assim, os referidos autores sugeriram que a composi¢cdo do inoculo e as
concentragdes de substrato existentes nos reatores podem desempenhar papel importante na
selecdo da populacdo bacteriana que ira se desenvolver, porém essa sele¢do ndo € equivalente

para todos as grupos de bactérias anammox no ambiente complexo dos reatores.
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Figura 5.23: Diversidade Microbiana da biomassa desenvolvida no RBS ao longo do tempo,
para os grupos bacterianos analisados pelo FISH com as respectivas sondas: Nitrobacter
(sonda Nit3), Nitrosomonas (sonda Ns0190), Nitrospira (sonda Ntspa662), Anammox
(géneros Brocadia e Kuenenia- sonda Amx820), Anammox (género Brocadia - sonda
Amx1240).

Da mesma forma, Kartal et al. (2007) descreveram uma nova espécie de bactéria anammox,
com um nicho bem definido: a co-oxidacgdo de propionato além do nitrogénio amoniacal. Essa
nova espécie anammox foi enriquecida em um biorreator em escala de laboratério, na
presenca de aménio e propionato. Ela foi denominada Candidatus Anammoxoglobus
propionicus, e substituiu a populacdo de Ca. Brocadia anammoxidans ao longo do periodo de
enriquecimento, a medida que o propionato foi adicionado, indicando que a sucessdo de

espécies entre as bactérias anammox ocorre comumente durante o enriquecimento.

Em relacdo as bactérias aerdbias oxidadoras de aménia hibridadas com a sonda Nso0190,
especifica para muitas oxidadoras de aménia da Subclasse P-Proteobacteria, inclusive
Nitrosomonas, os resultados indicaram que esta populacdo manteve-se relativamente estavel
ao longo do enriquecimento (cerca de 15 a 25% do total de células). Sua prevaléncia foi
relativamente menor, quando comparado aos outros grupos bacterianos estudados. Né&o
obstante, apesar de presente em menor propor¢cdo houve aumento desta populagédo, de 15%
(na fase de propagacdo - 80 dias) para cerca de 25%, na metade da fase anammox (202 dias).
Em seguida, houve uma reducdo populacional no final da fase anammox (244 dias) que se

seguiu até a fase de declinio (270 dias) (Figura 5.23).
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No que se refere as bacterias oxidadoras de nitrito do género Nitrobacter, os resultados do
FISH (com a sonda NIT3) foram negativos sugerindo que esta populagdo ndo estava presente,
ou, poderia estar abaixo do limite de deteccdo da técnica (10° a 10* células/ml). Ndo obstante
os resultados da PCR com iniciadores para o0 gene da enzima Nitrito oxidoredutase de
Nitrobacter foram positivos para amostras coletadas em trés tempos de cultivo (160, 244 e
347 dias), indicando portanto presenca de Nitrobacter no reator. J& em relacdo as bactérias
oxidadoras de nitrito do género Nitrospira (hibridadas com a sonda Ntspa662), os resultados
indicaram que esta populacdo estava presente na biomassa cultivada no RBS (conforme

resultados apresentados na Figura 5.23).

A proporcdo desta populacdo aumentou progressivamente ao longo do enriquecimento de
19% (na fase de propagacéo - 80 dias) para 25,7% e 35%, respectivamente, na fase anammox
nos tempos de 160 e 202 dias. Posteriormente apresentou reducédo para 27,8% no final da fase
anammox (244 dias), a qual se acentuou (foi para 19,5%) na fase de declinio (270 dias)
(Tabela 5.2 e Figura 5.23). Além disso, sua prevaléncia foi maior em comparacdo aos outros
dois grupos de bactéria nitrificantes investigados. Esses resultados também sdo suportados
pela literatura, principalmente pelos trabalhos de Park et al. (2010) e Xiao et al. (2009) ja
discutidos anteriormente no que se refere a coexisténcia de bactérias anammox, oxidadoras

aerobias de amonia e oxidadoras aerobias de nitrito em uma mesma biomassa enriquecida.

5.4 Comparacéo dos resultados obtidos nos experimentos | e |l

A tabela 5.3 apresenta um resumo comparativo dos resultados obtidos nos dois experimentos
realizados para promover o enriquecimento de bactérias anammaox, a partir de amostra de lodo

ativado.
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Tabela 5.3 — Resumo dos resultados obtidos na operacéo do RBS para os experimentos | e
Il realizados para o enriquecimento de bactérias anammox

Estratégia adotada e .
e . Experimento |
caracteristicas analisadas

Experimento 11

Volume de inéculo 650 mL

1500 mL
Concentracdo de STV 2,6 g/lL 6,9 g/L
Tempo do experimento 420 dias 420 dias
Concentracao inicial de NH, e 30 e 30 mg/L 32 ¢ 46 mg/L
NO,
Relacao estequiométrica de ) .
NH. /NO, 1:1 1:1,26
Zlejmg?] t%”ég‘éggi;gt'?;%gg Apos 90 dias, inicio da fase ~ Ap6s 170 dias, na metade
afluente de NH, e de NO, I11-Anammox da fase I1l-Anammox
Duragdo da faSNe I- 25 dias 20 a 25 dias
desnitrificacéo
Duracéo da fase I1- propagacéo 70 a 75 dias 30 dias
Inicio de atividade anammox No 87° dia No 50° dia
Efl'\fl'_? ng'ﬁ_d,\? (;er:;)(ézgedﬁ _N' Amonia de 10 a 50%, nitrito Amonia de 40 a 50%,
4 27 de 10 a 30%
propagacao

nitrito de 60 a 80%
Eficiencia de remocéo de N-
NH, e N-NO, no inicio da fase

. R
Ambnia 70%, nitrito 60%  /\monia 40 a 60%, nitrito
Il 1-anammox

60%
Eficiencia de remocao de N-

0 . .
NH,; e N-NO, no final dafase 90 a 100% (com 180 dias), ou 70% (até 250 dias), ou
111- anammox e concentragdo

seja, remocéo de 173 mg/L de ngea,l\lr e(m(-)l(\;lﬁ df IZI7Nn(1)g/)L
de N (N-NH4 + N-NO,) N (N-NH; + N-NO,) 4 2
removida
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Deteccdo e quantificacéo das
bactérias anammox através do
FISH (sonda Amx1240)

Deteccao de bactérias
nitrificantes através do FISH
com sondas para Nitrosomonas
(Ns0190), Nitrobacter (NIT3) e
Nitrospira (Ntspa662)

Deteccdo das anammox por
PCR

Positivo —
53% em relacéo ao total de
células ap6s 180 dias

Negativo para as trés sondas
testadas

Positivo em todas as amostras
analisadas ao longo do tempo

Positivo -
porcentagem variou de
45%, 36% a 23%, apos

80, 202 e 270 dias,
respectivamente

Negativo para
Nitrobacter; positivo para
Nitrosomonas e Nitrospira

Positivo em todas as
amostras analisadas ao

longo do tempo

Positivo em todas as
amostras analisadas ao
longo do tempo

Deteccao das oxidadoras

aerébias de amonia por PCR Néo foi realizado

Positivo em todas as
amostras analisadas ao
longo do tempo

Detecga_lo Qas oxidadoras de NEio foi realizado
nitrito por PCR
A maioria dos clones
apresentou similaridade >
99% com Ca. Brocadia
sinica; 1 clone pode ser uma
espécie nova,

provisoriamente denominada
de Ca. Brocadia brasiliensis

Analise em andamento no
Laboratdrio de Saude
Plblica da USP

Identificaco filogenética da
biomassa anammox
enriquecida

A partir dos resultados obtidos é possivel perceber que a atividade anammox foi obtida mais
precocemente no experimento Il quando comparado ao experimento |. Provavelmente, isso
ocorreu devido a utilizacdo de maior quantidade de inoculo no segundo experimento.
Consequentemente, maior quantidade de bactérias anammox estava presente no indculo do
experimento |1, o que pode ser confirmado pela duracdo da fase de propagacao que foi de 30
dias neste experimento, quando comparado aos 75 dias no experimento I. Além disso, logo no
inicio do experimento Il (na fase Il de propagacdo) verificou-se valores mais altos de
eficiencia de remocdo de amonia e de nitrito, quando comparado ao experimento I. N&o
obstante, os valores maximos de eficiéncia de remocdo de aménia e de nitrito alcancados
durante a fase anammox (fase IlI) foram menores no experimento Il, em relagdo ao

experimento 1.

Com relagéo a biomassa enriquecida, pode-se verificar que houve diferenca marcante entre os
dois experimentos. Enquanto que no experimento | ndo foram detectadas bactérias

nitrificantes (oxidadoras de amonia e de nitrito) coexistindo com as bactérias anammox, no
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experimento Il estas foram detectadas e quantificadas através da técnica de FISH em
diferentes tempos ao longo do enriquecimento. Assim, verificou-se que provavelmente
Nitrosomonas e Nitrospira estavam coexistindo com células anammox (provavelmente dos
géneros Brocadia e Kuenenia) na biomassa enriquecida do experimento Il. Acredita-se que
este fato também tenha sido decorrente da utilizacdo de um volume maior de indculo,
associado as baixas concentragdes de amonia e de nitrito (no meio afluente) que foram

mantidas por mais tempo no experimento Il em comparacéo ao I.

Provavelmente, a maior populacdo de nitrificantes do indculo Il foi mais bem sucedida na
resisténcia as condices seletivas do cultivo das bactérias anmmox, ou ainda, a anaerobiose do
sistema no experimento Il pode néo ter sido tdo eficiente quanto no experimento |, apesar de
ter garantido o enriquecimento das bactérias anammox. Sendo assim, a presenca de uma
populacdo consideravel de bactérias nitrificantes (dentre outras que ndo foram analisadas) na
biomassa do experimento Il pode ter ocasionado uma menor eficiéncia de remogéo de amonia
e nitrito em comparacédo as eficéncias de remocdo obtidas no experimento I, as quais foram
superiores. 1sso porque a coexisténcia das bactérias aerobias oxidadoras de amonia e de nitrito
com as anammox implicou em competicdo pelos substratos comuns (amonia e nitrito) entre
essas populacdes, o que se refletiu nos menores valores de eficiéncia de remocdo desses

compostos nitrogenados, observados no experimento Il.

Com relacgdo ao experimento I, verificou-se que a populagdo de anamox enriquecida pertencia
ao género Brocadia e a identificacdo filogenética dos clones obtidos revelou que a maioria
deles eram semelhantes a Ca. Brocadia sinica (com 99% de similaridade). Ndo obstante,
verificou-se que 1 clone (representando uma populacdo minoritaria de anammox) embora
estivesse relacionado com as sequencias de Ca. Brocadia fulgida e Ca. Brocadia sp. 40, pode
representar uma nova especie de anammox, denominada provisoriamente de Candidatus
Brocadia brasiliensis. Assim, no experimento | foi possivel enriquecer simultaneamente duas
espécies distintas de anammox, fato esse que ndo & comum e foi pouquissimo reportado na

literatura.

Com relacdo a abundancia das bactérias anammox obtida, pode-se verificar que as
caracteristicas do experimento I (no que se refere ao volume de inoculo usado, aumento
gradativo e mais rapido, das concentracdes de amonia e nitrito afluente) permitiram obter uma

populacdo maior de bactérias anammox (cerca de 53% em relacdo ao total de células) no lodo
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enriquecido quando comparado ao experimento Il (cerca de 25 a 38% em relacdo ao total de
células). Da mesma forma a estratégia adotada no experimento Il (ou seja, utilizacdo de
quantidade maior de indculo bem como manutencdo de concentracbes baixas de amonia e
nitrito por mais tempo, quando comparado ao experimento 1), deve ter contribuido para a
obtencdo desses resultados, principalmente quando se considera que a operacao do sistema em
termos de temperatura, ciclos de batelada sequencial, condi¢Ges de anaerobiose, manutengéo

de pH foram as mesmas em ambos 0s experimentos.
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6 CONCLUSOES

A presente pesquisa teve por objetivo cultivar e aumentar a populacéo de bactérias anammox
a partir de lodo aerobio proveniente de um Sistema de Lodos Ativados, e posteriormente
caracterizar, por meio de técnicas de biologia molecular, a biomassa enriquecida no reator ao
longo do tempo de operagdo. A partir do que foi exposto anteriormente conclui-se que o lodo
aerobio oriundo de um sistema de lodos ativados tratando esgotos domésticos foi um indculo
adequado para se obter e enriquecer as bactérias anammox em dois experimentos distintos,

apesar de ndo possuir previamente atividade anammox.

No experimento I, esse lodo desenvolveu atividade anammox ap6s 90 dias de cultivo em meio
autotréfico e anaerébio em RBS com TDH de 24 horas. O choque de carga ocorrido no RBS
apos cerca de 210 dias de operacdo levou a eliminacdo de parte da populagdo anammox,
reduzindo a eficiéncia de remocdo de nitrito e amobnia. A presenca das anammox foi
confirmada através da técnica de FISH, indicando que eram bactérias do género Brocadia. A
identificacdo filogenética dos clones obtidos revelou que houve enriquecimento simultaneo de
duas espécies distintas de anammox, Ca. Brocadia sinica (representando a maioria dos clones
analisados) e Candidatus Brocadia brasiliensis (representando uma popula¢do minoritaria, ja
qgue somente 1 clone apresentou esta sequencia). Esta segunda espécie embora esteja
relacionada com as sequencias de Ca. Brocadia fulgida e Ca. Brocadia sp. 40, deve
representar uma nova espécie de anammox, para a qual sugerimos provisoriamente 0 nome de
Ca. Brocadia brasiliensis. Assim, no experimento | foi possivel enriquecer simultaneamente

duas espécies distintas de anammox.

No segundo experimento o mesmo lodo desenvolveu atividade anammox ap6s 50 dias de
cultivo em meio autotrofico e anaerébio em RBS com TDH de 24 horas. A utilizacdo de um
volume maior de in6culo contribuiu para que a atividade anammox aparecesse mais cedo
neste cultivo, quando comparado ao experimento |. N&o obstante, os valores de eficiéncia de
remocao de amonia e de nitrito alcangados no experimento Il foram menores em relacdo ao
experimento 1. Os resultados da PCR indicaram presenca de bactérias anammox no lodo de
indculo e em quatro tempos distintos ao longo da operacdo do reator. Foram detectadas
também, bactérias nitrificantes dos géneros Nitrosomonas, Nitrobacter e Nitrospira
coexistindo com as bactérias anammox. A presenca e quantificacdo das anammox e das

bactérias nitrificantes dos géneros Nitrosomonas e Nitrospira foi confirmada e realizada
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através do FISH em cinco amostras coletadas em tempos distintos ao longo do
enriquecimento. Os dados confirmaram que houve coexisténcia (e competi¢cdo) desses trés
grupos de bactérias na biomassa enriquecida e no caso das anammox, sugeriram que,
provavelmente, houve enriquecimento simultaneo de dois géneros distintos de anammox

(Brocadia e Kuenenia).

Portanto, a utilizagdo de um volume maior de indculo no experimento Il, em comparacédo ao
experimento I, acarretou no desenvolvimento e deteccao de atividade anammox em um tempo
menor, uma vez que reduziu a duragdo da fase de propagacdo. Em contrapartida, esse maior
volume de in6culo promoveu o desenvolvimento bem sucedido de bactérias nitrificantes em
coexisténcia com as bactérias anammox, acarretando, provavelmente, competicdo pelos
susbstratos, o que se refletiu em uma menor eficiéncia de remoc¢do de amonia e nitrito quando

comparado com o experimento I.

Os diferentes resultados obtidos entre os dois experimentos, no que se refere aos géneros (e
espécies) de anammox obtidas, bem como a presenca ou ndo de nitrificantes (oxidadoras de
amonia e de nitrito) na comunidade microbiana desenvolvida, se deveu ao modo (e estratégia)
de operacdo adotada (em termos de concentracdo afluente dos compostos nitrogenados) em
cada um dos experimentos, uma vez que tanto o indculo quanto o reator utilizado foram os
mesmos. Portanto, pode-se concluir que um Unico inoculo deve conter uma enorme
diversidade de bactérias anammox (bem como de outros grupos, como nitrificantes, por
exemplo), mas a forma como elas serdo selecionadas e enriquecidas e qual género ou espécie
prevalecerd, dependerd muito das condicGes de operacdo dos sistemas e das estratégias

adotadas ao longo do experimento.
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7 RECOMENDACOES

A partir da avaliacdo dos resultados obtidos no presente trabalho recomenda-se:

e Operar 0 RBS aumentando gradativamente as concentracdes de aménia e de nitrito, bem
como testando diferentes TDH, para desenvolver uma populagdo maior de bactérias

anammox, capaz de crescer e suportar concentracdes altas de nitrogénio.

e Testar a utilizacdo dessa cultura para o tratamento de efluentes contendo altas

concentragdes de nitrogénio amoniacal.

e Investigar, por meio de técnicas de biologia molecular, outros géneros de bactérias

nitrificantes que coexistem com bactérias anammox cultivadas em RBS.

e Investigar, por meio de técnicas de biologia molecular, a presenca de bactérias

desnitrificantes que podem estar coexistindo com bactérias anammox cultivadas em RBS.

¢ Investigar outros tipos de indculos (lodos) para o enriquecimento de bactérias anammox
em RBS, de modo a avaliar se a diversidade microbiana encontrada seria diferente ou

semelhante aquela obtida neste estudo.

e Testar outras configuracGes de reatores (leito fixo, por exemplo) para o enriquecimento de
anammox, de modo a verificar se seriam enriquecidas populacdes diferentes daquelas

encontradas neste trabalho, caso fosse usado o mesmo inéculo (lodo ativado).
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9 APENDICES

9.1 Preparo das soluc¢des de uso no meio de cultura e na operagéo dos
reatores estudados no presente trabalho

9.1.1 SO|U(}I§O H,SO; 1N

Em um béquer de 250 mL, contendo 195 mL de agua deionizada estéril, adicionou-se
lentamente 5,23 mL de H,SO, concentrado, em constante agitacdo, sob assepsia em capela de
fluxo laminar, com auxilio de micropipeta calibrada com capacidade de 10 a 1000 pL, 1000 a
5000 pL e proveta graduada esterilizada de 250 mL. A solucdo foi armazenada em frasco de
vidro esterilizado. A solucéo foi esterilizada em autoclave vertical por vapor imido a 121° C
por trinta minutos. Em seguida a solugdo foi devidamente rotulada e armazenada sob

refrigeragéo.

9.1.2 Solugdo NaOH 0,5 M

Em um béquer de 100 mL, pesou-se 2,0 g de NaOH, utilizando-se balanca analitica (marca
Scientech com precisdo de 0,0001g). Adicionou-se cerca de 80 mL de &gua deionizada, com
auxilio de proveta graduada. Utilizando-se um bastdo de vidro, foi feita agitacdo da solucdo
até completa dissolucdo. Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL e
completou-se o volume com &gua deionizada. A solucdo foi armazenada em frasco de vidro
esterilizado. A solucdo foi esterilizada em autoclave vertical por vapor imido a 121° C por

trinta minutos. Em seguida a solucgéo foi devidamente rotulada e armazenada sob refrigeracéo.

9.1.3 Solugéo CaCl,.2H,0 0,5 M

Em um béquer de 100 mL, pesou-se 14,7 g de CaCl,.2H,0, utilizando-se balanca analitica
(marca Scientech com precisdo de 0,0001g). Adicionou-se cerca de 150 mL de &gua
deionizada, com auxilio de proveta graduada. Utilizando-se um bastdo de vidro, foi feita
agitacdo da solucdo até completa dissolugdo. Transferiu-se a solucdo para um baldo
volumeétrico de 200 mL e completou-se 0 volume com &agua deionizada. A solucdo foi
armazenada em frasco de vidro ambar. Antes do fechamento do frasco, foi fluxionado argénio
puro 100% no interior da solucdo, com auxilio de pipeta graduada esterilizada, por
aproximadamente vinte minutos, sendo cinco minutos no headspace do frasco. Apds o

fechamento do frasco com tampa de borracha e lacre de aluminio, a solugéo foi esterilizada
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em autoclave vertical por vapor imido a 121° C por trinta minutos. A solucao foi devidamente

rotulada e armazenada sob refrigeracéo.

9.1.4 Solugdo MgSO,4.7H,0 0,5 M

Em um béquer de 100 mL, pesou-se 24,6 g de MgSQO,.7H,0, utilizando-se balanca analitica.
Adicionou-se cerca de 150 mL de agua deionizada com auxilio de proveta graduada.
Utilizando-se um bastdo de vidro, foi feita agitacdo da solucdo até completa dissolucéo.
Transferiu-se a solucdo para um baldo de vidro de 200 mL e completou-se o volume com
agua deionizada. A solucéo foi armazenada em frasco de vidro &mbar. Antes do fechamento
do frasco, foi fluxionado argénio puro 100% no interior da solu¢do, com auxilio de pipeta
graduada esterilizada, por aproximadamente vinte minutos, sendo cinco minutos no
headspace do frasco. Ap6s o fechamento do frasco com tampa de borracha e lacre de
aluminio, a solucéo foi esterilizada em autoclave vertical, por vapor umido a 121° C por trinta

minutos. A solucdo foi devidamente rotulada e armazenada sob refrigeracgéo.

9.1.5 Solucdo de micronutrientes I

Em dois béqueres de vidro de 50 mL, pesou-se respectivamente 1,000g de Na,EDTA.2H,0 e
0,500g de FeSO,, utilizando-se balanga analitica. Fez-se a dissolu¢do com cerca de 50 ml de
agua deionizada em cada béquer e a transferéncia quantitativa para um baldo volumétrico de
100 mL, com auxilio de funil de vidro. A solugdo foi armazenada em frasco de vidro &mbar e
antes do fechamento do frasco, foi fluxionado argénio puro 100% no interior da solugéo, com
auxilio de pipeta graduada, por aproximadamente vinte minutos, sendo cinco minutos no
headspace do frasco. Apos o fechamento do frasco com tampa de borracha e lacre de
aluminio, a solucéo foi esterilizada em autoclave vertical por vapor imido a 120° C durante

trinta minutos. A solucéo foi devidamente rotulada e armazenada sob refrigeragéo.

9.1.6 Solucgado de micronutrientes Il

Em béqueres de vidro de 50 mL, pesou-se respectivamente 1,500g de Na,EDTA.2H,0,
0,043g de ZnS0O,4.7H,0, 0,024g CoCl;, 0,099g MnCl,.4H,0, 0,025g CuS0O,.5H,0, 0,022 g
NaMo00,.2H,0, 0,019g NiCl,.6H,0, 0,008g Na,SeO3 e 0,0014g H3BO,, utilizando-se balanga
analitica. Fez-se a dissolugdo com cerca de 10 ml de agua deionizada em cada béquer e a
transferéncia quantitativa para um baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de funil de

vidro. A solucédo foi armazenada em frasco de vidro &mbar e antes do fechamento do frasco,
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foi fluxionado argénio puro 100% no interior da solucdo, com auxilio de pipeta graduada, por
aproximadamente vinte minutos, sendo cinco minutos no headspace do frasco. Apds o
fechamento do frasco com tampa de borracha e lacre de aluminio, a solugéo foi esterilizada
em autoclave vertical por vapor Uumido a 120° C durante trinta minutos. A solucdo foi

devidamente rotulada e armazenada em temperatura ambiente.

9.1.7 Solucao de hidrazina 100mM

Com uso de micropipetas, adicionou-se 1,215 mL de hidrazina (marca Aldrrich) em béquer de
200 mL e promoveu-se a dissolucdo com cerca de 100 mL de &gua deionizada esterilizada.
Fez-se a transferéncia quantitativa para baldo volumétrico de 250 mL e completou o volume
com agua deionizada esterilizada. A solucdo foi armazenada em frasco de vidro ambar,
fechada com tampa de borracha e lacre de aluminio e autoclavada em autoclave a 121 °C por

trinta minutos. A solucdo foi devidamente rotulada e armazenada em temperatura ambiente.

9.1.8 Solucéo de hidroxilamina 100 mM

Mediu-se 1,11 mL de e diluiu-se em 150 mL de agua deionizada esterilizada. Fez-se a
transferéncia quantitativa para baldo volumétrico de 200 mL e completou o volume com agua
deionizada esterilizada. A solucdo foi armazenada em frasco de vidro ambar, fechada com
tampa de borracha e lacre de aluminio e autoclavada em autoclave vertical a 121 °C por trinta

minutos. A solucéo foi devidamente rotulada e armazenada em temperatura ambiente.

9.1.9 Solucao fenol 10%

Em capela de exaustdo, dissolveu-se 10,00 g de fenol p.a. (marca JTBacker) em cerca de 80
mL de alcool etilico 95%. Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o
volume. A solugéo foi armazenada em frasco &mbar com tampa de rosca esmerilhada sob

refrigeracdo, sendo estavel por um més.

9.1.10 Solucéo de nitroprussiato de sédio 0,5%

Dissolveu-se 0,50 g de nitroprussiato de sodio p.a. (marca Vetec) em cerca de 80 mL de agua
ultrapura. Transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume. A

solucgéo foi armazenada em vidro ambar sob refrigeracéo, sendo estavel por um més.
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9.1.11 Solucdo alcalina

Dissolveu-se em béquer de 200 mL 50 g de citrato de sodio (marca Synth) e 2,5 g de
hidroxido de sodio p.a. (marca FMaia) em cerca de 125 mL de agua ultra pura. Apds completa
dissolucéo, promoveu-se a transferéncia para baldo volumétrico de 250 mL e completou-se o

volume. A solucéo foi armazenada em frasco ambar sob refrigeragéao.

9.1.12 Solugéo padrao de amonia

Dissolveu-se 3,82 g de cloreto de amonio (marca Merck) e transferiu-se para baldo
volumeétrico de 1000 mL, completando o volume com agua ultrapura. Cada mL desta solucéo
contém 1,29 mg de NH,4".

9.1.13 Solugéo estoque de amdnia 100 uM

A partir da solucdo padrdo de amonia, pipetou-se um volume de 140 ulL para baldo

volumeétrico de 100 mL, completando o volume com &gua ultrapura.

9.1.14 Reagente de cor para analise de nitrito

Em cerca de 80 mL de agua ultrapura, adicionou-se 10,0 mL de &cido fosférico 85% (marca
MERCK) e 1 g de sulfanilamida (marca MERCK). Ap6s completa dissolu¢do da solucao,
acrescentou-se 0,1 g de cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (marca Sigma-Aldrich),
promovendo completa mistura da solucdo. Esta mistura foi entdo transferida para baldo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com &gua ultrapura. A solucdo foi
armazenada em frasco ambar sob refrigeracdo, sendo estavel por um més ou enquanto nao

houver alteracéo de cor (incolor para rosa-avermelhado).

9.1.15 Solucéo estoque de nitrito

Dissolveu-se 1,2527 g de nitrito de sédio (marca Merck) com agua ultra pura e transferiu-se
para baldo volumétrico de 1000 mL, completando o volume com &gua ultra pura. Cada mL
desta solugédo contém 0,250 mg de N.

9.1.16 Solugéo intermediaria de nitrito

Pipetou-se 51,9 mL de solucdo estoque de nitrito recém preparada em balcdo volumétrico de

250 mL, completando o volume com agua ultra pura.
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9.1.17 Solucéo padrao de nitrito

Pipetou-se 10,0 mL da solucéo intermediaria de nitrito em baldo volumétrico de 1000 mL,

completando o volume com agua ultra pura.

9.2 Preparo das solucgdes utilizadas nas técnicas de biologia molecular
empregadas na analise da biomassa

9.2.1 Solucdo de TAE 50X (pH =7,5)

Em um béquer pesar 242g de tris e adicionar 57,1 mL de &cido acético glacial (capela de
exaustdo de gases) e 100 mL de EDTA 0,5M (pH = 8,0). Adicionar 600 mL de agua Mili-Q.
Acertar o pH até 7,5 com adicdo de HCI concentrado. Transferir a solucdo para um baldo

volumeétrico de 1 litro e completar o volume com agua Mili-Q até 1000 mL.

9.2.2 Solucdo de TAE 1X

Em um baldo volumétrico de 1 litro adicionar 20 mL de TAE 50X e completar com 980 mL

de 4gua Mili-Q. Transferir para um frasco de vidro e armazenar a temperatura ambiente.

9.2.3 Solucdo tampdo fosfato de sddio salino (PBS) 10X — (pH =7,2-7,4)

Em um béquer pesar 75,97 g de NaCl ou aliquotar 260 mL da solu¢do de NaCl 5M. Pesar
também 9,94 g de Na,HPO, e 4,14 g de NaH,PO,. Dissolver em 800 mL de agua Mili-Q e
levar ao Mag - Mix. Ajustar o pH com micropérolas de NaOH até o valor 7,2 (adicionar aos
poucos as micropérolas). Transferir a solucdo para um baldo volumétrico de 1 litros e
completar o volume para 1000 mL com agua Mili-Q. Transferir para um frasco de vidro e

autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

9.2.4 Solugéo tampéo fosfato de sodio salino (PBS) 1X

Em um baldo volumétrico de 1 litro adicionar 100 mL de PBS 10X e completar com 900 mL

de 4gua Mili-Q. Transferir para um frasco de vidro e armazenar a temperatura ambiente.
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9.2.5 Solugdo de EDTA 0,5M (pH = 8,0)

Em um béquer pesar 18,61 g de EDTA. Adicionar 80 ml de agua destilada. Levar no agitador
magnético e adicionar micropérolas de NAOH para dissolver a solugdo. Ajustar o pH para 8,0

com HCI. Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

9.2.6 Solucdo de NaCl 5M

Em um béquer pesar 292 g de NaCl. Adicionar 800 ml de &gua destilada. Transferir para um
baldo de 1 litro e ajustar o volume para 1000 ml com &gua destilada. Levar no agitador
magnético para misturar bem. Transferir para um frasco de vidro e autoclavar e estocar a

temperatura ambiente.

9.2.7 Solugédo de TE (Tris-EDTA)

Aliquotar 1 mL da solucgéo de Tris-HCI (1M, pH = 8,0) e 0,2 ml de solucédo de EDTA (0,5M,
pH = 8,0), adicionar 80 mL de &gua Mili-Q. Ajustar o pH para 8,0. Completar o volume para
100 mL com &gua Mili-Q em um baldo volumétrico de 100 mL. Autoclavar e estocar a

temperatura ambiente.

9.2.8 Solugdo de TEN

Aliquotar 1 mL da solugdo de NaCl (0,5M) e 49 ml de solucdo de TE 1X. O pH ja estara
ajustado para 8,0. Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

9.2.9 Solugéo de alcool isoamilico : Cloroférmio (1:24)

Aliquotar 4 mL de Alcool Isoamilico (AlA) em capela de exaustdo. Adicionar 96 mL de

Cloroformio em capela de exaustdo. Estocar na geladeira em frasco escuro.

9.2.10 Solucéo de Tris-HCI (1 M)

Pesar 12,1 g de Tris base. Adicionar 80 ml de agua destilada. Ajustar o pH para uma faixa
entre 7,5 a 8,0 com HCI concentrado. Completar o volume para 100 ml utilizando um baldo

volumétrico.
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9.2.11 Solucéo de fenol equilibrado

Adicionar 50 mL de fenol e 2,5 mL de tampé&o fenol (este procedimento tem que ser feito em
capela de exaustdo de gases com 0 uso de luvas). Esperar formar as duas fases no frasco
mantendo-0 dentro da geladeira, pois a formacgéo das duas fases indica que o pH atingiu o
valor de 8,0.

9.2.12 Solucao de acetato de sodio 3M, pH=5,2

Em um béquer pesar 40,83 g de acetato de sodio tri-hidratado (CH;COONa.3H,0) e adicionar
80 ml de &gua Mili-Q. Ajustar o pH para 5.2 com acido acético glacial. Autoclavar e estocar a

temperatura ambiente.

9.2.13 Solucéo de agarose 1%

Pesar 3,0 g de agarose. Dissolver em 300 mL de tampédo TAE 1X. Levar ao forno microondas
até dissolver a agarose completamente. Ir aquecendo por 30 segundos e agitando o frasco tipo
Scoth com cuidado.

9.2.14 Solucéo de Loading (Tampé&o de corrida) 6X

Pesar 0,25 g de azul de bromofenol e 0,25 g de xileno cianol. Dissolver os dois reagentes em

7,0 ml de agua destilada. Completar o volume para 10 mL com 3,0 ml de glicerol.

9.2.15 Solucédo contendo o marcador de peso molecular de 1Kb

Aliguotar em um tubo eppendorf 50 uL de Ladder. Adicionar 50 puL de Loading (Tampao de
corrida). Adicionar 200 pL de agua Mili-Q. A relacdo, portanto, é de 1 pL de marcador : 1 pL
de Loading : 4 pL de H,O.

9.2.16 Solugédo de brometo de etidio 0,5pg/mL

Sempre manusear a solugdo de brometo de etidio com luva. Adicionar uma gota dessa solucéo
de brometo concentrado (10mg/mL — marca Bioagency) em 400 ml de agua destilada. Manter

a solugdo concentrada em geladeira.
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9.2.17 Solucéo de SDS (dodecil sulfato de sddio) 20%

Em um béquer pesar 20g SDS (dodecil sulfato de sodio) e dissolver em 100 mL de H,O Mili-

Q sob aquecimento. Armazenar a temperatura ambiente.

9.2.18 Tampaéo de Fixacéo usado no protocolo de FISH

Aquecer 40 ml de agua destilada a 55°C em um tubo Falcon de 50 mL. Adicionar 150 nl de
1M NaOH. Adicionar 2g de paraformaldeido e dissolvé-lo sob aquecimento e agitando o tubo
delicadamente. Adicionar 5 ml de PBS 10X. Ajustar o pH para uma faixa de 7,2 a 7,4 com
HCI concentrado (1 gota). Completar o volume para 50 ml com agua destilada e armazenar

em geladeira (por até 5 dias).

9.2.19 Tampado de Hibridacédo usado no protocolo de FISH

Para a solucdo estoque aliquotar 90 mL da solucdo de NaCl (5M). Aliquotar 5 mL da solu¢éo
de EDTA (0,5M; pH = 8,0). Aliquotar 10 mL da solu¢do de Tris-HCI 1M (pH = 8,0).
Aliquotar 0,250 mL da solucdo de SDS 20%. Completar o volume para 500 mL com agua
destilada. Transferir para frasco tipo Scoth, autoclavar e estocar a temperatura ambiente. Para
a solucdo de trabalho aliquotar um volume de tampao de hibridacdo de acordo com o volume

de formamida usado para a sonda em questdo, tendo 50 mL como volume final.

9.2.20 Tampado de Lavagem usado no protocolo de FISH

Para a solucdo estoque aliquotar 5 mL da solugédo de EDTA (0,5M; pH = 8,0). Aliquotar
0,250 mL da solucdo de SDS 20%. Aliquotar 10 mL da solucédo de Tris-HCI (1M; pH = 8,0).
Completar o volume para 500 mL com &gua destilada. Transferir para frasco tipo Scoth,
autoclavar e estocar a temperatura ambiente. Para a solucéo de trabalho, aliquotar um volume
de tampéo de lavagem de acordo com o volume de solucdo de NaCl 5M usado para a sonda
em questdo, tendo 50 mL como volume final. Por exemplo, para um tampdo de lavagem que
sera utilizado juntamente com um tampdo de hibridacdo a 40% deve-se adicionar 560 pL de

NaCl 5M e completar o volume para 50 mL com o tampao de lavagem.
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