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Sumario: O presente trabalho foi realizado dentro do proj¢o Rede Nacional de
Remocao de Nutrientes de Esgotos (RENUTRES — Fdépl 06/2010) focado no estudo
da diversidade microbiana responsavel pela remod&o nitrogénio e fosforo
simultaneamente, presente em reatores bioldgicdipdo EBPR (Enhanced Biological
Phosphorus Removal) para o tratamento de esgotarsas.
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INTRODUCAO
A eutrofizacdo consiste na sobrecarga de nutriembsscorpos hidricos. Esse processo
ocorre de forma natural ao longo dos anos. Commgataento de esgoto sem tratamento
esse processo é acelerado. Ha o excesso de nirdtsfatos que acabam gerando um
crescimento fora do normal das algas. Por suaagealgas acabam crescendo na superficie
e bloqueiam a passagem da luz solar e consequeritereduz a fotossintese das camadas
mais profundas, reduz a quantidade de oxigénioldig® (OD) e assim causa a morte dos
organismos aerobios. Com a morte desses organigerdbios, ha o aumento da carga
organica e crescimento dos organismos decompcsitpue sao bactérias anaerobias
facultativas e se encarregam de remover esse exdessarga organica. Como em seus
processos de degradacdo da matéria organica ompesitores liberam toxinas, pioram
ainda mais a poluicdo dos corpos hidricos compremdet, assim, o meio ambiente em
varios niveis (AMABIS, J.M; MARTHO, G.R2003).
Uma alternativa de remover simultaneamente matingénica e nutrientes do esgoto
sanitario € a utilizacdo de processos de lodosdisy com a utilizacdo de processos
sequenciais anaerobios, aerdbio e andxico. Os latilaxdos sdo originados dos processos
de tratamento de esgotos com o objetivo de degrasarcompostos organicos
biodegradaveis presentes nos corpos hidricos. Cegso ocorre pela agdo das bactérias
gue podem fazer por via aerdbica, anaerdbica odi@noOEntretanto, ndo sdo todos 0s
microrganismos que podem realizar esse trabalhmoG® deseja combater o problema da
eutrofizacdo, os grupos de microrganismos respeis@or remover nutrientes do esgoto
sanitario sdo as bactérias heterotroficas oxidaddea amoénio, oxidadoras de nitrato,
organismos acumuladores de fosfato, desnitrificardeumuladores de fosfato e as
bactérias da digestdo anaerdbia (VON SPERLING1BBY).

MATERIAIS E METODOS

As amostras de esgoto sédo coletadas na Estacam@né&nto de Esgoto da Mangueira
(ETE Mangueira) localizada no bairro da Manguemanmunicipio do Recife, Estado de
Pernambuco.

Foram utilizados dois reatores sequenciais emdmdeatom dimensdes de 1,90 metros de
altura e 40 centimetros de diametro, feitos de P&f@cado com volume util de 140 L e
alimentadospor gravidade através de um tanque @& [L@ue por sua vez era alimentado
com o efluente vindo da caixa de areia da ETE Mamguoor bombeamento. Todo o
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sistema de descarte, aeracdo e agitacdo € autaduati2s reatores operaram com Tempo
de Detencéo Hidraulica (TDH) de 8 horas. Apenasmnmento do cultivo do lodo é que
esse tempo foi diferente sendo de 6 horas paranacé® simultdnea de nitrogénio e
fosforo e sem tempo especifico no ajuste de prowados operacionais. Quando o ciclo
de 8h foi utilizado, foi adicionado uma fonte ergerde carbono (propionato de sdodio e
acetato de soédio alternadamente), a fim de verifcaseu efeito nos processos de
desnitrificagdo e remocao de fosforo assim comdivexrsidade microbiana.

As andlises foram feitas no Laboratério de Saneton®mbiental (LSA) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Para se fazer asemndle diversidade microbiana,
utilizaram-se técnicas de biologia molecular. Agi&n-se as técnicas de biologia
molecular com base no gene codificante para a sl ribossdomica 16S rRNA
utilizado nas técnicas de PCR (Polymerase ChaictRexe DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis).

De inicio se fez a extracdo do DNA seguindo o pimoento de extracdo de acordo com o
Power Soil Isolation Kit. Logo em seguida, fez-se uma quantificacdo de BiNavés do
espectrofotdmetro (NanoDrB2000cUV-Vis) determinando assim a sua pureza.

Em seguida, utilizou-se a amostra de DNA para dicipla através da PCR
utilizando-se de condicbespemers adequados para essa amostra. As condicpemers
foram:

¢ 968F-GC/ 1392R (BAC)

* Gradiente de uréia/formamida no gel: 40-70 % UF
» Concentracdo de acrilamida: 8%

 Tempo de corrida: 4 h @ 250 V

* Temperatura: 60°C

A partir disto utiliza-se a DGGE para fazer a sapao e distingdo de cada grupo de
microrganismo em bandas no gel. Posteriormentesebaadas foram recortadas e
sequenciadas para a identificagdo de cada micrgrgan
Por fim, com os resultados obtidos se monta umagadha (de acordo com o método de
Wand) para comparar as comunidades em ambos ase®a também no proprio reator
nas mudancas que ocorreram.

RESULTADOS
Organizadas as amostras, fez-se a DGGE para osideiBacteria e Archaea se obtendo
0s seguintes resultados:

Odays  16days 30days 112days 121days 156days 253 days 0days 16days  30days  112days  121days  156days  253days
RT R2Z Rl R2 Rl R2Z Rl R3 Rl R3 Rl R2 Rl R2 Rt R2 Rt R2 Rt R Rt R Rt RI Rt R2 R1 R2
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Iéigura 1: Padrdes de bandas de DGGE para o dorBauiaria (esquerda) eéArchaea
(direita).
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Figuré 2: Dendogramé da analise por “clusteringaps dominioBacteria (esquerdra) e
Archaea (direita).

Ao serem recortadas as bandas dominantes verieogue houveram dois grupos
principais de amostras, sendo eles de 1 a 6 eddB47 Observa-se através do dendograma
gue para o domini®acteria os reatores 1 e 2 tém similaridade entre si e agolalo
tempo mantém, ainda que a comunidade de ambos genmdificando, a similaridade
das comunidades microbianas e também sua efici@aciamocdo de carbono, fosforo e
nitrogénio. Ja para o dominfrchaea, apesar da semelhanca entre os reatores 1 e 2, foi
observado, nas ultimas fases de coleta um mai@ndiamento entre os reatores.

DISCUSSAO
Essas andlises sdo feitas para se comparar as idaches microbianas em cada um dos
reatores no mesmo dia, verificando, assim, se aRngas operacionais trazem mudancas
significativas nas células e também do rendimeatprdcesso. Além disso também pode-
se comparar a evolucdo ao longo do tempo de omerab&ervando dessa maneira se as
células vém se desenvolvendo como esperado decammmtla literatura.
As bandas de DGGE representam, de acordo com o psso molecular, um
microrganismo. Apés o arraste do DNA no gel de @ggro DNA do microrganismo ira
formar uma banda em determinada altura que, acoseparada com uma referéncia, ird
assim se determinar o peso molecular e o possiegebmganismo correlacionado. Ambos
os geéis de DGGE foram desenhados para mostrar dpamidas se mostraram mais
expressivas nos géis como mostra a figura 1 e aseimtar a quantidade de bandas
presentes.
Observa-se também que através da caracterizacaonidosrganismos de cada banda
recortada de DGGE ha uma variedade muito grandeicterganismos. Porém, os géneros
aos quais pertencem precisam ter 80% de confirmfdQ@enética para se atestarem como
espécie realmente presente e assim teralguma sénchaais precisa das comunidades
microbianas presentes e quais especificamente e§porrsaveis pela remocgdo de
nutrientes. A partir disto a anadlise passa a sgvel de Familia que ja tolera valores de
confirmac&o menores que 80%, mas que diminui dgd@aa determinacdo das espécies
gue se deseja encontrar.

CONCLUSOES
Através dos resultados da PCR-DGGE obtidos e desamh dendograma, percebe-se que
mesmo com a adicdo extra de fonte de carbono a asnrehtores, mudancas fisico-
guimicas e mudancas operacionais, ndo houveramngagigignificativas na composicéo
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das espécies microbianas presentes em ambos @eseatconsequentemente na eficiéncia
da remocédo dos nutrientes.

Com isso percebe-se que depois de 112 dias decé@pesacomunidade microbiana se
desenvolveu e se diversificou. A partir disso, ssiteu-se saber se a comunidade ja
apresentava as PAQO’s e DPAQ’s como espécies dotasan

Apos a analise filogenética para os dominBagteria e Archaea, verifica-se que no
dominioBacteria nenhuma apresentou confirmac¢ao maior ou iguaba |@&ra os Géneros
encontrados. Como analisar pelas Familias diminprecisdo da determinacdo das
espécies envolvidas, ndo pode-se concluir com g@eciquais organismos estavam
realmente presentes e eram responsaveis pela rengdosi nutrientes e se PAO’s e
DPAQ'’s eram 0s microrganismos dominantes.

Observou-se também que a resolucdo das bandas G& Bgsam insuficientes, ou seja,
bandas de diferentes amostras na mesma alturasgongeram a microrganismos
diferentes. Logo, os resultados obtidos da DGGE mégeram ser considerados 100%
confiaveis e necessitaria de outros métodos parabser maior precisdao quanto a
identificacdo dos microrganismos.

Através desses resultados, estudar-se-ao novagegsis para a fase de operacdo e assim
se obter resultados significativos.

AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus por tudo, ao CNPqg e a Universidastieral de Pernambuco pela
oportunidade de crescimento profissional, a minfentadora Maria de Lourdes Floréncio
e ao mestrando Antbnio Gustavo pelas orientagbesisMhais profundos agradecimentos
aos familiares e minha namorada que sempre me dgraim em todos 0s momentos.

REFERENCIAS
VON SPERLING, M.Principios do Tratamento Bioldgico de Aguas Residuias -
Lodos ativadosDepartamento de Engenharia Sanitaria e AmbientalDESA.
Universidade Federal de Minas Gerais. Vol. 4. 1997.

MADIGAN, M.T.; MARTINKO, JM.; DUNLAP, P.V.; CLARK,
D.P.Microbiologia de Brock. 12. ed., Porto Alegre: Artmed, 2010. 1160 p.

BERG, Jeremy M.; TYMOCZKO, John L.; STRYER, LubeBiochemistry. 7.ed. New
York: W. H. Freeman and Company,2012. 1054 p.

NELSON, D. L.; COX, M. M.Lehninger Principles of Biochemistry. 5th ed. W. H.
Freeman: New York, 2008. 1158p.

Ferreira, A. L. T. S. 201&Remocao Biologica Simultdnea de N e P de Esgoto 8ario.
Tese de Doutorado. Universidade Federal de PernaomBecife.

Kang D. W.; Noguera D. R. 201€andidatus Accumulibacter phosphatis: Elusive
Bacterium Responsible for Enhanced Biological Phoswrus Removal. Journal of
Environmental Engineering JOURNAL OF ENVIRONMENTAINGINEERING v. 140
p. 2-10.

AMABIS, J.M; MARTHO, G.R.Fundamentos da Biologia Moderna 32 ed. Sdo Paulo.
Editora Moderna, v. unico, 2003.



