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Resumo

A necessidade do reaproveitamento de aguas restdoavindo a aumentar. Os
processos anaerébios de tratamento de aguas liesuesentam-se actualmente como
a melhor solucdo custo-eficacia para a purificatg@oluentes organicos provenientes
dos desperdicios industriais e domésticos. Um melkmnhecimento sobre as
populacdes microbianas responsaveis pelos processtaboélicos que ocorrem nos
reactores anaerobios € essencial para um melhotrokmone optimizacdo do
funcionamento do reactor. Nas ultimas décadas,&eduns de biologia molecular para
caracterizagao dos genes que codificam o rRNA #88,sido aplicados com sucesso
na caracterizacdo das popula¢cdes microbianas pessem reactores anaerobios, uma
vez que essa metodologia ndo depende do cultiva pdentificacdo dos
microrganismos.

Com o presente trabalho, pretendeu-se contribaiia @ caracterizacdo das
comunidades microbianas presentes em dois reacoxobios a operar de modo
diferente, um a operar de modo continuo e o outqpeaar de modo intermitente. Para a
caracterizacdo da populagdo microbiana foi utibzadha estratégia combinando os
métodos de extraccdo de DNA, amplificagdo por PGR primers especificos para as
sequéncias que codificam os genes do rRNA 16Sagtm e sequenciacdo de clones
previamente analisados quanto ao seu polimorfism® flagmentos de restricdo
(RFLP). A analise dos RFLPs permitiu a minimizacdo numero de clones
sequenciados, o que é especialmente relevante @garahalisa um grande nimero de
clones.

Utilizando esta metodologia, em conjunto com osmprs desenhados
especificamente para os principais grupos metaigtie microrganismos presentes nos
reactores anaerobios, foram obtidos um total decB#&s. A caracterizacdo dos RFLPs
destes clones permitiu a identificacdo de 21 pdifesentes para o reactor a operar em
modo intermitentee 29 perfis diferentes no reactor a operar em moadinuo,

ilustrando a vantagem desta metodologia.

Palavras-chave:
Reactores anaerobios « Caracterizacdo moleculpopidacGes microbianas ¢ Analise de genes

codificantes para rRNA 16S « Analise de clonesR¥BELP « Desenho de Primers



Abstract

The need to treat and reuse wastewaters is arasiogeproblem. The anaerobic
process for wastewaters treatment is the mosteftesttive solution for the treatment of
industrial and domestic wastewaters. A better kedgé of the microbial populations
responsible for the metabolic processes that ocmitdle anaerobic reactor is essential
for a better control and performance optimizatidbmmaerobic reactors. During the last
decades, molecular biology methods for the charaateon of 16S rRNA enconding
genes have become increasingly popular for theackenization microbial populations
inside of the anaerobic wastewater treatment rescteince they are culture-
independent.

The aim of this work was to contribute for the kiedge of the microbial
populations present in two anaerobic wastewatectoea operating either in a
continuous mode or in an intermittent mode. Fordharacterization of the microbial
populations, we planned a strategy combining DN&aetion, PCR amplification with
primers specific for the 16S rRNA encoding gendsning, and sequencing of clones
previously analyzed for their restriction fragmeéemngth polymorphism (RFLP). The
RFLPs analysis allowed the minimization of the nembf clones sent for sequencing,
especially important when analyzing large numbédanes.

With this methodology, and together with the spegifimers designed for the
most important metabolic groups of microorganismgntl in reactors for anaerobic
wastewaters treatment, a total of 323 clones welgaimed. The RFLP’s
characterization allowed the identification of 2istimhct profiles for the reactor
operating in intermittently, and 28 distinct pre8l for the reactor operating

continuously, illustrating the advantage of thisinoelology.

Keywords:
Anaerobic reactors ¢ Molecular characterizationmo€robial populations  Analysis of 16S

rRNA encoding genes ¢ Analysis of RFLP clones rieridesign
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1.Introducao

1.1 Aguas residuais

As 4&guas residuais, desperdicios liquidos proveesende actividades
domeésticas, comerciais, industriais e agricoladepoconter uma grande variedade de
potenciais contaminantes, para além de possuirefitasrvezes, uma grande carga de
poluentes organicos. O lancamento indiscriminadoadeas residuais para rios e
afluentes tem representado cada vez mais um praldemiental ao nivel de destruicdo
de habitats selvagens, culturas piscicolas e toimstdo, acima de tudo, um problema de
saude publica como fonte de transmissao de doemgasipalmente em paises em vias
de desenvolvimento. As aguas residuais represeatammenorme massa de agua, no
entanto, para que possa voltar a ser utilizadantab#izada, é necessario que 0s
poluentes orgéanicos e inorganicos sejam eliminaBasa o tratamento dos poluentes
organicos, foram desenvolvidas estacdes de tratarbedgico, que permitem simular
e acelerar o processo de degradacao que ocormalnsnte na natureza. Este processo
pode ser realizado por dois métodos principaispresenca de oxigénio (processo

aerdbio), ou na auséncia de oxigénio (processa@niag(Lettinga e Hulshoff Pol, 1991).

1.2 Processo de tratamento anaerébio

O tratamento anaerdbio de 4guas residuais € coadaa@ melhor solugdo em
termos de custo/beneficio para o tratamento deept#s organicos provenientes das
industrias, tendo vindo a ganhar bastante popaldeichas ultimas décadas devido ao
aumento dos precos da energia e fase a legisl@giosa aplicada as industrias quanto
ao tratamento dos seus efluentes (Lettiegal. 1999). O processo de tratamento
anaerobio € conhecido pela capacidade de tratamuooanalta eficacia aguas residuais,
tornando-as reutilizaveis (McCarty 2001).

O processo de tratamento anaerébio de aguas rissé@uan processo biolégico
de tratamento dos afluentes sem a utilizacdo de ae oxigénio. As varias aplicacdes
sao dirigidas a remocao de poluentes organicosgerasaresiduais, lodos e lamas. Os
poluentes organicos vao ser convertidos, por ngarismos anaerébios, numa mistura

gasosa composta por didxido de carbono (25-45%gtama (50-70%), conhecida como



s

“biogas” (Fig.1.1) (Price, 1985). O “biogas” é utioamte versatil de energia renovavel,
que poderd vir a ser o substituto dos combustif@sseis na producdo de calor e

energia, bem como de combustivel para veiculos.a ga

Poluentes | —————— CH, + CO,
Orgénicos Microrganismos “Biogas”
Anaerdbios

Fig. 1.1— Esquema representativo do principio do procdsstratamento anaerdbio para poluentes
organicos em aguas residuais.

Este método de tratamento em vindo a ser cada \@g mmportante na
eliminacdo de poluentes organicos em agua resjdu@is o aparecimento de reactores

de digestdo anaerdbia, UASB.

1.2.1 Reactores UASB Upflow Anaerobic_Sudge Banket)

O reactor UASB € um reactor especialmente deseitopara o tratamento de
aguas residuais, através de um processo anaerébadtad eficiéncia e para elevadas
cargas organicas (Franklin, 2001). O processo tégimo UASB foi desenvolvido por
Gatze Lettinga e os seus colaboradores nos firrmsados 70. Estes reactores foram
primeiramente introduzidos na industria alimentaindlstrias relacionadas, sendo
posteriormente aplicada a digestdo anaerdbia temtesto de efluentes e na industria
do papel (Franklin, 2001).

O reactor UASB (Fig.1.2) opera bombeando o afluégeas residuais a tratar)
do fundo até ao topo do reactor. Durante a suag®¥ntia no reactor, o afluente vai
entrar em contacto com a biomassa residente (laquessyai remover as substancias
organicas e purificar a 4gua. A biomassa é commusteagregados de microrganismos
anaerdbios, formando granulos compactos (0,5 a Zmdiametro), que ficam retidos
no interior do reactor por auto-imobilizacdo (FjeRD02). A elevada velocidade de
sedimentacao destes granulos previne a remocamidosganismos pela passagem da
agua a ser purificada, mesmo a grandes pressaasilides.

Os soélidos organicos presentes no afluente vaodegradados e digeridos

através de transformacdes anaerdbias, que resutiaproducdo de “biogas”, como



resultado final do processo (Lettingd al. 1980). A movimentacdo ascendente
resultante da libertacdo das bolhas de gas formddesite o processo vai causar
turbuléncia hidraulica, resultando em mistura rterior do reactor sem necessidade de
recorrer a componentes mecanicos. Na parte supéoioreactor, a fase liquida é

separada do manto de lamas e do gas por um sepéaiéaico (também conhecido

como separador gas — liquido — sélido). O separ#ifasico € normalmente uma

campanula para o gas, com uma tina de decantdgadaina parte superior. Por baixo
da campanula, sédo utilizados separadores de mododazir o gas para a abertura da
campanula (Lin e Yang, 1991). A producéo de bi@partir da digestdo anaerdbia tem
vindo a ser considerada como a tecnologia que wmeAmente tem melhor relacdo

preco/custo e amiga do ambiente, para a producbidés (Fehrenbac al., 2008).

hiogas

efluente tratadn._

campanula
colectora de gas

hiolhas de hiogas

| manto de lamas
afluente e

sisterma de
distribuicdo

Fig. 1.2— Esquema representativo de um reactor UASB, adapt
do modelcBIOPAO® UUASB

Os reactores UASB podem funcionar de modo difereblma das suas
capacidades operacionais € o tempo de alimentagsgioedctores, que pode funcionar
de um modo continuo, ou intermitente.

No reactor a operar de modo continuo a alimentécBeta ininterruptamente,
enquanto num reactor intermitente, a alimentacdoredmtor, é precedida por um
periodo de interrupcdo no processo de alimentd@doodo de operacionalidade é um

factor determinante para o rendimento do funciomaondo reactor.



1.2.2 Formacéao dos agregados de microrganismos

A formacgédo de agregados de microrganismos € unmmfend que pode ocorrer em
processos anaerébios de tratamento de aguas lissiddiastriais (Hulshoff Poét al,
1983). Os agregados de microrganismos, presenteganmr dos reactores anaerobios,
sdo densos consoércios de microrganismos, que searforespontaneamente, sem
necessidade de uma matriz de suporte. Muitas $eeriaodelos tentaram explicar a
formacéao destes granulos.

Um destes modelos, € o modelo “esparguete” (Fi§). Begundo este modelo,
microrganismos do géneMethanosaeta, dominioArchaea, comecam por se entrelacar
entre si, servindo de base para outros microrgarsisie poderem fixar, aumentando e
desenvolvendo o granulo (Wiegant e De Man, 1986)nt&gridade do agragdo é
mantida por longos filamentos de espécies pertéeseao génerdMethanosaeta,

juntamente com outros factores ndo conhecidos (R2@37).

Fig. 1.3— Processo de formacédo de granulos segundo o mtadgplarguete”
(adaptado de Field, 200

Estes agregados ocupam o interior dos reactoré® eanstituidos por uma
enorme variedade de microrganismos. Apesar de alg@spécies microbianas terem
sido isoladas e descritas, um grande nimero denisrgas que estdo presentes na
constituicdo destes granulos permanecem desconikecid

Mesmo para 0os microrganismos identificados, agngdio no interior do reactor
nao estd completamente clarificada. De modo a malho processo de digestao
anaerObia, sera necessario um maior conhecimenboe sa composicdo e o

funcionamento destas comunidades microbianas (Ehddaiet al.,1997).



1.2.3 Processo de tratamento anaerdbio vs. aerébio

Presentemente, mais de 70% dos reactores anaesbivel mundial sdo do
tipo UASB ou EGSB. Os sistemas de tratamento abaede aguas residuais podem
funcionar a diferentes temperaturas e tratar agpgduais de varias origens. Uma das
grandes vantagens dos reactores anaerobios é ac@oode pequenas quantidades de
lamas e a producgéo de biogas. Outra vantagem dopeahentre os dois sistemas, é que
0 sistema anaerébio suporta maiores cargas orga(ie20 kg COD.fi.dia') do que
os sistemas aerébios comuns (0,5-3 kg COtdia?) (Lema e Omil, 2001). O COD
(Chemical Oxygen Demand) é definido pela quantidddeoxidante especifico que
reage com a amostra sob condi¢fes controladaegrésso em mg/L OA eficacia do
processo de tratamento € assim medida como a psgeem de matéria organica
removida durante o tratamento. O COD funciona camo rapido indicador da
quantidade de poluentes organicos na agua e quendaindicacdo da eficacia do
processo de tratamento.

Balango Aerdbio de COD Balango Anaerdbio de COD

4

9=s 055

Fig. 1.4— Esquema comparativo do balanco de COD entreigierslanaerdbias e aerébias (adaptado de
Field, 2002)

Os reactores anaerobios apresentam relativamesteactores anaerdbios, um
custo 5 a 10 vezes inferior na producdo das lartihgadas nestes processos. Nao
consomem energia eléctrica e dispensam o0 uso dédspmsistemas de arejamento,
valvulas solenodides, painés eléctricos. Necessitampouco espago e um baixo custo
para serem implementados, e produzem metano, ‘fiogémo produto final do
processo, que pode ser reaproveitado como fonenergia alternativa. Os reactores
anaerobios tém ainda a capacidade de preservag@dmomassa, sem necessidade de
alimentacdo do reactor por varios meses ou anosir&@mmente, a comunidade

microbiana no processo aerébio depende do oxigéni@lta de energia eléctrica, a



falha do motor, ou outro problema associado aogssm; pode colocar todo o sistema
em colapso, uma vez que qualquer falha no fornetonge oxigénio ao sistema pode
resultar na perda de toda a comunidade microbiglegrebezem e Macarie, 2003). Os
reactores anaerobios serdo ideais para implem@aiaexemplo, em paises em vias de
desenvolvimento, contribuindo para o restabelecimelas redes publicas de aguas

potével evitando os graves problemas actuais diegaiblica.

1.3Diversidade microbiana em reactores anaerobios

Para se avaliar a diversidade microbiana presante neactor anaerébio, uma
possivel abordagem, é averiguar quais os process@adolicos que ocorrem no interior
do reactor de digestdo anaerobio. As principais wiatabdlicas (Fig.1.5), sendo as vias
mais interessantes do ponto de vista economicoecam com a hidrolise da matéria
organica complexa presente nas aguas residuaisjrgueer transformada, na sua

maioria, em metano e diéxido de carbono (Lyberdtd99).

Biopolimeros

(Proteinas, polissacaridos, gorduras)

Aminoacidose

, — —>  Acidos Gordos
Agucares Hidrélise

l

Acetogénicas oxidantes de
acidos gordos

Acidogénicas ———> H,+ €O, «—

Acetato Propionato
! 1 \
Acetogénicas Metanogénicas Acetato
oxidantes do utilizadoras de
Propionato hidrogénio
l — w
Acetato CH, +H,0 Metanogénicas
rees
CH, + CO,

Fig. 1.5 — Principais processos metabdlicos que ocorremntedor de um reactor anaerobio,
adaptado de Siegriedttal., 1993.



A formacédo de metano € um processo complexo. Padiferentes passos de
degradacgdo da matéria organica até a formacgao @@on€ necessario um consorcio de
microrganismos e requer uma coordenacdo de aalrsdenetabdlicas de populacbes
microbianas fisiologicamente diferentes (Angelidetkal., 1993). Apesar dos processos
anaerobios estarem bem conhecidos, pouco se sdie s0 comunidade de
microrganismos responsaveis por estas convers@si@Hal., 1998). Estas limitacdes
sdo, em muito, devido aos meétodos disponiveis @amento, identificacdo e

caracterizacdao fisioldgica dos microrganismos engok.

1.3.1 Hidrdlise da matéria organica

A maioria da matéria organica que chega ao reamtoontra-se na forma de
polimeros organicos complexos, que necessitam dedsgrados em oligo- e
monomeros (acucares, péptidos, acidos gordos eoaaniitns), permitindo que estas
moléculas mais pequenas consigam atravessar ateparelulares dos microrganismos
gue vao metabolizar estes compostos (Chynowetlaacdsn, 1987). Esta converséo,
corresponde a uma hidrdlise, é conseguida atrevéxcbo de enzimas extracelulares
(amilases, lipases, celulases) excretadas porrlzactgresentes no interior do reactor
(Purohitet al., 2008).

1.3.2 Acidogénese

A acidogénese € a segunda fase do processo amadedtbegradacdo da matéria
organica, em que os produtos resultantes da rsdréléio ser metabolizados pelas
bactérias fermentativas, tendo como produtos finaisicidos gordos volateis, acidos
gordos de cadeia curta (acetato, butirato, propt@n acidos organicos, alcoois bem
como pequenas quantidades de hidrogénio (Fig. 1.5).

Uma complexa comunidade de microrganismos partigipa processo da
hidrolise e na fermentacdo da matéria organicaudArsaioria sédo bactérias anaerdbias
obrigatorias pertencentes ao gén@lostridium, ao grupoBacteroidetes e ao grupo
Bifidobacteria. Para além destes grupos filogenéticos, algumateiis anaerobias
facultativas comoStreptococci spp. e espécies da familia dBsterobacteriaceae
podem fazer parte do processo (Lettisga., 1999).



1.3.3 Acetogénese

Os acidos gordos volateis vao ser convertidos eetatc e hidrogénio por
bactérias acetogénicas obrigatérias produtorasdilege&nio. As bactérias acetogénicas
fazem parte de um grupo metabdlico intermediarspaasavel pela grande fraccdo de
acetato produzido durante todo o processo. As last@cetogénicas vao oxidar
anaerobicamente os acidos gordos volaties em ac&l&, H, e formato (Gujer e
Zehnder, 1983). A oxidacdo dos acidos gordos visl&e chave para o processo de
formacdo do metano. Quando ocorre a oxidacédo dmatme do proprionato a acetato,
H, e/ou formato por parte das bactérias acetogénécgae estdo criadas as condigbes
necessarias para o consorcio sintréfico entre agti@s acetogénicas e as bactérias
metanogénicas. As interaccoes sintroficas sdodesagimbidticas entre duas partes que
dependem totalmente uma da outra para conservarergi& e para 0 seu crescimento
(Stams, 1994, Schink, 1997).

Dependendo se o0 acetato € o Unico produto da keaccédo, este metabolismo
pode se classificar como homoacetogénico ou hetEménico, respectivamente.
Também podem ser classificados com oxidantes gleowH produtores de H Os
acetogénicos que sao autotroficos utilizam, €&mo fonte de carbono e utilizam o
hidrogénio como fonte de electrbes. Os acetogéric@s conseguem utilizar outras
substancias como o0s acidos gordos volateis produaesetato e hidrogénio.
Dependendo do substrato disponivel, temperaturae pHbresséo parcial de,Flguns
acetogénicos podem utilizar varias vias metabolidastro da acetogénese. Na
acetogénese apenas estdo envolvidos microrganisdws dominio Bacteria,
pertencentes apenas a alguns filos, sendo a seisidade bastante mais restrita do que
na acidogenése (Draket al., 2002). Tipicamente as bactérias homoacetogénicas

presentes na digestao anaerobias s&weibacterium woodii e Clostridrium aceticum.

1.3.4 Metanogénese

O final da cadeia metabdlica termina com a metamegg onde a presenca de
um grupo de microrganismos do domimiochaea conhecidos como metanogénicos,
produz metano a partir do acetato ou hidrogénio @& (Schink, 1997). Estes
microrganismos apenas conseguem crescer com gabstiamples, como por exemplo

H, e CQ, formato, metanol e acetato, e por este motivoeni@pm de outros



microrganismos que degradam compostos organicas aoaiplexos para lhes fornecer
estes substratos (Gujer e Zehnder 1983). Estesongérismos sao anaerobios
obrigatorios e requerem um potencial redox baixa paseu crescimento (Sam-San
al., 1990; Gerardi, 2003).

O processo de producdo de metano € assim um poockEssinteraccoes
sintréficas existentes com base em relacbes simodot entre os diversos
microrganismos envolvidos no processo onde cadarorg@nismo depende

inteiramente dos outros para conservar energiaeegoseu crescimento (Schink, 1997).

1.4 Métodos moleculares para a caracterizacao de polacoes

microbianas

O conhecimento da estrutura e da funcionalidade dawmunidades de
microrganismos presentes num reactor anaerobiexd&mamente importantes para o
aumento do conhecimento e da previsédo dos procdesoatamento de aguas residuais,
permitindo aumentar assim o seu desempenho. Estecmento permite conhecer as
relacbes sintroficas e as interaccdes cooperaterdtse 0s diversos grupos de
microrganismos responsaveis pelas distintas paties processo de tratamento
anaerobio, e é a sua cooperagdo e a sua co-ejlastiecpermitem que todo o processo
ocorra. As propriedades fisiol6gicas e bioquimidas microrganismos podem ser
utilizadas para a sua identificacdo, bem como pamatendimento das suas interaccdes
com o0 meio em que esta inserido. Os detalhes destiedos estiveram limitados, até ao
aparecimento dos métodos moleculares, a possiiéida cultivar os microrganismos.

Apesar de muitos dos microrganismos envolvidospnosessos anaerdbios atras
descritos poderem ser cultivaveis, as condicOes @aeu crescimento em cultura ainda
permanecem desconhecidas, ndo so por limitacoeslaiégicas, mas também por falta
de conhecimento das respectivas necessidades tieabé nutricionais (Kirket al.
2004). O reconhecimento da incapacidade de isomaiar parte dos microrganismos
resultou no desenvolvimento de uma nova area dguisas chamada “Ecologia
Molecular Microbiana” (‘Molecular Microbial Ecology(Akkermanset al. 1996). A
area de accdo da ecologia molecular microbiana fénidke pela aplicagcdo de
metodologias moleculares, tipicamente baseadaalsamcomparativa de sequéncias de

nucleodtidos, para identificar microrganismos edpExs num ambiente particular.



No entanto, existe um grande grupo de microrgarsstnohecidos apenas pelas
suas sequéncias nucleotidicas extraidas directarderdamostras ambientais, e até esses
organismos serem cultivados, a Unica maneira dep@@ander o seu papel no meio
ambiente onde estéo inseridos € atraves de umaaerd@acao independente de cultura,
associada a uma capacidade de determinacao deladtivmetabdlican situ e previsdo
das vias metabolicas com base em dados de metagan@nay e Head 2001).

Devido a ubiquidade das moléculas de RNA ribossoriBNA) em todas as
formas de vida, a andlise comparativa das sequ€poide ser aplicada universalmente
para inferir relacdes entre organismos. As molécdéarRNA compreendem sequéncias
altamente conservadas, intercaladas com regidegvesm. Em geral, dominios
essenciais do rRNA estdo conservados ao longo dies tos dominios filogenéticos,
podendo ser identificados por comparacao das sgag€scias.

Os métodos moleculares em microbiologia sdo cadanaés um suporte para as
técnicas tradicionais. Durante os ultimos anosleatificacdo de microrganismos tem-
se apoiado cada vez mais em métodos de biologiecnial, especialmente os métodos
que envolvem a analise dos genes que codificam garsequéncias do rRNA 16S,
utilizados especialmente na caracterizacdo de cioiedes microbianas de amostras
ambientais (Dahll6f, 2002). A caracterizacdo e fdfieacdo de comunidades
microbianas presentes em amostras deste génefurdia tarefa linear, e os métodos e
técnicas utilizados para a analise destas amogfragstdo de alguma forma
normalizados. No entanto, devido a propria natuaaamostra, serdo necessarios

sempre, alguns ajustes (Anderson e Cairney, 2004).

1.4.1 Técnica de PCR — clonagem — sequenciacao

As primeiras tentativas para analisar a diversidaateral de uma populacéo
microbiana baseavam-se na extraccdo, purificac&eqrienciacdo do rRNA 16S
directamente das amostras ambientais. O desenwitinde técnicas como o PCR
(Polymerase Chain Reaction) permitiu uma melhor resolucéo deste tipo de adugeh,
permitindo obter maiores quantidades de acidosefuad para os procedimentos
seguintes. ApOs a extraccdo de DNA, este vai geitewa amplificacdo por PCR por
primers universais ou especificos para amplificam wrupo particular de
microrganismos, seguida da clonagem dos fragmemgdificados. Uma vez clonados,

originam uma biblioteca de genes que codificam mandkRNA 16S, que pode ser
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rastreada por varios meétodos. A extraccao plasmiglicestricdo podem ser utilizadas

para confirmar a presenca dos plasmidios ou mesrastes possuem a dimensdao certa.

1.4.2 Electroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGE

A abordagem que € ultimamente mais utilizada paétise neste tipo de amostras
ambientes é a Electroforese em Gel de Gradientedbgsante (DGGE) (Muyzer e
Smalla, 1998), para o qual é necessario um conjdatoligonucledétidos universais,
direccionados para as regides mais conservadagedes que codificam para os rRNA
16S do dominidacteria e Archaea. O DGGE é um método electroforético, na teoria,
capaz de detectar diferencas entre fragmentos de d@Nmesma dimensdo mas com
diferentes contetdos de G+C (%). Estes fragmeradsm ser separados num gel de
gradiente desnaturante baseado nas diferentes regomas de desnaturacdo dos
diferentes segmentos de DNA, sendo as condi¢cOaetesieaturacdo conseguidas pela
presenca de gradientes de concentracdo de urerealfieido. A temperatura de fuséao
(Tm) destes segmentos é especifica de cada segquBnta vez atingida a temperatura
de fusdo mais baixa, a sequéncia de DNA sofre umebrg criando moléculas
parcialmente desnaturadas. Este comportamentedazir mobilidade do fragmento de
DNA ao longo do gel de acrilamida (Torswekal., 1998). Aléem disso, sequéncias com
0 mesmo comprimento e com o mesmo perfil de desagdta, ndo tém de ser
necessariamente iguais, uma vez que o contetdo(%)@e uma sequéncia ndo indica,

por si sO, muita informacéo sobre uma sequéncipasticular.

1.4.3 RFLP (retriction fragment length polymorphism)

A técnica de polimorfismo dos fragmentos de reftri¢gRFLP), baseia-se na
hidrélise do DNA com enzimas de restricdo e postesgéparacao, por electroforese, dos
fragmentos gerados, originando assim padrdes decées especificos. Estes padrbes
podem ser caracteristicos ao nivel das espéciasgesmo ao nivel da estirpe. Uma vez
que estirpes distintas apresentam diferencas (gnelapor vezes, minimas) ao nivel do
genoma, 0 que esta técnica explora € a possil@lidadsas diferencas se encontrarem
no interior da sequéncia de reconhecimento da@meifs) de restricdo utilizada(s).

Desta forma, a comparacdo dos perfis resultanteée permitir detectar pequenas
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alteracbes que diferenciem as estirpes, desde sgas anodificacdes ocorram nas

sequéncias de reconhecimento das enzimas usadas.

1.5 Objectivos do trabalho

De modo a contribuir para o0 aumento do conhecimseontwe as populagoes
microbianas presentes em reactores anaerobios,eserge trabalho tem como

objectivos principais.

» Caracterizar as populacbes microbianas presentedoenreactores anaerobios
com processos de operacionalidade diferentes, oper@ar em modo continuo e
0 outro a operar de modo intermitente.

» Elaborar uma estratégia envolvendo a construcaigienucledétidos iniciadores
(primers) especificos para as regides dos genesagliicam para o rRNA 16S
dos principais grupos taxondmicos presentes em taresc anaerobios,
pertencentes aos dominiBacteria e Archaea, para clonagem dos fragmentos.

* Avaliar a diversidade microbiana presente nos oeastem estudo pela analise
comparativa do polimorfismo dos fragmentos de iggirdos clones obtidos.

* Sequenciacao dos diferentes perfis obtidos e aapdsirde arvores filogenéticas

para avaliacdo da comunidade microbiana presestdais reactores em estudo.
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2.Materiais e Métodos

2.1 Condicdes de operacionalidade dos reactores UA®Becolha das

amostras

As amostras de lamas analisadas neste trabalhm fpravenientes de dois
reactores UASB que foram optimizados para o tratéonede aguas residuais
provenientes de uma industria de lacticinios. Oactores estdo localizados na
Universidade de Aveiro, local a partir de onde fioraperados sob as seguintes
condicOes: os reactores foram feitos de Perspexy gm volume de 6 litros. A
temperatura foi mantida a 35 £ 1 °C, e a produgddidgas foi monitorizada com
recurso a um medidor de gas (Schlumberger). Osoreadoram inoculados com lamas
floculentas de uma carga média de um reactor indlsA lama inoculada tinha uma
taxa de actividade metanogénica especifica (SMAB,@eml CH4/g VSS (Volatile
Suspended Solids) / dia, medida com acetato de.sOdireactores operaram durante 8
meses.

O reactor intermitente funcionou com uma alimerdagé 48h com um tempo
de retencdo hidraulica de 12 horas, seguido de eniodp de 48 h sem alimentacao,
para estabilizacdo da lama. O reactor a operar @t roontinuo, funcionou com um
tempo de retencdo hidraulico de 12 horas. As cledigle funcionamento, resultaram
de estudos prévios de optimizacédo. Os reactoream@pe com a uma carga diaria de 14
g COD/L/dia e durante os periodos de alimentacdaedator a operar de modo
intermitente, 28 g COD/L/dia.

Os dois reactores receberam uma alimentacao igualD em cada periodo de
96 h. As amostras das lamas provenientes dos reactle digestdo anaerdbia dos
reactores em estudo foram recolhidas e transpartaga modo adequado, sendo
mantidas a 4°C durante todo o transporte e conge@d20°C, ndo demorando mais do
gue uma semana até serem processadas. Todo estesordoi da responsabilidade da
Universidade de Aveiro.
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2.2 ldentificacdo dos grupos de microrganismos

A identificacdo dos principais grupos de microrgam presentes nos reactores
em estudo baseou-se numa estratégia que envoheenphficacdo e clonagem dos
genes que codificam para o rRNA 16S, usando priespscificamente desenvolvidos
para o efeito, especificos para os principais ggupetabdlicos descritos como estando
presentes em reactores UASB.

De modo a definir primers especificos para os mgenoismos descritos como
existentes nos reactores UASB, consideraram-segasiemos pertencentes aos filos
Euryarcheota, e Crenarchaeota, como 0s principais grupos do domimiochaea, que
incluem os principais grupos de bactérias metariogeénDo dominidBacteria, foram
considerados 0s microrganismos pertencentes aadditoFirmicutes, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Proteobacteria e Deferribacteres como os grupos de microrganismos
responsaveis pelos principais processos metabdliges ocorrem no interior de
reactores UASB (Narihiro e Sekiguchi, 2007). Assendo, foram retiradas um total de
64 sequéncias completas dos genes que codificam @arRNA 16S do filo
Euryarcheota, 49 sequéncias do filGrenarchaeota, 134 sequéncias do fileirmicutes,

56 sequéncias do filBacteroidetes, 38 sequéncias do filGhloroflexi e 144 sequéncias
do filo Proteobacteria e Deferribacteres.

A recolha das sequéncias completas dos genes diic@m para o rRNA 16S
foi realizada a partir das bases de dados Ribosdb@babase Project (RDP,
http://rdp.cme.msu.edu/), GenBank Ifttp: //www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), Integrated
Microbial Genomes http://www.jgi.doe.gov/igenome-projects/), Green Genes
(http://greengenes.ibl.gov/) e SILVA rRNA Databse Projechitp://www.arb-silva.de/).

Apoés a obtencao das diversas sequéncias, foi adalimm alinhamento global
das mesmas, recorrendo ao programa Clustal hip:/{www.ebi.ac.uk/clustalw/),
(Thomsonet al., 2004). As regides conservadas que flanqueiaragi@es variaveis, de
cada sequéncia consensual, serviram como base garanstrucdo de primers

especificos para cada filo.

2.3 Construcao dos Primers

Os primers foram desenhados com o programa OLIGihePrAnalysis

Software fttp://www.oligo.net) sendo a sua construcdo baseada no alinhamett@fei
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partir das sequéncias dos genes que codificam @aRNA 16S. Os primers foram
construidos com uma dimensdo entre 15 e 21 nudbsdtiO tamanho para os
amplificados foi previsto ser no minimo 600 bp,dedo a assegurar que a regiao
amplificada contenha as regifes variaveis que flalagn as regibes conservadas
complementares dos primers. As sequéncias foraenbdadas de modo que os primers
ndo formem estruturas secundarias intramolecu(aegsin ou loops) estaveisHairpin

e loops com baixa estabilidade ndo apresentam qualguedgpproblematica uma vez
que vao ser interrompidos com as temperaturashiiel&g¢ao.

Na construcéo dos primers, foi considerado commfaelevante, que os pares
de primers ndo tenham diferencas nas temperataréissdo superiores a 10°C. Houve
também o cuidado de ndo haver complementaridade ast3 Ultimas bases finais da
extremidade 3", no final dos primers, de modo aemipa sua dimerizacdo. As

temperaturas de fuséo para cada primer, foramladisi pela seguinte formula:

Tm (°C) = 2°C X [A+T]+ 4°C X [G + (]

Para se verificar a especificidade dos primerslobtirecorreu-se aos programas
informaticos Probe Match (RDP, http://rdp.cme.msu.edu/) para Bacteria, eProbe
Locator (Green Geneshttp://greengenes.|bl.gov/) para arqueobactérias, de modo a
efectuar uma avaliacdo quantitativa do nimero deamganismos que sao especificos
para estes primers. Deste modo conseguimos asséguirdormaticamente, que 80%
das espécies utilizadas para a construcdo dos rprisd® possiveis de amplificar

utilizando os primers especificos.

2.4 Extraccao e Purificacdao de DNA

Para extraccdo do DNA total das amostras, as amsoBiram descongeladas
lentamente. Apds descongelacdo, as amostras famicedas através do uso de ultra-
sons B ciclos de 30 s cada, a 40% de poténcia maximatemdo as amostras
colocadas em gelo) usando um sonicador Brason, ddona garantir que 0S
microrganismos presentes nos granulos das amdesssm libertados. As amostras
foram mantidas em gelo até serem processadas. Fecathidos 2 ml de cada amostra
que foram purificados através de um filtro NucleosfMacherey-Nagel) de modo a

remover particulas de maior dimensdo. A fraccaiwafih foi recolhida e o DNA
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genomico foi extraido e purificado usando o sistdfigh Pure PCR template Kit
(Roche), seguindo as instrucbes do fabricante. Aceairacédo e a pureza do DNA
obtido foi estimado por medicdo da absorvancia @ @& num espectrofotometro
(NanoDrop ® ND-1000 Technologies).

A integridade do DNA gendmico purificado foi vecidida visualmente apés a
realizacdo de uma electroforese em gel de aga@3%), em tampéo TAE 1x (TAE
50x: 242 g/l Tris Base, 57,1 ml/L acido acéticoQ1@l/L de 0.5 EDTA, pH 8)
(Sambrook e Russel, 2001). As amostras a analisayeé de agarose foram preparadas
adicionando 1 pl de corante (1% SDS, 50% de Glicerd,05% de Azul de
Bromofenol, 10x concentrado) a cada 5 pl de solld&d®DNA. A electroforese foi
efectuada a 90 volts durante aproximadamente 46tasn

2.5 Amplificacdo dos genes rRNA 16S

A amplificacdo dos segmentos de DNA que codificaamapo rRNA 16S foi
realizada utilizando os primers descritos na TaBdla(ver Resultados). As reaccdes de
PCR foram realizadas num volume total de 50 pltesaio para cada reacgao: 1 ul de
cada primer, 6 ul de DNA molde (huma concentragioxamada de 400 ng), 0,1 mM
de cada dNTP, 1,5 mM de MgCIL U de Tagmed DNA polimerase e 5 pl do tampéao de
reaccao respectivo, fornecido pelo fabricante daneoase (Citomed).

As reaccOes de amplificacdo foram realizadas nagsirges condicdes de
amplificagdo: desnaturacao inicial a 95°C durantaid, seguida de 30 ciclos de 45
segundos (s) a 95°C para desnaturacao, 75s paidabédm dos primers a temperatura
correspondente para cada par de primers, e 459G p&a a extensdo. No final
efectuou-se um passo de extensdo durante 7 mifCa A8 temperaturas de hibridagao
correspondentes a cada um dos primers, estdotdesta Tabela 3.2 (ver Resultados),
assim como o tamanho esperado para os amplifickdoa.as reaccdes de hibridacao,
foram calculadas as temperaturas de hibridacdod fartir das temperaturas de fusao

(Tm) dos primers, segundo a formula:

Tm do Primer Foward + Tm do primer Reverse
Th = = (eCy—5¢2C
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As temperaturas de hibridacdo calculadas por éstaufa, foram utilizadas
como ponto de partida para a optimizacao das nmedhoondicdes de temperatura de
hibridacéo para as reacgdes de PCR.

A confirmacdo da dimensdo e integridade dos amptifbs resultantes das
reaccoes de PCR foi realizada apos separacaoatpadntos por electroforese em gel
de agarose (Amersham Biosciences) a 0,8% em taifBolx (Sambrook e Russel,
2001). As amostras foram preparadas adicionandd Sepcorante de aplicacao
(Fermentas, 6x concentrado) ao volume total dacéeae aplicadas no gel. Para
determinar a dimenséo das bandas obtidas usousecador de massa molecular 1 Kb
Plus (Fermentas). Os géis foram corados com 1 pdgrbrometo de etidio em tampéao
TAE 1x, sendo as bandas visualizadas num transikchor UV Gel Doc XR (BioRad,
Universal Hood II), acoplado a um sistema de c&@gtade imagem. As bandas
correspondentes a cada produto de PCR foram eadrdiml gel e purificadas utilizando
o kit comercial EasySpin Gel Extractiéit (Citomed) e eluidas em 20 ul de TE (TE
10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1 mM EDTA.

2.6 Construcao de uma biblioteca de clones

Os amplificados purificados foram clonados no ve@GR2.1, utilizando o
sistema de clonagem TA Cloning Kit (Invitrogen)gAmastaq polimerases tém uma
actividade que adiciona uma adenosina (A) na regidoinal 3' dos produtos de PCR.
O vector linearizado existente no kit utilizadoresgenta residuos simples de timina (T)
na regiao terminal 3", o que vai permitir que odoito amplificado na reaccédo de PCR
se ligue eficientemente ao vector (Fig. 2.1).

As reaccdes de ligacdo, do produto final ao vedtogm realizadas a 14°C,
durante 16 horas, seguindo as especificagOes dodate (Invitrogen). As reaccdes de
ligacdo foram seguidamente precipitadas do seguimddo: aos tubos de reaccgao
adicionou-se acetato de sédio a 3M (10% do volwted ta reaccdo) e etanol (2,5x o
volume final da reaccéo), seguido de uma centrgf@agade 30 min, 15000 rpm, a 4°C
(Sambrook e Russel, 2001). Apés centrifugacaddgasdes foram lavadas com etanol a
70% e secadas. Adicionou-se aguas destilada estddlpara ressuspender as amostras
para em seguida se proceder a transformacdo déaséle Escherichia coli. As

reaccoes de ligacdo a usar na electrotransforns@giprecipitadas para remover nao so
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a T4 DNA Ligase, mas também o0 excesso de saisnieese tampao de ligacéo, pois

estes podem interferir negativamente no processbed&oporacao.

Fig. 2.1— Principio do método de clonagem utilizado, aaldpide TA Clonin§ Kit, User Manual.

As ligacfes foram transformadas em células elemtnpetentes d&scherichia

coli DH5a, por electroporacdo, usando a metodologia padedorith (Sambrook e
Russel, 2001). As células electrocompetentes fgnaparadas da seguinte forma: Uma
coldnia deEscherichia coli DH5a foi colocada com o auxilio de uma ansa, num volume
de 10 ml de meio LB (Lennox broth, Sigma) liquidayubando a 37°C durante a noite.
A partir da cultura inicial, foi transferido paranunovo erlenmeyer contendo 100ml de
LB liquido, o indculo necessario de modo a obtemsa densidade optica (DO), a 640
nm, de 0,1. O crescimento das células foi mantidosar atingida uma DO=0,8. As
células foram entédo recolhidas para tubos de éegdrde 30 ml. Apds a sua recolha, as
células foram submetidas a 4 ciclos de centrifuga@® min, 12.000 rpm, 4°C),
seguido de uma lavagem, com agua destilada egtpds cada centrifugagéo, o volume
de agua destilada usada nas lavagens foi de 3% 360ml, respectivamente. Na ultima
ressuspenséao foram utilizados 2 ml de solucédoidergl a 10%. Aliquotas de 110 ul,
da suspenséao obtida, foram imediatamente consenzadd0°C em microtubos, sendo
apenas retiradas no momento da electroporagéo.sTagloeagentes, tubos e suportes
foram devidamente esterelizados em autoclave. Todwocesso foi realizado em

condicOes de esterilidade e em gelo.
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A electroporacéo foi realizada consoante as céediglescritas para as células
deE. coli: 2,5 kV de poténcia, 400 Ohms de resisténcia, sistema de electroporagéo
da BioRad. Imediatamente ap0s a electroporacaaspessdo celular foi transferida
para um tubo contendo 3 ml de meio LB (Lennox hr&igma) liquido, e incubada
durante 1 hora a 37°C sob agitacdo (250 rpm). [Qeid®, aliquotas de 100 ul de
suspensdo celular foram espalhadas em placas dedli®o contendo 50 mgt
Canamicina e 40 pl de X-gal (20 mg/ml). As plaaasuin colocadas a 37°C durante a
noite. A adicdo de antibidtico ao meio de cultuemagte que apenas as células que
tenham sido transformadas com o vector crescameaio de cultura, uma vez que o
plasmideo contém um gene de resisténcia a ammdiciiia canamicina, que vai garantir
o0 crescimento deée. coli transformadas. O uso de canamicina, em detrimdato
ampicilina deveu-se principalmente ao facto dergara ndo aparecimento de colonias
satélite. Os transformantes foram seleccionadasvédr da seleccdo usando X-gal.
Apenas as células que contém os plasmideos recanted) em que ocorreu a inser¢ao
de DNA, irdo originar colonias brancas, pois aii¢gde de DNA interrompe um gene
necessario a utilizacao da lactose.

Assim, as colonias brancas foram seleccionadas passideos, contendo os
fragmentos de interesse, foram extraidos utilizanki® comercial Minipreps Easyspin
kit (Citomed) seguindo as instrugbes do fabricaWteconcentracdo e pureza dos
plasmideos obtidos foram estimadas com base navabs@ a 260 nm utilizando um

espectrofotémetro (NanoDrBND-1000 Technologies).

2.7 Analise dos Perfis de restricédo

O processo de identificacdo da comunidade micnab@esente nos reactores
UASB realizou-se essencialmente através da se@gécidos genes que codificam
para o rRNA 16S. De modo a minimizar o numero dgueeciacdes, evitando
sequenciar clones repetidos, os plasmideos obfatasn caracterizados quanto aos
seus perfis de restricdo obtidos por hidrolise cona enzima de restricdo, seguida da
separacao dos fragmentos de restricdo em gel deplaimida.

Os plasmideos obtidos foram submetidos a uma reataidrélise, na qual foi
utilizada a enzim#&laelll. Esta enzima vai reconhecer a sequéncia GGCC quearar
a ligacdo fosfodiéster entre o G e o C. Além diskido a pequena sequéncia de

reconhecimento, vai originar um elevado numero degnientos de DNA. Os
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plasmideos foram separados e agrupados segunddilodperestricdo apresentado,
sabendo que sequéncias iguais representam peréstde&o iguais.

As reaccdes de hidrolise foram realizadas num veltotal de 20 pl, contendo
1U da enzima restricadaelll, 2 pl do respectivo tampao de reaccdo da enzima 10
concentrado (fabricado pelo fabricante da enzimaproximadamente 200 ng de DNA
plasmidico purificado. Foi adicionada agua desdilade modo a perfazer a 20 ul o
volume total da reaccdo. As reaccdes de hidrolcsereram a temperatura de 37°C
durante uma hora. Apés a reaccéo ocorrer, foi @uicio 5 pul de corante de aplicacéo
(Fermentas, 6x concentrado), ndo apenas para @a@jd das amostras para
visualizacdo em gel, mas também para ajudar adomtger a reaccao de digestéo.

Os produtos das reacgBes de hidrolise foram separacth gel nativo de
poliacriimaida a 10%. Os géis foram preparados aoritamida-bis-acrilamida a 10%
(p/v), em tampdo TBE 10XTBE 10x: 108 g/L Tris Base, Acido bérico 55 g/L4Zg
Na2EDTA«2H20)e dHO de modo a perfazer o volume indicado. Para angoizacéo
do gel foi utilizado persulfato de amonia (APSPEY%) e TEMED (0,05%). A solucdo
foi aplicada num sistema vertical Mighty Small (¢ colocando-se, seguidamente,
0S géis a polimerizar a 4°C durante a noite. Nadgiseou nenhum gel de concentracao.

Antes de serem aplicadas as amostras no gel,doiugida uma pré-corrida do
gel (durante 1 hora a 100 V, a temperatura ambiedeemodo a eliminar o APS do
sistema e a melhorar a resolucdo dos fragmentass Asistema arrefecer cerca de 10
minutos a 4°C, de modo a prevenir a degradacao N, @plicou-se 8 ul de cada
amostra em cada poco. A separacdo foi efectuadant@u?2 horas a temperatura
ambiente, a 100 V. Os géis foram entdo corados Jiokiml| de brometo de etidio em
tampdo TBE 1x, durante 5 minutos, e ficaram a dascdurante 1 hora em agua
destilada. Os géis foram visualizados num transilador UV Gel Doc XR (BioRad,
Universal Hood IlI), recolhendo as imagens com tesia de fotografia acoplado. As
imagens obtidas foram gravadas utilizando o so&waurantity One (BioRad).

Para a andlise das imagens com os perfis obtidosytifizado o software
Lablmage (http://www.labimage.com/1d_sofware/lalgetandex.html). A imagem de
cada amostra foi analisada em termos de migragg@ibatalas e intensidade relativa das
mesmas. As amostras com padrdoes iguais foram sidtesp de modo a serem
diferenciadas pela intensidade das bandas uma wvez padrbes de migragcao
semelhantes podem corresponder a amostras distPPi@smideos com padrdoes de

restricdo Unicos, obtidos com os primers especiffiara cada filo, foram novamente
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isolados e purificados usando a metodologia desa@aitas. Os plamideos foram
sequenciados pela firma Operon MWG Eurofins (Aleman usando o primer de
sequenciacdo M13 reversd-(BAG GAA ACA GCT ATG ACC-3).

2.8 Andlise das sequéncias dos genes de rRNA 16S

As sequéncias de DNA obtidas por sequenciacao ldemfileos correspondentes
aos diferentes clones de rRNA 16S foram analisadasdo o programa VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreemlt de modo a remover das
sequéncias as regides pertencentes ao vectorraggelm utilizado, o pCR2.1.

As sequéncias de rRNA 16S foram comparadas comasoutequéncias
depositadas nas bases de dados RDP (http://rdmemedu/, Colest al., 2009) e
GenBank, utilizando a ferramenta BLAST (http://blasbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As
sequéncias obtidas ainda foram comparadas entri@dizando o programa BLAST 2
Sequences (residente no NCBI, amwv.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seg/wblast2.cgi) de
modo a caracterizar a sua autenticidade. As se@soom uma identidade inferior a
98% foram consideradas novas OTUs como sugeriddSgionisdottir et al. (2000).
Todas as sequéncias novas identificadas nestdhtvab#io existentes nas bases de
dados, foram depositadas no GenBank.

2.9 Andlise filogenética dos segmentos de rRNA 16S

A analise filogenética dos segmentos de rRNA IEhtificados no presente
trabalho foi efectuada com base em alinhamentoscégms, usando o programa
CLUSAL W (Thompsonet al.,1994). As arvores filogenéticas foram geradas com
recurso ao programa MEGA 4, utilizando o algoritoddPGA, com o minimo de 500
bootstraps. As arvores representam as relacdes entre asrsgggi@dentificadas no
presente trabalho e entre as sequéncias depositaddsmses de dados, de modo a ser
possivel uma identificacdo ao nivel taxondmico, apadentificacdo e melhor
interpretacdo das relag6es filogenéticas entreio®rganismos presentes nas amostras
provenientes dos reactores UASB.
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3.Resultados

3.1 Desenho de primers especificos para os filos dasninios Archaeae
Bacteria

Com o objectivo de caracterizar as populagOes Im@nas presentes nos
bioreactores UASB a operar de forma continua enmtente e estabelecer futuramente
correlacbes entre as flutuacbes ao nivel da cogfmsdessas populacbes e o0s
parametros operacionais dos dois tipos de bioresstdoi iniciada a caracterizagao
molecular das respectivas comunidades microbia@asn este pressuposto, foi
elaborada uma estratégia baseada na construcaorirdersp especificos para os
principais grupos de microrganismos descritas cestando presentes em reactores
anaerobios por outros autores (Narihiro e Sekigadd7).

Todas as sequéncias foram alinhadas utilizanddétwase ClustalW. Utilizando
o software Oligo Primer Analysis, foram identifieedas regides conservadas que foram
utilizadas para desenhar os pares de primers. i@engrforam desenhados de modo a
que os tamanhos dos fragmentos amplificados resedtala reaccdo de PCR, fosse de
aproximadamente 600 bp bases, garantindo deste ma@oplificacdo das regides

varidveis que irdo permitir a identificacdo daséesgs microbianas presentes nas

amostras em estudo. Uma vez que as sequénciaaptda os filoProteobacteria e

Deferribacteres foram idénticas, apenas um par de primers fonakdi para estes dois

filos.

Tabela 3.1 — Sequéncia e caracteristicas relevantes dos ngrigde oligonucletétidos desenhados e utilizadogenes

trabalho.
™ T Tamanho
Filos Forward primer (57-3") o Reverse primer (5°-3") o Previsto
(°C) °C) " (op)
Euryarchaeota ~ AACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAG 72 GTGTGTGCAAGGAGCAGGACGTR 74 480
Crenarchaeota ~ ATAAGCGGGGGGCAAGTCTGGTGT 76 ACCTGCCGTGGCCCCCTCCTTCCT 82 690
Cloroflexi ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGAC 80 ACATCTCACGACACGAGCTGACGA 74 550
Bacteroidetes =~ CAGACTCCTACGGGAAGGCAGCAG 78 TAACCCGACACCTCACGGCACGAG 74 20
Firmicutes TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA 76 TGCGGGACTTAACCCAACATCTCA 27 570
Spirochaetes CCAGACTCCTACGGGAGGCAG 66 CTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG 70 720
Proteobacteriae ) A cTCCTACGGGAGGCAGCAGTC 78  GCTGACGACAGCCATGCAGCACCT 78 20
Deferribacteres
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Na Tabela 3.1 estdo representadas as sequénciaglgétidos respectivas ao
primers desenhados resultantes da analise bioiafmanrealizada para a construcao
dos mesmos, bem como algumas caracteristicas (teturede fusdo (Tm) e dimenséao
do fragmento esperado). As condicbes de amplifca@gdPCR usadas para os primers
desenhados, foram optimizadas usando amostras dé\ [Phovenientes de
microrganismos pertencentes aos filos para os @qsmimers foram desenhados. Na
tabela 3.2, estdo resumidas as condi¢des Optimasplificacdo utilizada nas reaccdes
de PCR.

Tabela 3.2— Temperaturas de hibridacéo e concentracao deésmgdptimas, utilizadas nas

reaccdes de amplificacao por PCR.

Filos Temperatura de Hibridacdo (°C) Concentracde Mg
Euryarchaeota 53.6 1,5mM
Crenarchaeota 61.0 2mM

Cloroflexi 59.4 1,5 mM
Bacteroidetes 58.0 1,5 mM
Firmicutes 56.2 1,5mM
Spirochaetes 55.8 1,5mM
e

3.2 Amplificacdo dos genes codificantes para o rRNA £

As condicbes de PCR foram optimizadas para cadgurtonde primers,
partindo de condi¢cbes standard para reaccdes de (B&Rbrook e Russell, 2001),
fazendo variar a temperatura de hibridacdo e aetwragdo de cloreto de magnésio
presente nas reaccdes de PCR, de modo a detemmiziaras melhores condi¢cdes de
amplificacdo. Os resultados das amplificacfes @R Bstdo demonstrados na Fig. 3.1,
onde se pode verificar que a dimensdo dos fragmemtoplificados obtidos
corresponde aproximadamente a dimensao esperadstgelas andlises informaticas
efectuadas. Os fragmentos de DNA obtidos através rdaccbes de PCR foram
separados em gel de agarose e posteriormentedestrdd gel. As bandas foram
purificadas de modo a serem obtidos apenas os ém@tgsn amplificados, sendo
posteriormente clonados no vector pCR2.1 e tramsfdos em células d& coli. Como
resultado da transformagé&o foram obtidas varia@néas, onde os transformantes foram
seleccionados, por seleccédo azul / branca, sendwlésias brancas as colonias de

interesse, contendo a partida o fragmento ampdificke interesse.

23



BACT FIRM CREN EURY SPIR PROT CHLOR

1510 I
0.5kb -
2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Fig. 3.1— Amplificacdo por PCR dos segmentos dos genesagiicam para o rRNA 16S, usando como

molde o DNA total das amostras provenientes dostoess UASB, usando os primers especificos para
cada Filo:EURY:: Euryarchaeota, BACT: Bacteroidetes, FIRM : Firmicutes, CREN: Creanarchaeota,
SPIR: Sorirochaeta, PROT: Proteobacteria e Deferribacter, Kb — kilopares de based; Amostra

referente ao reactor contindbd;- Amostra referente ao reactor intermitente.

Deste modo, foram obtidos um total de 323 cloné2,dbtidos para as amostras
provenientes do reactor intermitente e 161 cloméisl@s para as amostras provenientes
do reactor a operar de modo continuo. A Fig. 3p2esenta a distribuicdo do numero
total de clones obtidos, usando os primers espesifpara cada filo, nas reac¢bes de
amplificacdo por PCR usando as amostras provesieltdereactor a operar de modo
intermitente (Fig. 3.2 A), e de modo continuo (B2 B). Para a amostra obtida do
reactor a operar de modo intermitente (Fig. 3.20A4naior numero de clones foi obtido
usando os primers especificos para o foryarchaeota (~20%) e para o filo
Chloroflexi (bactérias verdes nédo sulfareas), tendo sidalobtB2 clones para cada um
destes filos.

O terceiro maior numero de clones obtidos foi abtal partir dos primers
especificos parBroteobacterias e Deferribacter, com 26 clones obtidos, cerca de 16%
do total de clones obtidos. Para o fkormicutes foram obtidos 18 clones, 11% da
totalidade de clones obtidos. Em relacdo aoSiwochaetas apenas foram obtidos 10
clones, cerca de 6% do total de clones obtidos.

Cerca de 34% dos clones obtidos foram amplificaalogartir dos primers
especificos para o dominiérchaea (Euryarchaeota e Crenarchaeota), onde estéo
contemplados os principais grupos de bactérias nogémicas, responsaveis pela
producdo de metano, com 22 clones obtidos par#o cCfienarchaeota, e 32 clones
obtidos para o filo daBuryarchaeota. Os dois filos em conjunto representam cerca de
um terco do total de clones obtidos a partir dagsstiras provenientes deste reactor.
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Reactor Intermitente Reactor Continuo

Firmicutes
29%

Chloroflexi
20%

Spirochaeta
6%

Fig. 3.2 — Representacdo gréafica do namero total de clob&dos por cada filo para o reactor a
operar de modo intermitente (A) e para o reactypearar de modo continuo (B).

Para as amostras obtidas a partir do reactor amoger modo continuo (Fig.
3.2B) obteve-se um total de 161 clones, 46 dossqicairca de 29%) obtidos com os
primers especificos pafrmicutes. O segundo maior grupo foi o filBhloroflexi, 37
clones (cerca de 23%). Os dois grugéasmicutes e Chloroflexi, representam mais de
50% do numero de clones obtidos para este reactor

Para os restantes grupos, o numero de clones slftdmferior, sendo o grupo
das Spirochaetas, a semelhanca do observado para o reactor a operanodo
intermitente, o grupo para o qual se obtiveram apelD clones, cerca de 6% da
totalidade de clones obtidos.

Para o filoEuryarchaeota foram obtidos um total de 28 clones, correspondend
a 17% do total de clones obtidos para as amostma®mentes deste reactor. Para as
amostras provenientes deste reactor, e utilizasdmesmas condi¢gbes utilizadas nas
reaccdes de PCR com os primers especificos palla dafs Crenarchaeota, ndo se
obteve nenhum clone. Para as amostras provenidaste reactor, a percentagem de
clones para os filos do domindschaea (Euryarchaeota), é significativamente inferior

em comparacao com a amostra proveniente do remoferar de forma intermitente.
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3.3 Analise do polimorfismo dos fragmentos de restrig@ (RFLP) dos
clones obtidos

De modo a diferenciar os clones obtidos e minimizar reacgbes de
sequenciacao, foi desenvolvida uma metodologiadoasea comparacao dos perfis de
restricdo dos clones obtidos.

Esta técnica foi utilizada com o objectivo de aalie os fragmentos clonados
apresentavam diferencas entre si, de modo a seh@ccd nimero minimo de clones
para sequenciacdo, permitindo assim, economizapdeen recursos, permitindo a
analise dos clones por um processo simples e ragigos obter os plamideos
purificados, estes foram sujeitos a uma hidréle® @ enzima de restric&taelll. Esta
enzima reconhece a sequéncia GGCC e quebra adifas@diéster entre o G e o C.
Além disso, devido a pequena sequéncia de recaonépetn, esta enzima vai originar
um numero de fragmentos de DNA relativamente elevatravés da utilizacado desta
enzima, obtiveram-se varios fragmentos de restigia cada amostra, 0 que permitiu
agrupar os clones em grupos com o mesmo perfitilikagcdo desta estratégia permitiu
evitar a sequenciacao de clones com a mesma sésugEnmplificando todo o processo
de analise bioinformatica e permitindo uma meltest§o de recursos.

As Fig. 3.3 e Fig. 3.4, ilustram os diferentes isesbtidos para o total de clones
obtidos dos reactores a operar em modo intermiterdentinuo respectivamente. Os
perfis serviram de base para classificar os digectanes obtidos. Para a avaliacdo dos
perfis, foi utilizado osoftware ImageLab 105, de modo a avaliar pequenas diferencas
ao nivel das bandas dos perfis. De modo a carzatexipopulacdo microbiana de cada
um dos reactores, foi seleccionado um representinteada um dos perfis para ser
sequenciado. Para comprovar que perfis idénticogsmondem a sequéncias idénticas,
foram seleccionados aleatoriamente 3 clones coffis péénticos que foram enviados
para sequenciagdo. A analise dos perfis das saggéas obtidos mostrou que de facto
eram idénticos (resultados ndo mostrados).

Utilizando esta estratégia, conseguimos distingatre a totalidade dos clones
obtidos, 21 OTU’s (Operational Taxonomic Unit), respondentes aos 21 perfis
diferentes encontrados para os clones obtidos tir par DNA extraido do reactor
intermitente (Fig. 3.3), e 28 OTU'’s a partir doatea a operar de modo continuo (Fig.
3.4). O total das OTUs é o total dos perfis difegerencontrados entre todos os clones.
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Fig. 3.3— Perfis de restricdo dos clones, ap0s restriganttaelll e separacdo por electroforese em gel de
poliacrilamida. Os clones foram obtidos a partis @@nostras provenientes do reactor a operar em modo
intermitente: A, Chloroflexi; B, Firmicutes; C, Bacteroidetes; D, Spirochaetes;, E, Proteobacteria e

Deferribacteres; F, Euryarchaeota, G, Crenarchaeota.

Para o reactor a operar de modo intermitente (&ig) obtivemos 21 perfis
diferentes, correspondente a 21 OTUs, identificadpartir dos 162 clones obtidos. A
maior diversidade de perfis pertence ao @hioroflexi (bactérias verdes nao sulfureas)
(8 OTUs), sendo também o grupo com maior nimeates (32 clones).

Para as amostras provenientes do reactor a operaodo continuo (Fig. 3.4),
observou-se que o grupo com maior representacédonddgduos € o filoFirmicutes
(bactérias gram-positivas com baixo teor G+C),aagrn termos de diversidade de
perfis, com 18 perfis diferentes (18 OTUs) comorgmero de clones (46 clones). Para
o filo Chloroflexi (bactérias verdes ndo sulfareas), que represers@gondo maior

grupo, com 36 clones obtidos, apenas se identiinca perfis diferentes (3 OTUS).
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Fig. 3.4— Perfis de restricdo dos clones apos restricéoHael Il e separagéo por electroforese em gel de
poliacrilamida. Os clones foram obtidos a partis danostras provenientes do reactor a operar em modo
continuo: A, Firmicutes; B, Bacteroidetes; C, Spirochaetes; D, Proteobacteria e Deferribacteres; E,

Euryarchaeota; F, Chloroflexi.

A introducdo do passo de caracterizacao dos mEfrestricdo dos clones antes
das sequenciacbes destes permitiu a distincdo ddesvperfis, evitando assim,
sequenciar e analisar muitas sequéncias repetidesydo-se assim uma melhor gestéo
de tempo e custos. Nas tabelas 3.3 e 3.4, encostdistados os resultados obtidos da
analise das sequéncias nucleotidicas obtidas mardooes resultantes das amostras

provenientes do reactor intermitente e continuo.

3.4 Arvores filogenéticas

Tal como se mostrou nas Figs 3.3 e 3.4, um cloneada um dos diferentes
perfis foi sequenciado e as suas sequéncias atadiggor comparacdo em bases de

dados especificas para sequéncias dos genes dfieacoghara o rRNA 16S. Para cada
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sequéncia identificou-se o organismo cuja sequé&ieRNA 16S é mais proximo no
GenBank. Para atribuicdo de novas OTU'’s, foi carsido um limite méximo de 98%
de identidade com sequéncia j& existentes no Génskirnisdottiret al, 2000).

A partir das sequéncias obtidas, foram construiadasres filogenéticas de modo
a determinar quais as relacdes entre 0s princgraos de microrganismos presentes
nos dois tipos de reactores UASB. As Figs 3.5 e r3fiiesentam as afiliagbes
filogenéticas das OTU'’s obtidas a partir da segagfo dos clones obtidos no presente

trabalho.
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Tabela 3.3— Nome do clone, semelhante mais proximo, pergentade semelhanca, género mais proximo, nimertodesce abundancia relativa das 21 OTUs identifisgzhra o

reactor anaerébio a operar de modo intermit

Clone Semelhante mais préximo do GenBank (n° de acesso) Semelhanga (%) Genéro mais proximo N° de Clones Abundancia relativa (%)

UASB_B1 Uncultured bacterium clone B9 (EU234163.1) 100 Clostridium sp. 12 7,4
UASB_B2 Uncultured bacterium clone S3-3 (FJ4243/8.1 94 Anaerofilum sp. 10 6,2
UASB_C1 Uncultured bacterium clone: MBF4_36 (AB88Q.1) 92 Syntrophothermus sp. 2 1,2
UASB_C2 Uncultured bacterium (AY340829.1,EF515193.1 99 Desulfovibrio sp. 5 3,1
UASB_C3 Uncultured Chloroflexi (CU926801.1) 99 Levilinea sp. 7 4,3
UASB_C4 Uncultured bacterium clone SWADLP1-27 (FRBR2.1) 98 Syntrophus sp. 2 1,2
UASB_C5 Uncultured bacterium clone UTFS-R119-79 46§r15.1) 929 Veillonella sp. 2 1,2
UASB_C6 Syntrophomonas wolfei subsp. Saponavida6@sQ76.1) 99 Syntrophomonas sp. 2 1,2
UASB_C7 Uncultured bacterium clone SR_FBR_E70 99 Desulfovibrio sp. 7 4,3
UASB_C8 Uncultured Synergistetes bacterium (CU935556 98 Synergistes sp. 5 3,1
UASB_CA1 Uncultured archaeon clone D242_ARC_0302_2_071 (AB&4.1) 929 Methanosaeta sp. 22 13,6
UASB_E1 Uncultured bacterium clone 16.8h_Day0_Bat#\(AB447631.1) 99 Propionibacterium sp. 5 3,1
UASB_E2 Uncultured archaeon clone T1_9 (EU828446.1) 99 Methanobacterium sp. 5 3,1
UASB_E3 Uncultured archaeon clone T1_9 (EU828446.1) 100 Methanobacterium sp. 22 13,6
UASB_F1 Uncultured bacterium clone BHB0O3 (AB2486@32. 99 Syntrophomonas sp. 10 6,2
UASB_F2 Veillonellaceae bacterium WK011 (AB298743.2 99 Acidaminococcaceae 8 4,9
UASB_P1 Uncultured bacterium clone Bol_b6c (EU995b4Y 100 Enterobacteriaceae 14 8,6
UASB_P2 Uncultured bacterium clone Saki_g05 (EU4T68) 98 Streptococcus sp. 2 1,2
UASB_P3 Uncultured bacterium clone nbw1200g03c1@&t142.1) 929 Streptococcus sp. 10 6,2
UASB_S1 Uncultured bacterium clone Turk_h4 (EU98533 100 Treponema sp. 6 3,7
UASB_S2 Uncultured Treponema sp. (AB465691.1) 100 Treponema sp. 4 2,5
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Tabela 3.4— Nome do clone, semelhante mais préximo, pergentade semelhanca, género mais préximo, numer@desce abundancia relativa das 28 OTUs identifisad

para o reactor anaerébio a operar de modo continuo.

Clone Sequéncia mais proxima (n° de acesso) Genéro mais proximo  Semelhanga (%) N° Clones Abundancia relativa (%)
UASB_F1  Uncultured bacterium clone 1426 (AB286539.1 Veillonella sp. 99 8 50
UASB_F2  Uncultured bacterium clone: D242_27F BAQGZB (AB447756.1) Anaeromusa sp. 100 2 1,2
UASB_F3  Uncultured bacterium BB1_d02_3 16S (EU7226D Streptococcus sp. 95 6 3,7
UASB_F4  Uncultured bacterium clone UTFS-R119-2Q465667.1) Lactococcus sp. 99 1 0,6
UASB_F5  Uncultured Aminanaerobia bacterium (CUZZ59) Aminomonas sp. 99 7 4,4
UASB_F6  Uncultured bacterium clone UTFS-R119-26 4686567.1) Lactococcus sp. 100 1 0,6
UASB_F7 Veillonellaceae bacterium (AB298743.2) Veillonella sp. 99 6 3,7
UASB_F8  Uncultured bacterium clone aab17g12 (DQ206Y) Enterobacter sp. 99 1 0,6
UASB_F9 Unidentified bacterium 16.8h_Day0O_BacA (AB447631.1) Propionibacterium sp. 100 1 0,6
UASB_F10 Lactococcus lactis strain KLDS4.0602 (GQ&31.1) Lactococcus sp. 98 2 1,2
UASB_F11 Enterobacter sp. DIV158 (FN547808.1) Enterobacter sp. 99 2 1,2
UASB_F12 Uncultured bacterium clone D242_27F BAC2_012 (ABA.1) Anaeromusa sp. 929 1 0,6
UASB_F13 Uncultured bacterium D242_27F BAC_010 (AB447693.1) Anaeromusa sp. 100 2 1,2
UASB_F14 Uncultured Aminanaerobia bacterium (CUSE)®) Aminomonas sp. 99 1 0,6
UASB_F15 Uncultured Aminanaerobia bacterium (CUSE®) Aminomonas sp. 99 2 1,2
UASB_F16 Uncultured bacterium clone 1337 (AB286%)3. Veillonella sp. 99 1 0,6
UASB_F17 Uncultured bacterium (GQ264458.1) Enterobacter sp. 99 1 0,6
UASB_F18 Uncultured Enterobacter sp. clone F5a(§(@416172.1) Enterobacter sp. 99 1 0,6
UASB_B1 Uncultured bacterium clone B9 (EU234163.1) Clostridium sp. 99 22 13,7
UASB_S1  Uncultured bacterium clone Turk_h4 (EUSE&3) Treponema sp. 100 6 3,7
UASB_S2  Uncultured Treponema sp. (AB465691.1) Treponema sp. 100 2,5
UASB_P1  Uncultured bacterium (EU993492.1) Klebsiella sp. 100 18 11,2
UASB_E1 Uncultured archaeon clone T1_9 (EU828446.1 Methanobacterium sp. 99 16 2,5
UASB_E2 Uncultured archaeon clone D242_ARC_030272 (AB447864.1) Methanosaeta sp. 98 8 9,9
UASB_E3  Uncultured bacterium clone Bol_b6c (EU9B®4) Enterobacteriaceae 100 4 5,0
UASB_C1 Uncultured bacterium clone Saki_g05 (EUL(G8) Streptococcus sp. 98 12 75
UASB_C2 Uncultured bacterium clone: MBF4_36 (AB3823.) Desulfosporosinus sp. 92 18 11,2
UASB_C3 Uncultured bacterium clone SWADLP1-27 (FREBR.1) Syntrophus sp. 98 7 4,4
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Fig. 3.5 — Arvore filogenética das 21 OTUs identificadagap@a reactor anaerdbio a funcionar de modo
intermitente, baseada nas proximidades relativassdquéncias dagenes que codificam para o rRNA 16S. Os
nameros em cada ramo representam os boostraps.. ORN3I8 Bl a B2; UASB C1 a C8; UASB CA1; UASB E1
a E3; UASB F1 a F2; UASB P1 a P3 e UASB S1 a S2.
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Treponema sp.

Treponema socranskii subsp. buccale

Treponema socranskii subsp. paredis

boostraps. OTUs: UASB B1; UASB C1 a C3; UASB E13; UASB F1 a F18; UASB P1 e UASB S1 a
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4.Discussao dos Resultados

4.1 Desenho de primers especificos para os filos dit@miniosArchaeae
Bacteria

Para a realizacdo deste trabalho foram desenipaitiosrs especificos para cada
um dos filos descritos por outros autores como roxipais existentes em reactores
anaerobios (Narihiro e Sekiguchi, 2007). Os prinfieram desenhados especificamente
para as regides constantes, que flanqueiam aesegidiaveis dos genes que codificam
para o rRNA 16S dos organismos pertencentes aws Hifrmicutes, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Proteobacteria, Deferribacteres e Spirochaeta, do dominidBacteria, e para
os filos Euryarchaeota e Crenarchaeota do dominio Archaea. Os primers foram
desenhados baseados nas sequéncias do rRNA 168idisp para as espécies de cada
um dos filos.

O alinhamento destas sequéncias permitiu identifiegides consenso, que
foram utilizadas para o desenho dos primers. Apgsagspecificidade dos primers, e
recorrendo a ferramentas bioinformaticas, foi weado a possibilidade dos primers
poderem amplificar sequéncias de espécies que er@@npam ao filo especifico para
esse primer. Este fendmeno foi verificado em algusitaacdes, mas de modo geral, 0s
primers desenhados amplificaram sequéncias parquas foram especificamente
desenhados.

A utilizagdo de primers especificos para cada usfilos considerados, pode
limitar a caracterizacdo das populac6es microbignesentes nos reactores em andlise.
De facto, microrganismos que possuem genes pard rB86 que ndo apresentam
homologia com os primers utilizados ndo sédo dalestgpela metodologia utilizada.
Tendo em conta esta limitacdo, serdo efectuadesafuente estudos em que seréo
utilizados primers considerados universais pararosgnos do dominiBacteria e para

0 dominioArchaea.
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4.2 Comunidades microbianas em reactores UASB

7

O conhecimento sobre as populagdes microbianasreamtores UASB é
essencial para um melhor controlo e optimizacdopddormance dos processos
microbiolégicos que decorrem dentro destes reaxtdfes ultimos anos, tém vindo a
ser alcancados avancos consideraveis sobre a cg@pos organizacdo destas
populacdes microbianas, usando abordagens molesuladependentes de cultura. O
conhecimento das populacdes microbianas presensesons tipos de reactores, em que
um reactor opera de uma forma intermitente, e od&cdforma continua, permitira
perceber as flutuagcbes nas populacbes microbiamasssociacdo com o modo de
funcionamento. Este conhecimento € de extrema tdmpga pratica na correc¢do de
anomalias do funcionamento dos reactores devidoawsas como por exemplo,
variacfes bruscas na composicao das aguas residinaiar.

No conjunto das duas amostras recolhidas, as @Ectgram-positivas
representam o maior grupo filogenético presentéraews bioreactores, para o qual se
obteve um maior nimero de espécies e de clonegaeticular, no caso do reactor
continuo. Em reactores para tratamento de despesdianos, foi descrito um grande
predominio de microrganismos pertencentes aoHitmicutes (Cardinali-Rezendet
al., 2009). O filo Firmicutes compreende um enorme numero de microrganismos
bastante diverso, tanto no meio natural como enitdtakanaerébios artificiais, sendo
capazes de degradar uma vasta gama de substangéscas complexas, incluido
proteinas e carbohidratos (Wiegel al., 2005). A caracterizacdo molecular de
populacdes microbianas em amostras de estacOesta®énto de esgotos municipais
revelou também uma predominancia de microrganisteste filo (Weis®t al., 2009).

A presenca de varios géneros contendo microrgasisimmaerobios estritos e
facultativos, tem vindo a ser descrita em reactaneerobios.

O géneroClostridium, por exemplo, tem sido frequentemente encontrado e
lamas de reactores anaerdbios que usam glucogeomaitn, butirato e acetato como
substratos (Ariesyasdy al. 2007).

Outro grupo de interesse € 0 géngyotrophomonas, bem como outros grupos
semelhantes, responsaveis pela metabolizacdo d®sagordos. Sabe-se que as
gorduras e os &cidos gordos presentes nos efludetdacticinios exercem accgéo
inibidora dos processos anaerobios, 0 que exige populacdo microbiologica

altamente especializada para a degradacédo destgmsiws. A solucdo adoptada para
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ultrapassar estas dificuldades pode ser a funcientmrintermitente, que consiste em
interromper a alimentag&o, por um certo perioddedgo (periodo de estabiliza¢ao),
permitindo assim a degradacéo bioldgica da matéganica acumulada de degradacdo
mais lenta

Neste caso particular, em que os dois reactoregstntdo foram optimizados
para tratamento de aguas residuais provenienteésdizstrias de lacticinios, a presenca
destes grupos de microrganismos € fundamental.oddutps presentes no efluente
podem aderir aos agregados microbianos que fazet® ga biomassa dos reactores,
provocando a sua flutuacdo e a consequente safstasdpara fora do sistema,
comprometendo de forma irremediavel o funcionameldoreactor. O processo de
degradacgdo dos acidos gordos por parte deste geiptcrorganismos, apenas ocorre
devido a relacdo de sintrofismo que estabelecem @agnupo dos microrganismos
metanogeénicos.

O segundo filo com maior representatividade nowanj das duas amostras foi
o filo Chloroflexi (bactérias verdes nao-sulfireas). Bactérias pmrtdas a este filo,
também tém sido detectadas em bioreactores anaer@ekiguchi et al., 1998, 2001;
Roest et al. 2005; Diaz et al. 2006). Os microgyans pertencentes a este filo
apresentam um papel muito importante na degradie&oatéria organica uma vez que
sao constantemente encontrados nos granulos das lam interior de bioreactores
anaerobios. As bactérias verdes néo sulfireasdiltosas, isoladas a partir de reactores
termofilicos tem sido atribuido um papel importamiefermentacdo dos carbohidratos e
0 seu envolvimento, directo ou indirecto, na degg¢ad do butirato (Roest et al. 2005).

No entanto, varios autores encontraram numeroseseptativos de OTUs
(Operational Taxonomic Unit) relacionados cdroteobacteria e Bacteroidetes. No
presente estudo, foi obtido para estes 2 filosnumero reduzido de perfis, sugerindo
uma reduzida diversidade microbiana relativamermst@s dois filos.

Um numero significativo de clones relacionados aofiiilo Euryarchaeota foi
obtido no presente trabalho, em concordéancia cooapacidade metanogénica da
biomassa presente nos reactores. No entanto, msean@ restricdo revelou apenas 3
perfis diferentes, 2 deles relacionados com a espéethanobacterium beijingense e
com uma espécie nao identificada pertencente aergéfethanosaeta. A analise da
sequéncia nucledtidica do terceiro perfil revel®0% de identidade com a sequéncia
de um microrganismo néo cultivado obtida a part&r cavidade oral humana

identificada no decurso de um estudo de metanogeadiasidzeet al, 2009).
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Dentro dos grupos de maior interesse, no reacbpeesar de modo intermitente,
confirmamos a presenca do gen&ftethanobacterium, grupo de bactérias responsavel
pela producdo de metano. Um dos grandes gruposbafietss identificados nesta
amostra, sdo pertencentes ao gér@@mirophomonas e Syntrophus, que contempla
bactérias responsaveis pela degradacdo dos acmto®sg Utilizando os primers
especificamente desenhados para o fioenarchaeota, ndo foi possivel obter
amplificados usando as amostras do reactor UASBeaao de modo continuo, o que

sugere que organismos do filloenarchaeota ndo estédo presente neste reactor.

4.3 Reactor Intermitente vs. Continuo

A populacdo microbiana presente num reactor ahee®® responsavel pelos
processos metabdlicos que ocorrerem no seu intéfgia populacdo € influenciada
proprias condi¢cdes operacionais do reactor, benmogosta natureza e composicdo da
matéria organica que entra no reactor. Neste trapdbram analisadas amostras
provenientes de dois reactores que foram optimgagmra o tratamento de aguas
residuais provenientes da industria dos lacticjingmsn diferentes caracteristicas de
operacionalidade.

As condicdes de em que os reactores de degradag@yohia de matéria
organica operam, bem como a origem da agua resideptesentam os factores
fundamentais que determinam as caracteristicaspléiggdo de microrganismos que se
estabelece no interior destes reactores.

Resultados anteriores tinham verificado que a dexanetanizacéo para o reactor
intermitente era superior a observada para o neectdinuo; o objectivo deste trabalho
foi de comparar as populagbes microbianas nostighmis de reactor de forma a poder
relaciona-las com aquele dado.

Consistentemente, a percentagem de clones obtidesido o0s primers
especificos pardrchaea foi superior quando se usou o DNA extraido dassha®
provenientes do reactor intermitente. Acresce tofde que apenas se obtiveram clones
contendo DNA deeuryarchaeota quando se usaram amostras do reactor continuo. De
referir que, embora consistente com o desempenBoraixrtores, estas observacdes
padecem do facto de o niumero de clones ndo poddiresetamente relacionado com a

abundéancia relativa das espécies. Para tal, ac&cuiantitativa utilizada é o FISH
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(Fluorescence In Stu Hybridization), que permite quantificar a abundancia relativa de
um grupo de microrganismos (para 0os quais a sdodee$cente a usar € especifica)
numa dada populagdo. A construcdo destas sondasapéutura quantificagdo da
abundancia relativa dos diversos grupos de micnisgeos das amostras provenientes
dos dois tipos de reactores esta em curso.

Outro desempenho no qual os reactores foram test@ailona capacidade de
degradacdo dos acidos gordos. No reactor a operarodio intermitente foi possivel
verificar um melhor desempenho neste processo.dSengtupo dos microrganismos
pertencente ao géner8yntrophomonas e Syntrophus, que contempla bactérias
responsaveis pela degradacdo dos &cidos gordoppg$sivel detectar a presenca de
espécies pertencentes a estes dois géneros emquaitidade no reactor a operar de
modo intermitente. Sera portanto, a diferenca dgaucdidade microbiana ao nivel destes
grupos de microrganismos, influenciado pelo modomkracéo do reactor, que dara um
maior rendimento ao reactor a operar de modo intente, uma vez que uma pausa
durante o processo, vai fazer com que estes grd@awmicrorganismos se consigam
estabelecer ao longo de todo o processo. O prodesdegradacdo dos acidos gordos,
por parte destes microrganismos, apenas ocorreesanga de bactérias metanogeénicas,
uma vez que estes dois grupos de organismos agesmgnofia, 0 que vem confirmar
os resultados obtidos para o reactor a operar edo mtermitente. A existéncia de um
maior numero de bactérias metanogénicas vai permitrescimento e o processo de
degradacéo dos acidos gordos, por parte do grupaiaerganismos responsaveis por

este processo metabalico.

4.4 Perfis de Restricao de Clone em Gel de Poliacrilamida

No presente trabalho, a abordagem utilizada paaxacterizacdo molecular da
populacdo microbiana presente em reactores anasrdbve como base a utilizacdo de
uma metodologia que combina técnicas classicadaliegla molecular (extraccédo de
DNA, clonagem e sequenciacdo) com a analise ddss g restricdo dos clones,
obtidos apds hidrolise cordaelll e separados em gel de poliacrilamida de modo a
minimizar o nimero de sequenciacgoes.

A metodologia utilizada neste estudo apresentanagulimitacdes, podendo

resultar na introducdo de erros principalmente raraa amostragem e durante as
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reaccoes de PCR. Na metodologia utilizada foi thiredo um passo de homogenizacao
das amostras, utilizando os ultra-sons, com o tbgede libertar os microrganismos
presos no interior dos granulos, de modo a minimi@a erros causados pela
amostragem. No entanto, os erros introduzidos peta;0es de PCR séao mais dificeis
de superar. Estes erros resultam principalmentel@de@o nimero de copias dos genes
gue codificam para o rRNA 16S, que diferem de deppara espécie, e devido a
especificidade dos primers utilizados, os quaisnén naturalmente heteroduplexes
com diferente alvos de DNA com diferentes espaddides, como foi verificado por
outros autores (Dahllof, 2002; von Wintzingeratial., 1997).

Para a andlise dos RFLPs, utilizou-se a enzitadalll que reconhece uma
sequéncia de 4 nucledtidos. A metodologia utilizadste trabalho pode ser adoptada
para caracterizar outras populacdes microbianasteN@so, a escolha de enzimas que
originam multiplos cortes devem ser consideradagtiliZacao de uma uUnica enzima de
restricdo mostrou ser eficiente. Mais do que ummang podera ser utilizada, muito
provavelmente aumentando a descriminagéo dos clones

A técnica PCR-DGGE poderia ter sido utilizada nalizacdo deste trabalho,
sendo a mais utilizada em biologia molecular paraaterizar populacdes microbianas.
No entanto, algumas limitag6es tem vindo a ser @ol@s a esta técnica, nomeadamente
a introducdo de erros na amostragem, nos métodosxtlaccdo de DNA e na
amplificacdo por PCR, limitacbes equivalentes astdicbes da metodologia utilizada
no presente trabalho. No entanto, limitacdes adiggocomo por exemplo, dificuldades
técnicas na preparacdo dos géis de gradiente demmat os quais requerem pessoal
qualificado, a limitagdo a fragmentos ndo supesioee 500 bp, a formagao de
heteroduplexes e a co-migracdo de fragmentos de [DRINérentes tém de ser
considerados no caso do PCR-DGGE (Ercolini, 2004).

Em conclusédo, neste trabalho utilizamos uma metgéol combinando o
desenho de primers, amplificacdo por PCR, e seqgim de clones previamente
seleccionados a partir da analise do polimorfisroe ftagmentos de restricdo das
sequéncias clonadas, de modo a determinar a dladesimicrobiana residente em
reactores USB. A metodologia aqui descrita, apedar baseada em métodos
convencionais, tem a vantagem de n&o requerer glegadicularmente qualificado,
permite minimizar o numero de sequenciacdes e pedéacilmente adaptada a outros

estudos para determinar a diversidade microbiananeastras de diferentes origens.
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Utilizando esta metodologia, em conjunto com osmers desenhados
especificamente para os principais grupos metai®tie microrganismos presentes nos
reactores anaerobios, conseguimos um total delB28sc A caracterizagdo pelos perfis
de restricdo permitiu a identificacdo de 21 petiferentes para o reactor o operar em
modo intermitente e 28 perfis diferentes no reactooperar em modo continuo,
llustrando assim a vantagem de caracterizacéo elfis, e restricdo dos clones, antes
das reaccdes de sequenciacao.
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