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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a caracterizacdo microbiana, por meio de técnicas de Biologia
Molecular, do lodo granular do processo de precipitacdo dos metais ferro, zinco e cobre por
sulfeto gerado a partir de um reator bioldgico em batelada sequencial (ASBR) para redugéo de
sulfato de drenagem acida de minas (DAM) sintética em suas diferentes fases operacionais. O
reator foi inoculado com lodo granular de reator UASB tratando efluente de abatedouro de
aves, operando em relacdo DQO/sulfato 1,0. O etanol foi utilizado como doador de elétrons e
o sulfato de s6dio como receptor de elétrons. Para o presente estudo as amostragens de lodo
foram realizadas em pH 5,0; pH 4,0; pH 4,0 + Fe**, pH 4,0 + Fe**; Zn**; pH 4,0+Fe?*"; Zn**;
Cu?" sempre quando ocorria reducdo méxima de sulfato no reator, o inéculo também foi
estudado para comparacdo. Apos coleta de todas as amostras, realizou-se a extracdo do DNA,
seguida de purificacdo e amplificacdo para 0 RNArl6S para os Dominios estudados e as
sequencias foram separadas através de DGGE. A estrutura das comunidades foi analisada em
funcdo da composicdo e riqueza de bandas de DGGE nos consorcios microbianos. A analise
do perfil de bandas do DGGE permitiu visualizacdo da dindmica da populacdo microbiana
presente em cada fase do tratamento biol6gico da DAM. Os resultados revelaram que ocorreu
maior variacdo na diversidade de microrganismos do dominio Bacteria do que de Archaea
nos tratamentos da DAM com o0s parametros operacionais estudados. Dentre essas
observacOes, percebe-se que as sucessivas diminuicdes de pH foram menos influentes na
diversidade do que foi a adicdo dos metais, principalmente quando houve adigédo do Fe. O
Dominio Bacteria apresentou maiores reducdes de bandas do que o dominio Archaea, que
sofreu menores influéncias as condi¢Ges operacionais. Comparando-se a diversidade de
bactérias e arqueias neste estudo, observa-se que as bactérias foram 56,5% maior que as
arqueias em termos de diversidade pelas bandas de DGGE apresentadas. Diminuic6es no pH e
adicéo sucessiva dos metais Fe, Zn e Cu foram associados a alteragdes temporais na estrutura
da comunidade bacteriana. Nas analises de sequenciamento para dominio Bacteria, apesar de
baixa qualidade do sequenciamento das bandas recortadas, foi possivel fazer uma comparacéao
entre 0 BLAST e a base de sequéncias do NCBI. Uma das bandas apresentou similaridade de
88 e 87% com clones ndo cultivados de Geobacter e Clostridum, respectivamente. Estes
microrganismos sao relatados como sendo redutores de sulfato. Outras duas bandas
apresentaram 91% de similaridade com clone ndo cultivado de bactérias. J& para o Dominio
Archaea, a anélise comparativa indicou similaridade de trés das cinco bandas com os clones
néo cultivados de Methanomicrobiales archaeon FSOHPNUO7IK8FO e duas das bandas com
0 género Methanosaeta sp. clone DI CO3, ambas arqueias relatadas como sendo presentes em
lodo granular de diversos tratamentos anaerobios. Conclui-se que a estimativa da diversidade
permitiu inferir que as alteracbes nas composi¢des das comunidades microbianas foram
devidas as condic¢Ges operacionais impostas.

Palavras-chaves: ASBR. Biologia Molecular. DAM. Diversidade microbiana. PCR/DGGE.



ABSTRACT

The microbial characterization of this study was carried out by molecular biology techniques,
of granular sludge samples from precipitation of the metals iron, zinc and copper in sulphide
generated from a biological sequencing batch reactor (ASBR) to reduce the sulphate of
synthetic acid drainage mines in its different operational phases. The reactor was inoculated
with granular sludge from UASB reactor treating effluent from poultry slaughterhouse
operating in ratio COD/sulphate 1.0. Ethanol was used as electron donor and sodium sulphate
as electron acceptor. For this study, samples of sludge were taken on pH 5.0; pH 4.0; pH 4.0 +
Fe?*, pH 4.0 + Fe*"; zn*"; pH 4.0 + Fe*"; Zn®"; Cu*" whenever maximum reduction of
sulphate in the reactor occurred. The inoculums was also studied for comparison. After
collecting all samples, the extraction of DNA was carried out, followed by purification and
amplification to RNAr16S for the studied Domains and the sequences were separated by
DGGE. The structure of the communities was analyzed in view of the composition and
richness of DGGE bands in microbial consortia. The DGGE bands’ profile analysis allowed
visualization of the dynamics of the microbial population present in each phases of the AMD
biological treatment. Results showed that a higher variation occurred in diversity of
microorganisms of the Bacteria domain than that in Archaea in treatment with the operating
parameters studied. Among these observations, it is perceived that the successive decreases in
pH were less influential in diversity than it was the metals additions, mainly when there was
addition of Fe. The Bacteria domain presented higher reductions bands than the Archaea
domain, which suffered lower influences from operational conditions. When comparing the
diversity of Bacteria and Archaea in this study, it is observed that the bacteria were 56.5%
higher than the Archaea in terms of diversity by DGGE bands presented. Diminishing in pH
and successive addition of the metals Fe, Zn and Cu were associated with temporal changes in
the structure of bacterial community. In sequencing analysis to Bacteria domain, although the
low quality of the sequence of the cut bands, it was possible to make a comparison between
BLAST and the base of sequence of the NCBI. One of the bands presented a similarity of
88% and 87 with uncultivated clones of Clostridum and Geobacter, respectively. These
microorganisms are reported to be sulphate reducers. Two other bands presented 91%
similarity with the uncultivated clone of bacteria. For the Archaea domain the comparative
analysis indicated similarity of three of the five bands with the uncultivated clones of
archaeon Methanomicrobiales FSOHPNUO7IK8FO and two of the bands with the genus
Methanosaeta sp. clone DI CO3, both of then reported as present in granular sludge of several
anaerobic treatments. It is concluded that the estimate of diversity allowed inferring that the
alterations in the composition of microbial communities occurred due the imposed operations
conditions.

Keywords: AMD. ASBR. Molecular Biology. Microbial Diversity. PCR-DGGE
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1 INTRODUCAO

Os bens minerais apresentam uma importancia significativa para a sociedade, a tal
ponto que algumas das fases de evolugdo da humanidade foram divididas em funcdo dos tipos
de minerais utilizados, como a idades da pedra, do bronze, do ferro, entre outras.

Hoje em dia, 0 uso dos minerais esta diretamente relacionado a qualidade de vida de
uma populacdo, uma vez que as necessidades bésicas do ser humano como moradia,
alimentacdo, salde, vestuario e uso de tecnologias sdo atendidas essencialmente por estes
recursos.

A atividade mineral, reconhecida internacionalmente como atividade alavancadora do
desenvolvimento, disponibiliza para a sociedade recursos minerais essenciais ao seu
desenvolvimento e toda gama de elementos intrinsecos ao desenvolvimento econdmico e
social de um povo. Segundo o Ministério das Minas e Energia, o PIB do setor mineral atingiu
o valor de US$ 69 bilhGes, com participagdo de 4,2% no PIB nacional (MME, 2011).

Impulsionada pelo aumento no consumo, a industria mineradora movimenta maiores
volumes de minerais, facilitado pela automagdo dos processos e as novas técnicas capazes de
obter maior eficiéncia na lavra e no processamento, assim, incrementando também a geragéo
de materiais indesejaveis (estéreis e rejeitos) ricos em sulfetos.

Esta geracdo afeta distintos setores da industria mineral, incluindo as mineracdes
carboniferas, as mineracdes de metais sulfetados e mineragdes de urénio. Por este fato, as
praticas mineradoras sdo também conhecidas por gerarem grandes impactos ambientais,
dentre eles a Drenagem Acida de Mina (DAM) que pode ser uma forma aguda e até mesmo
persistente de poluicdo, inclusive aquéatica, que leva a liberacdo de contaminantes
potencialmente ecotoxicos em aguas superficiais e subterraneas.

Os contaminantes comuns a DAM incluem metais e metal6ides como arsénio (As),
cadmio (Cd), cobre (Cu), ferro (Fe), niquel (Ni), manganés (Mn), o chumbo (Pb) e zinco (Zn)
que podem ocasionar problemas associados com concentracGes elevadas de sulfato e
concentracdo de metais, além da acidificacdo dos cursos de &gua superficiais que podem
causar reducdo da produtividade biolégica nestes ambientes e ainda em Ultima instancia
atingir mananciais de abastecimento de 4gua de uma populacéo, podendo ocasionar, em casos
extremos, problemas de saude publica, devido a exposicdo das populacdes locais aos metais

contaminantes.
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Dentre os tratamentos disponiveis para a DAM tem se estudado o tratamento bioldgico
atraveés de biorreatores anaerébios. Sendo um processo biologico, geralmente, a diversidade
microbiana € influenciada pelas condi¢Ges operacionais usadas, como a natureza do substrato,
a relacdo DQO/S0%™, a taxa de carregamento do substrato, tempo de detencdo hidraulica
(TDH), o pH operacional, temperatura, etc.

A correlacdo dos dados de operacdo de um reator biolégico com o perfil da
comunidade microbiana podera ajudar a melhor entender o processo gque esta ocorrendo no
reator e a aperfeicoar as condic¢Ges do sistema em prol de uma melhor eficiéncia.

Durante muitos anos, o conhecimento da microbiologia de processos bioldgicos
ambientais e mesmo da digestdo anaerdbia, foi e ainda €, considerado como uma *“caixa-
preta”, principalmente devido as limitacdes de isolamento e cultivo de microrganismos, que
sdo fastidiosas ou extremamente seletivas, subestimando a diversidade e dificultando a
compreensdo de processos metabdlicos envolvidos no processo.

Atualmente, este problema tem sido grandemente diminuido e o conhecimento da
microbiologia ambiental tem se alargado muito com o uso e avanco das técnicas de biologia
molecular, que sdo independentes do isolamento e cultivo de microrganismos e, muitas vezes,
permitem o estudo dos mesmos no préprio ambiente.

Alinhando-se conhecimentos sobre o processo de digestdo anaerobia em sistemas de
tratamento e o conhecimento das principais técnicas de biologia molecular envolvidas em
estudos de ecologia microbiana, este trabalho buscou avaliar a diversidade microbiana
presente nas diferentes fases operacionais de um reator anaerdbio de batelada sequencial —
ASBR utilizado para tratar drenagem acida sintética através precipitacdo de metais pelo

sulfeto gerado por via biologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi de estudar a dindmica dos microrganismos
envolvidos na reducdo DQO/S03%™ e na precipitacdo de metais em reator anaerébio de batelada
sequencial (ASBR) de bancada, durante a variacdo de parametros operacionais no tratamento

de drenagem acida de minas sintética.

2.2 Objetivos especificos

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e investigar a distribuicdo dos microrganismos dos dominios Bacteria e Archaea
predominantes no reator pela aplicacdo da técnica de biologia molecular PCR-DGGE;

e comparar os resultados do PCR-DGGE entre as diferentes fases operacionais e
correlacionar a populacéo microbiana entre essas fases; e

e identificar os microrganismos detectados pela técnica PCR-DGGE por meio do
sequenciamento de bandas excisadas do DGGE com amplicons do gene RNA

ribossomal 16S para os Dominios Bacteria e Archaea.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Drenagem &cida de minas e a sua microbiologia

A poluicdo hidrica causada pelas drenagens acidas é provavelmente o impacto
ambiental negativo mais significativo das operagdes da mineracdo, beneficiamento e
rebeneficiamento. Além da formagcdo de DAM na cava da mina, a percolacdo da agua da
chuva através dos rejeitos gerados nas atividades de lavra podem alcancar os corpos hidricos
superficiais e subterraneos causando constantes desequilibrios no ecossistema (FARFAN et
al., 2004).

Ainda segundo Farfan et al. (2004) ,os efeitos deletérios dessas drenagens, percebidos
pela mortandade de peixes e da vegetagdo dessas areas, sdo consequéncias da solubilizagdo de
metais tais como cobre, zinco, niquel, manganés e aluminio que sdo toxicos a biota. Alem
disso, grandes quantidades de sulfatos de célcio, magnésio, sodio e ferro (ferroso e férrico)
sdo lancados nos corpos receptores. Os ions férricos formam hidroxidos que reagem com
cations (potéassio, prata, sédio ou aménio) formando precipitados de coloragdo que vao do

amarelo ao vermelho tijolo, caracteristicos das DAMs.

O mais importante é que a geracdo da DAM pode durar milhares de anos, assim, a
acidez, a salinidade, a geracdo de sedimentos, o elevado teor de metais dissolvidos e a

toxicidade desses metais justificam a importancia ambiental e os custos para a sociedade.

Efluentes que contém elevadas concentracfes de sulfato sdo produzidos por um grande
namero de processos industriais, tais como processos de galvanoplastia, lavador de gases
industriais, desintoxicagéo de solos contaminados com metais, etc.. Em termos de volume de
efluente, a fonte mais significativa de polui¢cdo com aguas ricas em sulfato é notadamente das
industrias mineradoras, principalmente as de carvao, uranio e metais pesados. Essas aguas séo
ricas em sulfato, ferro dissolvido e podem ser muito acidas (pH <4), sendo frequentemente
referidas como Drenagem Acida de Mina (DAM) (KOLMERT; JOHNSON, 2001).

A DAM pode ter sua formagdo no interior da cava da mina ou em sistemas de
deposicdo de estéril ou rejeito. Como resultado da prépria atividade de mineracdo, ha
exposicao da pirita (FeS,) e outros sulfetos a dgua e a atmosfera, resultando na sua oxidacgéo.
Esse processo ocorre espontaneamente, produzindo é&cido sulfdrico que aumenta a
solubilidade de metais presentes no solo e rochas (NORDWICK et al., 2003).
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Segundo Amaral-Zettler (2002), os ambientes acidos podem ocorrer naturalmente em
areas contendo sulfetos, como é o exemplo do Rio Tinto na Espanha, o “Rio de Fogo”. O Rio
Tinto com mais de 100 km de extenséo é considerado um ecossistema incomum devido a
acidez de suas aguas (valor de pH entre 1,5 e 3,0), a sua alta concentracdo de metais em

solucéo (Fe, As, Cu, Zn, Cr e outros) e, ainda ao inesperado nivel de diversidade microbiana.

Fernandéz-Remolar et al. (2005), observaram pelos registros geologicos conduzidos
em seus experimentos que as condi¢fes extremas acidas do Rio Tinto sdo mais antigas do
que as atividades de mineracdo da area, sugerindo assim, que elas sdo naturais e ndo
consequéncias de contaminagdo industrial. Devido & extenséo e facilidade de acesso, o Rio
Tinto tem sido considerado um modelo de sistema interessante para o estudo de ambientes
acidos.

Por outro lado, em ambientes antropizados em decorréncia da mineragédo, os fatores
que determinam a velocidade de geracdo de DAM, segundo Akcil e Koldas (2006), sédo
notadamente, 0 pH, temperatura, exposicdo ao oxigénio, agua, atividade quimica do Fe**, area
superficial de sulfetos metalicos e atividade microbiana. Na primeira etapa do processo ha a
oxidacéo do sulfeto metalico, que pode ocorrer de forma abidtica (Equacéo 1). Entretanto, na
presenca de procariotos litotroficos, hd o aumento da velocidade de oxidagdo do mineral por

meio da producgdo de ion férrico (Equacao 2).

Fe,S + 6 Fe™ + 3H,0 — 7 Fe*? + S,032 + 6 H* (1)

4Fe”+0,+4H" - 4Fe™ +2H,0 (2)

Ainda segundo Akcil e Koldas (2006), o tiossulfato resultante da oxidacao da pirita,
bem como outros compostos inorganicos de enxofre e enxofre elementar podem sofrer
oxidacdo até sulfato por espécies dos grupos Bactéria e Archaea (Equagdo 3),
disponibilizando ions H* em solucéo. Além disso, em pH entre 2,3 e 3,5, ocorre liberacio de
fons H” resultantes de uma precipitacdo do ion férrico como Fe(OH)s e jarosita, contribuindo

para a reducéo do pH da solucdo (Equacao 4).

$,032 + 20, + H,0 — 2 H" +2 50,72 (3)
Fe*® + 3H,0 — Fe(OH)3 + 3H* (4)
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A dissolucdo de sulfetos metalicos por microrganismos ocorre principalmente devido
as bacterias acidofilicas extremas (pH 6timo abaixo de 3) que oxidam tanto os compostos
inorganicos de enxofre quanto o ion ferroso (AKCIL e KOLDAS, 2006).

Em funcdo da limitada disponibilidade de substratos nos ambientes de mineragéo, o
meio seria tipico para ocorréncia de baixa diversidade microbiana. Entretanto, Xie et al.
(2011) encontraram uma grande variedade de microrganismos procariotos incluindo
litoautotroficos, organoheterotréficos, litoheterotroficos e 0s anaerdbios e ainda um
subconjunto desses microrganismos que sdo capazes de fixar carbono e nitrogénio. Estes
autores encontraram como 0 mais classico representante dessa biota 0 grupo pertencente ao
género Acidithiobacillus, incluindo Acidithiobacillus ferrooxidans. Também determinaram
como presentes em DAM Leptospirillum spp., Ferroplasma spp., Sulfobacillus spp.,

Ferromicrobium spp. e Acidimicrobium spp.

Gonzalez-Toril et al. (2003), estudando a microbiota do Rio Tinto, na Espanha,
identificaram varias espécies de microrganismos acidofilos, como A. ferrooxidans, A.
thiooxidans, L. ferrooxidans, Thermoplasma acidophilum, Ferroplasma acidiphilum,

Ferroplasma spp, dentre outros.

Enquanto ha relativamente grande informacdo sobre Bacterias, pouco ainda €
conhecido sobre as Archaeas em ambientes contendo DAM. As Archaeas mais conhecidas
sdo as acidofilicas termofilas (HALBERG, 2010).

3.2 Tratamento bioldgico da DAM e sua microbiologia

O emprego de processos bioldgicos de tratamento de aguas de mineracdo por meio da
reducdo de sulfato tem sido estudados, com diversos tipos de tratamento ja propostos.
Essencialmente sdo divididos em tratamentos passivos e ativos (KAKSONEN e PUHAKKA,
2007).

Dentre 0s processos passivos, incluem-se a bioestimulagdo do meio pela adi¢do de
fonte externa de carbono e a insercdo de barreiras reativas permedaveis, para aquiferos
subterraneos, e infiltracdo, lagoas anoxicas e alagados construidos, para drenagens de
ocorréncia superficial (KAKSONEN e PUHAKKA, 2007). Ainda segundo estes autores,
embora sejam de baixo custo e facil manutencdo, ha grande requisito de area, além da

dificuldade de recuperacdo de metais e variacbes sazonais. Entre os tratamentos ativos
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usualmente empregados, encontram-se 0os metodos quimicos de neutralizacdo por aditivos
quimicos (cal), seguidos da incorporacdo de oxigénio (por meio de aeracdo), clarificadores e
barragens de decantagdo. Nestes métodos, a elevacdo do pH causa a hidrolise e precipitacéo
de metais dissolvidos que podem ser posteriormente recuperados.

Uma das alternativas ao tratamento ativo e mais promissora é o emprego de métodos
bioldgicos por meio de biorreatores. Esses sistemas sdo projetados para permitir a existéncia
de biomassa em elevada concentragédo e elevada atividade, reduzindo os requisitos de area.
Logo, o maior controle do processo permite que as desvantagens dos tratamentos passivos
sejam contornadas. A reducdo bioldgica de sulfato no tratamento de DAM tem sido estudada
em diferentes configuracfes de reatores, a saber: batelada (NECULITA e ZAGURY, 2008),
reatores de mistura com agitacdo continua e filtros anaerobios (MAREE e STRYDOM,
1985), reatores de leito fluidizado (SOMLEV; BANOV, 1998) e reator UASB (RODRIGUEZ
et al., 2012) além de outros.

Segundo Sanches-Andrea et al. (2014), embora varios fatores devam ser levados em
consideracdo para um desempenho ideal de um biorreator, o processo € dirigido
essencialmente por microrganismos, por isso, a sobrevivéncia das comunidades microbianas,

a sua atividade e o seu crescimento sdo cruciais.

Ainda, segundo os mesmos autores, o pH, o tipo de inoculo e o substrato tém o maior
efeito sobre a composicdo microbiana no tratamento da DAM em reatores. O pH afeta
diretamente a atividade de diferentes microrganismos, dependendo do tipo de indculo, pode
predominar certas comunidades acidotolerantes ou acidofilicos. J& o tipo de substrato pode
influenciar a complexidade das comunidades. Alguns pesquisadores compararam a influéncia
de diferentes aspectos sobre o tratamento biolégico da DAM em biorreatores, como diferentes
inéculos (PRUDEN et al., 2007), o tipo de substratos orgénicos utilizados e também as
caracteristicas da DAM afluente (HIIBEL et al., 2011; LINDSAY et al., 2011).

A combinacdo de técnicas baseadas em cultura e abordagens moleculares bioldgicas
independentes de cultivo nas ultimas décadas tem aumentado muito a compreensdo do
funcionamento de comunidades microbianas em geral e dos processos de biorremediacdo em
particular. Apesar disso, as comunidades microbianas utilizadas para o tratamento da DAM
ndo tem sido extensivamente analisadas como em outros ambientes (SANCHEZ-ANDREA
etal., 2014).

Os mesmos autores, pesquisando a filogenia de microrganismos detectados em

diferentes processos de tratamento da DAM através de genes do RNA 16S sequenciados,
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tanto em dados presentes em banco de dados (NCBI ou EMBL) como em publicacdes de
trabalhos cientificos de outros autores, encontraram sequéncias pertencentes aos Dominios
Bacteria e Archaea em diferentes tratamentos da DAM em biorretatores. Quando o metano
estava presente durante a operacdo do reator o Dominio Archaea analisado resultou na
deteccdo de metanogénicos pertencentes ao filo Euryarchaeota. Para o Dominio Bacteria,
treze diferentes filos foram identificados incluindo Chloroflexi, Chlorobi, Proteobacteria
(classes Alpha-, Beta-, Gamma- Delta- e Epsilon-Proteobacteria), Firmicutes, Actinobacteria,
Planctomycetes,  Spirochaetes,  Acidobacteria, Bacteroidetes,  Verrucomicrobia,

Gemmatimonadetes, Synergistetes e Caldiserica.

De maneira geral, é assumido que em ambientes &cidos ha baixa biodiversidade de
bactérias, arqueias, virus e eucariotos. Contudo, uma alta diversidade tem sido observada em
biorretores tratando DAM, onde dependendo do substrato adicionado, a comunidade
microbiana pode ser muito diversa com microrganismos variando de fermentadores
celuloliticos, bactéria redutora de sulfato - BRS, acetogénicos e metanogénicos (HIIBEL et
al., 2011; PEREYRA et al., 2012).

Em seus estudos de desempenho de reatores sulfetogénicos, Hiibel et al. (2011)
encontraram que a diversidade microbiana em biorreatores tratando DAM com substrato
ligno-celulésico foi maior do que aquele utilizando como substrato o etanol. O
sequenciamento do gene RNAr 16S dos clones revelaram que a proporcdo de bactérias
redutoras de sulfato no reator operado com substrato sendo o etanol foi de quase 70%,

enquanto que para o ligno-celulosico foi de apenas 3% da populacdo sequenciada.

3.3. Estudos de Ecologia Microbiana

O principal objetivo do diagnostico microbiologico € uma rapida identificacdo de
microrganismos em ambientes naturais ou como patégenos do homem, dos animais e das
plantas. Por varios anos, investigacfes e estudos microbiologicos em diversos ambientes,
inclusive para a DAM (HAM; KIN 2009), eram realizados unicamente por microscopia e
técnicas de cultivo em meios de cultura enriquecidos com substratos de interesse a fim de se
selecionar espécies especificas, desta forma contribuindo para o entendimento do

metabolismo microbiano nas condi¢fes impostas (BATISTA, 2008).

Contudo, essas tecnicas convencionais oferecem limitacfes em relagdo a analise da

diversidade microbiana de um ecossistema, porque ndo séo capazes de simular as condic¢oes



23

ambientais que 0s microrganismos exigem para proliferagdo. Além disso, muitos
microrganismos ndo sdo detectaveis por microscopia convencional por permanecerem ligados
as particulas de sedimentos e muitos ndo sdo cultivaveis por exigirem condi¢cbes ambientais
dificeis de serem mantidas em laboratérios (MUYZER et al., 1996).

Amann et al. (1995) estimaram que aproximadamente de 90 a 99% dos
microrganismos nao podem ser isolados de seus habitat naturais em culturas puras.
Corroborando com este fato, microrganismos presentes em ambientes extremos como 0s
acidofilos quimiolitotroficos estritos, em geral, ndo crescem facilmente, especialmente em
meios sélidos (JOHNSON, 1995).

Nas Gltimas décadas a biotecnologia tem se desenvolvido muito. Um marco relevante
nesse desenvolvimento foi a descoberta, em 1953, da estrutura e das propriedades do DNA
por Watson e Crick. A partir de entdo, a Genética e a Biologia Molecular passaram a se
desenvolver em ritmo acelerado, contribuindo para a incorporacéo de técnicas de manipulacéo
do DNA in vivo a biotecnologia (MADIGAN, 2004).

Desde meados de 1980, tem sido possivel o estudo da diversidade e ecologia
microbiana em ambientes naturais por meio de técnicas de biologia molecular, (MUY ZER et
al., 1993), alcancando-se, assim, novas oportunidades para a analise da estrutura e da
composicao de espécies de comunidades microbianas nos mais diversos ambientes (HEAD et
al.,1998). Essas técnicas, mais rapidas e que muitas vezes permitem identificacao mais
precisa que os métodos de cultivo, buscam analisar a estrutura da comunidade microbiana ou
a deteccdo de organismos especificos em amostras mais complexas (AMANN et al., 2001),

como a dos biorreatores.

Um divisor de &guas para a evolugdo dos métodos de analise das comunidades
microbianas foi a descoberta de uma subunidade do RNA ribossomal, o RNAr 16S, que
contém regifes de sequéncias de bases de nucleotideos, que se mostram altamente
conservadas dentro do dominio bacteriano, e que sdo intercaladas por regiGes altamente
varidveis. A partir deste conhecimento foram desenvolvidos métodos moleculares para
estudo da microbiota, nos quais 0s microrganismos constituintes de dada amostra sé@o
identificados a partir de seu material genético independente de serem ou ndo cultivaveis
(PACE et al., 1986).

A variacdo genetica do RNAr 16S tem sido bem explorada para inferir relagdes
filogenéticas entre 0s microrganismos e para “desenhar” sondas nucleotidicas especificas para

a deteccdo de grupos microbianos individuais em habitats naturais. Estas técnicas sé@o
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aplicaveis também para se determinar a diversidade genética de comunidades microbianas e

identificar mesmo os microrganismos ndo-cultivaveis (MUY ZER et al., 1993).

Por questdes de manipulacdo laboratorial, trabalha-se mais frequentemente com a
sequéncia do DNA que codifica a regido 16S do RNAr (DNAr 16S). Isto porque o DNA ¢é
uma molécula mais estavel e mais facil de manipulacdo do que o RNA. A amplificacdo e
analise do gene DNAr, portanto, tém sido utilizadas comumente para investigar a
biodiversidade e a estrutura da comunidade microbiana de diversos ambientes, inclusive de
reatores anaerdbios tratando os mais variados tipos de efluentes como a DAM (BATISTA,
2008).

Dentre as varias técnicas utilizadas nos estudos de ecologia microbiana, destacam-se a
técnica de PCR-DGGE -sequenciamento, descrita em detalhes a frente. O uso combinado das
técnicas de biologia molecular PCR-DGGE tem sido bastante aplicado para avaliar a
diversidade microbiana em varios ambientes (MUY ZER, 1999). Estas técnicas oferecem um
caminho rapido, pois independe do cultivo dos microrganismos e possibilitam a avaliacdo da
diversidade relativa da microbiota e a identificacdo de populagdes predominantes no ambiente
(CASAMAYOR et al., 2000; DEMERGASSO et al., 2005), inclusive na analise de
microrganismos presentes na DAM (BATISTA, 2008; MOHAPATRA et al., 2011).Sua
aplicacdo aliada a outros métodos moleculares, revolucionaram todos 0s campos da
microbiologia, possibilitando a caracterizacdo cada vez melhor da diversidade de
ecossistemas complexos (HAN e KI1M, 2009).

3.3.1 A reacdo em cadeia de polimerase — PCR

Os métodos moleculares receberam grande impulso com o desenvolvimento da técnica
conhecida como PCR. Essa técnica foi desenvolvida por Saiki e colaboradores em 1985. E um
método de analise que tem como base a amplificacdo exponencial seletiva de uma quantidade
reduzida de DNA de uma Unica célula. Esta metodologia tem como finalidade produzir uma
quantidade apreciavel de um segmento especifico de DNA, a partir de uma quantidade
minima. O DNA molde sofre uma amplificacdo controlada por enzimas (polimerases),
obtendo-se milhdes de cdpias do fragmento de DNA de interesse. Como a reacdo de PCR é
especifica, pode-se obter a amplificacdo de sequéncias-alvo mesmo em uma amostra com
grande diversidade de sequéncias, permitindo a deteccdo de organismos especificos em

misturas heterogéneas.
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Cada ciclo de PCR consiste em trés fases: desnaturacdo do DNA molde, a 94-96°C;
ligacdo dos primers (anelamento), a 50-65° C; e a polimerizacdo do DNA, a 72° C. A primeira
fase faz a separacdo das cadeias de dupla hélice de DNA, através do calor. Esta é relevante
para a segunda fase, na qual dois primers de oligonucleotideos (sequéncias iniciadoras
complementares a de interesse - forward e reverse com as sequéncias complementares ao

fragmento alvo se ligam as sequéncias dos pares de bases complementares da cadeia molde).

Estes primers sdo desenhados e sintetizados de modo a ligarem-se as extremidades
opostas de cada uma das cadeias de DNA molde que se objetiva amplificar. Assim sendo, 0s
primers possuem a fungdo de ponto de partida para a replicacdo de DNA. Na terceira e ultima
fase, denominada de polimerizacdo, ocorre a sua extensdo. A enzima responsavel por esta
polimerizacdo € a DNA polimerase. Para execucdo de um ciclo, utiliza-se um Termociclador,
equipamento que faz variar de forma vigorosa o tempo e a temperatura ao longo do ciclo. Ao
final de cada ciclo completo de PCR, duas novas cadeias sdo sintetizadas, a partir da cadeia
molde. Assim, ocorre um crescimento exponencial de copias de DNA, havendo 2" copias, ao
final de n ciclos. Sdo necessarios, de um modo geral, 30 ciclos, realizados em apenas algumas
horas (MADIGAN, 2004; BLOOM, 2014).

Ainda, segundo Bloom (2014), o sucesso da PCR reside na capacidade que a reacao
tem de amplificar uma sequéncia precisa de DNA aliada a sua simplicidade, seu rigor, elevada
sensibilidade e especificidade. Mesmo que se encontre misturado com DNA de outras
espéecies, ndo € necessario isolar o DNA que se pretende amplificar, uma vez que a

especificidade da PCR é dada pelos primers. E uma técnica rapida, barata e segura.

No entanto, segundo apresentam Carrapa et al. (2005), a PCR também tem limitagdes,

como a:

e necessidade de conhecer a sequéncia de DNA a amplificar, para que possam ser
sintetizados primers especificos;

e relativa facilidade de ocorrer contaminacdo da amostra por DNA estranho (uma
vez que se trata de uma técnica muito sensivel);

e limitada extensdo da sequéncia que é possivel amplificar; e

e apossibilidade de incorporacao erronea de bases durante a replicagéo.
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3.3.2 Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

DGGE ¢ um metodo de impressdo digital molecular (fingerprint) que separa 0s
produtos de DNA gerados da PCR, uma vez que a PCR pode gerar modelos de mesmo
tamanho, mas diferentes sequéncias de DNA, que representam muitos dos organismos
dominantes da comunidade microbiana (RONDON et al., 2000).

O método foi desenvolvido por Fischer e Lerman (1983) e a partir de entdo sofreu
muitas mudancas no sentido de melhorias e adaptacGes para seu uso em diferentes campos de
pesquisa. Para o estudo de ecologia microbiana, a DGGE oferece um caminho rapido, pois
independe do cultivo dos microrganismos e possibilita a identificacdo de populagdes
predominantes no ambiente (DEMERGASSO et al., 2005).

A técnica do DGGE consiste na realizacdo de uma eletroforese em gel de gradiente
desnaturante, que permite a separacdo de moléculas de DNA de mesmo tamanho, mas de
distinta sequéncia de nucleotideos ao longo de um gradiente de desnaturacdo quimica. A
separagdo estd baseada na decrescente mobilidade eletroforética de moléculas de DNA fita
dupla, parcialmente desnaturadas em géis de poliacrilamida, contendo um gradiente linear de
agentes desnaturantes (solucdo de ureia e formamida) de DNA. O nivel em que ocorre a
desnaturacdo nesse gradiente depende principalmente do contetdo das bases nitrogenadas
guanina (G) e citosina (C) de cada sequéncia do DNA (MUYZER et al., 1993).

Esses agentes desnaturantes favorecem o rompimento das ligacdes (pontes de
hidrogénio) entre os nucleotideos, provocando a abertura das fitas. VVariagcdes nas sequéncias
nucleotidicas levam a uma diferenca nas condicGes de desnaturacdo e as moléculas com
diferentes sequéncias vdo cessar sua migracdo em posicdes diferenciadas no gel
(TAKETANI, 2010). A medida que as fitas de DNA v&o se abrindo, sua mobilidade no gel
vai diminuindo até o0 momento em que esta cessa. Regifes com maiores concentragcdes de
timina (T) e adenina (A) possuem ligagdes mais fracas (duas pontes de hidrogénio) em
contraste com ligacdes entre citosina (C) e guanina(G) (trés pontes de hidrogénio). Portanto,
pode-se dizer que quanto mais rica em GC for a sequéncia, mais abaixo em um gel de DGGE
esta banda se apresentard. Tais caracteristicas da técnica de DGGE sdo apresentadas na

Figura 1.

O DGGE, resumidamente, é uma técnica usada para separar fragmentos de DNA de

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

Segundo o0 mesmo autor, a migracdo diferenciada dos produtos de PCR amplificados
gera um perfil de bandas, geralmente cada banda separada pode ser interpretada como sendo
de um organismo presente no ambiente estudado. Por ter carater qualitativo e
semiquantitativo, esta técnica é particularmente Util para examinar séries temporais e

dindmicas populacionais, comparando partida e evolucdo de sistemas de tratamento.

- DGGE

P D0
B— D0x

NG & > -

nan N 4 B>

are 0 o -
GRADIENTE DE DESNATURANTES

TEMPO DE CORRIDA DO GEL

Figura 1 — Esquema ilustrativo do processo de desnaturacdo das sequéncias de DNA no
DGGE. Esta ocorre em suas regifes ricas em timina e adenina por possuirem
ligagbes mais fracas (apenas duas pontes de hidrogénio), com relacdo as ligagdes
entre citosina e guanina (que séo trés). Em vermelho pode-se observar o grampo GC
usado para impedir a desnaturacgéo total das fitas.

Fonte: TAKETANI (2010). Modificado.

Segundo Brucha (2007) pode ocorrer mais de uma banda presente no gel sendo
relacionada a um mesmo microrganismo, 0 que pode ocorrer pela coincidéncia nos dominios
de dissociacdo de fragmentos diferentes de DNA com 0 mesmo ndmero de nucleotideos A-T
e C-G.

Além disso, a técnica de DGGE possui vantagens e desvantagens (CORTEZ, 2009;
BRUCHA, 2007):

e Vantagens:
o taxa e sensibilidade de deteccéo elevadas;

o0 metodologia simples e uso de método de detecgdo nao radioativo;
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0 permite estudar de maneira rapida e simples a variabilidade espago-temporal das
populacdes, pois adota padrdes de banda; e
o os fragmentos de PCR podem ser isolados a partir do gel e empregado em reacdes

de sequenciamento.

e Desvantagens:
0 exige a analise por computador bem como experiéncias prévias;
O requer a compra de equipamento especifico;
0 0s primers sdo caros e primers adicionais podem ser (teis na sequenciacao; e
0 0 método envolve o uso de formamida e acrilamida (produtos quimicos toxicos,
pode causar irritacdo ao trato gastrointestinal, cefaleia, inconsciéncia, e afetar o

sistema nervoso central).

Apesar das desvantagens mencionadas acima, essa técnica de biologia molecular tem
sido muito bem aplicada para estudo da diversidade microbiana em amostras naturais e em
biorreatores (HAM; KIN, 2009).

Segundo Mohopatra et al. (2011), a técnica de DGGE tem sido extensivamente
utilizada para o estudo da diversidade genética de procariotos em ambientes impactados pela
DAM, atraves do uso do gene RNAr 16S. Também, Kinnunen e Puhakka (2004) ja usaram a
técnica de DGGE para caracterizar a populacdo de procariotos dos dominios Archaea e
Bacteria existente no lodo do tratamento de efluente da mina de Pyhasalmi através de reator
de leito fluidizado.

Lu et al. (2011), utilizaram a técnica de DGGE para andlise da comunidade
microbiana em tratamento de DAM em reatores sulfetogénicos com pH 3,0 tendo palha de
arroz como fonte de carbono. Através de sequenciamento de bandas do gel de DGGE
obtiveram dados de microrganismos  pertencentes aos  géneros  Eubacterium e

Pseudobutyrivibrio e a familia Clostridiaceae.

PCR - DGGE é uma combinacdo de técnicas moleculares amplamente utilizadas para
a descricdo da estrutura e da diversidade em comunidades microbianas baseadas no DNA

extraido, como é o caso deste estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O fluxograma abaixo (Figura 2) apresenta uma sintese de todas as etapas da

metodologia, as quais serdo descritas a seguir.

I Coleta das amostras I

0

Lodo Indculo do
Reator UASB

Lodo Reator ASBR

Lodo fases
operacionais1a5

U

I Extracdo e Purificacao |

I DNA microbiano total I

U

I PCR de DNAr 16S I
Dominio Archaea Dominio Bacteria
| DGGE | | DGGE |
Reamplificagdo DNAr 16S Reamplificagdo DNAr 16S
\\ J
h 4 Base de
I Sequenciamento I dados

I Anilise filogenética I #I Identificacdo I

Figura 2 — Fluxograma experimental representativo das etapas do trabalho.
Fonte: Do autor.




30

4.2 Caracteristicas do Reator ASBR

As amostras analisadas no presente trabalho foram coletadas de um Reator Anaerdbio
de Batelada Sequencial (ASBR), localizado no Laboratério de Biotecnologia Anaerébia —
Biotech, da UNIFAL-MG, campus Pocos de Caldas (Figura 3). O ASBR foi operado em
escala de bancada por FRANCO (2014) que avaliou a precipitacdo de metais provenientes de
drenagem &cida de minas sintética pelo sulfeto gerado por via bioldgica, sob diferentes faixas
de pH (6,0, 5,0 e 4,0) e pH 4,0 com incremento sequencial dos metais ferro (Fe**) na forma
FeCl,.7H,0, zinco (Zn*") na forma ZnCl, e cobre (Cu?*) na forma CuCl, com relagdo
DQO/S03~ igual a 1, conforme apresentado na Tabela 4.1. O doador de elétrons utilizado foi

etanol e sulfato de sodio utilizado como receptor de elétrons.

Figura 3 — ASBR tratando DAM sintética.
Fonte: FRANCO (2014).

O reator, com volume util de 6 litros foi inoculado com lodo biol6gico (volume de
1L), proveniente de Reator Anaerdbio de Manta de Lodo (UASB) da estacdo de tratamento de
aguas residuarias do abatedouro de aves da Avicola Dacar S.A., localizada em Tieté-SP. Este

lodo jé foi caracterizado por Hirasawa (2007) como sendo de rica diversidade microbiana.
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Este lodo foi identificado, neste estudo, como “Amostra zero (0)” e submetido ao
mesmo protocolo dos demais para caracterizacdo da diversidade microbiana, servindo como
padréo para comparacdo da diversidade microbiana ao longo das fases operacionais estudadas
(Tabela 1).

Tabela 1 — Fases de operacdo do ASBR e a composi¢do da drenagem &acida sintética.

Tempo Composicdo da DAM sintética (mg.L™)
Fases operacao pH Na, SO, MgSO,. NaH,PO, NH,ClI FeSO,. ZnCl, CuCl,
(dias) 7H,0 7H,0
I 78 6,0 590 88 68 115 17 15 -
I 25 50 590 88 68 115 17 15 -
i 34 4,0 590 88 68 115 17 15 -
v 37 40 356 110 68 115 450 15 -
\Y 8 40 356 110 68 115 450 46 -
VI 8 40 356 110 68 115 450 46 13

Fonte: Do autor.

Durante as trés primeiras fases (I, 1l e Ill) o reator foi operado apenas contendo
biomassa, 4gua 4cida sintética, etanol e sulfato. Nas fases IV, V e VI, foram adicionados Fe?*
na concentracdo de 100 mg'L'l, 0 Zn** nas fases V e VI na concentragio de 20 mg'L'l eo

Cu® na fase VI na concentracdo de 5 mg'L'l.

As operagdes duraram oito meses, durante os quais o tempo de cada fase variou, sendo
a primeira fase mais longa, visando a aclimatacdo dos microrganismos e o0 tempo necessario

para o estabelecimento da sulfetogénese (FRANCO, 2014).

4.3 Coleta e preparo das amostras

Ao final das fases operacionais de 1l a VI, que foi estabelecida quando a reducgéo de
sulfato se estabilizasse no reator, duas amostras aproximadas de 2 mL cada de lodo granular
foi obtida e congelada a —20°C até o0 momento da extracdo do DNA. Dessa forma, criou-se um

grupo de seis amostras, conforme Quadro 1.

As amostragens 1 e 2 de lodo ocorreram quando reator foi operado sem adicdo de
metais, apenas contendo agua acida sintética, etanol e sulfato em pH 50 e 4,0,
respectivamente. Nas fases de IV a VI, o reator foi alimentado com os metais Fe**, Zn** e
Cu?*, em pH 4,0, conforme descrito anteriormente, onde ocorreram as amostragens 3, 4 e 5,

respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Condic¢des operacionais das amostragens.

Amostras Condigdes operacionais

0 Lodo do indculo — reator UASB — avicola Dacar

1 Lodo ASBR reducdo maxima S03~; pH 5,0

2 Lodo ASBR reducdo maxima S03~; pH 4,0

3 Lodo ASBR reducéo méxima S03~; pH 4,0 + Fe®*

4 Lodo ASBR reducéo méxima S03~; pH 4,0 + Fe**+ Zn**

5 Lodo ASBR reducéo méxima SO3~; pH 4,0 + Fe”*+ Zn** + Cu®*

Fonte: Do autor.

4.4 Extracao e purificacdo de DNA

Para cada extracdo, cerca de 1 mL de lodo granular foi adicionado a um frasco de
vidro contendo 0,5 g de pérolas de vidro (glass beads) estéreis e agitado manualmente por 20
minutos para obter-se uma massa de lodo homogénea. Em seguida, cada amostra foi
submetida a extracao e purificagdo de DNA.

Para a extracdo e purificacdo de DNA dos microrganismos que estiveram presentes
nas amostras do indculo e nas amostras das diferentes fases operacionais do ASBR foi
utilizado o Kit Wizard DNA Clean Up e Wizard Clean Up System (Promega®), segundo
protocolos do fabricante (Anexo 1 e 2, respectivamente).

Para cada amostra de lodo das amostras 0 a 5, as extracGes foram feitas em duplicatas
(amostras A e B) a fim de se obter uma quantidade suficiente de DNA que fosse
representativa da comunidade microbiana presente na amostra.

A extracdo e purificacdo foram confirmadas em corrida eletroforética vertical das
amostras em géis de agarose 1,5% preparados com TEB 0,5X em cuba eletroforética
DIGEL®, por 60 minutos a 100 V.

Apbs a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio 150ug/200mL por
20 minutos, lavados em agua destilada (10 minutos) e fotodocumentados através de

transiluminador UV e do sistema de fotodocumentacéo L-Pix STi (Loccus®).
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4.5 Amplificacdo do rDNA 16S pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase

O DNA total proveniente das amostras foi utilizado para a amplificacdo de uma regido
variavel do gene RNAr 16S através do par de primers 968f acoplando a um GC Clamp
(grampo GC) e 1401r, especifico para o dominio Bacteria segundo Heuer et al. (1997). Para
reacOes de amplificacdo para o dominio Archeae foi utilizado o par de primers ARC 1100f-
GC Clamp e ARC 1400r, segundo Kudo et al. (1997) (Quadro 1).

DOMINIO Primer Sequéncia 5'>3’
968F+GC GC - AAC GCG AAG AACCTT AC
DNAr 16S de
. 968F AAC GCG AAG AACCTT AC
Bacteria
1401R CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
1100F+GC GC-AAC CGT CGACAG TCAGGY AACGAGCGAG
DNAR 16S de
Arch 1100F AAC CGT CGA CAG TCAGGY AACGAGCGAG
rchaea
1400R CGG CGA ATT CGT GCA AGG AGC AGG GAC
. CGC CCG CCG CGL GCG GCG GGL GGG GCG GGG GCA
Sequéncia do grampo GC:
CGG GGG G

Quadro 1 — Descricdo dos primers dos dominios Bacteria e Archaea utilizados nas reacdes
de PCR das amostras deste estudo.
Fonte: Do autor.

A sequéncia rica em G+C (GC Clamp) acoplada a extremidade 5’ dos primers serve
para impedir a completa desnaturacdo do fragmento de DNA durante a separagéo em gel de
DGGE.

Cada reacédo de amplificacdo (dominios Bacteria e Archaea) continha, na concentragao
final de 50pL, tampdo de PCR 1X (Promega®), 0,8 M de dNTP Mix (Promega®), 0,2 pM de
cada primer (Invitrogen®), 0,5 U de Taq DNA Polimerase (Promega®), e 10 uL da amostra de
DNA (~ 50 ng). (Tabelas 3 e 4). Para cada par de primers se ajustou a concentra¢do de MgCl,
(Promega® bem como as temperaturas de desnaturacdo, anelamento e extensdo nos

programas do termociclador MaxyGene Gradient (Axygen®).
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Tabela 3 — Concentracgdo final dos reagentes para execuc¢do da PCR para Dominio Bacteria.

Reagentes Estoque Concentracédo final ~ Volume para reacéo

na reacao de 50 pL
Solucéo tampéo da Taq 10X 1X 5uL
MgCl, 50 mM 1,5mM 1,5 uL
Primer 968F 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
Primer 1401R 20 uM 0,2 iM 0,5 uL
Taq polimerase 5U/uL 05U 0,4 uL
dNTPs 100 mM 0,8 mM 0,4 uL
DNA -- 50-100ng --
Agua destilada -- -- q.s.p. para 50 uL

Fonte: Do autor.

Tabela 4 — Concentracao final dos reagentes para execu¢do da PCR para Dominio Archaea.

Concentracéo final Volume para reacgéo

Reagentes Estoque na reacio de 50 L
Solucéo tampéo da Taq 10X 1X 5uL
MqgCl, 50 mM 3,5 mM 3,5uL
Primer 968F 20 uM 0,2 uM 0,5 uL.
Primer 1401R 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
Taq polimerase 5U/uL 05U 0,4 uL
dNTPs 100 mM 0,8 mM 0,4 uL
DNA -- 50-100ng --
Agua destilada -- -- q.s.p. para 50 uL

Fonte: Do autor.

A mistura de 4gua e tampéo foram acrescentados, 0 MgCl,, os dNTPs, seguido dos
Primers, e, por ultimo a Tag-polimerase. Como foram realizadas varias amplificaces,
preparou-se uma mistura (mix) contendo as enzimas, que foi distribuida em aliquotas nos
tubos de PCR contendo as amostras de DNA (1pL). Para esta manipulacdo foi utilizado
ponteiras livres de Rnase/Dnase (Axygen®). As preparacdes foram realizadas em camara
asséptica previamente preparada e mantidas sob refrigeracdo constante em gelo.

Cada programa consistiu de um passo inicial de desnaturacdo do DNA a 94°C, seguido
de um namero de ciclos de amplificacdo adaptado para cada par de primers e extensdo final a
72°C. Para o Dominio Archaea foi utilizado uma rampa de -0,5°C nos 10 primeiros ciclos de
anelamento (Figuras 4a e b).

A amplificacdo foi confirmada em corrida de eletroforese em géis de agarose 1%,
corados com 0,02 pL/mL SYBR Safe 10.000X em DMSO (Invitrogen) no laboratério de
Recursos Microbianos do CPQBA-Unicamp antes de se proceder o DGGE.
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Dominio Bacteria

Par de Primers: 968F/1401R (a)
MgCl,: 1,5mM
1 ciclo 35 ciclos 10 ciclos
/NN
ToC 94 i 94 | 58 | 72 i 58 | T2 |4
Tempo . 500 | 1:00 | 1:00 | 200 | 0:30 | 1:00 | oo
Dominio Archaea (b)

Par de Primers:1100R/1400R
MgCl;: 3,5 mM

1ciclo | 10 ciclos 30 ciclos 1 ciclo

-0,5°C

TC 0 94 94 i 61 | 72 | 94 i5 | 72 | 72 "2
Tempo : 1:30 :; 0:30 ; 0:30 : 1:30 ; 0:30 : 0:30 : 1:30 : 3:00 00

Figura 4 — Primers e programas utilizados na amplificacdo. (a) Dominio Bactéria (b)
Dominio Archaea.
Fonte: Do autor.

4.6 Estudo da comunidade microbiana obtidos pela técnica de Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante - DGGE

Os produtos da PCR amplificados no Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Unifal-MG, campus Pocos de Caldas-MG,
foram transportados sob congelamento até o Departamento de Recursos Microbianos do
Centro de Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da Universidade de
Campinas (CPQBA-UNICAMP) para realizacdo da técnica de DGGE.
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Para separar diferentes sequéncias dos segmentos de DNAr 16S utilizou-se o sistema
de DGGE INGENY PhorU (Ingeny®, Holanda) segundo o manual do Departamento de
Recursos Microbianos/CPQB-UNICAMP (Anexo 3). A partir das solugbes estoques
desnaturante 0 e 80%, como apresentado na Tabela 5, confeccionou-se os géis com gradiente
desnaturante estabelecido em 40 e 70% para o dominio Bacteria e gradiente 50 e 65% para o

dominio Archaea. Os volumes necessarios para cada gradiente sdo apresentados na Tabela 6.

A cada um desses volumes foram adicionados 150uL de persulfato de aménio 10%

(m/v) e 12uL de TEMED para acelerar polimerizagdo dos géis de poliacrilamida.

Tabela 5 — Concentracdo final dos reagentes para a preparacdo das solucdes estoque
desnaturante 0% e 80%.

Reagentes Solucdo Desnaturante 0%  Solugdo Desnaturante 80%
Poliacrilamida 30% 100 mL 100 mL
Tampdo TAE 20X 12,5mL 12,5 mL
Formamida (32%) - 160 mL
Uréia - 167,79
Agua MiliQ (g.s.p.) 500 mL 500 mL

Fonte: Do autor.

Tabela 6 — Volumes das solucGes desnaturantes (0% e 80%) necessarios para a confecgdo dos
gradientes de desnaturacdo nos geis de DGGE.

Concentracéo de Solucao 0% Solucéo 80% Volume Final
desnaturante (mL) (mL) (mL)
40 % 12,5 12,5 25
50 % 9,4 15,6 25
65% 4,7 20,3 25
70% 3,1 21,9 25

Fonte: Do autor.

Empregou-se 18 uL dos produtos de PCR do DNAr 16S com mais SuL de corante
tampéo de corrida (Promega) para eletroforese dos DNASs no gel de poliacrilamida em tampéo
TAE 0,5X, contendo os gradientes lineares de desnaturantes estabelecidos. A eletroforese foi
realizada por 16 horas a 100 V/60°C. Os géis foram corados com SYBR Safe 10.000X in
DMSO (Invitrogen) e depois visualizado em transiluminador UV e fotodocumentado

utilizando o equipamento ImageQuant (GE Healthcare).
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4.7 Analise dos géis de DGGE — Analises de agrupamento

A andlise de agrupamento separa as amostras em grupos que mantém e compartilham
caracteristicas comuns (perfis de conjuntos de bandas) a partir de uma matriz de similaridade
que foi gerada na da matriz de presenca e auséncia obtida dos dados dos geis de DGGE. O
grafico gerado por esta técnica denomina-se dendograma, que em forma de uma arvore
relaciona o nivel de similaridade na vertical e as amostras na ordem de agrupamento que
ocorreram na horizontal (ALVES et al., 2007).

Para a avaliacdo do perfil de diversidade das amostras e o célculo do coeficiente de
similaridade (Coeficiente de Dice, tolerdncia de 1%, medoto UPGMA) foi utilizado o
programa Bionumerics (Bionumerics 7.1 Applied Maths, Bélgica). O coeficiente de
similaridade entre duas amostras considera o nimero total de bandas presentes no DGGE e o
namero de bandas comuns, presentes nessas duas amostras. A equagdo Cs = [(2 X J)/(a +
b] x 100] foi utilizada para o calculo do coeficiente de similaridade entre duas amostras.
Onde a é 0 numero de bandas de uma amostra, b € 0o nimero de bandas de uma segunda
amostra e J é o numero de bandas comuns entre duas amostras. Para dois perfis idénticos de
DGGE o valor do coeficiente de similaridade é de 100% e perfis completamente diferentes
tem valores iguais a 0% (BRUCHA, 2007).

4.8 Preparo das amostras para sequenciamento

As bandas de interesse foram excisadas do gel de poliacrilamida do DGGE e
introduzidas em ependorfs contendo 50 uL de &gua ultra pura esterilizada e incubadas a 4°C

overnight, Apos esse periodo de incubacao esses tubos foram armazenados a -20°C.

Apos, testes preliminares de PCR foram realizados com aliquotas diluidas dos
fragmentos excisados do gel de DGGE, em varias diluicBes, no intuito de se obter uma

amplificacdo intensa, mas sem rastros de bandas inespecificas para sequenciamento.

As bandas dos géis de DGGE foram reamplificadas com o mesmo par de primers
citado anteriormente, porém sem o grampo G+C. Os programas de ciclos de PCR adotados

foram alterados aumentando-se a temperatura de desnaturagdo para 96°C. Os novos produtos
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de PCR de cada banda extraida foram purificados utilizando-se o kit Gel Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega®), protocolo em anexo (Anexo 4).

Para quantificacdo dos produtos de PCR, aliquotas de 2 pL foram aplicadas em gel de
agarose 2%, juntamente com low mass ladder (Invitrogen®), a fim de se estimar a
concentracdo de DNA em cada produto. Esse ladder consiste de uma mistura de fragmentos
de DNA de 100 a 2000pb com concentracdo conhecida. A eletroforese de 2,0 pL deste ladder
resulta em seis bandas contendo 100, 60, 40, 20, 10 e 5 ng de DNA, respectivamente, que sdo
utilizadas como um padréo comparativo para estimar a quantidade e a concentragédo de DNA

de uma amostra extraida ou de um produto de PCR.

4.8.1 Sequenciamento das bandas excisadas

Os produtos de PCR das bandas, uma vez purificados e quantificados, foram enviados
ao Setor de Sequenciamento de DNA do Centro de Estudos do Genoma Humano (USP) para
0 sequenciamento. As reagdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com protocolo
para 0 ABI 3730 DNA Analyser, um sistema de analise de DNA de 48 capilares com a
tecnologia Life Technologies — Applied Biosystems. As reacfes de sequenciamento sao feitas
utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (codigo 4337456). As
sequéncias foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller
KB.

Depois de sequenciadas, as sequéncias brutas obtidas foram avaliadas quanto a
qualidade do sequenciamento através do programa Electropherogram Quality Analysis
(Togawa; Brigido, 2003), pelo link <http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/>. As
sequéncias com o melhor indice Phred (EWING et al., 1998) foram selecionadas para
comparacdo com a base de dados do GenBank utilizando o programa BLAST para identificar
as sequéncias mais similares. Em seguida, eles foram alinhados pelo programa BioEdit e
arvores filogenéticas foram construidas utilizando o método de Neighbor-Joining (SAITOU;
NEI, 1987), através do programa Mega 6.06.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo da diversidade microbiana no ASBR por meio da técnica PCR-DGGE

5.1.1 Extracéo e purificagdo de DNA gendémico

As extracoes de DNA que representam o DNA genémico dos microrganismos
presentes nas amostras de lodo coletadas no final de cada fase operacional do reator ASBR,
foram eficientemente realizadas. O processo de extracéo e purificacdo de DNA da microbiota
que estava presente na amostra do reator foi confirmado com eletroforese em gel de agarose
1,5% utilizado marcador padrdo da Promega 100pb. Conforme Figura 5, observa-se a
presenca de DNA para todas as amostras com extracgoes realizadas em duplicata.

L

-

®
"

Figura 5 - Eletroforese dos produtos da extracdo de DNA em gel agarose 1,5%. Corados com
brometo de etidio (150g/200mL). Imagem negativa.
Fonte: Do autor.

Uma elevada concentragdo de DNA (entendida pela intensidade da cor preta nas
canaletas) foi recuperada na maioria das amostras, como pode ser visto na Figura 5.
Entretanto, na amostra 5B, a concentracdo foi bem mais fraca. Como o volume total de
amostra analisada, para todos os pontos, foi 0 mesmo (2 mL), € provavel que perdas de DNA
tenham ocorrido durante o processo de extracdo e purificacdo das amostras, como, por

exemplo, retencdo de DNA nas colunas do kit de purificagéo, o que explicaria tal fato.

Segundo Head et al. (1998), uma das principais dificuldades e limitagdes de qualquer
técnica de extracdo é assegurar uma eficiente recuperagdo de DNA de amostras ambientais
por ndo se saber a priori a quantidade total de DNA microbiano ou, talvez, por ndo se
conseguir uma lise eficaz de todas as células presentes nas amostra, mesmo com Kits

comerciais.
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5.2 Analise da diversidade microbiana predominante no reator UASB pela técnica PCR-
DGGE

A partir da extracdo e purificagdo do DNA das amostras passou-se a amplificacdo das
amostras para 0 DGGE. Sequéncias do gene RNAr16S foram amplificadas por PCR com o
par de primers especificos para 0 Dominio Bacteria e Archaea. A integridade do DNA
genémico e o tamanho correto dos produtos de PCR obtidos foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose 1%, corados com SybrSafe usando o marcador de peso
molecular de 1 Kb.

A andlise por DGGE requer uma quantidade significativa do fragmento a ser analisado
e por isso, ha necessidade de uma amplificacdo por PCR antes desta técnica. Diversos testes
foram realizados até a obtencdo de melhores resultados de amplificacdo dos genes presentes

na amostra.

Apesar da purificacdo dos extratos, bandas inespecificas foram observadas em
diversos testes. As causas para 0 aparecimento destas bandas sdo variadas, uma vez que
diversos fatores podem ocorrer, como a baixa concentracdo de cloreto de magneésio ou a
contaminacdo do DNA com proteinas, por exemplo. A fim de minimizar essas bandas, testes
empiricos foram feitos com aliquotas das amostras diluidas. Os resultados apontaram para a
impossibilidade de se adotar a mesma diluigéo para as diferentes amostras. Dessa forma, para
as reagdes de PCR deste estudo foi necessario testar qual a melhor quantidade de DNA a ser
aplicada e a necessidade de diluicdo. Na maioria das amostras, a diluicdo empregada foi de
100 vezes, o que resultou em boa amplificacdo. A melhor qualidade dos produtos de PCR foi

alcancada nas condicdes descritas na metodologia.

5.2.1 Caracterizacdo das comunidades do Dominio Bacteria

A integridade do DNA gendmico total extraido e o tamanho correto dos produtos de
PCR obtidos a partir dos primers 968F-GC/1401R para o Dominio Bacteria foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose 1%, corados com Sybrsafe, usando o
marcador de peso molecular de 1Kb, conforme Figura 6. Observa-se, a esquerda, que o
tamanho esperado de 433 pb obtido através dos primers 968F/1401R foi alcancado.
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Figura 6 - Imagem negativa do gel agarose 1% contendo os fragmentos de DNA Ribossomal
16S amplificados de 433 pb com primers 968F-GC e 1401R de Bactéria a partir das
amostras extraidas. Gel corado com 0,02 uL/mL SYBR Safe 10.000X em DMSO
(Invitrogen). PCR realizado em triplicada para cada amostra (Amostra 0 = lodo
Dakar; Amostra 1 = pH 5,0; Amostra 2 = pH 4,0; Amostra 3 pH 4,0+Fe; Amostra 4 =
pH 4,0 + Fe e Zn; Amostra 5 = pH 4,0 + Fe, Zn e Cu). A esquerda, o padrdo 1kb
utilizado.

Fonte: Do autor.

O DNA das amostras, amplificado por PCR, foi submetido a analise por DGGE com
gradientes desnaturantes de ureia-formamida de 40-70%. Foram analisados os fragmentos do
gene RNA ribossomal 16S amplificados por PCR com pares iniciadores para o Dominio
Bacteria.

A Figura 7 apresenta o perfil de bandas da comunidade de bactérias obtidas, apos a
amplificacdo do DNA para o Dominio Bacteria por PCR, das amostras de indculo (lodo
granular) e das amostras do reator ASBR nas diferentes etapas de operacéo.

Pelo comportamento das bandas pode-se inferir o comportamento da comunidade
bacteriana nas diferentes fases operacionais deste reator. Considerando o perfil das bandas
obtidas nas amostras estudadas pode-se observar que estes eram constituidos por um total de
23 diferentes bandas distribuidas entre o indculo e as fases operacionais estudadas (Amostras
0,1, 2,3, 4,5) conforme Figuras 7.

De forma a facilitar a visualizagéo, criou-se o quadro abaixo (Figura 8), representativo
das bandas observadas em cada canaleta.
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Figura 7 — Recorte da imagem negativa de gel de DGGE com gradiente desnaturante de 40-
70%, corado com SybrGold contendo fragmentos de DNA ribossomal 16S
amplificados com iniciadores 968F-GC e 1401R de bandas de Bacteria. Amostras
em triplicata.

Fonte: Do autor.
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TOTAL (23) 19
Presenca de bandas
Auséncia de bandas
Figura 8 — Quadro apresentando a matriz de presenca e auséncia de bandas, obtidos a partir

do gel de DGGE para o Dominio Bacteria.
Fonte: Do autor.
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Dentre essas 23 bandas totais, observa-se que sete (7) das bandas detectadas (30,4%)
pelo método do DGGE no inéculo, se mantiveram na mesma posi¢ao no gel ao longo do
tratamento da DAM sob as diferentes condigOes operacionais estudadas, conforme mostram
as linhas C, J, K, L, O, U e W. (Figura 8). Esta microbiota foi capaz de se manter em
condicGes anaerdbias sulfetogénicas com reducdo de pH e adicdo de metais nas concentracdes
especificadas, sugerindo a dominancia de microrganismos que podem estar desempenhando
uma funcdo essencial ao processo, podendo ser bactérias autotroficas ou heterotroficas
mesofilicas facultativas ou entdo, que se mantiveram pela utilizacdo da matéria orgénica
devido a morte celular no reator.

Por esses resultados obtidos pode-se inferir que as adversidades ocorridas no reator
ASBR durantes as fases experimentais impostas exerceram certa pressdo seletiva sobre a
comunidade bacteriana.

Observou-se que a operacédo do reator em pH 5,0 e 4,0, respectivamente, ndo afetou de
forma tdo significativa a diversidade de bactérias (Amostras 1 e 2), em relacdo ao in6culo
(Amostra 0). Nesta comparac¢do observa-se, em relacdo ao indculo o surgimento de uma nova
banda em pH 5,0 e a perda de 3 bandas em pH 4,0, mas manutencdo da que havia surgido.

Por outro lado, comparando-se o in6culo (Amostra 0) com a operacdo do reator em pH
4,0 com adicdo dos metais ferro, zinco e cobre, evidencia-se que ocorreu uma maior
diminuicdo do nimero de bandas ( de 19 bandas do indculo para 13, 11 e 10 bandas nas
amostras 3, 4 e 5, respectivamente), inclusive com maior queda ap6s a adi¢do do ferro e do
cobre (Amostra 3 e 4) (Figura 9).

Total de bandas por tratamento

I'Il "HHD

Amostra 0 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

Figura 9 — Grafico representativo do nimero de bandas observadas em cada tratamento do
ASBR observadas a partir do DGGE para o dominio Bacteria.
Fonte: Do autor.
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Algumas bandas podem ter surgido em fungéo do tratamento empregado. No caso da
operacdo do reator em pH 5,0, observa-se o incremento de duas bandas (bandas “M” e “Q”)

que permanecem presentes em todos os tratamentos subsequentes (Figura 8).

Martins et al. (2011), estudando a comunidade bacteriana no tratamento de DAM
oriunda de duas minas abandonadas em Portugal, através de reator anaerébio de leito fixo,
encontraram também surgimento de novas bandas no gel de eletroforese em gel de gradiente
desnaturante por temperatura (TGGE) durante o decorrer do tempo operacional em um de
seus dois reatores estudados. Em seus estudos, correlacionaram esse surgimento de bandas

com a composicao diferenciada da DAM com que o reator foi alimentado.

Também, no tratamento em pH 4,0 com adi¢do subsequente de zinco (Amostra 4) e no
tratamento em pH 4,0 com adi¢do subsequente de cobre (Amostra5), observa-se o surgimento
das bandas “N”e “P” com intensidade forte, respectivamente. Silva (2011), estudando a
diversidade microbiana pela técnica PCR-DGGE em retores UASB tratando azocorantes
também evidenciou o surgimento de novas bandas em diferentes fases operacionais, inclusive

nas fases operacionais com a melhor eficiéncia do reator.

Considerando a eficiéncia do reator ASBR deste estudo, os dados corroboram com o
apresentado acima (Silva, 2011), pois, segundo Franco (2014), (dados nao publicados), a
reducdo do pH inicial esteve relacionada diretamente as melhores taxas de remocéo de
sulfato. A remocgédo de sulfato também melhorou conforme se aumentou a concentragdo de

metais, ou seja, melhorou conforme as condi¢gdes da DAM sintética se aproximava das reais.

5.2.1.1 Estudo de agrupamentos e similaridade para o Dominio Bacteria

Para o estudo de agrupamentos e similaridade, essas mesmas bandas do DGGE foram
detectadas e analisadas através do programa Bionumerics®. O uso do programa possibilitou a
analise combinada de todas as bandas do perfil eletroforético, construindo assim um
dendograma de similaridade que permitiu a avaliagdo das relacfes genéticas entre todos 0s

tratamentos (Figura 10, Tabela 7).
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Figura 10 — Dendograma de similaridade gerado pelo programa Bionumerics Versdo 7.1
Applied Maths, Kortrijk, Belgium para o gel de DGGE do Dominio Bacteria. Os
perfis de bandas foram combinados e analisados em conjunto pelo coeficiente de
DICE usando o algoritmo UPGMA.

Fonte: Do autor.

Tabela 7 — Matriz de distancia. Coeficientes de similaridade de Dice, para 0 Dominio

Bacteria
Inéculo Amostral Amostra2 Amostra3 Amostra4  Amostra 5
In6culo 100 92.3 83.3 68.8 48.3 46.7
Amostra 1 92.3 100 91.9 78.8 60.0 59.1
Amostra 2 83.3 91.9 100 86,7 68.7 64.3
Amostra 3 68.8 78.8 86.7 100 78.3 75.0
Amostra 4 48.3 60.0 66.7 78.3 100 95.2
Amostra 5 46.7 58.1 64.3 75.0 95.2 100

Fonte: Do autor.

O dendograma apresentou um cluster principal onde se observa um coeficiente de
similaridade entre as amostras de 62%. Diante disso pode-se observar que a comunidade
microbiana preexistente no inoculo sofreu, de modo geral, alteracdo durante as fases
operacionais impostas. Mestrinelli (2010) utilizando 0 mesmo indculo deste estudo em
reatores operados em condigdes de desnitrificacdo utilizando sulfeto como doador de elétrons
observou, através do mesmo coeficiente de similaridade, que as comunidades dos reatores em
eficiéncia maxima apresentaram em torno de 50% de similaridade com o indculo, enquanto
que os reatores operados nas condicdes de reducdo de nitrato e nitrito apresentaram
aproximadamente 90% de similaridade entre si.

Ainda, Pruden et al. (2007) estudando o tratamento de aguas &cidas com metais
pesados em colunas de reducdo de sulfato inoculadas com lodo contendo BRS observaram
que a comunidade microbiana afetou significantemente a eficiéncia na remediacdo da DAM.
Através de indice de diversidade utilizado (indice de Shanon) observaram que houve também
uma reducdo do inicio ao final do tratamento de 1,26 para 1.08. Isso equivale a uma reducéo

na comunidade bacteriana de 16,7%.
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Através da Figura 10, pode-se observar que deste grande cluster com 62% de
similaridade, formam-se dois agrupamentos distintos (A e B), unindo em um agrupamento as
amostras inoculo, 1, 2 e 3 (grupo B), com coeficiente de similaridade de 78% entre si. No
outro agrupamento (Amostras 4 e 5, grupo A), ocorre um coeficiente de similaridade de
95,2% entre as amostras, sendo diferenciado em 4,8% porque ocorre 0 surgimento de uma
nova banda na amostra 5.

O grupo B, composto pelo in6culo e pelas amostras 1, 2 e 3 apresentam dois
subgrupos “c” e “d”. O subgrupo “c” apresenta entre si um coeficiente de similaridade na
ordem de 92% entre si. Essa diferenca surgiu em fungédo do surgimento de uma banda a mais
e, ainda, a perda de uma banda, em posicdes diferentes, no tratamento referente a amostra 1
(operagdo em pH 5,0). O subgrupo “d” ocorreu com um coeficiente de similaridade entre as
amostras 0, 1 para a amostra 2 de aproximadamente 87%, apresentando em comparacgao ao
indculo em referéncia a amostra de numero 2 um coeficiente de 83,3% (Tabela 7). Nesta
condicdo observa-se a perda de trés bandas da amostra 2 em relagdo ao inoculo, devido,
certamente a influéncia do pH reduzido para 4,0.

Analisando os coeficientes de similaridade para cada amostra em relagdo ao inoculo,
podemos observar uma reducdo sequencial da similaridade ao passo que sdo impostas novas
condicgdes operacionais. Contudo a maior reducdo ocorre com a amostra 4, com 48,3% de
similaridade com o inéculo. J& a amostra 5, praticamente mantém muito préxima a
similaridade da amostra 4 com 46,7% ao indculo.

Considerando, em relagdo ao indculo, a primeira amostragem (Amostra 1), que
ocorreu apos 103 dias de operacdo do ASBR em pH 5,0 passando anteriormente por seu
periodo de aclimatacdo em pH 6,0 (ndo estudado), observa-se o coeficiente de similaridade
de 92.3% entre as amostras, onde a populacdo bacteriana mostrou pouca variagédo, inclusive
apresenta em pH 5,0 o surgimento de duas nova bandas que se mantém até ao final do
periodo de operacdo do reator, como ja descrito anteriormente.

Ao se fazer uma comparagdo entre o indculo (Amostra 0) e entre a fase com pH = 4,0
(Amostra 2), observa-se um coeficiente de similaridade na ordem de 83,3 %, perdendo 2
bandas nesta condicéo, inferindo que a reducéo de pH para 4,0 em relacdo as condicdes do
indculo (pH néo aferido) ndo impactaram negativamente a comunidade microbiana. Contudo,
ao analisarmos a relacdo do in6culo com a amostra 3 (pH 4,0 e adicdo de ferro) observamos um
indice de similaridade de 68,8%, onde 9 bandas permanecem comuns entre essas amostras e 5 delas,
apesar de tolerarem a reducéo do pH para 4,0 (Amostra 2) néo toleraram a adicdo de 100mg.L™ de

Fe nas condi¢es operacionais impostas até a redugdo de sulfato se estabilizar.
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Ghosh et al. (2012) observaram em seus estudos de remediacdo de DAM, que
mudancas no pH e na concentracao ferro estdo associados a alteracfes temporais na estrutura
da comunidade bacteriana, corroborando com os dados aqui apresentados.

As condi¢Bes operacionais impostas nas amostragens 4 e 5, em relacdo ao in6culo
mostraram-se bem proximas em termos de similaridade, apresentando 48,3 e 46,7% de similaridade,
respectivamente em relagdo ao inoculo. Nestas condi¢Oes, dados os indices de similaridade em
relagéo ao indculo, observa-se a grande influéncia do metal Zn na diminuicdo dessas bandas, sendo
maior do que a possivel toxicidade observada ao ferro em pH 4,0.

Quando ocorreu a adicdo de cobre a solucéo (Amostra 5) observou-se o incremento de mais
uma banda (banda “P”). Nesta condicao, o coeficiente de similaridade entre as Amostras 4 e 5 foi de
95%. Nenhuma banda foi suprimida, indicando que os microrganismos que toleraram as
concentragBes impostas de Fe e Zn também toleraram as concentrag@es impostas de Fe, Zn e Cu,
inclusive favorecendo o surgimento de uma banda especifica ja detalhada.

A analise do perfil de bandas do DGGE permitiu a visualizacdo da dindmica da populacéo
microbiana presente em cada fase do tratamento biolégico da DAM. Os resultados revelam que
ocorreu variagdo na diversidade de microrganismos do dominio Bacteria nos tratamentos da DAM
com 0s parametros operacionais estudados. Dentre essas observagdes percebe-se que as sucessivas
diminuicbes de pH foram menos influentes na diversidade do que foi a adicdo dos metais,

principalmente quando houve adicéo do Fe.

5.2.1 Caracterizacdo das comunidades do Dominio Archaea

A integridade do DNA gendmico total extraido e o tamanho correto dos produtos de PCR
obtidos atraves dos primers 1100F+GC/1400R para Dominio Archaea foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose 1%, corados com Sybrsafe. Observa-se, a esquerda, que o tamanho
esperado de 300 pb obtido foi alcancado (Figura 11).

O DNA das amostras amplificado por PCR do gene RNAr16S para o0 Dominio Archaea foi
submetido a analise por DGGE com gradientes desnaturantes de ureia-formamida de 50-65%. Por
meio do perfil de bandas visualizados no gel ap6s a corrida eletroforética (Figura 12) foi possivel
apontar 0 nimero de bandas presentes fazer uma andlise do comportamento adaptativo das
comunidades microbianas deste Dominio apos o tratamento bioldgico da DAM nas diferentes

condicOes operacionais estabelecidas.
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Figura 11 — Imagem negativa do gel agarose 1% contendo os fragmentos de DNA
Ribossomal 16S amplificados de 300 pb com primers 1100F-GC e 1400R
de Archaea a partir das amostras extraidas. Gel corado com 0,02 pL/mL
SYBR Safe 10.000X em DMSO (Invitrogen). PCR realizado em duplicata
para cada amostra (Amostra O = lodo Dakar; Amostra 1 = pH 5,0; Amostra
2 = pH 4,0; Amostra 3 pH 4,0+Fe; Amostra 4 = pH 4,0 + Fe e Zn; Amostra
5=pH 4,0 + Fe, Zn e Cu). A esquerda, o padrdo 1kb utilizado.

Fonte: Do autor.
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Figura 12 — Recorte da imagem negativa de gel de DGGE com gradiente desnaturante de
50-65%, corado com Sybrgold contendo fragmentos de DNA ribossomal 16S
amplificados com iniciadores 1100F-GC e 1400R de bandas de Archaea.
Amostras em duplicata.

Fonte: Do autor.

De forma a facilitar a visualizagdo, criou-se o quadro abaixo (Figura 13),

representativo das bandas observadas em cada canaleta.
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BANDAS AMOSTRAS
0 1 2 3 4 5
A Arcl
B
C
D
E Arc2
F
G
H Arc3
| Arcd
J Arch
TOTAL (10) 10 10 10 9 9 9
Presenca de bandas
Auséncia de bandas

Arc 1 a Arc 4, bandas recortadas da amostra 5 e Arc 5, banda recortada da
amostra 2, para nova amplificacdo e sequenciamento.
“X” — bandas sequenciadas

Figura 13 — Quadro apresentando a matriz das bandas presentes nas amostras
do gel de DGGE para o dominio Archaea.
Fonte: Do autor.

Considerando o perfil das bandas obtidas nas amostras estudadas pode-se observar que
estes eram constituidos de varios microrganismos representados por 10 bandas distribuidas
entre as amostras (amostras 0, 1, 2, 3, 4, 5) conforme Figura 13.

Dentre essas 10 bandas detectadas, observa-se que nove (9) das bandas detectadas se
mantiveram na mesma posi¢cdo no gel ao longo do tratamento da DAM sob as diferentes
condi¢des operacionais estudadas. Apenas uma banda, deixou de se apresentar a partir da

condig&o operacional de pH 4,0 com adicdo de Fe (Amostras 3, 4 e 5) na solugéo a ser tratada.

5.2.2.1 Estudo de agrupamentos e similaridade para o Dominio Archaea

As bandas do DGGE foram detectadas e analisadas através do programa Bionumerics.
Apdbs normalizacdo dos géis somente as bandas com pico de intensidade que excederam 1%
da banda mais forte em cada canaleta foram incluidas na analise. O uso do programa
Bionumerics possibilitou a andlise combinada de todas as bandas do perfil eletroforético,
construindo assim um dendograma de similaridade que permitiu a avaliacdo das relagOes
genéticas de todos os tratamentos para 0 Dominio Archaea (Figura 14, Tabela 8).

Como se pode observar atraves da Figura 14, o dendograma apresentou um cluster
principal em que se observa um coeficiente de similaridade entre as amostras de
aproximadamente 95%. Diante disso pode-se observar que comunidade microbiana

preexistente no inéculo sofreu, de modo geral, pouca reducdo durante as fases operacionais
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impostas (reducdo de pH e adicdo dos metais Fe, Zn e Cu). Pode-se observar que deste
grande cluster formam-se dois agrupamentos distintos: agrupamento A (amostras 0, 1 e 2) e

agrupamento B (amostras 3,4 e 5) cada qual com coeficiente de similaridade de 100% entre si.

h H ] | Amostrao
h H | Amostra 1
h l | Amostra 2

1
I

l
1 B I Hl H'H t" i Amostra 4

(A

Amostra 3

Amostra 5

Figura 14 — Dendograma de similaridade gerado pelo programa Bionumerics 7.1 do perfil de
PCR-DGGE do DNAr16S das Archaeas obtido a partir das amostras de lodo do
ASBR. Método UPGMA, coeficiente de Dice.

Fonte: Do autor.

O fator que criou esses dois grupos, distintos entre si em aproximadamente 5%, foi a
adicdo de 100mg.L™ de Fe em pH 4,0. Assim poderia-se induzir que este grupo de arqueias
ndo tolerou essa concentracdo de Fe nas condi¢es impostas ao reator, ou ainda, € possivel
que as variacoes no perfil de bandas sejam decorrentes da quantidade dos produtos de PCR e
ndo, necessariamente, da diversidade de arqueias presentes em cada ponto amostrado dos
reatores. Como se pode inferir pelo sequenciamento apresentado neste trabalho, esta banda
que deixa de existir no momento da adicdo do ferro é a mesma, filogeneticamente, que

algumas bandas especificas que toleraram a adi¢do dos metais em pH 4,0.

Tabela 8 — Matriz de distancia. Coeficiente de similaridade de Dice, para 0 Dominio Archaea

Inéculo Amostral Amostra2 Amostra3  Amostra4  Amostra 5
Inéculo 100 100 100 94,7 94,7 94.7
Amostra 1 100 100 100 94,7 94.7 94.7
Amostra 2 100 100 100 94,7 94,7 94.7
Amostra 3 94,7 94,7 94,7 100 100 100
Amostra 4 94,7 94.7 94,7 100 100 100
Amostra 5 94.7 94.7 94.7 100 100 100

Fonte: Do autor.

Comparando-se a diversidade de bactérias e arqueias neste estudo, observa-se que as

bactérias foram 56,5% maior que as arqueias em termos de diversidade. Sanches-Andrea et al.
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(2014), estudando processos de tratamento anaerobio da DAM encontraram também que as
bactérias superam as arqueias em diversidade.

Apesar da baixa diversidade em relacdo as bactérias neste estudo, as arqueias foram
menos influenciadas pelas condi¢bes experimentais do presente estudo do que as bactérias. As
arqueias sao conhecidas por apresentarem uma ampla diversidade metabolica, atributos
bioquimicos e estruturais Unicos, os quais as adaptaram a viver em habitat considerados

indspitos a maioria dos eucariotos e mesmo a maioria das bactérias (CARDOSO et al., 2003).

5.3 Sequenciamento e identificacao

5.3.1 Sequenciamento e identificacdo para o Dominio Bacteria

Para o estudo de sequenciamento e identificacdo presentes no material isolado por
extracdo do DNA e amplificacdo do DNAr 16S de 433 pb do Dominio Bacteria estudados
foram submetidos a nova DGGE, mantendo-se os gradientes lineares de desnaturagcédo em 40-
70% para fazer o estudo sobre a filogenia das bandas presentes na ultima condigdo
operacional do reator ASBR (pH 4,0 com adi¢do dos metais Fe, Zn e Cu) da amostra 5.

A Figura 15 apresenta os resultados para esta nova DGGE, onde podemos observar
gue as bandas da “Amostra 5” também foram em numero de 11 bandas visualizadas, a

exemplo da primeira DGGE.
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Figura 15 — (A) Recorte da imagem negativa de gel de DGGE com gradiente desnaturante de
40-70%, corado com SybrGold contendo fragmentos de DNA ribossomal 16S
amplificados com iniciadores 968F+GC e 1401R de bandas de Bacteria. (B)
Amostra 5 em evidéncia. Amostras em duplicata. Reténgulos pontilhados
vermelhos indicam bandas recortadas para sequenciamento (BAC1 a BAC11).

Fonte: Do autor.



52

Das bandas presentes no gel, conforme Figura 15B, as 11 bandas presentes no ultimo
tratamento (BAC1 a BAC11), foram recortadas e introduzidas em ependorfs contendo 50 pL
de agua ultra pura esterilizada e incubadas a 4°C overnight, apds esse periodo de incubacgao
esses tubos foram armazenados a -20°C até o momento de nova amplificacéo.

Esse material foi novamente amplificado com o par de primers 968F+GC/1400R e

nova DGGE foi realizada para verificar a pureza das bandas (Figura 16A e B).
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Figura 16 — (A) Produtos de PCR das bandas recortadas amplificados com par de primers
968F+GC/1401R. (B) Comparacdo do perfil de bandas de DGGE com gradiente
desnaturante de 40-70%, corado com SybrGold contendo fragmentos de DNA
ribossomal 16S amplificados com iniciadores 968F+GC e 1401R das bandas
recortadas.

Fonte: Do autor.

Observa-se pela Figura 16 (A) que a amplificacdo das bandas recortadas apresentou
muitos rastros e em (B) que as bandas recortadas ndo apresentaram a pureza necessaria, pois
apresentaram nesta DGGE, em sua maioria, mais de uma banda por caneleta. Quando
apresentaram uma unica banda, observa-se que sdo bandas com pouca intensidade, como € o
caso da BAC10 e BAC11. Tais problemas séo relatados a limitacdes da técnica de DGGE,
onde fragmentos de mesmo comprimento com mesmo numero de ligagdes AT CG param na
mesma zona de desnaturagdo em gel de poliacrilamida (TAKETANI, 2010; BRUCHA, 2007).

Uma vez que ndo houve tempo habil para isolar as bandas, novos produtos de PCR
foram gerados a partir do uso do par de primers 968F/1401R sem a cauda GC para analise de
sequenciamento, conforme descrito por Brucha (2007). Foram feitas varias reacfes de PCR
com cada banda, cujos respectivos produtos foram submetidos a purificacdo de DNA para
remocao de reagentes residuais (enzima, nucleotideos, tampdo, etc.) atraves do kit Gel Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System conforme descrito na metodologia.

Devido a fatores ambiguos encontrados na re-amplificacdo das bandas recortadas para
este Dominio, como a possivel baixa concentracdo de DNA molde nas bandas recortadas e
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ressuspensas; 0 possivel dano a estrutura do DNA por exposicdo a luz ultravioleta no
momento de recortar; a presenca de bandas inespecificas apontadas pela DGGE (Figura 16B);
além dos sucessivos descongelamentos e congelamentos, observou que ndo era mais possivel
se obter um bom produto de PCR, mostrando que fatores externos, como a propria
preservacdo ou 0 manejo frequente das amostras, podem provocar perdas de DNA, obteve-se,
apenas seis amostras a serem enviadas para sequenciamento em quantidades minimas
necessarias, sendo as bandas BAC2, BAC4, BAC5, BAC6, BAC8 e BAC10.

Aliquotas de 2 pL dos produtos purificados de cada uma das 6 bandas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (2%), juntamente com 2 pL de low mass ladder
para estimar a quantidade de DNA presente nos produtos de PCR de cada banda extraida
(Figura 17).

Figura 17 - Quantificacdo do produtos de
PCR com primer 968F/1401R para
sequenciamento Dominio Bacteria.

Fonte: Do autor.

A partir da imagem (Figura 17) foi possivel estimar a quantidade de DNA para cada
amostra, onde as amostras BAC2, BAC4 e BAC10 foram estimadas contendo 20 ng/2uL de
DNA. J4 as bandas BAC5, BAC6 e BACS8 foram estimadas em 10 ng/2uL de DNA. Essas
bandas foram preparadas para serem sequenciadas com o primer 968F.

As bandas purificadas foram encaminhadas ao Setor de Sequenciamento de DNA do
Centro de Estudos do Genoma Humano (USP). Depois de sequenciadas, as sequéncias brutas
obtidas foram avaliadas quanto a qualidade do sequenciamento segundo Togawa; Brigido

(2003) conforme descrito na metodologia.
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Os resultados do sequenciamento, porém, ndo foram satisfatérios quando analisadas
segundo Togawa; Brigido (2003), apresentando valor Phred muito préximos de 10,
indicando incertezas na composicao de nucleotideos nas fitas de DNA.

Isto indica que, possivelmente, cada banda de DGGE néo continha apenas sequéncias
de um Unico tipo, mas talvez fosse formada por diferentes sequéncias. Muitos estudos que
envolveram PCR-DGGE no estudo da DAM incluiram etapas experimentais posteriores de
clonagem das bandas excisadas e, somente apOs esta etapa, foi que se processou o
sequenciamento (LU et al., 2011; PRUDEN et al., 2007; DIAZ et al., 2001).

Segundo Diaz et al. (2001), a etapa de clonagem permite um melhor isolamento das
diferentes sequéncias que podem, eventualmente, estar constituidas em uma Unica banda.
Porém esta etapa experimental ndo pode ser realizada neste trabalho em funcdo da
disponibilidade de tempo e de materiais. Sekiguchi et al. (2001), encontraram em seus
estudos de clonagem de bandas de DGGE que apesar de recortarem e purificarem uma Unica
banda de DGGE, esta nem sempre representava um unico género de microrganismo.

Apesar das sequéncias ndo apresentarem boa qualidade, foram selecionadas os
melhores trechos possiveis analisados para compara¢do com a base de dados do GenBank
utilizando o programa BLAST para identificar as sequéncias mais similares. A Tabela 9 foi
construida levando-se em conta os melhores indices de cobertura e depois as melhores
similaridades encontrados para cada banda sequenciada do Dominio Bacteria.

As bandas BAC2 e BAC4 apresentaram 91% de similaridade com o Clone BXHA30,
a banda BAC6 também com 91% de similaridade, mas com o clone UMATf3, todos de
bactérias ndo cultivadas (Tabela 9). Estes dois clones estéo relacionado a bactéria de amostras
ambientais, sem, no entanto ter-se obtido na base de dados do NCBI mais detalhes quanto a
filo, classe, ordem ou ainda a familia.

De uma forma geral, considera-se que cada banda visualizada no gel de DGGE
corresponda a uma espécie bacteriana. Porém, sabe-se que muitas bactérias possuem mais de
uma copia do RNAr 16S, as quais, quando amplificadas e analisadas por DGGE podem
apresentar diferentes mobilidades, resultando em multiplas bandas que pertencem a uma
mesma espécie bacteriana (BOON et al., 2000; NUBEL et al., 1996). Alem disso, apesar de
teoricamente ser capaz de distinguir fragmentos de DNA que diferem em apenas um par de
bases, Jackson et al. (2000) mostraram, em seu estudo com Escherichia coli, que esta técnica
ndo foi capaz de identificar diferencas entre mutantes que continham dois pares de bases

! para exemplificar, um phred de 10 para uma base significa que ela terd 10% de chance de estar incorreta; um
valor de 20 dara a ela uma chance em 100 de estar incorreta e um valor igual a 30 estara associado a uma chance
em 1.000 daquela base ter sido incorretamente nomeada (PROSDOCIMI, 2006).
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distintos no fragmento de DNAr 16S. Isso significa que uma banda detectada no gel pode
representar mais de uma espécie bacteriana, com diferentes sequéncias, mas mesmo conteudo
de G+C.

Tabela 9 — Classificacdo das bandas sequenciadas do DGGE para o Dominio Bacteria,
mediante analise comparativa entre 0 BLAST e a base de sequencias do NCBI.

Bandas Microrganismo N° de Similaridade Cobertura Referéncia
acesso (%) (%)
BAC2e Clone BXHA30 de GQ479985.1 91 99 Né&o publicado
BAC4  bactéria ndo cultivado
BAC5 Clostridium sp. CYP8 16S DQ479418.1 80 68 Né&o publicado
gene RNA ribosomal
Geobacter  sp.  clone  JF818063.1 79 68 Yates et al.
MFCUaja3-29 nédo (2012)
cultivado
BAC6 Clone UMA f3 de bactéria  JQ815858.1 91 71 Né&o publicado
n&o cultivada
BACS Nenhuma similaridade significante encontrada
BAC10 Clone Staphylococcus sp. KF646746.1 79 39 Né&o publicado
de cultura enriquecida
TTGE_FP_156

Fonte: Do autor.

Neste estudo, a banda “BAC5” apresentou 80% de similaridade com Clostridium sp. e
79% de similaridade com o clone ndo cultivado de Geobacter sp. MFCUaja3-29, ambos
considerados microrganismos anaerébios desempenhando papel na reducdo de sulfato
(YATES et al., 2012; MARTINS et al., 2011; RODRIGUEZ, 2010)

Com relagdo ao Clostridium este foi relatado no NCBI a um trabalho nédo publicado
relacionado a oxidacdo de enxofre em solos metaliferos. De acordo Garrity et al. (2001) este
clone esté classificado ao filo Firmicutes na classe Clostridia sendo bactérias Gram-positivas
com baixo contetdo de G+C, bacilos anaerobios estritos esporulantes.

Rodriguez (2010), estudando a reducdo de sulfato de DAM através de reatores
RAHFL, utilizando o mesmo inoculo deste trabalho, encontrou em dois de trés reatores mais
de 94% de prevaléncia dos clones para o filo Firmicutes sendo todos da classe Clostridia e
ordem Clostridiales. Martins et al. (2011), reamplificando e sequenciado bandas de TGGE
em tratamento bioldgico de DAM, também encontraram bactérias afiliadas ao género
Clostridium em uma banda. Church et al. (2007) e Kaksonen et al. (2006) também relataram a
presenca do género Clostridium em reatores sulfetogénicos tratando DAM na presencga de

metais e sulfetos. Desta forma, de maneira andloga, pode-se inferir que neste presente
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trabalho tenha ocorrido a presenca deste grupo microbiano nas condi¢cbes operacionais do
reator ASBR tratando DAM sintética.

Com mesmo indice de cobertura, conquanto com 79% de similaridade, esta banda
BACS5 também foi relatada ao clone ndo cultivado de Geobacter sp. MFUaja3-29. Este,
possivelmente desempenhando a reducéo de sulfato no reator ASBR nas condicdes estudadas.
Vale salientar que esta banda surgiu em pH 5,0 e se manteve em todos os tratamentos
estudados aqui. Yates et al. (2012), obtiveram em seus estudos de comunidades microbianas
envolvidas na geracdo de combustivel via biolégica a sequéncia completa do genoma de
Geobacter sp. Este estudo utilizou reatores inoculados com lodo oriundo de plantas de
tratamento de aguas residuérias. Naquele estudo, para uma banda de DGGE excisada
obtiveram o genoma de Geobacter sulforreducens, uma proteobacteria redutora de sulfato,
obrigatoriamente anaerdbia.

Segundo Lovley (2006), a maioria das espécies de Geobacter sdo tambem
microrganismos redutores de Fe** que metabolizam produtos de fermentacdo e os compostos
organicos que microrganismos fermentativos ndo metabolizam prontamente, oxidando-os a
diéxido de carbono, com 6xidos de Fe** servindo como receptores de elétrons. Possivelmente,
a adicdo de Fe®" deste estudo tenha favorecido sua permanéncia nas varias fases estudadas,
inclusive diminuindo o tempo de operacdo do reator apds insercdo deste elemento nos
tratamentos subsequentes.

A banda BAC 8 ndo apresentou nenhuma similaridade com microrganismos ou clones
depositados no GenBank. Vale salientar que ndo houve um bom resultado para a analise do
sequenciamento, indicando que poderia ter ocorrido a duplicacdo de DNA.

A banda BAC10 apresentou similaridade de 79% com Staphylococcus sp., mas com
uma cobertura muito pequena de 39%, ndo sendo portanto este dado confiavel para uma
discussdo, apesar de que Staphylococcus sp poderem ser anaerdbios facultativos crescendo
por meio da fermentacdo, contudo ndo fora observado em nenhuma das referéncias
consultadas para este trabalho.

Dadas a baixa qualidade do sequenciamento obtido para as bandas e também as baixas
similaridades ndo foi possivel criar a arvore filogenética utilizando o método de Neighbor-
Joining através do programa Mega 6.06 para este Dominio, conforme estabelecido pela

metodologia.
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5.3.2 Sequenciamento e identificacdo para o Dominio Archaea

Das 10 bandas presentes no gel, conforme Figura 13, 04 bandas presentes no ultimo
tratamento, chamado de Amostra 5 (pH 4,0 + Fe, Cu, Zn) foram recortadas (ARC1, ARC2,
ARC3 e ARC4). Uma banda (ARC5), do tratamento relacionado a Amostra 2, também foi
excisada para sequenciamento.

Observa-se pela Figura 18 (A) que a amplificacdo das bandas recortadas, diferente do
que ocorreu para o Dominio Bacteria, apresentaram-se bem limpas, sem rastros na
eletroforese. Contudo em (B) observa que as bandas recortadas apresentaram, também no gel

da DGGE, mais de uma banda por caneleta, ndo provendo a pureza necessaria em nenhuma
das bandas.
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Figura 18 — (A) Produtos de PCR das bandas recortadas amplificados com par de primers
1100F+GC/1400R corados com brometo de etidio. (B) Comparacdo do perfil de
bandas de DGGE com gradiente desnaturante de 50-65%, corado com SybrGold
contendo fragmentos de DNA ribossomal 16S amplificados com iniciadores
1100F+CG/1400R das bandas recortadas.

Fonte: Do autor.

Uma vez que ndo houve tempo habil para isolar as bandas por
clonagem/sequenciamento, novos produtos de PCR foram gerados a partir do uso do par de
primers 1100F/1400R sem a cauda GC para analise de sequenciamento. Apds a amplificacéo
0s novos produtos foram submetidos a purificacio de DNA para remocdo de reagentes
residuais (enzima, nucleotideos, tampéo, etc.) através do kit Gel Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System conforme descrito na metodologia. Essas bandas foram preparadas para
serem sequenciadas com o primer 1100F (Figura 19).
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Figura 19 — Quantificagdo do produtos de PCR com
primer 1100F/1400R para

sequenciamento Dominio Archaea.
Fonte: Do autor.

A partir da imagem (Figura 19) foi possivel estimar a quantidade de DNA para cada
amostra, onde as bandas foram estimadas contendo 20 ng/2uL de DNA. Essas bandas foram
preparadas para serem sequenciadas com o primer 1100R.

As bandas purificadas foram encaminhadas ao Setor de Sequenciamento de DNA do
Centro de Estudos do Genoma Humano (USP). Depois de sequenciadas, as sequéncias brutas
obtidas foram avaliadas quanto a qualidade do sequenciamento segundo Togawa; Brigido
(2003) conforme descrito na metodologia. Estas apresentaram boa qualidade (valor Phred
acima de 30) e foram todas selecionadas para comparagdo com a base de dados do GenBank
utilizando o programa BLAST para identificar as sequéncias mais similares. A tabela 10

abaixo apresenta as similaridades encontradas para cada banda do Dominio Archaea.

Tabela 10 — Classificagdo das bandas sequenciadas do DGGE para o Dominio Archaea,
mediante analise comparativa entre 0 BLAST e a base de sequencias do NCBI.

Bandas Microrganismo N° de Similaridade Cobertura Referéncia
acesso (%) (%)
ARC1, ARC3 Methanomicrobiales HQO063663.1 96 100 Ramos-Padrén
e ARC5H archaeon clone etal. (2011)

F50OHPNUO7IK8FO
nao cultivado

ARC2eARC4 Methanosaeta sp. clone AY454756.1 96 e 97 100 N&o publicado
D_EO05 néo cultivado respectivamente

Fonte: Do autor.
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A arvore filogenética construida (Figura 20) mostrou como o0s individuos
sequenciados se posicionaram considerando seus parentes filogenéticos, as arqueias
pertencentes a ordem Methanomicrobiales e Methanosarcinales (esta Utima, género
Methanosaeta sp). As sequéncias mostraram um percentual de 96% de similaridade com as

sequéncias de pares de bases contidas no GenBank.

000 ——— ARC5

Uncultured Methanomicrobiales archagon clone FSOHPNUOZIKS|
ARC3

0,00

0,01

ARC1

ARC2

ARC4

0,01 — Uncultured Methanosaeta sp. clone DI CO3 165 ribosomal RNA

0,01

Figura 20 — Arvore filogenética contendo sequéncias do gene DNAr 16S (~ 300pb)
construida pelo método Neighbor-Joining e 0 modelo Maximum Composite
Likelihood no programa Mega 6.06.

Fonte: Do autor.

Assim ARC1, ARC3 e ARC5 mostraram similaridade de 96% com as arqueias do
género Methanomicrobiales. Ramos-Padron et al. (2011), através de pirosequenciamento
encontraram em tratamento de bacia de rejeito da industria do petréleo um grupo de
metanogénicas, incluindo representantes da ordem Methanomicrobiales junto com o grupo
das BRS, segundo os autores, desempenhando o papel de metanogénicas no processo. Estes
autores estudavam o ciclo do carbono e do enxofre, realizados pela microbiota nesta bacia de
rejeito.

Espécies da ordem Methanomicrobiales possuem como substrato preferencial o
hidrogénio e o dioxido de carbono para a metanogénese, contudo a maioria das espécies
também podem utilizar alguns alcodis (GARCIA et al. 2006). Considerando que o reator
deste estudo foi alimentado com etanol e considerando o apresentado pelos autores acima,
acredita-se que estas espécies tenham-se mantido em funcéo da presenca do etanol fornecido
como substrato.

J4 ARC2 e ARC4 apresentaram 96% e 97% respectivamente, de similaridades com o
clone ndo cultivado Methanosaeta sp. Segundo Silva (2011), membros de Methanosaeta sdo

muito detectados por meio de PCR-DGGE com lodo granular obtido de reatores UASB
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tratando diversos tipos de efluente. Rodriguez (2010) estudando a comunidade microbiana em
no tratamento da DAM em reatores anaerébios (RAHFL), com o mesmo inéculo aqui
estudado, também encontraram clones pertencentes a ordem Methanomicrobiales e ao género
Methanosaeta.

Os representantes da ordem Methanossarcinales podem catalisar a oxidacao final da
matéria organica em ambientes anoxicos quando luz e receptores de elétrons diferentes de
diéxido de carbono forem limitantes. Possuem uma grande variedade de substratos e podem
crescer reduzindo dioxido de carbono na presenca de hidrogénio, pela dimetilacdo de
compostos com o grupo metil ou utilizando o acetato. Todos os membros do género
Methanosaeta podem crescer em acetato e sdo encontrados normalmente em digestores
aneaerobios e sedimentos (KENDALL; BOONE, 2006).

Apesar do ASBR deste estudo ser um reator operado em condicdes sulfetogénicas
(baixo pH — pH4,0) e concomitante adi¢do de metais este grupo de arqueias aqui encontrados
pertencentes ao filo Euryarcheota se mantiveram no reator, por conta da possivel presenca de
hidrogénio e acetato provindo de algum processo fermentativo no meio, que possa ter

ocorrido concomitantemente com a sulfetogénese.
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6. CONCLUSOES

Por meio das técnicas de biologia molecular PCR-DGGE aplicadas ao estudo da

comunidade microbiana do ASBR pode-se constatar que:

e a comunidade microbiana representada pelas bandas do Dominio Bacteria presentes nos
tratamentos foram distintas, com similaridade de 62% entre si, podendo-se inferir que o
pH e a adicdo de metais Fe**, Zn?* e Cu®*, podem ter proporcionado a selecdo das
populagdes;

e para 0 Dominio Archaea verificou-se maior similaridade na estrutura microbiana durante
as fases estudadas, criando dois grandes grupos muito similares entre si (95%), contudo
com diversidade menor do que para as bactérias entre as fases estudadas;

e que a adi¢cdo dos metais Fe**, Zn** e Cu®* proporcionou maior reducdo no nimero de
bandas do que a reducdo do pH para este estudo;

e as Archaeas foram mais resistentes as condi¢cdes operacionais impostas; e,

e pelo sequenciamento das bandas recortadas dos géis de DGGE e andlises filogenéticas

néo foi possivel obter as espécies microbianas presentes na ultima fase operacional.
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7 RECOMENDACOES

Diante das dificuldades encontradas para o sequeciamento das bandas excisadas
diretamente do gel de DGGE, recomenda-se realizar a clonagem e sequenciamento, contudo,
somente para o caso de se estudar uma ou outra banda muito especifica que tenha surgido em
géis de DGGE.

Para identificacdo do grupo microbiano presente em uma amostra (ambiente
complexo), recomenda-se 0 uso de outras técnicas moleculares, como o pirosequenciamento,
onde ndo é necessaria a eletroforese em gel e nem a clonagem do fragmento a ser

sequenciado.
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Anexo 1 - Protocolo de Extracdo — Kit Promega Wizard DNA Clean Up

1. Adicionar 1 mL de cultura overnight para um tubo de microcentrifuga ependorf de 1,5 L.

2. Centrifugue a 13.000-16.000xg por 2 minutos para separar as células. Remover o
supernadante.

3. Adicionar 600 pL de Nuclei Lysis Solution, pipetando gentilmente até que as células sejam
resuspendidas.

4. Incubar a 80°C por 5 minutos para lisar as células, resfriar em temperatura ambiente.

5. Adicionar 3 pL de RNase solution para o lisado. Inverter o tubo 2-5 vezes para misturar.

6. Incubar a 37°C por 15-60 minutos. Resfrie a amostra em temperatura ambiente.

7. Adicione 200 pL de Protein Precipitation Solution para o tubo contendo o lisado. Coloque
no vortex a alta velocidade por 20 segundos para misturar a solucdo de Protein
Precipitation Solution com o lisado.

8. Incubar em gelo por 5 minutos

9. Centrifugar a 13.000-16.000xg por 3 minutos

10. Transferir o supernadante contendo o DNA para um tubo ependorf limpo contendo 600uL
de isopropanol.

11. Misturar gentilmente por inversdo até que se forme uma massa visivel de filamentos
filiformes de DNA.

12. Centrifugar a 13.000-16.000xg por 2 minutos.

13. Cuidadosamente descartar o supernadante e drene o tubo em papel absorvente. Adicionar
600uL de etanol 70% e gentilmente inverter o tubo varias vezes para lavar o DNA.

14. Centrifugar 13.000-16.000xg por 2 minutos. Cuidadosamente aspirar o etanol.

15. Drenar o tubo em papel absorvente limpo e permitir que seque ao ar por 10-15 minutos.

19. Adicionar 100pL de DNA Rehydration Solution e reidratar o DNA incubando a 65°C por
uma hora. Periodicamente misture a solucdo por leves toques no tubo. De forma
alternativa, reidratar o DNA pela incubacdo da solucdo overnight a temperatura ambiente

ou a 4°C.
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Anexo 2 — Protocolo de Purificacdo - Kit Wizzard Clean Up System sem Coletor

de Vacuo

1. Usar uma Wizard Minicolumn para cada amostra.

2. Adicionar 1 mL de Wizard DNA Clean-Up Resin em um tubo de microcentrifuga
ependeorf e 1,5mL. Adicionar a amostra (50-500uL) e agitar gentilmente invertendo o
tubo vérias vezes.

3. Pipetar a resina contendo o DNA no tambor da seringa sem o émbolo. Inserir 0 émbolo
vagarosamente e gentilmente empurrar o volume total para a Wizard Minicolumn.

4. Desatarrachar a seringa da Wizard Minicolumn e remover o émbolo da seringa.
Reatarrachar o tambor da seringa na Wizard Minicolumn. Para lavar a coluna, pipetar 2 mL
de isopropanol 80% na seringa. Inserir o émbolo na seringa e gentilmente empurrar a
solucgdo para a Wizard Minicolun.

5. Remover a seringa e transferir a Wizard Minicolumn para um tubo de microcentrifuga
ependorf. Centrifugue o aparato montado a velocidade maxima (10.000xg) por 2 minutos
para secar a resina.

6. Transferir a Wizard Minicolun para um novo tubo ependorf de 1,5mL. Aplicar pL de agua
ou tampao TE (10mM HCI [pH 7.6], ImM EDTA) pré-aquecido (65-75°C) para a Wizard
Minicolun e aguardar 1 minuto. (O DNA permanecera intacto na Wizard Minicolumn por
até 30 minutos). Centrifugue por 20 segundos a velocidade maxima (10.000xg) para eluir o
fragmento de DNA.

7. Remover e descartar a Wizard Minicolumn. O DNA purificado devera ser armazenado a
4°C ou -20°C.
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Anexo 3 — Procedimento para preparo do gel de poliacrilamida — Manual DRM

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

— CPQBA/UNICAMP

Montar as placas de vidros juntamente com o espacador e o0 pente. Apertar 0S
parafusos do cassete.

Conectar a mangueira da bomba peristaltica (ponta com agulha) ao sistema de placas
de vidro.

Preparar2 mL de cada solucdo gradiente de acordo com a tabela de misturas das
solucdes A e B para formacao do gradiente.

Adicionar 150pL APS 10% em cada 25 mL das solugdes.

Adicionar 12uL TEMED em cada 25 mL das solucGes. Agite e seja rapido nos
proximos passos

Carregar o misturador com as respectivas solucdes (A e B). Colocar o misturador
sobre o agitador magnético com ima no tubo A. Abrir o misturador e ligar a bomba
peristaltica para permitir a mistura das soluces.

Depois de passar toda solucdo apertar o pente e esperar solidificar por 60 minutos.
Carregar a cuba com 16 L de TAE 0,5X. Ligar o aparelho para aquecimento a 60°C.
Colocar o cassete no aparato com o tampdo ja aquecido. Empurrar o espacador do gel
para baixo. Retirar as bolhas de ar que se formarem na parte inferior do cassete
Conectar a mangueira de fluxo do tamp&o no cassete

Conectar os plugs elétricos.

Abrir a mangueirinha para lavar os pocinhos do gel e preenché-los com tampao.

Antes de carregar as amostras, desligar o fluxo de tampao.

Carregar as amostras.

Ligar a fonte e programara voltagem e o tempo. Deixar a corrida seguir por 5 minutos.
Ligar a mangueira do fluxo de tamp&o. Checar a amperagem

Finalizada a corrida, desligar a cuba e a fonte. Retirar o cassete da cuba. Soltar os
parafusos e retirar as placas do cassete.

Remover o gel, corar.



73

Anexo 4 — Protocolo de purificagao - Wizard SV Gel and PCR Clean UP

System Purificacdo utilizando centrifugacéo

Processando produtos de PCR

1.

Adicionar igual volume de Membrane Binding Solution para o produto de PCR.
Ligacdo do DNA

Insira a minicoluna no Collection Tube

Transfira a mistura de DNA e Membrane Binding para a minicoluna. Incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto

Centrifugar a 16.000xg por 1 minuto. Descarte o volume do Collection Tube, insira a
minicoluna no Collection Tube novamente.

Lavagem

Adicionar 700 pL de Membrane Wash Solution (ja preparado com etanol).
Centrifugue por 16.000xg por 1 minuto. Descarte 0 volume e reinsira a minicoluna no
Collection tube

Repita 0 passo 4 com 500 pL de Membrane Wash Solution. Centrifugue a 16.000xg
por 5 minutos.

Esvazie o Collection Tube e centrifugue novamente o aparato por 1 minuto com a
tampa da centrifuga aberta para permitir evaporacao de qualquer etanol residual.
Eluicéo

Cuidadosamente transfira a minicoluna para um ependorf de 1,5 pL.

Adicione 50 pL de Nuclease-Free Water para a minicoluna. Incubar a temperatura
ambiente por 1 minuto. Centrifugue a 16.000xg por 1 minuto.

Descarte a minicoluna e armazene 0 DNA a 4°C ou -20°C.



