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Introdução – Antibióticos 

• A produção e o uso de antibióticos têm aumentado nos 
últimos anos;  
 

                  
 
 
 
 
 
• Após o uso, os componentes não metabolizados vão 

parar no esgoto/efluente. 
 



• Os sistemas de tratamento atuais são incapazes de eliminar 
os antibióticos e seus componentes 

 

Resultado: Poluição do meio ambiente 

                     Impacto na microbiota 

 

 

• Pouco se sabe sobre o efeito dos antibióticos nos 
mecanismos de tratamento de efluentes industriais: 

                            

Ex. Tratamento de efluentes de indústrias farmacêuticas 

 

 

Introdução - Tratamento de esgoto  



Introdução – Tratamento de efluentes industriais  

• Reatores Anaeróbios  
• Domínios Archaea e Bacteria 

trabalham juntos; 
 
• Sistema complexo; 

 
• Importante entender a 

composição e a dinâmica das 
comunidades microbianas; 
 

• Importante entender como essas 
comunidades são impactadas 
pela presença dos antibióticos 
nos efluentes. 

 

Aydin, et al. 2015b. 



 

Métodos Moleculares 

 

Amplificação e sequenciamento de regiões do DNA  

 

Gene que codifica o 16S rRNA: Gene presente no DNA 
procariótico:                                        

           Apresenta regiões conservadas ( para iniciadores) 
separadas por regiões de variações de sequência (para 
análise filogenética). 

Introdução – Composição das comunidades microbianas   



 

PCR-DGGE  

 

PCR- Amplificação de regiões do gene que codifica o 
16s rRNA de diferentes microrganismos de amostras; 

 

 

DGGE - Eletroforese em Gel com Gradiente de 
Desnaturação. 

Introdução – Dinâmica das comunidades microbianas 



Objetivos do artigo 

• Determinar as mudanças no perfil das comunidades 
de Bacteria e Archaea em um Reator Anaeróbio em 
Batelada Sequencial para o tratamento de efluentes 
com a adição combinada e gradual de três tipos de 
antibióticos: 

 
      Sulfametoxazol 
      Eritromicina 
      Tetraciclina 
 
• Examinar o efeito combinado desses antibióticos na 

comunidade microbiana e na produção de biogás. 
 
 



Metodologia – Geral 

Extração de DNA e RNA e síntese do cDNA 
PCR-DGGE 
Estatística 
 

Inóculo: Lodo com microrganismos  

Efluente Sintético 

Combinações dos antibióticos 

Reatores  
Anaeróbios 

Extração de DNA, PCR, clonagem,  
sequenciamento  e  análise filogenética do 
inóculo 

Produção de biogás, metano e 
acumulação de AGVs. 



Metodologia – Extração de DNA e PCR 

Amostras do Inóculo 

Extração de DNA com o kit 

Clonagem e Sequenciamento 

p1 

p2 

16S rDNA 

DNA 

PCR 

Bact8f-Bact1541r 
Arch233f-Arch855r 

Regiões do gene do 16S rRNA 

Bactéria 
Archaea 



 

• Produtos de PCR clonados com o TOPO TA Cloning Kit 

Metodologia – Clonagem e Sequenciamento 

Vetor 

E.coli 

Sequenciamento  
dos amplicons  
ABI Prism 377 

Colony 
PCR 

HRM (High 
Resolution Melt) 

Seleção dos representativos 



Metodologia – Análise das sequencias e estatística 

Análise das sequências  

Análise Filogenética 



Resultados 



Resultados – Caracterização do inóculo 
 

• Distribuição dos filos de Bacteria a partir do sequenciamento das 
regiões do gene que codifica o 16S rRNA. 

90% Clostridium sp. 

Gram-positivas 

Acidogênicas  
Produzem acetato 



Resultados - Caracterização do inóculo 

• Distribuição dos filos de Archaea a partir do sequenciamento das 
regiões do gene  que codifica o 16S rRNA. 

Metanogênica  
Acetoclástica 

Metanogênica  
Hidrogenotrófica 

70% Metano 



Metodologia - Geral 

Extração de DNA e RNA e síntese do cDNA 
PCR-DGGE 
Estatística 
 

Inóculo: Lodo ativado 

Efluente Sintético 

Combinações dos antibióticos 

Reator 

Extração de DNA, PCR, clonagem,  
sequenciamento  e  análise filogenética do 
inóculo 

Produção de biogás, metano e 
acumulação de AGVs. 



Metodologia – Reatores Anaeróbios 

• 5 Reatores de 1,5 L               

Inóculo  

Controle  Sulfametoxazol 
 Eritromicina 
 Tetraciclina 

Sulfametoxazol 
 Eritromicina 
  

 Eritromicina 
 Tetraciclina 

Sulfametoxazol 
Tetraciclina 

Efluente Sintético:  
Ácidos Graxos, Glicose e Amido  

(Simulando efluente de indústria farmacêutica). 



Metodologia – Reatores Anaeróbios 
Reatores Anaeróbios  em Batelada Sequencial  

Alimentação 
Efluente Sintético Sedimentação Reação Descarga 

Inóculo 

Produção de biogás, metano e 
acumulação de AGVs. 

Cromatografia  
Gasosa 



Amostras de lodo foram coletadas em cada estágio de 
antibiótico. 

Metodologia – PCR-DGGE 

Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturação (DGGE) 

Síntese do cDNA com o kit SuperScript cDNA Synthesis 

Extração de DNA com o kit  

Extração de RNA com o kit Purelink RNA Extraction    

DNA cDNA p1 

p2 

16S rDNA 

PCR 

Regiões do gene do 16S rRNA 



Metodologia – PCR-DGGE - Princípio 

PCR 
Amplicons 

Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturação 

Gradiente Desnaturante 
Ureia e Formamida = agentes desnaturantes 
 

Diferentes Amostras 

Fragmentos separados por composição  
e não por tamanho! 

30% 

60% 

Diferenças ao longo do tempo! 

p1 

p2 

40pb – CG clamp 

16S rDNA 

Adaptado de Muyzer et al. 1993 

• Amplicons de mesmo tamanho; 

• Organismos ≠ 
• Sequências ≠ 
• Características de Desnat. ≠ 



Metodologia – PCR-DGGE 

Perfil e intensidade das bandas 



Metodologia – Análise das bandas e estatística 

Perfil e intensidade das bandas   

BioNumerics 5.0 

Análise Cluster e de Similaridade entre as amostras  

Análise de Correspondência Canônica entre as variáveis  
(Produção de biogás, tempo de operação, adição de 
antibióticos, acúmulo de AGVs) e o perfil de microrganismos  
das amostras 



Resultados 



Resultados – Análise de Correspondência Canônica 
• Influência das combinações: Sulfametoxazol+Eritromicina+Tetraciclina (ETS) 
                                                         Eritromicina+Tetraciclina (ET) 
 

Correlação  
Negativa Resistência 

Acetato 



Resultados - Análise de Correspondência Canônica 
• Influência das combinações: Sulfametoxazol+Tetraciclina (ST) 
                                                         Eritromicina+Sulfametoxazol (ES) 

Correlação  
Negativa Resistência 

Propionato 



Resultados – Análise Cluster e de Similaridade 

Mudança no perfil 

Mudança no perfil 

Sulfametoxazol+Eritromicina+Tetraciclina (ETS) 
                                                          

Eritromicina+Tetraciclina (ET) 
 

Similaridade das amostras entre si 

Agrupamento  
Por Similaridade 



Resultados - Análise Cluster e de Similaridade 
 

Mudança no perfil 

Mudança no perfil 

Sulfametoxazol+Tetraciclina (ST) 
                                                          

Eritromicina+Sulfametoxazol (ES) 
 



Conclusões 

• As concentrações crescentes de antibiótico impactaram 
negativamente a estrutura das comunidades microbianas e a função 
do reator anaeróbio; 
 

• Combinações de antibióticos tem maior efeito sobre as Archaeas 
metanogênicas acetoclásticas; 
 

• Importância das bactérias Gram-negativas; 
 

• A interação entre Bactérias acetogênicas e Archaeas metanogênicas  
é crítica para o desempenho dos reatores; 
 

• PCR-DGGE mostrou-se como uma análise útil para avaliar mudanças 
nos perfis das comunidades microbianas em sistemas anaeróbios. 
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