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Resumo

A digestdo anaerobia de residuos organicos tem sido apresentada como uma tecnologia
amplamente utilizada e eficiente no tratamento dos mesmos, resultando na producdo de
energia renovavel a partir da geracdo do biogds. Muitos estudos tém sido realizados para
compreender o processo de digestdo anaerdbia e caracterizar 0S microrganismos responsaveis
pelas conversdes bioquimicas. O objetivo desse trabalho consistiu em realizar o estudo da
diversidade microbiolégica envolvendo drgueas em processos de digestdo anaerdbia de
residuos so6lidos orgénicos, utilizando lodo anaerébio de esgoto sanitdrio como indculo. Para
isso, foi realizada a extracdo de DNA, seguida de PCR-DGGE, e por fim sequenciamento
genético das drqueas no residuo em processo de digestao anaerdbia. Os resultados mostraram
que as principais espécies de drqueas foram: Uncultured Methanobacteriaceae archaeon,
Uncultured archaeon, Uncultured Methanobrevibacter sp. ¢ Uncultured Methanosarcinales
archaeon. Sabendo da diversidade de microrganismos em diferentes substratos, e da
complexidade da identificacio dos mesmos, o desafio é aplicar os dados a respeito da
diversidade microbiana gerados com esses métodos em estratégias mais eficientes de
tratamento de residuos solidos através da selecdo, utilizacdo e/ou estimulo de populacdes
microbianas especificas presentes em reatores de digestao anaerdbia.

Palavras-chave: Digestao anaerdbia. Microrganismos metanogénicos. PCR-DGGE. Residuos
organicos.

Abstract

Anaerobic digestion of organic waste has been presented as a widely used and efficient
technology in the treatment of the same, resulting in the production of renewable energy from
biogas generation. Many studies have been conducted to understand the process of anaerobic
digestion and characterize microorganisms responsible for biochemical conversions. The aim
of this study is to conduct the study of microbial diversity involving archaea processes
anaerobic digestion of organic waste using anaerobic sludge sewage as inoculum. For this,
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DNA extraction was performed, followed by PCR-DGGE and finally archaeal genome
sequencing the residue biostabilization process. The results showed that the main species of
archaea were Uncultured Methanobacteriaceae archaeon, Uncultured archaeon, Uncultured
Methanobrevibacter sp. and Uncultured Methanosarcinales archaeon. Knowing the diversity
of microorganisms on different substrates, and the complexity of identifying them, the
challenge is to apply the data on the microbial diversity generated with these methods more
efficient strategies for the treatment of solid waste through the selection, use and / or stimulus
specific microbial populations present in anaerobic digestion reactors.

Keywords: Anaerobic digestion. Methanogenic microorganisms. PCR-DGGE. organic waste.

1 Introducao

A digestdao anaerébia (DA) é um processo bioldgico no qual diferentes grupos de
microrganismos decompdem materiais organicos biodegraddveis na auséncia de oxigénio
molecular livre. Uma série de reagdes metabdlicas, tais como hidrdlise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese estdo envolvidos no processo de decomposi¢do anaerdbia
(PARK et al., 2005; CHARLES et al., 2009).

Atualmente, uma vasta gama de tecnologias envolvendo a DA ¢ utilizada para
converter materiais como estrume animal, efluentes urbanos e industriais e, particularmente,
residuos s6lidos organicos, em biogés.

Sabendo que tal processo € de dominancia de microrganismos, a microbiologia dos
processos de DA € complexa, pois a eficiéncia do processo depende das interagdes de varios
grupos tréficos bacterianos envolvidos (ALVARADO et al., 2014). O conhecimento da
composi¢do bacteriana dos residuos sélidos possibilita a selecdo de métodos adequados para o
seu tratamento e destinagcdo final. Assim, a decomposi¢do da matéria organica através da
digestdo anaerdbia dependerd da interacdo entre os varios grupos de microrganismos de
diferentes niveis tréficos, em que o substrato utilizado por um grupo de bactérias pode ter sido
gerado por outro grupo.

Sobre a importancia do dominio Archaea, o emprego dos organismos metanogénicos
em saneamento ambiental € utilizado em busca da mineralizacio da matéria organica, bem
como producdo de metano. Estudos nessa temdtica descrevem as espécies bacterianas
encontradas, bem como as interacoes e papéis chaves das mesmas no processo de
decomposicdo anaerébia, em particular no que diz respeito a lodo de esgoto sanitdrio
(MEESAP et al., 2012). Porém, processos envolvendo isolamento e caracterizagdo de
bactérias metanogénicas em residuos soélidos organicos (RSO) — particularmente substratos

envolvendo residuos vegetais e lodo anaerébio ainda ndo sdo bem esclarecidos. Virias
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ferramentas analiticas de biologia molecular, incluindo reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e as suas variantes, como por exemplo, eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE), hibridagdo fluorescente in situ (FISH), polimorfismo de fragmentos de restricao
(RFLP), entre outros, tem sido aplicadas no estudo das comunidades bacterianas em processos
de digestdo anaerébia (MONTERO et al., 2009;. SHIN et al., 2010; NELSON et al., 2011.;
SUPAPHOL et al., 2011).

As técnicas hoje utilizadas na genética molecular tém sido desenvolvidas a partir da
pesquisa académica bdsica, em diferentes campos da atividade cientifica. As limitagdes nos
métodos microbioldgicos tradicionais, aliadas ao avango tecnoldgico na drea de biologia
molecular, fazem com que as técnicas moleculares sejam, no momento, muito utilizadas para
o estudo da diversidade microbiolégica em processos de digestdo anaerdbia.

O desafio € aplicar os muitos dados a respeito da diversidade microbiana, gerados com
esses métodos em estratégias mais eficientes de tratamento de residuos sélidos através da
selecdo, utilizacdo e/ou estimulo de populagdes microbianas especificas presentes em reatores
de digestdo anaerdbia.

Diante dos estudos envolvendo abordagens moleculares que permitem a identificacdo
bacteriana em processos de digestdo anaerdbia, particularmente as espécies responsaveis pela
producdo de metano via drqueas metanogénicas, identificar quais os grupos e espécies
bacterianas envolvidas no processo de digestdo anaerdbia de residuos organicos vegetais,
utilizando lodo anaerébio de esgoto como indculo do substrato, adquire significincia no
cendrio de pesquisas, haja vista que um maior entendimento desses processos - €, por
conseguinte, a otimizacao de cada fase microbioldgica - pode contribuir para acelerar o tempo
de estabilizacdo da matéria organica putrescivel, maior producdo de gds para o
aproveitamento energético e ainda, produzir um biossélido passivel de reuso em atividades
agricolas. Por isso, o uso de avangadas técnicas moleculares pode ajudar ainda mais na
melhoria da eficiéncia deste sistema através da identificacdo da estrutura da comunidade
microbiana e funcdo, e suas relagdes ecoldgicas na biorreator (KHALID et al.; 2011).

Assim, o objetivo desse trabalho consiste em realizar um estudo da diversidade
microbioldgica envolvendo drqueas metanogénicas nos processos digestdo anaerdbia em
residuos sélidos organicos, utilizando lodo de UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket)
como ind6culo, de modo a identificar as espécies bacterianas presentes € dominantes no

processo de digestao anaerdbia do substrato, em especial na fase metanogénica.

2 Material e Métodos
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O trabalho experimental foi realizado nas dependéncias da Estacdo Experimental de
Tratamentos Bioldgico de Esgotos Sanitdrios (EXTRABES), na cidade de Campina Grande-
PB, Nordeste do Brasil. A fracdo organica putrescivel dos residuos sélidos urbanos utilizada
neste trabalho foi proveniente do descarte de residuos vegetais coletados na Empresa
Paraibana de Abastecimento e Servigos Agricolas, na cidade de Campina Grande — PB. Além
dessa fracdo organica, foi utilizado como inéculo lodo anaerébio proveniente de reator
UASB, coletado da Estacdo Experimental de Tratamentos Biolégico de Esgotos Sanitarios
(EXTRABES).

O sistema experimental foi constituido por um reator anaerébio compartimentado de
mistura completa. O mesmo foi construido com trés camaras de reacdo, em forma de caixas
retangulares de bases quadradas, construidas com placas de vidro de 8 mm de espessura e
assentado em uma estrutura metdlica reguldvel. Cada camara apresenta as seguintes
dimensdes: 40 x 25 x 25 cm (altura versus largura versus comprimento, respectivamente). As
camaras apresentam volumes unitarios de 25 L, sendo um volume de aproximadamente 20 L
destinado a camara de reag¢do e os 5 L remanescentes na parte superior que constitui o head-
space, destinado ao armazenamento do biogds gerado. O reator foi assentado na estrutura
suporte em desnivel e as camaras de reacdo foram conectadas pelos pontos de transferéncia de
substrato, de modo que, a transferéncia do conteido de cada camara foi realizada por
gravidade, conforme pode ser verificado na Figura 1.

Em cada camara foram estudadas separadamente as fases da digestdo anaerébia, onde
objetivou-se identificar em cada fase de decomposi¢do anaerébia dos RSO as espécies
microbianas presentes € o0 comportamento das principais espécies envolvidas na
decomposicdo anaerdbia, através das abordagens moleculares.

Para extracdo de DNA foi utilizado o kit PowerSoil ® DNA Isolation Kit - MO BIO
Laboratories, onde 0,5 g da amostra centrifugada foi pesada e extraida de acordo com o
protocolo do fabricante. A partir do DNA gendmico extraido da amostra, foram obtidos
fragmentos do RNAr 168, utilizando a técnica de PCR para amplificacdo dos fragmentos de
DNA (KAPA Taq PCR kit - Kapabiosystems). Apds a extragdo de DNA, as amostras foram

N

submetidas a amplificacdo especifica dos genes que codificam a regidao 16S do RNA
ribossomal (DNAr 16S) de arqueas. Para a amplificacdo, foram utilizados o par de iniciadores
ou primers: primer foward ARCH 21F e o primer reverse ARCH 1041R e na segunda PCR
(nested), foram utilizados o par de iniciadores: primer foward PARCH 344F-GC e primer
reverse UNIV522R. O programa de amplificagdo adotado para produtos de PCR foi

modificado vérias vezes. As condi¢des que ofereceram melhores resultados de amplificagdo
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consistiam das seguintes etapas: 2 minutos a 95°C (desnaturacdo inicial); 35 ciclos de 30
segundos a 94° (desnaturacdo), 30 segundos a 52°C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos a

72°C (extensdo); e, finalmente, 5 minutos a 72° C (extensao final).

Figura 1 — Ilustracdo do reator anaerébio compartimentado utilizado para o desenvolvimento

da pesquisa.
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Os produtos de PCR obtidos a partir das amostras foram submetidos a eletroforese
vertical em gel de gradiente desnaturante (DGGE). A solu¢do do gel foi feita segundo
protocolo de Muyzer e colaboradores. (1996). Alguns testes foram feitos a fim de se obter um
gradiente que oferecesse a melhor separacdo dos fragmentos de DNA contidos nos produtos
de PCR (entre 40 a 80%). Para formacdo de 25,1 mL de gel, utilizou-se duas solucdes
denominadas de low (com baixa porcentagem de desnaturante) e high (com alta porcentagem
de desnaturante). Antes das solugdes low e high serem misturadas e de ser confeccionado o
gel com o gradiente desnaturante desejado, eram adicionados na solu¢do 40% e 65%, 100 uL
de APS e 45 pLL de TEMED (Cg¢H 6N, — Sigma electrophoresis reagent).

O gel foi montado utilizando-se o aparato DCodeTM System Bio Rad. No presente
trabalho, o gradiente escolhido para a confeccao dos géis de DGGE foi o de 40 a 65%.

Um pouco da solugdo 0% foi utilizada na formagdao dos “pogos” ou canaletas para
aplicacdo dos produtos de PCR. Foram aplicados 10 a 30pL de produto de PCR das amostras,
dependendo da concentragdo da amostra. A “corrida” ao longo do gel se processou a 60°C e

80V, em cerca de 7 L de tampao TAE 0,5X, durante aproximadamente 17 horas.
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Ao final da eletroforese, o gel foi corado por 20 minutos em solu¢do contendo 60 pL
de gel red concentrado, 200 pL. de dgua deionizada e 4 pl. de NaCl 5M e visualizado sob luz
ultravioleta. Imagens do gel foram documentadas usando um sistema de captura digital de
imagem (Launch Doc ITLS — UVP, versao 5.0). As bandas de interesse foram excisadas e
introduzidas em tubos do tipo eppendorf contendo 50 pL. de dgua ultrapura estéril, que foram
agitados em microdesmembrador a 4.800 rpm durante 3 minutos e armazenados a 4° C
(overnight). Ap6s este periodo, os tubos foram centrifugados a 2.800 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante, contendo os fragmentos de DNA, foi coletado e armazenado em microtubos a —
20°C. Testes preliminares de PCR foram realizados com aliquotas variadas dos fragmentos
extraidos do gel (1 a 10 pL), diluidos ou ndo, no intuito de se obter uma amplificacdo intensa,
mas sem ‘“rastros” (bandas inespecificas). Novos produtos de PCR foram “corridos” em
DGGE para verificagdo da pureza das bandas. Algumas tiveram que ser novamente
submetidas a excisao e purificagdo.

Seguindo a preparacdo das amostras para sequenciamento, as bandas purificadas dos
géis de DGGE foram reamplificadas com o mesmo par de primers citado anteriormente,
porém sem a “cauda” GC. O programa de ciclos de PCR adotado foi: 2 minutos a 95°C
(desnaturacao inicial); 40 ciclos de 30 segundos a 94° (desnaturacdo), 30 segundos a 52°C
(anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensdo); e, finalmente, 5 minutos a 72° (extensao final).
Cerca de 90 pL de produtos de PCR de cada banda extraida foram novamente purificados
utilizando-se o kit Wizard DNA Clean-Up System (Qiagen). Os produtos de PCR das bandas,
uma vez purificados e quantificados, foram enviados para sequenciamento no nucleo de

biologia aplicada da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG.

3 Resultados e Discussao

Na Figura 2 apresenta-se a imagem do gel de DGGE obtido ap6s as andlises, com as

bandas referentes as drqueas identificadas em vermelho, as quais foram excisadas e eluidas:

Figura 2 — Bandas do Gel de DGGE obtido apés PCR das amostras de cada camara do reator

anaerébio.

Ciéncia & Tecnologia: FATEC-JB, Jaboticabal (SP), v. 8, Numero Especial, 2016. (ISSN 2178-9436).



lkb C1 C2 C3

T
u

[l

I CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA AGROPECUARIA,
AGRICOLA E AMBIENTAL (CBMAAA)
09 a 12 de maio de 2016 - Centro de Convengoes da UNESP,
Campus de Jaboticabal, SP

O
Programa de
Pés-Graduagao em

MICROBIOLOGIA
AGROPECUARIA

Legenda: C1: camara 01 (hidrdlise); C2: camara 02 (acidogénese/acetogénese); C3: camara
03 (metanogénese); 1Kb: marcador de peso molecular.

Os fragmentos parciais do gene 16S rRNA das bandas selecionadas nos perfis de

DGGE, quatro bandas de arqueas, foram sequenciadas, e filiagdes foram determinadas por

comparacdo com a do Genbank, apds purificacdo e sequenciamento das bandas, conforme

dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados das drqueas encontradas apds purificagdo e sequenciamento das bandas do gel de DGGE.

Banda Identificacao E-value % similaridade
1 Uncultured Methanobacteriaceae archaeon le-43 90
2 Uncultured archaeon 2e-52 94
3 Uncultured Methanobrevibacter sp. 2e-42 91
4 Uncultured Methanosarcinales archaeon 4e-59 97
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A partir dos resultados obtidos, a drquea presente na camara 01 do reator consiste em
uma ndo-cultivavel da familia Methanobacteriaceae. Em estudos publicados por Griffin e
colaboradores (1998), éarqueas dessa familia foram descritas como as metanogénicas
hidrogenotréficas mais abundantes em dois reatores de bancada anaerdbios de mistura
continua, a 37°C e 55° C, inoculados com lodo de esgoto e esterco bovino e alimentados com
uma mistura de residuos sé6lidos urbanos. Tal achado assemelha-se ao tipo de reator objeto do
presente estudo, uma vez que o lodo também ¢ utilizado como indéculo do substrato
constituido pela fragdo organica putrescivel de RSO (20:80, respectivamente). A presenca de
membros da familia Methanobacteriaceae, como por exemplo, Methanobrevibacter e
Methanothermobacter thermautotrophicus representam as metanogénicas hidrogenotréficas
(produzem metano a partir do formiato, H, e CO,), contribuindo para a producdo de biogés
(IKE et al., 2010).

A banda 2, presente na camara 2 do reator apresenta uma arquea nao cultivavel,
descrita por Deng e colaboradores (2012). Nesse estudo foi feito a andlise da composicao da
comunidade microbiana em reatores em série, com a finalidade de tratar esgotos com altos
niveis de antibidticos. Sabendo que tais contaminantes emergentes estdo cada vez mais
presentes em dguas residudrias, e que o lodo utilizado no presente trabalho é proveniente de
um reator tipo UASB alimentado com esgoto doméstico da cidade, assemelha-se assim aos
presente trabalho.

Por fim, as ultimas bandas sao vistas na camara 03, onde se espera que a etapa
metanogénica seja predominante no processo. Para essa fase, foram encontradas ndo
cultivaveis Methanobrevibacter sp. e Methanosarcinales (bandas 3 e 4, respectivamente). A
primeira, hidrogenotréfica, é citada por Mertoglu e colaboradores (2007) em estudos
envolvendo a diversidade metanogénica de Archaea em um biorreator (aterro) aerado
preenchido com cinzas residuais de incineragdo, co-dispostos com residuos incombustiveis,
sendo monitorado e analisado em funcdo de tempo, utilizando técnicas moleculares. O estudo
baseado na PCR revelou uma grande diversidade na populacdo metanogénica dentro dos
aterros sanitdrios e identificados elevadas concentracdes de hidrogénio utilizando pelos
microrganismos metanogénicos, em comparacdo com as espécies acetocldstica em ambas as
amostras de aterro jovens e maduros. Ainda, de acordo com estudos de Ike e colaboradores
(2010), Methanobrevibacter ¢ dominante na metanogénese.

A drquea da ordem Methanosarcinales, encontrada também na camara 03, é descrita
em estudos de Yi e colaboradores (2014), onde os residuos biologicos e de lodo de esgoto

foram co-digeridos num reator de digestdo anaerdbia (30% e 70% do peso umido total,
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respectivamente), com vistas a identificar a producao de biogds e composi¢cdo da comunidade
arquea metanogénica no reator de digestdo anaerdbia em processos meso-termofilicos (35-
37°C e 55-57°C). Os resultados mostraram que uma maior quantidade de biogés foi produzida
com todas as taxas de carga organica no processo termofilico. Ambos os processos
apresentaram diversidade limitada da comunidade drqueas metanogénicas que foi dominado
por Methanobacteriales e Methanosarcinales (por exemplo, Methanosarcina) em ambos 0s
processos meso e termofilicos. Methanothermobacter foi detectado como um género
dominante adicional no processo termofilico (Y1 et al., 2014).

Ainda segundo Lv e colaboradores, (2015), constataram que a metanogénese
acetocldstica seja a via bioquimica dominante na degradacdo de palmitato em presenca de
sulfato. Sabe-se que 4cidos graxos de cadeia longa (AGCLs) sao intermedidrios importantes
na degradacdo anaerdbica de n-alcanos. A fim de descobrir os processos bioquimicos
envolvidos na degradacdo de AGCL, palmitato (AGCL um tipico) foi utilizado como um
substrato, e fluidos de producdo do campo petrolifero a baixa temperatura foram utilizados
como uma fonte de microrganismos para estabelecer dois sistemas anaerdbios, uma com
adicdo de sulfato como aceptor de elétrons exdgeno (SP), outro aceptor de elétrons sem
exogeno (MP), ambos incubados a temperatura ambiente. Os resultados mostraram que a
metanogénese acetocldstica pode ser a via bioquimica predominante de geracao de metano em
culturas de enriquecimento alterado com sulfato. Estes resultados lancam luz em vias
metanogénicas alternativas na presenga de sulfato. Infere-se entdo, de tal comparagdo, a
necessidade do estudo das vias de degradacdo presentes no reator em estudo, de modo a se

observar se comportamento semelhante € visto durante as etapas de conversao dos AGCL.

4 Conclusoes

Ap6s os resultados das andlises moleculares, a d&rquea presente na camara 01 do reator (fase
hidrolitica) consiste em uma ndo-cultivavel da familia Methanobacteriaceae. A banda 2,
presente na camara 2 do reator (fase acidogénica/acetog€nica) apresenta uma 4rquea nao
cultivavel, encontrada em esgotos com altos niveis de antibidticos. As ultimas bandas sdo
vistas na camara 03 (fase metanogénica em predominancia), onde foram encontradas nao
cultivaveis Methanobrevibacter sp. e Methanosarcinales, sendo a primeira hidrogenotréfica e

a segunda, acetoclastica.
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