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RESUMO
O conhecimento das populacdes bacterianas responsdveis pela
biodegradacao dos residuos solidos dispostos em aterros sanitarios pode
levar ao desenvolvimento de alternativas tecnologicas viaveis para o
tratamento e a estabilizacdo dos residuos, resultando em impactos positivos
para a operacao de aterros, a recuperacao de energia, a salide publica e
0 meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade
bacteriana associada a biodegradacao de residuos solidos urbanos (RSU)
aterrados em uma célula experimental no municipio de Campina Grande,
Paraiba. O estudo abrangeu as etapas de construcao, planejamento
estatistico dos bairros de Campina Grande para coleta e preenchimento
da célula experimental com RSU. As amostras de DNA das bactérias
encontradas nos RSU foram extraidas com o Kit Power Soil DNA Isolation.
Em seguida, foi realizada a andlise genética com primers universais para
bactérias via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de
gradiente com desnaturante (DGGE), e, por fim, sequenciamento genético
(regido 16S do RNAN). Apods o exame microbioldgico, as principais bactérias
associadas aos taxons foram: Uncultured Pseudomonas sp, Uncultured
bacterium, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae e Uncultured Bacillus
sp., sugerindo gque nos RSU existem representantes ainda desconhecidos
e/ou nado isolados que estdo relacionados aos processos de hidrolise,

acidogénese e acetogénese na digestao anaerdbia dos residuos.
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ABSTRACT

The knowledge of bacterial populations responsible for the biodegradation
of solid waste disposed of in landfills can lead to the development of
feasible technological alternatives for the treatment and stabilization of
residues, resulting in positive impacts for the operation of landfills, energy
recovery, public health and the environment. The objective of this work is
to characterize the bacterial diversity associated to the biodegradation of
grounded MSW in an experimental Cell in the city of Campina Grande-PB.
The study covered the stages of construction, statistical planning of the
districts of Campina Grande-PB for collection and filling of the experimental
Cell with MSW. The DNA samples of the bacteria found in the MSW were
extracted with the Power Soil DNA Isolation Kit, then the genetic analysis
was performed with universal primers for bacteria via PCR and DGGE, and
finally, genetic sequencing (165 RNA region). Following the microbiological
examination, the main bacteria associated to the taxons were: Uncultured
Pseudomonas sp, Uncultured bacteriurn, Enterobacter sp., Klebsiella
pneumoniae, Uncultured Bacillus sp., suggesting that in the MSW there
are still unknown and/or non-isolated representatives that are related to
hydrolysis, acidogenesis and acetogenesis in the anaerobic digestion of
the residues.

Keywords: municipal solid waste; biodegradation; bacteria.

INTRODUCAO

No processo de biodegradagio dos residuos sélidos urbanos (RSU), a
matéria organica é convertida por meio de uma cooperagéo entre dife-
rentes grupos microbianos de estirpes facultativas e anaerdbias estritas
(SZYLAK-SZYDLOWSKI; KORNILLOWICZ-KOWALSKA, 2012).
Assim, as transformagdes da matéria organica complexa em produ-

tos mais simples podem ocorrer em ambientes aerdbios e anaerébios.

m)

Do ponto de vista bioldgico, o aterro sanitario corresponde a um
sistema dindmico que envolve reagdes metabdlicas em um ambiente
formado pela massa de residuos, em que cada estagio depende da cria-
¢ao de um ambiente favoravel pelo estdgio antecedente, que estabelecerd
as condiges necessdrias para que a microbiota execute o processo de
degradagdo. As comunidades microbianas presentes nos aterros sani-

tarios incluem bactérias hidroliticas e fermentativas, acidogénicas,
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acetogénicas e drqueas metanogénicas, além de bactérias redutoras de
sulfato, fungos e protozodrios (MATA-ALVAREZ, 2002).

A deteccio e a identificagdo de microrganismos, tradicionalmente,
sdo realizadas de acordo com os meios de obtencéo de carbono e ener-
gia, as exigéncias nutricionais, o meio de cultivo para seu crescimento
e a observagdo direta por meio do microscopio (KENNEDY, 1999).
No entanto, a utilizagdo dessas metodologias fornece informagoes
limitadas, impedindo a detec¢do de muitos microrganismos nao cul-
tivaveis. De acordo com Quintaes ef al. (2014), os ensaios moleculares
apresentam vantagens de serem altamente especificos e usados para
detectar um gene ou sequéncias de dcidos nucleicos de um organismo
particular ou de um grupo de organismos, além de detectar organis-
mos especificos ou grupos taxondmicos amplificados.

O dominio Bacteria abrange uma grande variedade de micror-
ganismos, cada um com o seu préprio genoma, componentes celu-
lares e reagdes metabolicas, que interagem entre si e com o ambiente
de diferentes maneiras (SANTOS; PEIXOTO; ROSADO, 2009).
Considerando que toda informagdo microbioldgica dos ecossistemas
dos aterros é importante para a avaliagdo dos processos biodegrada-
tivos de residuos sdlidos, o emprego de técnicas de biologia mole-
cular, tais como extragdo de DNA, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), eletroforese em gel de gradiente com desnaturante (DGGE)
e sequenciamento de DNA, sio ferramentas valiosas para identifi-
cagdo especifica, caracterizagdo da estrutura e da distribui¢do espa-
cial de populagdes bacterianas em amostras complexas, inclusive de
residuos sélidos.

Segundo Melo (2003), a microbiologia em aterros sanitarios é de
fundamental importancia, uma vez que a presenga de microrganismos
nos processos degradativos dos residuos sio de grande interesse para
a biotecnologia ambiental. Esses microrganismos possuem estruturas
proteicas, as enzimas, que sdo responsaveis pelo metabolismo e con-
seguem degradar uma enorme variedade de substancias naturais de
diferentes origens.

A diversidade de bactérias em aterros estd intimamente relacionada
a heterogeneidade encontrada na massa de RSU aterrada. Nesse con-
texto, células experimentais consistem em um sistema que simula a
disposigdo final em aterros sanitarios e permite o conhecimento do
processo de decomposi¢do dos residuos sob condigdes conhecidas e/ou
controladas. Simular, por meio de células experimentais, 0 comporta-
mento de um aterro em escala real favorece o estudo dos processos que
ocorrem em seu interior, bem como a avaliagao do comportamento
dos residuos quanto aos seus aspectos microbiologicos.

De acordo com Monteiro (2003), os microrganismos presentes
em uma célula de residuos podem indicar a evolu¢ido do comporta-
mento biodegradativo, isto é, o nimero de microrganismos pode ser
um indicador da fase em que um aterro se encontra. Pode existir uma

relagdo direta entre a quantidade de matéria orginica presente em uma
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célula de residuos, produgio de biogds, recalques, agentes toxicos, entre
outros (MELQ, 2003).

Diversos trabalhos tém focado na investigacdo da biodiversidade
microbiana nos mais variados ambientes, tais como aterros sanitarios,
aquiferos contaminados, campos de plantio de arroz, sedimentos de
lagos e reatores anaerébios (CASAMAYOR et al., 2000; CASSERLY;
ERIJMAN, 2003; WATANABE et al., 2004; AKARSUBASI et al., 2005;
BUZZINI et al., 2006). Entretanto, poucos estudos moleculares sobre
a diversidade microbiana presente em RSU foram realizados, especial-
mente quando se trata de aterros simulados com residuos de idades
diferentes e em condi¢des peculiares ao semidrido brasileiro, visto que
a diversidade microbiana, assim como aspectos funcionais, varia em
funcio de fatores abidticos.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade bacteriana
associada a biodegradagdo de RSU em uma célula experimental, loca-
lizada no municipio de Campina Grande, Paraiba. Diante deste estudo
envolvendo abordagens moleculares, tais resultados visam contribuir
com o desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas que permitam
maior eficiéncia nos processos biodegradativos, sugerindo que as res-
postas obtidas com o sequenciamento de bactérias, caracterizadas no
processo de digestdo anaerdbia, possam servir de premissa para estu-
dos mais especificos, que venham a colaborar com o entendimento das

dindmicas que ocorrem na massa de RSU aterrados.

METODOLOGIA

Area de estudo e célula experimental

A pesquisa foi desenvolvida no municipio de Campina Grande, estado
da Paraiba, Brasil. A temperatura média anual é de 22,4°C e o clima da
regido é do tipo semidrido, caracterizado por irregularidades de chu-
vas, com precipita¢ido pluviométrica média anual inferior a 800 mm,
indice de aridez de até 0,5 e risco de seca maior que 60% (AESA, 2013;
BRASIL, 2005; GUEDES, 2018). A geragdo per capita de RSU é de 0,64
kg.hab.dia!, resultando em uma produgdo em torno de 261 t.dia* de
residuos (ECOSAM, 2014; ECOSOLO GESTAO AMBIENTAL DE
RESIDUOS, 2016).

A célula experimental construida na Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG) possui 2,0 m de didmetro interno, 3,5 m de
altura e volume de 11 m* (Figura 1). E dotada de sistemas de drena-
gem de liquidos e gases, medidores de nivel dos liquidos, de recalque
superficial e profundo, e de temperatura ao longo da profundidade.
Apresenta ainda 12 pontos de coletas de RSU distribuidos ao longo de
seu didmetro e altura, os quais sdo definidos em niveis de profundi-
dade superficial, superior, intermedidrio e inferior.

Visando obter amostras representativas dos RSU de Campina Grande,

Paraiba, a célula experimental foi preenchida com residuos coletados
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Figura 1- Configuragao da célula experimental de residuos sélidos urbanos apos a retroalimentacao.

em locais selecionados a partir de um planejamento estatistico, com
nivel de confianga de 95%. Esse planejamento levou em consideragao
a populacio dos bairros, as zonas da cidade (Norte, Sul, Leste e Oeste)
e a quantidade de RSU produzidos. A partir das quatro zonas da cidade
foi realizada uma amostragem estratificada proporcional ao nimero de
bairros existentes em cada zona. Em seguida, por meio de uma amos-
tragem aleatdria, foram selecionados os locais de coleta dos RSU. A rota
selecionada para a pesquisa compreendeu 12 bairros, totalizando apro-
ximadamente 8,5 t de RSU. O procedimento de coleta seguiu a Norma
Brasileira (NBR) 10007 (ABNT, 2004b) — Amostragem de Residuos.
A célula experimental preenchida com residuos no ano de 2011
apresentou redugio de 50% em razao dos recalques acentuados (defor-
magdes verticais na massa de RSU). Dessa forma, no ano de 2015 foi
verificada a necessidade de manutengdo da célula experimental por
meio de reparos construtivos, com a inser¢ao de nova instrumenta-
¢do e uma camada de RSU reposta — procedimento que foi denomi-
nado de retroalimentagado. Cabe destacar que essa operagdo é comum

na rotina de aterros sanitarios.
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Dessa forma, a distribui¢do dos residuos na célula experimental
consiste de residuos antigos e novos. Os residuos antigos correspondem
ao enchimento realizado em setembro de 2011 e a retroalimenta¢io
com residuos novos foi realizada em abril de 2015. A amostragem dos
RSU coletados seguiu a mesma configuragdo do primeiro enchimento
da célula. Os resultados contemplados para esta pesquisa representam
o monitoramento da célula experimental apenas apds o processo de
retroalimentagdo. As amostras da célula experimental (Figura 1) para
caracterizagdo bacteriana foram extraidas nas profundidades superior

e inferior (2,15 e 0,75 m), constituindo-se de residuos novos e antigos.

Extracdo de DNA

As amostras coletadas nos diferentes niveis (superior e inferior) da
célula experimental foram picotadas e imersas em 1.000 mL de agua
destilada, por 30 min, para obteng¢ao do extrato liquido, procedimento
recomendado pela NBR 10006 (ABNT, 2004a). Com base nas amostras
coletadas, inicialmente, duas metodologias foram testadas na prepa-

ragdo das amostras para extragdo de DNA: filtragio e centrifugagdo.
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O procedimento de filtragdo (Lab1000, modelo LM-300) consistiu
em separar 200 mL do extrato de lixiviado e dividir em duas aliquotas
de 100 mL cada. Para cada aliquota foram realizadas trés pré-filtragens,
uma com filtro médio (Whatman Schleicher & Schuell, US) e duas com
membrana de 0,45 um de porosidade (Whatman Schleicher & Schuell,
US), ambas a fim de remover os sélidos em suspensao. A extracio do
DNA foi realizada a partir do material depositado no filtro de 0,45 um
de porosidade resultante das duas tltimas filtragoes.

O procedimento de centrifuga¢do (Quimis, modelo Q222TM104)
consistiu em transferir 50 mL do extrato de lixiviado para tubos c6ni-
cos estéreis, tipo falcon, sendo coletados 25 mL de cada nivel da célula
experimental. A centrifuga foi programada para 4000 g, por 30 min,
a 20°C, para separacio da fragdo liquida. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o material centrifugado foi conduzido a balanga ana-
litica para pesagem de 0,5 g da fragdo sedimentada.

Para extracdo de DNA dos RSU previamente preparados (filtragao
e centrifugagio) foi utilizado o Kit Power Soil DNA Isolation (MOBIO
Laboratories). O protocolo seguiu as recomendagoes do fabricante que
acompanha o kit. As amostras de DNA foram quantificadas e anali-
sadas quanto a concentragdo (ng/uL) e a pureza expressa pela razao
A, s POT meio da andlise da densidade dptica em espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc).

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, em tampao Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 1X a 100 V, por 90 min. O marcador utilizado foi
0 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A visualizagdo do gel de agarose

foi realizada no transiluminador, modelo L-Pix (Loccus Biotecnologia).

Reacdao em cadeia da polimerase,
eletroforese em gel de gradiente
com desnaturante e sequenciamento
Ap0s a extragdo de DNA, as amostras foram submetidas a técnica de
PCR, para amplificagao dos genes que codificam a regido 16S do RNA
ribossomal de bactérias, com primers universais 27F e 1492R. Em seguida,
foi realizada a Nested PCR com os primers 341F e 534R (Tabela 1).

O mix de cada PCR continha volume de 20 UL, sendo: 2 uL de DNA,
2 uL de tampao 10X (Invitrogen), 0,4 UL MgCl, 50 mM (Invitrogen),
1 uL de ANTPs (Invitrogen), 4 uL DMSO 20%, 1 UL de cada primer

Tabela 1 - Sequéncias de primers universais utilizados para o dominio
Bacteria.

.- Sequéncias nucleotidicas

19 PCR AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
& | 1492R | 1@PCR TACCTTGTACGACT
&g 34F | 2apcr CGCCCGCCGLCGLGLGGLGGELEEGEEGLGEEE
@ GCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
534R | 28 PCR ATTACCGCGGCTGCTGG

PCR: reacao em cadeia da polimerase.
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(forward e reverse), 0,2 UL de Taqg DNA polimerase (Invitrogen) e 8,4 UL
de dgua ultrapura estéril (MilliQ). As amplificagdes foram realizadas no
termociclador (Apllied Biosystems Thermal Cyclers). O programa de
amplificagdo adotado foi 2 min a 95°C (desnaturagéo inicial), 35 ciclos
de 30 s a 94°C (desnaturacéo), 30 s a 55°C (anelamento), 1 mine 30 sa
72°C (extensao) e, finalmente, 5 min a 72°C (extensio final).

Em seguida, 10 UL, produtos de PCR obtidos a partir das amostras
de RSU, foram submetidos 8 DGGE. A solugéo do gel foi feita segundo
o protocolo de Muyzer, Wall e Uitterlinden (1993). A corrida ao longo
do gel foi realizada a 60°C e 80 V, em cerca de 7 L de tampao TAE 0,5X
durante 17 h, e o marcador molecular utilizado foi o 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). Ao final da eletroforese, o gel foi corado por
20 min em solugdo contendo 60 UL de gel red concentrado, 200 UL de
agua deionizada, 4 uL de NaCl 5M. A visualizagdo do gel de agarose
foi realizada no transiluminador, modelo L-Pix (Loccus Biotecnologia).

As imagens digitalizadas dos géis de DGGE foram analisadas com
o auxilio do pacote de programas Bionumerics 7.0 (Applied Maths,
BE). A partir do perfil de bandas apresentado nos géis, uma matriz de
similaridade foi calculada, e com o0 método de classificagdo hierdrquico
foram gerados os dendrogramas.

A preparagio das amostras para o sequenciamento consistiu em
reamplificar as bandas dos géis de DGGE com os pares de primers uti-
lizados na 22 PCR (Tabela 1), em volumes de 50 pL que continham:
2 uL da1* PCR, 5 pL de tampao 10X (Invitrogen), 2 uL MgCl, 50 mM
(Invitrogen), 2 uL de DNTPs (Invitrogen), 2,0 uL DMSO 20%, 0,5 Hi-Di
formamida, 2,0 uL de cada primer (forward e reverse), 0,2 uL de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e 32,3 uL de agua ultrapura (Milli-Q).
O programa de ciclos adotado foi o mesmo da 12 PCR.

Posteriormente, foi realizada a eletroforese em gel de agarose na con-
centragdo de 1%, contendo 5 UL de brometo de etidio. Foram inoculados
em cada pogo 4 UL de tampiao de amostra (TA) e 50 uL da Nested-PCR.
A fonte utilizada para corrida eletroforética foi programada para uma
tensdo elétrica de 80 V, uma corrente elétrica de 500 mA, poténcia de
100 W, por 80 min. O marcador utilizado foi o Low Mass DNA Ladder
(Invitrogen). O material aplicado no gel de agarose, ap6s a eletroforese,
foi visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado por meio de um
transiluminador, modelo L-Pix (Loccus Biotecnologia).

As bandas visiveis no gel de agarose, resultantes da Nested PCR,
foram excisadas e eluidas para purificagdo com o kit Wizard DNA
Clean-Up System (Qiagen), seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Os produtos de PCR, uma vez purificados e quantificados
em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc),
foram sequenciados no Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho
e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais.

A caracterizagdo microbiana foi realizada por comparagdo das
sequéncias publicadas no banco de dados Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST), nucleotide (n), considerando a identidade acima de 98%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracao, quantificacao, reacao em

cadeia da polimerase e eletroforese

em gel de gradiente com desnaturante

A quantificagdo de DNA extraido com o Kit Power Soil DNA Isolation,
por filtragdo e centrifugagdo das amostras de RSU, estd apresentada
na Tabela 2.

De acordo com a Tabela 2, as amostras de RSU quantificadas apre-
sentaram concentragdes variando de 4,1 a 18,0 ng/uL, com média
de 11,8 ng/uL. Observa-se ainda um elevado coeficiente de varia-
¢d0 (43,5%), indicando alta dispersdo entre as amostras. Para Solléro
et al. (2004), sao consideradas concentragdes ideais aquelas acima de
10 ng/uL apds o processo de extragdo. As amostras superior (S) e infe-
rior (I) obtidas pela centrifugagio e as resultantes da primeira filtragao
(1° filtro superior — 1S e 1° filtro inferior — 1I) atingiram concentra-
¢des acima do valor recomendado.

Menores concentragdes de DNA foram observadas nas amostras
2¢ filtro superior — 2§ (7,5 ng/UL) e 2° filtro inferior — 21 (4,1 ng/uL),
demonstrando perdas de dcidos nucleicos na segunda filtragio, enquanto
maior rendimento do DNA foi obtido pelo processo de centrifugacao,
nas amostras I (18,0 ng/uL) e S (15,4 ng/uL).

Durante os testes realizados pelo método de filtragdo com mem-
branas de 0,45 um foi observado que, na maioria das vezes, as mem-
branas eram rompidas com o processo de raspagem. Como a extracio
de DNA era realizada com material depositado no filtro, esse método
de preparagao das amostras de RSU se tornou inviavel, por haver mui-
tas perdas durante o processo e menor rendimento na quantificagio
do DNA extraido. Entretanto, Santos (2010) utilizou o mesmo proce-
dimento e obteve bons resultados, com a extragdo de DNA de bacté-

rias presentes no lixiviado dos aterros sanitarios de Gramacho, Rio de

Tabela 2 - Quantificacdo de DNA das amostras de residuos sélidos
urbanos (filtragdo e centrifugacao).

DNAngL

Superior (S) 1540 193
Inferior (D 1800 177
10 filtro superior (1S) 1360 202
10 filtro inferior (1) 1240 203
20 filtro superior (2S) 750 193
20 filtro inferior 21) 410 222
Maximo 1800 222
Minimo 410 177
Média N80 198
Desvio padrao 515 015
Coeficiente de variagao (%) 4355 750
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Janeiro; Gericino, Rio de Janeiro; Morro do Céu, Rio de Janeiro; Nova
Iguagu, Rio de Janeiro; e Muribeca, Pernambuco.

Diante dos testes realizados, o processo de centrifugagao foi con-
siderado mais adequado para preparagdo das amostras de RSU, visto
que esse procedimento foi realizado de forma mais rapida, teve menor
custo e maior rendimento do DNA apds a extragdo, quando compa-
rado a técnica de filtragao.
indica o nivel de contami-

260/280

nagdo nas amostras. Em DNAs livres de impurezas por proteinas, a

A pureza expressa pela razao A

relagao A esperada como satisfatéria deve estar entre 1,8 e 2,0

260/280
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001; BRITO et al., 2004).

Na Tabela 2, os resultados oscilaram de 1,7 a 2,2, com média de
2,0, em relagdo & pureza das amostras. Observou-se que as amostras I,
1S, 11 e 2I nao ficaram na faixa considerada ideal, indicando uma leve
contaminagdo por proteinas apds a extragio do DNA, o que poderia
diminuir a eficiéncia de amplificagdo na PCR, o que ndo ocorreu. Cabe
destacar que o processo de purificagdo poderia elevar a pureza do DNA
e diminuir a contaminagdo das amostras I, 1S, 11 e 2I. Contudo, esse
procedimento foi realizado na etapa que precede o sequenciamento
do DNA, para todas as amostras.

A comunidade de bactérias presente nos RSU da célula experimen-
tal derivados da PCR-DGGE esta representada no perfil de bandas da
Figura 2. O critério de escolha das bandas levou em consideragao a
visualizagdo em transiluminador UV. Dessa forma, foram selecionadas
seis bandas, destacadas e identificadas como 1B, 2B, 3B, 4B, 5B e 6B.

Normalmente, considera-se cada banda da DGGE como uma
espécie microbiana. Porém, muitas bactérias podem apresentar dife-
rentes mobilidades no gel com gradiente desnaturante, resultando em
multiplas bandas da mesma espécie microbiana (BOON et al., 2000).
E importante ressaltar que a técnica de DGGE, quando realizada com
primers universais, é capaz de detectar apenas as populagdes mais
abundantes nas amostras.

Analisando a Figura 2, podem-se inferir diferencas pouco signifi-
cativas entre os niveis da célula experimental, sugerindo, equivocada-
mente, que 0S mesmos microrganismos estavam presentes nas amostras
de RSU dos niveis S e I. Costa, Vaz-Pires e Bernardo (2006) enfatiza-
ram que os pontos de coleta se referem a locais com grandes varia-
¢oes de fatores ambientais e bi6ticos, tais como a estrutura do solo, as
variaveis fisico-quimicas, a disponibilidade de nutrientes, o contetido
de matéria orgénica e as condigdes climdticas locais. Todos esses fato-
res tém papel na dindmica da comunidade microbiana (GARBEVA;
VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004).

Dessa forma, dendrogramas foram elaborados a partir das anali-
ses conclusivas da DGGE, com o objetivo de verificar a similaridade
entre popula¢des de bactérias nas amostras de RSU. A similaridade foi
determinada com base na presenca ou auséncia das bandas detecta-

das no gel, considerando as semelhangas entre os padroes de bandas,
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S: superior; I: inferior; 1S: 19 filtro superior; 11: 1° filtro inferior; 2S: 20 filtro superior;
2l: 20 filtro inferior; MM: marcador molecular 1 kb.

Figura 2 - Perfil dos produtos da reacdo em cadeia da
polimerase-eletroforese em gel de gradiente com desnaturante.

tomadas em pares, que podem ser expressas em um valor percentual
(DIEZ et al., 2001).

O dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade, obtido
com o perfil de bandas de DGGE para o dominio Bacteria das amos-
tras S, I, 1S, 11, 2S e 21 da célula experimental de RSU, pode ser obser-
vado na Figura 3.

Na Figura 3, o dendrograma apresentou um cluster principal com
coeficiente de similaridade de 70%. Nesse caso, a comunidade micro-
biana preexistente na célula experimental sofreu alteragdo nos niveis I
e S e nos diferentes métodos de preparagdo das amostras para extracio.

Pode-se observar que, do grande cluster com 70% de similaridade,
se formaram dois agrupamentos distintos (A e B), unindo no grupo A
as amostras 11 e 2S, com coeficiente de similaridade de 97%, sendo dife-
renciado em 3% com o surgimento de uma nova banda na amostra 11.

O grupo B, composto de 1S, S, I e 21, apresentou coeficiente de
similaridade de 81% entre si. Esse agrupamento mostrou, ainda, dois
subgrupos, “c” e “d”. O subgrupo c apresentou coeficiente de similari-
dade na ordem de 91%. Essa diferenca surgiu em fun¢do de uma banda
amais e, ainda, a perda de outra, em posigoes diferentes. O subgrupo d
obteve um coeficiente de similaridade entre as amostras S, I e 2I de 87%.

De modo geral, verificou-se que a similaridade entre as camadas
superior e inferior da célula experimental pode ser considerada elevada,
embora os RSU sejam de idades diferentes. Diante dessa circunstan-
cia, pode-se inferir que as mesmas populag¢des de bactérias podem ser
encontradas nos diferentes niveis da célula experimental. Isso acontece,
provavelmente, aos fatores de lixiviagao, ocasionados pela biodegrada-
¢d0 da matéria orgénica e pelas precipitagdes que podem carrear esses

microrganismos para o nivel I da célula experimental.

Caracterizacao da diversidade bacteriana

De acordo com os perfis resultantes do DGGE obtidos na Figura 2, foram
selecionadas seis bandas para o sequenciamento dominio Bacteria — as
filiacdes foram determinadas por comparagio com as depositadas no
GenBank. As bandas 1B, 2B, 3B, 4B, 5B e 6B estio indicadas na Tabela 3.
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Figura 3 - Dendrograma das amostras superior, inferior, 1° filtro superior, 1° filtro superior, 2° filtro superior e 2° filtro inferior.
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Tabela 3 - Identidade dos microrganismos: Dominio Bacteria.
Superior (5) Psettjjggzlvtgrfai sp. (3549/?57) 5270241
o) | | pocnum |z | OO
:glertizjor an 3B Enterobacter sp. (3595/03061) HQ2687331
- éltrr.ir e | B prgibr;fgze ey | IN6ad6241
ijgg‘;r sy | 5B | Enterobactersp (202?;‘69) HQ2687331
rerorey | | macuss | Gosuop | K264

O resultado obtido no sequenciamento da banda 1B da amostra
S da célula experimental de RSU apresentou 99% de identidade com
a bactéria nao cultivavel Pseudomonas sp. (JX527024.1). Esse género
bacteriano pertence ao filo Proteobacteria e pode se desenvolver em
ampla gama de habitats, principalmente na 4gua e em solos imidos
(BREATHNACH et al., 2012).

Pseudomonas também sio capazes de se desenvolver em lixiviado
de aterro. Dessa forma, a presenca dessas populacdes pode ser discu-
tida no que tange a satde publica. Quintaes et al. (2014) observaram
que as analises microbianas de uma célula de aterro sanitério revela-
ram grande nimero de bactérias patogénicas e oportunistas, muitas
delas pertencentes aos géneros Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Salmonella, Pseudomonas e Staphylococcus (EFUNTOYE; BAKARE;
SOWUNMYI, 2011; ZHANG; KEAT; GERSBERG, 2010).

Presume-se que as Pseudomonas tenham participado no processo
biodegradativo, disponibilizando substratos para as arqueas metano-
génicas por meio das fases de hidrélise, acidogénese e acetogénese.
Segundo Xie et al. (2011), o estudo da comunidade bacteriana oriunda
de um aterro sanitdrio revelou a predominancia das bactérias sobre
os demais microrganismos, destacando as Pseudomonas como as res-
ponsaveis pela remogao de poluentes e pela elevada taxa de biodegra-
dagdo orgénica.

Para Beal e Betts (2000), os géneros Pseudomonas e Acinetobacter
sdo capazes de mineralizar muitos dos compostos aromaticos recal-
citrantes presentes em RSU. Lalucat et al. (2006) detectaram no lixi-
viado de aterros sanitarios que esse género participa dos processos de
degradagdo e desnitrificagdo da matéria organica.

Nesse contexto, membros do género Pseudomonas sao impor-
tantes em ambiente com residuos sélidos, como aterros sanitarios e
células experimentais, porque podem elevar as taxas de biodegrada-

¢do, inclusive de residuos antigos. Cabe destacar que a caracterizagdo
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de bactérias em RSU proporciona maior entendimento dos processos
biodegradativos e, consequentemente, a otimizagdo de cada fase desse
processo, podendo contribuir para a aceleragdo do tempo de estabili-
zagdo da matéria organica putrescivel, que permite o aterramento de
novos RSU, quando o objetivo foi o aproveitamento de areas, e maior
produgéo de biogas, quando se almeja o aproveitamento energético.

Na banda 2B, resultante da primeira filtracao do nivel I (1I) da
célula experimental, foi caracterizada uma bactéria nao cultivavel
(JF964694.1), descrita por Huang e Zhang (2013), que avaliaram em
diferentes regides geograficas a microbiota de larvas de um tipo de
besouro (Coleoptera) e como esses organismos respondiam a hetero-
geneidade ambiental.

Sabe-se que em residuos solidos é comum a presencga de cole6p-
teros (besouro, escaravelho, joaninha, potd, vaga-lume, entre outros),
que se alimentam de organismos mortos ou de materiais parcialmente
em decomposigdo. Esses organismos detritivoros sdo de fundamental
importancia para a cadeia alimentar, porque promovem a degradagéo
inicial da matéria orgénica, facilitando a quebra de compostos para
fungos e bactérias na massa de residuos.

As bandas 3B e 5B das amostras 11 e 2S da célula experimental de
RSU apresentaram 99% de identidade com a bactéria Enterobacter sp.
(HQ268733.1). Membros desse género, que também pertencem ao filo
Proteobacteria, sdo classificados como anaerébios facultativos e qui-
miorganotréficos, tendo tanto o metabolismo aerdbio quanto o fer-
mentativo, podendo ser encontrados em ambientes como 4dgua, solo,
esgoto e fezes humanas.

Na digestao anaerdbia, a conversao de diversos acidos e dlcoois da
inicio a fase acetogénica, em que a fungio das bactérias é a produgio
de substratos que serdo metabolizados pelas drqueas metanogénicas.
Apine e Jadhav (2011) citam o género Enterobacter como um dos prin-
cipais produtores de 4cidos graxos.

De acordo com Carbone et al. (2002), Enterobacter spp. sao bactérias
fermentadoras ativas que podem produzir dcido graxo e dcido lactico,
e que, por isso, estdo entre os organismos responsaveis pela primeira
etapa na bioconversdo de hidratos de carbono a CH,. De acordo com
Takayanagui et al. (2007), algumas espécies podem ainda solubilizar
fosfato e atuar degradando amido e celulose.

Enterobacter spp. encontradas referem-se a amostras dos niveis S
eI da célula experimental de RSU, sendo membros desse género indi-
cadores de contaminagdo entérica, visto que pertencem ao grupo dos
coliformes termotolerantes, que estdo presentes nas fezes de animais de
sangue quente e na degradagdo de matéria organica. Aires et al. (2017)
encontraram nas amostras de RSU da célula experimental fraldas des-
cartaveis contendo excrementos, o que pode ter contribuido para a pre-
senga desse género. Carvalho, Jesus e Portella (2010) verificaram que
os géneros Enterobacter e Escherichia estdo entre os principais micror-

ganismos que colonizam o trato gastrointestinal de recém-nascidos.
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A banda 4B é referente & segunda filtragao do nivel S (2S) da célula
experimental de RSU e apresentou 99% de identidade com a bactéria
Klebsiella pneumoniae (JN644624.1), espécie que também pertence
ao filo Proteobacteria.

A Klebsiella pneumoniae tem sido uma das bactérias mais impor-
tantes associadas as infec¢des hospitalares, sendo muito comuns em
infecges do trato urindrio, do trato respiratério, abscessos do figado
e bacteremias. Essa espécie bacteriana tem merecido destaque, prin-
cipalmente, para o desenvolvimento de resisténcia a alguns antimi-
crobianos (SUN et al., 2006; DEBBY et al., 2012). A detec¢io dessas
bactérias no ambiente ¢ importante para avaliar o potencial biodegra-
dativo, os perfis de resisténcia bacteriana do local analisado e identifi-
car as possiveis rotas de contaminagio e disseminagdo desses agentes.

De acordo com Odeyemi, Aderiye e Bamidele (2013) e Tomassoni
et al. (2014), Klebsiella pneumoniae sao bactérias versateis na utiliza-
¢d0 de substratos e tém a capacidade de se adaptarem as condi¢des
toxicas dos RSU.

Bactérias como Klebsiella, Pseudomonas e Bacillus apresentam capa-
cidade lipolitica, sugerindo a aplicagdo destas no pré-tratamento de
residuos ricos em lipideos, podendo, ainda, serem utilizadas nos pro-
cessos de biorremediacio de solos (ODEYEMI; ADERIYE; BAMIDELE,
2013). As bactérias lipoliticas podem catalisar a hidrdlise de lipideos
em moléculas misciveis e ainda consumir os produtos como fontes de
carbono (HASANUZZAMAN et al., 2004).

Um dos principais problemas encontrados em dreas de aterros é o
alto teor de metais pesados no solo e na vegetagdo. Os metais pesados
como arsénio (As), niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), mercirio (Hg) e cromo (Cr) estdo presentes em diversos
tipos de residuos dispostos em aterros, como lampadas, pilhas, baterias,
restos de tintas, latas, entre muitos outros produtos com substincias
toxicas presentes (SISINNO; MOREIRA, 1996; HYPOLITO; EZAKI,
2006; XIAOLI et al., 2007; ANICETO; HORBE, 2012).

Bactérias que degradam a matéria orgénica sao sensiveis a presenca
de metais pesados, cujas concentragdes sio frequentemente encontra-
das em RSU, podendo prejudicar o processo biodegradativo. Liu et al.
(2018) indicaram que a Klebsiella pneumoniae teve a capacidade de
se adaptar a ambientes com a presenca de metais pesados, incluindo
Cd, Hg, As e Cr. Vale ressaltar que metais como Cd, Pb, Cu, Zn e Ni
sdo encontrados nos RSU e podem elevar os niveis de contaminagdo
do solo e das dguas (ZHENG et al., 2013; HUANG; ZHANG, 2013).

Varios autores indicam o processo de contaminagao de metais
pesados com os compartimentos adjacentes as areas de deposigdo de
residuos sélidos. Com excesso de concentragdo de metais pesados no
material constituinte de um aterro, pode haver a migragdo desses por
meio do processo de lixiviagao. A lixiviagdo é o processo fisico no qual
os liquidos presentes nos residuos solidos sao liberados durante o pro-

cesso de decomposigdo e, depois, migram pelo perfil do solo. Com a
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infiltragao de dguas da chuva, esse liquido pode permear as camadas
de fundo dos locais de disposi¢do e contaminar as dguas subterrineas.
Também pode ser transportado superficialmente para os mananciais
proximos e, dessa forma, possibilitar a entrada dos metais na cadeia
alimentar e, consequentemente, o acimulo e a contaminagéo do fator
bidtico (OLIVEIRA; JUCA, 2004; JAIN; KIM; TOWNSEND, 2005;
KOREF et al., 2008).

Silva (2016) encontrou na mesma célula experimental de RSU
deste estudo concentragdes de Ni, Cd, Cr e Pb acima dos valores esta-
belecidos pela NBR 10004/2004, sugerindo o enquadramento dos resi-
duos como Classe I (perigosos). Bactérias ambientais comuns, como
a Klebsiella pneumoniae, apesar de parte delas serem patogénicas, sdo,
em sua maioria, seguras para aplicagdes biotecnoldgicas, tornando-se
importantes nao s6 para degradar os lipideos, mas também para tolerar
a presencga de metais pesados, podendo ser uma ferramenta util para
tratar residuos industriais (ODEYEMI; ADERIYE; BAMIDELE, 2013).

Finalmente, o resultado obtido no sequenciamento da banda 6B,
resultante da segunda filtragdo do nivel I (2I) da célula experimental
de RSU, apresentou 98% de identidade com a bactéria ndo cultivavel
Bacillus sp. (KF722674.1). Esse género bacteriano, pertencente ao filo
Firmicutes, tem o solo como habitat principal e desempenha um papel
importante no ciclo do carbono e do enxofre.

Varias bactérias acidogénicas tém sido encontradas em reatores
anaerobios e em aterros sanitdrios, como as pertencentes aos géneros
Bacillus, Clostridium, Pseudomonas e Streptococcus (KEYSER et al., 2006).

Membros do género Bacillus possuem capacidade de sintetizar
enzimas hidroliticas, de interesse biotecnoldgico (ABELL; BOWMAN,
2005). Gorlach-Lira e Coutinho (2007) avaliaram a diversidade micro-
biana no solo do Cariri paraibano e verificaram que varias bactérias
do filo Firmicutes exibiram capacidades celuloliticas, proteoliticas e
amilioliticas, promovendo fermentagdes a dcidos graxos volateis ou a
outros subprodutos utilizados pelas arqueas metanogénicas (PATEL
etal., 2014).

Bacillus apresentam-se distribuidos no solo e possuem vasta
capacidade metabdlica, podendo persistir em ambientes criticos em
relagdo a temperatura, & umidade, aos agentes quimicos e a radia-
¢do, como ¢é o caso da célula experimental de RSU. Provavelmente, o
género Bacillus atuou na célula experimental de RSU nos processos
de hidrdlise, acidogénese e acetogénese em razao de sua versatilidade
na utiliza¢do de substratos. Rodriguez e Fraga (1999) descreveram
que esse género possui, ainda, grande potencial de solubilizagio de
fosforo nos solos e que algumas Bacillus spp. sio capazes de degra-
dar hidrocarbonetos.

A andlise do sequenciamento do dominio Bacteria, nas amostras de
RSU da célula experimental, revelou a presenca de dois filos distintos:
Proteobacteria e Firmicutes (Figura 4). O filo Proteobacteria apresenta

grande diversidade morfoldgica e fisiologica, e entre as estratégias para
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Figura 4 - Representacao da distribuicdo dos filos do dominio Bacteria.

obtengdo de energia, sdo encontrados organismos com metabolismos
quimiolitotréfico, quimiorganotréfico e fototréfico, além de outras vias
metabolicas (CANHOS et al., 1997).

Niveis abundantes do filo Proteobacteria foram detectados em
um aterro sanitario japonés (SAWAMURA et al., 2010) e em rejeitos
antigos dos aterros sanitarios de Xangai (XIE et al., 2012). Na célula
experimental, os residuos depositados sdo de idades diferentes. Dessa
forma, o filo Proteobacteria pode ter representado fungido ecoldgica
importante nos residuos de dificil degradagio.

Firmicutes tém a capacidade de degradar acidos graxos volateis,
tais como o butirato e os seus analogos. Essa degrada¢do produz H,,
o qual pode ser degradado pelas metanogénicas hidrogenotroficas.
De acordo com Song et al. (2015), que estudaram a diversidade de
comunidades bacterianas em aterros sanitdrios, o filo Firmicutes tem
um papel importante na decomposi¢do da celulose, sendo prevalente
nos estagios acidogénicos e acetogénicos em razio de sua capacidade
de fermentar agticares e aminodcidos, além da produgio dos acidos
acético e lactico (DOLOMAN et al., 2017; KLOCKE et al., 2007).

As bactérias caracterizadas por meio deste estudo sdo fundamen-

tais nos processos de hidrolise, acidogénese e acetogénese, uma vez

que os substratos produzidos, principalmente acetato e hidrogénio,
serdo metabolizados pelas drqueas metanogénicas, que sdo responsa-

veis pela produgio de biogas, sobretudo de CH,.

CONCLUSOES

A preparagdo das amostras de RSU pelo processo de centrifugagdo
apresentou maiores rendimentos de DNA apo6s a extragdo. Por meio
da PCR-DGGE foi verificada elevada similaridade das bactérias nas
camadas superior e inferior da célula experimental, apesar dos RSU
serem de idades diferentes, indicando a influéncia de fatores externos,
como a lixiviagdo e as precipitacdes, que podem carrear esses micror-
ganismos para o nivel inferior.

A caracterizagdo bacteriana possibilitou encontrar, na célula
experimental de RSU, membros em nivel de género e espécie, alguns
ainda ndo cultivaveis, como Uncultured Pseudomonas sp., Uncultured
bacterium, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae e Uncultured Bacillus
sp., sugerindo que nos RSU existem representantes ainda desconheci-
dos e/ou nio isolados que participam dos processos de hidrdlise, aci-

dogénese e acetogénese.
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