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GLOSSARIO

Acido nucleico: classe de molécula composta de nucleotideos complexos (DNA e
RNA);,

ARDRA (amplified ribossomal DNA restriction analysis) andlise de restri¢io do
DNA ribossomal amplificado

“Template” ou Molde: utilizada pela enzima como molde para sintese de novas
moléculas;

“Primer”: funciona como iniciador da reagio ou do alongamento da cadeia, ficando,
em geral, covalentemente ligado ao produto;

Poliacrilamida: material usado na eletroforese em gel para separar misturas de
macromoléculas;

Nucleotideo: uma das unidades monoméricas a partir das quais os polimeros de
DNA e RNA sio formados, consistindo de uma base purica ou pirimidica, uma
ribose e um grupo acido fosforico;

Oligonucleotideo: uma sequéncia linear de até 20 nucleotideos unidos por ligagdes
fosfodiéster;

DNA (acido desoxirribonucleotideo) cadeia dupla de nucleotideos ligados (tendo
desoxirribose como agucar);

DNAr: DNA ribossomal, qualquer regiio do DNA que codifica os componentes do
RNA ribossomal;

FISH: fluorescente in sifu hybridization — hibridizagdo in situ com sondas
fluorescentes;

PCR: polymerase chain reaction — reagdo em cadeia da polimerase; ou amplificagdo
in vitro de um pedago do DNA, resultando em varias copias do fragmento alvo;

RDP: Ribosomal Database Project: Banco de dados contendo informagdes sobre
espécies vélidas dos dominios Bacferia e Archaea descritas, inclusive sequéncias de
moléculas de RNATr.

RFLP: mapeamento por: técnica na qual os polimorfismos de comprimento dos
fragmentos de restrigio sdo usados como loci de referéncia para o mapeamento em
relagdio a genes conhecidos ou outros 16¢ci de RFLP.
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Sonda: segmento definido de 4cido nucléico que pode ser usado para identificar
moléculas especificas de DNA portadoras de seqiiéncia complementar, geralmente
por auto-radiografia.

Gene: segmento de DNA, composto de uma regido transcrita e uma sequiéncia
reguladora, que torna possivel a transcrigdo.

Genoma: todo complemento de material genético em um conjunto cromossémico ou
um série completa de material genético, isto ¢, uma série completa de genes.
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LISTA DE SIGLAS.

RNAr: RNA ribossomal
SDS: sodium dodecyl sulfate;, dodecil sulfato de sodio.

PAOs: “polyphosphate accumulating organisms™ - organismos acumuladores de
fosfato;

GAOs: “glycogen accumulating organisms” - organismos acumuladores de
glicogénio;

Poli-P: polifosfato;

EBPR: “enhanced biological phosphate removal” - remogdo biologica do fosforo em
€XCEeSS0;

EDTA: acido etilenodiamino tetracético;

DGGE: “denaturing gradient gel electrophoresis” - eletroforese em gel de gradiente
desnaturante;

UCT: “University of Cape Town”;
UASB: “upflow anaerobic sludge blanket™;
ATP: adenosina trifosfato

ADP: adenosina difosfato;

AMP: adenosina monofosfato,

TCA: 4cido tricarboxilico;

NAD: nicotinamida adenina dinucleotidio;
CoA: coenzima A,

SRT: tempo de retengdo dos solidos;
HRT: tempo de retencgdo hidréulico;

RT: transcriptase reversa

PHB: polihidroxibutirato;

PHYV: polihidroxivalerato;

PHA: polihidroxialcanato;
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pH: potencial hidrogenidnico;,

DBO+: demanda bioquimica de oxigénio total;

DBOg: demanda bioquimica de oxigénio soluvel;

N-NH,": concentragfio de nitrogénio na forma de ion aménio;

N-NO;: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito;

N-NO;: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrato;

N-NOx: concentragio de N na forma de NOj (nitrato) e de NO;™ (nitrito);
P-PO,: concentragiio de fosforo na forma de fosfato;,

M-Alk: alcalinidade

kj-N: NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal);
P-T: concentragdo de fosforo total;

SS: solidos em suspensdo,

PO ortofosfato;
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RESUMO

SAKAMOTO, 1. K. Comparagdo da estrutura de comunidades microbianas presentes
em sistemas de lodos ativados modificados para remogdo biologica do fosforo em
excesso, utilizando a técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE). Sdo Carlos, 2001. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos,
Universidade de Sao Paulo.

O excesso de nutrientes como nitrogénio e fosforo em efluentes de estagdo de
tratamento de esgoto sanitario pode provocar a eutrofizagdo nos corpos d’aguas
receptoras. Esse processo gera efeitos negativos para a engenharia sanitaria,
dependendo do grau de qualidade e do uso de agua requeridos. Para o abastecimento
publico, sio exigidos métodos e processos de tratamentos avangados, quando a fonte
hidrica esta eutrofizada. Neste sentido, sistemas aerdbios de lodos ativados passaram
a se destacar também como removedores de nutrientes por processos biologicos,
apos sofrerem algumas modificagdes operacionais. Um meio para otimizar o
processo de remogdo bioldgica do fosforo em excesso (EBPR) é promover condigdes
ideais para o crescimento dos organismos acumuladores de fosforo. Esse trabalho
teve como objetivo avaliar uma estagdo piloto de lodos ativados modificados, para a
remogdo de fosforo em excesso, utilizados no tratamento de esgoto sanitario,
localizada na ETE da cidade de Toquio — Japdo. Essa estagdo piloto constituia-se de
trés sistemas de reagio (1, 2 e 3), sendo que cada sistema era compartimentado ¢
submetido as condigdes anaerdbia, anoxica e aerébia. A avaliagdo dos trés sistemas
de reacfio, consistiu na verificagdo do desempenho deles com relagio a DBO e
fosforo e monitoramento da estrutura da comunidade microbiana, pela técnica da
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). O desempenho em relagdo a
DBOs (mg/L) nos trés sistemas de reagéio, sempre foi superior a 90% e a eficiéncia
da remogdo do fosforo (%) na forma de fosfato (P-PO4 — mg/L) foi superior, em
geral, a 70%, considerando os valores de entrada das alimentagdes e saida no Gltimo
compartimento dos trés sistemas de reagdio. Verificou-se que a estrutura da
comunidade microbiana apresentou uma grande diversidade, devido aos nimeros de
bandas padrdes encontradas nas amostras analisadas. Observou-se também uma
grande similaridade da estrutura da comunidade microbiana nos sistemas estudados,
possivelmente, relacionada ao mesmo afluente (esgoto sanitario) e ao mesmo tipo de
recirculagio interna e do lodo. As mudangas das estruturas das comunidades
microbianas foram pequenas, diarte das mudangas temporais e operacionais. No
entanto, observou-se que o sistema foi menos eficiente (parametros de desempenho),
frente a essas mudangas, o que pode estar mais relacionado a redugfio das atividades
dos microrganismos do que com as estruturas microbianas.

Palavras-chave: sistemas de lodos ativados, remogédo bioldgica de fosforo, estrutura
microbiana, PCR-DGGE, processo de EBPR.
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ABSTRACT

SAKAMOTO, I. K. Comparison of the microbial communities structure in systems
of activated sludge modified for enhanced biological phosphorus removal by
denaturing gradient gel electrophoresis technique (DGGE). Sdo Carlos, 2001. Thesis
(Doctorate) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Carlos, SP., Brazil.

The excess of nutrients such as nitrogen and phosphate in effluents of
treatment plants for sanitary sewage can cause eutrophication in the receiving body
of water. Given that process generates negative effects for the sanitary engineering
depending on the degree of the quality and of the requested use of water. For the
public provisioning, methods and processes of advanced treatments are demanded,
when the water body is eutrophic. In this sense, aerobic systems of activated sludge
have been expanded also to the processes of biological removal of nutrients after
some operational modifications. By means of the optimization process of enhanced
biological phosphorus removal (EBPR) will promote ideal conditions for the growth
of polyphosphate accumulating organisms. This work had as its objective to evaluate
a pilot station modified activated sludge, used for the treatment of sanitary sewage,
but specifically for the enhanced phosphorus removal, located in the ETE of the city
of Tokyo - Japan. These pilot station was constituted of three reaction systems (1, 2
and 3), and each system were composed of compartments and were submitted to
anaerobic, anoxic and aerobic conditions. The evaluation of the three reaction
systems, consisted of the verification of the performance of the systems with regard
to BOD and phosphate which were monitored through microbial community's
structure, for the biological phosphorus removal technique (DGGE). The
performance in relation to the BODg (mg/L) in the three reaction systems was always
above 90% and the efficiency of the removal of phosphorus (%) in the form of
phosphate (P-PO, - mg/L) was in general better than 70%, considering the values of
influent and effluent from the last compartment of the three reaction systems. It was
verified that the microbial community structure presented a great diversity, due to the
standard numbers of bands found in the analyzed samples. A great similarity of the
microbial community structure was observed in the studied systems, possibly being
related to the same influent (domestic sewage) and to the same type of intern
recirculation and of the sludge. The changes of the microbial communities structures
were small, before the temporary and operational changes. However, it was observed
that the system was less efficient (performance parameters) front to those changes,
what can be more related the reduction of the activities of the microorganisms than
with the microbial structures.

Key words: activated sludge systems, biological phosphorus removal, microbial
structure, PCR-DGGE, EBPR process.



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional e industrial vém causando a deterioragéo da
qualidade das aguas devido & geragdo de inumeros residuos solidos, liquidos e
gasosos, principalmente nos centros urbanos, provocando, dessa forma, problemas
relacionados a escassez dos recursos hidricos e estimulando a busca de solugdes para
as fontes potenciais de poluigdo.

Para o tratamento das aguas residuarias, ha uma variedade de processos
biologicos, tais como: - sistemas aerobios, por exemplo, lodos ativados
(convencional), lagoa de estabilizagdo, lagoa aerada, valo de oxidagao; - sistemas
anaerdbios, por exemplo, reator UASB, filtro biologico; - sistema de lodos ativados
modificado para a remogao biologica de fosfato em excesso.

Segundo ALEM SOBRINHO (1991), no Brasil, assim como em outros paises
em desenvolvimento, o tratamento do esgoto sanitario tem se limitado a remogao da
matéria organica. Porém, normalmente, ainda permanecem no efluente das estagoes
de tratamento alguns elementos, como fosforo e nitrogénio, que se constituem em
nutrientes essenciais para o crescimento de organismos aquaticos.

O aumento da concentra¢io de nutrientes em aguas naturais, doce ou salina,
decorrente de processos de intensificagdio do fornecimento de nutrientes
(principalmente nitrogénio e fosforo), acelera o crescimento de algas e de formas
mais desenvolvidas de vegetais, com a conseqiiente deterioragdo da qualidade das
aguas, em processo denominado de eutrofizagio. No caso de uma represa, por
exemplo, niveis de fosforo total na faixa de 25 a 100 mg/m’ possibilitam a ocorréncia
desse processo (von SPERLING, 1997).

A eutrofizagdo gera efeitos negativos no ambiente, como interferéncia no

equilibrio biolégico natural e morte de organismos do meio aquatico, receptor dos
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nutrientes. Para a engenharia sanitaria, dependendo do grau da qualidade ¢ do uso de
agua, sdo requeridos métodos e processos de tratamentos avangados para ©
abastecimento piblico, quando a fonte hidrica esta eutrofizada (SAMUDIO, 1999).

O processo de lodos ativados modificado para a remogao biologica do fosforo
em excesso, passou a ser considerado uma alternativa adequada para evitar a
eutrofizagio dos corpos d’agua, receptores de langamentos de esgotos de origem
sanitaria, no final da década de 1960. De acordo com MARAIS et al. apud ALEM
SOBRINHO (1991), o processo de lodos ativados modificado para remogao
biolégica de fosforo em excesso, constitui-se de uma simples modificagdo do
processo convencional de lodos ativados, ou seja, a introdugdo de uma zona
anaerébia no inicio do sistema de tratamento, antes da zona aerobia.

Ao longo dos anos, o processo de lodos ativados modificado recebeu a
denominagio de EBPR - “Enhanced Biological Phosphate Removal” (NIELSEN e/
al, 1999). Esse processo é caracterizado, principalmente, pela circulagdo do lodo
biolégico dentro do sistema de lodos ativados, em compartimentos operados sob
condigbes anaerdbias e aerobias, com a introdugdo da agua residuaria afluente no
compartimento  anaerdbio. Essa  configuragio  anaerObia-aerobia  seleciona
organismos acumuladores de polifosfato (PAOs), geralmente aer¢bios, que podem
formar estruturas de reservas como polihidroxialcanato (PHA), polihidroxibutirato
(PHB) e polifosfato (poli-P) para sobreviverem nessa condigdo de operagdo. Assim,
na etapa anaerobia, os PAOs utilizam substratos orgénicos como fontes de carbono e
os armazenam na forma de PHA ou PHB, e como fonte de energia, usam o poli-P
acumulado na fase aerdbia, com conseqiiente liberagdo de ortofosfato. Na etapa
aerébia, os PAOs crescem através do metabolismo aerébio e utilizam o ortofosfato
do meio (agua residuaria) para recuperar o nivel de poli-P durante a degradagdo
celular de suas reservas de carbono, o PHA ou o PHB (WENTZEL ef al. apud
ALEM SOBRINHO, 1991; HIRAISHI & MORISHIMA, 1990; NAKAMURA ef al.,
1991: JENKINS & TANDOI, 1991; LIU ef al,1996c; MINO ef al.,1997 e 1998;
SUDIANA ef al., 1998; HESSELMANN ef al., 2000).

Quando os PAOs siio dominantes, o contetido de fosforo na biomassa do lodo
é alto, devido a acumulagdio de poli-P. A operagdo dos sistemas de lodos ativados

modificados retira a biomassa com alto conteado de fosforo, e assim ¢ atingida a
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EBPR. Por isso, o crescimento estavel dos PAOs ¢ essencial para a operagao dos
processos de EBPR.

JENKINS & TANDOI (1991) relataram, em sua revisdo, que a bactéria
Acinetobacter sp foi sempre considerada por muitos pesquisadores como a
responsavel primordial pela EBPR, em sistema de lodos ativados modificado, como
também FUHS & CHEN; BRODISCH & JOYNER; BUCHAN; CLOETE ef al.;
SURESH ef al.; CLOETE & STEYN; DUNCAN ef al.; MOSTERT ef al. apud
JENKINS & TANDOI (1991). Nesses trabalhos, os autores basearam-se em analises
das populagdes microbianas através de cultivo em placas, de NMP (Namero Mais
Provavel) e de exames microscOpicos.

Contudo, as técnicas tradicionais, como as citadas anteriormente, podem ndo
representar a realidade da complexa comunidade microbiana em seu ambiente de
origem, visto que esses métodos acabam sendo seletivos (AMANN ef al., 1995;
SNAIDR ef al., 1997). Conseqiientemente, na ultima década, varias tentativas foram
feitas para analisar a estrutura da comunidade microbiana de lodos ativados por
métodos mais avangados (SNAIDR ef al, 1997). Dentre esses métodos, estdo
aqueles que empregam técnicas comuns a Biologia Molecular, que propiciaram um
grande desenvolvimento nas mais diversas areas biologicas, inclusive na
microbiologia ambiental. Atualmente, é possivel detectar e caracterizar bactérias em
ambientes naturais € em reatores que tratam residuos com maior facilidade e
seguranga. A técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE), por
exemplo, faz parte dessa gama de métodos, e permite monitorar as estruturas de uma
comunidade microbiana em um meio, e compara-las entre si.

A proposta da presente tese de doutorado foi empregar a técnica do DGGE
para analisar a estrutura da comunidade microbiana de uma estagéo piloto de lodos
ativados modificada para remogdo biologica do fésforo em excesso, localizada na
Estacfio de Tratamento de Esgotos de Shibaura, Cidade de Toquio, Japdo.

No Japdo, a remogio de fosforo, devida a existéncia de leis rigorosas para os
niveis de nutrientes nos efluentes, é obrigatoria e varias estagdes de tratamento de
aguas residudrias, utilizam o sistema EBPR (LIU et al., 1996b).

A estagdio piloto estudada consistiu de trés sistemas de reagao operados em

paralelo que diferiram entre si quanto ao nimero de compartimentos aerdbios e
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todas as etapas dos trés sistemas, possibilitando assim a comparag@o das estruturas
microbianas. As demais amostragens foram feitas na G@ltima etapa, nos
compartimentos  aerdbios. As  amostragens  foram realizadas  durante,
aproximadamente, sete meses para a caracterizagdo da diversidade das bactérias.

No Brasil, tem-se o conhecimento das pesquisas de ALEM SOBRINHO
(1991) e SAMUDIO (1999) sobre a remogdo biologica de fosforo em excesso, em
sistemas de lodos ativados modificados, alimentados, com esgotos sanitarios. Outro
ponto a salientar é a existéncia do sistema de tratamento Phoredox — da cidade de
Brasilia, no Distrito Federal, de importéncia inequivoca para a manutengio da
qualidade das 4guas do Lago Paranoa. O sistema ¢ operado ha mais de 15 anos pela
Companhia de Agua e Esgoto de Brasilia, CAESB, sendo o unico em operagdo na
América Latina, em escala industrial.

Em 1999, quando o presente trabalho foi proposto, estudos relacionados com
a estrutura da comunidade microbiana em sistemas de lodos ativados utilizando-se a
técnica DGGE eram inexistentes em nosso Pais. Por isso, optou-se em realizar o
projeto na Universidade de Toquio, que ja vinha desenvolvendo trabalhos nessa area
ha algum tempo, inclusive com diferentes métodos avangados. Portanto, a parte
experimental do presente doutorado foi realizada no Laboratorio de Engenharia
Ambiental Urbano da Universidade de Téquio, coordenado pelo Prof. Dr. Mino
Takahashi, e financiada pelo Programa JICA (Japan International Cooperation

Agency).



2 - OBJETIVOS

Objetivo geral

— Avaliar trés sistemas diferentes de lodos ativados modificados para a remogdo de
fosforo em excesso e operados com esgotos sanitarios sob diferentes condig3es,
através da estrutura de suas comunidades bacterianas estudadas pela técnica da

eletroforese em gel de gradiente desnaturante - DGGE.

Objetivos especificos

— Apresentar valores dos parmetros de desempenho e eficiéncia dos trés sistemas
de lodos ativados estudados;

— Caracterizar e comparar a diversidade dos microrganismos em trés sistemas de
lodos ativados modificados, pela técnica do DGGE;

—> Verificar as altera¢des nas estruturas da comunidade microbiana no dltimo
compartimento, aerobio, dos trés sistemas, pela técnica do DGGE e compara-las
ao longo do tempo;

— Avaliar a eficiéncia da técnica DGGE para o monitoramento de comunidades

microbianas em sistemas de lodos ativados modificados.



3. REVISAO DA LITERATURA

O tratamento de aguas residuarias por sistemas de lodos ativados ¢ um dos
processos biotecnologicos mais importantes para o saneamento basico e ambiental. O
processo envolve a produgdo de uma massa de microrganismos capaz de estabilizar
residuos liquidos orgénicos, sob condigdes, preferencialmente aerobias.

Na década de 60, os sistemas aerobios de lodos ativados passaram a se
destacar também como removedores de nutrientes (nitrogénio e fosforo), apos
sofrerem algumas modificagdes operacionais (NIELSEN ef al, 1999). A presenga de
compostos de nitrogénio e de fosforo em efluentes de estagdo de tratamento de
esgoto, quando em concentragdes elevadas resultam na eutrofizagdo de corpos
d’agua receptores.

As conseqiiéncias da eutrofizagdo, como por exemplo a proliferagdo
excessiva de algas, é negativa ao ambiente e, sob o ponto de vista da Engenharia
Sanitaria, altera a qualidade desejada para a dgua de abastecimento publico. Nessas
circunstancias, provoca nas estagdes de tratamento de 4guas, grande quantidade de
residuos orginicos, entupimento de filtros, toxicidade e alto consumo de cloro e,
assim, maiores cuidados sfio necessarios para a remog¢ao de odores, cor, turbidez e
principalmente das toxinas da dgua a ser reutilizada (SAMUDIO, 1999).

Segundo ALEM SOBRINHO (1991) e WENTZEL ef al. apud SAMUDIO
(1999), a diminuigdo da concentragdo de fosforo em efluentes de estagdes de
tratamento de aguas residudrias evita a eutrofizagdo do corpo aquatico receptor,
geralmente fonte de dgua para o abastecimento publico. A baixa concentragio de
fosforo no ambiente pode limitar o crescimento de seres vivos. O nitrogénio,
amplamente disponivel na atmosfera, pode ser fixado por algumas espécies de
bactérias e algas, que o transformam em nitrogénio assimilavel para sintese celular

de células procaridticas e eucarioticas. Os estudos em busca de solugdes para o
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lancamento em excesso de fosforo no ambiente aquatico tém sido preferenciais,
provavelmente devido a sua menor disponibilidade natural. O grande enfoque parece
estar na compreensdo da remogdo do fosforo das aguas residuarias por processos
biologicos de lodos ativados modificados ou EBPR (Enhanced Biological

Phosphorus Removal).

3.1 - Sistema convencional de lodos ativados.

No sistema convencional de lodos ativados com fluxo continuo, parte da
matéria orgdnica em suspensio dos esgotos ¢ retirada no decantador primario. O
tratamento primario integra o sistema convencional de tratamento pelo processo de
lodos ativados, como apresentado no esquema da Figura 3.1 (von SPERLING, 1997).

O processo de lodos ativados pode ser definido como um sistema no qual uma
massa biologica cresce e flocula, sendo continuamente recirculada e colocada em
contato com a matéria organica do despejo liquido afluente ao sistema, na presenga
de oxigénio. Assim, formam-se consorcios mistos de microrganismos que
transformam e removem a matéria organica presente nas aguas residudrias (VILLAS
BOAS, 1999).

A idade do lodo (tempo de detengdo celular) no sistema convencional €,
usualmente, da ordem de 4 ou 8 dias, e o tempo de deten¢do hidraulico no reator € da
ordem de 6 a 8 horas, para a estabilizagdo de aguas residuarias com teores de matéria
organica equivalentes aos presentes nos esgotos sanitarios. A biomassa excedente do
sistema requer ainda uma outra etapa de estabilizagfo, por conter um elevado teor de
matéria orgdnica armazenada nas células (von SPERLING, 1997).

No Brasil, os sistemas de lodos ativados sdo utilizados para tratar esgotos
sanitarios em Brasilia e nos estados de Sdo Paulo, e de Santa Catarina. Além disso,
essa tecnologia é empregada para tratar os efluentes industriais de diversos setores,
como alimenticio, papel e celulose, petroquimico, sidertrgico, entre outros (VILLAS

BOAS, 1999).
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Decantador
secundario
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Retorno do lodo
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de lodo

FIGURA 3.1: Fluxograma tipico de um sistema de lodos ativados convencional.

Fonte: von SPERLING (1997).

3.2 - Sistemas de lodos ativados modificados para a ocorréncia da

remocio biolégica de nitrogénio e de fésforo em excesso - EBPR.

A partir de uma extensa revisdo bibliografica realizada por ALEM
SOBRINHO (1991), verificou-se que a remog¢io de fosforo dos esgotos sanitarios,
em muitas circunstancias, somente era possivel pela utilizagdo de processos fisico-
quimicos aplicados ao tratamento primario e durante ou apés o tratamento biologico
secundario. Assim, os projetos de tratamento de esgotos sanitarios que visam a
remogio de elevados niveis de fosforo, até o final da década de 60, eram baseados
em métodos quimicos.

Os processos fisico-quimicos usuais para a remogao de fosforo sio baseados
na adigdo de produtos quimicos, tais como sais de aluminio ou de ferro e cal
hidratada. Em geral, sfio procedimentos adotados a montante da decantagio primaria
ou dos efluentes da estagdo de tratamento (ALEM SOBRINHO, 1991; von
SPERLING, 1997).
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3.2.1 — Reatores para remocio biologica de nitrogénio e fosforo em

€XCEeSS0.

ALEM SOBRINHO (1991) comentou em sua revisdo que, durante a década
de 60, algumas Estagbes de Tratamento de Esgotos (ETEs) norte-americanas
apresentavam uma caracteristica peculiar, a de remover uma maior quantidade de
fosforo do meio do que a necessaria para o metabolismo da massa celular presente
nos sistemas de lodos ativados. Este fato desencadeou uma série intensiva de estudos
sobre o possivel controle da remogdo de fosforos nos sistemas de lodos ativados,
bem como para identificar os mecanismos envolvidos nessa remogéo.

Segundo STENSEL (1991), o desenvolvimento do sistema de remog@o
bioloégica do foésforo envolveu uma seqiiéncia de estudos abrangendo: (1)
identificagdes das estagBes que apresentavam capacidade de remover fosforo e
caracterizagdo do lodo gerado no processo; (2) reconhecimento da necessidade de
uma zona de contato anaerobia anterior a zona aerobia; (3) necessidade de excluir
aceptores de elétrons contendo oxigénio livre ou acoplado na zona anaerobia; (4)
necessidade de um substrato simples na zona anaerobia.

Em conseqiiéncia dos estudos realizados, surgiram varias modifica¢des no
sistema convencional de lodos ativados, sendo as principais denominadas A’O,
Bardenpho de 5 estagios, UCT, UCT modificado e reatores de operagao intermitente.
A seguir, serdo apresentadas algumas explicagdes dos sistemas citados (ALEM
SOBRINHO, 1991: METCALF& EDDY, 1991; von SPERLING, 1997).

o Sistema A°O ou Phoredox de 3 estigios

O nome A’0 originou-se da alternincia de etapas anaerébio — anoxico -
aerobio, que constitui a linha de fluxo basica do processo. Em outros locais, essa
variante tem sido denominada por Phoredox de 3 estagios (ALEM SOBRINHO,
1991; METCALF& EDDY, 1991; von SPERLING, 1997). Nesse sistema, a remogao
de nitrogénio ocorre, principalmente, através da recirculagdo interna da zona aerdbia
para a zona anoxica. O esquema apresentado na Figura 3.2 ilustra essa condigio. A

alterndncia entre as condigdes anaerobias e aerdbias, necessaria para a remogdo do
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fosforo, ¢ provocada pela recirculagido do lodo na zona anaerdbia. O processo deve
promover uma eficiente desnitrificagdo, a fim de evitar o retorno de nitrato a zona

anaerobia, o que desfavorece a remoc¢ao de fosforo.

Recirculagéo intemna (nitrato)

Decantador

secundario

—— Efluente

e

Afluente i

Retorno do lodo

FIGURA 3.2:Fluxograma do Sistema A20 (ou Phoredox de 3 estagios).
Fonte: MARALIS ef al. apud ALEM SOBRINHO (1991).

¢ Sistema Bardenpho de 5 estdagios ou Phoredox de 5 estagios

ALEM SOBRINHO (1991) e SAMUDIO (1999) comentaram que esse
sistema foi proposto por BARNARD por volta de 1976, e assemelhava-se ao sistema
Bardenpho de quatro estagios, proposto, anteriormente pelo mesmo grupo. O sistema
com quatro estagios compreende a ocorréncia de pré-desnitrificacdo e pos-
desnitrificagdo, além de uma zona de reaeragdo final. A eficiéncia de remogdo de
nitrogénio € bastante elevada, da ordem de 90% ou mais, uma vez que os nitratos sdo
removidos em uma segunda zona andxica.

Ao sistema Bardenpho de 5 estagios, acrescentou-se uma zona anaerébia a
montante da zona anoxica, para receber o lodo recirculado do decantador secundario
e o esgoto afluente (Figura 3.3). Essa zona promove reagdes de fermentagdo,

consumo dos substratos formados e liberagdo do fosforo por microrganismos
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envolvidos com a EBPR. Em geral, nesse sistema, a idade do lodo ¢ mais elevada, da

ordem de 10 a 12 dias.

Recirculagéo intema (nitrato)

Decantador
secundario

\

Afluente

>

o e e o e e e

Retormno do lodo Descarte
do lodo

FIGURA 3.3: Fluxograma do sistema Bardenpho de 5 estagios (Phoredox).
Fonte: BARNARD apud ALEM SOBRINHO (1991).

¢ Sistema UCT (University of Cape Town)

O processo UCT ¢ constituido por trés zonas, anaerdbia, anoxica e aerobia. O
principal aspecto que distingue o processo UCT dos demais é o fato da operagdo dos
sistema evitar o retorno de nitrato a zona anaerobia. Em fungdo disso, a recirculagao
de lodo ¢ direcionada & zona anOxica e ndo a zona anaerobia (Figura 3.4). As
recirculagdes internas compreendem, da zona anoxica para a anaerobia e da zona
aerobia para a anoxica. Na zona andxica ocorre a desnitrificagdo. O processo VIP
(Virginia Initiative Plant) dos EUA é similar ao processo UCT (ALEM SOBRINHO,
1991; METCALF & EDDY, 1991; von SPERLING, 1997).
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Recirculagdo
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FIGURA 3.4: Fluxograma do Sistema UCT.
Fonte: MARAIS ef al. apud ALEM SOBRINHO

¢ Sistema UCT modificado

O processo UCT modificado divide a zona anoxica em duas partes. A

primeira recebe o lodo de retorno e proporciona a recirculagdo da zona andxica para

a zona anaerdbia, sendo utilizada para reduzir nitrato da linha de recirculagdo de

lodo. A segunda zona anoxica recebe a recirculagdo interna advinda da zona aerobia,

onde ocorre a maior parte da desnitrificagdo (Figura 3.5). Ao dividir a zona anoxica

em duas partes, com recirculagdo do lodo da segunda, para a zona anaerobia, evita-se

que o nitrato prejudique o processo. Deve-se instalar o sistema de recirculagio para a

zona anaerobia vindo de ambas as zonas anoxicas, de forma a possibilitar

flexibilidade operacional do sistema, como no processo UCT ou UCT modificado

(ALEM SOBRINHO, 1991; METCALF& EDDY, 1991; von SPERLING, 1997).
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Recirculagéo
anoxica

Recirculagao interna (nitrato)

Decantador

Afluente secundario

Efluente
d—)r

Retomo do lodo

Descarte
de lodo

FIGURA 3.5: Fluxograma do Sistema UCT modificado.
Fonte: SIEBRITZ ef al. apud ALEM SOBRINHO (1991).

¢ Reatores de operagdo intermitente (batelada)

O sistema proposto € operado sob condig¢des descontinuas (batelada), em
reatores ou tanques, mantendo-se condigdes ciclicas. Cada ciclo ¢ composto por uma
seqiiéncia de etapas de enchimento, reacdes sob condigbes anaerobia, aerébia e
andxica, sedimentagiio, esvaziamento e, eventualmente, de repouso (Figura 3.6).
Dependendo do perfil da carga orgénica aplicada ao sistema, ao longo de um
periodo, determina-se o numero de tanques a serem operados paralelamente, cada um

constituindo uma etapa distinta do ciclo.

Afluente
+

% :’ Efluente

Enchimento Sedimentagéo Esvaziamento

FIGURA 3.6: Fluxograma do Sistema de batelada.
Fonte: von SPERLING (1997).

Enquanto o sistema Phoredox de 5 estagios tem como objetivo uma
desnitrificagdo eficiente, o que também induz a uma possibilidade de elevados niveis

de remogdo de fosforo, o sistema Phoredox de 3 estagios resulta em apenas uma
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desnitrificagio parcial, e portanto menos eficiéncia na remogio de fosforo, devido ao
retorno de nitrato para o reator anaerébio (ALEM SOBRINHO, 1991).

O sistema UCT com trés estagios procura eliminar nitrato em um reator
anoxico, antes de retornar a biomassa para o reator anaerobio, com o objetivo de
garantir maior eficiéncia na liberagdo de fosforo no reator anaerobio. Por sua vez, o
sistema UCT modificado procura maior seguranga quanto a desnitrificagdo e,
conseqiientemente, evita a entrada de nitrato no reator anaerdbio (ALEM
SOBRINHO, 1991).

A Tabela 3.1 apresenta alguns comentarios realizados por METCALF&
EDDY (1991) sobre as vantagens e desvantagens das diferentes modificagdes
realizadas no sistema convencional de lodos ativados para a ocorréncia da remogao

de fosforo e nitrogénio.
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TABELA 3.1: Vantagens e desvantagens do processo

de remogdo do fosforo e

nitrogénio.

Processos Vantagens Desvantagens

Sistema A0 |- o lodo de descarte contém uma|- o desempenho em condigdes de
~ (Phoredox de | porcentagem relativamente alta de|climas frio € instavel; - mais

3 estagios)
=i ~ |como fertilizante; - apresenta melhor

fosforo (3-5%) e pode ser utilizado

capacidade de desnitrificagdo do que o
processo A/O, que possui estagios

| anaerdbios e aerdbios, projetado para

desnitrificagdo e nitrificagdo

complexo que o A/O (ndo possul
recirculagdo interna)

~ Sistema
- Bardenpho de
~ 5estagios

- a produgdo de lodo é a menor em
relagdo aos demais sistemas de remogdo
biologica do fésforo; - o lodo de
descarte contém uma porcentagem
relativamente alta de fosforo e pode ser
utilizado

nitrogénio total reduzido ¢ menor em

como fertilizante;, - o
relagdo aos demais sistemas de remogdo
biolégica do fosforo; - a alcalinidade ¢
no sistema,  portanto,
diminuindo e/ou eliminando a adi¢do de

mantida

substancias quimicas

- 0 gasto de energia é maior para a
manutengdo e recirculagdo interna
de lodo; - incerta a necessidade de
adigdo quimica; - o reator requer
volume maior que o do processo
A%/0; - a capacidade do decantador
primario na remogao do nitrogénio e
fosforo € reduzida; - a relagdo de
DBO/P ¢ elevada; - o efeito da
temperatura no desempenho do

processo ainda ndo é conhecido

Sistema UCT 7

(University of

Cape Town) ou

- a recirculagdo do nitrato para a zona

anoxica reduz o requerimento de
oxigénio e o consumo da alcalinidade; -

a recirculagio do efluente da zona

- |andxica para a zona anaerébia reduz a
|carga de nitrato na zona aerdbia; - a
| remocéo do fosforo ocorre depois de

um ano de adaptagdo

- o gasto de energia € maior na

manutengdo e mna recirculagio
interna; - em baixas temperaturas,

diminui-se a remogdo do nitrogénio

Sistema UCT

ool

- a recirculagdo para a zona andxica
elimina o nitrato e produz melhor

remocao de fosforo na zona anaerdbia; -

o volume do reator € um pouco menor
que no processo Bardenpho

- o gasto de energia é maior na

manutengdo e mna recirculagdo
interna; - a necessidade da adigio
quimica € incerta; a taxa de
DBO/P ¢é elevada; - o efeito da
temperatura no desempenho do

processo ainda ndo é conhecida

~intermitente

~ (batelada)

_operagdo

- 0 processo € flexivel na remogdo de
nitrogénio e fosforo; - o processo ¢ de
facil operagéo; - ndo esta sujeito a perda
de solidos biologicos

- apropriado apenas para

unidades

um
pequeno fluxo; - as
necessarias sdo iguais; - a qualidade

do efluente depende da decantagao

Fonte: METCALF& EDDY (1991).
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3.3 - Fosforo para natureza e para a vida — Ciclo Biogeoquimico do

fosforo.

O ciclo do fosforo € tipicamente sedimentar. As reservas de fosforo se
constituem nas rochas fosfatadas originadas em remotas eras geologicas e que
liberam, pouco a pouco, seus fosforos aos ecossistemas terrestres. O fosforo € um
componente importante ¢ necessario do protoplasma, tende a circular como fosfatos
quando os compostos organicos desintegram-se, ficando, entdo, disponiveis as
plantas. A Figura 3.7 mostra o ciclo biogeoquimico do fosforo -P (ODUM, 1988).

O fosforo inorgénico € absorvido pelos organismos autotrofos sob a forma de
ortofosfato (PO,*). Na maioria dos ecossistemas, as quantidades disponiveis de
ortofosfato sdo muito baixas, seja no solo ou na agua, e esse elemento € um fator
limitante da produgio biologica. Sua participagio em processos fundamentais do
metabolismo dos seres vivos pode ser exemplificada pelo armazenamento de energia
na forma de trifosfato de adenosina (ATP) e pela sintese da membrana celular que
contém fosfolipideos (ESTEVES, 1988).

As principais condigdes que afetam o ciclo do fosforo nos ecossistemas sdo a
sua absorg¢io pelos vegetais, o consumo de vegetais pelos herbivoros, a excregdo de
fosforo pelos heterotrofos mais abundantes e sua remineralizagdo pelos
microrganismos procariontes, fungos e leveduras.

A decomposig¢do microbiana da matéria orgénica libera o fosforo na forma de
fosfato assimilavel por seres autotrofos. Além disso, uma parte ¢ arrastada pelas
aguas de escoamento para o mar, o que permite o desenvolvimento dos organismos
aquaticos, e outra parte se perde nos sedimentos profundos (ESTEVES, 1988).

A erosdo acelerada e o processamento das rochas fosfatadas pelas industrias
de fertilizantes vém ocasionando grandes perdas desse mineral para os sedimentos
ocednicos profundos. Nos locais onde ocorrem ressurgéncias das aguas oceénicas,
esse nutriente volta a fertilizar o ciclo continental através dos excrementos das aves

(guano) e da biodegradagéo dos seres aquaticos (ODUM, 1988).
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FIGURA 3.7: Ciclo do fésforo (Fonte: ODUM, 1988)
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3.4 - Fundamentos da remocio biolégica do fosfato em excesso.

No esgoto doméstico, o fosforo apresenta-se na forma de fosfatos ligados a
matéria organica ou nas formas inorginicas de ortofosfato e polifosfato. A forma
predominante € o HPO.*. Os ortofosfatos sdo os mais simples e incluem PO4”,
HPO42', H,PO,. e H3PO, que estdio disponiveis para o metabolismo bioldgico. Os
polifosfatos apresentam dois ou mais atomos de fosforo e sdo considerados
moléculas mais complexas e podem ser convertidas a ortofosfatos pelo mecanismo
de hidrélise (HENZE, 1997). O fosforo organico através de processos de tratamento
de esgotos pode ser convertido a ortofosfato através da biodegradagdo da matéria
organica (von SPERLING, 1997, HENZE, 1997).

Os fosfatos suspensos sio normalmente orgdnicos, mas podem incluir
também  ortofosfatos precipitados quimicamente e polifosfatos ligados
biologicamente (HENZE, 1997).

As fontes e as quantidades de fosforo nos esgotos sfo variadas e influenciadas
pela presenga de despejos industriais, cargas ndo pontuais € pelos detergentes. von
SPERLING (1997) comentou que o detergente é o responsavel pela metade da
quantidade de fosforo nos esgotos domiciliares, na forma de fosfato. No esgoto
bruto, a contribui¢do de fosforo esta na faixa de 1,0 a 4,5 g/hab.dia. O valor padrao
de fosforo total nos corpos d’agua classes 1, 2 e 3 é de 0,025 mgP/L e o de
langamento ndo € estipulado pela Resolugio CONAMA niimero 20, 18/06/86 (von
SPERLING, 1997).

3.4.1 — Processo de remogiio biolégica do fosforo em excesso (EBPR).

O processo de EBPR é caracterizado principalmente pela circulagdo de lodos
entre as etapas anaerobia e aerébia e pela introdugdio da agua residuaria na etapa
anaerobia, como anteriormente revisado no item 3.2.1. A configuragdo que emprega
as etapas anaerdbia e aerdbia é responsavel pela selegdo dos microrganismos que
acumulam poli-P através da captura de um alto conteido de fosforo do meio. A
eficiéncia na remogdo de fosfato é obtida com a retirada do lodo em excesso do

sistema (MINO ef al., 1998).
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De acordo com HENZE (1997), a remogao de fosforo em excesso ¢ um
processo ciclico, através do qual os microrganismos acumulam e liberam fosfatos.
A seguir, serfio apresentadas algumas reagdes dos fosfatos nas diferentes
etapas do processo EBPR, aerdbia, anaerébia e andxica.
As reagdes de acumulagdo de polifosfato sob condigdes aerobias podem ser
representadas pela Equagdo 3.1.
CoH40,+ 0,16NH, + 1,20, + 0,2P0,° —
0,16CsH7NO; + 1,2CO,+ 0,2(HPO;) + 0,440H+1,4H,0 (3.1)
poli-P
As reagdes de acumulagdo de polifosfato sob condigdes anodxicas sdo
baseadas nas mesma hipétese anterior, € a reagio pode ser representada de acordo
com a Equagdo 3.2.
C;H,0, + 0,16NH;" + 0,2P0,™ + 0,96NO;” —>

0,16CsH7sNO; + 1,2C0; + 0,2(HPO3) + 1,40H" + 0,48N; + 0,96H,0 (3.2)
poli-P

A degradagio de polifosfato sob condigdes anaerdbias pode ser descrita de
uma maneira simplificada, como na Equagéo 3.3.

2C,H,0;, + (HPO3) + H,0 — (C,H40,), + PO, +3H” (3.3)

poli-P matéria organica estocada

Do ponto de vista metabélico, os organismos acumuladores de fosfatos
(PAOs) sdo caracterizados, principalmente, pelas suas capacidades anaerdbias de
utilizar e estocar os substratos orginicos, retirando energia da hidrolise de poli-P
armazenado, sem consumir qualquer aceptor tfinal de elétrons.

Segundo MUNCH & KOCH, RABINOWITZ ef al, BARNARD e
WENTZEL ef al. apud MINO ef al. (1998), os PAOs preferem os acidos graxos de
cadeia curta, como acético e o propidnico, e por isso ¢ fundamental a ocorréncia de
fermentagdo, na zona anaerdbia, dos compostos presentes no afluente do sistema.

ARUN ef al. (1988) e SATOH et al. (1996) verificaram que uma grande
quantidade de matéria organica, incluindo 4acidos -carboxilicos, aglucares e
aminodcidos, era utilizada por lodos ricos em PAOQOs, sob condigdes anaerobias.

A importéancia de outras fontes diferentes de acidos graxos de cadeia curta na

proliferagdo dos PAOs ainda ndo esta esclarecida. FUKASE et al. apud MINO et al.
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(1998) comentaram que células presentes em um lodo EBPR consumiram glicose e
armazenaram-na sob a forma de glicogénio na fase aerdbia e a liberagdo de fosforo
foi observada na fase anaerobia.

Quando os substratos organicos sdo utilizados anaerobiamente, normalmente
sdo convertidos e armazenados como polihidroxibutirato (PHB). Na pesquisa de
BUCHAN apud MINO et al. (1998), PHB foi considerado como o principal
polimero armazenado pelas células na fase anaerobia do processo de EBPR,
constatado por exame microscopico apos a coloragio especifica.

Segundo SATOH ef al. (1999), os polimeros 3-hidroxibutirato e poli 3-
hidroxibutirato (PHB) foram descobertos em meados de 1920. A descoberta de
polihidroxialcanoato (PHA) contendo 3-hidroxialkanoatos e 3-hidroxibutirato (3HB)
ocorreu em 1974. Polimeros isolados de lodos ativados continham 3-HB e 3-
hidroxivalerato como componentes principais, e 3-hidroxihexanoato e,
possivelmente, 3-hidroxiheptanoato como componentes menos abundantes (SATOH
el al, 1999). Atualmente, o polimero que desempenha um importante papel em
processo de lodos ativados anaerobio-aerdbio, ¢ denominado de polihidroxialcanoato
(PHA).

De acordo com SATOH ef al. (1999), o polihidroxialcanoato é o polimero
que desempenha importante papel nos sistemas de lodos ativados. As unidades
monoméricas do PHA estdo mostradas na Tabela 3.2. O acimulo de PHA sob
condi¢bes anaerobias é uma estratégia adotada pelos PAOs para sobreviverem
durante a alternincia de condigdes impostas no processo, ou seja, anaerobio-aerobio.

O armazenamento celular de PHA e PHB ¢ formada a partir do consumo de
substratos orgdnicos sob condigdes anaerdbias e a energia utilizada ¢ o poli-P, que

por sua vez € estocada em condig¢des aerdbias (COMEAU ef al.,1986).

TABELA 3.2: Unidades monoméricas do polimero PHA.

Unidades 3-hidroxibutirato | 3-hidroxivalerato 3-hidroxi-2- 3-hidroxi-2-
(GHB) GHV) metilbliltirato metilvalerato
(3H3MB) (3H2MV)
Precursores 1 acetil-CoA 1 acetil-CoA 1 acetil-CoA | propionil-CoA
1 propionil-CoA | 1 propionil-CoA

Fonte: modificada de MINO ef af. (1998).
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SATOH et al. (1998) verificaram, através de experimentos com lodos
contendo PAOs e alimentados com écido glutdmico sob anaerobiose, que o consumo
da fonte orgénica ocorria sem nenhuma liberagdo de ions amdnio no meio de cultivo.

- O resultado indicou que o acido glutdmico era convertido a compostos nitrogenados
estocados intracelularmente, sugerindo de que a conversio do 4cido glutdmico
resultava na formagdo de um certo tipo de polipepitideo estocado intracelularmente.

As relagdes entre acetato consumido e fosforo liberado no processo EBPR sdo
diferentes entre experimentos semelhantes, como mostrado Tabela 3.3. Essa variagio
indica que a dependéncia do poli-P como fonte de energia ¢ fungdo do balango entre
a produgdo e o consumo de energia na célula. Nas primeiras pesquisas de EBPR, o
poli-P foi considerado a unica fonte de energia para os PAOs, sob condigdes
anaerobias. Atualmente, é também aceito que a utilizacdo do glicogénio armazenado
proporciona energia para 0os PAOs durante o consumo de substrato sob anaerobiose
(MINO ef al., 1998).

LIU et al. (1996¢) verificaram que a relagdo de fosforo:carbono igual a
20:100, resultava no acimulo de elevado conteudo de poli-P e utilizagio rapida do
acetato pelos PAOs. Entretanto, quando a quantidade de fosforo foi reduzida para

uma relagdo 2:100, ocorreu diminui¢io do conteudo de poli-P nos organismos.
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TABELA 3.3: Relagdo entre acetato consumido e fosforo liberado no processo

EBPR, sob anaerobiose.

Referéncias Contenido de P Liberagdo de P / Consumo Acetato
: (g P/gSST) (moles P/moles C)

FUKASE e al., 1982 7.5:8.1 0,45
ARVIN & KRISTENSEN, 1985 . 0,62-0,74
FUKASE et al., 1985 2,1 0

9.4 0,42
WENTZEL et al_, 1986 . 0,24
COMEAU et al., 1987 4,1 0,7-0,8
MINO et al., 1987 3,3 0,15

6,5 0,39
ARUN et al,, 1988 4,3-45 0,21-0,39
WENTZEL er al., 1988 14,4-15,6 0,52-0,57
SATOH et al, 1992 6,3-7,1 0,44
CECH & HARTMAN, 1993 9.6 0,4
LIU ef al., 1994 <2,0 0
SMOLDERS ef al., 1994 7,0-1.5 0,52-1,52
MATSUO, 1994 3,0 0

9.4 0,55
LIU et al., 1996 8,0 0,30-0,73

12,0 0,50-0,88
BRDJANOVIC et al., 1997 - 0,35-0,50

Fonte: MINO ef al. (1998).

Segundo MINO et al. (1998), os processos que consomem energia sob

condigdes anaerdbias incluem o transporte de substratos pela célula, a conversio

intracelular de substratos para PHA e a manutengfo celular através de respiragdo

endogena.

SMOLDERS ef al. (1994) ressaltaram que o transporte de acetato para o

interior da célula pode ser influenciado pelo pH, ou seja, valores baixos de pH

podem resultar em uma baixa relagdo entre liberagdo de fosforo e consumo de

acetato. Os autores ndo sugeriram um valor de pH ideal para utilizagdo do substrato

organico.
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Posteriormente, LIU ef al. (1996c¢) determinaram o efeito do pH sobre o
metabolismo anaerobio, mostrando que maior velocidade de utilizagdo do acetato
pelos PAOs ocorria em valores de pH proximos a 6,8. O pH pode ser um fator que
afeta o balango energético da utilizagdo de substrato por PAOs em anaerobiose
(SMOLDERS ef al., 1994; L1U ef al., 1996c¢).

Segundo LIU ef al. (1996c¢) as bactérias envolvidas no processo EBPR podem
ser classificadas em trés grupos, baseados no uso das fontes de carbono, de energia, e
de redutores equivalentes [NAD (P)H]: O primeiro grupo usa poli-P somente como
fonte de energia para utilizar um acido simples semelhante ao acetato e armazenar o
polihidroxibutirato (PHB); NAD (P)H ¢ necesséario para a sintese do PHB que €
derivado da assimilagdio do acetato através do ciclo incompleto do 4cido
tricarboxilico (TCA) (WENTZEL ef al. apud LIU ef al., 1996b). Para o segundo
grupo, o NAD (P)H necessario para a sintese do PHB do acetato ¢ derivado da
degradagao do glicogénio celular, através da glicolise (WENTZEL et al. apud L.1U ef
al., 1996b). O terceiro grupo € representado por bactéria do grupo NM-1 isolado do
processo EBPR. Essa bactéria utiliza o poli-P para abastecer o ATP na utilizagio e
armazenamento da glicose como poliglicose, sob condigdes anaerdbias, e
subseqiientemente usa a poliglicose armazenada para utilizar o Pi e acumular o poli-
P sob condigdes aerobias (NAKAMURA ef al., 1991).

Existem dois caminhos que podem ser usados na conversdo de glicogénio
para piruvato, o de Embden-Meyerhof-Parnas (EM — via glicolitica), que produz 3
moles de ATP por mol de unidade de glicose degradada; e o caminho de Entner-
Doudoroff (ED), que produz 2 moles. MAURER e/ al. (1997) utilizaram glicogénio
com “C marcado e verificaram que os atomos de carbono 3 e 4 do glicogénio sio
convertidos em carbono 4 no PHB, indicando que o glicogénio é metabolizado pelo
caminho ED. Baseado nesse resultado, os autores (MAURER ef al. 1997)
consideraram que o caminho ED ¢ o preferido pelos PAOs na utilizagdo do
glicogénio em anaerobiose.

LIU ef al. apud LIU et al. (1996b) verificaram, em sistemas de lodos ativados
anaerdbio-aerébio com pouco poli-P, a utilizacdo de acetato, o consumo de
glicogénio e a acumulagdo do PHA, sob condigdes anaerdbias, indicando que o

glicogénio pode ter sido a fonte de energia.
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Na fase aerobia, os PAOs crescem utilizando PHA armazenado durante a
anaerobiose, utilizando-o como fontes de energia e de carbono para recuperar os
niveis de glicogénio e de poli-P. Consequentemente, o glicogénio intracelular e o
poli-P aumentam com a utilizagdo do ortofostato solivel pelos PAOs.

SMOLDERS ef al. apud MINO ef al. (1998) estimaram o valor do
rendimento dos PAOs em 13% abaixo da biomassa heterotrofa comum, ou seja,
aparentemente os PAQs desperdicam energia durante o metabolismo. A rapida
utilizagdo de substratos na fase anaerdbia é importante para os PAOs sobreviverem
no processo de EBPR. Sabe-se que esse metabolismo ¢ devido a presenga do
glicogénio e do poli-P. Por isso, a recuperagio de poli-P e de glicogénio em niveis
suficientes durante a fase aerobia sdo fatores muito importantes para a manutengio
dos PAOs no processo.

A partir de informagdes dos trabalhos citados, pode-se concluir que os PAOs
sob condigdes anaerdbias, utilizam poli-P e glicogénio como fonte de energia e
substrato organico como acetato, para formar PHA e PHB.

Como PHA ¢ um polimero mais reduzido que o acetato, para sintetiza-lo é
necessario de um potencial redutor. Segundo MINO ef al. (1998), existem dois
caminhos usados para gerar o potencial redox: - a oxidagdo parcial do acetato a COg,
sob condigdes anaerobias, através do ciclo do TCA, gera um potencial redox na
forma de NADH, proposto em 1986 por COMEAU ef al. (1986) e WENTZE] et al.
apud MINO ef al. (1998); e a degradagdo anaerobia do glicogénio (armazenado
intracelularmente) a acetil-CoA e sua oxidagéo parcial a CO, gera o potencial redox
na sintese de PHA, proposto em 1987 por MINO e/ al. apud MINO et al. (1998).

Apesar das evidéncias experimentais (BORDACS & CHIESA; SATOH et o/
SMOLDERS ef al; PEREIRA ef al., apud MINO ef al. (1998) a favor do modelo de
MINO, a possibilidade do funcionamento parcial do ciclo TCA néo pode ser excluida
(MINO ef al,,1998). PEREIRA ef al. apud MINO ef al. (1998) incubou acetato com
BC marcado em um lodo enriquecido de PAOs, sob condigdes anaerdbias (sem
nitrato ou nitrito), e observou que uma pequena fragdo do carbono marcado do
acetato foi liberado como CO,. Baseados na consideragdo do balango redox,
concluiram que o potencial oxi-redugdo gerado na degradagio do glicogénio

observado foi insuficiente na produgdo de PHA. Essas informagdes indicam que uma
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pequena fragdo de acetato ¢ metabolizado através do ciclo TCA sob condigdes
anaerobias suprindo uma pequena parte (30%) do potencial oxi-redugdo para a
formagdo do PHA.

3.4.2 — Modelos bioquimicos da remocio de fosforo.

Modelo bioquimico para a utilizacio dos substratos orginicos e do

fosforo, segundo WENTZEL.

WENTZEL et al. apud SAMUDIO (1999) propuseram um modelo
bioquimico que foi fundamental para os estudos subseqiientes da remogéo biologica
de fosforo em sistemas de lodos ativados. Nesse modelo apresentam-se as etapas da

sintese e degradagdo de PHB e de poli-P estudadas e descritas a seguir.

Sintese do PHB

Foi verificado que a sintese de PHB pode ocorrer através da ativagdo de
acetato para acetil-CoA, originando o composto acetoacetil-CoA, que € reduzido a
hidroxibutiril-CoA, posteriormente polimerizado a PHB. O PHB serve como um
estoque de prétons, elétrons e de carbono orgdnico celular, portanto, a sintese de
PHB ¢€ estimulada por valores elevados da relagio NADH/NAD ou NADPH/NADP e
pela alta concentragdo de acetil-CoA no citoplasma celular. A via de sintese de PHB

pode ser inibida pela alta concentragdo de HSCoA (Coenzima A).

Degradacéo do PHB

Foi verificado que a degradagdo de PHB da-se através da sua hidrolise a -
hidroxibutirato, que ¢ oxidado a aceto-acetato. Esse, por sua vez, ativa a acetoacetil-
CoA formando duas moléculas de acetil-CoA. O controle dessa via de degradagéo
da-se pela inibi¢do enzimatica (enzima NAD-B-hidroxibutirato desidrogenase)
durante a oxidagdo do éacido acético a aceto-acetato, provocada pela alta
concentragio de piruvato ou elevada relagio de NADH/NAD (WENTZEL et al apud
SAMUDIO, 1999).
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Sintese do poli-P

Foram observadas duas vias metabolicas para a sintese de poli-P. A primeira,
com ocorréncia através da fosforilagdo de poli-P pelo 1,3 difosfoglicerato, como

mostrado na reagdo 3.4:

(|:OOPO;H2 C|'OOH
|CHOH +(POy)y = (IIHOH + (POy)nsi (34
COOPO;H, COOPO;H,

A segunda via metabolica de sintese de poli-P foi descrita pela ocorréncia da

fosforilagéo de poli-P pelo ATP, como apresentado na reagéo 3.5:

sintese
ATP + (POy), =7 ADP + POy (3.5
degradacdo

A sintese de poli-P é inibida por baixos valores da relagio ATP/ADP.

Degradacdio do poli-P.

O estudo sobre a degradagao de poli-P revelou que a mesma ocorre através de
trés de reagdes, sendo a primeira a rea¢ao 3.5 inversa. A inibi¢do dessa via da-se por
valores altos da relagdo ATP/ADP. A segunda via € a hidrolise de poli-P que libera
fosfato livre, catalisado pela enzima polifosfatase, como mostrado na reagdo 3.6.
Essa via metabolica € inibida pela alta concentragéio de fosfato celular. A terceira, € a

via da fosforilagdo do AMP por poli-P, como apresentado na reagdo 3.7.

H,0 + (POy), —> (POy), +HPO,” +H (3.6)

AMP + (PO,), — ADP + (PO)ucr 3.7
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Modelo bioquimico para a utilizagéiio dos substrates orgénicos e do

fosforo, segundo MINO.

De acordo com MINO ef al. (1997 e 1998), o glicogénio armazenado nas
células proporciona o equilibrio da oxi-redugdo intracelular. A conversdo do
glicogénio para acetil-CoA e CO, gera um potencial redutor (metabolismo 1),
enquanto que a conversdo para propionil-CoA, pela via succinato-propionato,
consome o potencial redutor, ou seja, os elétrons.

Os PAOs utilizam acetato e o convertem em poli-hidroxibutirato (PHB) sob
condigdes anaerdbias. A conversdo de acetil-CoA para PHB requer um potencial
redutor, que é expresso por equivalentes de [H] na Figura 3.8. A conversdo do
glicogénio para didoxido de carbono e acetil-CoA, através da via glicolitica, gera esse
potencial redutor na forma de NADH, utilizado na redugéo de acetil-CoA para PHB.
Nesse caso, o NADH produzido na glicolise ¢ consumido na sintese de PHB
mantendo-se assim o equilibrio no meio. A reagdo de glicolise via acetil-CoA para
PHB ou PHA, em geral, funciona como um mecanismo para produzir um redutor
necessario para a utilizagdo de acetato, sob condigoes anaerébias (MINO ef al., 1997
e 1998).

SATOH et al. (1992) mostraram que o lactato foi utilizado sob anaerobiose
por um lodo contendo PAOs. Quantias significativas de 3-hidroxivalerato (3HV)
foram encontradas no PHA produzido. Uma unidade de 3HV de PHA ¢ feita de uma
molécula de acetil-CoA e uma molécula de propionil-CoA, sugerindo que deve haver
um outro mecanismo especifico para a produgido do composto propionil-CoA.

Sdo conhecidas duas vias para a conversdo parcial do piruvato para propionil-
CoA, a succinato-propionato e a da glicolise (SATOH ef al., 1992 e L1U ef al. apud
MINO et al., 1998). Se o piruvato for metabolizado pelo caminho do succinato-
propionato, o potencial redutor é consumido, confirmando assim a necessidade de
degradagdo do glicogénio para suprir essa condigdo. Ocorrendo essas reagdes, 0
glicogénio € metabolizado a PHA, via propionil-CoA (MINO ef al., 1997 e 1998).

Através dessas reagOes, glicogénio pode ser metabolizado a PHA, via
propionil-CoA. O principal papel das reagdes de glicogénio via propionil-CoA para

PHA pode ser o consumo do potencial redutor (metabolismo 2). Se compostos
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redutores sdo usados como substratos, sua conversdo para PHA pode produzir um
potencial redutor (MINO ef a/., 1997 e 1998).

Combinando a degradagdo de glicogénio para suprir o potencial redutor, com
a produgdo de acetil-CoA e a via succinato-propionato para o consumo dos elétrons
com produgdo de propionil-CoA, foi desenvolvido um modelo bioquimico por
MINO ef al. (1997), para a utilizagdo das varias fontes de carbono pelos PAOs sob
anaerobiose. O conceito global do modelo bioquimico estd mostrado no diagrama da
Figura 3.8.

O substrato organico externo pode ser metabolizado a PHA, via propionil-
CoA e/ou acetil-CoA, com o consumo de energia e do potencial redox (metabolismo
3). De acordo com MINO ef al. (1997 ¢ 1998), no processo anaerdbio-aerébio os
PAOs utilizam uma grande variedade de substratos organicos sob condigdes
anaerobias, sem perturbar o equilibrio de oxi-redugio celular. O glicogénio
armazenado pode ser um regulador desse equilibrio, desde que gere ou consuma
elétrons. A energia necessaria para utilizar os substratos organicos pode ser suprida

através da degradagdo do poli-P.

Produgédo
oL de energia
Glicélise
Producéo do poder redutor “<"Consumo de energia

I{U. | . >[+

e
A 4

Consumo de energia

o =

= Formacdo de PHA

Consumo do potencial redutor

Succinato-Propionato o d "
Consumo do potencial redutor onsumo de energia

FIGURA 3.8: Modelo bioquimico conceitual da utilizagdo anaerobia dos substratos
organicos e suas conversdes para PHA pelos PAOs. Fonte: MINO ef al. (1997) e
MINO ef al. (1998).
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Em resumo, a estequiometria das reagdes metabdlicas realizadas pelos PAOs,
sob anaerobiose, estdo apresentadas a seguir, de acordo MINO ef al. (1997):

Metabolisino 1:

Conversdo do glicogénio via acetil-CoA para PHA, gerando potencial redutor.
 (glicose) + 3(ADP+Pi) = 1(3HA) + 2CO; + 3ATP + 6[H]

Metabolismo 2:

Conversdo do glicogénio via propionil-CoA para PHA, consumindo potencial
redutor

1 (glicose) + 3(ADP+Pi) + 6[H] = 1(3HA) + 3ATP

Metabolismo 3:

Utilizadores dos substratos organicos externos e suas conversoes para PHA

| substrato +x ATP +y |[H] =a (3HA) + x(ADP+Pi)

Modelo bioquimico para a utilizacfio de substratos orginicos de fésforo,

segundo HESSELMANN.

HESSELMANN ef al. (2000) propuseram um modelo bioquimico para
explicar o balango de carbono, os potenciais de oxi-redugdo e de energia para a
utilizagdo dos substratos organicos e utilizagdo de fosforo como organizado na

Tabela 3.4. Alguns aspectos serdo considerados a seguir.

Ativacéio e utilizacdo do acetato consumido.

Verificou-se que a célula ndo necessita de energia para consumir o acetato
(Al, Tabela 3.4). A ativagao de acetato € realizada principalmente pela acetil-CoA
sintetase (A2, Tabela 3.4). Esse resultado foi contrario a todos os apresentados nos
modelos até entdo publicados, que afirmavam que a acetatoquinase era a enzima de
ativagdo (COMEU et al., 1986, SMOLDERS ef al., 1994, MINO et al., 1997,
WENTZEL et al. apud HESSELMANN ef al., 2000). O modelo de HESSELMANN
ef al. (2000) foi proposto com base em trabalhos experimentais.

Nessa direcao, foi constatado que o acetil-CoA € dimerizado para acetoacetil-

CoA, reduzido para 3-hidroxibutiril-CoA através de NAD(P)Hs e polimerizado a
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PHB (A3, Tabela 3.4). O mesmo caminho foi proposto para a formagdo de

polihidroxivalerato (PHV) a partir de propionil e de acetil-CoA.

Ulilizacdo de glicogénio

Baseados nos resultados de medidas de “C-NMR, apos alimentagio com
acetato marcado “C, foi observado que o glicogénio é degradado via Entner-
Doudoroff, com geragdo de 2 moles de ATP por glicogénio convertido a piruvato.
Algumas moléculas de glicogénio foram transformadas em PHB (Gl, Tabela 3.4) e
PHV (G2, Tabela 3.4). Acredita-se que todos os PHV sdo formados a partir do
glicogénio. Além disso, observou-se que o glicogénio transformado em PHB ndo
suplementou, suficientemente, com equivalentes redutores para a formagido de PHB a
partir de acetato (33% do requerimento). Uma parte do glicogénio ¢ oxidada a CO,
via ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), para gerar hidrogénio [H] (G3, Tabela
3.4).

Ultilizacdio de poli-P e de pirofosfato

Observou-se que P liberado produziu 1 mol de ATP pela hidrolise de fésforo
residual (P1, Tabela 3.4). Para permitir o fluxo completo de Pi na forma de MgHPO,,
ha dependéncia de um refluxo de K™ na célula. Nesse caminho, o fluxo de cations ¢
neutro e 0,33 moles de ATP sdo ganhos com cada fosforo liberado da célula (P2,
Tabela 3.4). A atividade da enzima transferase PPi:PEP:AMP foi verificada e
observou-se que alguns PPi da ativagido de acetato foram usados para regenerar o
ATP a partir de AMP (P3, Tabela 3.4). A utilizagdo de PPi € limitada pela
disponibilidade de fosfoenolpiruvato gerado pela glicolise.. Termodinamicamente, é

possivel produzir 2/3 de ATP por PPi hidrolizado (P4, Tabela 3.4).
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TABELA 3.4: Estequiometria das rea¢des de EBPR durante a fase anaerobia.

Reacdes [H] |ATP

equ’
Al (acetato consumido) 4,21 [(HAC)sora — (HACenteo | - -
A2 (ativacdio do acetato) 4,21 [HAc + ATP + HS-CoA — Acetil-S-CoA + H,O + AMP + PPi] |- -8.42
A3 (acetil-CoA para PHB) | 4,21 [Acetil-S-CoA + [H] — 0,5PHB + HS-CoA] 4,21 |-
Gl (glicogénio para PHB) | 0,24 [Glicogénio + 2ADP + 2Pi »PIIB + 2C0O, +2*TP + 6[H]] 141 (047
G2 (glicogénio para PBV) | 0,49 [Glicogénio + 2ADP + 2Pi — PHV +CO, +2*TP] - 0.98
G3 (glicogénio para CO;) | 0,12 [Glicogénio + 4ADP + 4Pi — 6CO, + 24[H] + 4*TP) 280 (047
P1 (ATP do poli-P) 3,11 [Poli-P, + AMP —» poli-P,.; + ADP)® . 3,11
P2 (ATP do fluxo de Pi) 3,11 [(HPOs gentro + 1/3ADP + 1/3Pi — (HPO, )ora +1/3ATP] - 1,04
P3(ATP do PP1) 0,84 [PPi + PEP + AMP — Pi + piruvato + ATP] = 0,84
P4 (ATP do PPi) 3,36 [PPi+ 2/3ADP — 4/3Pi + 2/3A'TP) - 225
Total 7 4,21 HAc + 0,84glicogénio + 3,11Poli-P,, — 2,34PHB + 049PIIV + (20 |2 0,73
3,11Poli-Py + 3,11P1 + 1,66C0O,

Fonte: HESSELMANN ér al. (2000); "ATP equivalente: 1ATP — 1AMP = 2ATP,,.

*0 ADP formado pode ser transformado para ATP por adenilatoquinase

Legenda: HAc, acido acélico; ATP, (rifosfato de adenosina; PPi, pirofosfato ; PEP, fosfoenolpiruvato;
Pi, ortofosfato; Poli-P, polifosfato; PHB ¢ PHYV, hidroxibutirato e valerato ; ADP, difosfato de

adenosina;

HESSELMANN ef al. (2000) propuseram também um ciclo incompleto do
TCA para explicar a geragdo de equivalentes redutores, cujos transportadores de
elétrons seriam gerados por esse ciclo incompleto. A Figura 3.9 apresenta o ciclo
parcial do TCA sob condig¢des anaerdbias. O suceinil-CoA acumulado ¢ incorporado
no PHV via succinato-propionato modificada, sendo o oxaloacetato reabastecido pela
reagdo entre metilmalonil-CoA e piruvato. Os diferentes mecanismos entre o ciclo de
TCA total e o parcial nio mudam a estequiometria global mostrada na Tabela 3.4.
No modelo proposto, o ciclo do TCA total e o caminho modificado via succinato-

propionato acontecem separadamente (HESSELMANN ef al. (2000).
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FIGURA 3.9: Esquema da operagdo combinada com as enzimas do ciclo de TCA e
um caminho modificado via succinato-propionato capaz de oxidar o acetil-CoA para

CO;. Nesse esquema ndo estdo apresentadas todas as etapas intermediarias. Fonte:
HESSELMANN et al. (2000).



Revisdo de Literatura 33

3.5- Microbiologia do sistema de lodos ativados — @nfase aos
microrganismos envolvidos na remocio biolégica do fosfato em

€XCess0.

Os microrganismos mais freqlientemente encontrados no sistema
convencional de lodos ativados sdo representantes de bactérias, fungos, protozoarios
e micrometazoarios. Os protozoarios e micrometazoarios podem ser agrupados em
ciliados livre-natantes, pedunculados, flagelados, rotiferos, nematoides e anelideos,
respectivamente. Esses organismos sdo considerados indicadores das condigdes de
depura¢do do sistema de tratamento (VAZOLLER,1989). O processo de lodos
ativados apresenta também uma grande variedade de bactérias heterotroficas, como
os grupos pertencentes a Pseudomonas sp., Achromobacter sp., Flavobacterium sp.,
Alcaligenes sp., Arthrobacter sp., Citromonas sp., Zooglea sp., Bacillus sp.,
Micrococcus sp., entre outros géneros que formam a microestrutura do floco,
importante organizagdo celular para o sistema de reagdo. Organismos filamentosos,
tais como Nocardia sp., Sphaerothilus natans, Microthris parvicella, Thiothrix sp.,
entre outras, compdem a macroestrutura do floco desenvolvido nos lodos ativados

(VILLAS BOAS, 1999).

3.5.1 - Microrganismos envolvidos nos processos de remocio

biologica do fosfato em excesso (EBPR).

Para melhorar a eficiéncia da remogio de fosforo pela EBPR, pesquisadores
dedicaram-se ao estudo sobre a diversidade microbiana envolvida no processo da
remocao desse nutriente (JENKINS & TANDOI, 1991).

No inicio da década de 80, acreditava-se que a espécies do género
Acinetobacter sp eram responsaveis pelo processo da remogao biologica de fosforo,
devido ao seu predominio em cultivos feitos para o isolamento dos tipos celulares. A
Tabela 3.1, apresentada por JENKINS & TANDOI (1991), mostra alguns resultados
sobre a verificagdo desse tipo celular em lodos, através de métodos tradicionais de
cultivo, Em geral, deve-se recordar que os métodos classicos podem isolar e

identificar apenas bactérias cultivaveis nos meios artificiais empregados, sob
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condigdes definidas. Assim, € provavel que somente uma pequena porg¢io de
bactérias presentes no sistema estudado se desenvolva artificialmente.

Os estudos anteriormente citados (Tabela 3.5) revelaram que em muitos
casos, as caracteristicas principais dos isolados mostravam capacidade em realizar o
metabolismo para o consumo de acetato e sua conversido para PHA, bem como seu
armazenamento, na dependéncia da hidrolise de poli-P e conseqiiente liberagdo de

ortofosfato no meio, sob condigdes anaerobias (JENKINS & TANDOIL, 1991).

TABELA 3.5 — Referéncias dos artigos relacionados ao isolamento da bactéria

Acinetobacter sp em processos de remogdo biologica de fosforo em excesso.

Referéncias Escala da estagao. Tipos de bactérias
FUHS & CHEN (1975) Real Acinetobacter Iwolfi
DEINEMA et al. (1980) Piloto Acinetobacter sp.
BRODISCH & JOYNER (1983) Laboratério ¢ Real Acinetobacter sp.
Moraxela sp.
BUCHAN (1983) Laboratoério e Real Acinetobacter sp.
FLORENZ & HARTEMANN (1984) Piloto Acinetobacter hoffi
BRODISCH (1983) Laboratoério Acinetobacter calcoaceticus
CLOETE et al. (1985) Real Acinetobacter sp.
LOTTER (1985) Real Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter lwoffi
BECCARI ef al. (1985) Piloto Acinetobacter calcoacceticus
Acinetobacter hvoffi
MENGANCK ef al. (1985) Laboratorio Acinetobacter calcoaticus
Acinetobacter Iwoffi
SURESH ef al. (1985) Real Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter Iwoffi
CLOETE & STEYN (1987) Real Acinetobacter sp.
DUNCAN ef al. (1987) Piloto Acinetobacter sp.
MOSTERT et al. (1989) Laboratorio Acinetobacter sp.

Fonte: JENKINS & TANDOIL (1991)

MINO et al. (1998) demonstraram que o género Acinelobacter sp. nao era o
principal responsavel pela EBPR, como afirmado durante anos. A partir das
evidéncias experimentais consultadas, os autores relacionaram:

(a) a aplicagdo da técnica de anticorpo fluorescente para avaliar a presenca de

Acinetobacter sp revelou (CLOET & STEYN, 1988) que o nimero desse

género no processo EBPR estudado era menor que 10% do niimero total de
p q
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bactérias, assim, o género bacteriano referido ndo poderia responder pelo
metabolismo de EBPR constatado no sistema pesquisado;,

(b) os tipos de quinonas respiratorias dominantes nas PAOs de lodos
enriquecidos foram a quinona-8 (Q-8) e menaquinona-8 (H4) (MK-8 (H4));
considerando que o género Acinetobacter sp apresentam Q-9, ndo se pode
afirmar a agdo predominante do género na EBPR (HIRAISHI e/ al, 1989;
HIRAISHI & MORISHIMA, 1990); [quinonas sdo constituintes da cadeia
respiratoria responséaveis pelo transporte de elétrons; o tipo de quinona pode
ser especifico a uma espécie, dessa forma, pela analise do perfil de quinona
de uma comunidade microbiana ¢ possivel identificar as populagdes
dominantes];

(c) a substincia poliamina diaminopropana (DAP), usada como um biomarcador
para avaliar a presenga da Acinefobacter sp. em diferentes amostras, revelou
que estagdes de EBPR que eliminavam fosfato eficientemente ndo
apresentavam quase nenhuma quantidade de DAP;

(d) a aplicagio de uma sonda de oligonucleotideo com RNAr 16S marcado,
especifica para uma espécie de Acinetobacter spp., mostrou que essa espécie
consistia de menos que 10% do nimero total de bactérias presentes no lodo,
ou seja, ndo era dominante nos processos de EBPR estudados (WAGNER e/
al., 1994, BOND et al., 1995).

As caracteristicas morfologicas dos PAOs foram descritas primeiramente por
FUHS e CHEN apud MINO ef al. (1998), baseadas nos exames microscopicos de
lodos enriquecidos por PAOs. As observagdes revelaram a presenga de bacilos
imoveis ou cocos, ambos gram-positivos, normalmente agrupados, com coloragao
positiva para PHB, a coloragdo de Neisser foi positiva para granulos no interior da
célula (WAGNER ef al., 1994; 11U, 1996¢). '

MINO ef al. (1998) consideraram importante o isolamento de PAQOs, pois a
partir das culturas puras, puderam obter informagdes significativas sobre os aspectos
microbianos e bioquimicos do processo EBPR. Além disso, recomendaram alguns

aspectos para facilitar a obtengdo e caracterizagdo de PAOs, tais como:
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(a) com relagdo ao tempo de incubagdo — uma vez que o crescimento dos PAOs
pode ser relativamente lento, deve-se proporcionar um tempo de incubagao
suficiente a fim de permitir o desenvolvimento dos microrganismos. Atraves
de métodos tradicionais como a formagio de colonias em placa de Petri em
meio especifico, o isolamento das culturas microbianas pode ser obtido entre
| a 3 semanas;

(b) com relago as atividades enzimaticas, sugeriram que as enzimas que agem
sobre o substrato em anaerobiose e em conjunto com a utilizagdo de poli-P
celular podem ser induzidas, sendo que a alternancia das condi¢des anaerobia
/ aerdbia € necessaria para induzir o metabolismo de EBPR no isolamento das
PAOs;

(¢) com relagdo a métodos de cultivos, recomendaram varias técnicas seletivas,
por exemplo, se o objetivo for obter bactérias gram-positivas com elevado
conteido de G+C, o tratamento com uma base pode ser aplicado para
diminuir o crescimento de bactérias gram-negativas, desse modo, as bactérias
gram-positivas, que possuem células com paredes mais espessas e menos
sensiveis a um alcali que as bactérias gram-negativas, podem crescer
preferencialmente;

(d) com relagdo as condigdes de oxi-redugido, a presencga simultinea de fosfato e
de fontes de carbono, tém efeitos negativos na utilizagdo do foésforo sob
condigdes aerobias ou anoxicas, assim, as fontes de carbono disponiveis sob
essas condi¢Oes sdo usadas, principalmente, na formagdo de PHA; somente
quando as fontes externas de carbono estdo esgotadas, ocorre a utilizagdo do
fosforo; isto implica que as presengas simultaneas das fontes de carbono e de

um aceptor final de elétrons (oxigénio, nitrato ou nitrito) devem ser evitadas.

Dos aspectos abordados, € preciso ter em mente que o tempo de crescimento
das culturas que estimulam a EBPR ¢ lento, e as enzimas responsaveis sao induzidas
pelas condigdes operacionais do sistema.

Como as caracteristicas ecologicas e as interagdes microbianas do processo
EBPR foram pouco investigadas, as limitadas informagdes disponiveis incluem: - a

presenca de bactérias fermentativas no sistema EBPR s3o benéficas para os PAOs,
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uma vez que produzem acidos graxos de cadeia curta (BRODISCH E JOYNER apud
MINO ef al, 1998); - a existéncia de um modelo conceitual sobre as relagdes
ecologicas entre redutoras de sulfato, oxidadoras de sulfato, desnitrificadores e
PAOs, como proposto por YAMAMOTO-IKEMOTO ef al. apud MINO ef al.
(1998). Finalmente, para o isolamento das PAOs pode ser importante considerar as
relagOes interespécies, ou seja, os aspectos ecologicos das relagdes simbioticas ou

competitivas entre PAOs e outras espécies.

Alguns PAOs sdo capazes de utilizar nitrato como aceptor de elétrons, sob\I

condigdes anoxicas, em auséncia de oxigénio livre. Nessas condigdes, os PAOs

executam o mesmo metabolismo quando submetidos as condigdes aerobias, isto &, a(

a\‘l//.'._ e
-“’fd_ .”--"

recuperagdo dos niveis do glicogénio intracelular e de poli-P, consumindo ao mesmo
tempo, PHA armazenado e o ortofosfato externo. Porém, a eficiéncia calculada da
produgao de energia na presenga do nitrato, expressa em termos de moles ATP/moles
NADH ¢ menor que 40% em relagdo ao metabolismo respiratorio aerobio (MINO ef
al., 1998).

NAKAMURA ef al. (1991) isolaram uma bactéria acumuladora de poli-P de
um processo EBPR em escala de laboratorio e denominaram-na de Microlunatus
phosphovorus cepa NM-1. Essa bactéria acumulou poli-P sob condigdes aerdbias,
utilizando fontes de carbono como glicose e casaminoacidos, mas ndo acetato.

UBUKATA & TAKII (1994), ao obterem uma cultura de bactéria semelhante
a anteriormente descrita por NAKAMURA ef al. (1991), verificaram que a célula
exibia atividade metabolica na utilizagdo e achmulo de poli-P somente apds a
alternancia de condigOes, anaerdbia e aerdbia, imposta ao cultivo das células. Essa
resposta denotou a existéncia de um sistema enzimatico induzido para o metabolismo
de poli-P.

WAGNER ef al. (1994) observaram que o grupo NM-1 por eles estudado,
constituia-se de células fisiologicamente similares aos PAOs, sendo bactérias gram-
positivas com um elevado conteudo de G+C, de acordo com a técnica de hibridagao
in situ (FISH). Segundo MINO ef al. (1998), esse grupo ndo pode ser considerado
predominante nos processos de EBPR, pois ndo converte acetato para PHA sob

condigdes anaerdbias, e contém quinona do tipo Q-9. Como ja observado (HIRATSHI

{ -~
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& MORISHITA, 1990), lodos ricos em PAQOs contém quinonas dos tipos Q-8 ou
MK-8 (114).

WAGNER ef al. (1994) empregaram sondas de oligonucleotideos especificas
para o género Acinefobacter sp., para os grupos filogenéticos da subclasse alfa, beta
e gama da classe Profeobacteria, para o grupo Cytophaga-Ilavobacterium e para
bactérias Gram-positivas com alto contetido de G+C. Verificaram que os membros
da classe Proteobacteria pertencente a subclasse beta e a bactéria gram-positiva com
alto conteiido de G+C foram dominantes, enquanto que a Acinefobacter spp.
constituiu-se menos que 10% das bactérias totais, como ja mencionado.

BOND ef al. (1995) utilizaram analise filogenética de 97 e 92 clones
parcialmente segiienciados obtidos de lodos removedores ou ndo de fosforo. Nos
dois lodos, o grupo de bactérias predominante foi pertencente a subclasse beta de
Proteobacteria,  particularmente o grupo Rhodocyclus. Esse foi o maior
representante da comunidade que removeu fosforo do meio, sugerindo que esse
grupo pode ter um papel especifico no processo de EBPR. Os outros grupos mais
freqilentes foram representados pela subclasse alfa de Profeobacteria, grupo
planctomiceto, e grupos Flexibacter- Cylophaga- Bacteroides. A elevada ocorréncia
da subclasse beta do grupo Proteobacteria também foi confirmada por WAGNER ef
al. (1994).

As técnicas da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)
(CHEN, 1999) e do RFLP (LIU et al, 1997) revelaram que o conteudo de 16S
extraido do DNAr de lodo EBPR, continha varios fragmentos de DNA diferentes,
implicando que no lodo ndo ocorre o predominio de apenas um grupo de bactéria,
mas sim de alguns grupos bacterianos.

SNAIDR ef al. (1997), através da identificagdo im sifu, mostraram que a
presenga da subclasse beta de Profeobacteria era maior que a subclasse alfa e gama
desse grupo, sendo que o género Arcobacter sp. representava 4% na amostra de lodo
ativado estudada.

NIELSEN ef al (1999) analisaram a diversidade microbiana de um reator
alimentado com acetato e niveis alto de fosfato (razdo de peso P/C, 8:100), porém
sem atividade da remogdo de fosforo biologigo. Através da analise PCR / DGGE

observaram mais de 11 bandas e as 6 mais dominantes foram isoladas e
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seqiienciadas. Na analise filogenética do 16S RNAr, parcialmente sequenciada,
encontraram um grupo pertencente & subclasse alfa (Magnetospirillum
magnelofacticun;) ¢ um outro pertencente a subclasse gama (Legionella
pneumophila) de Proteobacteria, além de quatro tipos novos pertencentes a

subclasse gama de Profeobacteria, mostrados na Figura 3.10.

Bordetella pertussis ™|
—————4a Sphearofilus natns
B eria cepacia '
Nilrasomonus ewropata Beta Subelass
044 Nitrosococcus mobilis
2% \—————a Zooglvea romigera —
8 Nitrococcus mobilis
8 Arhodomonas oleiferhydrans
& Escherichia coli
o Acmmbamiwcakmmm
a Legionella prewmophila
Clel Bard 2 Ganima Subelass
o Clel Band 6
3 Clel Band 4
Clel Band 5
P
Thiobacillus ermalis =
o coCCus veronensis ]
Amaricoccus kaplicensis
——=8 Rhodobacter sphaeroides
Agrobacterivwn tumefaciens . Alpha Subclass
Agospirillum lipoferiim
Hagnzro:pinl.fm magnetolacticim
Clel Band 1 ]
~——8 Actinomyces multifermentans ~]Gram Pesilive
010

FIGURA 3.10: Arvore filogenética apresentando as seis bandas dominantes
seqiienciadas por NIELSEN ef a/ (1999).

LIN ef al ( 2000) estudaram a relagéio entre a atividade da remogio de fosforo
e concentragdio de quinona, e caracteristicas da estrutura da comunidade bacteriana e
a dinimica da populagdo em sistema de lodo ativado (reatores seqiienciado em
batelada) em escala de laboratério e verificaram que: - a atividade da remogdo de
fosforo em excesso foi acompanhado por um aumento de ubiquinona-9 contida no
lodo ativado; - a relagdio entre a atividade da remogdo de fosforo e conteudos de
ubiquinonas Q-9 e Q-8 do lodo ativado foi independente da matéria orgénica e o
tempo de reagdo. Porém, a correlagio entre atividade da remogdo de fosforo e
menaquinona variou para os diferentes substratos organicos (acetato de sodio,
glicose, polipeptona, e extrato de levedura mais glicose) ocorrendo diferengas

significantes entre o efeito de cada substrato orgénico; - a capacidade de remocéo de
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fosforo em excesso do lodo ativado ndo foi devida ao aumento na capacidade de
remogio de fosforo pelos PAOs, mas sim ao aumento em suas populagdes.

MATSUOQO & KURISU (2000) avaliaram a estrutura da comunidade microbiana
de 14 amostras de lodos ativados provenientes das estagdes de tratamento de aguas
residuarias do Japao, utilizando seis sondas de oligonucleotideo através da técnica de
hibridizagdo in situ (FISH) e verificaram que os grupos alfa e beta de Profeobacteria
foram predominantes em quase todas as amostras. O grupo gama de Profeobacteria
estava presente em niimero menor, como verificado anteriormente por WAGNER ef
al. (1994).

A partir das informagtes disponiveis, pode se dizer que os PAOs sdo
constituidos de varios grupos de organismos diferentes, com as seguintes
caracteristicas: - células com formato de bastonetes pequenos e cocos
freqiientemente agrupados; - a coloragdo de Neisser € positiva; - presenga de
granulos intracelular de poli-P € PHA ou PHB (SATOH ef al., 1992; SUDIANA ef
al., 1998; MINO ef al., 1998); - presenca de quinona Q-8 ou MK-8 (Hj) (HIRASHI
ef al., 1989, HIRASHI & MORISHIMA, 1990); - grupos de bactérias gram-positivas
com elevado conteudo de G+C, pertencente a subclasse beta de Profeobacteria
(WAGNER et al., 1994; BOND et al., 1995); - sob metabolismo anaerébio utiliza
acetato e o converte a PHA ou PHB, acompanhado pela degradagdo do poli-P e de
glicogénio, e liberagio do ortofosfato; - sob metabolismo aerébio / andxico converte
internamente PHA ou PHB em glicogénio, acumula poli-P e cresce na auséncia de
uma fonte de carbono externa, cuja presenga pode, inclusive inibir a utilizagdo de
fosfato (MINO et al, 1998).

Sistemas em escala de laboratorio, podem ter a EBPR inativada. Em tais
casos, predomina um tipo particular de organismos que utiliza o substrato organico
na fase anaerobia sem liberar P, indicando o ndo envolvimento de poli-P no
metabolismo anaerébio (BOND ef al., 1995 e LIU et al., 1996b).

CECH & HARTMAN (1993) encontraram um grupo dominante no reator
EBPR alimentado com glicose, onde a remogdo de fosforo ndo ocorria, ¢ os
denominou de organismos acumuladores de glicogénio (GAOs). Os GAOs sdo
organismos Gram-positivos, com formato similar ao das sarcinas, ocorre em grupos e

diferencia-se dos PAOs porque a coloragido de Neisser € positiva na parede celular.
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O metabolismo dos GAOs é aparentemente muito similar ao dos PAOs, com
excegdo ao envolvimento de poli-P como fonte de energia sob condig¢des anaerdbias.
A diferenga esta no fato de que o glicogénio armazenado nos GAOs pode supri-los
energeticamente (CECH & HARTMAN, 1993; MINO ef al., 1998).

No processo, os GAOs podem desempenhar a tarefa de reduzir a matéria
orgdnica solivel e disponivel sob condigdes anaerdbias, apos a diminuigio do
estoque de energia do poli-P dos PAOs ou apos a redugdo da atividade EBPR (L1U ef
al., 1996). -

LIU et al. (1996b) ilustraram a formac¢do de carbono e o mecanismo de
armazenamento de substratos pelos GAOs, mostrados na Figura 3.11. A célula
constantemente armazena glicogénio intracelularmente (aproximadamente 25% a
50% de sua biomassa) antes de utilizar o substrato organico simples. LIU ef al.
(1996b) sugeriram que o glicogénio pode ser o regulador na utilizagdo da fonte de
energia. E essa fonte de energia na utilizagdo do acetato pode ser proveniente do
glicogénio (interno) ou da glicose (externo), mas a preferéncia € pelo uso da glicose
por ser um composto menos complexo.

Aparentemente, os PAOs e os GAOs apresentam caminhos funcionais
semelhantes, pois armazenam PHA sob condi¢des anaerdbias. Como mencionado, a
maior diferenga esta na fonte de energia. Além disso, o metabolismo do glicogénio
dos GAOs ¢ muito mais complexo e menos eficiente que o metabolismo de poli-P
dos PAOs. De fato, a utilizagdo do acetato ¢ mais rapida por lodos ricos em PAOs do
que os lodos ricos em GAOs. As informagdes disponiveis indicam que ndo existe

nenhuma razdo para os GAOs serem dominantes aos PAOS.
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FIGURA 3.11: Mecanismos de utilizagdio e armazenamento do substrato em
condigOes anaerobias pelo lodo acumulador de glicogénio: (a) células acumuladoras
de glicogénio; (b) formagdo de PHA a partir do acido acético, através da utilizagdo e
do consumo de glicogénio; (c) formagdo de PHA e glicogénio a partir do agucar
utilizado; (d) formagdo de PHA a partir de agucar e do acido utilizados, e do

glicogénio consumido (Fonte: LIU ef al., 1996b).
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Apesar da inexisténcia de condigdes definidas para a proliferagdo dos GAOs,
tém sido relatadas algumas razoes para a proliferagdo dos GAOs, tais como: a
presenga de glicose nas aguas residuarias (CECH & HARTMAN, 1993), o SRT e
HRT longo (FUKASE ef al., 1985) e a limitagdo de fosforo na alimentagio (LIU ef
al., 1996b).
Segundo VAN LOOSDRECHT & HEIINEN (1997), os microrganismos
capazes de armazenar rapidamente seus substratos energéticos, consumindo-os de
um modo equilibrado tém uma vantagem competitiva sobre aqueles microrganismos

que ndo armazenam substratos.

3.6 — Métodos para o estudo microbiano de amostras complexas —

énfase na aplicaciio das técnicas de biologia molecular.

Numerosos estudos baseados no cultivo de microrganismos presentes em
sistemas de lodos ativados foram realizados para isolar e identificar os tipos
bacterianos. No entanto, como ja afirmado, as técnicas tradicionais podem interferir
na compreensdo verdadeira da. composigio e estrutura de uma comunidade
microbiana. Conseqlientemente, na Ultima década, varias tentativas tém sido feitas
para analisar a estrutura da comunidade microbiana de amostras de lodos ativados
por praticas mais avangadas, como a detec¢dio através de métodos moleculares
(SNAIDR e/ al. 1997; AMANN ef al. 1995).

A maioria das técnicas moleculares inicia-se com a extra¢ido dos acidos
nucleicos, DNA e RNA da comunidade microbiana (Figura 3.12). O DNA bacteriano
extraido ¢ ampliﬁcad'o pela reagdo de cadeia polimerase (PCR). O RNA pode ser
amplificado usando a RT-PCR, através do qual o RNA ¢ inicialmente transcrito
dentro do DNAc pela enzima transcriptase reversa (RT), e depois amplificado pela
PCR. Em ambos os casos, o resultado sera uma mistura de fragmentos de DNA de
membros de comunidades diferentes (MUYZER ef al_, 1995).

Segundo AMANN ef al. (1995), as perspectivas futuras para as técnicas de
biologia molecular sdo as seguintes: (a) com o seqiienciamento de DNAr e RNAr os
microbiologistas terdo a possibilidade de identificar, isolar e caracterizar novos

organismos, com respeito a estudos de filogenia e fisiologia. (b) podera auxiliar no
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cultivo de bactérias ndo cultivaveis; (c) os microrganismos poderdo ser estudados em
seus nichos, possibilitando correlagdes entre a composi¢do da comunidade, a relagéo
espacial de membros diferentes e o funcionamento das populagdes. Essas

informagdes serdo importantes para o entendimento das relagdes simbidticas e

~ também para o entendimento da maioria dos ciclos biogeoquimicos.

As primeiras analises para caracterizar amostras ambientais por esses
métodos foram realizadas com o emprego da extragdo da molécula RNAr 58S,
pertencente a varias amostras de diferentes comunidades. No entanto, as informagGes
contidas nas moléculas RNAr 5S, com aproximadamente 120 nucleotideos, sdo
limitadas devido ao pequeno tamanho da molécula. O RNAr 16S apresenta em torno
de 1500 nucleotideos € o RNAr 23S tem cerca de 3000 nucleotideos, gerando
informagdes mais adequadas a analise filogenética. A molécula mais utilizada
atualmente € a do gene RNAr 168, inclusive centenas de suas seqii€ncias tém sido
determinadas e armazenadas em bases de dados (AMANN ef al., 1995).

MUYZER et al. (1995) consideraram, em principio, que todo gene pode ser
usado como um marcador molecular. No entanto, o gene RNAr tem algumas
vantagens: (a) estdo presentes em todos os organismos conhecidos; (b) apresentam
regides conservativas e variaveis, que tornam possivel verificar em geral como sitio
especifico para sondas ou “primers” para PCR; (¢) apresentam seqiiéncias com
informagdes suficientes para serem usadas como marcadores filogenéticos; (d) ¢ uma
macromolécula celular dominante; (e) os genes ndo sdo transferidos horizontalmente
entre as espécies. Além disso, o gene RNAr 168 pode ser sequenciz;do de outro gene
RNA ou DNA ribossomal, embora o nimero das moléculas RNAr 16S seja maior
durante o crescimento celular do que o gene correspondente DNAr. Atualmente, é
mais comum seqiienciar as regides conservativas do DNAr (CHEN, 1999).

A adaptagio da reagdo da cadeia polimerase - PCR nos estudos de
microbiologia ambiental aumentaram as chances em detectar gendtipos de menor
abundancia em uma mistura complexa de DNA . A PCR tem sido usada para detectar
os microrganismos em diversos ambientes, inclusive é possivel seqiienciar o gene
RNAr 16S de espécies presentes em uma populagdo mista, sem a necessidade de

isolar culturas (CHEN, 1999).
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A tecnologia do PCR, de acordo com BOWMAN & SAYLER (1996)
possibilitou a derivagdo de varias técnicas, como o uso de fase solida do PCR,
através da qual as seqiiéncias escolhidas sdo imobilizadas em um filtro e depois
amplificadas. A vantagem desse procedimento € que essas seqiiéncias podem ser
amplificadas varias vezes, com a remoc¢ido do “primer” entre as amplificagdes,
através da lavagem a altas temperaturas, a amplificagdo do DNA por impressdo
digital (DAF) e pela técnica DNA polhﬁbrﬁca amplificado ao acaso (RAPD). Essa
técnica utiliza varios “primers” para amplificar as amostras de DNA aleatoriamente;
apos a eletroforese varias bandas sdo observadas, com as caracteristicas de uma
impressdo digital. A PCR foi adaptada também para analise direta de amostras de
DNA ambientais usando o DGGE (Figura 3.12).

As técnicas em Biologia Molecular oferecem novas oportunidades para
analises da estrutura e da composi¢do da comunidade microbiana. Em particular, a
variagdo da seqiiéncia do RNAr tem sido usada para inferir a relagdo filogenética
entre os microrganismos ¢ as sondas de nucleotideos especificas para a detecgéo da
taxa microbiana em ambientes naturais. Estas técnicas tém sido aplicadas também
para determinar a diversidade genética da comunidade microbiana e identificar
varios microrganismos nfo cultivaveis em laboratorio (MUYZER ef al. 1993;
AMANN ef al. 1995).

A caracterizagao molecular da comunidade microbiana pode ser realizada por
diversas rotas ou técnicas, conforme o esquema mostrado na Figura 3.12
Recentemente, a microautoradiografia foi executada juntamente com hibridagao in
situ com RNAr de sonda com oligonucleotideo para estudar as fungdes fisiologicas
in situ de certos microrganismos (NIELSEN et a/., 1999).

A Figura 3.12 apresenta alguns caminhos que podem ser usados para
identificar ou caracterizar a comunidade microbiana num determinado ambiente,
através do método da biologia molecular. A extra¢do dos acidos nucleicos, pode ser
realizada a partir de amostras de células cultivadas ou nfo cultivadas, esta ultima
utilizada no presente trabalho. Apos extragdo, os acidos nucleicos sdo amplificados
diretamente pelo PCR ou passam por uma transcrigio dentro do DNAc, pela enzima
transcriptase reversa (RT), antes de serem amplificados pelos PCR. A partir da

amplificacdo dos acidos nucleicos para avaliar a comunidade microbiana podem ser
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utilizadas trés técnicas: - a do DGGE, usada neste trabalho, devido a facilidade que
oferece na comparagio entre diversas estruturas de comunidades microbianas e que
sera explicada em detalhes posteriormente; - a do T-RFLP, em que os produtos de
DNAr amplificados sdo digeridos com uma enzima de restrigdo, com quatro pares de
bases identificadas e os produtos amplificados sdo marcados com corante
fluorescente em um dos terminais; - € a da clonagem, em que o 16S DNAr individual
¢ separado dos outros e colocado em uma célula hospedeira de tipo especitico, como
por exemplo, a Fscherichia coli, e que passa a ser conhecido como um “clone”. Para
a identificagdo as técnicas do DGGE e da clonagem, exigem a realizacao de
seqiienciamento, seguida por uma analise comparativa com a Base de Dados,
enquanto com a técnica do T-RFLP, pode resultar em identificagio direta.

As rotas indicadas pelas setas tracejadas na Figura 3.12, mdicam as
hibridizagdes in sifu. Esta técnica necessita de sondas de oligonucleotideos
especificos, o que dificulta sua aplicagiio, devido & inexisténcia de sondas especificas

para todas as bactérias.
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FIGURA 3.12: As diferentes possibilidades para caracterizar as amostras ambientais

atraves da analise comparativa de seqiiéncias do RNAr. As setas em azul indicam os
caminhos utilizados no presente trabalho para avaliar a estrutura da comunidade

microbiana (adaptado de AMANN ef a/.,1995).

A técnica do DGGE consiste na separagdo dos fragmentos do DNA de
mesmo comprimento, mas com sequéncias diferentes. A separagdo esta baseada no

decréscimo da mobilidade eletroforética da dupla hélice da molécula DNA
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parcialmente fundida no gel poliacrilamida contendo gradiente linear de
desnaturantes (mistura de uréia e formamida) (MUYZER ef al., 1993).

A desnaturagdo parcial causa a migra¢do pela metade a uma tUnica posigéo,
formando uma discreta banda no gel. A banda individual pode ser cortada para
realizar o seqiienciamento dos nucleotideos. Cada banda pode representar uma
populagdo microbiana (FERRIS ef al., 1996).

A técnica do DGGE segundo CHEN (1999); FERRIS & WARD (1997);
FERRIS ef al. (1996); MUYZER ef al. (1993); MUYZER & RAMSING (1995)
permite: (a) estimar a diversidade bacteriana, inclusive os grupos ndo cultivaveis; (b)
analisar a composigdo e diversidade genética, sem a necessidade do cultivo
individual; (c) identificar a bactéria e verificar o perfil da estrutura da comunidade
bacteriana complexa no ambiente; (d) informar a estrutura da comunidade; (e)
comparar um grande numero de amostras no mesmo gel, facilitando assim a analise.

MUYZER ef al. (1993) utilizaram fragmento do RNAr amplificado pela PCR
e separado pelo DGGE para verificar o perfil das populagdes microbianas complexas
em amostras de sedimentos marinhos e biofilmes obtidos em reatores de esta¢io de
aguas residuarias. Na andlise do DGGE obtiveram acima de 10 bandas diferentes,
resultado que indica a presenga de diferentes comunidades microbianas. Através da
analise do DGGE ¢ possivel identificar constituintes que representam 1 % da
populagio microbiana total.

FERRIS ef al. (1996) amplificaram por PCR e separaram por DGGE o gene
RNAr 16S fragmentado, para analisar a distribui¢do das populagdes microbianas em
regides com diferentes temperaturas (48 °C -72 °C). Amostras coletadas em locais
com mesma temperatura, a analise do DGGE revelou perfil semelhante das bandas
no gel, indicando a presenca de populagbes bacterianas similares. Entretanto, a
analise das amostras coletadas em locais com temperaturas diferentes revelou
diversidade variavel. A partir do seqiienciamento de bandas individuais foram
verificadas as presencas de duas populagdes de cianobactérias e uma de bactérias
verdes ndo sulfurosas

No trabalho seguinte, FERRIS & WARD (1997) utilizaram o DGGE para
avaliar a distribuigéio da populagdo bacteriana, ao longo de um gradiente termal, por

um periodo de um ano. Verificaram que a distribui¢io espacial das populagdes
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bacterianas foram definidas de acordo com a temperatura e observaram também que
as variagdes termais provocaram uma leve mudanga nas populagGes.

FERRIS ef al. (1997) realizaram estudo com o objetivo de explicar os eventos
de sucessdo e perturbagdo de uma comunidade microbiana através do DGGE. Os
resultados mostraram que apos a remogdo de camadas de cianobactérias, ocorreu a
formag@o de uma nova camada de populagdes microbianas diferentes das anteriores
cultivadas em conjunto com os organismos fotossintetizantes.

NIELSEN ef al. (1999) utilizaram fragmentos de DNA amplificados por PCR
e separados por DGGE para analisar a diversidade microbiana de um lodo
proveniente de um reator EBPR. Encontraram onze tipos diferentes de seqiiéncias,
sendo seis predominantes.

CHEN (1999), aplicando PCR e DGGE para analisar o perfil de uma
populagdo microbiana em processos EBPR, encontrou dois fragmentos de seqiiéncias
dominantes. A partir de analise filogenética comparativa sugeriu que um deles
pertencia ao grupo bacteriano Cyfophaga. Os outros fragmentos encontrados estavam
associados & subclasse beta de Profeobacteria. Também observou que esses
fragmentos predominavam durante o periodo de remogéo de fosforo.

A técnica do DGGE e o RFLP revelaram que o DNAr 16s extraido do lodo
EBPR continha varios e diferentes fragmentos de DNA, implicando que no lodo ndo
predominava apenas um grupo de bactéria (BRDJANOVIC ef al., 1998; LIU ef al.,
1997b; LIU ef al., 1997).

MINO ef al. (2000) monitoraram a estrutura da comunidade bacteriana do
processo EBPR usando DGGE e observaram que a estrutura da comunidade
microbiana era complexa devido & presenga de inameras bandas. Durante uma
analise semanal completa, a estrutura da comunidade bacteriana presente foi muito
similar, mas apds um més de operagio do sistema, as amostras diferiram
significativamente.

A aplicagdo da técnica do DGGE no monitoramento das comunidades
microbianas em geral tem sido considerada promissora por muitos pesquisadores
(MUYZER et al., 1993; FERRIS ef al., 1996, FERRIS & WARD, 1997; NIELSEN
ef al, 1999; CHEN, 1999, MINO ef al.,, 2000). No entanto, trabalhos relacionados
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com as comunidades bacterianas presentes, principalmente em processos EBPR
ainda sdo escassos.

Apesar das vantagens e eficiéncia da metodologia molecular, € preciso
lembrar que para realizar um estudo metabolico, fisioldgico sera necessario empregar
técnicas tradicionais de cultivo e isolamento. Inclusive, para aumentar o banco de

dados das seqiiéncias gendmicas.

3.7 - Limitacoes do Método de Biologia Molecular

Embora as técnicas de Biologia Molecular apresentem bons resultados para a
analise de comunidades microbianas complexas, MUYZER & RAMSING (1995)
comentaram que ainda existem alguns problemas a serem superados. E necessario
que a técnica para extragdo dos acidos nucleicos, seja contiavel e reprodutivel para
que a real diversidade genética em ambientes naturais, possa ser determinada.

A amplificagio através do PCR, apesar de ser o método mais adequado para
que a sequiéncia do RNAr da comunidade microbiana ou de culturas puras possam
ser obtidas, pode apresentar problemas quando aplicada em comunidades
microbianas complexas, como citado por WINTZINGERODE ef al. (1997). Os
problemas comuns da técnica de PCR sdo apresentadas a seguir: (a) inibigio da
amplifica¢do pelo PCR devido a presenga de contaminantes co-extraidos com o DNA
- por exemplo, substancias humicas podem dificultar a atividade da enzima
polimerase; (b) amplificagdo diferencial — o “template” de uma comunidade
complexa constitui-se de uma mistura de moléculas homologas. Para obter uma
amplificacdo eficiente ¢ necessario que essas moléculas sejam igualmente acessiveis
na hidridagdo com o “primer”. Um exemplo de amplificagdo diferencial ¢ a variagdo
da composi¢do de G+C do “primer”, pois gene contendo elevado G+C € mais dificil
de ser desnaturado, diferenciando-se assim dos genes com baixo G+C. (¢) formagio
de artefatos nos produtos do PCR, é um risco potencial nas analises da microbiota
complexa, sugerindo a existéncia de organismos que ndo existem em amostras
naturais, o artefato mais relatado ¢ a formagido de “chimeras” entre duas moléculas

homologas diferentes. AMANN et al. (1995), citaram esse problema como a maior
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dificuldade em recuperar a seqiiéncia do DNA durante a amplificagdo do gene pelo
PCR.

Na separagdo dos fragmentos dos genes por DGGE, ¢ necessario realizar um
estudo de padronizagdo, para encontrar as melhores condigdes para as amostras em
estudo, como por exemplo, o tempo de corrida e a concentragdo do gradiente

desnaturante do gel, proporcionando assim uma melhor separagdo das bandas.
3.8 — Calculo para analise do perfil das bandas padroes do DGGE.

CURTIS ef al. (1998) usaram a analise de grupo da matriz de similaridade de
Jaccard para comparar o perfil das bandas padrées de DGGE de diferentes estagdes
de lodos ativados utilizados no tratamento de aguas residuarias. O dedrograma foi
construido unindo dois pontos, neste agrupamento a maioria eram de locais
semelhantes. Estes foram combinados pela sucessdo dos agrupamentos de todos os
locais semelhantes.

GILLAN ef al. (1998) utilizaram um método mais facil para analisar os perfis
das bandas padroes do DGGE das amostras de biofilmes presentes sobre os bivalves.
O biofilme foi comparado entre eles e com os outros usando duas amostras. O
calculo do coeficiente de similaridade Cs (equagdo 1) foi realizado pela seguinte

equagio:

Cs =2J/ (at+b)x100 (D
Onde:
« = o nitmero de bandas do DGGLE no biofilme 1;
b = o nitmero de bandas do DGGLE no biofilme 2;
J = o nimmero de bandas comuns do DGGE.
Dois perfis de DGGE idéntica tem o valor de Cs de 100%, e dois perfis
completamente diferente tem o valor de Cs de 0%. No entanto, esta equagdo néo

considera a intensidade das bandas de DGGIS como um fator variavel,

KURISU ef al. (2000) utilizaram o indice de dissimilaridade (equagao 2) que
considera a intensidade das bandas para compara-las entre si. A intensidade das

bandas fluorescentes foi quantificada usando o ImagequaNT ferramenta produzida
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com o Fluorimager 595, em que a taxa da intensidade da banda e a soma da
intensidade de todas as bandas nas amostras, foram definidas como “intensidade
relativa das bandas”. Bandas que possuiam a mesma localizagdo em diferentes
amostras, foram consideradas com mesma seqiiéncia. No calculo do coeficiente de
dissimilaridade KURISU ef a/. (2000) adaptaram a equagido de HIRASHI e/ al, para

a analise da banda padrao de DGGE, e realizou-se conforme a equagio (2):

D (i,j) = 172X /xg.— x{ (2)
Ondle :
Z.‘C,—k = El}k—' !

X X Ssdo relativas as intensidade das bandas k, nas amostras i e j
respeclivamente.
Se um banda aparecer somente em uma amostra, a intensidade relativa da oufra

banda é considerada como zero.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Descri¢iio da Esta¢iio Piloto - sistema de lodos ativados

modificados — ETE Shibaura, Toquio, Japao.

O sistema modificado de lodos ativados da estagdo piloto para remogdo
biologica do fosforo, estudada no presente trabalho, tem a capacidade de tratar
efluentes municipais com uma vazdo de até 24 m’/d, com um tempo de detengiio
hidraulico de 12h e de retengdo de solidos entre 8,04 d a 10,73 d. A agua residuaria
doméstica era proveniente de areas comercial e residencial, proximas a estagdo de
tratamento municipal de aguas residuarias de Toéquio- Japdo.
A Figura 4.1 mostra um esquema da planta piloto de lodos ativados, onde
pode-se observar a disposigao dos trés sistemas de reagdo em paralelo e o niimero de
compartimentos de cada um. Além disso, indica a localizagdo dos decantadores
primario ¢ secundario. A estagdo piloto consistiu de 3 sistemas de reagdo operados
em paralelo, individualmente, esquematizados na Figura 4.2, cujas diferencas foram:
o Sistema de reagio 1 - consistiu de 5 compartimentos, cada um submetido as
seguintes etapas seqiienciais:- anaerdbia (an);, - andxica (ao); - aerobia (ae); -
anoxica (ao); - aerdbia (ae). A alimentacdo foi escalonada, com efluente do
decantador primario sendo introduzido em dois compartimentos, o anaerébio e no
primeiro aerdbio. Lodo proveniente do decantador primério era também
introduzido no compartimento anaerébio. O retorno do lodo do decantador
secundario era feito no compartimento anaerdbio, e uma parte do conteido do
segundo compartimento aerébio era recirculado para o primeiro compartimento
anoxico (Figura 4.2);

o Sistema de reag¢do 2 — consistiu de 5 compartimentos intercalados, submetidos as

mesmas condigdes que o sistema de reagdo 1. A alimentagfo era escalonada, com
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o mesmo efluente do decantador primario como do sistema de rea¢do 1, porém sem a

introdugdo de lodo proveniente do decantador primario. O retorno do lodo do

decantador secundario e a recirculagio interna eram realizados da mesma forma que

no sistema de reagao 1;

e Sistema de reagdo 3 — consistiu de 3 compartimentos intercalados, com as
seguintes condigdes: - anaerobia; - anoxica; - aerobia. A alimentagdo era feita
apenas com efluente do decantador primario no compartimento anaerébio. O
retorno do lodo do decantador secundario era realizado no compartimento
anaerobio, e parte do contetido do compartimento aerobio era recirculado para o
compartimento anoxico (Figura 4.2).

Os compartimentos sob condi¢des anaerébias e andxicas eram de mistura

completa; na etapa aerdbia, a mistura foi realizada por aeracgéo difusa.

= ANI |=> A0l = AEl = AOI = AEIl
l 13 : 29 3); - ; 4!) s = 5)7 ;

= AN3 |> AO3 = AE3 4
i 127 3

= ANZ |> A2 |= AR2 = A02 |> AR2
6’! 7)! 3?3 931 EOE}

FIGURA 4.1: Esquema da planta piloto de lodos ativados modificados para
EBPR situada na Estagio Municipal de Tratamento de Aguas Residuarias de
Toquio, Japao. (AN anaerobio; AO anodxico; AE aerdbio; 1 sistema de reagéo
1; 2 sistema de reagio 2; 3 sistema de reacdo 3; # ponto de coleta ; D 1° -
decantador primario; D 2° - decantador secundario; os niimeros de 17 a 13”

referem-se aos niimeros dos compartimentos).
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Sistema de
reagio 1

Recirculagéo interna

| *2Decantador
secundario

Reterno do lodo

Sistema de
reago 2

Recirculagéo interna

*1Decant B mecl) P T e i ey S S e 1 *2Decantador
orimario i secundario

Retorno do lodo

Sistema de reagio 3

Recirculagéo interna .
*1Decant 2Decantador
primario secundario

Retorno do lodo

FIGURA 4.2: Esquema dos 3 sistemas de reag@o da estagéo piloto de lodos ativados
modificada, apresentando as condigdes de operagio dos compartimentos.

Legenda: AN anaerdbio; AQ andxico; AE aerébio; *' mesmo decantador primario nos trés
sistemas de reagio; ** mesmo decantador secundério nos trés sistemas de reagio.
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4.2 - Analises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimicas para a caracteriza¢do do afluente (agua bruta) e
do monitoramento dos sistemas de lodos ativados foram realizadas pela equipe de
operagio da Estagdo Municipal de Tratamento de Aguas Residuérias de Shibaura, da
Cidade de Toquio, Japdo. Os resultados foram gentilmente cedidos para compor a
presente tese de doutorado. Os procedimentos utilizados seguiram o APHA (1995) e
o0s protocolos da propria estagdo de tratamento. Os parametros analisados foram pH;
DBOy, DBOs, N-NH,', N-NO,, N-NO;, N-NOy, P-PO.* M-Alk, N- Kj, Pr, SS ¢
niveis de acido acético. As aguas de entrada nos sistemas denominadas aguas brutas
I, 2 e 3 corresponderam as alimentacdes efetuadas durante a operagéo dos sistemas.
No capitulo Resultados e Discussio estdo apresentadas as formas de alimentagdo de

cada sistema de reagdo.

4.3 — Amostragens para a avaliacio microbiana

Na avaliagdo da estrutura da comunidade bacteriana, a primeira coleta das
amostras foi realizada, em todas as etapas dos 3 sistemas de reagdio, no dia 25 de
novembro de 1999. As coletas seguintes foram feitas na Gltima etapa aerdbia
(Figuras 4.1 e 4.2) dos sistemas de reagdo.

Para a verificagdo de uma possivel alteragdo na estrutura da comunidade
microbiana, foram utilizadas amostras coletadas na ltima etapa aerébia, realizadas
diariamente, semanalmente e mensalmente, de acordo com a Tabela 4.1, sendo que a
diaria foi referente as temperaturas mais frias do ano, no més de fevereiro.

A temperatura ambiente nos dias das coletas das amostras foram: - no outono,
de 12°C a 17 °C; - no inverno de 7°C a 15 °C; - na primavera de 18 °C a 24 °C.

A Tabela 4.1 apresenta as datas e a estagdes do ano em que foram realizadas as
coletas das amostras, para a avaliagdo da estrutura da comunidade microbiana

presente no sistema de lodos ativados modificados.
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TABELA 4.1: Datas das amostragens na avaliagdo da estrutura da comunidade

microbiana.

Mes

Estacdo do ano

Novembro de 1999

25 (Perfil 1)

Outono

Dezembro de 1999

02, 09, 15, 22, 28 (Perfil A)

Outono e Inverno

Janeiro de 2000 07, 13 (Perfil B) Inverno

Fevereiro de 2000 04, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29 (Perfil 2) |Inverno

Margo de 2000 01, 02, 03, 30 (Perfil 3) Inverno e Primavera
Abril de 2000 12, 20, 27 (Perfil C) Primavera

Maio de 2000 01, 08, 11 (Perfil D) Primavera

Perfil 1 - referente a condi¢do dos compartimentos dos 3 sistemas de reagiio na época da coleta;
Perfil 2 ¢ 3 - referente a condigdo dos 3 sistemas de reagdio na época da coleta;

Perfil A, B, C e D — ndo loi determinado.

As amostras foram coletadas superficialmente e estavam em constante mistura
provocada pela aeragdo difusa. Devido a profundidade do tanque, utilizou-se um
frasco de plastico de aproximadamente um litro para auxiliar na coleta das amostras.
Essas eram transferidas para tubos de centrifuga de £ 35 mL e transportados em
isopor mantido refrigerado com gelo até o laboratorio. A duragio do percurso era de
aproximadamente uma hora e trinta minutos.

No laboratorio, as amostras foram lavadas e preservadas de acordo com

KURISU & ONUKI (1999) e CHEN (1999). O procedimento sera descrito a seguir.

4.3.1 - Preservacgio das amostras

As amostras de lodos ativados foram lavadas de acordo com o procedimento
descrito a seguir:
1- Adicionou-se 1,0 mL da amostra nos tubos de centrifuga (+ 2,0 mL), previamente
esterilizados;
2- Centrifugou-se os tubos com as amostras por 5 minutos a 15000 rpm; (TOMY
MX-150 High Speed Refrigerated — Micro Centrifuge).
3- Retirou-se o sobrenadante com auxilio de uma pipeta automatica;
4- Adicionou-se 1 mL de solugdo tampdo TE (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA — pH
8,0);
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5- Ressuspendeu-se o pellet sob agitagdo manual, com movimento de + 45 graus;

6- Centrifugou-se novamente por 5 minutos a 15000 rpm; (TOMY MX-150 High
Speed Refrigerated — Micro Centrifuge).

7- Retirou-se o sobrenadante;

8- Armazenou-se o “pellet” a —20°C

4.3.2 - Estudo de padronizacio das condig¢des para a analise do

DGGE.

O estudo de padronizagdo foi realizado para encontrar as melhores condi¢des
para analise através de DGGE, da amostra em estudo, e consistiu nos seguintes:

a) tempo de “corrida” e concentragdo do gel para DGGE - testou-se o tempo de 270

minutos com gel na concentragdo de 30%-60% de gradiente desnaturante, 330
minutos com gel na concentragio de 35%-55% e optou-se pelo tempo de corrida
de 330 minutos, por proporcionar melhor separagio das bandas, como pode ser
visto na Figura A-1 (no anexo A). A concentragio de 30%-60%, escolhida,
agrupava melhor as bandas, facilitando assim a visualizagdo da estrutura da
comunidade microbiana, como mostra a Figura A-2 (no anexo A).

b) namero de ciclos, na amplificagdo do gene — testou-se ciclos de 25, 30 e 35,

utilizando-se tempo de corrida de 330 minutos e concentragdo do gel de 30%-60%
de gradiente desnaturante a fim de encontrar aquele que resultaria em bons
resultados com a técnica de DGGE. Escolheu-se o ciclo de 35, que conferiu
melhor nitidez as bandas, como apresentado na Figura A-3 (no anexo A).

c¢) diluigdes das amostras (acido nucleico + proteina + impurezas)” — as amostras

foram submetidas as trés diluigdes de 10, 20 e 30 vezes. Com esse teste verificou-
se resultados semelhantes, ou seja, ndo foi possivel detectar nenhuma diferenga

entre as diluigdes, como mostra a Figura A-4 (anexo A).

A partir desse estudo de padronizagdo, para as analises das amostras, foram
utilizadas as seguintes condigdes: “tempo de corrida” do gel: 330 minutos;
concentragdes das solugdo de gel de gradiente desnaturante: 30% e 60 %; niumero de

ciclos para amplifica¢do do gene: 35; diluigdes das “amostras™ 30 vezes.
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4.3.3 - Escolha da amostra de acordo com a relacio de acido nucleico

e proteina, na analise do PCR-DGGE.

As amostras coletadas foram separadas por centrifuga¢do (5 minutos), em
triplicatas, lavadas, e armazenadas a —20°C. Apés o armazenamento por 1 semana,
realizou-se a extra¢do do acido nucleico e mediu-se as concentragdes de proteina e de
acido nucleico, por espectrofotometria (Single Cell Module BECKMAN DU® 530 -
Life Science UV/Vis), utilizando-se o programa Warburg—Christian, em 3 pf do
produto da extragdo do acido nucleico acrescidos de 87 pf de agua Milli-Q, ou seja,
em volumes totais sempre iguais a 90 pl.

Inicialmente, as concentragdes de proteina e de acido nucleico foram
determinadas em friplicata, mas a partir da amostra 33, passou-se a analisar apenas
uma amostra. Medidas das concentragdes de proteina e de acido nucleico foram
realizadas em todas as amostras utilizadas na analise de PCR/DGGE. Para um
melhor entendimento das relagdes entre essas medidas podem ser observados
exemplos na Tabela B-2 (no anexo B). As massas das amostras (“pellets”) foram
obtidas em gramas — umido.

A importéncia dessa determinagfo prévia € que, a partir da relagio da taxa do
comprimento de onda de 260 a 280nm, foram escolhidas amostras que apresentavam
relagdes proteina/acido nucleico entre 1,80 - 2,00. Essa faixa, segundo ONUKI
(comunicagdo pessoal, 1999) resultava em melhor analise de PCR/DGGE.

As etapas experimentais na analise da estrutura da comunidade microbiana
utilizando a técnica do PCR/DGGE estdo apresentadas na Figura 4.3, na forma de
diagrama. Em seguida sdo apresentados os procedimentos de cada etapa. Os métodos
para a extragdo dos acidos nucleicos foram realizadas conforme ZHU e/ al. (1993), ¢
a amplificagdo do gene por PCR, o teste em agarose gel eletroforético e a separagio
do fragmento do acido nucleico por DGGE foram feitos de acordo com MUYZER ef
al (1993); LIU ef al (1997); KURISU & ONUKI (1999).
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FIGURA 4.3: Procedimento geral para a analise da estrutura da comunidade
microbiana.

4.3.4 - Extracao dos acidos nucleicos

O procedimento para a extragdo do acido nucleico, sera apresentado em itens
a seguir;
|. Pesou-se aliquotas entre 0,010 a 0,050g de amostra em tubos de centrifuga (2,0
mL);
2. Adicionou-se os seguintes reagentes e homogeneizou-se apos cada adigdo:
- 250 pl tampao de extragido (100 mM Tris/HCI; 40 mM EDTA — pH 9);
- 50 pl del0 % dodecil sulfato de sodio (SDS);
- 150 pl de cloreto de benzila*,
3. Incubou-se a 50°C, por 30 minutos, em banho-maria, com agitagdo;
4. Homogeneizou-se de 3 em 3 minutos, manualmente, com movimentos de + 45

graus;
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5. Adicionou-se 150 pl de solugdo 3M acetato de sodio (NaOAc — pH 5,2) e
homogeneizou-se;
6. Incubou-se em gelo por 15 minutos;
7. Centrifugou-se a 15000 rpm, a 4°C, por 10 minutos (TOMY MX-150 High
Speed Refrigerated — Micro Centrifuge).
8. Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo “eppendorf” (1,7 mL);
9. Ao sobrenadante adicionou-se = 400 pl de éalcool isopropilico, para precipitar o
DNA;
10. Centrifugou-se a 15000 rpm, a 4°C, por 10 minutos (TOMY MX-150 High
Speed Refrigerated — Micro Centrifuge).
11. Descartou-se o sobrenadante;
12. Enxaguou-se o “pellet” adicionando-se 1,0 mL de etanol a 70%;
13. Centrifugou-se a 15000 rpm, a 4°c, por 2 minutos (TOMY MX-150 High Speed
Refrigerated — Micro Centrifuge).
14. Removeu-se todo o sobrenadante;
15. Secou-se o pellet no refrigerador a vacuo, por 3 minutos;
16. Adicionou-se 100 pl de tampao TE, para dissolver o pellet;
17. Armazenou-se no freezer a —20°C.
Verificou-se o resultado da extragdo do DNA, através do teste de agarose, descrito
no item 4.6.

* Reagente toxico — utilizou-se luvas, e a manipulagéo foi feita dentro de capela.

4.3.5 - Amplifica¢do do gene através da reagdo da cadeia polimerase

(PCR).

Utilizou-se o “primer” complementar para a regido conservativa na
amplificac¢do do fragmento de 193bp do DNAr correspondente aos nucleotideos 341
a 534 na sequéncia I.coli (MUZYER et al., 1993). A seqiiéncia do nucletotideo
primer “forward”, € especifico para Eubacteria (357f, S’CCTACGGGAGGCAGCAG-
3’), no final do S’constitui-se de um grampo (clamp) GC de 40pb (357fGC;
5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG  37)  para
estabilizar no procedimento da fusio do fragmento de DNA (MUZYER ef al,
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1993). A seqiiéncia universal foi usado o “primer” reversa (518r;
S’ATTACCGCGGCTGCTGG 3%). O tamanho total do fragmento com o grampo €
de 233-bp. A Figura 4.4 apresenta um esquema da amplificagdo da regido do DNAr
amplificado por PCR, considerando-se a posigdo 341 e 534 como “primer” 1 e 2, € 0

grampo (clamp) como “primer” 3.

10pb NP3 >

pl
— 534
SR— DNAr 168 e
341 <<
P2

FIGURA 4.4: Esquema da amplificagéo do fragmento do DNAr por PCR.
Fonte: MUZYER ef al. (1993).

O procedimento para a amplificagdo de genes sera apresentado nos itens a seguir:
1- O procedimento para o preparo da mistura de PCR para uma amostra esta

apresentada na Tabela 4.2.

TABELA 4.2: Procedimento para o preparo da solugdo de PCR para uma amostra.

N%de dH,O | 10 x Tampdo DNTP Primer Primer AmpliTaq
Amostra PCR (L.5mM | (2mMcada) forward reverse Gold kit
MgClL,) (100 pmol/l) | (100 pmol/1) (5 Ulpl)
1 78, 1L 10pL 10pL 0,2uL 0,2ul 0,5uL

- no preparo da solugdo usou-se tubos eppendorf (0,2 mL: 0,5 mL ou 1,5 mL);

- adicionou-se as solugdes de volumes maiores (exceto a enzima — Taq
polimerase),

- ap0s cada adigdo de uma solugdo, misturou-se com auxilio de micropipeta,

- adicionou-se Taq polimerase,

Observagdo: o volume preparado de solugdo de PCR foi o adequado a quantidade
de amostra

2- Usou-se controles positivo e negativo;

3- Transferiu-se 99 puL da solugéo de PCR para tubos eppendorf de 0,20 mL;
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4- Adicionou-se 1,0 uL. da solugdo de acidos nucleicos, misturou-se com auxilio de
micropipeta;

5- Colocou-se os tubos no termociclador (Gene Amp. 9600 — PCR system) para a
amplificacio;

6- As condi¢des de amplificagdo dos genes estdo mostradas na Tabela 4.3.

TABELA 4.3: Condigdes usadas na programacdo do aparelho para a amplificagio
dos fragmentos de 4cidos nucleicos, por PCR.

Desnaturagio N°de ciclos Anelamento Alongamento Final do
alongamento
95°C 35 94°C 53°C 72°C
10 minutos 30 segundos 30 Segundos 10 Segundos

4.3.6 - Agarose em gel eletroforético utilizada para avaliar o produto
resultante da extra¢do do 4cido nucleico e da amplificagio do gene

por PCR.

Essa etapa experimental tem por objetivo verificar se a técnica de extracdo do
acido nucleico e a amplificagdo, estdo sendo eficazes. O procedimento experimental
¢ o mesmo, diferindo apenas na concentragfio de agarose e no marcador, ou seja, para
verificar o produto do acido nucleico, a concentragdo de agarose é de 1% e o
marcador ¢ A Hind III fragment, enquanto que para avaliar o produto da amplificacio
por PCR a concentragiio de agarose ¢ de 4% e o marcador utilizado é ¢ K 174 HAE
III disgest. O procedimento dessa etapa experimental sera apresentado a seguir, em

itens:

I- Preparou-se as solugdes 1% ou 4%, de agarose mais solugéo tampao TAE X 1;

2- Preparou-se a “bandeja,” colando fita crepe dos lados;

3- Despejou-se o gel na “bandeja” em seguida colocou-se o “pente”, para formar as
cavidades (pogos);

4-  Esperou-se 30 minutos para o gel solidificar;

5- Retirou-se o “pente” e a fita crepe;
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6- Preparou-se a amostra no parafilme usando 5,0 pL de extrato de acido nucleico

ou produto do PCR com 1,0 pL de loading dye;

7- Misturou-se bem a amostra com auxilio de uma pipeta automatica;
8- Transferiu-se as amostras nas “cavidades” do gel;
9- Colocou-se a bandeja no aparelho(Mini-sub-cell GT-Bio Rad) e submergiu-se em

tampdo TAE X [;

10- Utilizou-se o aparelho (Mini-sub-cell GT-Bio Rad) com programagdo de 100 V
constante; por 15 ou 20 minutos;

11- Transferiu-se o gel numa vasilha com brometo de etidio® com auxilio de uma
espatula e deixou-se por 15 minutos;

12-Lavou-se o gel em outra vasilha, com agua Milli-Q, por 5 minutos;

13- Colocou-se na cdmara de transiluminador UV;

14- Observou-se sob exposi¢do a 254 nm UV.

15- Imprimiu-se o resultado ou copiou-se em disquete.

Observacdo: * Brometo de etidio € uma substdncia cancerigena, assim o reagente foi

manipulado sempre com luva e muito cuidado.

4.3.7 - Separagdo dos fragmentos dos genes amplificados por PCR

utilizando a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).

Essa analise tem por objetivo separar os fragmentos do acido nucleico
amplificado por PCR. A separagdo desses fragmentos ¢ de acordo com o grau de
desnaturagdo, ou seja, se ha uma desnaturagdo parcial ocorre a formagdo de uma
banda localizada no meio do gel (MUYZER et al., 1993). Como marcadores (controles
positivos), foram utilizados Acinetobacter calcoacetics (A.c.) ; Cylophaga aqualilis
(C.c.); Escherichia coli (E.c.), Ralstonia eutropha (R.e.). O controle negativo foi
feito apenas com a solugdo sem marcadores. O procedimento dessa analise €

apresentado a seguir, em itens:

1- Preparou-se a solugdo do gel na concentragdo desejada. No presente trabalho,
utilizaram-se solugdes de concentragoes 0%, 30% e 60%, preparadas de acordo

com a Tabela 4.8.



Material e Métodos ) ) ) 65

- Dissolveu-se a uréia nos reagentes liquidos e completou-se o volume até 100mL.
com agua Milli-Q
- Filtrou-se a solugfio usando-se uma membrana de porosidade de 0,2pum;

- Antes de utilizar as solugdes, retirou-se o gas usando-se um respirador com

agitagdo conectado a bomba de vacuo por 5 minutos.

TABELA 4.4: Procedimentos para o preparo da solugdo do gel gradiente

desnaturante.
Concentragio do gel = DGGE (%) 0% 30% 60%
40% de gel de acrilamida (mL) 20 20 20
Solucio de 50 x TAE (mL) 2 2 2
Formamida (mL) 0 12 24
Uréia (g) 0 12,6 252

2- Preparou-se o “sanduiche” com o kit de placas de vidro e suporte;
3- Preparou-se os trés géis, utilizando-se a solugdo preparada de acordo com a
Tabela 4.4, do seguinte modo:
- em *tubos de centrifuga de 15 mL, adicionou-se 14 mL da solugdo de 60%,
100 pL de solugdo corante (azul de metileno); 100 pL de 10% APS; 10 pL de
temed™**.
- em *tubos de centrifuga de 15 mL, adicionou-se 14 mL da solugdo de 30%;
100 pl de 10% APS; e 10 pl de temed**.
- em *tubos de centrifuga de 15 mL, adicionou-se 3 mL da solugdo de 0%; 20 pl
de 10% APS; e 2 ul de temed**.
Obs: *Os tubos de centrifuga com as solugdes, foram mantidos em gelo,
enquanto € realizado a preparagio dos géis.
**() temed era adicionado por ultimo, pois este reagente provocava a
solidificagdo do gel, por isso, depois de sua adigdio o gel foi usado
imediatamente.
4- Transferiu-se os géis (30% e 60%) simultaneamente para o “sanduiche” de placas

de vidro, com auxilio de duas seringas presas ao aparelho injetor;
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5- Apods 10 minutos, colocou-se uma placa semelhante a um pente, para formar as
cavidades. Em seguida, adicionou-se a solugdo do gel 0%;
6- Aguardou-se no minimo 1 hora ou uma noite, preferencialmente, para os géis
solidificarem,;
7- Preparou-se a “camara eletroforética” adicionando-se 140 mL de 50 X TAE e
completou-se para 7 litros, com agua Milli-Q;
8- Colocou-se para aquecer a solugdo a temperatura de 65%, no entanto, na “corrida”
utilizou-se a temperatura constante de 60 °C;
9- Quando a temperatura da “cimara eletroforética atingiu os 65 °C; transferiu-se o
“sanduiche” para essa camara,
10- Retirou-se o “pente” e lavou-se as “pocos ou cavidades” formadas pelo “pente”
no gel, com solugéo tampéo, utilizando-se micropipeta;
11- Preparou-se as amostras, misturando-se 20pl. de amostra (“template”) com 4uL
de 6 x loading dye;
12- Transferiu-se a mistura (amostra+corante) para as “pogos ou cavidades” do gel;
13- Ligou-se a bomba de agitagdo e conectou-se nos eletrodos, "a voltagem de 130V,
14- O tempo de “corrida”, depende de cada pesquisa (£ 300 minutos), no presente
trabalho utilizou-se 330 minutos;
15- Transferiu-se o gel das placas de vidro para a bandeja propria do aparelho
Fluolmager,
16- Adicionou-se a solugdo de *Vistra green (diluida 10.000 vezes), aguardou-se por
15 minutos;
17- Secou-se o excesso com papel absorvente,
18- Colocou-se a bandeja no Fluolmager 595, conectado em um computador com
“scanner’”;
19- Fez-se a leitura no computador, utilizando-se um programa de analise de
imagem.
*Vistra green - substancia cancerigena — manipulou-se sempre com muito cuidado e

com luvas.
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4.3.8 - Calculo para a interpretacio das bandas de DGGE.

Na comparagdo das bandas padroes de DGGE, utilizou-se a equagdo
conforme GILLAN er a/. (1998). Esta equagdo, calcula o coeficiente de similaridade
entre duas amostras e considera o nimero de bandas do DGGE de cada amostra e o
numero de bandas em comum presentes nessas amostras. A equagio para o célculo

do coeficiente de similaridade-Cs é como segue:
Cs=2J/ (atb)x100 (1

Onde:
a - numero de bandas do DGGE na amostra 1
b - nimero de bandas do DGGE na amostra 2

J - nimero de bandas do DGGE comuns.

Quando dois perfis de DGGE sdo idénticos o valor do coeficiente de
similaridade ¢ de 100%, e quando sdo completamente diferentes o valor é de 0%.
Esta equagdo ndo considera a intensidade das bandas de DGGE como um fator

variavel.



5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A partir dos trés sistemas de lodos ativados modificados para o processo EBPR
apresentados no item 4, realizou-se a avaliagdo das condi¢des de operagio e do
desempenho dos trés sistemas. Na analise da comunidade microbiana presente em tais

sistemas empregou-se a técnica do PCR /DGGE.

5.1 - Condicoes de operacido dos trés sistemas de lodos ativados

estudados através dos parimetros fornecidos pela ETE Shibaura.

De acordo com o nimero de compartimentos e com as condigdes de operagdo, 0s
sistemas de reagdio 1 e 2 (Figura 4.2) da estagdo piloto sdo semelhantes ao Bardenpho de
5 estagios. Lembrando que nessa configuragdo o primeiro estagio anaerdbio tem por
objetivo possibilitar reagdes de fermentagdo, através do consumo do substrato organico
do afluente e a ocorréncia da liberagdo do fosforo para o meio; a primeira zona anoxica
(segundo estagio) vem promover a desnitrificagio onde o nitrato ¢ reduzido a nitrogénio
gasoso;, em seguida, o afluente passa pelo primeiro estagio aerdbio que permite a
ocorréncia da nitrificagdo e do consumo de fosforo; a segunda zona andxica possibilita
novamente a desnitrificagdo; o estagio final, também aerdbio, impede a liberagdo de
fosforo do lodo.

As diferengas dos sistemas 1 e 2 em relagdo ao Bardenpho de 5 estagios sdo a forma
de alimentagdo escalonada (Figura 4.2), no caso do sistema de reagdo 1, existe a

introdugdo de lodo proveniente do decantador primario na zona anaerobia. Essa
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configuragdo visou aumentar a biomassa no sistema e diminuir a quantidade de lodo do
decantador primério.

O sistema de reagdo 3 (Figura 4.2) assemelhava-se marcadamente ao sistema
Phoredox de 3 estagios ou sistema A20, no qual a remogio do nitrogénio ocorre
principalmente através da recirculagdo interna da zona aerdbia para a zona andxica
(Figura 3.2). A alternancia entre as condi¢des anaerobias e aerobias, necessaria para a
remogdo do fosforo, é alcangada por meio da recirculagdo do lodo, a qual € direcionada
para a zona anaerobia. Neste sistema de reagdo existe a necessidade de uma elevada
eficiéncia de desnitrificagdo, pois o retorno de nitratos a zona anaerobia deve ser evitado
para ndo desfavorecer a remogao biologica de fosforo.

Algumas condigOes operacionais dos sistemas de lodos ativados 1, 2 e 3, durante o
periodo de amostragem para a analise da comunidade microbiana através da técnica
PCR/DGGE est#o apresentadas nas Tabelas 5.1, 5.2 ¢ 5.3, e sdo referentes ao periodo de
novembro de 1999, fevereiro e mar¢o de 2000. As condigdes mostram principalmente a
operagdo em relagdo ao reciclo de lodo nos sistemas piloto, sob um tempo de retengdo
hidraulica (HRT) de 12h.

As Tabelas 5.4, 5.5 e 5.6 mostram outros parametros de operagdo dos sistemas de
lodos ativados para o periodo de abril e maio de 2000, cabendo salientar algumas
altera¢des nas condigdes de operagdo dos sistemas, designadas por periodo. No dia 08
de maio de 2000 deu-se o inicio de entrada de lodo do decantador primario no tanque
anaerdbio, com uma vazdo de 10L/h. No dia 09 de maio de 2000 ocorreu alteragdo no
volume de descarte de lodo em excesso, como mostrado na Tabela 5.5. No dia 23 de
maio foi feita a substituicdo da bomba e do local de captacdo do afluente bruto. Assim,
as condigdes de operacdo da estagdio piloto foram alteradas no dia 26 de maio de 2000,
segundo as informagdes apresentadas na Tabela 5.6. No dia 29 de maio de 2000, o
afluente bruto apresentou coloragdo escura, bem diferente daquela anteriormente

utilizada, tal fato tem causa desconhecida.
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TABELA 5.1: Condigdes de operagdo da estagao piloto no dia 25 de Novembro de 1999,

Condigdes Sistema de reagfio | Sistcma de reagiio | Sistema de reagiio
1 2 3

Razdo do sistema 05:05 05:05 -

HRT (h) 12 12 12

A-SRT (d) 5,88 10,5 10,5

Indice de recirculagiio 0,7 0,7 2.0

Indice de retorno 0.5 0,5 0.5

Descarte do lodo em excesso (mn’/d) 1,26 0,7 0,67

Legenda: Razdo de operagiio do sistema = alimentagio em dois periodos; A-SRT = idade do lodo; indice
de recirculagiio = quantidade de lodo ¢ meio que recircula no sistema; indice de retorno = quantidade de
lodo ¢ meio que retorna do decantador secunddrio ao sistema; descarle do lodo em excesso = quantidade
de lodo descartada do sistema; (-) = sem alimentagio em dois periodos.

TABELA 5.2: Condigdes de operagio da estagdo piloto no dia 15 de Fevereiro de 2000.

Condigdes Sistema de reag¢iio | Sistema de reagio Sistema de reagiio
1 2 3

Razdo do sistema 05:05 05:05 -

HRT (h) 12 12 12

A-SRT (d) 10,94 10,02 10,02

indice de recirculagio 0,3 0.3 2.1

Indice de retorno 0,5 0,5 0,5

Descarte do lodo em excesso (m’/d) 0,7 0,77 0,7

Legenda: Razdiio de operagio do sistema = alimentacdo em dois periodos; A-SRT = idade do lodo; indicc
de recirculagiio = quantidade de lodo ¢ mcio que recircula no sistema; indice de retorno = quantidade de
lodo e meio que retorna do decantador secunddrio ao sistema; descarte do lodo em excesso = quantidade
de lodo descartada do sistema; (-) = sem alimentagdo em dois periodos.

TABELA 5.3: Condigdes de operagdo da estagio piloto no dia 08 de Marco de 2000.

Condicgbes Sistema de reag¢io 1 | Sistema de reagiio 2 | Sistema de reagio 3
Razio do sistema 05:05 05:05 -

HRT (h) 12 10 12

A-SRT (d) ' 9,59 &0 9,12

Indice de recirculaciio 0,7 0,7 1.5

Indice de retorno 0,5 0.5 0.5
Descarte do lodo em excesso 0,77 0.9 0,77

(m/d)

Legenda: Razio de operagio do sistema = alimentacdo em dois periodos; A-SRT = idade do lodo; indice
de recirculagiio = quantidade de lodo e meio que recircula no sistema; indice de retorno = quantidade de
lodo e meio que retorna do decantador secundario ao sistema; descarte do lodo em excesso = quantidade
de lodo descartada do sistema; (-) = sem alimentagfio em dois periodos.
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TABELA 5.4: Condigdes de operagao da estagdo piloto no dia 28 de abril de 2000.

Parimetros Sistema de reagfio 1 | Sistema de reagio 2 | Sistema de reagfio 3
HRT (h) 12 12 12

indice de recirculagiio 0,7 0,7 1,5

indice do retorno 0.5 0,5 0,5
Descarte do lodo em excesso (nr'/d) 0,77 0,77 0,70
A-SRT (d) 9,59 9,59 10,02
Temperalura da dgua brula e 12,2 12,2 11,5
Volume de dgua (ratada (m>/d) 24 24 24

OD no tanque de acragiio’ (mg/L) 1,5

Legenda: indice de recirculagfio = quantidade de lodo e meio que recircula no sistcma para ocorréncia da
nitrificacio; A-SRT = idade do lodo; HRT= Tempo de retengio hidriulica; indice de retorno = quantidade
de lodo ¢ meio que retorna do decantador secunddrio ao sistema; descarte do lodo em excesso =
quantidade de lodo descartada do sistema; OD= oxigénio dissolvido, 'operaciio controlada; (-) = nifo
realizada.

TABELA 5.5: Condigdes de operagdo considerando o volume de descarte de lodo em
excesso da estag@o piloto no dia 09 de maio de 2000.

Parametros | Sistema de 'réac;id 1 | Sistema de reacdo 2 | Sistema de reacgio 3
HRT () ' 12 12 12
Descarte do lodo em excesso (m’/d) : 0,69 0,69 0,65
A-SRT (idade do lodo - dias) 10,73 10,73 10,8
Temperatura da dgua (CC) 10,4 10,4 10,3

Legenda: A-SRT = idade do lodo; descarte do lodo em excesso = quantidade de lodo descartada do sistema.

TABELA 5.6: Condlc;oes de operagdo da estag@o piloto no dia 26 de maio de 2000.

Pardmetros Sistema de reagdo 1 | Sistema de reagao 2 | Sistema de reagao 3
Indlce de recncuhgao 0,7 0,7 L5
indice do retomo 0,5 0,5 0,5
Remocio teorica de N (%) 77.3 77.3 66,7
Descarte de lodo ¢ excesso (ilﬁ/d) 0,92 0,92 0,87
A-SRT (idade do lodo) (dias) 8,04 8,04 8,04
Temperatura da Agud.(r. C). 15 15 15
Entrada do lodo bruto (vazio - 1/h) 10 - -
leilhlé 'd'e ‘Agua tratada (m /d) 24 24 24
HRT() 12 12 12
oD hdténque dc ‘lCl"lQﬂD (mgfL) L5

Legenda: A-SRT =

idade do lodo; HRT= Tempo de retencio hidraulica; indice dc recirculagio =
quantidade de lodo e meio que recircula no sistema para ocorréncia de nilrificagio; indicc dc retormno

quantidade de lodo e meio que retorna do decantador secunddrio ao sistema; remogdo tedrica do N em %=
estimativa da remegio de nitrogénio do sistema; descarte do ledo cm excesso = quantidade de lodo
descartada do sistema; entrada do lodo bruto= quantidade de lodo que cntra no sisicma do decantador
primédrio; OD = oxigénio dissolvido, 'operagio controlada; (-) = nio realizada.
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As modifica¢des ocorridas nos trés sistemas durante o periodo de operagdo foram
feitas segundo a resposta dos sistemas as condigdes de operagao.

A evolugdo do indice pluviométrico da ETE Shibaura esta mostrada na Figura 5.1
(os valores estdo mostrados na Tabela C-1, no anexo C). Pode-se observar que o periodo

de chuvas mais acentuado esteve entre margo e abril de 2000.
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FIGURA 5.1: Representagdo grafica dos indices pluviométricos (mm) no periodo de
janeiro a maio de 2000.

O indice pluviométrico sugere um periodo de chuvas mais intenso nos meses de
abril e margo e o0 menos intenso em fevereiro, que corresponderam a alguns periodos de
coleta.

No periodo mais seco que ocorreu no més de fevereiro (Figura 5.1), verificou-se
que houve uma alteragdo na operagdo dos sistemas, com relagdo ao indice de

recirculagio que foi menor (Tabela 5.2).
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5.2 - Avaliacio do desempenho dos trés sistemas de lodos ativados
estudados utilizando os parametros de monitoramento fornecidos pela

ETE - Shibaura.

Os resultados das determinagdes fisico-quimicas para a caracterizagdo do
afluente (agua residuaria ou bruta) e dos valores de amostras retiradas dos diferentes
compartimentos de cada sistema de reacdo que compde a estagdo piloto estudada estdo
apresentados nas Tabelas 5.7 a 5.17. Os valores fisico-quimicos da entrada no sistema
anaerobio e do retorno de lodo também foram monitorados para cada sistema de reagéo.
A Tabela 5.17 mostra o acompanhamento do sistema de reagdo 3 durante a maioria dos
dias do més de Abril, periodo chuvoso. A composigao da agua bruta de alimentagdo ¢ as
condigdes de alimentagdo foram semelhantes aquelas dos sistemas de reagao anteriores.

A estagdo piloto estd ilustrado nas Figuras 4.1 e 4.2, do capitulo Material e
Métodos, em que se visualizam os compartimentos de cada sistema de reagdo. Cabe
salientar que os valores apresentados da sessio dos dados foram fornecidos e
monitorados pela ETE - Shibaura, permitindo a compreensao das condigdes dos sistemas
bioldgicos estudados na analise da comunidade microbiana pela técnica PCR/DGGE. A
composi¢do do afluente nos compartimentos de cada sistema de reagio (sistemas de
reagdes 1, 2 e 3) foram as mesmas. A numeracio dos afluentes 1 e 2 indica a entrada de
alimentagdo nos sistemas (razdo de alimentagao do sistema, Tabelas 5.1, 5.2 e 5.3) em
dois periodos diferentes do mesmo dia, bem como nos compartimentos indicados na
Figura 4.2 do capitulo Material e Métodos, sistemas de reacdo 1 e 2. Os perfis fisico-
quimicos dos trés sistemas de reagfio foram determinados em periodos distintos
(Novembro, Fevereiro e Margo). Esses trés perfis apresentam caracteristicas fisico-
quimicos da agua bruta, do lodo do decantador secundario que retorna ao sistema e dos
compartimentos dos sistemas de reagfio (1, 2 e 3). A Tabela 5.16 apresenta um perfil
especifico para o més de Abril, do sistema de reagdo 3. Este perfil mostra as
determinagdes fisico-quimicas do tanque anaerébio e aerdbio, do efluente tratado, do
lodo em excesso que € descartado do sistema e do lodo do decantador secundario que

retorna ao sistema.
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TABELA 5.7: Perfil 1- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do
retorno do lodo e do monitoramento do sistema de reagdo 1 - realizadas em 25/11/1999.

Pardmetros Afluente | Retorno | AN | *AE2-1 | AO-1 | Afluente | AE-1 | AO-2| AE-2
1 de lodo 2 ;
Hordrio 9:00 9:00 | 10:00 | 10:00 | 10:35 | 12220 | 12:20 | 14:00 | 15:30
pH 7,29 683 | 707 | 673 | 697 | 727 | 675 | 704 | 672
DBO; (ng/L) | 150,60 - - - - 111,00 - - -
DBOs(mg/L) | 3460 | 099 | 486 | 168 | 228 | 2780 | 090 | 138 | 165
N-NH, (mg/L) | 2112 ND | 1146 ND | 695 | 2210 | ND | 563 | ND
N-NO; (mg/L) | ND 0,08 | ND | 024 | 007 | N | 017 | 043 | 024
N-NO; (mg/L) | ND 466 | ND | 538 | 021 | ND | 665 | 052 532
N-NOy (mg/L) | ND 484 | ND | 562 028 | ND | 682 | 095 ]| 556
P-PO, (mgL) | 7.8 050 | 1020 | 128 | 715 | 246 | 2.52 | 2,04 | 0386
M-Alk mg/L) | 15746 | 5892 |121.96| 5872 |101.84| 159,56 | 58.32 | 92,58 | 60,78
Kji-N(mgl) | 2800 | 32760 | - ; - 28.28 ] - | 138,60
PTgl) | 876 | 12340 | - . . 3.95 - - | 50,06
SS (mg/L) 1. 3953 . : . . ’ - 1467
Acido Acético | 24,24 - - - - 12,39 5 2 2
(mg/L)

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBO;: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOs:

demanda bioquimica de oxigénio soliivel; N-NH,: concentragdo de nitrogénio na forma de ion

amonio; N-NO;: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NO;: concentragdo de

nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentragdo de N na forma de NOj; (nitrato) e de NOy

(nitrito); P-PO,: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =

NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal), P-T: concentragao de

fosforo total; SS = soélidos em suspensao; (-) = nio realizado; Os valores do retomo de lodo

indicam a entrada no compartimento AN; (¥) analise realizada no ultimo compartimento aerébio,

apos introducgdo do afluente 1.
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TABELA 5.8: Perfil 1- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do
retorno do lodo e do monitoramento do sistema de reagio 2- realizadas em 25/11/1999.

: .Pa:rﬁm:elr(:)s | Afluente | Rcl'oin'lo__ AN : *AE2—1 AO-1 Aﬂueme AE-1 AO-Z AE-Z_
e delodo | , | = -
Horario : 9:00 9:00 10:00 10:00 10:35 - 12:20 | 14:00 | 15:30
pH 7,29 679 | 711 | 690 | 7.00 ; 676 | 7,03 | 675
DBO; (mg/L) | 150,60 - . ; - - . ) ]
DBOs (mg/L) | 34,60 126 | 480 | 108 | 204 . 114 | 135 ] 093
N-NH,mg/L) | 2012 | ND | 1135 ND | 712 s ND | 572 | ND
N-NO, (mg/L) | ND 017 | ND | 006 | 005 - 0,09 | 035 | 006
N-NO; (mg/L) | ND 452 | ND | 560 | 017 : 6.83 | 024 | 588
N-NOy (mg/L) | ND 469 | ND | s66 | 022 s 692 | 0,59 | 594
P-PO, (mg/L) | 7.8 1,10 | 1096 | 198 | 7,01 : 343 | 278 | 1,55
M-Alk (mg/L) | 15746 | 58,74 |122,60| 5840 |10148| - 56,64 | 93,96 | 59,40
 KiN@ugL) | 2800 | 38640 | - - . 5 - - | 159,60
P-T (mg/L) 876 | 13570 | - ’ < - - - | 6505
SSmgl) | - 4863 s 5 . : g - | 2060
Acido Acético | 24,24 ] . . ] ] ] ] )
- (mg/)

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBO¢: demanda bioquimica de oxigénio total, DBOs:
demanda bioquimica de oxigénio solivel; N-NH,'": concentragio de nitrogénio na forma de ion
amonio; N-NO,: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NOj: concentragido de
nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentragdo de N na forma de NO; (nitrato) e de NOy
(nitrito); P-PO,: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =
NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentra¢do de
fosforo total; SS = solidos em suspensdo; (-) = ndo realizado; Os valores do retomo de lodo
indicam a entrada no compartimento AN; (*) analise realizada no ultimo compartimento aerébio,

apos introdugdo do afluente 1.
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TABELA 5.9: Perfil 1- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do
retorno do lodo e do monitoramento do sistema de reagdo 3 - realizadas em 25/11/1999.

~ ParAmetros Afluente I |Retornode| AN | *AE2-1 AO-1 AE22
s lodo =
Horario 9:00 9:00 9:40 9:40 10:50 12:50
g 7,29 6.83 6,99 6,68 6,99 6.82
DBO; (mg/) | 150,60 - ; - . :
DBOs (mg/L.) 34,60 1,20 3,84 0,45 2,52 0.72
N-NH; (mg/L) 21,12 ND 9.92 ND 6.26 ND
 N-NO, (mg/L) ND 0,11 ND ND 0,05 ND
 N-NO, (mg/L) ND 4.18 ND 6.47 030 6.19
 N-NOy (mg/L) ND 4,29 ND 6,47 035 6.19
PPO,(mgl) | 728 0,18 7.06 0,57 420 0.29
 MeAlkugl) | 15746 5888 | 11444 | 5566 97,82 59,74
Ki-N@mgL) | 2800 414,40 : : ; 170,80
- P-T(mg/l) 8,76 186,40 . = - 75,19
SS (mg/L) - 5723 s - - 2292
Acido Acético (mg/L) 24,24 - . = - -

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBOy: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOs:

demanda bioquimica de oxigénio soliivel; N-NH, : concentra¢do de nitrogénio na forma de ion

amonio; N-NO,: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito;, N-NO;s": concentragdo de

nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentragdo de N na forma de NO; (nitrato) e de NO,’

(nitrito); P-PO,: concentracdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =

NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentragdo de

fosforo total; SS = Solidos em suspensdo; (-) = ndo realizado; Os valores do retorno de lodo

indicam a entrada no compartimento AN; (¥) primeira analise realizada no compartimento

aerdbio, apos introdugdo do afluente 1.
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TABELA 5.10: Perfil 2- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do
retorno do lodo e do monitoramento do sistema de reag¢do 1 — realizadas em 15/02/2000.

ParAmetros Affuente | Retorno | AN | *AE2-1 | AO-1 | Afluente | AE-1 AO-‘Z AE-2
o = ~ 1 | delodo : 2 = S
Horirio . . 15:00 15:00 15:50 15:50 16:30 18:20 18:20 | 20:00 | 21:40
pH 7,20 6,606 7,06 6,64 6,93 7,29 6,50 6,86 6,55
DBO; (lliyL) 238,80 - - - - 222,00 - - -

DBO; (ng/L) 24,00 120 | 3,00 | 1,98 | 336 | 2250 | 195 | 3.30 | 1,56

N-NH; (mg/L) 23,43 0,18 12,45 0,10 10,13 24,83 0,09 | 7.06 0,28

N-NO, (mg/L) ND 0,29 ND 0.10 ND ND ND | 043 | 0,13

N-NOJ (uig_/_L) | ~D 8,71 ND | 1024 | 033 ND | 10,67 | 4,18 | 11,03
N-NOx (mg/L) ND 9,00 ND | 1034 | 033 ND | 1067 | 461 | 1116
P-PO; (mg/L) 8,82 670 | 789 | 710 | 816 | 1229 | 744 | 873 | 868

M-Alk (mg/L) . 16128 | 4804 [12082| 46,06 [109.14| 160,32 | 44,92 | 88,00 | 4320
Ki-N(@mgL) | 3408 | 664.70 = . = 33.40 - - | 247.80
P-TmgL) | 1582 | 266,89 5 2 - 17,72 5 . 99,30
SS (mg/L) - 8385 - - - - - - 2785

~ Acido Acélico | 5,53 - . - - ND - - -

- (mg/L)

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBOy: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOx:
demanda bioquimica de oxigénio soltivel; N-NH,": concentragdo de nitrogénio na forma de ion
amonio, N-NO,: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NO;: concentragio de
nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentra¢do de N na forma de NO; (nitrato) e de NO,
(nitrito); P-POy: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =
NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentragao de
fosforo total; SS = Solidos em suspensdo; (-) = ndo realizado; Os valores do retorno de lodo
indicam a entrada no compartimento AN; (¥) analise realizada no ultimo compartimento aerdbio,

apos introdugdo do afluente 1.
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TABELA 5.11: Perfil 2- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do lodo
de retorno e do monitoramento do sistema de reagio 2 — realizadas em 15/02/2000.

Pardmetros | Afluente Retorno AN | *AE2-1 | AO-I A_ﬂuc’ﬂte: AE-1 | AO-2 | AE-2
: 1 de lodo 2 — .
Horario 15:00 15:00 | 15:50 | 15:50 | 16:20 | 18:10 | 18:10 | 19:30 | 21:00
__pH 7,20 670 | 698 | 665 | 69 | 733 | 660 | 687 6,58
DBO; (mg/L) | 238,80 - - - - 212,40 - - -
DBOg (mgjL) 24,00 357 | 336 | 204 | 405 12 0,90 | 195 0,90
N—NH;; (mg/L)| 2343 0,71 789 | 012 8.89 | 2487 | 008 | 676 | 021
N-NO, (mg/L)| ND 0,21 ND 0,12 ND ND ND ND ND
N-NO; (mg/L)| ND 6,31 ND 9,03 ND ND 982 | 3.50 9,84
N-NOy(mg/l) | ND 6,52 ND 9,15 ND ND 982 | 3.50 9.84
P-PO, (mg/L) | 8,82 7,02 | 7,73 700 | 802 | 11,88 | 7,56 | 8.74 8.46
M-Alk g/L) | 16128 | 60,98 |116,52| 5090 |111,72] 162,36 | 49.54 | 91.38 | 4836
KiN(mgL) | 3408 | 82600 | - : - | 3a16 | - - | 269,64
P-T (mg/L) 15,82 | 278.17 - = = 16,25 - - 110,56
SS (mg/L) . 10150 - 2 - : z s 3206
Acido Acético | 5,53 - - - - ND . - -
(mg/L)

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBOy: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOs:

demanda bioquimica de oxigénio soluvel; N-NH,": concentragdo de nitrogénio na forma de ion

amonio; N-NO,: concentracdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NO;s: concentragido de

nitrogénio na forma de nitrato; N-NOy: concentragdo de N na forma de NO; (nitrato) e de NO,

(nitrito); P-PO,: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =

NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentragdo de

fosforo total; SS = Solidos em suspensio; (-) = ndo realizado; Os valores do retommo de lodo

indicam a entrada no compartimento AN; (*) analise realizada no ultimo compartimento aerébio,

apods introdugdo do afluente 1.
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TABELA 5.12: Perfil 2- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do

retorno do lodo e do monitoramento do sistema de reag¢do 3 — realizadas em 15/02/2000.

Parimetros Afluente 1 | Retorno de AN ~ *AE2-1 AO-1 AE-2
| = _ e
Horario 15:00 15:00 15:30 15:30 16:30 18:10
il 7.20 6,60 6,90 6.66 6.89 6,62
DBO; (mg/L) 238,80 = - - . .
DBOs(mg/lL) | 24.00 1,95 2,85 1,20 2,40 0,84
N-NH,(mg/L) | 2343 0,25 10,28 0,05 5,93 0,06
N-NO: (mg/L) ND ND ND ND ND ND
N-NO; (mg/L) ND 7.48 ND 10,17 4,16 10,50
N-NOx (mg/L) ND 7,48 2,16 10,17 4,16 10,50
P-PO, (mg/L) 3,82 5,58 10,43 5,53 6,54 6,03
M-Alk (mg/L) 161,28 56,74 108,94 17.30 86.40 45,00
Kij-N (mg/L) 34,08 796,30 - . 264,04
P-T (mg/L)) 15,82 362,81 : g 121,47
SS (mg/L) - 9485 ; : 3193
Acido Acético (img/L) 5,53 - - - - -

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBOr: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOs:

demanda bioquimica de oxigénio soliivel; N-NH,": concentragdo de nitrogénio na forma de ion

amonio; N-NO,: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NOs concentragdo de

nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentragdo de N na forma de NO; (nitrato) e de NOy

(nitrito); P-POy: concentragdo de fosforo na forma de fosfato, M-Alk = alcalinidade; kj-N =

NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentracdo de

fosforo total; SS = Solidos em suspensdo; (-) = ndo realizado; Os valores do retomo de lodo

indicam a entrada no compartimento AN; (*) primeira analise realizada no compartimento

aerdbio, apos introdugdo do afluente 1.
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TABELA 5.13: Perfil 3- Valores das determinacgdes fisico-quimicas do afluente, do

retorno e do monitoramento do sistema de reagdo 1 — realizadas em 08/03/2000.

- ?hfﬁliletros . Afluente | Retorno | AN >5‘AE_2_—1 :AQ-I: Aflucnic 'A_E-_l' AO_-Z AE2 :
: 1 de lodo e 2= ==
Horario | 9:00 9:00 | 10:00 | 10:00 | 10:30 | 12:20 | 12:20 | 14:00| 15:30
o0 735 666 | 700 | 671 | 693 | 716 | 660 | 688 | 6.68
DBO; (mg/L) | 191,63 - - : - | 22200 | - : -
DBOs (mg/l) | 3960 | 1,67 | 11,55 | 201 | 468 | 3720 | 144 | 293 | 149
N-NH; (mg/l) | 2831 | 022 | 1448 | o011 | 888 | 29076 | 006 | 7.11 | o.11
N-NO, mg/L) | ND 028 | N0 | 014 | no | Np | 010 | 024 | 015
N-NO;(mg/L) | ND 399 | ND | 638 | o1l | ND | 779 | 1.81 | 654
N-NOy(mg/L) | ND 427 | N | 652 | o011 | ND | 789 | 205 | 669
PO, ey | 1141 | 274 | 1158 | a4 | 839 | 1235 | 433 | 626 | 446
MAlk(mg/L) 16872 | 5806 |12624| 5334 |113.67] 16892 | 4806 | 91,54 51,10
CKjiNmgL) | 3724 | 75600 | - - - | 3682 . - | 250,60
PTgl) | 149 | 29332 | - ; . 16,26 ; - | 9732
_SSE(_nig./-Ii.,).-- - 9410 - - - - - - | 2888
Acido Acético | 825 - - - - 7,01 - - -
(mg/L)

Legenda: pH: potencial hidrogenidnico; DBO1: demanda bioquimica de oxigénio total, DBOs:

demanda bioquimica de oxigénio soluvel; N-NH, : concentragdo de nitrogénio na forma de ion

amonio; N-NO,: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NO;: concentragio de

nitrogénio na forma de nitrato; N-NOy: concentracio de N na forma de NO; (nitrato) e de NO,

(nitrito); P-PO,: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =

NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentragdo de

fosforo total; SS = Solidos em suspensdo; (-) = ndo realizado; Os valores do retorno de lodo

indicam a entrada no compartimento AN; (¥) analise realizada no ultimo compartimento aerdbio,

apods introdugao do afluente 1.
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TABELA 5.14: Perfil 3- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do
retorno de lodo e do monitoramento do sistema de reagio 2 - realizadas em 08/03/2000.

Parimetros | Afluente | Retormo | AN ’?AE__Z-I_ AO-1 | Afluente | AE-1 | AO-2 | AE-2

1 delodo | 2 : o
~ Hordrio 9:00 9:00 9:50 9:50 | 10:20 | 11:50 | 11:50 | 13:10 | 14:30
pH 7.35 6,71 6,99 669 | 691 7.13 6,63 | 685 | 660
DBO; (mg/L) | 191,63 - . - : 217,13 - - .

DBO; (mg/L) 39,60 2,28 13,23 1,77 4,08 374 1,44 2,63 1,25

N-NH, (mg/L) | 2831 021 | 1211 | 007 | 878 | 2446 | 005 | 6,69 | 0,10

N-NO, (ng/L) ND 0,08 ND 0,15 ND ND 0,12 | 0,08 | 0,16
N-NO; ng/L) | ND 3,58 ND 6,18 0,11 ND 788 | 1,08 | 6,60
N-NOx (mg/L) | ND 3,66 ND 6,33 0,11 ND 8,00 | 116 | 6,76

P-PO; (mg/L) | 1141 2,78 11,04 | 3,37 7,15 11,87 424 | 575 | 439

M-Alk (mg/L) | 168,72 60,16 | 123,74 | 53,80 |102,54] 171,24 | 49,22 | 90,38 | 51,98

Ki-NmglL) | 3724 | 78120 | - . - | 3788 | - - |262.60
P-T(mgl) | 1490 | 25433 | - - - | 1581 | - - | 9505
S (mg/L) g 9380 - 5 : : : - | 3063
Acido Acético | 8,25 : . - . 3,52 - . -

_ (mg/L)

Legenda: pH: potencial hidrogenionico, DBOy: demanda bioquimica de oxigénio total;, DBOs:
demanda bioquimica de oxigénio soliivel; N-NH,": concentragdo de nitrogénio na forma de ion
amonio; N-NO,: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NOj: concentragio de
nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentragdo de N na forma de NO; (nitrato) e de NOy
(nitrito); P-PO,: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =
NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio orgéanico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentragdo de
fosforo total; SS = Solidos em suspensdo; (-) = ndo realizado; Os valores do retorno de lodo
indicam a entrada no compartimento AN; (*) analise realizada no ultimo compartimento aerdbio,

apds introdugdo do afluente 1.
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TABELA 5.15: Perfil 3- Valores das determinagdes fisico-quimicas do afluente, do

retorno de lodo e do monitoramento do sistema de reagdo 3 - realizadas em 08/03/2000.

Pardmetros Aﬂuemc 1 [Retornode| AN *AEZI AO-1 AE-2
lodo = '
Hordrio 9:00 9:00 9:40 9:40 11:00 13:20
== pi 7.35 6,63 7.05 6,70 6.93 6,61
DBO; (ng/L) 191,63 . - - - «
DBO; (ing/L) 39,60 2,04 7.38 1,97 4.73 1,34
N-NH, (mg/L) 28,31 0,19 13,65 0,06 9.83 0,04
N-NO, (mg/L) ND 0,12 ND 0,12 ND 0,08
N-NO; (mg/L) ND 6,35 ND 8.61 0.17 8,25
N-NOy (mg/L) ND 6.47 ND 8.73 0,17 8,33
P-PO; (mg/L) 11,41 2,46 8,36 2,56 6,28 2,84
M-Alk mg/L) | 168,72 53,02 116,50 45,12 104,24 45,94
Ki-N@mgL) | 3724 733.60 = - . 243,60
PT(mg/L) | 1490 234.89 e - . 99,84
SS(mglL) - 8515 - - . 2870
Acido Acético (mg/L) 8.25 - - - - .

Legenda: pH: potencial hidrogenionico; DBOy: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOs:

demanda bioquimica de oxigénio soliivel; N-NHy': concentragio de nitrogénio na forma de ion

amonio; N-NO;: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrito; N-NQj;": concentragio de

nitrogénio na forma de nitrato; N-NOx: concentragio de N na forma de NO; (nitrato) e de NO,

(nitrito); P-POy: concentragdo de fosforo na forma de fosfato; M-Alk = alcalinidade; kj-N =

NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio organico + nitrogénio amoniacal); P-T: concentragdo de

fosforo total; SS = Solidos em suspensio; (-) = ndo realizado; Os valores do retorno de lodo

indicam a entrada no compartimento AN; (¥) primeira analise realizada no compartimento

aerobio, apos introdugdo do afluente 1.



Tabela 5.16: Valores das determinagdes fisico-quimicas dos compartimentos do sistema de reagdo 3 — realizadas no més de abril de 2000.

Tanque anaerobio Tanque Efluente tratado Lodo em Lodo de
i aerébio CXCESS0 reciclo
P-PQO, 88 S8V S8 S8V | pH DBOr | DBOs [ DQOr 1DQOs| | 88 Kj-N N-NH4 | N-NOa | N-NOy, | P-T P-PO; | M-alk | Kj-N P-T SS S8V
(mg/L) | (mg/L) | (L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) | (mg/L) | (mg/l) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mgL) |(mgl) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (gL

4 1459 12583 12068 2240 {1920 [6.85 11025 [2.84 265 119 |66 4.9 028 (029 |- 208 063  |52.86 2002 [71.96 |- -

5 1549 2388 1920 (2380 [1053 [6.77 7.1  |1.52  [1243 [10.06 |95 308 |0a1 023 1145 |209 |036 635 |- - - -

6 704 2328 1938 [2270 |1893 |6.64 |10.61 |17 13.85 (9.2 |14 3.5 011 |04 5,15 158|125 |484 11946 6531 |7573 |6293
7 8.7 2185 1950 2218 1853 6.54 11.06 1071 14.4 9.63 13.5 2.66 0.08 0.22 2.35 2.11 1.8 41,2 - - -

11 314 2150 |1808 |2158 [1823 |6.80 11668 [3.06 [17.88 [13.00 |1600 (235 [029 |035 |- 8§46 |7.81  |47.70 1192.08 |65.82 |- -
12 1594 2313 (1950|2165 |1828 |676 11551 |2.66  [18.08 11157 |14.80 {227 (020 |026 |- 480 |424 14804 |- 5 . 5

13 |7.42 2200 |1815 2208 |1858 |678 11500 [3.48 [17.88 112.60 [12.40 {252 |026 [033 |8.23 428 |394 |5148 |19824 | 5888 |6640 |5220
14 |7.00 (2180 |1808 [2273 1918 (682 1416 |2.10 [17.40 11243 1340 [23% (017 032 |827 [246 [210 |4738 |- 3 -
1§ 14,07  [2368 [1958 2340 |1918 [6.67 [1338 |1.64 |13.57 1963 [1233 252 [011 033 |737 1.86 133 14298 1194.60 | 67.20 -

19 |548 2205 |1828 2303 |1873 |6.65 |12.57 |16l 1414 {1073 |9.00 {246 |06 |033 [7.88 158 | 120 [4218 |- - - -
20 | 807 12330 |1940 [2310 [1918 |672 |1143 [120 |1486 {1063 |700 [272 |04 |031 |7.69 145 | 103 [42.46 | 193.20 | 62.49 | 6270 |4995
211210 {2175 |1808 2293 [1905 |63 [1068 [129 1229 (925 1400 [252 loa1l {008 [571 0.76 1040 [39a8 |- - -

25 |4.00 {2153 |1760 12093 |1718 6,67 |1395 [2.72 11597 |11.17 |14.50 13.08 |028 021 [8.09 621 |503 4638 |176.40 |68.82 |- -
26 1661  [2116 1769 12177 |1817 |6.62 |14.70 [1.29 1557 [994 |1650 |2.66 015 1028 |7.82 419 3.67  |3800 |- - -

27 1017  |2020 {1620 |2148 1721 [6.64 |1130 131 1583 |1043 12533 [252 1023 1019 854 [251 [221  |47.44 |168.00 5934 | 5736 | 4604
28 |3.93 2706|2215 2122 1753 662 |10.84 |1.05 j1512 [9.63 [1867 |196 023 |0.18 |7.00 1.88 [1.56  |3588 |- - - -

(] @ SOpPINSaY

OUSSHIS]

Legenda: pH: potencial hidrogenidnico; DBO+: demanda bioquimica de oxigénio total; DBOs: demanda bioquimica de oxigénio solivel, DQOr : demanda quimica de
oxigénio total; DQOs : demanda quimica de oxigénio soluvel; N-NH;": concentragfio de nitrogénio na forma de ion aménio; N-NO,: concentragio de nitrogénio na forma
de nitrito: N-NO;": concentragdo de nitrogénio na forma de nitrato; N-NOy: concentragio de N na forma de NO; (nitrato) ¢ de NO, ™ (nitrito). P-PO.: concentragio de
fosforo na forma de fosfato: M-Alk = alcalinidade; kj-N = NTK: nitrogénio Kjeldahl (nitrogénio orginico + nitrogénio amoniacal), P-T: concentracio de fosforo total;

SSV= Sélidos volateis em suspensdo; SS: sdlidos em suspensio; () ndo determinado.

€8



Resultados e Discussdo 84

Observou-se o metabolismo da remocgdo de fosfatos (Tabelas 5.7, 5.8, 5.9, 5.13,
5.14 e 5.15) no periodo analisado, considerando-se os valores iniciais desse composto e
os apresentados no retorno de lodo nos proprios sistemas a exce¢do do periodo que
caracterizou o perfil 2 (Tabelas 5.10, 5.11 e 5.12), j4 comentado. A Tabela 5.16
apresenta as determinagoes fisico-quimicas do sistema de reagao 3, realizado no periodo
mais chuvoso referente ao més de abril de 2000, com exceg¢do dos dias 11 e 12, 25 e 27,
observa-se também a ocorréncia da remogdo de fosfatos no efluente tratado.

Para auxiliar na compreensdo do processo EBPR, dos trés sistemas de reagdes,
foi realizada representagdo grafica dos perfis fisico-quimicos, mais especificamente da
demanda bioquimica de oxigénio e do fésforo na forma de fosfato.

Nos graficos ndo serdo representadas as primeiras determinagdes (DBOg e POy)
realizadas no Gltimo compartimento aerobio, referente a coluna AE2-1 das Tabelas 5.7 a
5.15. Para melhor visualizar o decaimento da demanda bioquimica de oxigénio e do
fosforo na forma de fosfato ao logo dos compartimentos (anaerdbio, anoxico e aerdbio)
de cada sistema de reagdo, como pode-se observar a seguir.

As Figuras 5.2 a 5.4 apresentam os valores quantitativos da demanda bioquimica
de oxigénio soluvel nos compartimentos de cada sistema de reagéo 1, 2 ¢ 3 ao longo dos
trés periodos estudados (perfis 1, 2 e 3), lembrando que o sistema de reagdo 3 € formado
de trés compartimentos, assim a interrup¢do na linha amarela das Figuras 5.2 a 5.7 séo
referentes aos compartimentos aerébio e anoxico ausente nesse sistema, como pode ser

observado na Figura 4.2.
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FIGURA 5.2: Representa¢do grafica dos valores da demanda bioquimica de oxigénio
soliivel nos compartimentos dos sistemas de reagdo 1, 2 e 3. Perfil 1 realizado em
25/11/99 (AN compartimento anaerobio; AOQ-1 primeiro compartimento andxico; AE-1
primeiro compartimento aerobio; AO-2 segundo compartimento andxico; AE-2 segundo

compartimento aerobio).
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FIGURA 5.3: Representagdo grafica dos valores da demanda bioquimica de oxigénio
solivel nos compartimentos dos sistemas de reagdo 1, 2 e 3. Perfil 2 realizado em
15/02/00 (AN compartimento anaerobio, AO-1 primeiro compartimento anoxico, AE-1
primeiro compartimento aerobio; AO-2 segundo compartimento andxico; AE-2 segundo

compartimento aerdbio).
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FIGURA 5.4: Representagdo grafica dos valores da demanda bioquimica de oxigénio
solivel nos compartimentos dos sistemas de reagdo 1, 2 e 3. Perfil 3 realizado em
08/03/00 (AN compartimento anaerobio; AO-1 primeiro compartimento anoxico, AE-1
primeiro compartimento aerbio; AO-2 segundo compartimento andxico; AE-2 segundo

compartimento aerobio).

Verificou-se que houve remogdo de DBOs, devido aos valores maiores de DBO
solivel no primeiro compartimento dos sistemas de reagdo 1, 2 e 3, diminuindo nos
seguinte estagios (anoxico e aerobio), aumentando um pouco nos compartimentos
anoxicos, e reduzindo na ultima etapa aerobia, como pode ser visto nas Figuras 5.2, 53 e
5.4. O sistema de reagdo 3 operados com valores de DBO soluvel mais baixo que os
outros dois sistemas, mostrou-se eficiente, apesar de possuir dois compartimentos
(aerobio e andxico) a menos.

As Figuras 5.5 a 5.7 apresentam os valores quantitativos do fosfato total nos
compartimentos de cada sistema de rea¢do 1, 2 e 3 ao longo dos trés periodos estudados
(perfis 1, 2 e 3), ressaltando que o sistema de reagdo 3 constitui-se de dois
compartimentos a menos (andxico e aerdbio), na representagdo grafica € marcada por

uma interrupgio.
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FIGURA 5.5: Representagdo grafica dos valores de fosfato total nos compartimentos dos

sistemas de reacdo 1, 2 e 3. Perfil 1 realizado em 25/11/99. (AN compartimento

anaerobio; AO-1 primeiro compartimento anoxico, AE-1 primeiro compartimento

aerobio; AO-2 segundo compartimento andxico; AE-2 segundo compartimento aerdbio).
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FIGURA 5.6: Representacio grafica dos valores de fosfato total nos compartimentos dos

sistemas de reagdo 1, 2 e 3. Perfil 2 realizado em 15.02/00 (AN compartimento

anaerobio; AO-1 primeiro compartimento andxico, AE-1 primeiro compartimento

aerobio; AO-2 segundo compartimento andxico; AE-2 segundo compartimento aerobio).
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FIGURA 5.7: Representagao grafica dos valores de fosfato total nos compartimentos dos
sistemas de reagdo 1, 2 e 3. Perfil 3 realizado em 08/03/00 (AN compartimento
anaerobio; AO-1 primeiro compartimento anoxico, AE-1 primeiro compartimento

aerdbio; AO-2 segundo compartimento andxico; AE-2 segundo compartimento aerébio).

A partir das Figuras 5.5, 5.6 e 5.7 verificou-se que houve remocgdo de fosfatos
nos perfis 1 ¢ 3 nos trés sistemas de reagdo. No perfil 2 observou-se um pequena
remogao de fosfato apenas no sistema de reagdo 3.

Os resultados mostram que os dois sistemas de reacdo | e 2 que apresentam
caracteristicas semelhantes ao sistema Bardenpho 5 estagios e o sistema de reagdo 3 que
se semelhante ao Phoredox, removeram fosfatos presentes na Afluente, e os
compartimentos anaerobios ocorreu a liberagdo de fosfatos, indicando presenga de
PAQOs, pois como visto no item 3, esses organismos usam o polifosfato (poli-P) como
fonte de energia e liberam o ortofosfato no meio para utilizar os substratos organicos e
armazenam na forma PHA ou PHB (JENKINS & TANDOI, 1991; LIU ef al.,1996;
MINO et al ,1997 e 1998; SUDIANA ef al., 1998).
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As Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 mostram os valores dos mesmos parametros no sistema
de reagdo 3 durante o més de abril de 2000. Além disso, apresentam os valores de

fosforo total e dos teores de solidos em suspensdo no mesmo sistema de reagao.

[~ Efluente ——Lodo

Fo'sforo total (mg/L)
8

6
18/4
20/4
224 11
24/4
26/4

FIGURA 5.8: Representagdo grafica na comparagdo dos valores de fosforo total
presentes no efluente tratado e no lodo em excesso (descartado) do sistema de reagdo 3,

durante o més de abril de 2000.

[ —Aneerdbio —Efluerte |

10-

P-PO4 (ma/L)

FIGURA 5.9: Representagdo grafica na comparagdo dos valores de fosfatos presentes,
no compartimento anaerobio e no efluente tratado, no sistema de reagdo 3, durante o més
de abril de 2000.
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FIGURA 5.10: Representagio grafica na comparagdo dos valores de solidos em
suspensdo presentes nos compartimentos anaerobio e aerobio, no sistema de reagdo 3
durante o més de abril de 2000 (SS - Solidos em suspensio; SSV = Soélidos volateis em

suspensdo; a = aerobio; an = anaerdbio).

A Figura 5.8 mostrou que os valores de fosforo total no efluente tratado € baixo,
enquanto que no lodo em excesso a concentragdo é elevada, indicando a presenga de
microrganismos que acumulam poli-P. Quando os PAOs siio dominantes o conteudo de
fosforo na biomassa do lodo € alto, devido a acumulagdo de poli-P. Inclusive na
operagdo dos sistemas de lodos ativados modificados, a EBPR ¢ atingida quando se
retira a biomassa com alto conteido de fosforo do sistema. Por isso, o crescimento
estavel dos PAOs € essencial para a operagdo dos processos EBPR (MINO ef al., 1998).
A excegdo de uma fase operacional, cujos valores dos pardmetros estdo apresentados no
perfil 2.

A existéncia de maiores concentragdes de fosfatos na zona anaerdbia foi também
verificada (Tabelas 5.7, 5.8, 5.9, 5.13, 5.14 ¢ 5.15 e Figuras 5.5 e 5.7), como postulado
por HENZE (1997) através da reagdo (3.3) apresentada no capitulo Revisio da
Literatura.

2C,H40, + (HPOs) + H,0 — (C,H40,), + PO, +3H" (3.3)

poli-P maléria orgénica estocada



Resultados e Discusséo 91

Como comentado, os organismos acumuladores de fosfatos (PAOs) sdo
caracterizados, principalmente, pela sua capacidade anaerébia em utilizar os substratos
organicos ¢ estocd-los usando a energia da hidrolise do poli-P armazenado, sem
consumir qualquer aceptor final de elétrons. Assim, os acidos orgénicos originados pela
fermentagfo (principalmente os de cadeia curta) suprem as vias metabolicas dos PAOs
sob condigdes anaerobias. Portanto, a presenga de fosfatos na zona anaerobia dos
sistemas estudados pode ser relacionada a esse metabolismo. O desaparecimento do
fosforo/fosfato nos compartimentos aerébios € atestado (Tabelas 5.7, 5.8, 5.9, 5.13, 5.14
¢ 5.15 e Figuras 5.5 e 5.7), assim como um aumento nos compartimentos andxicos, em
que a diminui¢do do nitrato foi também observada (Tabelas 5.7, 5.8, 5.9, 5.13, 5.14 e
5.15).

A Tabela 5.17 mostra os valores de acidos orgéinicos determinados em amostras
das aguas brutas, dos efluentes e dos lodos do decantador primario durante o més de
maio de 2000. Sdo valores dosados fora do periodo dos perfis dos sistemas de reacéo, e
os valores do afluente bruto correspondem a fragdo liquida e solida na entrada do
decantador primario. Os valores determinados para a Afluente correspondem a

alimentagdo dos sistemas de reagéio (vazio de entrada).
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TABELA 5.17: Valores dos acidos organicos (mg/L) presentes no afluente, no efluente €

lodo do decantador primario do monitoramento realizado em maio de 2000.

 Afluentebruto | Efluente do decantador | Composigio da Atluente | Lodo do decantador
Dias-t= S LEaE ~ prmdno e esoprimaHe
=alaile Ay A A A A A Ae
Acélico | Propidnico | Acélico | Propidnico | Acélico { Propidnico | Acético | Propionico
1 | ND ND 10,2 ND ND ND ND ND
8 | ND ND ND ND ND ND ND ND
9| 164 ND 20,2 ND 29.7 ND 59 4 8.1
10 | 312 ND 32,2 ND 22,7 ND 83.9 26,3
11| 307 ND 36,5 ND 29.4 ND 1102 V74
e 2 ND 39,8 ND 314 ND 1153 43,2
15 6,2 ND 19,5 ND ND ND 6,1 9.9
16 | 136 ND 21,8 ND 2.6 ND 140,9 447
17 | 250 ND 30,6 ND 17,9 ND 118,9 31.8
18 | 108 ND ND ND 21,5 ND ND ND
19 | 28 ND 217 ND 173 ND 100,3 314
22 _' 11,5 ND 15,9 ND ND ND 67.0 9.3
3 | 229 ND 26.4 ND 11,3 ND 83,5 23,1
24 | 208 ND 25,0 ND 19,2 ND 87,4 25.7
25 | 277 | ND | 339 | WD 23,0 ND 107,9 33.1
26 | 306 ND 36.8 ND 26,3 ND 156.5 714
3 '29,7 248 ND 26,6 ND ND ND 49,9 47
30 | 3717 ND 432 ND 26,6 ND 93,8 11,0
31| 340 ND 40,9 ND 27,9 ND 116.3 417

(ND) — ndo determinado

Os valores de acidos organicos de cadeia curta estdo apresentados, a titulo
ilustrativo, ja que correspondem ao periodo final das coletas realizadas nesse trabalho,
na Tabela 5.17, destacando-se a composigdo presente no afluente. Ndo sdo
concentragdes elevadas, mas usuais de aguas residuarias de origem doméstica. O lodo do
decantador primario que foi utilizado na alimentagdo do sistema de reagdo | durante a

ultima etapa de coleta de amostras contém quantidades maiores dos acidos organicos,
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provavelmente devido as maiores quantidades de matéria organica passivel de hidrolise
e fermentagdo sob condigdes anaerdbias. No afluente bruto da ETE sempre esteve
presente acidos organicos de cadeia curta, e o acido acético nas fontes de alimentagdo
dos sistemas no periodo considerado.

E importante salientar que os modelos descritos para a utilizagio do acido acético
apresentados na revisfo da literatura, mostram que os acidos orgénicos de cadeia curta
sdo formados por bactérias fermentativas a partir de substratos organicos complexos e
sdo convertidos pelos PAOs em PHB, PHA e¢ PHV. KORTSTEE er al. (2000)
comentaram que existe uma razdo molar entre conteudo de fosforo inorgénico no meio
em relagdo ao conteudo de acetato que facilita a promogdo da sintese dos granulos de
reserva intracelular.

Os valores de DBOtotal ¢ DBOsolavel, respectivamente apresentados nas
Tabelas 5.7 a 5.15 e Figuras 5.2 a 5.4, mostram o conteudo baixo de matéria organica
em geral caracteristico de residuos liquidos de origem doméstica (ALEM SOBRINHO,
1991; SPEECE, 1996). Os valores ao longo dos compartimentos revelam a degradagao
de uma parcela na fase aerdbia, ocorrendo sempre um aumento na fase anoxica. Na fase
aerdbia o desaparecimento dos compostos fosfatados foi também observado, como
indicado por outros pesquisadores (MINO ef al. ,1998), fase na qual a sintese dos
compostos energéticos ocorre pelo consumo do fosfato no meio.

A relagio fosforo:carbono apresentada por LIU ef al. (1996) igual a 20:100 (igual
a 0,2) que favorece o acaimulo de elevado conteudo de poli-P celular pelos PAOs. No
caso de sistemas EPBR, pode ser analisada em relagdo aos teores determinados no
presente trabalho de P-total:DBOsoluvel (considerando a medida indireta de
determinag@o de parte do conteiido de carbono no sistema, e da alimentagéo inicial de
cada periodo), cerca 0,25 (perfil 1), em seqii€ncia 0,66 (perfil 2), 0,38 (perfil 3).
Verifica-se, que a relagdo utilizada durante o periodo de operagdo do perfil 2 foi mais
elevada, o que poderia justificar a ndo remogéo de fosfatos verificada nos trés sistemas
monitorados em fevereiro de 2000.

A avaliagdo dos trés sistemas de reacéo, sistemas de reagdo 1, 2 ¢ 3 para remogao

biologica do fosforo em excesso, revelou que as condigdes operacionais foram bastante
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proximas no periodo considerado, de novembro de 1999 a maio de 2000. Destaca-se o
fato de que a recirculagdo interna (remogdo de nitrato) no sistema de reagdo 3 sempre foi
maior, do compartimento aerobio para o anoxico. Como ja observado, a remogao de
fosfato se deu no pri'meiro e terceiro periodo, sendo semelhante (Figuras 5.5 ¢ 5.7). No
segundo periodo, a remogao de fosfatos ndo foi verificada (Figura 5.6), isso talvez esteja
relacionada a reducdo da recirculagdo nos trés sistemas, a mudanga na idade e no
descarte de lodo do sistema de reagdo 1 (Tabela 5.3), em relagdo ao periodo anterior
(Tabela 5.2). O aumento da recirculagdo imposta no periodo subseqiiente pode ter
favorecido o retorno a remogao biolégica do fosforo, como constada na Tabela 5.4.

No més de abril (Tabela 5.16) pode-se notar que a remogio de fosfato variou ao
longo dos dias para o sistema de reagdio 3, mesmo que os valores obtidos na data de 28
de abril de 2000 néo tenham revelado diferencgas em relagio ao periodo anterior (Tabelas
5.3 e 5.4 — sistema de reagao 3). No entanto, os valores de fosfato nas datas 11 e 12,25 ¢
27 foram elevados no efluente tratado, o que pode ser devido a alguma particularidade
operacional ndo identificada durante a coleta dos dados na ETE-Shibaura ou a vazio de
recirculagdo interna.

As Figuras 5.8 a 5.10 (Tabela 5.16) ilustram os valores do contetido de fosforo
total, fosfato e solidos no sistema 3. A remogdo de fosfatos, como indicado
anteriormente, foi instavel em alguns periodos, ndo podendo ser relacionada a variagdo
do conteudo de solidos volateis no meio de reacio.

A analise dos dados cedidos pela ETE-Shibaura procurou revelar a ocorréncia da
remogdo biologica de fosfatos nos sistemas de reagdo 1, 2 e 3 durante o periodo
amostrado para avaliagdo da comunidade microbiana através da técnica do PCR/DGGE.
No entanto, deve-se comentar que o desempenho em relagio a DBOs (ig/L) nos trés
perfis realizados nos trés sistemas de reagdo, sempre foi superior a 90%, considerando
todas as entradas de alimentagdo e a saida no Ultimo compartimento aerobio. Vale
ressaltar também que os dados s@o referentes aos meses de novembro de 1999, fevereiro
e mar¢o de 2000. No més de fevereiro de 2000, os trés sistemas de reagdo apresentaram
menor eficiéncia, ¢ 0 més de margo de 2000 a eficiéncia na remogio dos sistemas foi

otimizada. Observou-se que a eficiéncia da remogio do fosforo (%) na forma de fosfato
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(P-POs — mg/L) também foi eficiente, considerando os valores de entrada das
alimentagbes e saida no altimo compartimento dos trés sistemas de reagdio, sendo
superior, em geral, a 70%.

Os valores de pH dos sistemas sempre esteve proximo a neutralidade,
favorecendo a agdo microbiana pretendida, como também discutido por LIU ef al.
(1996¢), que determinaram um efeito deletério do pH sobre o metabolismo anaerdbio,
mostrando que maior velocidade de utilizagdo do acetato pelos PAOs ocorria em valores
de pH proximos a 6,8.

Os resultados também apontam que o conteudo de nitratos foi removido nos
compartimentos anodxicos nos sistemas estudados, nos periodos analisados, destacando a
importancia da recirculagdo interna da mistura liquida dos compartimentos aerobios para
08 andxicos.

A qualidade do efluente tratado reportada na Tabela 5.16 para o sistema de
reagdo 3 no més de abril, sistema esse semelhante ao Phoredox pode ser comparada a
outros sistemas de reagdo semelhantes, em que observa-se uma quantidade elevada de
fosforo total no lodo em excesso descartado. Segundo KORTSTEE ef al. (2000), em
geral, o conteido maximo de fésforo no lodo para uma grande maioria de plantas EBPR
varia entre 35 a 180 mg/L de fosforo por g de lodo (peso seco).

SAMUDIO (1999) verificou eficiéncia da ordem de 70% na remogéo biologica
de fosforo e na remogdo de matéria organica superior a 90% operados com esgotos
sanitarios, em um sistema de tratamento piloto, com processo de lodos ativados operado

por batelada.

5.3 - Emprego da Técnica PCR/DGGE para analise da comunidade

microbiana

Para a analise da comunidade microbiana, utilizando a técnica de PCR/DGGE
primeiramente realiza-se a avaliagfo da relagio entre as quantidades de acidos nucleicos,

proteinas e biomassa (“pellet”) presente em cada amostra (item 4.4.3). Tais relagdes
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permitem a obtengdo de melhores resultados na etapa de amplificagdo das amostras para

a analise de PCR/DGGE a serem discutidos a seguir.

5.3.1 - Determina¢do dos conteiidos totais de acidos nucleicos e de

proteinas.

Para um melhor entendimento das relagdes entre o peso imido do “pellet e os
acidos nucleicos e proteinas encontradas em cada amostra estas sdo representadas
graficamente na Figura 5.11. A caracterizagdo das amostras em gramas do “pellet”
utilizado para a extragiio do acido nucleico, bem como as medidas da concentragdo de
proteinas e 4cidos nucleicos presentes nas amostras pode ser visto na Tabela C.1 (no
anexo C). Especifica-se também o local e as datas de coleta de cada amostra estudada
através da analise da estrutura da comunidade microbiana. A Figura 5.11 mostra a
representacio grafica dos valores de concentragdo dos conteidos totais de acidos
nucleicos, proteinas e massa em gramas das amostras referidas.

A concentragio de proteina nas amostras (produto da extragio composto de
acidos nucleicos + proteinas + impurezas) foi proporcional e maior do que a de acido
nucleico (Figura 5.11). Inicialmente o peso timido do “pellet” variou de 0,012 a 0,066
gramas ¢ a partir da amostra 33 ficou na faixa de 0,018 e 0,32g.

Verificou-se que o aumento da massa em gramas da amostra ndo foi proporcional
a concentragio dos conteidos de proteinas e acidos nucleicos nas amostras. Assim,
optou-se em utilizar o peso umido do “pellet” proximo a 0,020g, para anélise do DGGE,
pois este valor poderia diminuir a concentragdo de substincias desconhecidas, uma vez
que as amostras utilizadas consistiam de diferentes comunidades microbianas em meio

complexo.
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FIGURA 5.11: Representagiio grafica dos valores de concentragdo dos contetidos totais
de acidos nucleicos e proteina, bem como da massa em gramas das amostras utilizadas
na analise da estrutura da comunidade microbiana.

Este procedimento visou encontrar amostras com relagdo de proteina e acidos

nucleicos entre 1,8-2,0, pois estes eram adequadas na analise de PCR/DGGE.

5.3.2 - Aplicacio da Técnica PCR / DGGE para anailise das

comunidades microbianas

Os resultados apresentados neste item referem-se as analises de PCR/DGGE
realizadas com as amostras coletadas nos periodos analisados dos sistemas de reac¢do
para a remogao biologica de fosforo. O objetivo maior foi promover a comparagdo e a
avaliagdo das estruturas e da dindmica das comunidades bacterianas presentes nos
sistemas de reagdo, verificando uma possivel alteragdo que pudesse ocorrer diariamente,
semanalmente e mensalmente na estrutura da comunidade microbiana em fungdo das

condigdes de operagdo para a remogdo de fosforo. Os resultados e discussdes sobre a
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efetividade da técnica de extragdo dos acidos nucleicos, o teste de agarose ¢ o produto da
amplificacdo por PCR e a analise de DGGE serfio mostrados nos itens a seguir,
considerando as amostras de todos os compartimentos, € amostragens mensais, semanais

e digrias do ultimo compartimento aerdbio, que compdem os sistemas.

5.3.2.1 - Resultados da extracio de DNA em géis de agarose

Para verificar se a extragio dos “templates” foi adequada, as amostras foram
previamente avaliadas em gel de agarose 1%. A Figura 5.12 ilustra um dos resultados
em gel de agarose, revelando que a extragio do material genético foi adequada. O
produto da reagdo de PCR foi também avaliado em gel agarose 4% . Verifica-se que a
amplificagiio dos fragmentos dos acidos nucleicos, exemplificada na Figura 5.13, foi

obtido com sucesso.

FIGURA 5.12: Foto de gel de agarose 1% - Produto da extragdo dos acidos
nucleicos.
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FIGURA 5.13: Gel de agarose 4% do produto de PCR.

5.3.2.2- Analise da estrutura da comunidade microbiana pela técnica

PCR-DGGE

Neste estudo os resultados da analise do PCR-DGGE mostraram que a separagdo
padriio dos fragmentos dos acidos nucleicos tiveram diferentes mobilidades, ou seja,
ocorrendo a formagio de varias bandas, indicando a presenga de diversos grupos
microbianos.

Iniciou-se a discussio avaliando os grupos microbianos nos compartimentos dos
trés sistemas de lodos ativados modificados. Em seguida verificou se ocorreu as
alteragdes na estrutura da comunidade bacteriana e comparou-se entre si, ao longo do
tempo de operagdo, utilizando amostras mensais, semanais e didrias, coletadas na Gltima
etapa aerdbia.

As especificagdes de cada linha referente a data de coleta da amostra ¢ 0 nimero
do sistema de reagfio estfio apresentados nas Tabelas D.1, D.2, D.3 € D.4 (no anexo D).

Para melhor visualizagfio das bandas presentes nos géis de DGGE apresentados
neste item, realizou-se algumas ampliagdes que sfo mostrados nas Figuras A.5 a A.16
(no anexo A).

Dados referentes aos calculos dos coeficientes de similaridades utilizados nas

representagdes graficas estdo apresentados nas Tabelas E.1 a E.20 (no anexo E).
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» Avaliagdo dos grupos microbianos nos 3 sistemas de reagido

compartimentados

Devido a dificuldades encontradas na comparagéo das bandas padrdes dos
géis de DGGE realizados com amostras mensais e diarias, resolveu-se pela utilizagio
de marcadores como controle positivo. Para tanto as culturas adotadas como
marcadores foram Acinefobacter calcoacetics (A.c.), Cytophaga aquatilis (C.a.),
Escherichia coli (E.c.) e Ralstonia eutropha (R.e), visto que, essas espécies ja
haviam sido encontradas no processo de EBPR (WAGNER ef al., 1994; BOND et
al., 1995).

Na avaliagfo da estrutura da comunidade microbiana submetidas as condigdes
anaerdbia, anoxica e aerdbia, dos sistemas de reagdo 1, 2 e 3, utilizando o gel de
DGGE da Figura 5.14, realizou-se a representagiio grafica da Tabela 5.19, para
melhor visualizagdo do perfil das bandas. Em seguida, usou-se a equagio do
coeficiente de similaridade para comparar os compartimentos de cada sistema
individualmente, como mostrado na Figura 5.15, utilizando o nimero de bandas
enconiradas nos compartimentos do sistema de reagio 1. O coeficiente de
similaridade entre os compartimentos dos sistemas de reagido 2 e 3 foram iguais, ou

seja de 100%, por isso ndo foram apresentados os graficos destes perfis.
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TABELA 5.18: Representacao grafica do perfil do DGGE (Figura 5.14) de todos os

compartimentos de trés sistemas de rea¢do de lodos ativados.

Sistema dereagio | Sistemna dareagio 2 Sistama dereagio 3

N M | 1AN | 240 | 34E | 440 | SAE | 6AN | 740 | 8AE | 940 | I0AE | 1aN [ 1240 | BAE | H
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17 | EE 01
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19 - 30 AN HE BN | 05
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Legenda: N= posiciio das bandas; V = numero de bandas produzidas em cada amostra ou
coluna; H = niimero de bandas das posi¢des de cada coluna, sem levar em consideraco as
bandas dos marcadores (marcas negras representam as bandas).

Na analise do DGGE (Figura 5.14 e Tabela 5.18) observou-se onze bandas
similares, indicadas por C2, C6, C12, C20, C21, C22, C25, C27, C28, C29 e C35,
que persistiram nos compartimentos submetidos as condi¢des diferentes (anaerobia,
anoxica e aerobia) dos trés sistemas de reagdo 1, 2 e 3, sugerindo a existéncia de

onze populagdes em comuns, nesses trés sistemas.
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FIGURA 5.15: Representagdo grafica da comparagio das bandas do DGGE,
entre os compartimentos do sistema de reagdo 1, a partir do calculo do
coeficiente de similaridade (os nimeros de 1 a 5 referem-se ao nimero dos
compartimentos (Figura 4.1); AN, AO e AE, indicam as condi¢des; anaerobia,
anoxica e aerobia submetidas pelos compartimentos).

Na Figura 5.15 verificou-se que a estrutura da comunidade microbiana entre
os compartimentos 3 (anaerobio) e 4 (aerébio) do sistema de reagdo 1 possuiu 100%
de similaridade, enquanto os compartimentos 2 (anéxico) e o 5 (aerobio)
apresentaram um coeficiente de similaridade menor (93%). O coeficiente de
similaridade para os demais compartimentos ficou em torno de 95%. Esses valores,
indicam a existéncia de algumas popula¢des diferentes, com excegdo dos
compartimentos representados no gel de DGGE pelos nimeros 3 e 4.

O coeficiente de similaridade entre os compartimentos dos sistemas de reagao
2 e 3 foram de 100%, sugerindo que as populagdes mostraram-se similares,
possivelmente esteja relacionado ao mesmo tipo de afluente e as condigGes
operacionais proximas.

A Figura 5.16 mostra a comparagdo das bandas do DGGE calculada a partir
do coeficiente de similaridade entre os compartimentos dos sistemas de reagdo 1 e 2,
visando avaliar a similaridade e a variagdo da estrutura da comunidade microbiana
desses sistemas de reagiio por constituir-se de niimero igual de compartimentos e

estarem submetidos as mesmas condi¢gdes de alimentagio do tipo escalonada,
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diferindo no afluente, pois o sistema de reagéio 1 recebeu parte do lodo do decantador

primario.
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FIGURA 5.16: Representagdo grafica da comparagio das bandas de DGGE, entre
os compartimentos dos sistemas de reagdo 1 e 2, a partir do calculo do coeficiente
de similaridade (os nimeros de 1 a 10 referem-se ao nimero dos compartimentos
(Figura 4.1); AN, AO e AE, condi¢gdes anaerobia, anOxica e aerébia que os
compartimentos foram submetidos).

A Figura 5.16, mostra o coeficiente de similaridade realizada entre os
compartimentos dos sistemas de reagdo 1 e 2. Verificou-se que os compartimentos
anaerdbios (colunas 1 e 6) possuiram maior coeficiente de similaridade (60%) e os
compartimentos aerébio (colunas 3 e 8) e andxico (colunas 4 e 9) apresentaram o
menor coeficiente de similaridade (54%). Indicando que no inicio dos sistemas de
reagdo 1 e 2 a estrutura da comunidade microbiana apresentaram maior similaridade.
Lembrando que no estagio anaerdbio ha ocorréncia de fermentagdo. E os PAOs
utilizam os substratos organicos e armazenam como PHB ou PHA, e usam como
fonte de energia a hidrolise do poli-P.

O coeficiente de similaridade entre todos os compartimentos dos sistemas de
reagdo 2 e 3 mostrou-se constante (82%). Por essa razdo, nao se realizou a
representagdo grafica. Esse resultado indicou a existéncia de populagdes semelhantes

(82%) e diferentes (18%) nesses sistemas. A variagdo da estrutura da comunidade
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microbiana pode estar relacionada a diferenga da configuragio, ou seja ao numero de
compartimentos (cinco e trés).

Verificou-se que a estrutura da comunidade microbiana dos sistemas de
reagdo 2 e 3 apresentou similaridade maior que os sistemas 1 e 2, apesar desses
ultimos possuirem o mesmo nimero de compartimentos. A similaridade da estrutura
da comunidade microbiana, possivelmente, esteja relacionada com a idade de lodo no
sistema e a quantidade do lodo de descarte (Tabela 5.1), visto que estes foram
semelhantes nos sistemas de reagéo 2 e 3, diferindo do sistema 1.

A Figura 5.17 apresenta a comparagdo das bandas do DGGE, entre o primeiro
e o ultimo compartimento dos sistemas de reagdio 1, 2 e 3, a partir do célculo do
coeficiente de similaridade, pois esses compartimentos foram submetidos 4s mesmas
condigOes (anaerdbia e aerdbia).
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FIGURA 5.17: Representagio gratica da comparagio das bandas do DGGE, entre o
primeiro e o ultimo compartimento dos sistemas de reagdo 1, 2 e 3, a partir do
calculo do coeficiente de similaridade (os nameros 1, 5, 6, 10, 11 e 13 referem-se
ao nimero do compartimento (Figura 4.1); AN e AE, condig¢des anaerdbia, anoxica
e aerobia que os compartimentos foram submetidos).

Verifica-se na Figura 5.17 que a estrutura da comunidade microbiana dos
compartimentos anaerobio e o aerdbio dos sistemas de reagdo 2 e 3 apresentaram
maior similaridade (82%) entre si em relagdo aos sistemas de reagio 1 e 2. O menor

coeficiente de similaridade (57%) foi observado no ultimo compartimento aerdbio
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dos sistemas 1 e 2. Comparando o primeiro e o ultimo compartimento (anaerobio e
aerdbio) dos trés sistemas com as determinag@es fisico-quimicos do perfil 1 (Tabelas
5.7, 5.8 e 5.9), verificou-se que os sistemas de reagdo 2 e 3 apresentaram valores
mais proximos, principalmente, para solidos em suspensdo, e no mesmo periodo o
tempo de detengdo também foi igual (Tabela 5.1), sugerindo dessa forma que a
semelhanga da estrutura da comunidade microbiana, esteja relacionada com o tipo de
operagdo e ndo com os niimeros de compartimentos.

A Figura 5.18 apresenta a comparagdo dos trés sistemas de reagfio, a partir do

coeficiente de similaridade entre os sistemas 1 ¢2; 1 e 3;2 e 3.

R1,R3

R2,R3

Sist. Reacéao

R1,R2

Similaridade (%)

FIGURA 5.18: Representacdo grafica da comparag@o das bandas de DGGE, entre os
trés sistemas de reagdo, a partir do calculo do coeficiente de similaridade. (os
nimeros R1, R2 e R3 referem-se ao nimero do sistema de reagio).

A partir da analise do DGGE, em todos os compartimentos dos trés sistemas
de reagdo (Figura 5.18), verificou-se que a estrutura da comunidade microbiana
apresenta uma grande diversidade e o coeficiente de similaridade dos sistemas de
reagdo diferiram entre si. Como mostrado na Figura 5.18, os sistemas de reagdo 2 ¢ 3
apresentaram maior similaridade (16%) entre si do que os sistemas de reagdo 1 e 2
(10%), possivelmente esteja relacionada ao tempo de detengdo do sistema de reagdo

1 que foi abaixo dos sistemas 2 e 3 (Tabela 5.1), além disso, o sistema de reagio 1
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recebe parte do lodo do decantador primario, como ja mencionado, diferindo assim
um pouco no tipo de afluente.

Segundo MATSUO ef al. (2000) a semelhanga da estrutura da comunidade
microbiana presente nesses sistemas esta relacionada com a similaridade do afluente
que é predominante de esgoto sanitario e também porque de maneira geral
apresentam condigdes operacionais semelhantes.

Os resultados das andlises do DGGE a seguir referem-se as amostras
coletadas na Gltima etapa aerobia dos trés sistemas de reagfio. Foram agrupadas no
mesmo gel amostras mensais, semanais e didrias, com intuito de facilitar a avaliagio

e a comparagio das estruturas da comunidade microbiana no decorrer do tempo.

» Comparagdo da estrutura da comunidade microbiana nos trés sistemas
de reagdo - amostragens mensdis.

Os resultados das analises do DGGE a seguir referem-se as amostras
coletadas mensalmente na Gltima etapa aerobia dos trés sistemas de reacfio, estas
foram agrupadas no mesmo gel, com intuito de facilitar a avaliagio e a comparagio
das estruturas da comunidade microbiana no decorrer do tempo.

A Figura 5.19 apresenta a estrutura da comunidade microbiana de amostras
coletadas mensalmente no Gltimo compartimento aerobio dos trés sistemas de reagdo,
realizadas através da andlise de PCR/DGGE. A Tabela 5.20 mostra a representagio
grafica das bandas presente no gel de DGGE referente a Figura 5.19. As Figuras
5.20; 5.21 e 5.22 indicam a comparagdo das estruturas das comunidades microbianas
presentes nos sistemas de reagdo 1, 2 ¢ 3 em intervalos de um més, a partir do
coeficiente de similaridade.

O perfil das bandas de DGGE apresentado na Figura 5.19 e na Tabela 5.19
mostraram que cinco populagdes indicadas por M5, M7, MI13, M21, M32,
persistiram nos sistemas de reagdo 1, 2 e 3, num periodo de 5 meses (novembro de
1999 a margo de 2000). Verificou-se também o surgimento e desaparecimento de

algumas bandas no decorre do tempo.
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FIGURA 5.19: Gel de DGGE das amostras coletadas mensalmente na ultima etapa aerobia
nos trés sistemas de reagio (N=novembro; D=dezembro; J=janeiro, F=fevereiro; M=marc¢o).

TABELA 5.19: Perfil da analise do DGGE, amostragem mensal (Figura 5.19).

Sistema de reagio [ Sistema de reag3o 2 Sistema de reagdo 3

N N 2D ki) 4F SM 6N D 8 9F 10M 1IN 12D 13 14F 15M H
1| | 1 | _HE RN EE | o1
: | | BE | | 05
3 I | | | 05
4 EA | 03
UMN BN EN NN HN EN HN SN BEN NS HN NN EN EE EE EENE
] | BN NN BN BN EN ©EN NN EN | | HE  EE
il BN BN BN NN BN NN EN BN EE EE BN EN EE EE EESE
8 NN | | EN BN BN HEN HN BN BN BEE BN EESH
L] | . =i | _EN NN NN EE EEEC
1o | D | DN | D! | BN NN BN NN BN NN EN EE EN EimT
u | BN BN BN BN BN | | s
12 | [ | | B | | NN BN BN BN | NN EE EENE
HiEm BN BN HE BN NN NS EN EN EN BN BN EN BN EE EESL
CHNN  HN BN EE | | NN NN | | NN BN BN NN BENH
IENNN BN BN BN BN NN NN HEN EN EN | 1o
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20 | | | . 03
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Legenda: N= posigiio das bandas; V = niimero de bandas produzidas em cada amostra ou coluna; H =
miumero de bandas das posi¢des de cada coluna, sem levar em considerago as bandas dos marcadores.
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FIGURA 5.20: Representagdio grafica do coeficiente de similaridade das bandas de
DGGE das amostras coletadas mensalmente no ultimo compartimento do sistema de

reacdo 1 (1N=novembro; 2D=dezembro; 3J=janeiro; 4F=fevereiro; 5SM=mar¢o).

A partir do coeficiente de similaridade das bandas de DGGE que comparou as
amostras mensais do sistema de reagdo 1, verificou-se que a estrutura da comunidade
microbiana apresentou maior similaridade entre os meses de dezembro (coluna 2D) e
janeiro (coluna 3J), que foi de 92% e menor similaridade entre os meses de fevereiro
(coluna 4F) e margo (coluna 5M), com valor de 76%. No entanto, quando se
comparou o intervalo de dois meses, o menor coeficiente de similaridade ocorreu
entre janeiro (coluna 3J) e margo (coluna 5M), tendo sido de 70%, como pode ser
visto na Figura 5.20. O baixo valor do coeficiente de similaridade, sugerindo uma
mudanga na estrutura da comunidade microbiana, no més de fevereiro de 2000,
possivelmente esteja relacionada a diminui¢do do indice de recirculagdo (Tabela 5.2),
ao periodo de seca que poderia ter aumentado a relagio dos teores de
Ptotal: DBOsoluvel (0,66), prejudicando assim a atividade dos PAOs na remogéo de
fosfatos do meio como verificado na Figura 5.6. O tempo de detengdo de sélidos

também foi alterado de 5,88 dias para 10,50 dias (Tabela 5.1).
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FIGURA 5.21: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE das amostras
coletadas mensalmente no ultimo compartimento do sistema de reagdo 2.
(6N=novembro; 7D=dezembro; 8]=janeiro, 9F=fevereiro; 10M=mar¢o).

Como apresentado na Figura 5.21, o sistema de reagdo 2 apresentou maior
coeficiente de similaridade entre os meses de dezembro (coluna 7D) e janeiro
(coluna 8]) com valor de 94%, e o menor nos meses de novembro (coluna 6N) e
dezembro (coluna 7D) que foi de 87%. Quando comparou-se periodos de dois meses
o coeficiente de similaridade mais baixo ocorreu, entre janeiro (coluna 8J) e margo
(coluna 10M) com valor de 80%. Verificou-se que a estrutura da comunidade
microbiana do sistema de reagdo 2, apresentou maior coeficiente de similaridade do
que o sistema 1, possivelmente, porque este sistema néo sofreu alteragdo no tempo de

detengao de solidos.
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FIGURA 5.22: Coeficiente de similaridade entres as bandas de DGGE das
amostras coletadas mensalmente no altimo compartimentos do sistema de reagdo
3. (11N=novembro; 12D=dezembro; 13J=janeiro; 14F=fevereiro, 15M=mar¢o).
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A estrutura da comunidade microbiana mostrou maior similaridade no
sistema de reacgio 3, entre os meses de fevereiro (coluna 14F) e margo (coluna 15M)
com valor de 96% e o menor coeficiente de similaridade ocorreu nos meses de
novembro (coluna 11N) e dezembro (coluna 12D) que foi de 80%. Porém, quando
comparou-se os intervalos de dois meses, o menor coeficiente de similaridade
ocorreu entre novembro (coluna 11N) e janeiro (coluna 13J) como apresentado na
Figura 5.22. Os coeficientes de similaridade do sistema de reagdo 3, comportou-se
diferente dos outros dois sistemas, possivelmente porque a operagdo realizada
também foi diferente, durante o periodo de amostragens que foi de novembro de
1999 a margo de 2000. Neste sistema, o indice de recirculagdo foi maior (53% a
85%), em relagdo aos sistemas de reagdo 1 ¢ 2 (Tabelas 5.1 a 5.6), e esse indice ndo
foi alterado em fevereiro como ocorreu com os outros dois sistema de reacéo.

Os dados apresentados nas Figuras5.20, 5.21 e 5.22 indicam que de um més
para outro ocorreu uma variagdo temporal na estrutura da comunidade microbiana,
podendo estar relacionada mais a alteragdo de operag@o da estagdo piloto e o periodo
de seca, do que com a temperatura. FERRIS & WARD (1997) observaram que a
distribuigdo espacial das populagdes bacterianas foi definida de acordo com o
gradiente térmico. No entanto, CHEN (1999) constatou que a variagio da
temperatura ndo foi significante para a estrutura microbiana, quando comparou
amostras de sistema de lodos ativados convencional com o sistema EBPR observou

uma grande diferenga nas estruturas microbianas.
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FIGURA 5.23: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE das amostras
coletadas mensalmente. (a) comparou-se amostras coletadas no mesmo periodo entre
os sistemas de reagdo 1 ¢ 2; (b) comparou-se amostras coletadas no mesmo periodo entre
os sistemas de reagdo 2 e 3 (1R=sist.reagdo 1; 2R=sist. reagio; 3R= sist. rea¢do 3).
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A Figura 5.23a apresenta o coeficiente de similaridade entre amostras
coletadas no ultimo compartimento aerdbio dos sistemas de reagdo 1 e 2. Verificou-
se que o coeficiente de similaridade foi maior em janeiro (84%), ¢ o menor em
novembro com 70% de similaridade, possivelmente esteja relacionado ao baixo
tempo de detengdo dos solidos (Tabela 5.1) no sistema de rea¢do 1 (Tabela 5.2).

O coeficiente de similaridade dos sistemas de rea¢do (2 e 3), observou-se que
o maior coeficiente de similaridade (78%) foi no més de janeiro, coincidindo com a
comparagio anterior (sistemas de reagdo 1 e 2), e o menor coeficiente ocorreu no
més de margo com valor de 68%, podendo estar relacionada a mudanga do indice de
recirculagdo interna que foi aumentado no sistema de reagdo 2. Lembrando que o
sistema de reagdo 3 foi sempre operado com indice de recirculagio superior aos dos
sistemas 1 e 2. A partir das Figuras 5.23a e 5.23b verificou-se que a estrutura das
comunidades microbianas entre os sistemas de reagdio 1 e 2 apresentaram maior
similaridade, possivelmente, porque o tipo de operagao foram proximos.

Ressaltando que no dltimo compartimento aerobio dos trés sistemas de
reagdo, ocorre o crescimento dos PAQOs, utilizagio de PHA como fonte de energia e

de carbono na recuperagéo dos niveis de glicogénio e de poli-P (LIU ef al., 1996d).

» Comparagdo da estrutura da comunidade microbiana nos trés sistemas

de reagﬁo = amostragens semanais.

A Figura 5.24 mostra as estruturas das comunidades microbianas presentes no
ultimo compartimento do sistemas de reagdo 1 no intervalo de uma semana. Na
Tabela 5.20 pode ser visto a representacdo do perfil das bandas de DGGE de
amostras coletadas durante 19 semanas, do sistema de reagdo 1. A Figura 5.25
apresenta a comparagdo dessas amostras pelo calculo do coeficiente de similaridade

presentes no sistema de reagao 1.



Resultados e Discussdo 112

' Vl__‘4a 15a 162

529
831

FIGURA 5.24: Gel de DGGE das amostras coletadas semanalmente no ultimo
compartimento do sistema de reagdo 1 (1aa 19a eqiiivalem as amostras coletadas por 19 semanas).

TABELA 5.20: Perfil das bandas na analise do DGGE, com amostragens semanais,
do sistema de reagfo 1.
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8 | BN EN EN NN NN EE NN EEN BN EN Wi
£l BN BN BN NN EN EN EN NN SN EN NN NN NN EN BN B M | s
530 SN SN EE SN NN EN EN EN BN EN BN BN BN EN EN EN BN EE N
3 | HE NN EN BN B 05
§32 | BN EN EE EN EE BN BN NN BN NN BN EE NS NN EN EE EY NN RIS
3 | HN EE EE EN EN BN BN | [ HN EE EE EN BN BN BN EN NV
£ [ NN EEC RN | HE HN NN BN EN R
v 4 20 25 25 25 23 25 25 24 24 25 27 26 2 19 20 19 21 15 19

Legenda: N= posi¢fio das bandas; V = mimero de bandas produzidas em cada amostra ou coluna; H =
niumero de bandas das posigdes de cada coluna, sem levar em consideragio as bandas dos marcadores.
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A vpartir da analise de DGGE, observou-se que oito bandas indicadas por
S10, S13, S16, S17, S18, S22, S29 e S31 (Figura 5.24 e Tabela 5.20), indicando
presenga de bandas similares que persistiram durante 19 semanas. Verificou-se

também o surgimento e desaparecimento de algumas bandas.
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FIGURA 5.25: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE de amostras
coletadas semanalmente no Gltimo compartimento do sistema de reagdo 1 (1a a 19a
referem-se as amostras coletadas por 19 semanas).

O coeficiente de similaridade apresentado na Figura 5.25 do sistema de
reagdo 1, verificou-se que a maioria apresentaram alta similaridade, com valor
superior a 90% referente as amostras coletadas no inicio de dezembro até o final de
margo, além das ultimas semanas de abril (coluna 15s e 16s), com excegdo das
colunas 13s e 14s, referente a ultima semana de margo e segunda semana de abril que
foi de 68%.

A partir desses dados, verificou-se que as estruturas das comunidades
microbianas ndo sofreram mudangas significativas com as altera¢des de temperatura
ambiente entre a faixa de 7°C a 24 °C, estando de acordo com o trabalho de CHEN

(1999), que analisou amostras de lodos ativados localizadas em regides muito fiia,
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(Hokkaido), amena (Tokyo) e quente (Okinawa), e verificou que ndo teve grande
variagdes, no entanto, observou que algumas amostras de mesma regido
apresentavam mais bandas em comum.

O gel de DGGE (Figura 5.26) mostra as estruturas das comunidades
microbianas presentes no tltimo compartimento do sistemas de reagdo 2 no intervalo
de uma semana (19 amostras). Na Tabela 521 pode ser visto a representag@o do
perfil das bandas de DGGE de amostras coletadas no periodo de 19 semanas, no
sistema de reagdio 2. A Figura 5.27 apresenta a comparagiio dessas amostras pelo

calculo do coeficiente de similaridade presentes no sistema de reagio 2.

S17
S18
S19
522
523

FIGURA 5.26: Gel de DGGE das amostras coletadas semanalmente no Gltimo
compartimento do sistema de reagdo 2 (1b a 19b referem-se as amostras coletadas
por 19 semanas).
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TABELA 5.21: Perfil das bandas na analise do DGGE, com amostragens semanais,
do sistema de reagio 2 (Figura 5.26).

N M 1b 2b Kl 4b b &b Tb sb 9b 10b i1h 12b 13b 14b 15b 16b 17h 18b 190 H
' AN A EN A B AN B 10
2 CEN BN == e = Blm |\
A AN A A BN A AN AN AN AN BN AN B AN AN EERED
R @ AN AN AN AN AN AN AN AN En 13
s A A A A A AN AN AN AN n
s |m CE A A AN AN A R AN AN AN A AN NN EEE
7 A I AN A AN A AN AN 1
A AN A B AN NN B A AN B AN AN BN BN BN B
> || m ... AN A A A A AN AN A A 16
CE A AN A AN AN I AN AN AN R AR AN B AN NN EED
T A e I ) I O Y I B N W W AT
12 03
1 AN AN AN AN AR AN AN AN RN AN R A AN EEEN A 17
T T A A AN AN AT AN AN AR AN A AN BN AR
15 02
16 o = e . A A BN AN AN AN A AN B AN B EET
AN A A A A AN A N A R A A AN A AR
A A AN A A A A A AN AN A A A AN BN EED
AN AN AN AN AR A A A A AR A AN an A i are e
e AN AN AN AN AN AN BN AN AN m 13
21 0
SAN AN AN AN AN AN AN BN AN B AN A AR AN EEET
A AN A AN AN A A AN AN BN BN AN BN EED
2 I A AN A A A aranra m
x A A A AN AN R
2 CE AN AN AN A A AN BN AN AN 12
7 CEC AN uf e
2 CEN AN AN N CEN BN AN AN RN AN 15
» A AN A AN AN ar] A A AN AN A AN N e
5 A AN A AN os
u AN AN BN A AN RN RN AN o
AN AN AN BN AN AN BN AN AN A A B AN I AN RN EET
3 A A A EE AN A AN A AN AN AN A AN AR I BN A
u AN AN AN AN AN AN N A AN BN 1
v 4 22 27 26 27 24 21 25 25 24 27 27 24 24 24 25 22 25 21 21

Legenda: N= posigiio das bandas; V = niimero de bandas produzidas em cada amostra ou coluna; H =
niimero de bandas das posigdes de cada coluna, sem levar em consideragfo as bandas dos marcadores.

A partir da analise de DGGE, observou-se que nove bandas indicadas por S3,
S8, S10, S17, S18, S19, S22, S23 e S32 (Figura 5.26 e Tabela 21) sugerindo que essa
populagdes eram similares e persisticam por 19 semanas. Verificou-se também o

surgimento e o desaparecimento de algumas bandas no decorrer do tempo.
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FIGURA 5.27: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE de amostras
coletadas semanalmente no ultimo compartimento do sistema de reagéio 2 (1b a 19b
referem-se as amostras coletadas por 19 semanas).

No caso do sistema de reagdo 2, a maioria dos valores do coeficiente de
similaridade foi de 90%, enquanto o menor foi de 87% entre as colunas 17b e 18b
referente as semanas do més de maio. Verificou-se que a estrutura da comunidade
microbiana apresentou maior coeficiente de similaridade que o sistema de reagdo 1,
possivelmente, porque o sistema de reagdo 2 foi operado com menos alteragio que o
sistema 1, além de néo receber o lodo do decantador primario.

A Figura 5.28 apresenta as estruturas das comunidades microbianas presentes
no ultimo compartimento do sistemas de reagdo 3 no intervalo de uma semana. Na
Tabela 5.22 mostra a representagdo do perfil das bandas de DGGE de amostras
coletadas em 19 semanas, no sistema de reagdo 3. Na Figura 5.29 pode ser visto a
comparagio dessas amostras pelo calculo do coeficiente de similaridade presentes no

sistema de reagdo 3.
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FIGURA 5.28: Gel de DGGE das amostras coletadas semanalmente no ultimo
compartimento do sistema de reagdo 3 (Ic a 19c referem-se as amostras coletadas por 19 semanas).

TABELA 5.22: Perfil das bandas na analise do DGGE, das amostragens semanais,
do sistema de reagdo 3 (Figura 5.28).

N M 1 2 3 4 5c & Te 8¢ oc | roc | oane | 12e | 13c | Mc | 15 | w6c | M7 | 18c | 19 | H
i || o1
2 | BN N NI EN BN BN EE | | N
3 = i N B BN BN BN BN BN BN BN BN | 13
4 o4
3 i BN BN B I EN BN BN BN BN BN BB
6 | BN | " HE BN EN BN EE ®
7 | BN NN BN B N ER N ®
3 | 02
9 A A BN BN AN B AN BN BN BN BN BN BN BN NN NS RE
510 AN AN A AN BN AN AN I BN I BN BN BN ES EE BN BE B 19
s1t I__l_I_J__-__I_J__-_l_I_J__-_J_J_J_l_I__I_J 19
12 A A AN AN AN AN AN AN N BN BN BN BN BE 58 EE.
13 = I AN AN A AN BN I B0 BN BS BN BN BN B 18
14 [}
15 | .. o5
sts A AN AN EF AF AN AN A AN BN BN RN BN BN BN BN RS EE
si7 I A AN AN A AN AN BN BN BN BN BN BE BN BN HE EE B 1
18 AN AN BN BN BN ER BE | AN BN EN EN | 16
s19 AN A A AN AN AN B AN BN AN AN BN RN EEOBE OGN NN R 15
Eh A AN AN AN A BN AN I AN BN AN BN m i ml s
21 0
s22 I__-_.lJ_J_J__l,_I_J__-_J__-__lJ__l_J__I__I_ 1
523 LLLLLLLLLLLLLLLLLLJ 19
2 IS AN AN AN BN BN BN BN NN BN W i2
25 | N = 2
26 i EE N | N B 03
2 A AN BN AN AN AN BN BN BN BN BN BN ER EEC
% | I A BN BN I BN BN BN BN BN HE NS N
2 | BN NN [ BN NN B | ®
30 KA BN BN N BN BE S BN HE NS Nl
3 | I HEN BN BN EE B u
832 A A AN A AN AN AN BN AN AN AN BN BN EN BN BN NN H 1y
S33 -_J__I__-__lJ_J__l__-_J__-_J_J_J_J__I_J__.__l 19
31 I BN BN EN BN =R B i EE B 10
22 26 25 20 18 20 21 2 24 25 24 26 25 23 20 17 17 20 18

v 4
Legenda: N= posigdio das bandas; V = nimero de bandas produzidas em cada amostra ou coluna; H = niimero de
bandas das posigBes de cada coluna, sem levar em consideragiio as bandas dos marcadores.
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A partir da analise de DGGE, verificou-se que nove bandas indicadas por
S10, S11, S16, S17, S19, S22, S23, S32 e S33 (Figura 5.28 ¢ Tabela 22) estavam

presentes em 19 semanas.
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FIGURA 5.29: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE de amostras
coletadas semanalmente no ultimo compartimento do sistema de reagéio 3 (1c a 19¢

referem-se as amostras coletadas por 19 semanas).

No caso do sistema de reagdo 3, a estrutura da comunidade microbiana
apresentou o coeficiente de similaridade acima de 90% na maioria das comparagoes
como pode-se visto na Figura 5.29, e o menor foi de 84% quando comparou-se as
colunas 5c e 6¢ referente as semanas de dezembro.

A partir dos resultados obtidos pela técnica do DGGE com amostras coletadas
semanalmente por um periodo de 19 semanas, no Gltimo compartimento aerébio dos
sistemas de reacdio 1, 2 e 3, verificou-se que a estrutura da comunidade microbiana €
complexa, ou seja apresenta uma grande diversidade, e ocorreu pouca variagdo ao
longo do tempo. E possivel observar que a variagdo da estrutura da comunidade

microbiana foi maior quando comparado entre os trés sistemas de reagdo.
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CHEN (1999) observou também que amostras de lodos ativados em 15
estacio de tratamento de 4guas residudrias localizada no norte ao sul do Jap@o
apresentou uma estrutura complexa, representado pelo nimero de bandas do DGGE.
A partir da analise do DGGE do presente trabalho e de CHEN (1999) pode-se
concluir que a comunidade microbiana submetido a mesma configuragdo no
tratamento de aguas residuérias, tende possuir maior nimero de bactérias em

comuns.

> Comparagio da estrutura da comunidade microbiana nos trés sistemas

de reagdo - amostragens didrias.

A Figura 5.30 apresenta o perfil das bandas da analise de DGGE, da
amostragem diaria. A Tabela 5.23 refere-se a representagdo grafica equivalentes as
bandas presentes no gel de DGGE. As Figuras 5.31, 5.32 e 533 indicam o0s
coeficientes de similaridades entre os dias de coletas, realizadas nos sistemas de
reacdo 1, 2 e 3. Na Figura 5.34 comparou-se amostras coletadas na mesma data, entre
sistemas de reagiio 1 € 2;2 e 3, com objetivo de verificar qual deles apresentou maior
similaridade, pois os sistemas de reagdo | e 2 apresentaram 0s MeSMos nimeros de
compartimentos, mas afluente diferente, enquanto, os sistemas de reagdo 2 e 3
constituiram de diferentes nameros de compartimentos ¢ afluentes iguais, como

mencionado anteriormente.
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FIGURA 5.30: Gel de DGGE das amostras coletadas diariamente, em seis dias

consecutivos, nos sistemas de reagio 1, 2 e 3 (1d a 6d referem-se as amostras coletadas no sist. reagio 1;
7d a 12d referem-se as amostras coletadas no sist. reagio 2; 13d a 18d referem-se as amostras coletadas no sist. reagio 3).

TABELA 5.24: Perfil das bandas de DGGE, das amostras coletadas diariamente, em
seis dias consecutivos, nos trés sistemas de reagéo.

Sisterna dereaglo | Sigtama de 2 Sistema dereagio 3
N 1d 24 3d 4d 5d &d 7d 3d 9d 1od 11d 12d 13d 14d 15d 164 17d 184 H
! I EN 55 RE WS | | B | o8
z i If B B A BN Bi BN EE B 12
3 | || || [— AN BN BN BY HE EEF
1 "Bl BN BN B 05
Al BN BN 6E BN BN I EF BN BN BE BN EW
s I EE BE BN N 05
7 | B [ A BN BN RN B§ | [0
B3 llj_j_._lj_j__lj_!j__l_l_l_-_j 18
D2 l!.!_!!l!_!.!._!;l!!!_!!l 18
10 I A i AF B E0 i 865 65 AN EE R
1 H BN WS EE B 05
Diz .__ll_lj__l_lj_j_j_j_lj__llj__-_j 18
Di3 _-_j_j__-__-_j__-_j_lj__-__-__-__lj_l 18
D l,lj_lj__l_-_j_j_j_ll_-__lj_lj_l 18
15 | | . A NN BN B == 13
Dis ll!!ll!llllllll!llL
017 L_!.l!_!._!._ﬂ.!...!!_!.!i‘.l 18
18 I_EN BN RN B — N EE BN BN B 12
vo | | | || || | ||| 12
20 I A B BF A BN BN HE W NS R 12
D2t -__lj_._lj_j__-__-__-_j__lj_lj_j__-_J 18
22 lj__l_-_j__lj_l_-_l_-__-__-_j_lj__lj 18
D33 -__lj_j_lj_j_lj_l_-__-_j__-_.__-_ll 13
D lj_l_-_j_lj_l_l_-__-__-_l_-__-_lj_j 18
D25 !._!.!LL!.!_!.LL!...!!,!.LLI 18
Pl BN BN BN W BN B [ BN HN BN _EE NE Eim
27 ll!.._..j_lj_j_lj_!j_!‘_j_,lj 15
28 N NN ER BN B 06
220 llj_llll!l!llj_llllj 18
30 A I B BN B BN BN BN N R 1z
D3t -_j_j_j__l‘_j__l_-_j_j_lj_lj__-__-_j 13
rmi 8 A A BN BN BN BN RN BN RS 3 12
3 Al B BT BN BE BE NE R I if §h EN & LC}
NI B Ei BN BN BN B | | I 16
29 28 27 27 27 27 27 27 27 26 26 25 5 24 24 24 24

v 28
Legenda: N= posigio das bandas; V = nimero de bandas produzidas em cada amostra ou coluna; H =

niimero de bandas das posiges de cada coluna, sem levar em consideragio as bandas dos marcadores.
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O perfil das bandas na analise de DGGE mostrado na Figura 5.30 observou-se
um grande numero de populagdes similares num total de 15, indicadas por D8, D9,
D12, DI13,Dl14,Dl6, D17, D21, D22, D23, D24, D25, D29 ¢ D31, presentes nos trés

sistemas de reacdo no periodo de 22 a 29 de fevereiro de 2000.
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FIGURA 5.31: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE das amostras
coletadas diariamente no ltimo compartimento do sistema de reagdo 1. (1d a 6d

referem-se ans seis dias congecutivos de coleta)

O coeficiente de similaridade calculada a partir do perfil das bandas de
DGGE apresentaram trés valores, os maiores de 100%, os médios de 98% e o menor
de 96%. Esta analise mostrou a existéncia de varias bandas (“populagdes™) similares

presentes no sistema de reagdo 1.
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FIGURA 5.32: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE das amostras
coletadas diariamente no wltimo compartimento do sistema de reagdo 2 (7d a 12d,
referem-se aos seis dias consecutivos de coletas).
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No caso do sistema de reagdo 2, a estrutura da comunidade microbiana
apresentou dois valores no célculo do coeficiente de similaridade, sendo que os
maiores foi de 100% e os menores de 98% como mostrado na Figura 5.32. Isso

indicou que no periodo de 22 a 29 de fevereiro de 2000, as bandas também eram

similares.
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FIGURA 5.33: Coeficiente de similaridade das bandas de DGGE das amostras
coletadas diariamente do sistema de reagdo 3. (13d a 18d referem-se aos seis dias
consecutivos de coletas).

O coeficiente de similaridade calculada a partir do perfil das bandas de
DGGE, apresentou trés valores o maior foi de 100%, o médio de 98% e menor de
92%, como pode ser visto na Figura 5.33. Indicando que a estrutura da comunidade

microbiana apresentaram mudangas insignificativas.
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FIGURA 5.34: Coeficiente de similaridade das amostras coletadas diariamente
no Gltimo compartimento dos trés sistemas de reagdo. (a) comparou-se amostras
coletadas nas mesmas datas nos sistemas de reagdo 1 e 2; (b) comparou-se
amostras coletadas nos mesmos dias nos sistemas de reagdo 2 e 3 (IR a 18R
referem-se as colunas comparadas).

Na comparagio da estrutura da comunidade microbiana calculada a partir dos
coeficientes de similaridade, entre os sistemas de reagdo 1 e 2 (Figura 5.34a),
observou-se que o coeficiente maior foi de 79%, os médios de 75 ¢ 76% e o menor
de 74%. A Figura 5.34b, mostra a comparagfo entre os sistemas de reagdo 2 e 3 ¢ 0
maior coeficiente de similaridade foi de 81%, o médio de 78% e o menor de 72%.

Observou-se que os sistemas de reagdo 2 e 3 (Figuras 34b) apresentaram
maior similaridade, do que os sistemas de reagdo 1 e 2. A maior similaridade entre os
sistemas 2 e 3, possivelmente esteja relacionado ao mesmo tempo de detencdo de
s6lidos usados anteriormente (Tabela 5.2) e ao mesmo tipo de afluente. Observou-se
também que as determinagdes fisico-quimicos entre os sistemas de reagdo 2 e 3
foram mais parecido do que entre os sistemas de reacdol e 2.

Verificou-se que as amostras diarias coletadas no més de fevereiro, apesar da
temperatura ser mais baixa do ano, da remogdo demanda bioquimica de oxigénio
solivel e do fosfato total niio terem ocorrido (Figura 5.3 e 5.6) as estruturas da
comunidade microbiana ndo apresentaram grandes mudangas, indicando que os
microrganismos permaneceram no sistema, mas diminuiram suas atividades.

A partir da analise do DGGE apresentada nas Figuras 5.30 e dos célculos dos

coeficientes de similaridades mostrados nas Figuras 5.31, 5.32 e 5.33, com amostras
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coletadas diariamente, observou-se uma pequena diferenga nas estruturas das
comunidades microbianas presentes nos trés sistemas de reagfo.

Na analise das trés amostragens realizadas nos trés sistema de reagdo, foi
verificado que o coeficiente de similaridade nas amostragens mensais, ficaram entre
68% a 92% no sistema de reagdo 1; e 87% a 94% no sistema de reagdo 2; ¢ 74% a
96% no sistema de reagdo 3. Nas amostragens semanais o coeficiente de similaridade
ficou entre 68% a 100%no sistema de reagdo 1; 87% a 100% no sistema de reagio 2;
e de 84% a 100% no sistema de reagdo 3. Enquanto nas amostragens didrias o
coeficiente de similaridade esteve entre 96% ou 100% a no sistema de reagio 1, e
98% a 100% no sistema de reagdo 2, e 92% a 100% no sistema de reagdo 3.

A grande similaridade nas estruturas das comunidades microbianas presentes
nos trés sistemas de lodos ativados modificados para EPBR, pode estar relacionada,
ao mesmo afluente (esgoto sanitario) e a mesmo tipo de recirculagio interna ( ultimo
compartimento aerébio para o primeiro compartimento anéxico ) além da mesma
recirculagdo do lodo, ja que o decantador secundario era o mesmo (Figura 4.2).

Os trés sistemas de reacio, apresentaram bandas similares nas amostragens.
Na amostragem mensal foram encontradas 5 bandas, na amostragem diarias obteve-
se 15 bandas semelhantes. Na amostragem semanal encontraram-se 8 bandas
similares nos sistemas de reagdo 1 e 3 e 9 bandas no sistema de reagdo 2. Verificando
dessa forma que em analise prolongada como a mensal, ha ocorréncia de menos
bandas em comum como ja mencionado, e nas diarias os nimeros de bandas em
comum sdo maiores. Sugerindo que pode existir substituigdo de algumas populagdes
no decorrer do tempo, estando de acordo com o trabalho de MINO ef a/. (2000) que
monitoraram a estrutura da comunidade bacteriana do processo EBPR, usando
DGGE. Os autores (MINO ef al., 2000) verificaram que a estrutura da comunidade
microbiana era complexa devido a presenga de muitas bandas, e observaram que no
periodo de uma semana a estrutura da comunidade bacteriana eram similares
enquanto que depois de um més diferiram significativamente,

A estabilidade funcional ndo implica na estabilidade da comunidade, mas sua
dindmica pode ser desenvolvida em um ecossistema simples e o grande nimero e a
diversidade de populagdes menores provavelmente contribuam significativamente

Nesse processo (FERNANDEZ et al., 1999).
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O desempenho estavel implica no equilibrio entre produgido e consumo de
metabolicos ao longo da cadeia trofica, consequentemente a substituigdo de uma
populagdo de um nivel trofico necessita de um outra semelhante, para manter o
equilibrio. As mudangas na populagdo seriam causadas pela variagdo, em particular,
dos metabolicos, bem como das suas velocidades de produgdo e consumo (FERRIS
el al., 1997).

Segundo PELCZAR (1981) as interagdes genoma-ambiente podem ser
agrupadas em: a) genoma “fixo” (modificagdes temporarias a nivel fisiologica ou
fenotipica) em um ambiente variavel, neste caso, os microrganismos devem ser
capazes de se adaptarem a essas variagdes (temperatura, pH, tipo e quantidade de
nutrientes disponiveis e outros) para conseguir sobreviver; b) genoma variavel em
um ambiente fixo, neste caso, as variagdes sio devidas mutagdes (espontdneas ou
induzidas), transdu¢do, transformagdo e conjugagio enquanto, os fatores externos
permanecem constantes; ¢) genoma variavel em um ambiente variavel, ¢ uma medida
da adaptabilidade do sistema genético. Os mecanismos de modificagdes do genoma
sdo os mesmos citados anteriormente. Estes exemplos de adaptagdo microbiana as
circunstincias ambientais servem para ilustrar o papel central da capacidade genética
dos microrganismos quanto a sua adaptagio e a sua sobrevivéncia.

A partir das analises do DGGE com amostras mensais, semanais e diarias
realizadas nos trés sistemas diferentes de lodos ativados modificados para EPBR,
verificou-se que as mudangas das estruturas das comunidades microbianas foram
pequenas, diante das alteragdes temporais e operacionais. No entanto, o sistema foi
menos eficiéncia, de acordo com os pardmetros de desempenho, frente a essas
variagdes (Tabela 5.2), isso possivelmente esteja relacionado a redugdo das
atividades e ndo das estruturas dessas comunidades microbianas.

A diversidade e a dindmica dos microrganismos sdo tais que, com freqiiéncia,
podem produzir alteragdes no meio ambiente. As primeiras modificagdes ocorrem
nas transformagdes do substrato, seguida pela diminui¢gdo de nutrientes com
produgido de compostos mais reduzidos. Assim, os microrganismos que participam
do primeiro nivel de modificagdes podem elaborar substéncias inadequadas para o
segundo nivel de modificagdes, mas quando uma outra espécie conseguem utiliza-

los, sucede a substitui¢do das anteriores. (PELCZAR, 1981).
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Na analise de DGGE das amostras realizadas nos trés sistemas de reagdo (1, 2
e 3) observou-se também o aparecimento e desaparecimento de algumas bandas
padrdes, sugerindo a substituigio de algumas populagdes, isso possivelmente esteja
relacionada as modificagdes do meio, provocadas pelas mudangas de operagio.

Com o desenvolvimento desta pesquisa, observou-se a importancia em
analisar a estrutura e a dinimica da comunidade microbiana no tratamento biologico
das aguas residuarias. O amplo conhecimento dos microrganismos presentes nos
tratamentos biolégicos, poderfio fornecer subsidios para auxiliar na partida ¢ no
monitoramento dos sistemas. Assim, quanto maior o nimero de informagdes a
respeito dos grupos microbianos envolvidos nos processos, em conjunto com o0s

dados fisico-quimicos, maior sera o controle na operagdo dos sistemas de tratamento.



6. CONCLUSOES

Na avaliagio de trés sistemas de lodos ativados modificados para a remogio
de fosforo em excesso, utilizados no tratamento de esgotos sanitarios, foi possivel
realizar algumas conclusdes referentes ao desempenho desses sistemas, e ao
monitoramento da estrutura da comunidade microbiana, a partir dos dados

apresentados, e pela técnica da eletroforese em gel de gradiente desnaturante —
DGGE:

— Com relag@o aos dados (cedidos pela ETE) dos pardmetros de desempenho dos

trés sistemas de reagdo, referentes aos meses de novembro de 1999, fevereiro e

margo de 2000, verificou-se que

¢ Os sistemas de reagfio 1 e 2, que apresentam caracteristicas semelhantes ao
sistema Bardenpho 5 estagios, e o sistema de reagdo 3 semelhante ao Phoredox,
removeram fosfatos presentes na dgua bruta, sendo que, nos compartimentos

anaerobios ocorreu a liberagdo de fosfatos, indicando presenga de PAOs;

¢ Houve remog¢ao de DBOs, visto que no primeiro compartimento dos sistemas de
reagdo 1, 2 e 3, seus valores apresentavam-se maiores, ¢ nos estagios seguintes
(andxico e aerébio) apresentaram valores menores, tendo um leve aumento no
compartimento anoxico, e reduzindo novamente na Gltima etapa aerobia (Figuras

52,53 e5.4)

¢ Os trés sistemas de reagdo 1, 2 e 3, apresentaram condi¢bes operacionais
proximas no periodo considerado, de novembro de 1999 a maio de 2000,
destacando-se o fato de que a recirculagdio interna de lodo, do compartimento
aerobio para o anoxico, no sistema de reagdo 3 sempre foi maior do que a

recirculagdo de lodo dos sistemas 1 € 2;
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¢ A remocio de fosfato nos trés sistemas se deu nos meses de novembro de 1999 e
margo de 2000 (Figuras 5.5 e 5.7). No més de fevereiro de 2000, a remoc¢éo de
fosfatos ndo foi significativa (Figura 5.6), periodo no qual a vazdo de
recirculagdio interna nos sistemas foi alterada, ocorrendo redugio da recirculagdo
interna (Tabela 5.2), em relagio ao periodo anterior (Tabela 5.1), mas essa
diminui¢do na remogio de fosfato, pode estar relacionada também a redugdo de
DBOs (Perfil 2 — Tabela 10 a 12) no afluente, o que poderia explicar a redugao da

atividade desses microrganismos.

¢ o desempenho em relagdo a DBOs (mg/L) nos trés perfis realizados nos trés
sistemas de reagdo, sempre foi superior a 90%, e a remog¢ao do fosforo na forma
de fosfato (P-PO4 — mg/L), foi superior, em geral, a 70%, considerando os
valores de entrada das alimentagdes e saida no Gltimo compartimento aerébio dos
trés sistemas de reacdo. No més de fevereiro de 2000, esses trés sistemas
apresentaram menor eficiéncia, e no més de margo de 2000 a remogdo dos
sistemas foi otimizada, talvez devido ao aumento de DBOs no afluente em

marcgo.

¢ Nos sistemas, os valores de pH proximo a neutralidade foi mantida, favorecendo
a agdo microbiana, ja que conforme discutido varios autores, existe um efeito
deletério do pH sobre o metabolismo anaerébio, mostrando que a maior
velocidade de utilizagdo do acetato pelos PAOs ocorria em valores de pH

proximos a 6,8.

= Com relagdo as estruturas das comunidades microbianas presentes nos

compartimentos, submetidos as condi¢des anaerdbias, anoxica e aerobio, dos trés

sistemas de reag@o conclui-se que:

¢ A estrutura da comunidade microbiana dos sistemas de reagéio 2 e 3 apresentou
similaridade maior que os sistemas 1 e 2, apesar desses ultimos possuirem o

mesmo namero de compartimentos. Essa similaridade foi verificada pelo
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coeficiente de similaridade, realizada a partir do perfil das bandas de DGGE. A
similaridade da estrutura da comunidade microbiana, possivelmente, esteja
relacionada com a idade de lodo no sistema, a quantidade do lodo de descarte, e
ao tipo do afluente (no sistema 1 era introduzido lodo do decantador primario),
visto que estes foram semelhantes nos sistemas de reagio 2 e 3, diferindo do

sistema 1.

¢ Os sistemas de reagdo 1, 2 e 3 apresentaram onze bandas de DGGE em comum,
indicando a presenga de “populagdes” semelhantes nos trés sistemas mesmo
diferindo quanto ao nimero de compartimentos (5 e 3), ao indice de recirculagio
e a idade do lodo em cada sistema (Tabela 5.1). A presenga dessas bandas
similares, devem estarem relacionadas ao mesmo tipo de recirculagdo interna (do
ultimo compartimento aerébio para o primeiro compartimento anoxico) e a
mesma recirculagdo do lodo, ja que o decantador secundéario era 0 mesmo para os

trés sistemas.

¢ Analisando os trés sistemas de reagdo individualmente, verificou-se que a
estrutura da comunidade microbiana apresentava uma grande diversidade, ou seja
era complexa, devido ao grande niumero de bandas mostrados no gel de DGGE
(Figura 5.14). No entanto, havia muitas populagdes similares nos compartimentos
de cada sistema de reagdo, apesar de terem sido submetidos as condigdes

diferentes (anaerdbia, andxica e aerdbia).

— Com relagdo a estrutura da comunidade microbiana presente no ultimo

compartimento, aerobio dos trés sistemas de rea¢do conclui-se que:

¢ A estrutura da comunidade microbiana apresentou grande diversidade e a sua
mudanga ocorreu lentamente, ao longo do tempo, diante de algumas alteragdes
ambientais ou operacionais como, temperatura, indice de recirculagio, tempo de
detengdo dos solidos. A maior variagdo da estrutura da comunidade microbiana
foi verificada nas amostragens mensais € as menores Ocorreram com amostras

diarias.
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¢ As mudangas das estruturas das comunidades microbianas foram pequenas,
diante das mudangas temporais e operacionais. No entanto, observou-se que o
sistema foi menos eficiente (pardmetros de desempenho), frente a essas
mudangas (Tabela 5.2), isso possivelmente esteja mais relacionado a redugio das

atividades dos microrganismos do que com as estruturas microbianas.

¢ Os trés sistemas de reagdo, apresentaram bandas similares nas amostragens. Na
amostragem mensal foram encontradas 5 bandas, na amostragem diarias obteve-
se 15 bandas semelhantes. Na amostragem semanal encontraram-se 8 bandas
similares nos sistemas de reagdo 1 ¢ 3 e 9 bandas no sistema de reagdo 2.
Verificando dessa forma que em analise prolongada como a mensal, ha
ocorréncia de menos bandas em comum, e nas diarias os nimeros de bandas em
comum sio maiores. Sugerindo que pode existir substituigdo de algumas

populagdes no decorrer do tempo.

= Quanto a técnica PCR/DGGE, para avaliar a estrutura da comunidade

microbiana, em sistemas de lodos ativados modificados, pode-se concluir que:

¢ Permitiu a determinagio da estrutura e da dindmica da comunidade microbiana
complexa, em trés sistemas de reagdo diferente, submetidas as diferentes

condigOes anaerdbia, anoxica e aerobia ;

¢ Foi uma ferramenta adequada, para a avaliagdo da estrutura da comunidade
microbiana, diante de perturbagdes ambientais ou operacionais, numa escala

temporal e espacial;

¢ Possibilitou a comparagdo da estrutura da comunidade microbiana, presentes em
trés sistemas de reacfio diferente durante o periodo de aproximadamente sete

Imeses.

¢ A técnica pode ser utilizada para outros tipos de tratamento de aguas residuarias,

contanto que a escolha do “primer”, seja especifico para a amostra em estudo.



7. CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES.

Além da aplicagdo realizada no presente trabalho, a técnica PCR/DGGE
permite ser utilizada também: na determinagdo da estrutura da comunidade
microbiana de grupos cultivaveis e ndo cultivaveis; na estimagdo da diversidade
filogenética, através da realizagdo do sequenciamento das bandas individuais.

Na interpretagdo das bandas apresentadas no gel de DGGE, foi necessaria a
utilizagio de uma equagdo para calcular o coeficiente de similaridade entre duas
amostras, para possibilitar a avaliagdo da similaridade de varias populagdes.

O coeficiente de similaridade calculada, a partir de equagao de GILLAN ef al.
(1998) entre duas amostras, levou em consideragdo a posi¢do das bandas; o nimero
de bandas produzidas em cada amostra ou linha; e o nimero de bandas similares em
cada posigdo de cada linha. No entanto, ndo levou em consideragio a intensidade das
bandas fracas e fortes.

Para os trabalhos futuros recomenda-se medir a intensidade das bandas
fluorescentes, pois o perfil do DGGE constitui-se de bandas intensas, bem como
bandas fracas. Inclusive recomenda-se a equagdo de dissimilaridade utilizada por
KURISU et al (2000) descrita no item 3.8.

Na caracterizagdo das comunidades microbianas envolvidas no processo de
EBPR, seria interessante, complementar a técnica de DGGE, com um estudo
metabolico e filogenético. MINO ef al. (2000) propuseram uma estratégia, mostrado
na Figura 7.1, onde apos a caracterizagdo da comunidade microbiana dos PAOs
envolvidos na EBPR, utilizando a técnica do PCR/DGGE e clonagem, se realizariam
o sequenciamento do DNA para projetar uma sonda da molécula isolada. Esta sonda
passaria a ser utilizada na hibridizagdo in situ (FISH), possibilitando uma

quantificagdo dos grupos dominantes presentes no processo EBPR.
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Com o isolamento da molécula, verificaria se as caracteristicas metabolicas
tipicas dos PAQs, a partir da identificagdo das enzimas, coloragdo do poli-P e dos
granulos PHB e PHA, e de experimentos realizados em bateladas sob condi¢des

anaerobias e aerdbias.

~ Processo EBPR

(QUANTIFICACAO)

Figura 7.1: Esquema da proposta para caracterizagio da estrutura da

comunidade microbiana no processo EBPR (modificado de MINO et al.,
2000).
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ANEXOS A

¢ Géis de DGGE, resultados dos estudos de
padronizacio.

¢ G¢éis das analises e algumas amplificagoes.
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FIGURA A.1: Teste utilizando gel desnaturante de DGGE na concentragio de 35%-
55% e 330 minutos de tempo de corrida.

FIGURA A .2: Teste utilizando gel desnaturante de DGGE na concentragéo de 30%-
60% ¢ 270 minutos de tempo de corrida.
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FIGURA A 3: Teste dos nimeros de ciclos de 25, 30 e 35, utilizando-se tempo de
corrida de 330 minutos e concentragio do gel de 30%-60% de gradiente
desnaturante.

FIGURA A 4: Teste com dilui¢gdes dos “templates” de 10, 20 e 30 vezes (amostras
diferentes).
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FIGURA A.5: Estrutura da comunidade microbiana dos trés sistemas de reagdo estudados

analise do DGGE.

FIGURA A.6: Ampliagio do gel de DGGE das amostras coletadas nos 5

compartimentos do sistema de reagdio 1 (AN=anaerobio, AO=anoxico, AE=aerobio).
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FIGURA A.7: Ampliagiio do gel de DGGE das amostras dos 5 compartimentos do

sistema de reagfo 2.

FIGURA A.8: Ampliagio do gel de DGGE das amostras dos trés compartimentos do
Sistema de reagdo 3.
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FIGURA A.9: Perfil das bandas de DGGE, amostras coletadas mensalmente na
tiltima etapa aerobia dos trés sistemas de reagdo.

FIGURA A.10: Ampliagiio do perfil das bandas de DGGE, amostras coletadas
mensalmente na dltima etapa aerobia do sistema de reagdo 1 (N=novembro,
D=dezembro, J=janeiro, F=fevereiro, M=margo).
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FIGURA A.11: Ampliagio do perfil das bandas de DGGE, amostras coletadas
mensalmente na ultima etapa aerébia do sistema de reagdo 2 =novembro,
D=dezembro, J=janeiro, F=fevereiro, M=mar¢o).

FIGURA A.12: Ampliagio do perfil das bandas de DGGE, amostras coletadas
mensalmente na ultima etapa aerdbia do sistema de reagéo 3 (N=novembro,
D=dezembro, J=janeiro, F=fevereiro, M=mar¢o).
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BT

FIGURA A.13: Perfil das bandas padrdes de DGGE, amostras coletadas
diariamente na Gltima etapa aerobia dos trés sistema de reagdo.

FIGURA A.14: Ampliago do perfil das bandas de DGGE, das amostras coletadas

diariamente na Gltima etapa aerobia do sistema de reag@o 1.
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FIGURA A.15: Ampliagdo o perfil das bandas de DGGE, as amostras coletadas

diariamente na ultima etapa aerébia do sistema de reagéo 2.

FIGURA A.16. :Ampliagéio o perfil das bandas de DGGE, as amostras coletadas
diariamente na Gltima etapa aerdbia do sistema de reagdo 3



ANEXOS B

¢ Medidas das concentragdes de proteina e acido

nucleico.
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TABELA B.1. Medidas da concentra¢do de proteina e acido nucleico das amostras,
por espectofotometro — Single Cell Module (BECKMAN DU"® 530 - Life Science
UV/Vis), utilizando o programa Warburg — Christian.

Data: 25/11/99 Amostra: 01 -R;
Anm 260 280 320
ABS 0,062 0,026 -0,008
Net A 0,070 0,034 -
Protcina -0,6243 pg/ml Acidos Nucleicos | 3,2037 pg/ml
Taxa 260/280 2,074 Taxa 280/260 0,482
Data: 25/11/99 = Amostra: 02 -R;
nm 260 280 320
ABS 0,158 0,077 -0,009
Net A 0,166 0,086 -
Proteina 7,2783 pg/ml Acidos Nucleicos | 7,3764 pg/ml
Taxa 260/280 1,938 Taxa 280/260 0,516
= Data: 25/11/99 Amosira: 03 -R;
Anm 260 280 320
ABS 0,174 0,089 -0,002
Net A 0,177 0,091 -
Proteina 8,3207 pg/ml Acidos Nucleicos | 7,8086 pg/ml
Taxa 260/280 1,929 Taxa 280/260 0,518
- —Data: 25/11/99 Amostra: 04 - Ry
Aaum 260 280 320
ABS 0,124 0,059 -0,008
Net A 0,132 0,067 -
Proteina 4,530 pg/ml Acidos Nucleicos | 58833 pg/ml
Taxa 260/280 1,961 Taxa 280/260 0,510
Daia: 25/11/99 ' Amostra: 05-R,;
Anm 260 280 320
ABS 0,192 0,105 0,010
Net A 0,183 0,095 -
Proteina 9,6176 pg/ml Acidos Nuclcicos | 8,0526 pg/ml
Taxa 260/280 1,916 Taxa 280/260 0,522
—Data: 25/11/99 : Amostra: 06=R,
Anm 260 280 320
ABS 0,262 0,132 -0,006
Net A 0,268 0,138 -
Proteina 11,230 pg/ml Acidos Nucleicos | 11,897 pg/ml
Taxa 260/280 1,942 Taxa 280/260 0,515
~ Data: 25/11/99 Amostra; 07 —R,
Anm 260 280 320
ABS 0,364 0,185 -0,008
Net A 0,375 0,193 -
Proteina 15,226 pg/ml Acidos Nucleicos | 16,627 pg/ml
Taxa 260/280 1,945 Taxa 280/260 0,514
Data: 25/11/99 “Amostra: 08— R,
Anm 260 280 320
ABS 0,618 0,322 -0,003
Net A 0,621 0,324 -
Proteina 33,076 pg/ml Acidos Nucleicos | 27,376 pg/ml
Taxa 260/280 1,915 Taxa 280/260 0,522
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TABELA B.1 (Continuagio). Medidas da concentragiio de proteina e dcido nucleico
das amostras, por espectofotometro — Single Cell Module (BECKMAN DU® 530 -
Life Science UV/Vis), utilizando o programa Warburg — Christian.

Data: 25/11/99

Amostra: 09 — R,

2nm 260 280 320
ABS 0,261 0,132 -0,007
Net A 0,268 0,139 -
Proteina 12,839 pg/ml Acidos Nucleicos | 11,849 pg/ml
Taxa 260/280 1,927 Taxa 280/260 0,519
Data: 25/11/99 ' Amosira: 10 —R, _
Anm 260 280 320
ABS 0,145 0,074 -0,004
Net A 0,149 0,078 .
Proteina 8,149 pg/ml Acidos Nucleicos | 6,5485 pg/ml
Taxa 260/280 1,911 Taxa 280/260 0,523
Data: 25/11/99 _ Amosira: 11 =R; —
Anm 260 280 320
ABS 0,411 0,214 -0,005
Net A 0,417 0,220 -
Proteina 25,559 pg/ml Acidos Nucleicos | 18,294 pg/ml
Taxa 260/280 1,896 Taxa 280/260 0,527
Data: 25/11/99 Amostra: 12 =R;

Anm 260 280 320
ABS 0,420 0,220 -0,005
Net A 0,424 0,225 -
Proteina 27,177 pg/ml Acidos Nucleicos | 18,605 pg/ml
Taxa 260/280 1,890 Taxa 280/260 0,529
— ' Data: 25/11/99 =— Amosira: 13—Ry
Jnm 260 280 320
ABS 0,389 0,217 0,016
Net A 0,373 0,201 -
Protcina 29,50 pg/ml Acidos Nucleicos | 16,231 pg/ml
Taxa 260/280 1,856 Taxa 280/260 0,539

—— Data: 02/12/99 ' ' — Amostra: 14—R;
Anm 260 280 320
ABS 0,426 0,221 -0,002
Net A 0,428 0,224 -
Proteina 23,250 pg/ml Acidos Nucleicos | 18,864 pg/ml
Taxa 260/280 1,912 Taxa 280/260 0,523

—Data: 02/12/99— : Amostra: 15=R;

inm 260 280 320
ABS 0,574 0,299 0,003
Net A 0,571 0,296 -
Proteina 27,192 pg/ml Acidos Nucleicos | 25,246 pg/ml
Taxa 260/280 1,928 Taxa 280/260 0,519
—  — DPata: 02/12/99 : —Amosira: 16=Ry
nm 260 280 320
ABS 0,564 0,295 0,001
Net A 0,563 0,294 -
Protcina 29,650 pg/ml Acidos Nucleicos | 24,830 pg/ml
Taxa 260/280 1,916 Taxa 280/260 0,522
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TABELA B.2: Conteudo em massa (g) do “pellet”/ amostra, medidas da concentragio de

proteinas e acidos nucleicos presentes nas amostras.

Datas Amostra - Pellet Acidos Nucléicos Proleinas
Reator (g) (pg/ml) (pg/ml)
0l1-1 0,013 3,20 0
02 -1 0,012 7,38 7,28
031 0015 | 78l 8§32
04 -1 0,015 5,88 4,53
25/11/99 051 0,015 8,05 9,62
062 0,038 11,89 11.23
07-2 0,054 16,63 15,23
08 -2 0045 21,37 33,07
09-2 0,044 11,85 12,84
10-2 0,015 6.55 8.15
11-3 0,043 18,29 25.56
12-3 0,042 18,60 27,18
13-3 0,023 16,23 29,50
141 0.020 18,86 23.25
02/12/99 15-2 0,043 2525 27.19
16-3 0.026 24.83 29.65
17-1 0,019 21,83 19,80
09/12/99 18-2 0,020 2440 23,21
19-3 0.019 17,92 20,01
20-1 0,039 20,77 25,33
15/12/99 21-2 0,055 B 28,73 37,33 )
22-3 0,055 32,12 47.69
23-1 0,043 17,84 26,61
22/12/99 24 -2 0,052 31,24 44,31
25-3 0,062 25,58 39,59
26 -1 0,048 26,29 51,18
28/12/99 27-2 0,054 12,81 23,89
28-3 0,066 18,16 38,03
291 0,036 12,62 6,70
07/01/00 30-2 0,029 10,99 7,35
31-3 0,042 21,26 21,04
021 0,021 15,45 15,75
13/01/00 33-2 0,024 11.46 12,19
34-3 0.023 22,51 2871
35-1 0,025 27,63 31,38
04/02/00 362 0.028 11.26 20,44
37-3 0,020 18,81 22,47
38-1 0,020 42,34 60,69
18/02/00 39-2 0.020 35,52 35,55
40 -3 0,020 30,18 23,46
21/02/00 41 -1 0,021 29,99 22,006
42 -2 0,020 28,50 27,36
43 -3 0,020 31,88 20,79
44 — 1 0,018 18,62 19,13
22/02/00 452 002 | 4317 60,91
46 -3 0,021 36,70 36,96
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TABELA B.2 (Continuagdo): Contetido em massa (g) do “pellet”/ amostra, medidas da
concentragio de proteinas e acidos nucleicos presentes nas amostras.

Datas Amostra = Reator Pellet Acidos Nucléicos Proteinas
(2) (pg/ml) (pg/ml)
47-1 0,021 24,43 2491
23/02/00 48 -2 0,020 19,32 24,36
49 -3 0,019 28,88 28,65
50 -1 0,023 23,56 35,73
24/02/00 51-2 0,022 27.56 26,07
52-3 0,022 32,71 2725
= 0,020 36,17 36,89 )
25/02/00 54-2 0,021 A 22,74
55-3 0,019 29.84 27,95
56-1 0,023 8.46 10,11
28/02/00 572 0,024 9,46 11,19
58-3 0,020 10,56 9,63
59-1 0,020 11,22 12,68
29/02/00 60 -2 0,020 12,36 1248
61-3 0,019 18.02 15,27
62-1 0,020 26,29 31,17
01/03/00 63 -2 0,023 23,39 22, 44
64 -3 0,020 10,31 12,21
65— 1 0,020 7.68 10,17
02/03/00 66-2 0,020 6,70 7,41
67-3 0,021 10,14 12,94
68— 1 0.025 43.86 40,60
03/03/00 69 -2 0,032 32,94 26,46
70—3 0,018 30,51 23,33
71-1 0,019 7,56 39,05
30/03/00 B3 0,018 9,07 10,89
73-3 0,018 16,69 9,12
T4 -1 0,024 8,23 10,76
12/04/00 75-2 0,018 20,48 17,26 i
76 -3 0,019 21,77 21,49
-1 0.023 23,48 19.12
20/04/00 78 -2 0,019 25,95 19,19
79-3 0,021 23,03 26,33
80— 1 0,022 2781 28.89
27/04/00 81-2 0.017 21,36 16,42
82 -3 0,019 26,12 20,65
83-1 0,023 30,03 26,39
01/05/00 84 -2 0018 | 2238 20,07
853 0,021 31,25 61,08
86 -1 0,020 16,88 8.64
08/05/00 87-2 0,019 15,04 9.04 -
88-3 0,022 18,12 12,37
89-1 0,020 B 24 38 16,43
11/05/00 90-2 0,020 20,71 18,79
91-3 0,020 25,09 23.41
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¢ Indice pluviométrico
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TABELA C.1: Indice pluviométrico (mm) da Estagio de Tratamento de Shibaura,
Tokyo-Japdo no periodo de janeiro a maio de 2000.

Dia  |Janeiro  |Fevereiro — |Margo Abril — |{Maio

S 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,5 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 9.0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,5 30,0 0,0
0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10,5 0,0 0,0 1,5 0,0
0,0 0,0 0,0 14,0 0,0
17,5 0,0 45 0,0 1,5
18,0 0,0 0,0 0,0 15,0
0,0 0,0 1,0 0,0 1,0
0,0 0,0 0,0 17,5 16,0
0,0 0.0 21,0 4.5 0,0
20,0 0,0 0.0 0,0 1,0
0,0 0,0 0,0 0,0 5,5
6,0 0,0 0,0 0,0 1,5
0,0 2,5 0,0 31,0 30,0
0,0 0,0 0,0 9,5 3,0
0,0 0,0 0,0 0,5 0,0
0,0 0,0 2,5 0,0 0,0
5,5 0,0 36,0 13,5 0,0
17,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0.5 0,0 0,0 10,0 0,0
0,0 0,0 0,0 11,5 4,5
0,0 0,0 24,0 0,0 13,5
0,0 0,0 2,0 0,0 0,0
0,0 - 0,0 0,0 -
0,0 - 0,0 = -
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¢ Datas das amostras coletadas.
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TABELA D.I:

Amostras coletadas no dia 25 de novembro de 1999, de todos os

compartimentos dos trés sistemas de reacdo e a condi¢do que cada um foi submetida, os
numeros sdo equivalentes as linhas da Figura 5.14.

Sistema de reagio

1

2

3

Numero ¢ condigdes
dos compartimentos

1(AN), 2(AO), 3(AE),

4(AQ), 5(AE).

9(AO), 10(AE)

G(AN), 7(AO), 3(AE),

11(AN),
13(AE)

12(A0),

Legenda: AN - anaerdbio; AO — anodxico; AE — aerdbio.

TABELA D.2: Datas das coletas da amostragem mensal e os niimeros equivalentes as linhas

da Figura 5.19.

Datas Sistema de reagfio 1 Sistema de reagfio 2 Sistema de reagio 3
25/11/99 1 6 11
22/12/00 2 7 12
13/01/00 3 8 13
04/02/00 4 9 14
01/03/00 5 10 15

TABELA D.3: Datas e os numeros equivalentes as linhas da Flgura 5.30, amostragem diaria.

Data Sistema de reacfio 1 Sistema de reagiio 2 Sistema de reagiio 3
22/02/00 1 7 13
23/02/00 2 8 14
24/02/00 3 9 15
25/02/00 4 10 16
28/02/00 5 11 17
29/02/00 6 12 18

TABELA D.4: Datas das coletas e os numero sdo equivalentes as linhas das Figuras 5.24,

5.26 e 5.28, amostragem mensal.

Més Datas Amostras

Novembro de 1999 25 1
2 2

9 3

Dezembro de 1999 15 4
22 5

28 6

Janeiro de 2000 7 7
13 8

4 9
Fevereiro de 2000 18 10
25 11
Margo de 2000 3 12
30 13
12 14

Abril de 2000 20 15
27 16
1 17
Maio de 2000 8 18
11 19




ANEXOS E

¢ Valores utilizados no calculo do coeficiente de

similaridade.
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TABELA E-1: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas nos cinco compartimentos do sistema de reagao 1, submetidos as
diferentes condigdes (anaerdbia, andxica, aerdbia).

Linhas a b j Cs (%)
1.2 21 21 20 95
23 21 19 19 95
34 19 19 19 100
4.5 19 20 19 97
1.3 21 19 19 95
35 19 20 19 97
24 21 19 19 95
1.4 21 19 19 95
1.5 21 20 20 98
2.5 21 20 19 93

TABELA E-2: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas nos cinco compartimentos do sistema de reagdo 2,submetidos as
diferentes condiges (anaerdbia, anoxica, aerdbia).

Linhas a b j Cs (%)
6,7 = 22 22 22 100
6,8 ' 22 22 22 100
6,9 = 22 22 22 100
6,10 23 22 22 100
7.8 22 22 22 100
79 _ 22 22 22 100
7.10 ' 22 22 22 100
8.9 = 22 29 22 100
8.10 = 22 22 22 100
9,10 29 22 22 100

TABELA E-3: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas nos trés compartimentos do sistema de reacdo 3, submetidos as
diferentes condigoes (anaerdbia, andxica, aerobia).

Linhas a B . i Cs (%)
11,12 22 22 22 100
= 22 22 22 100
12,13 22 22 22 100

TABELA E-4: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas nos cinco compartimentos do sistema de reagdo | e 2, submetidos as
diferentes condig¢des (anaerdbia, anoxica, aerobia).

Linhas — a b i Cs (%)
1.6 21 22 13 60
2.7 21 22 12 56
3.8 : 19 22 11 54
4,9 _ 19 22 11 54
5.10 20 22 12 57
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TABELA E-5: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas nos compartimentos do sistema de reagdo 2 e 3, submetidos as

diferentes condigdes (anaerdbia, anoxica, aerobia).

Linhas a b i Cs (%)
6,11 22 22 18 82
7.12 22 22 18 32
8.13 22 22 18 82
9,12 22 22 18 82
10,13 22 22 18 32

TABELA E-6: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas no primeiro e ultimo compartimento dos sistemas de reacdo 1, 2 e 3,

submetidos as diferentes condigdes (anaerobia, andxica, aerobia).

Linhas a b i Cs (%)
1.6 21 22 13 60
1,11 21 22 15 70
6,11 22 22 18 82
5,10 20 22 12 57
513 20 22 13 62
10,13 22 22 18 82

TABELA E-7: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE encontradas nos trés sistema de reagdo, submetidos as diferentes condigdes

(anaerobia, andxica, aercbia).

Linhas a -b J Cs (%)
= 100 110 i1 10
23 110 110 13 16
13 100 110 13 12

TABELA E-8: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas no tultimo compartimento aerobio do sistema de reagdo |, amostras

mensais.

Linhas a b J Cs (%)
12 20 23 19 88
2.3 23 25 22 92
34 25 24 22 90
45 24 18 16 76
1,3 20 25 18 80
3,5 25 18 15 70
2.4 23 24 19 81
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TABELA E-9: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das bandas
DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerébio do sistema de reagdo 2, amostras

mensais.

Linhas a b i Cs (%)
6,7 22 24 20 87
) 24 25 23 94
8.9 25 24 22 90
9,10 24 25 22 90
6.8 22 25 19 81
8.10 25 25 20 80
7.9 24 24 20 83

TABELA E-10: Valores utilizados no calculo do coeficiente
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerébio do sistema de reagdo 3,

amostras mensais.

de similaridade (Cs) das

Linhas a b i Cs (%)
11,12 22 18 16 80
12,13 18 21 18 92
13,14 21 24 20 89
1415 24 22 22 96
11,13 22 21 16 74
13.15 21 22! 18 84
12.14 18 24 17 81

TABELA E-11: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerobio do sistema de reagdo | e 2,

amostras mensais.

Linhas -a b i Cs (%)
Le — 20 22 15 71
2.7 23 24 19 81
3.8 25 25 21 84
4.9 24 24 18 75
5.10 18 25 16 74

TABELA E-12: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerdbio do sistema de reagdo 2 e 3,

amostras mensais.

Linhas- a b i Cs (%)
6,11 22 22 16 73
7.12 24 18 15 71
8,13 25 21 18 78
9.14 24 24 17 71
10,15 25 22 16 68
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TABELA E-13: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no tltimo compartimento aerébio do sistema de reagdo 1,

amostras semanais.

Linhas a b i Cs
12 20 25 19 84
23 25 25 25 100
3.4 25 25 23 92
4.5 25 23 23 96
5,6 23 25 22 92
6,7 25 25 24 96
78 25 24 24 98
8,9 24 24 23 96
9,10 24 25 23 94
10,11 25 27 25 96
11,12 27 26 26 98
12,13 26 22 22 92
13,14 22 19 14 68
14,15 19 20 17 87
15,16 20 19 18 9
16,17 19 21 17 85
17,18 21 16 16 86
18,19 16 19 15 86

TABELA E-14: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerébio do sistema de reagdo 2,

amostras semanais.

Linhas a b i Cs
12 22 27 22 90
2.3 27 26 25 94
34 26 27 26 93
45 27 24 24 94
5,6 24 21 20 89
6.7 21 25 21 91
7.8 25 25 25 100
8.9 25 24 22 90
9.10 24 27 24 94
10,11 27 27 26 96
11,12 27 24 24 94
12,13 24 24 21 88
13.14 24 24 22 92
14,15 24 25 24 98
15,16 25 22 22 94
16,17 22 25 22 94
17.18 25 21 20 87
18,19 21 21 20 95
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TABELA E-15: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no tultimo compartimento aerdbio do sistema de reagdo 1,

amostras semanais.

Linhas a b ] Cs
1,2 22 26 21 88
2.3 26 25 23 90
34 25 20 20 89
4,5 20 18 18 95
5,6 18 20 16 84
6,7 20 21 20 93
7.8 21 21 19 90
8.9 21 24 21 93
9,10 24 25 23 94
10,11 25 24 23 94
11,12 24 26 24 96
12,13 26 25 24 94
13,14 25 23 23 96
14,15 23 20 20 93
15,16 20 17 17 92
16,17 17 17 17 100
17,18 17 20 17 92
18,19 20 18 18 95

TABELA E-16: Valores utilizados no calculo do coeficiente
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerobio do sistema de reagdo 1,

amostras diarias

de similaridade (Cs) das

Linhas a b i Cs
1.2 28 29 28 98
2.3 29 28 28 98
34 28 27 27 98
4.5 27 27 27 100
5,6 27 27 27 100
1.3 28 28 28 100
3,5 28 27 27 98
2.4 29 27 27 96
4.6 27 27 27 100

TABELA E-17: Valores utilizados no calculo do coeficiente
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerdbio do sistema de reagdo 2,

amostras diarias.

de similaridade (Cs) das

Linhas a b i Cs
7.8 27 27 27 100
8.9 27 27 27 100
9.10 37 27 27 100
10,11 27 26 26 98
11,12 26 26 26 100
7.9 27 27 27 100
9.11 27 26 26 98
8.10 27 27 27 100
10,12 27 26 26 98
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TABELA E-18: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerobio do sistema de reagdo 3,
amostras diarias.

Linhas a b i Cs
13,14 25 25 25 100
14,15 25 24 24 98
15,16 24 24 24 100
16,17 24 24 22 92
17:18=——— 24 24 24 100
13,15 25 24 24 98
15,17 24 24 22 92
14,16 25 24 24 98
16,18 24 24 22 92

TABELA E-19: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerobio do sistema de reagdo 1 e 2,
amostras didrias.

Linhas a b i— Cs
1.7 , 28 27 21 76
2.8 29 27 22 79
3.9 28 27 21 76
4,10 ' 27 27 20 74
5.11 ' 27 26 20 75
6,12 - 27 26 20 75

TABELA E-20: Valores utilizados no calculo do coeficiente de similaridade (Cs) das
bandas DGGE, encontradas no ultimo compartimento aerédbio do sistema de reagdo 2 e 3,
amostras diarias.

Linhas a b E Cs
7.13 27 25 21 81
814 : 27 25 21 81
9.15 = 27 24 20 78
10;J6———— 27 24 20 78
11.17 : 26 24 18 72
12,18 26 24 18 72




