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RESUMO

Bactérias anaerdbias oxidadoras de amonia (ANAMMOX) foram enriquecidas em reator batelada seqiiencial
(RBS), a partir de amostra de lodo ativado coletado da Estagdo de tratamento de esgoto doméstico da cidade
de Belo Horizonte. Apos 90 dias de cultivo, atividade Anammox comegou a ser detectada, pelo consumo de
quantidades estequiométricas de NO,” e NH;" no sistema. Analises de hibridagio in situ com sondas
fluorescentes (FISH) complementares ao RNAr 16S de bactérias anammox, demonstraram que a biomassa
desenvolvida no RBS (apo6s 6 meses de cultivo) apresentou sinal positivo com ambas as sondas. A contagem
do nimero de células hibridadas com a sonda Amx1240 (especifica para Candidatus Brocadia
anammoxidans) revelou que 53% das células eram bactérias anammox. Os resultados obtidos pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores especificos confirmaram a presen¢a de anammox, tanto no lodo
de indculo quanto no lodo cultivado no RBS. O processo de enriquecimento e cultivo pode ser dividido em
trés fases: fase inicial (de 20 dias) com atividade desnitrificante intensa, fase de propagagdo (de 75 dias) e a
fase estacionaria. O sucesso do cultivo foi obtido em RBS operado com tempo de detengdo hidraulica (TDH)
de 24 horas. O desempenho do reator ao longo de quase sete meses de operacdo demonstrou remogao quase
que total de nitrito baseada em uma concentragdo afluente de 61 a 95 mg/l de N-NO,". A eficiéncia maxima de
remoc¢io de amonia alcancada foi de quase 90% a partir de concentracio afluente de 55 a 82 mg/l de N-NH,".
Conclui-se, portanto, que o enriquecimento de bactérias anammox foi possivel a partir de amostra de lodo
ativado, sob condig¢des controladas, em um periodo de trés meses.

PALAVRAS-CHAVE: Anammox; Desnitrificagdo; FISH; PCR; Remog&o de Nitrogénio.

INTRODUCAO

A remogdo de nitrogénio ¢ um tema importante no tratamento de aguas residudrias e geralmente ¢é realizada
por processos microbioldgicos como nitrificagdo e desnitrificagdo. Essas reagdes sdo conhecidas desde muito
tempo ¢ vém sendo aplicadas com sucesso na maioria dos sistemas modernos de tratamento de aguas
residuarias (EGLI et al., 2001). Ha quase uma década, foi verificado, em reator de leito fluidizado, um
processo microbiologico novo para a remog¢do de nitrogénio (MULDER et al., 1995). Este processo foi
denominado de anammox (“anaerobic ammonium oxidation”), e envolve a oxidagdo anaerdbia do ion aménio
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a nitrogénio gasoso, sob condi¢des andxicas estritas usando o nitrito como aceptor final de elétrons (VAN de
GRAAF et al., 1996). O modo de crescimento autotrofico (em combinagdo com a necessidade de alta
manutencdo associada ao crescimento lento) resulta em uma estequiometria que apresenta um baixo
rendimento de biomassa (STROUS et al., 1998), conforme a equacao:

NH," + 1,32 NO, + 0,066 HCO3 + 0,13 H* — 1,02 N+ 0,26 NO;3™ + 0,066 CH,0 5Ny ;5 + 2,03 H,0.

O processo ANAMMOX em combinagdo com o processo SHARON (“Single reactor system for High
Ammonia Removal Over Nitrite) vem se constituindo em uma nova alternativa para remover compostos
nitrogenados de efluentes contendo alta concentragdo de amdnia e pequenas quantidades de matéria organica
biodegradavel. A aplicacdo desses dois processos combinados reduziria em 60% a demanda por oxigénio
(comparado com o processo convencional de nitrificacdo e desnitrificacdo) e eliminaria a necessidade de
adicdo de metanol (Van Dongen et al., 2001). Nio obstante, a aplicagdo do processo anammox é limitada pela
disponibilidade de biomassa anammox.

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., 2007) e
Candidatus Jettenia asiatica (QUAN et al., 2008), que se constituem em um grupo interessante de bactérias
com muitas propriedades raras ou Unicas. Elas apresentam morfologia de cocos com didmetro menor que 1 um
(VAN NIFTRIK et al., 2004), tempo de duplicagdo de aproximadamente 11 dias e sdo fisiologicamente
distintas dos outros membros do grupo, pois sdo anaerobias e quimiolitoautétrofas. A maioria das bactérias
ANAMMOX ainda ndo foi isolada, portanto, técnicas moleculares como a hibridag¢o in situ com sondas
fluorescentes (FISH) e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo essenciais para o futuro das pesquisas
com estas bactérias (SCHMID et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi o de isolar e produzir biomassa anammox (cultivando e aumentando esta
populag@o), a partir de lodo aerdbio proveniente de um sistema de lodos ativados, utilizando um reator em
batelada seqiiencial.

MATERIAIS E METODOS
LODO DE INOCULO E MEIO DE CULTURA

Utilizou-se como indculo 650 ml de lodo proveniente do sistema de lodos ativados da ETE ARRUDAS-
COPASA (Belo Horizonte /MG) que trata esgoto doméstico da cidade de Belo Horizonte. Este lodo foi
previamente centrifugado, de modo que o reator foi inoculado com 2,6 g de STV em 1,0 L de meio mineral
autotrofico (conforme composi¢do descrita em DAPENA-MORA et al. (2004) ¢ VAN de GRAAF et al.
(1996)). O meio de cultura continha, inicialmente, 30 mg/L de N-NH," e 30 mg/L de N-NO,". Esse lodo foi
escolhido, pois em trabalho prévio (ARAUJO & CHERNICHARO, 2007) verificou-se a presenca de bactérias
anammox no mesmo através da técnica da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) com iniciadores especificos
para este grupo. Nao obstante esse lodo ndo apresentava atividade anammox, tampouco foram detectadas
bactérias anammox através da técnica de FISH.

OPERACAO DO REATOR EM BATELADA SEQUENCIAL (RBS)

Um fermentador (BioFlo110, New Brunswick) de vidro com volume total de 1,0L foi usado para o
enriquecimento e cultivo das bactérias anammox. O fermentador possuia controle automatico de temperatura
(com manta aquecedora envolvendo o frasco de vidro), pH, agitagdo, sensor de OD, e sensores de nivel para
controlar a alimentacdo. O fermentador foi operado sob a forma de reator em batelada seqiiencial (RBS), que
consistiu de dois ciclos, cada um contendo 3 fases. O primeiro ciclo tinha a duragdo de 6 horas e 30 minutos e
compreendeu: (i) fase de alimentag@o na qual o meio mineral autotréfico (500 ml) foi introduzido no reator
(com agita¢do continua) ao longo de 5 horas e 30 minutos; (ii) fase de decantagdo (30 minutos), na qual a
agitagcdo do sistema foi desligada e permitiu-se a decantagdo 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 e 30 minutos,
possuia as mesmas etapas do primeiro, com a diferenga de que apds as 5 horas e 30 minutos de alimenta¢do do
reator, o meio de cultura continuava reagindo com a biomassa por cerca de 11 horas. Apds esse tempo, foram
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realizadas as etapas de decantacdo e retirada do meio de cultura. O reator foi operado com tempo de detengdo
hidraulica (TDH) de 24 horas e retengdo total de biomassa.

Ao longo da operacao do reator, as concentragdes de amonia e nitrito (afluente e efluente) eram monitoradas,
a cada dois dias. A temperatura e o pH foram monitoradas quatro vezes ao dia. O reator operou na temperatura
de 34°C, e pH 7,5 (com solugdes de NaOH e H,SO, acopladas a bombas peristalticas para corrigir o pH
sempre que necessario). Para manter a anaerobiose do sistema (que ¢ todo fechado), fluxionava-se a mistura
de gas Argonio e CO; (95%/5%) 4 vezes ao dia (por 10 minutos) no meio liquido do reator, bem como na
atmosfera do frasco de alimentagdo (afluente), contendo meio de cultura autotrofico. Apos 30 dias do inicio de
operagdo do fermentador, passou-se a adicionar diariamente 1,0 ml de hidrazina ¢ 1,0 ml de hidroxilamina
(concentragdo final de 0,1mM), diretamente no reator. De acordo com THIRD et al. (2005), como estes
compostos sdo intermediarios da reagdo anammox, a presenca deles no inicio da incubagdo pode ajudar a
acelerar a reagdo e diminuir o tempo para enriquecer as anammox.

Amonia e nitrito foram determinados colorimetricamente, de acordo com os métodos do fenato e sulfanilico,
respectivamente descritos no Standard Methods (2005). A determinacdo da concentracdo de sdlidos totais
volateis (STV) no lodo de indculo também foi realizada de acordo com o Standard Methods (2005).

HIBRIDACAO IN SITU COM SONDAS FLUORESCENTES (FISH)

Para confirmar a presenca de bactérias anammox no lodo, bem como quantificar esta populacio, cerca de 2,0 a
10,0 ml de amostra do lodo ativado (indculo), bem como do lodo enriquecido no reator (apds 181 dias de
operagdo) foram fixadas em solug@o de paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sodio (PBS 130mM NaCl,
7mM Na,HPO,, 3mM NaH,PO,; pH 7.2) e posteriormente hibridadas com as sondas Amx820 (detecta
bactérias anammox dos géneros C. Brocadia anammoxidans e Kuenenia stuttgartiensis) e Amx1240 (detecta
C. Brocadia anammoxidans), de acordo com o protocolo descrito em EGLI et al. (2003), usando 40% de
formamida (no tampédo de hibridacdo) e 56mM de NaCl (no tampao de lavagem). As sondas Nsol225
(MOBARRY et al. 1996) especifica para as oxidadoras de ammonia da subclasse B-Proteobacteria, Nit3
(WAGNER et al. 1996), especifica para Nitrobacter e Ntspa662 para Nitrospira (DAIMS et al. 2000) também
foram aplicadas no lodo enriquecido com o objetivo de investigar a presenca das oxidadoras aerdbias da
amonia e das oxidadoras de nitrito no RBS. Apo6s a hibridagdo as amostras foram coradas com 10 pl de uma
solugdo de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) a 10ug/ml, ¢ observadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX-50) equipado com cémera colorida refrigerada (QcolorR5C). A porcentagem de células
hibridadas com a sonda Amx1240 foi obtida calculando-se o nimero de células hibridadas em relagdo ao
numero total de células coradas com DAPI.

EXTRACAO DE DNA e PCR COM INICIADORES PARA AS ANAMMOX

O método de extragdo de DNA utilizado foi igual ao descrito por EGLI et al. (2003), utilizando-se de 2,0 a 4,0
ml de lodo. Apos a extracdo, a quantidade e integridade do DNA obtido foram estimadas em gel de agarose
1,0%. Para a detecgdo e confirmagdo da presenga das bactérias anammox no lodo de indculo e ao longo do
enriquecimento, foram utilizados os seguintes pares de iniciadores (descritos na Tabela 1): Pla46rc (forward) e
reversos (Amx820, ou Amx1240, ou Amx667). As condi¢des de amplificacdo utilizadas foram as mesmas
para todos os pares de primers, exceto para o par An7f -An1388r cuja condigdo seguiu o protocolo de
PENTON et al. (2006). A amplificagdo consistiu de etapa inicial de desnaturagdo de 4 min a 94°C, 35 ciclos
que consistiram em 45 s de desnaturagdo a 94°C, anelamento por 50 s & 56°C, e extensdo por 1 min a 72 °C, e
extensdo final de 7 min a 72°C. A presenga e o tamanho dos produtos de PCR amplificados foram
visualizados em gel de agarose 1%, através da aplica¢do de uma aliquota de 5 pl do produto de PCR. Apods a
eletroforese, o gel foi corado em solugdo com brometo de etidio, para permitir a visualizagdo do DNA
amplificado.
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Tabela 1: Iniciadores usados na reacdo de PCR para a deteccido de Planctomicetos e bactérias
anammox

Iniciador Especificidade Sequencia(5'—3’) Referéncia
Pla46rc Planctomycetales GGATTAGGCATGCAAGTC Egbgtﬁl'
Amx667r Organismos Anammox ACCAGAAGTTCCACTCTC Van der Star

etal. (2007)
Amxg2or | OenerosCa.BrocadiaTe ™ Ca. |, )\ scceeTeTacTTAGTGCCC | Schmid etal
Kuenenia (2000)
Amx1240r «Ca. Brocadia anammoxidans® | TTTAGCATCCCTTTGTACCAAC | Schmid et al.
C (2000)
Todos os organismos anammox Penton et al
An7f (Géneros “Ca. Brocadia”, “Ca. GGCATGCAAGTCGAACGAGG '
H 2 (1] H 7 (2006)
Kuenenia”, e*“Ca. Scalindua™).
An1388r GCTTGACGGGCGGTGTG Pe‘é%%g; al.

RESULTADOS DO ENRIQUECIMENTO EM RBS

A Figura 1 apresenta os resultados das concentra¢des de amonia e nitrito afluente e efluente ao longo dos 200
dias de operagdo do reator. De acordo com os resultados obtidos, os perfis de concentragdo de amonia e de
nitrito podem ser divididos em trés fases: (i) fase inicial; (ii) fase de propagacdo; e (iii) fase estacionaria. A
fase inicial de operagdo, com duragdo de 20 a 25 dias, foi marcada pelo consumo intenso de nitrito sem que
houvesse consumo de amdnia, pelo contrario houve aumento da concentragdo efluente deste composto (Figura
1). Nesta fase, portanto, a desnitrificacdo foi o processo favorecido (devido a atmosfera anaerobia e presenca
de nitrito), eliminando a matéria orgdnica presente no meio oriunda da lise celular das bactérias aerdbias
presentes no lodo de inéculo. A morte e lise dessas bactérias resultou na liberagdo de nitrogénio organico e
quebra deste em amoénia. Na Figura 2 a liberagdo de amonia no meio estd evidenciada pelos valores negativos
na eficiéncia de remocao deste composto (nos 25 dias iniciais). Apos a lise das bactérias aerobias, teve inicio a
morte ¢ lise das bactérias desnitrificantes devido a auséncia de substratos organicos no meio (uma vez que o
meio de cultura era autotrofico- sem fonte de carbono orgéanico).

A segunda fase, chamada de fase de propagacio, durou cerca de 75 dias (do 20° dia até o 95% dia de operagio).
Esta fase foi marcada pela exaustdo completa dos substratos organicos, resultando na diminui¢do e eliminagdo
da atividade desnitrificante. As concentragdes de nitrito efluente nesta fase foram proximas as concentragdes
afluente (indicando que este aceptor final de elétrons ndo estava mais sendo consumido). A partir desse
momento, as condi¢cdes do sistema (anaerobiose, meio autotrofico, pH 7,5 , etc), devem ter favorecido o
aumento da populagdo anammox. Este aumento culminou no aparecimento da atividade anammox (marcada
pelo consumo simultaneo de aménia e de nitrito), que foi detectada a partir do 87° dia de operagdo (Figura 1).
De acordo com a literatura (DAPENA-MORA et al.,, 2004, THIRD et al. 2005, ¢ CHAMCHOI &
NITISORAVUT, 2007) o inicio da atividade anammox em reator em batelada sequencial pode acontecer apos
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 propagacao, a eficiéncia de remogao de amonia e de nitrito foi variavel de 0 a
40% (Figura 2), indicando pequeno consumo desses compostos.

A tltima fase do cultivo, chamada de fase estacionaria (considerada a partir do 100° dia de operagio),
permitiu atingir a remog¢do quase que completa de amdnia no sistema. Neste periodo as concentragdes de
amonia e nitrito efluente variaram de 10 mg/l & quase 0 mg/l1 (Figura 1). A partir do 125° dia de operagdo, as
concentragdes de amonia e nitrito foram aumentadas gradativamente, sempre respeitando a relagdo de 1:1,26
(NH,4": NO5). Nesta mesma fase a eficiéncia de remogdo de amdnia e nitrito por parte do lodo foi aumentando
atingindo cerca de 90% (Figura 2).

O coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito em relagdo a amonia, calculado a partir dos dados do
RBS (Figura 3), a partir 90° dia de operagdo, foi relativamente proximo ao valor descrito na literatura para a
reacdo anammox (NH,': NO,: 1: 1,32, STROUS et al., 1998). Isso demonstra que o lodo ativado apds 90 dias
de cultivo em meio autotrdfico e anaerdbio desenvolveu atividade anammox.
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Figura 1: Concentracio afluente e efluente dos compostos nitrogenados (N-NH," ¢ N-NO,") no RBS ao
longo do tempo de operacio
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Figura 2: Eficiéncia de remoc¢io de amonia e nitrito pelo lodo cultivado no RBS ao longo do tempo de
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Figura 3: Coeficiente estequiométrico do nitrito em relagio a amoénia, de acordo com os dados de
consumo de nitrogénio do reator obtidos neste trabalho.
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RESULTADOS DA PCR

Os resultados da PCR com iniciadores especificos para as anammox demonstraram a presenga 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 anaerébio (Figura 4). 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 ativado (usado como
inoculo), e o controle negativo (sem DNA), ndo apresentou qualquer sinal (Figura 4 painel A), pode-se sugerir
que as bactérias anammox estavam presentes no lodo ativado antes do experimento de eriquecimento. Ndo
obstante, em um experimento em batelada (realizado previamente a este trabalho), o lodo ativado nao
apresentou atividade anammox, mesmo apoés 370 dias de incubag@o em meio autotrofico e anaerdbio.

Figura 4: Deteccio pela PCR do DNAr 16S de anammox com iniciadores An7F e An1388R (painel A),
especifico para o grupo das anammox (Brocadia, Kuenenia e Scalindua), Plad6rc e Amx820 (painel B),
Plad6rc e Amx1240 (painel C), e Plad6rc e Amx667r (painel D). L é o marcador de peso molecular
(1Kb- Fermentas), (1) Lodo do RBS apos 181 dias de enriquecimento (DNA diluido 10 vezes), (2) Lodo
do RBS apés 181 dias de enriquecimento (DNA concentrado), (3) Lodo ativado usado como inéculo no
RBS; nc é o controle negativo da reacio de PCR (sem DNA). Para a especificidade dos iniciadores,
consultar a Tabela 1.

RESULTADOS DO FISH

As analises de FISH, ndo revelaram a presenga de bactérias anammox no lodo de indculo, indicando que elas
poderiam estar presentes, mas em concentragdo muito baixa (abaixo do limite de detecgdo da técnica, cerca de
10% a 10 células/ml). Nio obstante, os resultados com a amostra do lodo enriquecido no RBS ap6s 181 dias de
cultivo, revelaram a presenca de bactérias anammox, que hibridaram com as sondas Amx820 (dados nao
apresentados) e Amx1240 (Figura 5), confirmando o enriquecimento de bactérias anammox (provavelmente
Brocadia anammoxidans) neste lodo. A quantificagdo dessas bactérias, através da contagem do numero de
células hibridadas com a sonda Amx1240, revelou que 53% do total de células do enriquecimento eram
bactérias anammox. Conforme descrito previamente para Candidatus B. anammoxidans (STROUS 2000), as
células de anammox enriquecidas no presente trabalho também apresentaram morfologia arredondada, e uma
regido escura (quase sem fluorescéncia) no centro da célula (Figuras 5c e 5d, respectivamente). Esta area
central, ausente de ribossomos e de DNA (pois ndo corou com DAPI), deve ser presumivelmente uma regido
rica em proteina similar a0 anammoxossomo de B. anammoxidans. E importante observar também, que no
lodo enriquecido foram encontradas bactérias filamentosas coexistindo com as anammox (Figuras 5a e 5c¢).
Nao foi verificado sinal de hibridagdo positivo com as sondas Nsol225 (especifica para as oxidadoras
aerObias de amonia), Nit3 (detecta Nitrobacter) e Ntspa662 (detecta Nitrospira), indicando que estas bactérias
ndo estavam presentes na biomassa enriquecida.
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Figura 5: Analise de FISH da biomassa cultivada no RBS apdés 181 dias de enriquecimento. a e c-
amostras coradas com DAPI; b e d-amostras hibridadas com a sonda Amx1240 (especifica para
Brocadia anammoxidans). A area central nas figuras a e b (marcadas com um circulo) foram ampliadas
e sdo apresentadas nas figuras c e d, respectivamente. Observe a regido mais escura no centro das
células (indicando que nio corou com DAPI e nem com a sonda). A barra nas imagens a e b representa
10 pm.

CONCLUSOES

O lodo aerdbio proveniente de um sistema de lodos ativados tratando esgotos domésticos foi um bom in6culo
para se obter ¢ enriqueger as bactérias anammox, apesar de ndo possuir previamente atividade anammox. Esse
lodo desenvolveu atividade anammox apods 90 dias de cultivo em meio autotrofico e anaerdbio em reator
batelada seqiiencial (RBS).

A presenca das anammox foi confirmada através do FISH com as sondas Amx820 e Amx1240, indicando
provavelmente que sdo bactérias do género Brocadia. Ndo obstante, a identificagdo filogenética precisa a
partir do sequenciamento e analise comparativa do DNAr 16S desta cultura de anammox, deverd ser realizada.
A operagdo do RBS por mais tempo permitird desenvolver uma populacdo maior de bactérias anammox, capaz
de crescer e suportar concentragdes altas de nitrogénio. Posteriormente essa cultura podera ser usada no
tratamento de efluentes contendo altas concentragdes de nitrogénio amoniacal.
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