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RESUMO

A agroindustria brasileira tem crescido de forma significativa nos Gltimos
anos. Esse crescimento traz consigo um alto volume de efluentes gerados
com um grande aporte de matéria organica e nutrientes, principalmente
nitrogénio e fosforo. Quando esses efluentes ndo sdo devidamente tratados,
apresentam um alto potencial poluidor, impactando no meio ambiente e na
salde humana e de outros animais. Dessa forma, diversos processos de
remocado de nutrientes vém sendo estudados. Processos de desamonificacéo
gue combinam a nitritacdo parcial com o processo anammox vém ganhando
posicdo de destaque no cenario mundial e diversos estudos séo
desenvolvidos para otimizacdo dos mesmos. Os microrganismos
responsaveis pelo processo sdo de suma importancia, e os estudos sobre
caracterizacdo dos consércios microbianos em reatores sdo recentes e se
tornado frequentes devido ao avango de técnicas moleculares e a
necessidade de entender e otimizar a comunidade de microrganismos em
reatores operacionais. O presente estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar o lodo anammox presente em trés reatores com diferentes
condicBes experimentais, visando determinar a comunidade microbiana
nesses ambientes e entender como elas se comportam frente a mudancas
operacionais. Foram coletadas amostras de dois reatores exclusivamente
anammox (1 e 2) e de um reator de desamonificacdo (3). Realizou-se a
extracdo de DNA e amplificacdo do material genético para sequenciamento
de amplicons 16S em na plataforma Illumina MiSeq. Reator 1, foi
identificado dois géneros anammox Ca. Jettenia, com uma abundancia
relativa de 7% e Ca. Brocadia (3%), além dos filos Chloroflexi (27%),
Proteobacteria (24%), Chlorobi (20%) e Acidobacteria (9%). No Reator 2
foram os mesmos filos ndo anammox, e 0s mesmos dois géneros anammox,
porém em abundancias relativas diferentes Ca. Brocadia (8%) e Ca. Jettenia
(3%). J& no Reator 3, foi identificado apenas o género anammox Ca.
Jettenia (10%), acompanhado dos mesmos filos ndo anammox identificados
nos reatores 1 e 2. O lodo do Reator 1 serviu de inoculo para os reatores 2 e
3, indicando que mudangas nas condi¢fes operacionais dos reatores
influenciam na dindmica da comunidade microbiana.



ABSTRACT

Brazilian agribusiness has shown a significant growth in recent years. With
it, high volumes of effluents are generated, with a large supply of organic
matter and nutrients, mainly nitrogen and phosphorus. When these effluents
are not properly treated, they present a high polluting potential, impacting
the environment and human health and other animals. Several processes of
nutrient removal have been studied. Deamonification processes that
combine partial nitration with the anammox process have been gaining a
prominent position in the world scenario and several studies are developed
to optimize them. The microorganisms responsible for the process are of
great importance and studies on the characterization of microbial consortia
in reactors are recent and have become frequent due to the advance of
molecular techniques and the need to understand and optimize the
community of microorganisms in operational reactors. The present study
aimed to identify and characterize the anammox sludge present in four
reactors with different experimental conditions, aiming to determine the
microbial community in these environments and understand how they
behave with operational changes. Samples were collected from two reactors
exclusively anammox (1 and 2) and one deamonification reactor (3). DNA
extraction and amplification of the genetic material were performed for the
sequencing of 16S amplicons on the Illumina MiSeq platform. In Reactor 1,
two genera anammox Ca. Jettenia were identified, with a relative abundance
of 7% and Ca. Brocadia (3%), besides the Chloroflexi phyla (27%),
Proteobacteria (24%), Chlorobi (20%) and Acidobacteria (9%). In Reactor
2 were the same phyla not anammox, and the same two genera anammox,
but in different relative abundances Ca. Brocadia (8%) and Ca. Jettenia
(3%). In Reactor 3, only the genus anammox Ca. Jettenia (10%) was
identified, accompanied by the same non-anammox phyla identified in
reactors 1 and 2. Sludge from Reactor 1 served as inoculum for reactors 2
and 3, indicating that changes in reactor operating conditions influence the
dynamics of the microbial community.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura desponta como um dos grandes pilares do
agronegocio brasileiro. A producdo de suinos em 2016 chegou a 3,7
milhdes de toneladas, colocando o Brasil como quarto maior produtor
mundial de carne suina (ABPA, 2017). Apesar da grande importancia
econdmica e social que representa, esse setor exerce uma pressdo negativa
sobre o0 meio ambiente quando seus efluentes ndo sdo corretamente tratados

ou manejados.

Impactos ambientais causados pela suinocultura  foram
potencializados com a adoc¢do dos Sistemas de Producdo de Animais em
Confinamento (SPACs), modelo de producdo que concentra um grande
nimero de animais em pequenas areas, visando melhoria nos controles
sanitarios e reducdo dos custos de produgdo (KUNZ et al., 2009). Isso
porque nessa atividade produtiva é gerado um grande volume de efluente
com uma alta concentracdo de nutrientes (principalmente nitrogénio e
fosforo), que sdo potenciais poluidores de ecossistemas aquaticos e
terrestres (FAO, 2006; KUNZ et al., 2009).

O nitrito quando ingerido pode combinar-se com aminas
secundarias provenientes da dieta alimentar, formando nitrosaminas que
apresentam poder mutagénico e carcinogénico (BITTON, 2005). Além
disso, a amdnia, pode causar a morte de diversas espécies da comunidade
aquatica pela sua toxicidade, além de diminuir o oxigénio dissolvido e
acelerar o processo natural de eutrofizagdo da &gua. Dentre outros
problemas, pode-se destacar ainda a presenca de maus odores nos locais de
disposicdo e o provavel aparecimento de vetores de doengas como insetos e
roedores (DE LA TORRE et al., 2000).
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E crescente a exigéncia por parte dos 6rgdos ambientais quanto aos
critérios de manejo de residuos. A resolucdo n°® 430 de 2011 do CONAMA
(Conselho Nacional de Meio Ambiente) cita no Artigo 27 que “as fontes
potencial ou efetivamente poluidoras dos recursos hidricos deverdo buscar
praticas de gestdo de efluentes com vistas ao uso eficiente da agua, a
aplicacdo de técnicas para redugdo da geracdo e melhoria da qualidade de
efluentes gerados e, sempre que possivel e adequado, proceder a
reutilizagdo” e que 0s responsaveis pelas fontes poluidoras deverdo realizar
0 automonitoramento para controle e acompanhamento periddico dos
efluentes lancados nos corpos receptores, com base em amostragem
representativa dos mesmos e apresentar anualmente a Declaracdo de Carga

Poluidora, referente ao ano anterior.

Para remocgdo de nitrogénio, podem-se utilizar processos fisico-
qguimicos e bioldgicos (KUNZ et al., 2009; VIVIAN et al., 2010). Os
processos fisico-quimicos apresentam um alto custo de tratamento. Sendo
assim, a remogao de compostos nitrogenados por sistemas bioldgicos tem
sido preferencialmente empregada (ZHU et al., 2008; METCALF &
EDDY, 2003), pois atingem uma alta eficiéncia na remocdo de compostos
nitrogenados com menor custo operacional quando comparados aos

processos fisico-quimicos (EPA, 1993).

A estratégia bioldgica convencional para remocao de nitrogénio é
a nitrificacdo e posterior desnitrificagdo. Contudo, esse processo exige uma
grande quantidade de oxigénio e alcalinidade para completar o ciclo de
remocdo. Dessa forma, as pesquisas visam a otimizagdo das estratégias de
tratamento existentes e buscas por novos processos. Em 1995, foi
descoberta a existéncia de um novo segmento do ciclo do nitrogénio,
conhecido como oxidagdo anaerébia do amdnio (ANAMMOX) (MULDER
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et al., 1995). Nesse processo, o ion ambnio é oxidado diretamente a
nitrogénio gasoso, utilizando nitrito como aceptor final de elétrons e com
uma pequena producdo de nitrato. O processo anammox atinge elevada
porcentagem de remocao de nitrogénio, chegando a cargas aplicadas até 100
vezes maiores quando comparado ao processo convencional (TANG et al.,
2011; CASAGRANDE et al., 2013). Tendo em vista que o efluente
agroindustrial apresenta apenas nitrogénio amoniacal em sua composi¢éo,
esse, precisa passar por um pré tratamento antes de entrar em um reator
anammox. A nitritacdo parcial (NP) consiste na oxidacdo de 50% do
nitrogénio amoniacal a nitrito, e havendo essa converséo, o efluente se torna
apto a entrar em um reator com atividade anammox, afim de completar o
ciclo de remog&o de nitrogénio (ZHANG et al., 2011).

Verificou-se a possibilidade de combinar o processo de nitritacdo
parcial (NP) com o processo anammox em um mesmo reator. Esse
processo, denominado desamonificacdo, consiste na oxida¢do parcial de
amonia a nitrito pela atividade das bactérias oxidadoras de amonia (BOA) e
na subsequente conversdo do nitrito produzido e do aménio residual a
nitrogénio gasoso pela atividade das bactérias anammox. Assim, tem-se
uma completa remocdo de nitrogénio via nitrito com utilizacdo de carbono
inorganico como fonte para o crescimento celular (processo completamente
autotrofico) em um Unico reator, reduzindo o0s custos operacionais
(STROUS et al., 1998; JETTEN et al., 2001).

A Embrapa Suinos e Aves em conjunto com o Departamento de
Engenharia Quimica da UFSC, iniciou suas pesquisas com 0 processo
anammox em 2005 (SCHIERHOLT NETO et al., 2006; KUNZ et al.,
2008). Os estudos direcionados para o processo de desamonificacdo em

duas etapas iniciaram-se em 2011 com a otimizacdo do processo de
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nitritacdo parcial (PRA et al., 2012b) e aplicacio desse efluente em reatores
anammox (PRA et al., 2012a). Desde 2013 a desamonificacdo em uma
Unica etapa vém sendo estudada e otimizada pelo grupo utilizando
digestatos da suinocultura (DE PRA et al., 2015; SCUSSIATO et al., 2015;
CHINI et al., 2016; DE PRA et al., 2016).

O presente estudo teve como objetivo identificar a comunidade
microbiana presente em trés reatores com diferentes condicGes
operacionais, visando caracterizar o lodo de reatores que apresentam

atividade anammox para que seja possivel a otimizag¢do do processo.
2 OBJETIVO GERAL

Identificar a comunidade microbiana em trés reatores com

atividade anammox através de sequenciamento de segunda geracéo.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o lodo anammox e entender o comportamento do

consorcio microbiano frente a diferentes condi¢Bes experimentais.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 A AGROINDUSTRIA E O MEIO AMBIENTE

O agronegécio brasileiro tem ocupado lugar de destaque no ambito
econdmico e social do pais (GASQUES, 2004; PALHARES, 2011). Nesse
contexto, a suinocultura desponta como um dos pilares do setor, que
juntamente com a avicultura, coloca o pais em posicdo de destaque mundial

na producdo de proteina animal (CIAS, 2018).

O modelo de producdo atual (SPACs), caracterizado pela criagdo
intensiva e em confinamento, foi decisivo para alavancar a produgéo, pois
apresenta uma alta produtividade e regularidade de producdo. Contudo,
como hd concentracdo de um grande nimero de animais em &reas reduzidas,
ha também geracdo de um grande volume de efluentes ricos em matéria
organica e nutrientes, o que aumenta ainda mais os riscos de contaminacéo
ambiental das regiGes produtoras (KUNZ et al., 2005), sendo o principal

desafio de manejo da atividade.

O grande volume de residuos gerados é resultante do alto
desperdicio de &gua nas instalacbes de produgdo animal (PERDOMO,
2001). A Tabela 1 apresenta o volume de dejetos liquidos gerados por dia

pela suinocultura de acordo com a fase produtiva do suino.

Tabela 1 - Volume anual de dejetos liquidos (L.animal™.dia™) produzidos
em sistemas especializados de producdo de suinos no Estado de Santa

Catarina.
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Modelos de Sistema de Producdo  Volume Dejetos (L.animal™.dia™)

de Suinos
Ciclo Completo (CC) 41,7
Unidade de Producdo de Leites 22,8
(UPL)

Unidade de Producéo de 16,2

Desmamados (UPD)
Crechérios (CR) 2,3
Unidade de Terminacdo (UT) 4,5

Fonte: FATMA, 2014 (adaptado).

Por um longo periodo, utilizou-se a técnica de estocagem dos
residuos para posterior disposicdo nos solos como biofertilizantes, devido
ao baixo custo de manejo e a possivel utilizacdo dos nutrientes para
fertilizacdo do solo (LIN et al., 2016). Esse procedimento, entretanto,
requer muito cuidado na hora da disposicdo, pois deve se considerar a
capacidade especifica de cada regido, o tipo de solo e de plantas cultivadas,
por um balanco de massa solo x planta para que se descarte a possibilidade

de contaminacéo dos recursos hidricos (YAN et al., 2016).

A contaminagdo de aguas subterraneas é causada majoritariamente
por compostos como fosfatos, nitratos e nitritos, que por possuirem como
caracteristica alta solubilidade, percolam facilmente o solo atingindo lengois
e dep6sitos profundos (KRAPAC et al., 2002).

Quando atingem em corpos receptores naturais, 0s dejetos
provenientes da agroindistria podem ser extremamente nocivos ao meio
ambiente, pois sdo disseminadores de microrganismos potencialmente
patogénicos, aceleram o processo natural de eutrofizacdo das dguas e podem

influenciar fortemente a dindmica do oxigénio, diminuindo sua
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concentragdo dissolvida no meio (BITTON, 2005), podendo causar a morte
de diversas espécies da comunidade aquatica (METCALF; EDDY, 2003).
Podem também impactar na microbiota natural, pelo aporte de desinfetantes
e antibidticos que apresentam, além de provocar o aparecimento de vetores
de contaminagdo e maus odores, dentre outros problemas (BURKHOLDER
et al., 2007; HRIBAR, 2010).

Devido ao crescimento da agroinddstria nos dltimos anos, o
volume de &guas residuarias gerados também é crescente. Dessa maneira, a
poluicdo por efluentes agropecudrios vem se agravando nos centros
produtores, ja que o armazenamento e uso como biofertilizante podem
exceder a capacidade de suporte do solo. Sendo assim, a busca é sempre por
alternativas que tratem os residuos, ndo somente para mitigar o impacto
ambiental causado, mas também para que se proceda a reutilizacdo do
efluente tratado, diminuindo assim o consumo de &gua nos centros
produtivos (SEGANFREDO, 2007) e atendendo a legislacdo ambiental.

3.2 0 PROBLEMA AMBIENTAL DO NITROGENIO

O nitrogénio é o principal constituinte de proteinas e &cidos
nucleicos, sendo um elemento essencial para vida. E predominantemente
encontrado como nitrogénio gasoso (N,), sendo o gas mais abundante da
atmosfera (79%) (BITTON, 2005). Contudo, estd presente na natureza sob
diversas formas e diferentes estados de oxidacdo e as espécies quimicas de
maior relevancia sdo nitrogénio organico, nitrogénio amoniacal
(NH3/NH,"), nitrito (NO,) e nitrato (NOj) (ZHU et al., 2008;
CERVANTES, 2009).

No ciclo do nitrogénio, o Ny, que ndo esta diretamente disponivel

para a biota terrestre, pode ser convertido a NH;z; por organismos
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procariotos, como bactérias e cianobactérias, em um processo denominado
fixacdo do nitrogénio (BERNHARD, 2010). O nitrogénio amoniacal pode
ser entdo assimilado por organismos fixadores ou oxidado a nitrito e
posteriormente a nitrato. A concentracdo das duas formas de nitrogénio
amoniacal, NH; e NH,", é definida pelo pH e temperatura da solucio
aquosa em que se encontram. O equilibrio das duas formas ocorre no pH
9,25. Em valores de pH superiores a 9,25 o equilibrio é deslocado para
formagdo de NHs;, enquanto que em valores inferiores a 9,25 had a
predominancia do jon NH," (METCALF e EDDY, 2003).

Nos dejetos frescos da agropecuaria, 0 nitrogénio presente esta
predominantemente combinado sob a forma de proteina e ureia. Entretanto,
esse é primeiramente convertido em aménia, e quando em condicGes
aerobias, a nitrito e, subsequentemente, a nitrato, sua forma mais estavel e
oxidada (METCALF e EDDY, 2003).

Na questdo ambiental, concentragdes elevadas de nitrogénio
amoniacal em corpos hidricos podem influenciar fortemente a dindmica do
oxigénio, reduzindo sua concentra¢do dissolvida no meio, tendo em vista
gue para oxidar 1 mg de NH; sdo necessarios 4,6 mg de O, (CERVANTES,
2009), acelerando o processo natural de eutrofizagdo das aguas. O nitrito,
por sua vez, quando ingerido pode combinar-se com aminas secundarias
provenientes da dieta alimentar, formando nitrosaminas que séo

potencialmente carcinogénicas e mutagénicas (BITTON, 2005).

A Resolugéo n° 430 de 2011 do CONAMA (Conselho Nacional de
Meio Ambiente) estipula, por exemplo, 20 mg L™ de nitrogénio amoniacal
como concentragdo maxima e limite de lancamento em corpos hidricos. Séo

crescentes as exigéncias quanto aos critérios de manejo de dejetos,
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acarretando na busca pela evolucdo dos processos de tratamentos de
efluentes, para que se reduza de forma satisfatéria a concentracdo de
nutrientes (GRADY et al.,, 1999), mitigando os impactos ambientais

causados.
3.3 PROCESSOS DE REMOCAO DE NITROGENIO

Para remogdo de nitrogénio, podem-se utilizar processos fisico-
quimicos e bioldgicos (KUNZ et al., 2009; VIVIAN et al., 2010). Os
processos fisico-quimicos apresentam um alto custo de tratamento. Sendo
assim, a remogao de compostos nitrogenados por sistemas bioldgicos tem
sido preferencialmente empregada (METCALF & EDDY, 2003; ZHU et
al., 2008), pois aqueles processos atingem uma alta eficiéncia na remogéo
de espécies nitrogenadas com menor custo operacional quando comparados
aos processos fisico-quimicos (EPA, 1993). Os processos biolégicos de
tratamento consistem de diferentes estagios onde constrdi-se um cenario

favoravel para o desenvolvimento de comunidades microbianas especificas.

A estratégia bioldgica convencional para remogao de nitrogénio € a
nitrificacdo e posterior desnitrificacdo. A nitrificacdo é uma etapa aerobia e
autotréfica, onde o nitrogénio amoniacal é primeiramente oxidado a nitrito e
posteriormente oxidado a nitrato. O nitrato formado é entdo convertido a
nitrogénio gasoso na desnitrificacdo, em uma etapa andxica (na auséncia de
oxigénio, mas na presenca de nitrato como aceptor final de elétrons) e
heterotrofica (SCHIMIDELL; REGINATTO, 2005). Contudo, esse
processo demanda uma grande quantidade de oxigénio e alcalinidade para
completar o ciclo de remocéo e é eficiente em aguas residuais com baixas,

concentragdes de nitrogénio (AHN, 2006).
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3.3.1 NITRIFICACAO E DESNITRIFICACAO

A oxidacdo de amdnia a nitrito (nitritacdo) € realizada pelas
bactérias oxidadoras de amonia (BOA), principalmente pelas espécies
pertencentes ao género Nitrosomonas (Equacdo 1) (MELTCALF & EDDY
2003). Ja a oxidagdo de nitrito a nitrato (nitratagcdo) € realizada pelas
bactérias oxidadoras de nitrito (BON), principalmente pelas espécies que
pertencem ao género Nitrobacter (Equacdo 2) (ZOPPAS et al., 2016). A

conversdo amonia, a nitrito, e a nitrato é denominada nitrificag&o.

NH, + 1,50, > NO, + 2 H" + H,0 Equacédo 1
NO, + 0,50, — NO5’ Equacéo 2

O processo de nitrificagdo ocorre em aerobiose, ou seja, 0 oxigénio
é usado como aceptor de elétrons. As BOA e as BON séo autétrofas e
quimiolitotréfas, utilizando diéxido de carbono (CO,) como fonte de
carbono, e oxidando compostos inorganicos para obtencdo de energia
(MARIN et al., 2016).

No processo de desnitrificacdo, o fon nitrato é convertido a
nitrogénio gasoso pela atividade de bactérias heterotréficas que utilizam
nitrito ou nitrato como aceptor de elétrons e matéria organica como fonte de
carbono e energia. A desnitrificagdo ocorre em quatro estagios, como
demonstrado na Equacdo 3 (ZOPPAS et al., 2016).

NO; — NO, —» NO — N,0 - N, Equacdo 3

Os principais microrganismos envolvidos no processo de
desnitrificacdo sdo pertencentes aos géneros Pseudomonas, Alcaligenes,

Bacillus, Paracoccus, Thiobacillus e Propoonibacterius. Estes, utilizam o
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nitrato e o nitrito como aceptor de elétrons, ao contrario das bactérias
nitrificantes que usam 0 oxigénio. Além disso,
sdo heterotroficos, assim assimilam carbono de fontes organicas para
suprimento das necessidades metabélicas (CIUDAD, 2007).

Os processos de fixagdo (conversdo de N, a NH,), nitrificacdo e
desnitrificacdo, que compreendem o ciclo do nitrogénio, estdo representados

simplificadamente na Figura 1.
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Figura 1 — Ciclo classico do nitrogénio com os processos de fixacdo,
nitrificacdo e desnitrificacéo.

Fonte: (VAN DER STAR, 2008, adaptado).

Para efluentes muito concentrados, como o efluente da
suinocultura, o sistema operacional convencional apresenta dificuldades
quanto ao dimensionamento e operacao. 1sso conduz a novas pesquisas que
visam melhorar a eficiéncia das estratégias de remogdo de nitrogénio e
reduzir custos para implementagdo. Essa melhoria pode se dar por técnicas
ja conhecidas ou por novas técnicas, novos processos e até mesmo

microrganismos que sejam capazes de transformar a aménia em nitrogénio
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gasoso (GONZALEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2016; JETTEN
et al.,, 2002). Nesse aspecto, busca-se preferencialmente processos que
oxidem o amdnio utilizando o nitrito e ndo o nitrato como aceptor final de
elétrons, visando a economia de oxigénio no processo (SCHMIDELL et al.,
2007).

3.3.2 OXIDACAO ANAEROBIA DO iION AMONIO (ANAMMOX)

Mulder et al. (1995) descobriram a existéncia de um novo
segmento do ciclo do nitrogénio, conhecido como oxida¢do anaerdbia do
amoénio (ANAMMOX). O processo, ilustrado na Figura 2, oxida o ion
amonio diretamente a nitrogénio gasoso, na auséncia de oxigénio e

utilizando nitrito como aceptor final de elétrons.
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Figura 2 — Ciclo bioldgico do nitrogénio, com processo de nitrificagdo,
desnitrificacdo e anammox.
Fonte: (VAN DER STAR, 2008, adaptado).

O processo anammox & tdo favoravel quanto o de nitrificagdo
aerdbia, pois esses apresentam a mesma ordem de grandeza de energia livre.

A estequiometria da oxidacdo anaerdbia do ion amdnio estd apresentada na
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Equacdo 4 (LOTTI et al., 2014). O crescimento das bactérias anammox pelo
consumo de nitrito e amodnia resulta na producdo de nitrato, pois esses
microrganismos oxidam parte do nitrito a nitrato, gerando equivalentes de

reducéo para fixacdo do CO, e consequente crescimento da biomassa.

NH," + 1,146 NO, + 0,071 HCO;3 + 0,057 H" —

0,986 N, + 0,161 NO5;” + 0,071 CH1,74OOV31N0,20 + 2,002 H,O Equa(;éo 4

Os detalhes bioquimicos do processo anammoxainda ndo estdo
completamente elucidados, entretanto, a provavel rota metabdlica esta
ilustrada na Figura 3. Nela, o nitrito (NO,) é primeiramente reduzido a
oxido nitrico (NO) pela enzima nitrito redutase. Subsequentemente, o 6xido
nitrico reage com a amodnia (NHj) produzindo hidrazina (N,H,) pela
atividade da enzima hidrazina hidrolase. A hidrazina é entdo oxidada a
nitrogénio gasoso (N.,) e elétrons H”, pela enzima hidrazina oxidoredutase.
Alguns elétrons gerados nessa etapa entram na cadeia transportadora de
elétrons e geram uma forga préton motriz e ATP pela ATPase, enquanto
outros retornam ao sistema para alimentar o consumo de elétrons das etapas
anteriores (JETTEN et al., 2009; MADIGAN et al., 2010).
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Figura 3 — Provavel rota metabolica do processo anammox. NiR, nitrito
redutase, HH, hidrazina hidrolase, HZO, hidrazina oxidoredutase.
Fonte: (MADIGAN et al., 2010, adaptado).

3.3.2.1 Microrganismos com atividade anammox

Analises gendmicas mostraram que as bactérias responsaveis pelo
processo anammox formam um grupo monofilético que pertence ao filo
Planctomycetes. Estdo inseridas na classe Planctomycetia, ordem
Candidatus Brocadiales e familia Candidatus Brocadiaceae (PEREIRA et
al., 2017). O termo Candidatus é utilizado pois esses microrganismos ainda

ndo foram isolados e cultivados por métodos classicos de microbiologia.

As espécies ja descritas na literatura estdo apresentadas na Tabela
2. A maioria dos géneros descritos até agora foram detectados em lodos de
sistemas de tratamento e aclimatados e enriquecidos em reatores com

diferentes configuragdes.



Tabela 2 — Espécies anammox ja descritas na literatura.
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Género Espécie Referéncia
Candidatus Kuenenia  Ca. Kuenenia SCHIMID et al.,
stuttgartiensis 2000
Candidatus Brocadia  Ca. Brocadia STROUS et al.,
anammoxidans 1999
Ca. Brocadia fulgida ~ KARTAL etal.,
2008
Ca. Brocadia sinica HU et al., 2010
Ca. Brocadia ARAUJO et al.,
brasiliensis 2011
Ca. Brocadia VANOTTI et al.,
caroliniensis 2011
Candidatus Ca. KARTAL et al.,
Anammoxoglobus Anammoxoglobus 2007
propionicus
Ca. LIU et al., 2008

Candidatus Jettenia

Candidatus Scalindua

Anammoxoglobus
sulfate

Ca. Jettenia asiatica
Ca. Jettenia caeni

Ca. Jettenia
moscovienalis

Ca. Scalindua brodae
e wagneri

Ca. Scalindua
sorokonii e arabica

Ca. Scalindua
sinooifield

Ca. Scalindua
zhenghei

QUAN et al., 2008
ALl etal., 2015

NIKOLAEV et al.,
2015

SCHMID et al.,
2003

WOEBKEN et al.,
2008

Ll etal., 2010

HONG et al., 2011



34

Candidatus

Anammoximicrobium

Candidatus Brazilis

Ca. Scalindua marina

Ca. Scalindua
richardsii

Ca. Scalindua
profunda

Ca.
Anammoximicrobium
moscowii

Ca. Brazilis
concordienses

BRANDSMA et al.,
2011

FUCHSMAN et al.,
2012

VAN DER
VOSSENBERG et
al., 2013

KHRAMENKOV et
al., 2013

VIANCELLI et al.
2011

Fonte: (PEREIRA et al., 2017, adaptado).

Todas as espécies ja  descritas sdo  anaerdbias,
quimiolitoautotrdficas e operam sob condigBes anodxicas. Alguns estudos
conseguiram observar e avaliar a capacidade de algumas espécies do género
Ca. Brocadia de utilizar compostos organicos (acetato, propionato,
metilaminas) para crescimento, predominando e suprimindo outras bactérias
anammox (KARTAL et al., 2008). Feng e colaboradores (2017), reportaram
em seu estudo que bactérias do género Ca. Brocadia aumentaram sua
abundancia e suprimiram outros géneros anammox em um reator

mixotrofico.

As bactérias anammox apresentam caracteristicas bem peculiares,
como presenga de trés compartimentos celulares. O anammoxossomo €é o
compartimento celular mais interno, e nele, ou proximo a ele, que se
encontra grandes concentragcBes de citocromo ¢, que corresponde a
aproximadamente 30% do complexo proteico (LOTTI et al., 2014),
indicando que a rota metabdlica do processo anammox ocorre no

anammoxossomo (VAN NIFTRIK et al., 2008). O citocromo c é a molécula
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responsavel pela transferéncia de elétrons durante a reacdo, que confere a
biomassa a coloracdo vermelha caracteristica. Dessa forma, quanto maior a
atividade metabdlica das bactérias, maior a concentracdo de citocromo c
intracelular, resultando numa coloracdo mais avermelhada da biomassa.
Esse fato pode ser observado quando se reduz por exemplo, o tempo de
retencdo hidraulico de reatores anammox, pois quanto menor o TRH, maior
a vazdo de entrada de meio de cultura, e portanto, mais meio de cultura

circula pelo reator.

Esses microrganismos apresentam morfologia de cocos com
didmetro menor que 1pm (VAN NIFTRIK et al., 2004), e tém tendéncia a
formacdo de granulos. Os granulos formados sdo resultados da excrecdo de
exopolissacarideos (EPS) e de interagfes com outros grupos de bactérias
gue possuem propriedades que permitem a formacao e a anexagdo de outros
microrganismos para formacdo de granulos. A formacdo de granulos
confere maior resisténcia a esses microrganismos, permitindo a operacao
confidvel em sistemas compactos caracterizados por uma grande
concentracdo de biomassa e velocidade de conversdo em até 20-70 kgN d™
m* (CASAGRANDE et al., 2011; TANG et al., 2011).

Jetten et al. (2001) relataram que bactérias anammox tem tempo
de geracdo variando de 9 a 11 dias, o que é bastante longo quando
comparado a outros microrganismos. Tang et al. (2010) encontraram um
valor de 4,8 dias para duplicacdo, contando com o melhoramento das
condi¢Bes operacionais de reator, diminuindo o TRH. Em 2015, Lotti e seu
grupo trabalharam com o género Ca. Brocadia e encontraram uma
velocidade de crescimento méxima de 0,33 d™, o que corresponde a um
tempo de duplicagdo de 2,1 dias. Em 2017, Zhang e colaboradores

trabalharam com os géneros Ca. Brocadia e Ca. Jettenia e encontraram
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velocidades de crescimento méximas de 0,34 d* e 0,18 d* o que

corresponde a tempos de duplicacdo de 2,1 dias e 3,9 dias, respectivamente.

Os microrganismos com atividade anammox sdo ativos na
auséncia de O,, 0 que torna o oxigénio dissolvido (OD) um parametro
critico para processos anammox. Inicialmente, Strous e colaboradores
(1998) reportaram que as bactérias anammox sofrem inibigdo reversivel ao
OD mesmo em baixas concentragdes (0,5% de saturagdo). Entretanto, foi
reportado por Lotti e seu grupo (2014) que a atividade anammox pode ser
recuperada mesmo ap0s exposicdo prolongada a condigBes aerdbias (>8
mgO, L™). De qualquer forma, altas concentracdes de OD podem levar ao
crescimento de bactérias oxidadoras de nitrito (BON) que podem competir
com bactérias anammox e com bactérias oxidadoras de amonio, podendo

causar um colapso no sistema.

Quanto a temperatura, elas apresentam crescimento entre 20 e 43
°C, sendo a temperatura 6tima entre 34 e 36 °C (STROUS et al., 1998). O
pH ideal para o crescimento esta entre 7 e 8, com o étimo préximo a 8.
Entretanto, esses microrganismos sdo tolerantes a um amplo espectro de
temperatura e podem sobreviver em ambientes com temperaturas de -2 a
85° C (GAO et al., 2011). Além disso, bactérias anammox possuem alta
afinidade pelo substrato (nitrito e amonio). Strous et al. (1999)
determinaram a afinidade a amodnia e nitrito para Ca. Brocadia
anammoxidans como 5 pM. Lotti (2014) calculou a afinidade ao nitrito e
encontrou uma velocidade maxima de conversio de 1,25 gN L™ d™ para Ca.

Brocadia.

Tem-se detectado microrganismos com atividade anammox nas

mais diversas fontes, como em lodos provenientes de sistemas de



37

tratamento de aguas residuarias (DAPENA- MORA et al., 2004), efluentes
de abatedouro (REGINATTO et al.,, 2005), ambientes de agua doce
(SCHUBERT et al., 2006), sedimentos marinhos (TAL et al., 2005) e
também em lagoa experimental de tratamento de dejeto suino
(SCHIERHOLT NETO et al., 2007).

3.3.3 PROCESSO DE NITRITAGAO PARCIAL (NP)

A nitritagdo parcial apresenta-se como um pré-tratamento de
efluentes pela atividade das bactérias oxidadoras de amdnia (BOA). Esse
processo consiste na oxidacdo parcial (50%) da aménia em nitrito,
controlando a proporgdo de amonia oxidada e impedindo a oxidacdo a
nitrato, para que a reacdo anammox possa ocorrer de acordo com a sua

estequiometria, conforme descrito na equacéo 5 (IBRAHIM et al., 2015).

NH4+ + 0,75 Oz + HCO3 i
0,5 NO, +0,5NH," + CO, + 1,5 H,0 Equacéo 5

Havendo a oxidacdo parcial de amdnia a nitrito, o efluente
proveniente desse pré-tratamento, contendo amdnia e nitrito, esta apto para
um tratamento em um reator com atividade anammaox, afim de completar o

ciclo de remocéo de nitrogénio (ZHANG et al., 2011).
3.3.4 PROCESSO DE DESAMONIFICACAO

O processo de desamonificacdo trata-se da combinagdo do
processo de NP e do processo anammox, onde as bactérias responsaveis por
cada etapa encontram-se em simbiose, perfazendo um consoércio efetivo
para remocdo de nitrogénio. Esse processo pode ocorrer em um ou dois

reatores diferentes (Figura 4). Nesse modelo de dois estagios, o primeiro
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reator opera em condicdes de aerobiose, para favorecer a atividade das
BOA, gerando uma parcela de nitrito. O efluente da saida do primeiro
reator, alimenta o reator anammox, e como resultado, tem-se a remocgéo da

amonia e do nitrito residual.

Alimentagio (NH,")

Nitritagio S0% NHy | awammox |, N,
Parcial 50% NO,
aeragio i
R ——

‘—b NO;

Figura 4 — Esquema do processo de NP + ANAMMOX.
Fonte: (VAN DONGEN et al., 2001, adaptado).

Ainda, esse processo pode ocorrer em um Unico reator (Figura 5) e
a combinagdo dos dois processos em um Unico reator resulta na remocéao de

nitrogénio global, descrita na Equagéo 6 (DE PRA et al., 2016).
NH," + 0,85 0, — 0,44 N, + 0,11 NO5 + 1,43 H,0 +1,14 H*  Equacéo 6

O processo de desamonificagdo em um Unico reator apresenta
menores custos, tendo em vista que ndo hd a necessidade de um reator
adicional para nitrificacdo. Existem mais de 114 unidades de
desamonificacdo ao redor do mundo operando em escala real e
aproximadamente 88% desses sdo operados em etapa Unica de
desamonificacdo (LACKNER et al., 2014).
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Alimentacio (NH,")

Deamonificacio —— N 2

aeraciao
—_—

L NO,
Figura 5 — Esquema do processo de desamonificagao.

Fonte: (DE PRA, 2012, adaptado).

Entretanto, para que esse processo ocorra deve-se manter
condigBes limitadas de oxigénio dissolvido (JETTEN et al., 2003). Tendo
em vista que as bactérias anammox sdo reversivelmente inibidas por
oxigénio, a oxidagdo do ambdnio precisa remover o oxigénio do liquido
(SLIEKERS et al., 2002). Para que isso ocorra, o fluxo de entrada de
oxigénio no reator deve ser mantido inferior ao fluxo de entrada de amonio
(JETTEN et al., 2003).

O processo de desamonificacdo pode ocorrer em reatores do tipo
SBR, airlift JETTEN et al., 2003) e sistemas com biofilme (EGLI et al.,
2003). Em todos esses casos, observa-se uma formacdo onde as BOA
dispde-se acima das bactérias anammox (Figura 6). Assim, forma-se um
gradiente de concentracdo de substrato e OD, onde a parte externa mantem-
se em condicOes aerobias para realizacdo da NP, enquanto que a parte
interna permanece em condi¢do de anaerobiose para atividade anammox.
Essa formacdo é observada em sistemas com biofilme e também em

reatores que operam com biomassa em suspensao.
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Figura 6 — A: lodo granular proveniente de um processo de desamonificacéo
de Unico estagio; B: micrografia FISH (do inglés fluorescence in situ
hybridization) de um granulo anammox, com setas indicando a
disponibiliza¢do de nitrito das BOA para as anammox e conversdo do nitrito
e amonia a nitrogénio gasoso. Bactérias oxidadoras de aménio em vermelho
e anammox em verde.

Fonte: (LOTTI, 2014).

A formacéo descrita na Figura 6, ocorre como forma de protecéo
e simbiose entre o consércio microbiano. As bactérias oxidadoras de
amdnio ficam externas as células anammox, de forma que conseguem
captar o oxigénio necessario para seu metabolismo, enquanto as bactérias
anammox acabam se estabelecendo em um ambiente andxico e ndo tem a
sua atividade inibida por OD (LOTTI et al., 2014). Quando o oxigénio se
torna limitante para a respiracdo aerobia e ha presenca de NO3 no meio,

diz-se que o ambiente se tornou andxico.
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3.4 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA IDENTIFICAGAO
E QUANTIFICACAO DA COMUNIDADE MICROBIANA

A maioria dos microrganismos encontrados em amostras
ambientais como solos e aguas residuarias ndo conseguem ser cultivados em
laboratério, tendo em vista que suas rotas metabolicas e condicGes
especificas de crescimento ainda ndo estdo elucidadas (XU, 2006). Dessa
forma, para identificagdo da comunidade microbiana principalmente de
amostras ambientais, recorre-se a técnicas independentes de cultivo, como

sdo as técnicas moleculares.

Essas técnicas, que comecaram a ser mais utilizadas nos Gltimos
anos devido principalmente & redugdo de custos, tém revelado uma
diversidade microbiana até entdo ndo detectavel, permitindo a identificacéo
de espécies ndo cultivaveis. Da-se 0 nome de metagendmica a analise
gendmica de comunidades microbianas de um determinado ambiente por
técnicas independentes de cultivo, oferecendo uma visdo da estrutura e da
funcéo dos organismos presentes (HANDELSMAN et al., 1998). Dentro da
metagendmica, a analise nas variagbes da sequéncia nucleotidica do gene
codificador da subunidade 16S do rRNA ¢é amplamente utilizada
(MADIGAN et al., 2010) e se apresenta como uma ferramenta importante
para determinar a relagéo evoluciondria dos microrganismos (BLAUT et al.,
2002).

Ribossomos procariotos possuem duas subunidades, a subunidade
maior (50S) e a subunidade menor (30S). O gene do rRNA 16S é um dos
componentes da subunidade menor, enquanto que os genes rRNA 23S e 5S

comp0e a subunidade maior. O rRNA 16S possui um tamanho de 1650 pb,
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0 que o torna mais informativo que o rRNA 5S (120 pb) e mais pratico para
analises do que o rRNA 23S (300 pb) (WOESE, 1987).

Como ilustrado na Figura 7, o gene que codifica o rRNA 16S
possui regides altamente conservadas dentro do dominio Bacteria e regides
de variabilidade/hipervariabilidade que sdo especificas para géneros e
espécies. Regibes hipervariaveis do gene 16S como a regido V3-V4 e V5-
V6 sdo vistas como bons iniciadores para sequenciamentos de comunidades
microbianas. Além disso, inimeras sequéncias do gene de rRNA 16S estdo
disponiveis em diferentes bancos de dados, o que torna possivel o
alinhamento e identificacdo das espécies através de analises bioinformaticas

dos dados gerados pelos sequenciamentos.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
Hvil v2 I V3 I v+ B VS B ve V7 B V8 -V9-

Figura 7 — Esquema do gene rRNA 16S desenhado com base na sequéncia
de E. coli. MarcagGes em azul — regides variaveis entre géneros ou especies.
Espacgos em branco — sequéncia conservada no dominio Bacteria.

Fonte: (BROSIUS et al., 1981).

As técnicas moleculares foram impulsionadas com o
desenvolvimento da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os métodos
moleculares que utilizam a técnica de PCR vém sendo cada vez mais
utilizadas na identificacdo da comunidade microbiana. Nesse contexto, 0S
sequenciamentos de nova geracdo (NGS) introduzidos em 2005, otimizaram
significativamente estudos de diversidade microbiana com custos
progressivamente menores (METZKER, 2010).
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Diversas plataformas de sequenciamento podem ser utilizadas,
entre elas a Roche 454/FLX, Applied Biosystems SOLID, lon Torrent e
Illumina MiSeqg/HiSeq. As plataformas assemelham-se pela capacidade de
gerar milhGes de sequencias de uma Unica amostra, revelando uma
diversidade microbiana muito maior do que a técnica classica de
sequenciamento de Sanger (MARDIS, 2008) e de forma geral, séo divididas
nas etapas de preparo de bibliotecas e deteccdo dos nucleotideos
incorporados (SHOKRALLA et al., 2012). Entretanto, cada técnica difere
em relagdo ao tamanho e numero de reads (sequéncias nucleoticidas)

gerados, a taxa de erro, custo e quimica utilizada na reacéo.

Atualmente, as plataformas mais utilizadas sdo Illumina MiSeq
(Solexa, EUA), ou lon Torrent PGM (Thermo Fisher, EUA), pois séo
plataformas com custos e capacidade de geracdo de dados mais adequadas
as praticas laboratoriais (CARVALHO, 2016).

A plataforma lllumina realiza um sequenciamento por sintese do
DNA, onde os quatro nucleotideos sdo incorporados simultaneamente
durante o sequenciamento que utiliza a DNA polimerase e nucleotideos
terminadores marcados com diferentes fluoréforos (MARDIS, 2008). Essa
plataforma permite, no méaximo, a geracéo de 15 Gb de dados, por meio da
utilizag8o do kit v3, operando com 600 ciclos (600 pb por leitura). Com kits
denominados “v2”, sua capacidade maxima cai para 7,5 Gb, com 500 ciclos
(500 pb por leitura). O menor kit disponivel, denominado nano, com 150

ciclos, define a menor capacidade da plataforma, que é de 150 Mb.

A plataforma de sequenciamento lon Torrent™ é uma tecnologia
que utiliza um ion condutor, diferindo das outras plataformas que utilizam

fluorescéncia, como a Illumina. Quando um nucleotideo é incorporado a
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cadeia de DNA, ha a liberacdo de hidrogénio e deteccdo de alteracdo de pH
pelo ion semicondutor (WHITELEY et al., 2012). Tem capacidade maxima
de geracdo de dados de 2,2Gb, sendo, portanto, inferior ao oferecido pelo
MiSeq.

A taxa de erro também difere entre os sequenciadores. Na
plataforma lon Torrent, tém-se erro de 1 a cada 100 bases sequenciadas
(escore phred g20) enquanto que na plataforma MiSeq, o erro é de 1 a cada
1000 bases (phred g30). O lon PGM é mais eficiente na leitura de regiGes
repetitivas GC, enquanto o MiSeq é mais eficiente com sequéncias AT. No
que diz respeito a taxas de leituras livres de erros, o MiSeq possui maior
taxa (5 vezes mais). Em regiGes homopoliméricas, o MiSeq gera erros em
sequéncias acima de 20 pb, enquanto que no lon PGM, esses erros sao
gerados em sequéncias repetitivas acima de 8 pb, e ndo consegue resolver
regides de homopolimeros acimda de 14pb. Quanto a custos por par de base
(pb), o lon PGM ¢ aproximadamente duas vezes mais 0Neroso
(CARVALHO, 2016).

Ainda, em ambas as plataformas, pode-se realizar uma corrida
single-end ou paired-end. A corrida single-end (de leitura Unica) envolve o
sequenciamento de DNA em uma Unica extremidade, sendo mais simples e
menos custoso. Entretanto, uma corrida paired-end (de fim paralelo)
permite o sequenciamento das duas extremidades de um fragmento, gerando
sequéncias de alta qualidade com sobreposicdo. Essa sobreposicao, também
chamada de overlap, facilita a analise bioinformatica para correcéo de erros,

se superior a 30 pb.
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3.4.1 ANALISES BIONFORMATICAS DE DADOS

A metagendmica baseada em sequenciamentos de nova geracdo
(NGS) cresceu muito nas Ultimas décadas e acompanhando esse progresso,
a bioinformatica cresceu de forma similar, oferecendo uma ampla gama de
algoritmos, ferramentas e softwares para abordar todas as tarefas referentes
aos NGS, que vao desde o pré-processamento a analise, avaliagdo e

representacdo gréafica.

Sequenciamentos de nova geracdo geram dados brutos que
precisam passar por controles de qualidade. Para tanto, deve-se analisar o
Phred Score a ser utilizado e o pipeline a ser seguido. Apds a etapa de
controle de qualidade, deve-se inciar etapas de correcBes de erro
provenientes do sequenciamento, como remocdo de quimeras, de
homopolimeros, tamanho minimo e maximo de reads, entre outros. Esses
passos tornaram-se fundamentais na metagendmica e foram incorporados
como processos padrdo em pipelines por meio de ferramentas
especializadas em bioinformatica (YANG et al., 2013; ZHOU et al., 2014).

Os pipelines mais utilizados para esses fins sdo 0 Mothur e o Qiime.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi conduzido na Embrapa Suinos e Aves, unidade

localizada no municipio de Concérdia — SC.
4.2 SISTEMA EXPERIMENTAL

Durante o estudo, trés reatores com diferentes condicGes
operacionais foram acompanhados. Todos os trés reatores operavam em
escala de bancada. Os Reatores 1 e 2 foram alimentados com meio de
cultura sintético contendo NH,Cl e NaNO, como fonte de am6nia e nitrito,
e adicdo de micronutrientes, preparados de acordo com o descrito por
MAGRI et al., 2012. O Reator 3 foi alimentado com dejeto proveniente da
suinocultura. A Tabela 3 apresenta as principais caracteristicas de cada

reator e as variaveis operacionais no periodo da coleta.

Tabela 3 — Principais caracteristicas dos reatores acompanhados no periodo

da coleta.
REATOR 1 REATOR 2 REATOR 3
Processo ANAMMOX ANAMMOX NP +
ANAMMOX
Condicéo Anoxico Andxico Aeragdo
continua
Alimentacgéo Meio de cultura  Meio de cultura Dejeto suino
sintético sintético
TRH (h) 6 1,1 6
Temperatura 35 35 25
de operacéo
(’C)

Volume util (L) 20 1 8
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Os reatores 2 e 3 foram inoculados com lodo proveniente do reator

4.3 MONITORAMENTO DOS REATORES

O acompanhamento dos reatores foi realizado por analises fisico-
quimicas de nitrogénio amoniacal (a fim de padronizagdo, lé-se N-NH,*
como N-NH,3), nitrito (N-NO,), nitrato (N-NO;3), todas seguindo

metodologia descrita por APHA (2012), na entrada e na saida do reator.
4.3.1 EFICIENCIA DE REMOCAO DE NITROGENIO

Com os dados obtidos a partir das andlises das formas
nitrogenadas, determinou-se a eficiéncia de remocdo (em %), conforme

Equacéo 7.

n = (Cn)e - (Cn)s x 100
(Cn)e Equacdo 7

Onde:
n = Eficiéncia (%)

(Cn)e = Concentracédo de nitrogénio na forma de aménio, nitrito e nitrato na
entrada do reator (mgN/L);

(Cn)s = Concentracdo de nitrogénio na forma de aménio, nitrito e nitrato na
saida do reator (mgN/L).

4.4 COLETA DE AMOSTRAS

Visando contemplar uma amostragem mais representativa, 0s

reatores anammox (1 e 2) foram homogeneizados pela injecéo de nitrogénio
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gasoso no reator. Retirou-se aproximadamente 50 mL de biomassa de cada
reator. Esse processo foi repetido trés vezes. Ao final, os 150 mL de
biomassa foram também homogeneizados mecanicamente e a biomassa foi
depositada em criotubos e armazenada a -20 °C para posterior extragdo de
DNA.

O Reator 3 apresentava agitacdo pela injecdo de O,, dessa forma,
as amostras foram coletadas sem precisar revolver a biomassa. O processo
de coleta foi 0 mesmo do anterior, retiram-se 3 aliquotas de 50 mL de
biomassa e ao final, a biomassa foi homogeneizada, depositada em
criotubos e armazenadas em freezer a -20 °C para posterior extracdo de
DNA.

4.5 EXTRACAO DE DNA, QUANTIFICACAO E SEQUENCIMENTO

Para extracdo de DNA utilizou-se 0,25 g de biomassa de cada
amostra. O DNA foi extraido com o kit de extracdo PowerSoil® DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc., CA, EUA), de acordo com as

instruc6es do fabricante.

A Dbiblioteca gendmica foi preparada em dois passos de
protocolo de PCR (GOHL et al., 2016). Utilizou-se os primers (iniciadores)
314F-806R que flanqueiam a regido V3-V4 (WANG et al., 2009;
CAPORASO et al., 2011). Esses primers permitem uma étima cobertura
taxondmica no dominio Bacteria e Archea (TAKAHASHI et al., 2014).

Os primers da primeira PCR continham as sequéncias do
Illumina com base no adaptador de estrutura TruSeq (lllumina, San Diego,
CA), permitindo sequéncias index na segunda PCR. As reacdes de PCR

foram realizadas em triplicatas utilizando a Platinum Taq (Invitrogen, USA)
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seguindo as condigBes: 95 °C por 5 minutos, 25 ciclos de 95 °C por 45
segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos e a extenséo final
de 72 °C por 2 minutos para primeira PCR. Na segunda PCR as condicfes
foram: 95 °C por 5 minutos, 10 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 66 °C por
30 segundos e 72 °C por 45 segundos e a extensdo final de 72 °C por 2
minutos. Beads AMPureXP (Beckman Coulter, Brea, CA) foram utilizadas
para purificar a PCR, e a biblioteca foi diluida para uma qPCR apurada,
utilizando-se o KAPA Library Quantification Kit for Illumina Platforms
(KAPA Biosystems, Woburn, MA). As bibliotecas foram sequenciadas no
sistema MiSeq, utilizando os iniciadores padrdo do kit Illumina. A corrida

realizada foi utilizando-se o kit V2x500 numa abordagem paired-end.

4.6 ANALISE DE BIOINFORMATICA

As sequéncias (ou reads) obtidos pelo sequenciamento 16S
passaram por um processo de controle de qualidade utilizando-se o pipeline
SeqyClean. Apos essa etapa, 0s reads passaram por etapas de correcdo de
erros como remocgao de quimeras, controle de homopolimeros e de tamanho
minimo e maximo das sequéncias, bem como controle do tamanho de
overlap, visando remover e/ou atenuar 0S erros provenientes do

sequenciamento.

Posteriormente, realizou-se a clusterizagdo das sequéncias obtidas
apos o controle de qualidade em OTUs (Unidade Taxondmica Operacional).
Para tanto, determinou-se a distdncia genética de 3% para agrupar as
sequéncias, porcentagem sugerida pela literatura para classificar um
microrganismo ao nivel de espécie (DRANCOURT et al., 2000). Com base
nas andlises de OTUs, foi possivel calcular indices de diversidade

microbiana e construir curvas de rarefacdo. O método de rarefagdo é
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utilizado em comparacbes de comunidades com diferentes tamanhos
amostrais, assim, calcula-se o nimero esperado de espécies em cada
amostra para um tamanho de amostra padrdo. Esse método permite analisar
qual comunidade é mais rica.

As sequéncias obtidas foram finalmente alinhadas contra um banco
de dados para verificacdo da similaridade das sequéncias encontradas com
sequéncias previamente depositadas, visando a identificagdo dos
microrganismos presentes nas amostras. No presente estudo, as sequéncias
foram alinhadas contra o banco de dados Silva 128 (QUAST et al., 2013).

Os dados foram todos analisados na plataforma Mothur v.1.39.5 e
0 pipeline utilizado nas analises foi desenvolvido baseado no MiSeq SOP
(SCHLOSS et al., 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EFICIENCIA DE REMOGAO DE NITROGENIO DOS REATORES

As formas nitrogenadas na entrada e na saida dos reatores foram
acompanhadas afim de estabelecer a eficiéncia de remocdo de nitrogénio e,
portanto, a eficiéncia dos processos (NP e ANAMMOX). A Tabela 4
apresenta as concentracdes das formas nitrogenadas e a eficiéncia de
remocdo de nitrogénio referente a cada reator no dia em que se realizou a

coleta de lodo para identificagdo da comunidade microbiana.

Tabela 4 — Eficiéncia de remog¢do de nitrogénio e concentragdo das formas
nitrogenadas na entrada e na saida dos reatores no periodo da coleta (em mg
LY.

REATOR 1 REATOR 2 REATOR 3

Entrada NH; 119,94 96,81 198

Entrada NO, 94,53 91,07 -
Saida NH; 21,47 8,43 5
Saida NO, 9,47 3,58 24
Saida NO3 15,04 17,51 11

Eficiéncia de

Remocéo de 78,44 92,14 79,89

N (%)

Todos os reatores apresentavam uma operacdo estavel, com
eficiéncias de remocdo de nitrogénio total superiores a 70%. Outro aspecto
interessante que pode ser observado (Figura 8) refere-se ao aspecto visual
do lodo nos diferentes reatores. Esses, diferem principalmente no que se

relaciona a coloragdo e tamanho de granulos formados, indicando que as
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diferentes condi¢cdes operacionais de cada reator afetam a estrutura da

comunidade microbiana e a granulacéo.

Reator 2

Reator 3 . ’
£ ] ®a '

0 a2 9

15 ' ' i "‘”““mﬂ,’ll NI
6 7 8 19 10 gy A“[;Hmi‘.;m ‘||‘4H |;; m
15 116

Reator 1

Figura 8 — Aspecto visual das amostras de lodo anammox no momento das

coletas de biomassa nos diferentes reatores.

O acompanhamento do reator 2 compreendeu duas fases, sendo a
primeira de start-up do processo (dia 1-30) e uma segunda fase de operacéo
estavel (30-70). A Figura 9 apresenta 0 acompanhamento temporal da

biomassa do reator.
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Figura 9 — Acompanhamento temporal do Reator 2.

A mudanca de TRH de 55h (reator 1) para 1,1h (reator 2)
promoveu um aumento da vaz&o e consequentemente uma maior quantidade
de meio de cultura circulou pelo reator em menor tempo. Durante os
primeiros 7 dias, a eficiéncia de remogao de nitrogénio calculada foi inferior
a 60%. Dentre os dias 7 a 30, a eficiéncia manteve-se entre 60-70%. A
partir do dia 30, observou-se uma eficiéncia de remogdo de nitrogénio total

superior a 90%, indicando estabilidade do processo.

O aumento da eficiéncia do processo indica um aumento da
atividade microbiana. Com aumento da atividade microbioldgica, eleva-se a
taxa metabolica das bactérias anammox e, portanto, hd& um aumento na
concentragdo de citocromo C no interior do anammoxossomo, levando a

biomassa a apresentar uma colora¢do mais avermelhada.
5.2 SEQUENCIAS OBTIDAS

Ap6s 0 sequenciamento genético, obteve-se 160735 sequéncias
provenientes da amostra do Reator 1, 173088 sequéncias do Reator 2 e
261452 sequéncias do Reator 3. Essas sequéncias passaram por um controle
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de qualidade utilizando-se phred score Q24, reduzindo o nimero de
sequéncias. Apos essa etapa, as sequéncias ainda passaram por etapas de
remocdo de erros, e 0 nimero de sequéncias finais analisadas podem ser
vistas na Tabela 5. Utilizou-se parametros de controles de qualidade como
tamanho minimo das sequéncias (400 pb), tamanho minimo de overlap (15
pb), nimero maximo de homopolimeros (7 pb), entre outros como remogao
de quimeras e sequencias iguais idénticas as quimeras e remocao de ruidos,

agrupando sequéncias que tem ruidos com as mais similares a elas.

Tabela 5 — NUmero de sequéncias totais do sequenciamento e nimero de

sequéncias obtidas ap6s controle de qualidade e remocao de erros.

REATOR 1 REATOR 2 REATOR 3
Sequéncias 160735 173088 261452
Totais
Controle de 140935 155673 235433
Qualidade
Remogéo de 108464 118044 175666
Erros

Todas as sequéncias tinham tamanhos maiores que 400 bases, com
tamanho medio de 429 bases. As sequéncias obtidas ao final das etapas de
remocéo de erros foram normalizadas em 108464 reads e clusterizadas em
OTUs com similaridade de 97%, ou seja, todas as sequéncias que fossem
apresentassem similaridade maior ou igual a 97%, eram agrupadas em uma
Unica OTU. Foram calculados indices de diversidade para cada amostra,
estimando ndo somente a riqueza da comunidade como o esforgo amostral.
A Tabela 6 apresenta o nimero de OTUs observadas e os indices de
diversidade Chao e ACE.
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Tabela 6 — Numero de sequéncias e OTUs observadas e indices de

diversidade calculados.

REATOR 1 REATOR 2 REATOR 3
Sequéncias 108646 108646 108646
OTUs 310 290 323
observadas
Chao 312 294 330
ACE 311 292 327

Podemos observar que a comunidade microbiana mais rica dentre
as amostras é a do Reator 3, sequida pela comunidade do Reator 1 e com
menor riqueza a comunidade do Reator 2. Analisando os indices de
diversidade calculados e o nimero de OTUs observadas pode-se perceber
que o esforco amostral foi satisfatério sendo que o nimero de OTUs

observadas é muito préximo aos estimadores calculados.
53 CARACTERIZA(;AO DA COMUNIDADE MICROBIANA

Os resultados mostram a preponderéncia de dois géneros
anammox, Ca. Brocadia e Ca. Jettenia no lodo dos reatores analisados.
Verificou-se também a presenca de outros microrganismos, tais como
Anaerolinaceae, Rhodocyclaceae, Blastocatellaceae, Comamonadaceae,
Denitratisoma, Nitrosomonas e Nitrospira, organismos frequentemente
encontrados em reatores que apresentam atividade anammox. A Figura 10
apresenta a composicdo majoritaria de microrganismos referente a cada

reator.
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Figura 10 — Abundancia relativa de microrganismos dos reatores com base

nos dados obtidos.

O Reator 1 possui os dois géneros anammox quando amostrado,
sendo eles Ca. Brocadia e Ca. Jettenia, com o grupo Ca. Jettenia em maior
abundéncia relativa. No Reator 2, também foram identificados os dois
géneros anammox, sendo o género Ca. Brocadia o mais abundante no reator
no momento da coleta. J& no Reator 3, identificou-se apenas a presenca do

género Ca. Jettenia.

Na Figura 11, estd apresentado o grafico com as curvas de
rarefacéo a 3% referentes a cada reator com base nos indices de diversidade
obtidos. Um gréafico com curvas de rarefacdo permite identificar qual
amostra apresenta a maior riqueza entre as demais, além de estimar o
esforco amostral. Quanto maior o nimero de OTUs observadas, mais rica é
a comunidade. Nesse contexto, o Reator 3 foi 0 que apresentou a maior
riqueza, ou seja, maior nimero de OTUs dentre os demais reatores, seguido
pelo Reator 1. O Reator 2 foi 0 que 0 menor nimero de OTUs observadas,

ou seja, foi o reator que apresentou menor riqueza amostral. Pode-se
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observar que as curvas atingiram um platd e indicam que o esforgo amostral

foi satisfatério, contemplando quase a totalidade de OTUs possiveis.
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Figura 11 — Curvas de rarefacdo a 3% de distancia genética referentes a

cada reator nos dados obtidos.

53.1REATOR1

O Reator 1 é um reator exclusivamente anammox para manutengo
de biomassa e foi alimentado com meio de cultura sintético. No momento
da coleta, operava com 78,44% de eficiéncia de remocéo de nitrogénio.
Nele, foram identificados dois géneros anammox com abundancias
distintas. Destes, Ca. Jettenia foi mais abundante (7%), enquanto Ca.
Brocadia apresentou abundancia relativa menor (3%). Observando a
comunidade microbiana total no reator, Chloroflexi foi o filo encontrado em
maior abundancia (27%), seguido por Proteobacteria (24%) e Chlorobi
(20%). Também foi identificado o filo Acidobacteria (9%), como mostra a

Figura 12.
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O filo Chloroflexi esta representado pela classe Anaerolineaceae,
enquanto o filo Proteobacteria esta representado por trés classes diferentes,

Rhodocyclaceae, Burkholderiaceae e Comamonadaceae.

REATOR 1

= Anaerolineaceae
= PHOS-HE36
= Rhodocyclaceae_Denitratisoma
= Burkholderiaceae_Limnobacter
= Blastocatellaceae
Ca. Jettenia
= Comamonadaceae
= Gemmatimonadaceae
Ca. Brocadia

Latescibacteria

Figura 12 — Abundancia de microrganismos no Reator 1 com base nos

resultados obtidos.

A classe Anaerolineaceae € pertencente ao filo Chloroflexi, cuja
existéncia € sempre citada em trabalhos que estudam a comunidade
microbiana em reatores anammox. A ecofisiologia desse grupo ainda é
pouco conhecida, entretanto, alguns estudos apontam que o filo Chloroflexi
pode ajudar na degradacdo de produtos microbianos derivados do
decaimento da biomassa em reatores de membrana (MBR) e em biofilmes
nitrificantes autotréficos (OKABE et al., 2005; MIURA et al., 2007). As
classes do filo Chloroflexi ja descritas em estudos da comunidade
microbiana de reatores anammox pertencem a familia Anaerolineaceae,

encontrada neste estudo, e Caldilineae, ndo encontrada no presente estudo
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(PEREIRA et al., 2014; DOSTA et al., 2015; CAO et al., 2016; WANG et
al., 2016).

Existem algumas hipéteses de que quando em reatores anammox,
esses microrganismos utilizam compostos organicos derivados da lise
celular de outras bactérias na sua rota metabdlica (KINDAICHI et al.,
2012). Estudos recentes indicam que esses individuos podem contribuir com
a granulagdo do lodo anammox, moldando a estrutura inicial dos granulos e
permitindo que outros microrganismos possam se unir e crescer (DOSTA et
al., 2015; CAO et al., 2016). Além disso, eles tém sido relatados em grande
abundéancia em reatores anammox. Cho et al. (2010) encontrou 34,5% de
abundancia relativa de reads na biblioteca gendmica referente a um estudo
de comunidade microbiana em reator anammox. Costa et al. (2014)
encontraram 17% em um sequenciamento efetuado com a plataforma 454
Roche e Li et al. (2009) encontraram 21,3% de Chloroflexi em reator
operando sob condi¢des similares a do presente estudo. Por sua vez, Cao et
al. (2016) encontraram uma abundéncia de 29,1% desses organismos em
um sequenciamento Illumina MiSeq. Nesse estudo, a abundancia desses

microrganismos foi de 27% no Reator 1.

As bactérias encontradas identificadas como PHOS HE36, sdo
pertencentes ao filo Chlorobi, filo que também tem sido frequentemente
detectado e citado em estudos de lodo anammox. Esse filo engloba bactérias
verdes sulfurosas, que sdo anaerdbicas e fototrdficas, capazes de oxidar
sulfeto, perfazendo uma remocdo de fosforo com reducdo de CO..
Entretanto, o papel desses microrganismos em reatores anammox ainda ndo
esta claro (PEREIRA et al., 2014; COSTA et al., 2014; REN et al., 2015).
Tendo em vista que eles removem o sulfeto do meio, podem ser benéficos

para bactérias anammox, que sdo sensiveis a toxicidade desse composto,
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ainda que em baixas concentracbes de 1-2 mM (DAPENA-MORA et al.,
2007). O filo Chlorobi foi detectado em lodo anammox em diferentes
estudos. Costa et al. (2014), reportaram uma abundancia de 5,2% em reator
anammox. Li et al. (2009) relatam em seu estudo uma abundéancia de 38%
de individuos pertencentes ao filo Chlorobi, e 9,5% em um estudo
conduzido por Cao e colaboradores (2016) empregando a plataforma de
sequenciamento MiSeq Illumina. No presente estudo, a abundancia desses

organismos para o Reator 1 foi de 20%.

As classes Rhodocyclaceae e Comamonadaceae pertencem ao filo
Proteobacteria. E o maior e mais diverso filo do dominio Bacteria
(MADIGAN et al., 2010) e é sempre detectado e citado em estudos da
comunidade microbiana de reatores anammox. As classes encontradas nesse
estudo sdo desnitrificantes heterotroficas, ou seja, convertem nitrato a
nitrogénio gasoso, consumindo matéria orgénica e convertendo CO, em
H,O (COSTA et al., 2014; GONZALEZ-GIL et al., 2015). A presenca
desse tipo de organismo pode afetar o processo anammox, pois estes podem
competir por NO,. Além disso, bactérias heterotréficas apresentam uma
velocidade de crescimento maior do que bactérias autotrdficas, podendo
dessa forma competir com as bactérias anammox, levando até a inibicdo o
processo (MOLINUEVO et al., 2009).

Entretanto, bactérias heterotrdficas desnitrificantes sdo aerobias
facultativas, ou seja, podem utilizar o nitrato produzido durante a reagdo
anammox como aceptor final de elétrons em ambiente andxico. Jenni et al.
(2014), observaram que o aumento da relacdo C/N em um reator anammox
SBR afetou positivamente a remocéo de nitrogénio total. Isso se deve ao
fato de que o aumento de carga de matéria organica permitiu uma maior

eficiéncia na desnitrificagdo do nitrato produzido pelas bactérias anammox.
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Sendo assim, a combinacdo do consércio anammox mais bactérias
heterotréficas desnitrificantes pode ser benéfico para o tratamento de
efluentes, uma vez que melhora a remocao de nitrogénio e promove também

a remocao de matéria organica.

Cho et al. (2010) publicaram um estudo indicando a presenga de
22,9% de reads do filo Proteobacteria em reator anammox. Costa et al.
(2014) encontraram um valor parecido (21%), sendo similar ao obtido por
Pereira et al. (2014) (24,6%) e Cao et al. (2016) (21,5%), enquanto
operando o sequenciamento na plataforma Illumina MiSeq. Nesse estudo,

encontramos uma abundancia de 24% desses organismos no Reator 1.

A classe Blastocatellaceae encontrada neste estudo, é pertencente
ao filo Acidobacteria. Estes microrganismos podem utilizar véarios
compostos para crescimento, desde compostos proteondceos complexos
como Xxilana, hemicelulose, quitina e amidopectina, como também agucares,
aminodcidos, alcoois e metabolitos intermediarios (WARD et al., 2009).
Este filo também é frequentemente citado como presente em reatores
anammox. Porém, sua relagdo com as bactérias anammox ainda ndo foi bem
estudada. Cho et al. (2010) encontraram uma abundancia de 2,1%, enquanto
Costa et al. (2014) detectaram 8,8%, e Cao et al. (2016) encontrou 4,5% em
seu estudo. No presente estudo, foi detectado uma abundancia de 9% desses

organismos associados ao Reator 1.

5.3.1 REATOR 2

O Reator 2 é um reator exclusivamente anammox para
enriquecimento da biomassa e foi alimentado com meio de cultura sintético.
No momento da coleta, operava com uma eficiéncia de remocdo de

nitrogénio de 92,14%. Os dados obtidos mostram mudancas na abundancia
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relativa dos microrganismos encontrados apds o enriquecimento da
biomassa anammox. O género Ca. Brocadia apresentou um aumento
relativo de 24,4% (3% no Reator 1 para 8% no Reator 2). J& 0 género Ca.
Jettenia passou de 7% (Reator 1) para 3% (Reator 2), indicando um

decréscimo de 34,1% na abundancia relativa.

Como demonstrado na Figura 13, o filo mais abundante no reator
foi Proteobacteria (31%), seguido por Chlorobi (25%) e Chloroflexi (20%).
Também foi identificado o filo Acidobacteria (3%). Em comparagdo com o
Reator 1, observa-se que os filos Proteobacteria e Chlorobi se
sobressairam, aumentando sua abundancia no reator (24-31% e 20-25%
respectivamente), enquanto que os filos Chloroflexi e Acidobacteria

apresentaram um decréscimo de 27-20% e 9-3%, respectivamente.

REATOR 2

= PHOS-HE36

= Anaerolineaceae

= Rhodocyclaceae_Denitratisoma

= Comamonadaceae

= Ca. Brocadia

= Burkholderiaceae_Limnobacter

= Ca. Jettenia

= Blastocatellaceae
Gemmatimonadaceae

Latescibacteria

Figura 13 — Abundéancia de microrganismos no Reator 2 com base nos
resultados obtidos.
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Com a reducdo do tempo de retencdo hidraulica, a carga de
nitrogénio aplicada aumentou e a biomassa teve que se adaptar a essa nova
condicédo operacional. Como apresentado anteriormente, Zhang et al. (2017)
estudaram as taxas de crescimento maximas para 0s géneros Ca. Brocadia e
Ca. Jettenia. Verificou-se que o género Ca. Brocadia possui um tempo de
duplicagdo de 2,1 dias, enquanto que o género Ca. Jettenia possui um tempo
de duplicagdo de 3,9 dias. Esses dados podem explicar o motivo de ter-se
encontrado uma maior populacéo de Ca. Brocadia no Reator 2. A alteracdo
do tempo de retengdo hidrulica e a maior disposi¢do de meio de cultura e
substrato para via metabdlica dos grupos anammox, favoreceu a atividade
desses microrganismos. Tendo em vista que o género Ca. Brocadia possui
um tempo de geracdo mais curto, este teve um maior crescimento,
aumentando sua abundancia relativa no Reator 2, como demonstrado pelos

dados analisados.
5.3.1 REATOR 3

O Reator 3 é um reator de desamonificacdo, que combina o
processo de nitritacdo parcial com o processo anammox. Operou com dejeto
suino e no momento da coleta operava com uma eficiéncia de remogéo de
nitrogénio de 79,89% Neste, apenas 0 género anammox Ca. Jettenia foi
identificado (9%).

Quando em diferentes condicBes operacionais, o género Ca.
Jettenia apresentou um acréscimo na abundancia relativa (7% no Reator 1
para 10%), enquanto o género Ca. Brocadia reduziu de 3% (Reator 1)
passando a ndo ser mais detectado. Esses dados indicam uma provavel
competicdo entre os géneros anammox, com Ca. Jettenia mostrando maior

aptiddo no ambiente encontrado no Reator 3 no momento da coleta.
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O filo Proteobacteria foi o mais abundante entre os filos
encontrados, representando 47% da abundancia total no reator (Figura 14).
O segundo filo em maior abundancia foi Acidobacteria (24%), seguido por
Chloroflexi (12%) e Chlorobi (4%). Em comparagcdo com o Reator 1, 0s
filos Proteobacteria e Acidobacteria aumentaram sua abundancia, subindo
de 24 para 47% e 9 para 24% respectivamente. Ja os filos Chloroflexi e
Chlorobi diminuiram sua abundancia, apresentando uma queda de 27 para
12% e 20 para 4% dentro do reator. O grande aumento do filo
Proteobacteria deve-se ao indculo utilizado. Como j& apresentado, o Reator
3 foi inoculado com bactérias anammox e com bactérias oxidadoras de
aménio, principalmente do género Nitrosomonas, pertencente ao filo
Proteobacteria.

REATOR 3

= Rhodocyclaceae_Denitratisoma

= Blastocatellaceae

= Anaerolineaceae

= Nitrosomonas

= Ca. Jettenia

= PHOS-HE36
Burkholderiaceae_Limnobacter

m Comamonadaceae 2%

= Solibacteraceae_Bryobacter 1%

m Cytophagaceae 1%

Figura 14 — Abundéancia de microrganismos no Reator 3 com base nos
resultados obtido.
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A configuracdo do Reator 3 é nova na literatura, e esta passando
por um processo de patenteacdo. Tendo em vista que ndo ha nenhum reator
operante sob as mesmas condicdes operacionais, ndo foi encontrado na
literatura explicacdo para o dominio do género Ca. Jettenia. E provavel que
as diferentes condicfes operacionais do reator tenham favorecido esse
género, bem como ¢é facil propor que esse género tenha sido favorecido, ou
tenha sido o Unico apto a utilizar os substratos provindos do tipo de afluente
utilizado.

5.3.3 PRINCIPAIS GRUPOS DE MICRORGANISMOS ENCONTRADOS

A Tabela 7 apresenta a composicdo dos reatores em termos
microbiol6gicos segundo os dados obtidos pelo sequenciamento na
plataforma Illumina MiSeq.

Tabela 7 — Principais microrganismos encontrados nos diferentes reatores

operacionais.

(%) REATOR 1 REATOR 2 REATOR 3
Ca. Jettenia 7 3 10
Ca. Brocadia 3 8 -
Chloroflexi 27 20 12
Proteobacteria 24 31 47
Chlorobi 20 25 4
Acidobacteria 9 3 24

Bacteroidetes - - -

Nitrospirae - - -

O lodo do Reator 1, serviu de indculo para partida dos Reatores 2 e

3. Dessa forma, foi possivel observar que diferentes condi¢es operacionais
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influenciam a dindmica da comunidade microbiana dentro dos reatores.
Além disso, no presente estudo, foram identificados apenas dois géneros

anammox no lodo dos reatores da Embrapa Suinos e Aves.
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6 CONCLUSAO

O sequenciamento de nova geracdo realizado utilizando-se a
plataforma Illumina MiSeq e a construcdo da biblioteca gendmica com
primers que flanqueavam a regido V3-V4 do gene ribossomal 16S foi capaz
de identificar géneros anammox. Todos os reatores apresentaram eficiéncias
de remocdo de nitrogénio total superiores a 70% com apenas um ou dois

géneros anammox atuantes.

Também foi possivel observar que diferentes condicGes
experimentais influenciam na dindmica da comunidade microbiana,
entretanto, a relacdo entre as condigdes experimentais e 0 comportamento

da comunidade microbiana deve ser melhor analisada.

7 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Estabelecer relagfes entre o comportamento da comunidade

microbiana frente mudancas nas condicfes experimentais de reator.

Estudar as velocidades de crescimento especificas para cada género

anammox.
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