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Resumo

Foi realizada a caracterizacdo microbiana, por meio de técnicas de biologia
molecular, do lodo anaerébio de um reator UASB de volume 12 m® alimentado com
dejetos de suinos operado em condicées mesofilicas com TDH médio de 72 h. Essa
caracterizagao foi realizada no lodo ao longo do compartimento de digestdao por meio
de sete pontos eqidistantes entre si em 0,40 cm (P1 mais proximo ao fundo a P7).
A caracterizacdo microbiana foi realizada por meio da técnica de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) seguida de eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE). Posteriormente serao feitos o sequenciamento e analise filogenética com o
objetivo de identificar os grupos de microrganismos predominantes nas amostras.
Até o momento observou-se a presenca de cinco grupos de bandas de Archae em
todos os perfis, sendo que o nimero de bandas totais encontrados nos perfis das
amostras decresce a medida que se aumenta o nivel na coluna do reator. Também
foi constatada uma diversidade relativamente baixa de arqueas nas amostras de
lodo, que pode esta associada a estabilizagdo do ambiente no reator.

Palavras-chave: residuos animais, archae, biologia molecular.

Abstract

A microbial characterization of sludge from an upflow anaerobic sludge
blanket reactor (UASB) supplied with swine wastewater was carried out by Molecular
Biology techniques. The reactor, with 12 m® of volume, was operated with HRT of 72
h under mesophilic conditions. The sludge samples were withdrawn from the
digestion compartment in seven points, 0.40 cm equidistant (P1 to P7). The microbial
characterization was carried out by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE).
Subsequently, the sequencing and phylogenic analysis will be made, in order to
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identify predominant microorganisms. Up to now, it was observed the presence of
five archaea band groups in all profiles. All bands found in the samples profile
decrease as the level of the reactor column increases. A low diversity of archaea in
sludge samples was found, which can be related to the stabilization of the ambient in
the reactor.

Key-words: animal waste, archaea, molecular biology.

Introducao

As técnicas de biologia molecular, tais como reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) e hibridagéo in situ
com sondas fluorescentes (FISH), sdo utilizadas para identificagdo especifica,
quantificagé@o, caracterizagao da estrutura e da distribuicdo espacial da comunidade
microbiana presente em amostras complexas, inclusive lodos e biofilmes (Amann et
al., 1995, Muyzer e Smala, 1998). Estes estudos sdo de grande relevancia para
projeto e otimizacdo dos sistemas de tratamento de aguas residuarias, pois 0s
microrganismos sdo, em grande parte, agentes responsaveis por promover 0s
processos de degradacao de muitos compostos organicos e inorganicos (Hirasawa,
2007).

Estas técnicas tem sido aplicadas mais rotineiramente para investigar e
monitorar comunidades microbianas complexas, contornando problemas associados
com métodos tradicionais que dependem de cultivos prévios de microrganismos
(Amann et al., 1995).

Essas ferramentas podem ser muito Uteis nos reatores anaerébios, na qual a
estabilidade e eficiéncia sdo fortemente dependentes das interacdes das
comunidades microbianas, uma vez que podem fornecer subsidios para estabelecer
a conexao entre a estrutura microbiana e as caracteristicas funcionais do sistema
(Pereira et al., 2002).

Nesse sentido este trabalho visa caracterizar a populagdo microbiana
presente no lodo ao longo da altura do compartimento de digestdo de um reator
UASB alimentado com dejetos de suinos. Tais resultados visam contribuir no
entendimento da dinamica populacional e nas condigdes de operacionais do
processo.

Materiais e Métodos

Foram avaliadas sete amostras, em duplicatas, coletadas em diferentes
alturas (P1 a P7) de um reator alimentado com dejetos de suinos. Apds a coleta, as
amostras foram conservadas individualmente a 4°C até o processamento.

As amostras foram centrifugadas e o pellet formado foi utilizado para extragao
de DNA total. Aproximadamente 0,5g do pellet foi utilizado para exiragcédo de DNA,
utilizando-se o “Fast Kit DNA for soil” BIO 101, de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A deteccdo de DNA nas amostras foi efetuada em gel de agarose 2%.

Para a amplificagdo das amostras de DNA foram utilizados os primers
genéricos para bactérias 968F (acrescido de uma seqiéncia de CG denominada
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‘clamp”) juntamente com o 1401R. Em seguida efetuou-se um segundo PCR,
(“nested” PCR), com os primers para arqueas metanogénicas, ArdF e 1492R. A
analise da diversidade destes microrganismos foi avaliada em uma unidade de
eletroforese DGGE da Biorad (Richmond, USA), sendo os produtos de PCR
aplicados em gel contendo 6% de poliacrilamida. O gradiente de desnaturantes
(uréia e formamida deionizada) foi de 35% a 65%. Os gradientes foram formados a
partir de solugbes estoque de poliacrilamida (6%) contendo 0% e 100% de
desnaturantes. As condi¢cdes da eletroforese foram de 16h a 60°C e 100V. Apds a
eletroforese os géis foram corados por Brometo de Etidio e fotografados em
fotodocumentador Stratangene modelo Eagle Eye Il. A comparagdo dos perfis das
comunidades ap6s o DGGE foi realizada com a obtengdo dos padroes de amplicons
obtidos através do software Statistica versdo 5.0 (1995), utilizando-se UPGMA
(“unweighted pair-group average”) e o coeficiente de Dice.

Os produtos da PCR foram purificados utilizando os kits comerciais e estao
conservados para o sequenciamento e afiliacdo filogenética dos microrganismos
predominantes das amostras.

Resultados e Discussao

Em todas as amostras analisadas foi possivel detectar presenca de DNA e os
produtos da amplificacdo pela PCR para bactérias e arqueas (Figura 1 e 2).

No perfil eletroforético de bandas no DGGE a partir dos produtos de PCR com
0s primers para arqueas nota-se a presenca de cinco grupos de bandas (posigéao 1,
2,3,4 e 5) de Archae em todos os perfis. As bandas na posicao 1, 3 e 5 estédo
presentes nos perfis de todas as amostras. Ja as bandas nas posi¢des 2 perdem a
intensidade a partir do perfil do tratamento P2R2. As bandas presentes na posicao 4
perdem a intensidade a partir do tratamento P4R2. O numero de bandas totais
encontrados nos perfis das amostras decresce a medida que ocorre o aumento no
nivel do reator.

A diversidade relativamente baixa (numero de bandas no gel) observada nas
amostras pode estar associada a estabilizacdo do ambiente no reator. A
identificacdo dos grupos predominantes sera realizada através da analise de
sequenciamento que se encontra em andamento. Também sera obtido o perfil
eletroforético de bandas no DGGE através da amplificagcdo do DNA total extraido de
amostras de dejetos de suinos com os primers universais da regiao 16S: 968F CG e
1401R para bactérias.

Conclusoes

Até o momento podemos concluir que ocorreu predominancia das arqueas em
ralacdo a outros microrganismos no reator UASB, evidenciando a fase
metanogénica.
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Figura 1. Produtos de amplificagdo de DNA de amostras de dejetos de suinos, com da regidao 16S
com os primers universais para bactérias; 968F CG x 1401R (29/01/08; UFMG).
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Figura 2. Gel de confirmagao de amplificagao realizada em 28/03/08 da regido 16S com os primers
especificos AR4F CG x UN1492R (archae) em amostras de dejetos de suinos (UFMG).
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