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RESUMO

O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) ¢ o tensoativo anidnico de maior interesse
econdmico mundial. Sua rota de biodegradagdo envolve reacdes de adi¢do de fumarato,
B-oxidacdo, clivagem do anel aromadtico e dessulfonagdo. Por se tratar de um processo
complexo, o uso de conjuntos variados de microrganismos possibilita o aproveitamento de
diferentes metabolismos e enzimas na degradacdo do LAS. No entanto, ha falta de literatura
sobre os microrganismos que desempenham um papel fundamental na degradagdo do
surfactante em reatores biologicos. Este estudo teve como objetivo definir o common core
microbiano associado a degradag¢do do surfactante anionico alquilbenzeno linear sulfonado
em biorreatores, a partir da mineragdo de dados disponiveis em bancos de dados publicos
contendo sequéncias brutas do gene 16S rRNA. Quarenta e seis amostras do gene 16S rRNA,
obtidas de 12 artigos cientificos, foram analisadas usando ferramentas de bioinformatica
combinadas com um fluxo de trabalho no software R. Os géneros mais abundantes entre as
amostras foram Methanosaeta (4,6%) e C39 (2,3%). O género SJA-28 foi predominante nos
nlcleos comuns e esteve presente em seis dos sete nucleos construidos, seguido por
Reyranella e Christensenellaceae R-7 group, encontrado em cinco nucleos comuns, e
Candidatus Magasanikbacteria, em quatro nucleos. Pela anélise do perfil funcional, foram
encontradas enzimas relacionadas as etapas de adigdo de fumarato, dessulfonagdo e

B-oxidacdo da biodegradag¢dao do LAS.

Palavras-chave: biodegradacdo do LAS, gene 16S rRNA, diversidade microbiologica, dguas

residuais de lavanderia.



ABSTRACT

Linear alkylbenzene sulfonate (LAS) is the anionic surfactant of greatest economic
interest worldwide. Its biodegradation route involves reactions of fumarate addition,
B-oxidation, cleavage of the aromatic ring and desulfonation. Since this is a complex process,
the use of varied sets of microorganisms makes it possible to take advantage of different
metabolisms and enzymes in the degradation of LAS. However, there is a lack of literature on
the microorganisms that play a key role in the degradation of surfactant in biological reactors.
This study aimed to define the microbial common core associated with the degradation of
anionic surfactant linear alkylbenzene sulfonate in bioreactors, from data mining available in
public databases containing raw 16S rRNA gene sequences. Forty-six 16S rRNA gene
samples, obtained from 12 scientific papers, were analyzed using bioinformatics tools
combined with a workflow in R software. The most abundant genera among the samples were
Methanosaeta (4.6%) and C39 (2.3%). The genus SJA-28 was predominant in the common
core clusters and was present in six of the seven clusters constructed, followed by the
Reyranella and Christensenellaceae R-7 group, found in five common cores, and Candidatus
Magasanikbacteria, in four cores. By functional profile analysis, enzymes were found related

to the fumarate addition, desulfonation and B-oxidation steps of LAS biodegradation.

Keywords: LAS biodegradation, 16S rRNA gene, microbiological diversity, laundry

wastewater
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1 INTRODUCAO

Surfactantes, ou tensoativos, representam um dentre os principais componentes para a
fabricagdo de produtos com propriedades detergénicas. Tal aplicagdo se deve a estrutura
quimica de suas moléculas, que sdo compostas por grupos apolares (por¢do hidrofobica)
constituidos por cadeias alquilicas, e por grupos polares (por¢do hidrofilica) que podem ser
16nicos ou nao (Curbelo, 2006; Cali, 2018). De acordo com a natureza do grupo polar da
molécula do tensoativo, ele pode ser classificado como: anidnico (moléculas com regido polar
de carga negativa), ndo-idnico (moléculas com regido polar com carga verdadeira, ou seja,
seus grupos hidrofilicos ndo possuem carga), catidonico (moléculas com regido polar de carga
positiva) ou anfotero (moléculas com agrupamentos de carga positiva e negativa) (Bain &
Company, 2014). Os tensoativos sdo substancias que possuem como caracteristica a tendéncia
fisico-quimica natural de adsor¢do as superficies, reduzindo a tensdo interfacial das mesmas,
uma vez que as suas moléculas do surfactante se acumulam na superficie de um solvente,
diminuindo a for¢a de coesdo entre as moléculas deste solvente (Curbelo, 2006; Felipe &
Dias, 2017).

Atualmente, estas substincias tornaram-se constantes nos ecossistemas aquaticos
devido ao despejo de esgoto doméstico e industrial ndo tratado ou com tratamentos
ineficientes, gerando grande variedade de impactos ambientais, como a formagao de espuma
na superficie de corpos d’agua (Cali, 2018); a diminui¢do da penetracdo da luz solar,
interferindo em processos fotossintéticos; impedindo processos de autodepuracao; e reduzindo
a solubilidade de oxigénio na agua (Felipe & Dias, 2017). Os tensoativos também podem
infiltrar no subsolo e contaminar reservatorios subterraneos de agua (Cali, 2018).

Os tensoativos anidnicos representam, no Brasil, o subsegmento de surfactantes mais
utilizado, devido ao seu baixo custo, boas propriedades de limpeza e alta detergéncia. Dentre
os produtos anidnicos, os sabdes em pd para roupas se destacam, representando 59% da
demanda brasileira de tensoativos deste grupo, seguido pelos detergentes para limpeza de
lougas (14%), xampus (10%) e sabdes liquidos para roupas (7%). Do subsegmento em
questdo, o surfactante de maior interesse economico € o alquilbenzeno linear sulfonado
(LAS), correspondendo a 84% do mercado de anidnicos no Brasil, e 45% no mundo (Bain &
Company, 2014; Silva et al., 2017).

LAS ¢ uma substancia organica, composta por uma mistura de homologos e isdmeros

de posi¢ado, contendo um anel aromatico sulfonado na posicao “para”, conectado a uma cadeia

16



alquil linear, que pode possuir entre 10 e 14 atomos de carbono (homologos C 10 @ C "

respectivamente) (Figura 1). Por ser um tensoativo anidnico, o grupo ativo de sua molécula
muda de carga, tornando-se negativo (anion), quando em dissolucao (Penteado et al., 2006;
Bonfim, 2006; Silva et al., 2017). A estrutura molecular do LAS pode formar 26 moléculas
diferentes, isto quando ocorrem alteragdes por substituigdo do grupo fenila em todas as
posicdes dos atomos de carbono da cadeia linear, com exce¢cdo do carbono 1. As
reorganizacdes no numero de 4&tomos de carbono e da posi¢ao do grupo fenila na cadeia linear
modificam as propriedades fisico-quimicas do composto, além de afetar sua biodegradacao

(Penteado et al., 2006).

SO; Na*

Figura 1. Estrutura quimica do alquilbenzeno linear sulfonado.
Fonte: Heibati ef a/ (2016).

No que diz respeito as suas interagcdes com o meio, quando se encontra na forma
soluvel, o LAS possui a capacidade de se concentrar na fase liquida do meio liquido que se
encontra, ou entre interfaces ar-liquido ou liquido-liquido, reduzindo a tensdo superficial ou
interfacial, ou na interface sélido-liquido, podendo se dissociar, dispersando particulas solidas
no meio. Ainda nessa conformacao soluvel, o LAS interage com particulas presentes no meio
liquido, de forma a induzir a formacao de agregados com outros materiais (Souza, 2013).

Quando em meio sdlido, o tensoativo pode ser adsorvido na interface sélido-liquido de
diversas maneiras. Uma delas se da através da adsor¢do por troca ou pareamento idnico, onde
ocorre uma interacdo entre a extremidade do radical sulfofenil com os sitios positivos do solo.
Essa relacao dependera diretamente da carga elétrica da superficie, uma vez que esta pode
atrai-lo ou repeli-lo. Outra forma seria o0 LAS se adsorver no LAS ja adsorvido na superficie.
Para isso, devera ocorrer a interagdo das cadeias alquilicas dos dois compostos, de forma que

a forca de atragdo entre elas seja maior que a repulsdo dos radicais sulfofenil (Souza, 2013).
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O alquilbenzeno linear sulfonado foi desenvolvido com o objetivo de substituir o
alquilbenzeno sulfonado (ABS), um tensoativo anionico sintético criado na década de 40,
muito utilizado no mercado de detergentes para uso doméstico e industrial (Penteado et al.,
2006; Souza, 2013). A producao e consumo mundial em larga escala do ABS se deu devido
ao seu melhor desempenho quando comparado ao sabdo, o principal produto que, até entdo,
era utilizado para tal finalidade. Contudo, o alquilbenzeno sulfonado ¢ uma substancia
altamente prejudicial ao meio ambiente em consequéncia de sua estrutura molecular composta
por uma cadeia alquilica ramificada, que torna dificil a sua degradacao por microrganismos
(Penteado et al., 2006).

O LAS, por sua vez, possui uma cadeia alquilica linear, o que o torna mais facilmente
degradado por microrganismos. Por esse motivo, este tensoativo ¢ considerado biodegradavel
(Souza, 2013). A biodegradagdo do surfactante em questdo ocorre devido a atividade
metabodlica dos microrganismos, onde alguns utilizam a molécula como fonte de carbono e
enxofre (Bonfim, 2006). A rota de degradacdo do LAS envolve clivagem do anel aromatico,
dessulfonagdo, reagdes de B- e w-oxidacdo, tanto em condi¢des aerdbias quanto anaerdbias
(Okada et al., 2014). No caso de degradacdo em ambientes anoxicos, ainda ndo existe
consenso entre os pesquisadores sobre como esses processos acontecem, onde parte destes
estudiosos acredita que a degradagdo do LAS por microrganismos anaerdbios acontece
somente apos a reagdo de w-oxidagdo, ou seja, ap6s a reagdo direta do tensoativo com o
oxigénio; outros autores afirmam que as reagdes de dessulfonacdo ocorrem apenas quando
microrganismos aerobios estdo presentes; por Ultimo, alguns pesquisadores propdem que os
microrganismos anaerdbios seriam capazes de realizar oxidagdes anaerdbias (Souza, 2013).

Em condi¢des aerobias, a biodegradagdo de LAS é bem definida atualmente, com
taxas de eficiéncia de degradacao uniformes entre os diversos trabalhos feitos na area (Silva et
al., 2017). Scott e Jones (2000) explica que a degradagdo aerdbica do LAS pelos
microrganismos ocorre por duas etapas, sendo elas a biodegradagdo primdria e a final. Na
primaria, a estrutura do tensoativo sofre alteracdo, de forma que a molécula perde sua
propriedade surfactante. Na etapa final, ocorre a completa mineralizacdo do composto, ou
seja, sua conversao a gas carbonico, agua e sais minerais.

No caso da biodegradacdo anaerébia do LAS, estudos recentes vém tentando igualar
as taxas de eficiéncia de degradacdao que ainda se encontram variadas, além de mostrar a
importante contribui¢do de consdrcios bacterianos para o processo. Por se tratar de um
processo complexo, o uso de conjuntos variados de microrganismos possibilita usufruir de

diferentes metabolismos e enzimas que auxiliam na degradacdo de LAS, uma vez que apenas
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um Unico organismo ndo seria capaz, neste tipo de condi¢do anaerdbia, de completar a
operagdo, transformando uma macromolécula em moléculas menores e estaveis (Penteado et
al., 2006). Dessa maneira, deve ser feito um tratamento nas aguas residuarias nas quais sera
realizada a degradagdo de LAS, com o objetivo de repor os nutrientes da mesma, para que
todas as diferentes populacdes bacterianas sejam favorecidas e possam realizar seus processos
metabolicos (Granatto et al., 2019).

Comparando previamente os resultados de diversidade microbiana nos reatores
utilizados nos estudos de Okada et al. (2014), Delforno et al. (2014), Callewaert et al. (2015),
Delforno et al. (2015), Braga et al. (2015a), Braga et al. (2015b), Macedo et al. (2015),
Delforno (2016), Andrade et al. (2017), Faria et al. (2017) e Granatto et al. (2019), os géneros
que apareceram em comum a quase todos foram somente dois: Desulfobulbus e Geobacter,
ambos do filo Proteobacteria. Somente no trabalho de Callewaert et al. (2015) ambas as
classificagdes nao foram citadas. Outros géneros de destaque foram Dechloromonas,
Desulfomicrobium, Desulfomonile, Desulfovibrio, Soehngenia, Sporomusa, Synergistes,
Syntrophorhabdus, Syntrophus e Zoogloea. Dados sobre espécies abundantes nos reatores
foram pouco abordados pelos autores.

Com os avancos nas pesquisas de ecologia microbiana, se tem consciéncia de que a
diversidade de microrganismos ¢ muito vasta. Contudo, muitos desses microrganismos ainda
ndo sdo amplamente conhecidos. Essa caréncia pode estar relacionada com o fato de que o
principal método utilizado, até pouco tempo, para caracterizagdo dos microrganismos se
baseava no cultivo dos mesmos em laboratorio (Silveira, 2004; Wetler-Tonini et al., 2011).

Da mesma forma que essas técnicas de cultivo auxiliam no isolamento dos micrébios,
propiciando a compreensdo detalhada das caracteristicas e do metabolismo dos organismos,
apenas uma pequena porcentagem (1-10%) dos microrganismos podem ser cultivados em
laboratério por métodos de cultura, seja em meio sélido ou liquido (Silveira, 2004). Contudo,
estudos t€ém mostrado que esses mesmos organismos podem ser Uteis em pesquisas
biotecnoldgicas, pois sdo responsdveis, por exemplo, por grande parte da atividade
biodegradante presente na natureza (Wetler-Tonini et al., 2011).

Dessa forma, os métodos tradicionais de caracterizagdo dos micrébios tornaram-se
insuficientes, uma vez que ndo abrangem os aspectos ecologicos destes (Silveira, 2004).
Como consequéncia, novas metodologias comegaram a ser produzidas a partir da década de
80, onde o carater molecular se tornou o alvo das analises. As primeiras aplicagdes foram
feitas para identificacdo direta de bactérias presentes, principalmente, no solo, nas quais o

gene 16S rRNA, obtido a partir de células existentes nas amostras, foi analisado (Silveira,
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2004; Wetler-Tonini et al., 2011). Nestes métodos, ¢ feita a extracdo do DNA genomico total
do microrganismo, um fragmento de RNA ribossomal ¢ selecionado e amplificado via PCR.
A partir desse método, desenvolveram-se novos entendimentos acerca destas bactérias vivas
agentes nos processos biogeoquimicos dos solos e sedimentos, uma vez que informagdes
comecaram a ser obtidas, sendo estas ultimas utilizadas, dentre diversas finalidades, para fins
taxondmicos (Wetler-Tonini et al., 2011). Outras aplicacdes que estdo sendo feitas incluem
estudos de genes patogénicos presentes em bactérias, historia evolutiva de organismos,
prognoésticos de cancer, entre outros, através de gendmica comparativa entre genomas. Para
estes e diversos outros objetivos, novas ferramentas de bioinformatica estdo em constante
desenvolvimento e, em sua grande maioria, sdo disponibilizadas via Internet (Santos &
Ortega, 2002).

A vasta gama de informagdo adquirida através dos estudos gendmicos pode ser
organizada, analisada e interpretada com o apoio de técnicas de informatica. Para isso, uma
nova area foi inaugurada na ciéncia, a bioinformatica, fundamental para a manipulacdo de
dados bioldgicos. Santos e Ortega (2002) definiram a bioinformatica como “uma modalidade
que abrange todos os aspectos de aquisi¢do, processamento, armazenamento, distribuicao,
andlise e interpretacdo da informagdo bioldgica”. Tais processamentos, realizados por
diversos laboratorios todos os anos, geram uma grande quantidade de dados, que precisam ser
organizados e disponibilizados para futuras analises. Assim, bancos de dados, como a NCBI,
foram construidos para armazenar sequéncias € genomas inteiros obtidos pelos cientistas,
contribuindo para a investigacdo em outras areas, como biotecnologia e medicina (Santos &
Ortega, 2002).

Utilizando as analises in silico (ou seja, de bioinformatica), uma das formas de se
determinar taxonomias presentes em maior abundancia entre populagdes microbianas ¢
através da configuragdo de um common core. Segundo Risely (2019), o common core de um
microbioma identifica os componentes microbianos mais difundidos dentro de uma
populacio.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo identificar taxonomicamente o
commom core bacteriano entre amostras obtidas em pesquisas presentes na literatura
envolvidas na degradacdo de LAS. Para isso, sequéncias de estudos anteriores serdo usadas
como base para as analises, com a inten¢do de se determinar um ou mais géneros que sejam
comuns entre estes trabalhos. Com isso, consorcios bacterianos mais eficientes poderdo ser
produzidos ou estimulados e empregados em novos estudos sobre remog¢do do surfactante

alquilbenzeno linear sulfonado em reatores biologicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Definir o common core microbiano associado a condi¢des com degradacdo do
surfactante anionico alquilbenzeno linear sulfonado, a partir de mineracdo de dados

disponiveis em banco de dados publicos contendo sequéncias brutas do gene 16S rRNA.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a diversidade e a riqueza microbiana do Dominio Archaea e Bacteria por meio
da andlise in silico de dados oriundos de bancos de dados publicos contendo
sequéncias do gene 16S rRNA;

e Predizer o perfil funcional das taxonomias obtidas por meio da ferramenta Tax4Fun;

e Analisar de forma integrada os dados fisico-quimicos disponiveis nos artigos
publicados com as taxonomias obtidas nas andlises propostas;

e Definir e elaborar tutoriais especificos para analises de bioinformatica no LINUX e

estatistica no R para difusdo das ferramentas computacionais no laboratorio.

3 METODOLOGIA

3.1 Procedimento Experimental

Para a elaboragdo do presente trabalho, foram utilizados como base 12 artigos
presentes na literatura, cujo objetivo principal destes foi estudar a remogao bioldgica de LAS
em aguas residuarias (Apéndice A). Por meio de ferramentas de bioinformatica foram
analisadas 46 amostras obtidas em bancos de dados publicos. Vale ressaltar que as amostras
foram anteriormente sequenciadas pelos pesquisadores utilizando trés diferentes plataformas
de sequenciamento, sendo elas 454-pyrosequencing, Illumina MiSeq e Ion Torrent PGM.
Além disso, a qualidade de cada amostra ndo foi afetada, pois foram utilizados os dados
brutos disponibilizados.

A partir dos dados apresentados em cada trabalho, foi realizada uma revisao prévia
sobre aspectos quimicos e fisicos de cada amostra e, com isso, uma tabela foi feita com

informagdes como: titulo do artigo, nimero de amostras por artigo, ID de cada amostra,
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configuragdo do reator, plataforma de sequenciamento, primers utilizados, tamanho da
amostra (MB), formato do arquivo onde estdo as sequéncias, local de retirada do in6culo, tipo
de agua residuaria, concentragdo de LAS no afluente (mg/L), porcentagem de remog¢do do
surfactante, porcentagem de remog¢ao de DQO e pH do efluente (Apéndice B).

Através do software R (R Core Team, 2013), estes dados fisico-quimicos foram
utilizados para comparar, por exemplo, a diversidade de bactérias e arqueias entre cada reator,
in6culo e plataforma de sequenciamento. Dessa forma, tornou-se possivel inferir quais
condigdes apresentaram ndo s6 maior numero de géneros, como também uma abundancia
superior de bactérias e arqueias diretamente relacionadas a degradagcdo de LAS. Além da
diversidade, também foram analisadas as similaridades e dessemelhancas dos dados,

utilizando o método de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (Gower, 2015).

3.1.1 Sele¢ao dos Artigos

Para a selecdo dos artigos, utilizaram-se as bases de dados National Library of
Medicine (PUBMED), Scientific Eletronic Library Online (SCIELO) e o Portal de Periodicos
da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Foram definidos
como critérios de inclusdo: a utilizacdo de reatores biologicos para biodegradacdo de LAS
presente em aguas residudrias; e o uso de técnicas de sequenciamento em larga escala do gene
rRNA 16S, com posterior depdsito das sequéncias obtidas em bancos de dados publicos.
Outros critérios que foram considerados dizem respeito ao ano, local e idioma de publicagao
dos mesmos. Foi estipulado o intervalo de tempo maximo de publicagdo de 10 anos, sem
selecdo do pais de origem, com a inteng¢do de obter maior abrangéncia de referencial tedrico,

além de maior variedade metodoldgica entre os trabalhos.

3.1.2 Triagem das Sequéncias

Seguindo os preceitos propostos, optou-se por utilizar sequéncias do gene 16S rRNA,
sem preferéncia por uma ou mais regides do gene. Para a aquisicao destas, acessou-se o site
do banco de dados referenciado nos trabalhos, e nele foi inserido o nimero de acesso do
projeto pertencente a cada artigo. Com a inten¢do de realizar uma andlise de qualidade
posterior, arquivos do tipo FASTQ foram definidos como opc¢ao principal, pois estes possuem

pontuagdes (score) de qualidade do sequenciamento para cada fragmento.
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3.2 Ferramentas de Bioinformatica

Para a analise das sequéncias e posterior obtencdo da diversidade e riqueza
microbiana, inicialmente foi avaliada a qualidade das sequéncias utilizando a ferramenta
FastQC v.0.11.5 (Andrews, 2010), sendo que as sequéncias com qualidade inferior a 30
(Phred score) e tamanho menor que 100 pares de bases serdo filtradas com o Trimmomatic
0.39 (Bolger et al., 2014). As analises de bioinformatica serdo realizadas utilizando a
plataforma Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME2, version 2019.7,
https://docs.qiime2.0rg/2019.7) (Bolyen et al., 2018) e seus plug-ins. O plug-in “cutadapt”
(Martin, 2011) foi utilizado para retirada dos primers e o “Qiime tools import” para importar
os “paired-ens reads” demultiplexados e filtrados pela qualidade, e criar o arquivo “artefatos”
(tipo ‘SequencesWithQuality’). Em seguida, foram realizados o “denoising”, a remog¢ao de
quimeras (pelo método consenso) e o agrupamento em sequéncias bioldgicas nicas (ASV)
utilizando o plug-in “dada2” (Callahan et al., 2016) (via g2-dada2). Neste tipo de
agrupamento, os erros das sequéncias nucleotidicas podem ser minimizados de forma que as
ASVs possam ser definidas de forma exata, permitindo apenas um unico nucleotideo de
diferenga, de acordo com a regido do gene sequenciado (Callahan et al., 2017; Forster et al.,
2019). O uso de ASVs também oferece grandes vantagens quando amostras de diferentes
estudos s3o analisadas no mesmo contexto, uma vez que as ASVs representam entidades
biologicas consistentes, fornecendo altos niveis de reprodutibilidade e comparabilidade entre
estudos independentes. Além disso, abordagens ASV reproduzem com muito mais precisao a
diversidade das comunidades (Callahan et al., 2016; Forster et al., 2019).

As ASVs foram entdo alinhadas, utilizando maffi (Katoh et al., 2002) (via
g2-alignment) e os alinhamentos aplicados para a construgao da filogenia com fasttree2 (Price
et al., 2010) (via q2-phylogeny). Para a classificacdo taxonomica das ASVs, foi aplicado o
q2-feature-classifier plug-in (Bokulich et al., 2018) classify-consensus-vsearch (Rognes et al.,
2016), tendo como base o banco de dados Silva Ribosomal RNA Gene versio 138
(www.arb-silva.de/documentation/release-138) (Quast et al., 2013), usando 97% de

similaridade.

3.2.1 Levantamento de abundincias relativas e indices de diversidade

Os arquivos resultantes (output) do Qiime contendo as abundancias das ASVs nas

amostras foram analisados, usando o pacote Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013) e
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Heatmaply (Galili et al., 2018) do software R (R Core Team, 2013) para analises estatisticas e
computacdo grafica dos dados. Para a confeccdo das curvas de rarefagdo, as amostras nao
foram previamente normalizadas e foram baseadas no parametro ASV e ndo na espécie, o que
elimina erros decorrentes de classificacao incorreta/incompleta (Kuzniar et al, 2020).

A riqueza especifica e diversidade alfa das ASVs foram calculadas e representadas
graficamente pelos pacotes PhyloSeq e ggplot, e avaliadas a partir do estimador Chaol e
ndice de Diversidade Shannon, respectivamente, comparando com a riqueza de ASVs
observadas nas amostras. Ja a diversidade beta, que ¢ a comparagdo da composicao de
espécies entre as amostras (Nogueira et al., 2008), foi realizada pelo método de Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) (Gower, 2015), verificando as similaridades dos dados,

segundo o Indice Bray-Curtis (Gauch Jr., 1973), para as amostras de todos os artigos.

3.2.2 Agrupamentos para defini¢io de common core

De forma a analisar a composi¢ao taxondmica das amostras, estas foram separadas em
oito agrupamentos: 1) todas as amostras analisadas no presente estudo; 2) amostras dos
artigos que obtiveram as maiores médias de eficiéncia de remog¢dao de LAS; 3) amostras
obtidas de reatores EGSB (Expanded Granular Sludge Bed) e, a partir destas, foram filtradas
as amostras dos artigos que obtiveram uma dentre as trés maiores médias de eficiéncia de
remog¢ao de LAS; 4) amostras obtidas de reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket),
sem filtragem de maiores médias de eficiéncia de remocdo de LAS, uma vez que este reator
foi utilizado em apenas um dos artigos; 5) amostras obtidas de reatores FBR (Fluidized Bed
Reactor) e, a partir destas, foram filtradas as amostras dos artigos que obtiveram uma dentre
as trés maiores médias de eficiéncia de remocao de LAS; 6) amostras obtidas dos estudos cujo
in6culo utilizado era proveniente de abatedouro de aves e, a partir destas, foram filtradas as
amostras dos artigos que obtiveram uma dentre as trés maiores médias de eficiéncia de
remocao de LAS; 7) amostras obtidas dos estudos cujo indculo utilizado nao foi especificado
pelos autores, sem filtragem de maiores médias de eficiéncia de remocao de LAS, uma vez
que este indculo foi utilizado em apenas um dos artigos; 8) amostras obtidas dos estudos cujo
inoculo utilizado era proveniente de suinocultura e, a partir destas, foram filtradas as amostras
dos artigos que obtiveram uma dentre as trés maiores médias de eficiéncia de remogao de
LAS.

Para cada grupo, foram construidos diferentes diagramas de Venn, onde foi feita uma

analise de associagdo que considera os tdxons compartilhados que estdo presentes em
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diferentes microbiomas, baseando-se na presenca ou auséncia de ASVs compartilhadas

(Shade & Handelsman, 2012).

3.3 Predicao Funcional

Para a predi¢ao do perfil funcional das taxonomias obtidas, foi utilizada a ferramenta
Tax4Fun (http://tax4fun.gobics.de/), que possibilita criar perfis de comunidades funcionais
com base em dados de gene 16S rRNA. O método utilizado pelo Tax4Fun fornece uma
previsao de perfis funcionais com base em abundancias de agrupamentos (ASVs, no caso do
presente trabalho), cujas identidades taxondmicas foram obtidas utilizando o banco de dados
Silva Ribosomal RNA Gene. Estes agrupamentos foram transformados em perfis taxondmicos
do banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg/) e classificados por meio do banco de dados KEGG Orthology
(KOs) (https://www.genome.jp/kegg/ko.html), de bactérias e arqueias. A transformacdo foi
realizada por uma matriz de associagdo pré-computada construida a partir de uma analise
BLASTN. Em seguida, as abundancias estimadas de organismos KEGG foram normalizadas
pelo niimero de copias dos genes 16S rRNA obtido a partir das anotacdes do genoma do
NCBI. Por fim, as abundancias taxondmicas normalizadas foram usadas para combinar os
perfis funcionais pré-computados dos organismos KEGG para a predi¢ao do perfil funcional
da comunidade microbiana (ABhauer et al, 2015).

A ferramenta foi aplicada em todas as amostras de sequéncias de gene 16S rRNA, e as
tabelas funcionais geradas foram unidas em um Unico arquivo e, posteriormente, analisadas

utilizando o pacote PhyloSeq.

3.4 Construc¢ao de Tutoriais

Um tutorial com as primeiras etapas de analise das sequéncias de gene 16S rRNA no
sistema operacional LINUX foi elaborado. Para isso, foi utilizada a plataforma online
HackMD (https://hackmd.io). Neste, foram descritas todas as ferramentas e comandos
necessarios para realizar: a instalagdo da plataforma Quantitative Insights into Microbial
Ecology (QIIME2); o download de amostras dos bancos de dados European Nucleotide
Archive (ENA) e National Center for Biotechnology Information (NCBI) via linha de
comando; instalacdo e avaliagdo de qualidade pela ferramenta FastQC; instalacdo da

ferramenta Trimmomatic e trimagem das sequéncias com baixa qualidade; instalacdo do
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plug-in “cutadapt” e retirada de primers; importacdo dos “paired-ends reads” demultiplexados
para constru¢cdo do arquivo “artefatos”; “denoising” das sequéncias; remogao de quimeras;
clusterizagdo em unidades ASVs utilizando o plug-in “dada2”; alinhamento das sequéncias
para a construgdo da filogenia; download dos bancos de dados Silva Ribosomal RNA Gene e
Greengenes; treinamento de bancos de dados, utilizando diferentes primers diretos (forward)

e reversos (reverse); e classificagcdo taxondmica das ASVs.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Numero de reads analisadas e ASVs geradas

Um resumo da qualidade dos dados de sequenciamento utilizados no presente estudo
estd apresentado na Tabela 1. Um total de 3.617.577 sequéncias brutas foram obtidas, com
comprimento médio de 297 pares de bases, sendo 2.111.746 sequéncias (~58,4%) para o
reator EGSB, 1.393.326 sequéncias (~38,5%) para o reator FBR ¢ 35.398 sequéncias (~1%)
para o reator UASB. As amostras de sequéncias advindas de experimentos realizados em
outros tipos de reatores somaram 77.107 (~2,1%). Em relacdo a origem dos inoculos, as
sequéncias obtidas foram: 786.847 (~22%) para suinocultura, 2.147.144 (~59%) para
abatedouro de aves e 77.107 (~2%) para agua de lavanderia. Amostras de sequéncias cujos
in6culos ndo foram especificados pelos autores dos artigos somaram 606.479 (17%). Em
relacdo as plataformas de sequenciamento, 140.930 (~3,9%) sequéncias foram obtidas na
plataforma 454-pyrosequencing, 1.354.786 (~37,45%) sequéncias no Ion Torrent PGM, e a
plataforma Illumina, por sua vez, apresentou 2.121.861 (~58,65%) sequéncias.

Apos a filtragem, “denoising” e remog¢ao de quimeras, 56% das sequéncias de entrada
foram utilizadas para realizar a etapa de determinagdao de ASVs. A redugdo na quantidade de
sequéncias analisadas ocorreu devido a combinagdo de altos valores de pontuagdo de
qualidade (Phred quality score = 30) e de corte de comprimento de 100 pares de bases. Seis
amostras foram retiradas das andlises por possuirem menos de 550 sequéncias. Apds a
identificacdo taxondmica, foram obtidas 1.753 ASVs, com 99% de similaridade, ¢ estas foram
usadas para as andlises de diversidade e riqueza.

Curvas de rarefacdo foram geradas (a partir de dados ndo normalizados) para todas as
amostras, agrupadas por artigo (Figura 2), onde foi possivel observar que todas as curvas
alcancaram a estabilidade, o que significa que toda a riqueza esperada nas amostras foi

alcancada nos dados observados (Kim et al., 2017).
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Figura 2. Curvas de rarefacgdo, ao nivel de género, das amostras agrupadas por artigo.
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Tabela 1
Qualidade dos dados de sequenciamento das amostras analisadas.

Amostras Entrada  Trimmed SE Trimmed F Trimmed R Merged Denoised  Nonchim % aprovada
AS1A1L 8,994 7,508 6,720 6,720 74.72
AS2A1 7,224 6,700 6,278 6,278 86.90
AS3A1 10,950 8,336 7,628 7,011 64.03
AS4A1 8,230 6,124 5,658 5,658 68.75
AS1A2 3,200 2,700 2,231 2,231 69.72
AS2A2 6,517 5,489 4,986 4,892 75.06
ASIA3 153,390 98,446 97,139 54,682 35.65
AS2A3 84,419 54,010 52,566 28,815 34.13
AS3A3 115,910 69,107 68,302 31,482 27.16
AS4A3 167,565 92,617 91,118 50,717 30.27
AS5A3 140,033 80,119 78,075 53,396 38.13
AS6A3 106,822 63,071 60,308 32,961 30.86
AS1A4 4,607 3,770 3,356 3,320 72.06
AS2A4 4,641 3,758 3,292 3,292 70.93
AS3A4 4,098 3,285 3,050 2,912 71.06
AS4A4 5,362 4,108 3,758 3,758 70.08
ASIAS 96,442 56,709 54,322 46,006 47.70
AS2AS 140,686 91,946 87,801 76,075 54.07
AS3AS 81,282 52,634 51,859 47,946 58.99
AS4AS 78,408 39,653 38,397 36,094 46.03
ASIAS8 41,787 25,784 23,735 22,241 53.22
AS2A8 148,042 82,486 80,809 61,737 41.70
ASIA9 47,061 46,056 40,440 * 43,045 19,454 41.34
AS2A9 92,441 85,568 7,455 * 83,780 35,287 38.17
AS3A9 172,887 169,001 144,745 * 158,486 76,522 44.26
AS1All 223,806 215,497 207,192 142,621 63.72
AS2A11 168,826 162,811 159,829 77,444 45.87
AS3Al1l 213,847 202,808 198,796 117,219 54.81
ASIA13 159,084 156,679 152,661 146,554 92.12
AS2A13 157,734 154,505 150,642 143,589 91.03
AS3A13 154,572 151,569 147,029 138,566 89.64
ASIAILS 8,582 5,986 5,320 5,320 61.99
AS2A1S 5,148 3,946 3,681 3,103 60.27
AS3A15 6,270 4,547 4,239 4,199 66.97
AS1A16 4,761 3,421 2,907 2,341 49.17
AS3A16 5,762 4,496 3,911 3,510 60.92
AS4A16 11,441 5,806 4,756 4,455 38.94
AS9A16 4,049 3,665 2,840 2,840 70.14
AS10A16 7,724 5,565 4,996 4,799 62.13
AS12A16 4,598 3,282 2,960 2,960 64.37
AS13A16 5,487 3,405 2,830 2,691 49.04
AS14A16 126,115 124,627 99,362 58,360 46.27
ASI5A16 109,779 108,360 85,676 43,385 39.52
AS16A16 139,349 137,890 125,687 63,018 4522
ASI1A17 119,241 117,951 107,457 45,566 38.21
AS2A17 237,119 234,474 218,713 88,073 37.14

Entrada - niimero de sequéncias presentes nos arquivos FASTQ brutos; Trimmed SE - niimero de sequéncias
apos filtragem de qualidade de amostras de extremidade unica; Trimmed F - numero de sequéncias diretas
(forward) apés filtragem de qualidade de amostras de extremidades pareadas; Trimmed R - namero de
sequéncias reversas (reverse) apos filtragem de qualidade de amostras de extremidades pareadas; Merged -
sequéncias diretas e reversas que foram mescladas; Denoised - nimero de leituras apds o processo de denoising;
Nonchim - niimero de sequéncias apos a remogdo das quimeras; % aprovada - nimero relativo de leituras
aprovadas apds todas as etapas acima em comparacdo com o numero de sequéncias de entrada. Apenas as
amostras AS1A9, AS2A9 e AS3A9 possuiam arquivos de sequéncias brutas direta e reversa e, portanto, sdo as
unicas que possuem dados nas colunas Trimmed F, Trimmed R e Merged. As amostras restantes tinham apenas
arquivos de sequéncia bruta de extremidade inica e seus dados sdo apresentados na coluna Trimmed SE.
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4.2 Classificaciao taxonémica das ASVs e composicio da comunidade microbiana

Os dominios mais abundantes encontrados foram Bacteria (97,4%) e Archaea (2,5%).
Com relagdo aos filos, Proteobacteria (25,7%), Bacteroidota (11,4%) e Desulfobacterota
(8,9%), foram os mais abundantes do Dominio Bacteria, enquanto que, do Dominio Archaea,
o filo de maior destaque foi Halobacterota (6%). Os géneros predominantes foram
Methanosaeta (4,6%), do Dominio Archaea, e C39 (2,3%), do Dominio Bacteria.

Na literatura, o género Methanosaeta ja foi descrito como persistente em ambientes
recalcitrantes e na presenga de sulfeto (Moura, 2019), produtor de metano utilizando acetato

como substrato (Gao et al., 2014) em ambientes com concentragdes extremamente baixas de
02 , além de serem microrganismos que podem estar indiretamente relacionados com as vias

metabolicas de degradacdo de compostos toxicos, como LAS (Centurion et al., 2018;
Motteran et al., 2018; Granatto et al., 2020).

Bactérias pertencentes ao género C39, da familia Rodociclaceae, sdo amplamente
difundidas e abundantes em sistemas de tratamento de efluentes, uma vez que desempenham
atividades benéficas para a degradacdo e transformacdo de poluentes, como nitrogénio e
fosforo (Chen et al., 2019), podendo, algumas espécies, estarem associadas ao acetato no
processo de desnitrificagdo (Gao et al, 2017).

De acordo com o indice de Shannon, a riqueza especifica e diversidade alfa
apresentaram grande amplitude nos valores de diversidade observados entre as amostras
(Figura 3). As amostras com maiores diversidades foram as provenientes de reatores EGSB
(amostras S1P9, S2P9, S3P9, S1P17 e S2P17) e indculos obtidos em abatedouros de aves
(amostras S1P9, S2P9, S3P9, S1P17 e S2P17). As riquezas observadas e estimadas para cada
amostra foram muito semelhantes, confirmando os resultados observados nas curvas de

rarefacdo. As amostras S2P9, S3P9 e S3P11 destacaram-se por apresentarem valores elevados
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tanto de riqueza quanto de diversidade.
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Figura 3. Relacdo entre a riqueza especifica de ASVs observada e esperada segundo o estimador Chaol, e de
diversidade alfa segundo o Indice de Diversidade Shannon.

Um heatmap de cluster foi gerado para visualizacdo da abundancia de géneros (Figura
4). Os dados brutos foram transformados em porcentagem pois, dessa forma, os valores
comporiam uma escala significativa e comparavel (Galili et al., 2018), e os 35 géneros mais
abundantes dentre o total de obtido (694 géneros) foram filtrados para a constru¢do do mapa.
Dois géneros se destacaram por possuirem elevada abundancia em uma tnica amostra, sendo
eles os géneros Desulfobulbus, na amostra S1P4, e C39, na amostra S3P3.

O género Desulfobulbus agrupa bactérias anaerobias, onde algumas de suas espécies
sdo capazes de usar compostos organicos simples, adcidos de cadeia longa ou dlcoois como
doadores de eclétrons e fontes de carbono (Okada et al., 2014; Macedo et al., 2015).

Adicionalmente, estdo relacionadas a reducdo do sulfato a sulfeto durante a respiracao

anaerobia, e a quebra de compostos aromaticos na degradagdo de LAS (Delforno et al., 2014;
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Okada et al., 2014; Braga et al., 2015a; Braga et al., 2015b; Delforno et al., 2015).
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Figura 4. Heatmap de cluster relacionando as amostras analisadas com os géneros mais abundantes. Uma coluna
foi adicionada a direita do mapa para designar o filo referente a cada um dos géneros.

Analises de Coordenadas Principais (PCoA) das amostras separadas por inoculo e
reator foram realizadas. Na Figura 5, o eixo X representa o primeiro componente principal,
enquanto que o eixo Y representa o segundo componente principal. As porcentagens
referentes a cada eixo representam a contribuicdo do componente para a diferencga entre as
amostras (Wu et al., 2020). As amostras mais proximas umas das outras, segundo o Indice
Bray-Curtis, indicam elevada similaridade entre suas comunidades microbianas. As
comunidades microbianas presentes nas amostras do in6culo dgua de lavanderia formaram um

agrupamento muito proximo de outro conjunto composto por apenas trés amostras de indculo
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de abatedouro de aves e reator EGSB.
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Figura 5. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada no indice Bray-Curtis. Cada ponto no grafico
representa uma amostra, onde os pontos de mesma cor possuem o mesmo tipo de indculo, e pontos de mesmo
formato compartilham o mesmo tipo de reator.

As amostras que possuiam o mesmo tipo de inoculo e diferentes reatores
apresentaram-se proximas. O mesmo foi observado entre as amostras com indculos diferentes
e mesmo reator, o que pode indicar uma média ou baixa influéncia da interagdo entre indculo

e reator nas comunidades microbianas.

4.3 Comunidades do common core

Para se determinar as semelhangas entre as comunidades microbianas, as ASVs
compartilhadas entre as amostras agrupadas por indculo, amostras agrupadas por reatores e
por amostras com as maiores médias de eficiéncia de remoc¢do de LAS foram calculadas, a

nivel de género. De acordo com os diagramas de Venn gerados (Figura 6), cerca de 0,34% das
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ASVs geradas foram comuns entre as 4 maiores médias de remocao de LAS. As amostras de
reatores FBR e in6culos de suinocultura obtiveram as maiores porcentagens, com,
respectivamente, 1,5% e 2,5% de ASVs comuns. Nao foram gerados resultados no diagrama
de Venn referente ao agrupamento composto por todas as amostras analisadas por este estudo,
demonstrando que ndo existem géneros compartilhados por elas.

Nao foram encontrados géneros comuns entre os trés tipos de reatores, e apenas o
género SJA-28 foi compartilhado entre os trés tipos de indculo (Tabela 2). Este género
também se destaca por estar presente em seis dos sete diagramas, com a unica auséncia no
reator UASB. Presentes em cinco common core estdo Reyranella e Christensenellaceae R-7
group e, em quatro common core, Candidatus Magasanikbacteria.

Embora nenhum estudo anterior tenha apontado qualquer um dos géneros de destaque
encontrados nos common core como atuantes diretos ou indiretos na degradacdo de LAS,
bactérias do género Reyranella sdo heterotroficas potencialmente redutoras de nitrato (Kim et
al., 2020; Roy et al., 2020), dominantes nos leng¢ois freaticos, cujas fontes de nitrogénio sdo
sal de amodnio e nitrogénio organico, sendo esta Ultima em menor propor¢do (Tang et al.,
2020). Além disso, sdo onipresentes em processos de tratamento bioldgico de dguas residuais
(Roy et al.,, 2020), pois estdo relacionados com a reducdo de biopolimeros (como
polissacarideos e, principalmente, de proteinas), que resulta na diminuicdo das taxas de
desenvolvimento de incrustacdes nas membranas de filtracao destes sistemas de tratamento de
agua (Deng et al., 2019). Bactérias pertencentes ao género Reyranella também sao capazes de
degradar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (Watari et al., 2020), que muito se
relacionam com o LAS, pois dentre os problemas ambientais decorrentes do acimulo de LAS
nos recursos hidricos estd o aumento da concentracao de compostos xenobioticos, como PCBs
e HPAs presentes no sedimento, por solubilizagao micelar e, dessa forma, sua degradagao ¢

inibida (Penteado et al., 2006).
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Tabela 2
Comparacdo dos géneros microbianos presentes no common core das amostras agrupadas por inéculo, por reator e das amostras com maior eficiéncia média
de remogdo de LAS.
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Bactérias do género Christensenellaceae R-7 group caracteriza-se por serem
anaerobias, podendo serem encontradas na mucosa ruminal de cabras e digestores anaerobios
mesofilicos de residuos alimentares (Li et al., 2019; Kappell et al., 2020). Além disso, o
género foi identificado como um grupo de bactérias potencialmente sintroficas, que pode
estabelecer transferéncia direta de elétrons com microrganismos metanogénicos para a
degradagdo de 4cidos graxos volateis (Jiang et al., 2022; Lee et al., 2019).

Com relagdo ao género Candidatus Magasanikbacteria, a uUnica informagao
encontrada acerca de possiveis funcdes metabolicas ¢ a de que estas bactérias podem

contribuir para o processo Feammox (Hu et al., 2022), que consiste na oxidagdo anaerdbia do
A o 2— ) , )
amonio (NH:) em nitrito (NO ), transferindo os elétrons para o Fe(Ill), reduzindo-o

(Ruiz-Urigiien et al., 2018; Yang et al., 2018).

Acerca do género SJA4-28, pesquisas recentes levantaram a hipdtese de que as bactérias
deste género sdo capazes de realizar atividades metabdlicas de desnitrificagdao, uma vez que
estas tém atuado como desnitrificadoras ou desnitrificadoras intermediarias em reatores de
nitritagdo parcial-anammox (Gonzalez-Martinez et al., 2021).

Pode-se observar que a maioria dos géneros de destaque encontrados ao longo do
estudo (C39, Reyranella, Candidatus Magasanikbacteria e SJA-28) se relacionam com algum
processo metabolico do ciclo do nitrogénio. Uma explicacdo possivel seria a de que os

processos de degradacdo de LAS em sistemas anaerébios dependem de receptores de elétrons
alternativos, como, por exemplo, nitrato, nitrogénio molecular (N 2) e/ou amonia (NH 3)

(Mungray & Kumar, 2009). Dessa forma, estes géneros podem ter sido encontrados devido a
presenga destes receptores, uma vez que a presenca do LAS interfere negativamente no ciclo
do nitrogénio, inibindo a conversdo oxidativa da amodnia em nitrato, prejudicando os

organismos que necessitam de nitrato como fonte de nitrogénio (Souza, 2009).
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4.4 Perfis funcionais

Um total de 5.920 perfis KO foram obtidos ao final do processamento. Os valores de
abundancia de cada predicdo funcional foram transformados em porcentagem, novamente
com o objetivo de se compor uma escala significativa e comparavel de valores (Galili et al.,
2018). As amostras apresentaram elevada abundancia nas categorias de nivel 1 09180 Brite
Hierarchies (pertencente ao banco de dados KEGG Brite do KEGG Orthology),
correspondendo a 35,7% dos perfis, e 09100 Metabolism (pertencente ao banco de dados

KEGG Pathway do KEGG Orthology), representando 30,8% do total (Figura 7).
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Figura 7. Abundancia de categorias de nivel 1 de KEGG Orthology em cada amostra, agrupadas por reator e
inoculo. Os nomes das categorias sdo mostrados na legenda a direita do grafico.

Filtrando apenas na via 09100 Metabolism, na Figura 8 foi possivel observar a pouca
variagdo na distribuicdo das categorias de nivel 2 entre as amostras. A categoria de
metabolismo de carboidratos (K09101) foi predominante, representando valor médio de
22,4% da abundancia de categorias nas amostras, seguido por metabolismo de aminoéacidos
(K09105) (~15,8%), metabolismo de energia (K09102) (15,3%), metabolismo de cofatores e

vitaminas (K09108) (~14,6%), metabolismo de nucleotideos (K09104) (~6,1%), metabolismo
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de terpendides e policetideos (K09109) (~ 5,2%), metabolismo de lipideos (K09103) (~3,9%),
metabolismo e biossintese de glicano (K09107) (~ 3,9%), metabolismo de outros aminoacidos

(K09106) (~ 3,1%) e biossintese de outros metabolitos secundarios (K09110) (~1,9%).
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Figura 8. Composi¢do de categorias de nivel 2 da via 09100 Metabolism do KEGG Orthology em cada amostra, agrupadas

por reator e indculo. Os nomes das categorias sdo mostrados na legenda a direita do grafico.

Para filtrar os perfis funcionais diretamente relacionados com a biodegradagdo
anaerobia de LAS, foram utilizadas as vias propostas por Lara-Martin et al. (2010),
trabalhadas posteriormente no estudo de Delforno et al. (2019). Gréficos de composicio das
categorias de KEGG Orthology, ainda separadas pela via de metabolismo, foram construidos
com as amostras agrupadas segundo seus indculos e reatores (Figura 9). As amostras
pertencentes ao inoculo abatedouro de aves foram as que mais apresentaram varia¢ao entre si,
o que pode se relacionar com o nimero reduzido de géneros compartilhados entre elas. A
mesma relacdo ndo pode ser feita com o agrupamento de reator outro, onde se observou uma
grande sobreposi¢do em relacdo ao potencial funcional, ainda que também compartilhem

poucos géneros quando comparado ao numero de géneros presentes em cada amostra
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individualmente.

A semelhanga entre os graficos de composicdo do reator EGSB e indculo abatedouro
de aves - assim como observado entre os diagramas de Venn destes - seria o fato de que as
amostras obtidas de reator EGSB foram inoculadas com microrganismos provenientes de
abatedouro de aves. A mesma justificativa pode ser atribuida aos graficos de reator outro e o
inoculo 4dgua de lavanderia.

Lara-Matin et al. (2010) separou as categorias propostas em seu estudo de acordo com
as reacdes envolvidas na rota de degradacdo do LAS. Relacionado a adicdo de fumarato na
cadeia alquil, o nimero KO K00246 (fumarate reductase) foi pouco abundante entre as
amostras, de forma geral. Todas as enzimas relacionadas ao processo de dessulfonacgao
relatadas em Delforno et al. (2019) foram encontradas no presente trabalho. Dentre elas, a
enzima K00390 (phosphoadenosine phosphosulfate reductase) foi de maior predominancia
nas amostras de EGSB, quando comparadas as amostras dos outros agrupamentos de reatores
e, entre os inoculos, naquelas referentes ao indculo abatedouro de aves. O nimero KO
KO00395, correspondente a subunidade B da enzima adenylylsulfate reductase nao foi tdo
abundante, mas destacou-se nas amostras AS1A1 (indculo abatedouro de aves e reator
UASB), AS6A3 (inoculo suinocultura e reator FBR), e nas provenientes do indculo

abatedouro de aves e reator EGSB.
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Quanto a  clivagem do anel  aromdtico, a  enzima  K07539
(6-oxocyclohex-1-ene-carbonyl-CoA hydrolase) ndo foi registrada durante a analise. Por fim,
para a reacdo de [-oxidacdo, a enzima KO00059 (3-oxoacyl-acyl- reductase) foi

majoritariamente predominante entre todas as amostras, seguida por K00249 (acyl-CoA
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dehydrogenase), K00626 (acetyl-CoA C-acetyltransferase), K01897 (acyl-CoA synthetase) e

K01692 (enoyl-CoA hydratase).

4.5 Relacao entre reatores, inoculos e maiores médias de remocao de LAS

Dos artigos selecionados como base para o presente estudo, o trabalho de Andrade et
al. (2017) foi o que obteve a maior média de porcentagem de eficiéncia de remog¢ao de LAS
(96.4%). Foram utilizados dois reatores FBR, preenchidos com areia (1,4 - 1,7 mm) como
material de suporte, operados em modo continuo e em circuito fechado, durante 20 dias. Os
reatores foram inoculados com biomassa de lodo ativado (diferentemente dos demais, que
inocularam, na maioria dos casos, com lodo granular). Segundo os autores, este tipo de
indculo foi escolhido “devido a sua versatilidade de microrganismos capazes de remog¢ao de
nitrogénio”. Em uma das etapas da operacdo, os reatores foram alimentados com etanol e
nitrato, sendo que este ultimo foi utilizado apenas por esse trabalho para tal finalidade.

Os dois artigos que utilizaram o reator EGSB e indculo de abatedouro de aves (pois
obtiveram maiores valores de diversidade alfa), e obtiveram média de porcentagem de
eficiéncia de remocao de LAS acima de 75%, foram de Delforno et al. (2016) e Delforno et
al. (2015). Quando comparados aos demais trabalhos que usaram o mesmo tipo de reator e
indculo, mas que atingiram uma média de porcentagem de eficiéncia de remogdo de LAS
inferior a 75%, os dois estudos apresentaram estratégias de degradacdo semelhantes a pelo
menos um dos artigos de comparagdo (seja no tipo de lodo, meio sintético, cossubstratos,
entre outros), o que pode indicar que as taxas de degradacao mais elevadas obtidas por estes

trabalhos devem-se a modificacdes especificas das estratégias de degradagao.

4.6 Tutoriais das etapas de analise
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O tutorial com as etapas das analises das sequéncias do gene 16S rRNA no LINUX e
os scripts tutoriais criados para exploracdo e representacdo grafica dos dados no software R
foram depositados na plataforma GitHub (https://github.com/). Os mesmos podem ser
acessados, de forma online, por meio do seguinte link:
https://github.com/IsadoraSoares/Tutoriais-para-analise-de-gene-16S-rRNA-usando-Linux-e-

RStudio

5 CONCLUSOES

Este estudo determinou a diversidade de géneros de bactérias e arqueias e os nucleos
comuns existentes nas comunidades microbianas associadas a biodegradagdo anaerdbia do
LAS. Os géneros predominantes foram Methanosaeta e C39. A interagdo entre indculo e
reator teve pouca influéncia na diferenciacdo das comunidades microbianas entre as amostras.
Nao foram encontrados géneros comuns entre todas as amostras da obra analisada. O género
SJA-28 foi predominante, sendo relacionado com processos de desnitrificagdo em reatores de
nitritagdo parcial-anammox. Para uma futura elaboragdo de indculo bacteriano para a
degradacdo de LAS em 4guas residudrias, o género SJA4-28 deve ser visto como um potencial
grupo bacteriano a ser incluido, assim como os demais géneros predominantes nos common
core. Pela andlise do perfil funcional, foram encontradas enzimas relacionadas as etapas de
adicao de fumarato, dessulfonacao e f-oxidacao da biodegradagao do LAS.

Os tutoriais elaborados, disponiveis de forma online, servirdo como uma alternativa
teorica didatica para atuais e futuros pesquisadores interessados em analises de genes 16S

rRNA, além de serem produgdes para divulgagao cientifica.
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APENDICE A - LEVANTAMENTO DAS INFORMACOES DISPONIVEIS SOBRE CADA REFERENCIA E IDENTIFICACAO UTILIZADA NO

PRESENTE TRABALHO
Artigo Referéncia Reator Plataforma de Dados Disponiveis
Sequenciamento
Link (NCBI e ENA) ID AmoAstr.:;l (na ID Amostra (no
referéncia) presente estudo)
Okada, D. Y., Delforno, T. P., Etchebehere, C., &
Varesche, M. B. A. (2014). Evaluation of the
microbial community of upflow anaerobic sludge https:// ERS255958 AS1A1
blanket reactors used for the removal and UASB Pvrosequencin www.ebi.ac.uk/ena/ ERS255959 AS2A1
degradation of linear alkylbenzene sulfonate by yroseq & data/view/ ERS255960 AS3A1
pyrosequencing. International Biodeterioration PRJEB4151 ERS255961 AS4A1
and Biodegradation, 96, 63-70.
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2014.09.017
Delforno, T. P, Moura, A. G. L., Okada, D. Y., &
Varesche, M. B. A. (2014). Effect of biomass .
adaptation to the degradation of anionic https://
. . . www.ebi.ac.uk/ena/ ERS361031 AS1A2
2 surfactants in laundry wastewater using EGSB ~ EGSB Pyrosequencing .
reactors. Bioresource Technology, 154(0), 114— data/view/ ER5361032 AS2A2
121, PRJEB4790
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.11.102
Macedo, T. Z., Okada, D. Y., Delforno, T. P.,
Braga, J. K., Silva, E. L., & Varesche, M. B. ERS573648 AS1A3
(2015). The comparative advantages of ethanol https:// ERS573649 AS2A3
3 and sucrose as co-substrates in the degradation of FBR Ton Torrent PGM www.ebi.ac.uk/ena/ ERS573650 AS3A3
an anionic surfactant: microbial community data/view/ ERS573651 AS4A3
selection. Bioprocess and Biosystems PRJEB7621 ERS573652 AS5A3
Engineering, 38(10), 1835-1844. ERS573653 AS6A3

https://doi.org/10.1007/s00449-015-1424-5
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Braga, J. K., Motteran, F. I., Macedo, T. Z.,
Sakamoto, I. K., Delforno, T. P., Okada, D. Y., ...
Varesche, M. B. A. (2015a). Biodegradation of
linear alkylbenzene sulfonate in commercial
laundry wastewater by an anaerobic fluidized
bed reactor. Journal of Environmental Science
and Health - Part A Toxic/Hazardous Substances
and Environmental Engineering, 50(9), 946-957.
https://doi.org/10.1080/10934529.2015.1030290

Delforno, T. P., Moura, A. G. L., Okada, D. Y.,
Sakamoto, I. K., & Varesche, M. B. A. (2015).
Microbial diversity and the implications of
sulfide levels in an anaerobic reactor used to
remove an anionic surfactant from laundry
wastewater. Bioresource Technology, 192, 37-45.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.05.050

Delforno, T. P., Okada, D. Y., Faria, C.

V., Varesche, M. B. A. (2016). Evaluation of
anionic surfactant removal in anaerobic reactor
with Fe(III) supplementation. Journal of
Environmental Management, 183, 687-693.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2016.09.026

Faria, C. V. D., Delforno, T. P., Okada, D. Y., &
Varesche, M. B. A. (2017). Evaluation of anionic
surfactant removal by anaerobic degradation of
commercial laundry wastewater and domestic
sewage. Environmental Technology (United
Kingdom), 40(8), 988-996.
https://doi.org/10.1080/09593330.2017.1414317

FBR

EGSB

EGSB

EGSB

https://
www.ebi.ac.uk/ena/
data/view/
PRJEB5054

Pyrosequencing

https://
www.ebi.ac.uk/ena/
data/view/
PRJEB8003

Ion Torrent PGM

https://
www.ebi.ac.uk/ena/
data/view/
PRJEB15116

Ion Torrent PGM

https://
[llumina MiSeq (2 x www.ebi.ac.uk/ena/
250 bp) data/view/
PRJEB15156
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ERS377587
ERS377588
ERS377589
ERS377590

ERS629278
ERS629279
ERS629280
ERS629281

ERR1578862
ERR1578863

ERS1294201 - File 1
(forward) and File 2
(reverse)
ERS1294202 - File 1
(forward) and File 2
(reverse)
ERS1294203 - File 1
(forward) and File 2
(reverse)

AS1A4
AS2A4
AS3A4
AS4A4

AS1A5
AS2A5
AS3A5
AS4A5

AS1A8
AS2A8

AS1A9
AS2A9
AS3A9
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Andrade, M. V. F.,, Sakamoto, I. K., Corbi, J. J.,
Silva, E. L., & Varesche, M. B. A. (2017).
Effects of hydraulic retention time, co-substrate
11 and nitrogen source on laundry wastewater
anionic surfactant degradation in fluidized bed
reactors. Bioresource Technology, 224, 246-254.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.11.001

Centurion, V. B., Moura, A. G. L., Delforno, T.
P., Okada, D. Y., Dos Santos, V. P., Varesche, M.
B. A., & Oliveira, V. M. (2018). Anaerobic co-
digestion of commercial laundry wastewater and
13 domestic sewage in a pilot-scale EGSB reactor:
The influence of surfactant concentration on
microbial diversity. International
Biodeterioration & Biodegradation, 127, 77-86.
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2017.11.017

Granatto, C. F., Macedo, T. Z., Gerosa, L. E.,
Sakamoto, I. K., Silva, E. L., & Varesche, M. B.
A. (2019). Scale-up evaluation of anaerobic
degradation of linear alkylbenzene sulfonate
from sanitary sewage in expanded granular
sludge bed reactor. International Biodeterioration
and Biodegradation, 138 (August 2018), 23-32.
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2018.12.010

15

16 Callewaert, C., Van Nevel, S., Kerckhof, F. M.,
Granitsiotis, M. S., & Boon, N. (2015). Bacterial
exchange in household washing machines.
Frontiers in Microbiology, 6(DEC), 1-11.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.01381

MiSeq Illumina
platform (2 x
250bp)

FBR

MiSeq Illumina
platform (2 x
250bp)

EGSB

MR DNA by the
[llumina - MiSeq
platform

EGSB

-- 454-pyrosequencing

https://
www.ncbi.nlm.nih.go
v/Traces/study/?
acc=PRJNA335799

https://
www.ebi.ac.uk/ena/
data/view/
PRJEB19914

https://
www.ncbi.nlm.nih.go
v/Traces/study/?
acc=PRJNA411779

SRX1987798
SRX1987799
SRX2037502

ERR1878057
ERR1878058
ERR1878059

SRR10418405
SRR10418424
SRR10418431

MIDO02
MIDO03
MIDO04
MIDO05
MIDO06
MIDO07

AS1A11
AS2A11
AS3A11

AS1A13
AS2A13
AS3A13

AS1A15
AS2A15
AS3A15

AS1A16
AS2A16
AS3A16
AS4A16
AS5A16
AS6A16
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Moura, A. G. L., Centurion, V. B., Okada, D. Y.,
Motteran, F., Delforno, T. P., Oliveira, V. M., &
Varesche, M. B. A. (2019). Laundry wastewater
and domestic sewage pilot-scale anaerobic
treatment: Microbial community resilience
regarding sulfide production. Journal of
Environmental Management, 251, 109495.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2019.109495

EGSB

MiSeq Illumina
platform (2 x
250bp)

https://
www.ebi.ac.uk/ena/
data/view/
PRJEB31622

MIDO08
MIDO09
MID10
MID11
MID15
MID16
MID17
MID18
MID19
MID20

ERR3209488
ERR3209489

AS7A16

AS8A16

AS9A16
AS10A16
AS11A16
AS12A16
AS13A16
AS14A16
AS15A16
AS16A16

AS1A17
AS2A17
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APENDICE B - METADADOS SOBRE OS ASPECTOS QUIMICOS E FiSICOS DO BIORREATOR DE CADA ARTIGO

Concentragdo de

Remocao de

Artigo ID Amostra Reator Platafog‘ma de Primers Tamanho da Formﬂt.o Inéculo Agua Residuaria LAS no Efluente Surfactante Remogio de PH do Substrato Sintético
Sequenciamento Amostra (MB) do Arquivo (mg/L) ! (%) 2 DQO (%) 3 Efluente ¢
AS1A1 53 Meio mineral com MgCl2.6H20 na concentragdo
de 25 mg.L-1, solugdo vitaminica, bicarbonato de
AS2A1 43 , ,
OK/&%‘%’[ al UASB 454-Pyrosequencing  563F 802R Fastq Abatf;’e‘;m de Real 10,5 72,5 11,6 sédio (NaHCO3: 400 mg/L) e co-substratos: etanol
AS3A1 6,5 (30 mg COD.L-1), metanol (30 mgCOD .L-1) e
AS4A1 4,9 extrato de levedura (30 mg/L).
AS1A2 2 Meio mineral com MgCI2 na concentragdo de 25
mg/L, vitaminas, bicarbonato de s6dio (NaHCO3:
DELFgEﬂ? etal. ASoA2 EGSB  454-Pyrosequencing  563F 802R A Fastq Abatffe”sm de Real 12 72,8 91 7 400 mg/L) e co-substratos: etanol (250 mg
COD.L-1), metanol (250 mg COD.L-1 ) e extrato
de levedura (250 mg COD.L-1).
AS1A3 74,2
AS2A3 43,9 Extrato de levedura (500 mg/L), bicarbonato de
AS3A3 54,3 s6dio (NaHCO3: 400 mg/L) e 0,5 mL de solugdo
MA(EE(?S)H al. FBR Ion Torrent PGM 577F 924R Fastq Suinocultura Real 21,2 67,1 88,8 6,5 salina (50,0 g/L NaCl, 1,4 g/L. MgCI2.6H20 e 0,9
AS4A3 75,4 g/L CaCl2.2H20) e sacarose e/ou etanol como co-
AS5A3 64,7 substratos.
AS6A3 53,1
AS1A4 27 Extrato de levedura (500 mg/L), sacarose (80
BRAGA et al. AS2A4 . 2,7 . mg/L), bicarbonato de s6dio (NaHCO3: 400 mg/L)
(2015) AS3A4 FBR 454-Pyrosequencing 563F 802R 24 Fastq Suinocultura Real 20,6 58 88,68 5,4 ¢ 0,5 mL de solucdo salina (50,0 ¢/L NaCl, 1,4 g/L.
AS4A4 3.1 MgClI2.6H20 e 0,9 g /L CaCl2.2H20)
AS1A5 43,1 Meio mineral (com concentragdo ajustada de
MgCI2 a 25 mg/L), vitaminas, bicarbonato de
AS2A5 70,4 ) »
DELFSEFS()) etal. EGSB Ton Torrent PGM 577F 924R Fastq Abat;d\g;ro de Real 20,4 75,5 66 9,6 sodio (NaHCO3: 400 mg/L) e co-substratos: etanol
AS3A5 40,2 (250 mg COD.L-1), metanol (250 mg COD.L -1) e
AS4A5 31,3 extrato de levedura (250 mg COD.L-1).
AS1A8 23,5 Meio mineral contendo MgCI2 na concentragao de
Abatedouro de 25 mg/L, vitaminas, bicarbonato de s6dio
DELFORNO(2016) ASIAS8 EGSB Ton Torrent PGM 577F 924R 717 Fastq Aves Real 16,4 84,3 53 7,2 (NaHCO3: 800 mg/L) e co-substratos: etanol (250
’ mg COD.L-1), metanol (250 mg COD.L-1)e
extrato de levedura (250 mg COD.L-1).
AS1A9 25 Meio mineral contendo MgCl2.6H20 na
AS2A9 491 Abatedouro de concentragdo de 36 mg.L-1, vitaminas,
FARIA et al. (2017) EGSB Illumina MiSeq 341F 785R ’ Fastq Aves Real 18,4 69 60,6 9,1 bicarbonato de sédio (NaHCO3: 400 mg/L) e co-
AS3A9 92 substratos: etanol (0,16 mL.L-1), metanol (0,23
ml/L ) e extrato de levedura (270 mg/L).
AS1A11 97,7
ANDFZAO?% etal. rsoAnl FBR Tllumina MiSeq 341F 758R 123.9 Fasiq Outro Real 2 % )
AS3A11 129,7
AS1A13 29,6
CENTE%%\I etal L soa13 EGSB Tlumina MiSeq 515F 806R 247 Fastq Abatf\fe‘;m de Real 6,7 69,7 61 78
AS3A13 48,7
AS1A15 133
GRAI\g\OTng? etal. SoAls EGSB Tllumina MiSeq 515F 806R 113.9 Fasiq Abatf\f’efo de Real 6,2 60 77 7.26
AS3A15 221,2
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AS1A16 9,2

AS2A16 0,63
AS3A16 5,6
AS4A16 6,5
AS5A16 0,81
AS6A16 1,2
AS7A16 0,72
CAL;i.E(ZV\]OAlg{T et i:giig Outro 454-Pyrosequencing 338F 518R ‘1‘1; Fastq MéunfilrLll:n([ii ieavar Real - - - - -
AS10A16 6,2
AS11A16 1,1
AS12A16 75
ASI3A16 44
AS14A16 6,6
ASISA16 5
AS16A16 42
Mogﬁf\g;t al i:;ﬁi; EGSB Tllumina MiSeq 515F 806R iééi Fasiq Aba‘f\;’e”sm de Real 20 52,6 51,6 77

1 Média da soma das concentragdes de cada amostra no artigo
2 Média da soma das remogdes de surfactante de cada amostra do artigo
3 Média da soma das remogdes de COD de cada amostra do artigo

4 Média do pH de cada amostra do artigo

56




