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RESUMO

Esse trabalho investigou a presenga de bactérias anammox (anaerobic ammonium oxidation) em lodos de
diferentes sistemas de tratamento de &guas residuarias de esgoto doméstico e industrial. O objetivo dessa
investigacdo foi a obtencdo de amostras positivas que pudessem ser utilizadas como indculos de dois reatores
anaerobios construidos na configuracdo de leito fixo com fluxo ascendente e continuo. Ao todo, foram
coletadas e analisadas 23 amostras. A andlise foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
- PCR, utilizando quatro grupos de primers, sendo trés primers especificos para deteccdo de genes que
codificam 16S rRNA e um primer especifico para a deteccdo do gene funcional que codifica a enzima hidrazina
oxidase. Os resultados da PCR mostraram que 65,2% de todas as amostras foram positivas para os primers 16S
rRNA de anammox. Entretanto, quando utilizados os primers especificos para enzima hidrazina oxidase
somente 26% das amostras foram positivas. Os lodos escolhidos para indculos dos reatores foram obtidos
através de coletas feitas na lagoa de aeracdo do sistema de tratamento de efluente industrial e coletas feitas no
sistema de wetland da planta de tratamento de esgoto doméstico. Ambos os lodos apresentaram resultados
positivos para todos os primers testados. A proxima etapa deste trabalho consiste em enriquecer as bactérias
anammox em reatores inoculados com os lodos escolhidos acima e avaliar a eficiéncia do processo de remogéo
de nitrogénio amoniacal quando se utiliza indculos distintos, submetidos a mesma condicdo de operacdo além
de estudar a variacéo da diversidade microbiana ao longo do experimento.

PALAVRAS-CHAVE: Anammox, detec¢do por PCR, remocdo de N-amoniacal, reator anaerdbio, primer.
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INTRODUCAO

A descarga de efluentes ndo tratados em corpos de agua receptores resulta em impactos como contaminagéo de
lencois freaticos, assoreamento de corpos d’agua, eutrofizagdo, morte de animais, elevacdo dos custos no
tratamento de agua, problemas estéticos, recreacionais e deterioragdo dos meios naturais. Dentre os diversos
poluentes presentes nas aguas residuérias, 0s compostos nitrogenados, principalmente a amdnia, se destacam,
em funcdo de seus efeitos adversos em termos de toxicidade e elevada demanda de oxigénio em corpos de dgua
receptores.
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A remocdo de compostos nitrogenados em sistemas de tratamento tem sido tradicionalmente realizada pelo
processo microbioldgico de nitrificacdo seguida pela desnitrificagao.

O processo anammox, do inglés anaerobic ammonium oxidation implica na oxidagdo anaerébia da aménia onde
0 fon amdnio é oxidado a nitrogénio gasoso tendo o nitrito como aceptor final de elétrons (VAN DER GRAAF
et al., 1996). Desde a sua descoberta em 1995 (MULDER et al., 1995), o processo anammox tem sido
considerado mais vantajoso e econdmico para o tratamento de aguas residudrias contendo altas concentragfes
de nitrogénio amoniacal, quando comparado ao sistema convencional de nitrificacdo e desnitrificacdo
(KUENEN et al., 2008). A aplicacdo do processo anammox, reduz em até 60% 0s custos com aeracdo e aporte
de carbono orgénico e diminui, em quase 90%, a emissdo de gases relacionados ao efeito estufa, pois o
processo consome CO, e ndo emite N,O (KARTAL et al., 2010). Outro aspecto positivo deste processo é a
baixa producéo de lodo devido a baixa taxa de duplicagdo destas bactérias (JETTEN et al., 2009).

Os organismos Anammox estdo classificados no filo dos Planctomicetos, ordem Brocadiales, e até o momento
foram identificados cinco Candidatus a géneros “Kuenenia”, “Brocadia”, “Anammoxoglobus”,“Jettenia”,
“Scalindua”. Apresentam morfologia de cocos com didametro menor que 1 um , tempo de duplicacdo de
aproximadamente 11 dias e sdo fisiologicamente distintas dos outros membros dos Planctomicetos , pois sdo
anaerobias e quimiolitoautétrofas. (JETTEN et al., 2009).

Entretanto, a aplicacdo do processo Anammox esta limitada pela disponibilidade de biomassa anammox e pela
dificuldade associada a cultivar e manter grandes quantidades dessas bactérias viveis.

A préatica comum para partida de reatores anammox em escala real é utilizar biomassa anammox ativa oriunda
de reatores anammox ja em operacdo. Isso dificulta a aplicagdo do processo no Brasil, pois 0s reatores
anammox em escala real que estdo em operacdo, se situam na Europa, Estados Unidos e Japdo, o que
logisticamente impossibilita a obtengéo de grandes quantidades de lodo anammox. (CAMPQOS, 2011).

Uma estratégia de enriquecimento das anammox se faz utilizando lodos de ambientes onde ja tenha sido
detectada a presenca da bactéria na tentativa de acelerar o “start up” dos reatores. Todavia, pouca aten¢do tem
sido dada ao efeito da utilizagdo de diferentes tipos de inoculos do reator (DATE et al., 2009) e suas
implicac6es na eficiéncia do processo de remocéo de nitrogénio amoniacal.

Essa pesquisa tem como objetivo investigar a presenca de bactérias anammox em lodos de diferentes sistemas
de tratamento de &guas residuarias de esgoto doméstico e industrial para selecionar in6culos de dois reatores
que serdo utilizados no enriquecimento da cultura anammox destinados a estudar a remocéo de amonia de
efluentes.

Como as anammox ndo foram isoladas em técnicas convencionais de cultivo em microbiologia, seus estudos
dependem das técnicas moleculares, como a hibridagdo in situ fluorescente (FISH, do inglés fluorescent in situ
hybridization) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para o desenvolvimento das pesquisas com essas
bactérias (SCHIMID et al., 2005).
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MATERIAIS E METODOS
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Pesquisa de in6culos

Para a realizacdo dos experimentos foram pesquisados diferentes sistemas de tratamentos de esgoto domeéstico
e industrial situados no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento- CePTS, UFMG/ COPASA, e na
Refinaria de Petroleo Gabriel Passos — REGAP- unidade da Petrobras localizada em Minas Gerais. As amostras
coletadas foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo, devidamente lacradas, identificadas e levadas ao
laboratdrio para processamento e estocagem.

CePTS

O CePTS esta localizado junto a Estacdo de Tratamento de Esgoto do Ribeirdo Arrudas - ETE Arrudas,
situada no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais. Dispde de diferentes sistemas de tratamento de esgoto
em escala de demonstragdo destacando-se Upflow anaerobic Sludge blanket- UASB-, filtros biologicos
percoladores, lagoas de polimento, leito submergido de fluxo (wetland) horizontal e leito plantado de fluxo
vertical. Dentre esses foram escolhidos para a pesquisa do indculo: trés lagoas de polimento em série, quatro
reatores UASB, uma wetland com leito plantado com Typha latif6lia e outra sem plantar.

A coleta nos wetlands foi realizadas nos tubos de PVC dispostos ao longo dos wetland ndo plantado e plantado
que alcancam 40, 45 e 50 cm de profundidade respectivamente. A coleta do sedimento das trés lagoas de
polimento que estdo dispostas em série, foi realizada a 7(A) e 10 (B) metros da entrada do afluente numa
profundidade de 50 cm aproximadamente por meio de um amostrador de coleta de plancton. O volume
coletado para anélises de PCR foi de 500 mL. A coleta nos quatro reatores UASB foi realizada como
amostragem composta. Foram coletados 500 mL de cada altura do reator. Como as dimensfes variam pra cada
reator, também variaram o nimero de pontos de coleta por reator e conseqiientemente o volume amostrado.

REGAP

Na REGAP os efluentes liquidos industriais foram coletados em trés redes distintas: dguas contaminadas, aguas
oleosas e aguas da unidade de coque. Estas correntes se unem a montante da estacao de tratamento de despejos
industriais. Essa estacdo é constituida de quatro separadores de agua e dleo, uma unidade de flotagdo, duas
bacias de acumulacdo de &guas de chuvas ou excedentes das redes de agua oleosa e de agua contaminada que
consistem no tratamento primario. O tratamento secundario é constituido lagoas de aeracdo. Atualmente essa
lagoa aerada tem funcionado como zona de decantagdo e se encontra com grande acimulo de lodo devido ao
extenso periodo sem remocdo do mesmo. O efluente dessas lagoas é encaminhado para o sistema de biodiscos e
em seguida para lagoa de polimento “Lagoa de Ibirité” e posteriormente € langado no corpo receptor, Corrego
Pintados. Os locais da REGAP definidos para coleta foram a lagoa de aeracdo, sistema de biodiscos, lagoa de
Ibirité e sala de bombas .

Processamento das amostras

O processamento das amostras consistiu em distribuir o lodo em frascos estéreis, centrifugar por 20 min a
4000rpm. O sobrenadante era descartado e a biomassa sedimentada foi parte armazenada em papel aluminio e
estocadas em freezer a -80°C e 0,25¢g ( em duplicata) colocadas em tubos de 2mL, e armazenadas a 4°C .

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico dos organismos presentes nos lodos foi realizada com o kit comercial Power
Soil DNA Kit, Mo Bio laboratérios, Inc., Carlsbad, CA, EUA, seguindo as instrucdes do fabricante.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a deteccdo das bactérias anammox, o DNA extraido a partir das amostras dos lodos coletados foi
amplificado por PCR utilizando pares de primers especificos para os genes que codificam o RNAr16S de
anammox e Planctomicetos ( ARAUJO., 2011), e um par de primer que codifica o gene da enzima hidrazina
oxidase. Os primers, bem como a seqiiéncia e especificidade dos mesmos, encontram-se descritos na Tabela 1.

Para 0o mix de cada reacdo de PCR foram utilizados 5uL de tampéo IV B 10X (Phoneutria), 0,2 uL de dNTPs
(Fermentas), a 10mM e 0,25 uL de cada primer a 30pmol e 1uL de tagpolimerase (Phoneutria) a 5U e o
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volume final de 25 pL era completado com agua para PCR , dependendo do volume de DNA utilizado como
molde. A condicdo de amplificacdo usada na PCR para os pares de primers: Plad6F-Amx667R, Plad6F-
Amx820R, Pla46F-Amx1240R foi: desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94°C, 35 ciclos de 45 segundos de
desnaturacdo a 94°C, anelamento de 50 segundos & 56°C (exceto para o par Plad6F-Amx667R que foi de
55°C), 1 minuto de extensdo a 72°C, e extensdo final de 7 minutos & 72°C. Para os primers HzoF1/ Ana hzo2R
a condigdo usada foi de 94°C por 5 min de desnaturacdo, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45s,
extensdo a 72 °C por 2 min, extensao final 95 °C por 30s, 55 °C por 455, ¢ 10 mina 72 °C.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados no PCR para a deteccdo de bactérias anammox

Primers Especificidades Sequencia 37037 Referéncia

- Planctonucetos o - N . .
Pladof metomeetos GGATTAGGCATGCAAGTC Schmid ef al. (2000)

Organismaos ananunox Van der Star et ol (2007)

AnxeoTr ACCAGAAGTTCCACTCOTC

Generos “"Cla. Brocadia”™
AmB20r “Ca. Kuwenenia™ AAAACCCCTCTACTTAGTCCC Sclurud er el (2000
Anm] 2401 “Cla. Brocadia ananimoxidans” TTTAGOATCCCTTTGTACCAACC Schimd er af (20007
Hzol'l Ciene hizo- bactenas ananunox TGTGOATGGTOAATTGAAAG L1 etal (2010)

Ciene hizo- bactérias ang x e T Pt n e . N
Analizo2R rene fizo- bacleflas ananumes ACCTOTTOWGCAGGTGCAT Li etal {2010)

Eletroforese em gel de agarose

Aliquotas de 5,0 pL de &cidos nucléicos : DNA gendmico / produtos de PCR foram analisados mediante
eletroforese horizontal , em géis de agarose 1% , corrido a 75 V por 40 minutos; corados com brometo em
etidio (1 pg/mL) por 10 min, parcialmente descorados em agua destilada por 5 min. A observacédo do gel foi
realizada no transiluminador de luz UV (UVP Products) com a finalidade de comprovar o tamanho, quantidade
e a pureza do DNA. As imagens dos geéis foram registradas por um sistema de captura de imagem. Todas as
amplificagdes foram realizadas no minimo duas vezes em dois eventos distintos de PCR. Os marcadores de peso
molecular utilizados foram: 100 bp DNA Ladder , GeneRuler™ Low Range DNA Ladder.

Reatores e periféricos

Foram confeccionados dois reatores tubulares (Figura 1) de vidro com 60 cm de altura e 7 cm de didmetro
interno, com volume atil de 2L para serem utilizados na configuragdo de reatores anaerobios de fluxo
ascendente continuo com leito fixo para o enriquecimento das culturas anammox. A entrada do meio afluente e
saida do efluente do reator é realizados por bomba peristaltica modelo Minipuls 3, marca Gilson e as conexdes
utilizadas sdo de silicone. O material suporte escolhido foi o minibiobob, (BIOPRQOJ, Tecnologia Ambiental
Ltda) produzido com um suporte em prolipropileno injetado e espuma de poliuretano flexivel expandido. A
temperatura é mantida em torno de 33°C via um aquecedor/ventilador elétrico (DeLonghi).
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Figura 1 — Foto dos reatores e periféricos

RESULTADOS

As tabelas 2 e 3 apresentam o0s resultados obtidos dos testes de PCR para as amostras coletadas na REGAP e
no CePTS, respectivamente. A PCR realizada com as amostras coletadas na REGAP apresentou resultados
positivos para todos os primers em 100% das amostras (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados de amplificacdo da reacdo em cadeia da polimerase das amostras coletadas na
REGAP, utilizando diferentes pares de primers especificos para 0 DNA do RNAr 16S e para o gene
funcional hzo , de organismos anammox.

Primers
Plad6re/ Pla 46rc/ Pla46rc/ hzoF1/
Pontos de amostragem

Amx667r Amx 820r Amx1240r Ana hzo2R
Lagoa de aeragao + + + +
Biodiscos + + + +/-
Lagoa de lbirité + + + +/-
Sala de Bombas + + + +/-

(+) Resultados positivos dos produtos de PCR amplificados visualizados em gel de agarose 1%.
(-) Resultados negativos, nenhum produto foi amplificado.

J4 nas amostras coletadas no CePTS, usando primers especificos para 0 DNA do RNAr 16S, 78,9% das
amostras foram positivas para os primers Pla4d6F-Amx667R, 68,4% positivas para os primers Plad6F-
Amx820R e 57,4 % positivas para os primers Pla46F-Amx1240R. Porém quando utilizamos o par de primers
funcional que codifica o gene da enzima hidrazina oxidase, HzoF1/ Ana hzo2R, apenas 10,5 % das amostras
apresentaram amplificacbes positivas (Tabela 3), correspondendo as amostras do wetland ndo plantado
coletado na profundidade de 50 cm e no wetland plantado, amostrado em 45cm de profundidade.

O parametro de escolha dos lodos para in6culo dos reatores foi a amplificacdo positiva em todos os primers
incluindo o hzo. Tem sido observado que a natureza altamente conservada do 16S rRNA pode limitar a
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eficiéncia em detectar/definir a diversidade das bactérias Anammox e sua distribuicdo em diferentes ambientes
por amplificar genes pertencentes aos Planctomycetes e ndo especificamente das bactérias Anammox (LI et
al., 2010).

No entanto, o gene que codifica a enzima nas anammox é especifico das mesmas, e esta ausente nas outras
bactérias. Avancos na gendmica das anammox tém demonstrado, por exemplo, que o gene da hidrazina
oxidase (HZO), que desempenha papel chave na bioquimica do processo Anammox é um bom biomarcador
das anammox.(HIRSCH et al, 2010).

Foram escolhidos como in6culos dos reatores os lodos oriundos da lagoa de aeracdo coletada no sistema de
tratamento de efluente industrial, REGAP e o lodos coletado a 50 cm de profundidade do sistema de wetland
da planta de tratamento de esgoto doméstico, CePTS.

Tabela 3: Resultados de amplificacdo da reacdo em cadeia da polimerase das amostras coletadas no
Cepts, utilizando diferentes pares de primers especificos para o DNA do RNAr 16S e para o gene
funcional hzo , de organismos anammox.

Primers

Ponto de amostragem Plad6rc/ Pla 46rc/ Pla 46rc/ hzoF1l/

Amx667r Amx B20r Amx1240r Anahzo2R
Lagoa de polimento 1A +
Lagoa de polimento 1B + : ; )
Lagoa de polimento 2A + + + )
Lagoa de polimento 28 + + + )
Lagoa de polimento 3A + + + :
Lagoa de polimento 3B + + + )
Wetland ndo plantado 40 + + )
Wetland ndo plantado 45 N + . i
Wetland ndo plantado 50 + + : :
Wetland Plantado 40 + + +
Wetland Plantado 45 + + + +
Wetland Plantado 50 +
UASB 1-A ) ) .
UASB 1-B B - B )
UASB 1-C N + + ~
UASB 2 N + N
UASB 3 .
UASB 4-A ) : ) :
UASB 4-B 4 . .

(+) Resultados positivos dos produtos de PCR amplificados visualizados em gel de agarose 1%.
(-) Resultados negativos, nenhum produto foi amplificado.

A- B- C- : Diferentes distancias em relacdo ao ponto de entrada do afluente.

(40-45-50) : Diferentes profundidades (cm) amostradas nos wetlands
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Os resultados da PCR mostraram que 65,2% de todas as amostras foram positivas para os primers 16S rRNA.
Entretanto, quando utilizados os primers especificos para enzima hidrazina oxidase somente 26% das amostras
foram positivas.

Os resultados de amplificacdo positivo nas reacGes de PCR para os diferentes pares de primers testados indicam
que o processo anammox pode estar ocorrendo nestas plantas de tratamento de efluentes domésticos e
industriais e o lodo correspondente poderia ser usado como indculo para reatores de enriquecimento anammox

Os lodos escolhidos para inéculo dos reatores foram os obtidos da lagoa de aeragdo do sistema de tratamento
de efluente industrial, coletado na REGAP e no do sistema de wetland da planta de tratamento de esgoto
doméstico, CePTS, ambos apresentaram resultados positivos para todos os primers testados.

Encontra-se em andamento o enriquecimento das bactérias anammox em dois reatores anaerobios de leito fixo e
fluxo ascendente utilizando como indculo os lodos escolhidos nesse trabalho.
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