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O aumento da poluicdo nos recursos hidricos intensificou o despejo de nutrientes, como
fosforo e nitrogénio, que sdo precursores para eutrofizacdo, causando problemas
ambientais. Através do tratamento biol6gico de efluentes é possivel remové-los por meio
da comunidade bacteriana, utilizando os processos metabdlicos e, posteriormente,
destinando corretamente aos corpos hidricos. Os estudos das comunidades microbianas
presentes nos sistemas de tratamento permitiram realizar melhorias para aumentar o
desempenho do mesmo. O presente estudo realizou uma analise dos microrganismos
presentes em dois tipos de reatores, Reator de Leito Movel com Biofilme (MBBR) e 0
Lodo Granular Aerobio (LGA), através da técnica de FISH e quantificacdo via Python
Jupyter. Pode-se observar que o reator MBBR apresentou maior quantidade de bactérias
oxidadoras de amonio (BOA) em detrimento as bactérias oxidadoras de nitrito (BON),
por causa do tipo de suporte utilizado, carga aplicada e inibicdo através das conversoes
parciais. Por outro lado, no LGA houve maior concentracdo de BON em um dos regimes
do reator e de microrganismos indesejados (GAO - bactérias acumuladoras de
glicogénio). A combinagdo da ciéncia da computagdo e da biologia molecular
proporcionaram a quantificagdo dos microrganismos e interpretacbes dos sistemas
bioldgicos presentes.
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The increase in pollution in water resources has intensified the discharge of nutrients,
such as phosphorus and nitrogen, which are precursors for eutrophication, causing
environmental problems. Through the biological treatment of effluents, it is possible to
remove them through the bacterial community, using metabolic processes and,
subsequently, correctly throwing them into water. Carrying out studies of the presence
of microbial communities in treatment systems make it possible to make improvements
to increase their performance. The present study carried out an analysis of the
microorganisms present in types of reactors, Biofilm Moving Bed Reactor (MBBR) and
Aerobic Granular Sludge (LGA), using the FISH technique and quantification by
Python Jupyter. It can be seen that the MBBR reactor had a higher amount of Ammonia-
oxidizing bacteria (AOB) than nitrite-oxidizing bacteria (NOB), due to the type of
support used, applied load, and inhibition through partial conversions. On the other
hand, in the LGA there was a higher concentration of BON in one of the reactor regimes
and of undesirable microorganisms (GAO - glycogen-accumulating organisms). The
combination of computer science and molecular biology provided the quantification of
microorganisms and interpretations of current biological systems.
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1. Introducéo

O aumento da polui¢do dos recursos hidricos, através do despejo inadequado
de efluentes, resulta em niveis maiores de nutrientes como carbono (C), fosforo (P) e
nitrogénio (N) nos corpos hidricos. O consumo de oxigénio, a eutrofizacdo e a
toxicidade do meio sdo alguns dos efeitos gerados, além dos impactos imensuraveis
das formas de vidas presentes (VIEIRA e HENKES, 2013).

Os sistemas de tratamento de aguas residudrias sdo comumente utilizados de
forma a diminuir o excesso de poluentes organicos e nutrientes despejados, e junto
disso, micropoluentes que podem causar efeitos maléficos a saude humana
(MICHAEL et.al, 2013). Por isso, o0 investimento e os beneficios ajudam na melhoria

das condic¢des de toda esfera populacional.

O conceito de tratamento de aguas e efluentes esta em constante mudanca,
visto o crescimento das economias circulares. Além disso, a maioria das atividades,
humanas e industriais, produzem residuos que sédo despejados de forma incorreta
nos recursos hidricos (WWAP, 2017). Assim, estudos para estabelecer o destino final
dos efluentes, tem como objetivo diminuir a polui¢cao hidrica e gerar melhor qualidade
de vida para a populacao, além de estar presente dentro dos Objetivos Sustentaveis.
Consequentemente, a eficacia do gerenciamento acarretara em uma reducédo de
doencas transmitidas por vetores, trazendo beneficios econémicos diretos e indiretos
(WHO, 2018).

De acordo com o relatério do The World Bank (2018), o Brasil, por ser um pais
extenso, apresenta elevada discrepancia no acesso ao saneamento basico e agua
tratada, seja na area rural ou na area urbana. Alguns planos como o Plano Nacional
de Agua e Saneamento (PlanSab), tem como objetivo alcancar 99% no quesito de
abastecimento de agua e até 92% para servicos de saneamento. Entretanto, por
causa das crises politicas e econbmicas, esse tipo de investimento sofreu grande
gueda, mesmo com o PAC (Plano de Aceleracdo do Crescimento) afetando

diretamente a qualidade de vida da populacéo.



Para contornar esse cenario, a reutilizacdo de aguas residuarias e seu
tratamento relacionam tanto beneficios ambientais como sociais e de saude (FAO,
2010). Em comparacdo com outros métodos, destacam-se as vantagens de custos
mais baixos e poluicdo secundaria reduzida, aléem da possibilidade de utilizacdo de
diferentes meios de oxigenagio (SPONZA e ULUKQY, 2005).

O tratamento de efluentes, dependendo do grau de remocédo de poluentes a
ser atingido, pode ser dividido em tratamento preliminar, primario, secundario e
terciario. O tratamento preliminar tem como objetivo a remocao dos solidos grosseiros
em suspensao onde utiliza mecanismos fisicos, como gradeamento e sedimentacao,
para proteger as etapas subsequentes. O tratamento primario além de remover 0s
sélidos sedimentaveis, também remove parte da matéria organica através dos
tratamentos fisicos. Ja o secundario caracterizado pelos tratamentos bioldgicos, é
constituido por reatores biolégicos capazes de remover grande parte da matéria
organica e nutrientes presentes como o P e N. Esses reatores reproduzem o0s
fendmenos naturais que ocorreriam no corpo hidrico receptor. O tratamento terciario,
nem sempre empregado, € capaz de remover 0s nutrientes e matéria organica que
nao foram tratados, além de poluentes presentes e desinfec¢ao do esgoto (METCALF
& EDDY, 2003).

O tratamento biologico de efluentes pode ser classificado em aerébios, e
anaerobio. Nos sistemas aerdbios, os microrganismos fazem uso do oxigénio
dissolvido para converter a biomassa complexa organica em compostos mais simples,
CO2 e H20. Os processos de tratamento aerdobio sdo normalmente empregados para
efluentes que apresentam elevada carga organica, obtendo alta eficiéncia. Enquanto
isso, vem crescendo o estudo biotecnolégico no tratamento anaerdbio para que haja
maior recuperacdo e utilizacdo dos recursos enquanto se controla a poluicdo
(YEOH,1995; SEGHEZZO et al., 1998).

Para a remocao bioldgica de nitrogénio presente em efluentes, € indispensavel
gue ocorra 0s processos nitrificacdo e desnitrificagcdo, sendo realizadas por uma
microbiota funcional relacionada ao ambiente bioquimico, aerébio e anoxico. Caso
haja alta concentracdo de amodnia livre, por exemplo, podera impactar o0s
microrganismos presentes e, consequentemente, a eficiéncia do sistema de remocao
(CHERN et al., 2001).



J& na remocao biolégica de fésforo, o processo principal baseia-se no
enriquecimento dos organismos acumuladores de fosfato, de modo que consigam
acumular quantidades suficientes de polifosfato no interior de suas células e, assim,
aumentar a remocao de P. Entretanto, o desempenho inadequado observado em
sistemas piloto e em escala real apresenta-se como oportunidades de otimiza¢ao na
operacdo. Dessa forma, estratégias em busca de minimizagdo de microrganismos
indesejaveis e a busca por recuperacbes mais sustentaveis e econdémicas sao

indispensaveis para aumentar a potencial da remocao de fosforo (1ZADI et al., 2020).

O uso de técnicas de biologia molecular associada ao tratamento biolégico de
efluentes possibilita a identificacdo de populacdes especificas da comunidade
microbiana no seu habitat natural, sem a necessidade do cultivo celular. Por isso, sua
aplicacao estende-se desde flocos, presentes em lodos ativados, até biofilmes, em
sistemas MBBR, de forma a aumentar a eficacia do sistema e evitar possiveis
flutuagdes (SANZ e KOCHLING, 2007).

A técnica de biologia molecular por hibridizacéo de fluorescéncia in situ — FISH,
€ caracterizada por avaliar, identificar e localizar a comunidade bacteriana, sem a
necessidade de cultivo celular. A utilizagdo de sondas baseadas em uma sequéncia
especifica de DNA permite que ocorra a hibridizacdo e o reconhecimento de
sequéncias caracteristicas de rRNA (BASSIN, 2012).

No contexto de tratamento de aguas residuarias, este trabalho visa avaliar a
comunidade microbiana presente em diferentes tipos de reatores através da técnica
de FISH, permitindo avaliar o desempenho do reator. Dessa forma, essa combinacao
irA melhorar o entendimento dos microrganismos, além de observar as competicfes

existentes e o papel dos mesmos.



2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Analisar a comunidade microbiana presente em reatores biolégicos operados
para remocao de carga organica e nutrientes usando técnica de biologia molecular
(FISH).

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a biomassa presente em reatores com biofilme e lodo granular ;

e Quantificar a populac¢do microbiana presente em um mesmo reator operado

em diferentes condicdes;

e Obter imagens das comunidades bacterianas presentes no tratamento de

efluente investigado;

Fazer uma analise comparativa entre os resultados obtidos nas analises de

biologia molecular em detrimento performance do sistema.



3. Revisdo Bibliogréfica

O mecanismo de tratamento de aguas residuarias, quando realizado pela via
biologica, é caracterizado pelos processos que sao capazes de reproduzir as
condigdes naturais que ocorrem nos corpos d’agua depois que os despejos sao
lancados. No meio que é lancado, a matéria organica presente sofre o processo de
degradacao biologica, resultando em produtos mineralizados inertes por meio de
mecanismos naturais. Essa realidade também estd presente nas estacfes de
tratamento, porém, tém-se a tecnologia que € introduzida e auxilia atingir melhores
resultados. Dessa forma, os processos de degradacédo biolégica séo realizados em
condi¢cBes controladas e em taxas mais elevadas, para aumento de sua produtividade
(VON SPERLING, 1996).

Os processos bioldgicos empregados atualmente no tratamento de &aguas
residuarias podem ocorrer de forma aerébia, anaerdbia, facultativa ou combinagcdes
gue podem ser realizadas. A Tabela 1 descreve a definicdo de cada processo. Tais
processos podem ser operados em reatores com diferentes tipos de crescimento
bioldgico, podendo ser suspenso ou aderido, com fluxo continuo ou intermitente, e a

hidraulica, pode ser mistura completa, fluxo disperso ou fluxo de pistéo.

Tabela 1: Defini¢do dos tipos de processos biolégicos em fungéo da via metabdlica (CAO, 2014)

Funcéo Metabdlica Definicéo

Processo que utiliza o oxigénio molecular como principal aceptor
Aerbbio de elétrons na oxidagcéo de compostos organicos em compostos
mais estaveis.
Processo que, na auséncia de oxigénio molecular, promove a
Anaerdbio transformac&o de compostos complexos em produtos simples
como metano e géas carbonico.

Processo, que na auséncia de oxigénio molecular, utiliza o nitrato

Andxico como principal aceptor de elétrons na remocao biologica de
nitrogénio.
Processo biol6gico em que os microrganismos podem funcionar
Facultativo na presenca ou auséncia de oxigénio molecular.
Processo biolédgico de tratamento formado pela combinacao dos
Combinado processos aerdbios, anaerdbios ou anoxicos agrupados em

conjunto para atingir um objetivo de tratamento especifico.




Para a remocdo da matéria organica presente nos tratamentos, 0s
microrganismos convertem os compostos organicos em CO2 e H20. A reacao global
simplificada pode ser descrita pela Equacao 1 onde demonstra a estequiometria para

0S compostos organicos ao passarem pela metabolizacédo aerébia (CAO, 2014).

CxHyOz(aq) + ¥4 (4x+y-22)Oz2(g) —XxCO2g) + ¥2 (y) H20() 1)

Ja para o metabolismo anaerdbio, essa degradacdo pode ser realizada por
diferentes grupos de bactérias e arqueas em diferentes etapas. A Equacéao 2, entdo,
expressa a estequiometria simplificada para o composto organico a ser degradado

por via anaeroébia.

CxHyOz(aq) + ¥%a(4x + y — 2z) H2O — 1/8(4x —y + 22)CO2 + 1/8 (4x +y —2z) CHa  (2)

Dessa forma os tratamentos biol6gicos serdo capazes de simular essas
condi¢Bes naturais, tendo todo controle para aumentar sua performance e conseguir
melhores resultados. Assim, para atingir os resultados pode-se utilizar a biomassa em
suspensao, que € amplamente realizada para biorreatores de lodos ativados, lagoa
aerada agitada, biorreatores com membranas (MBR) e reatores de batelada
sequencial (RBS). Outra forma para biomassa fixa sdo os biodiscos, leitos fixos

submersos e de leito expandido exemplificados na Tabela 2.

Tabela 2: Exemplos de sistemas de biomassa em suspensdo ou aderida. (Fonte: (BASSIN e
DEZOTTI, 2008)

Biomassa em Supensao Biomassa Aderida
Lodo Ativado Leito Fluidizado
Lagoa Aerada Agitada Biodiscos

Biorreatores a Membranas (MBR) Leito Expandido (MBBR)
Reatores de Batelada Sequencial (RBS) Leitos Fixos Submersos




3.1 Remocdo Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio pode apresentar-se de diversas formas nos corpos receptores,
seja como nitrogénio organico, amoniacal, nitrito e nitrato. O lancamento desse
nutriente, em geral, origina-se de diversas fontes difusas e fontes pontuais
residenciais e industriais. Essas fontes sdo compostas principalmente de nitrogénio
organico (particulado e soluvel) e nitrogénio amoniacal.

O tratamento de efluentes contendo compostos nitrogenados vem sendo
amplamente utilizado pelo grande aumento de nutrientes nos corpos hidricos, bem
como o aumento da urbanizacdo e industrializacdo, de forma a minimizar a
eutrofizacao.

Entre as alternativas mais utilizadas para a remocao de nitrogénio de efluentes,
destaca-se o tratamento biologico, que inclui a nitrificacdo e desnitrificacdo. A
nitrificagdo, processo no qual a amonia sera convertida a nitrato, ocorre em duas
etapas em condicbes de aerobiose mediada por bactérias autotréficas. Na primeira
etapa, denominada nitritacdo, ocorrera a conversdo de aménia até nitrito mediada
pelas bactérias oxidadoras de aménio (BOA) e, posteriormente, na segunda etapa,
denominada nitratacéo, o nitrito sera convertido a nitrato pelas bactérias oxidadoras
de nitrito (BON). A desnitrificacdo ocorre em ambiente anaer6bio em condi¢cdes
anoxicas, no qual o nitrato formado na nitrificagéo sera convertido a nitrogénio gasoso
pela acao de bactérias heterotroficas (ZOPPAS et al., 2016).

A Figura 1 representa o ciclo de nitrogénio, no qual as reac¢des de nitrificacao
e desnitrificacdo podem ser observadas. Nesse processo, a nitrificacdo pode ser
traduzida como etapa limitante do processo para remover 0 nitrogénio, sendo
também, a etapa mais estudada e importante para o entendimento no surgimento de
novos processos de tratamento. Dois grupos de bactérias serdo protagonistas nas
etapas de conversao. Primeiro, sdo as responsaveis pela nitritagcdo, ou seja, ocorrera
a oxidacao da amdnia a nitrito, passando pelo composto intermediario, hidroxilamina
(NH20H). Na segunda etapa, 0 outro grupo convertera nitrito em nitrato, etapa de
nitratacdo (METCALF e EDDY, 1991). Quando ocorre situagbes limitantes de
oxigénio, a reducao do nitrito gerando Oxido nitrico ou amdnia pode ser realizada. O

nitrito produzido também pode ser convertido a nitrato através de oxidantes de nitrito.



A comunidade microbiana, responsavel pelo processo de nitrificacdo consistira nos
oxidantes de amonia e nitrito (YE e THOMAS, 2001).
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Oxido » Nitrogénio
Nitroso
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Figura 1: Ciclo do Nitrogénio (Adaptado de YE e THOMAS, 2001)

Os processos também podem estar associados pela presenca de bactérias

autotréficas e heterotréficas, bem como qual ambiente estara disponivel para seu

crescimento, seja ele aerdbio ou andéxico.

A Figura 2 apresenta as diferencas entre

as etapas de Nitrificacdo e Desnitrificacdo, diferenciando a quantidade de mol

requerida de cada componente com o tipo de bactéria para ocorrer sua conversao. A

guantidade de substrato presente tanto para crescimento celular como o carbono

organico, além do oxigénio presente no meio, é distinta para que seja favorecida uma

etapa em detrimento a outra.

Nitrificacao
Bactéria autotrofica
Ambiente aerdbio

1 mol dé
25%0, —

1 mol de Nitrito
75% 0,

~100% alcalinidade——//

1 mol de aménio

Desnitrificagao
Bactéria heterotrofica
Ambiente andxico

Nitrato
(—\

1 mol de Nitrito
\‘\ 60% Carbono Orgénico

1/2 mol de nitrogénio(g)

40% Carbono Organico

Figura 2: Processos de nitrificacao e desnitrificacdo. (Fonte: METCALF & EDDY, 2016 apud CAO,
2018)



3.1.1 Nitrificacao

O processo de nitrificacdo é autotrofico e caracterizado pela utilizacdo de
diéxido de carbono (carbono inorganico) pelos microrganismos para a sintese celular.
Quando comparado ao rendimento celular por unidade de substrato que é metalizado
dos processos heterotroficos, observa-se um rendimento inferior (OLIVEIRA, 2008).
Conhecer, entdo, as reacfes presentes no meio facilita no entendimento do processo
e como evitar sua inibicdo para aumentar as conversoes realizadas pela comunidade
microbiana.

O processo de nitrificacdo ocorre quando o ion amodnio (NHs") €,
primeiramente, oxidado a NO2 (Equagdo 3) — através das bactérias autotroficas
oxidadoras de Aménio (BOA), caracterizando o processo de nitritacdo. Dentro das
bactérias responsaveis por oxidar a amdnia em nitrito encontra-se 0s géneros:
Nitrosomonas, Nitrosococcus e Nitrospiras (ZOPPAS et al., 2016; METCALF et al.,
2003).

Nitritagdo: NH4* + 3/202 — NO2+ H20 + 2H* 3)

Depois disso, ocorre a conversdo de nitrito a nitrato (Equacdo 4) — pelas
bactérias autotréficas oxidadoras de nitrito (BON), como mostrado nas reacdes abaixo
(MASSARA et al.,, 2017). Nessa segunda etapa, estdo presentes 0sS géneros:
Nitrospira, Nitrobacter, Nitrospina e Nitrococcus (ZOPPAS et al., 2016; METCALF et
al., 2008).

Nitratagdo: NO2 + 1/202 — NOsz (4)
A reacdo global é descrita na Equacgéo 5, mostrando que ha liberacdo de 2
mols de H* capazes de acidificar o0 meio caso néo ocorra correcdo do pH. Para as
bactérias presentes, o acompanhamento da remoc¢édo do biorreator junto com a

presenca dos grupos microbianos estara ligado diretamente a sua eficiéncia.

Reacéo Global: NH4* + 202 — NO3+ H20 + 2H* (5)
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A nitrificagdo pode ser inibida caso haja aplicagdo de elevadas cargas
organicas que irdo proporcionar crescimentos dos microrganismos heterotroficos,
competidores de oxigénio e nutrientes com 0Ss microrganismos autotréficos
nitrificantes no meio (SCHIMIDT et al., 2000).

A taxa de nitrificacdo também ¢é afetada por fatores limitantes como pH e
temperatura. Quando em elevadas temperaturas, seu processo torna-se mais
dindmico, visto que tem maior consumo de oxigénio e alcalinidade, ja que ocorre
maior liberacdo de H* e ocorre uma reducdo no pH. Durante o processo de
crescimento, a comunidade bacteriana produz compostos que podem alterar o meio
cultivado, como consequéncia de metabdlitos que podem ser alcalinos ou acidos,
como por exemplo, as bactérias nitrificantes e sua modificacdo da alcalinidade
(CAMPOS et. al, 2006; GERARDI, 2006). Para ter uma maximizacao das conversoes,
0 pH deve estar mais alcalino, entre 7 e 9, sendo essa a faixa de pH 6timo (METCALF
& EDDY, 2003).

Em baixas temperaturas, as bactérias nitrificantes tem diminuicdo de sua
atividade. Metcalf & Eddy (2003) reportam que a temperatura ideal para a atividade
bacteriana compreende entre 25 a 35°C. Para a digestdo aerobica e nitrificacdo, o
processo € interrompido quando a temperatura sobe para 50°C. Quando a
temperatura decresce para 5°C as bactérias autotroficas nitrificantes tornam-se

praticamente inativas.

3.3.1.1. Organismos envolvidos na Nitrificacéo

Bactérias Oxidadoras de Amoénio (BOA)

O processo nitrificante é realizado por bactérias autotréficas, ou seja, capazes
de utilizar carbono inorganico (CO2) para a sintese celular. Essa bactérias sdo
aerobias e caracterizam pela utilizacdo de oxigénio como aceptor final de elétrons
(METCALF & EDDY, 1991). Dentre essas bactérias presentes, encontra-se as
oxidadoras de aménio (BOA) que sao responsaveis por converter a amonia a nitrato
para que seja usado posteriormente pelo segundo grupo como substrato.

Dentre as linhagens presentes destaca-se Nitrosomonas oligotropha, N.
europaea/Nitrosococcus mobilis e Nitrosomonas communis sdo majoritariamente

presentes e, podem ser utilizadas na confeccdo de oligonucleotideos para as
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analises, por exemplo. Também ha o crescimento de Nitrosospira spp. que pode ser
favorecido em condi¢Bes particulares, como baixo pH e baixa temperatura, também
em ETESs industriais (KOOPS et al., 2006; SIRIPONG e RITTMANN, 2007).

Bactérias Oxidadoras de Nitrito (BON)

Junto com as bactérias oxidadoras de amdnio, esse grupo de bactérias
nitrificantes, as BON, ambas oxidantes, séo autotroficas, quimiolitotroficas e aerdbios
obrigatérios. O grupo de oxidadoras de nitrito € mais diversos que as BOAs contendo
qguatro diferente géneros: Nitrobacter com Alphaproteobacteria, Nitrococcus com
Deltaproteobacteria, Nitrospina com Betaproteobacteria, e Nitrospira com filo
separado Nitrospirae (TESKE et al., 1994; EHRICH et al., 1995, DAIMS et al., 2000)

Seu crescimento possui um rendimento menor guando comparado aos
microrganismos heterotroficos, onde normalmente coexistem em um mesmo lodo
ativado e sistemas de biofilme. Além disso, possuem alta sensibilidade aos fatores
ambientais, como por exemplo pH, temperatura e oxigénio dissolvido, tendo seu

crescimento mais lento (OKABE et al., 2011).

3.1.2 Desnitrificacéo

Na etapa de desnitrificacdo ocorrera a reducdo bioldgica do nitrato para o
nitrogénio gasoso, posterior ao processo de nitrificacdo. Essa etapa ocorre quando o
meio possui uma baixa disponibilidade de oxigénio molecular, fazendo com que as
bactérias desnitrificantes utilizem o nitrato e diversas formas de nitrogénio como
receptores de elétrons no processo de respiracdo (TONETTI et al., 2013).

A desnitrificacdo pode ser descrita como uma respiracdo anoxica onde 0s
elétrons, originados por exemplo da matéria organica, hidrogénio molecular ou
compostos de enxofre reduzidos, serédo transferidos para compostos de nitrogénio
oxidados em vez de oxigénio para que possa fazer a regeneragcédo da energia que a
bactéria precisa, o ATP. Essa etapa ocorrera a reducao do nitrogénio oxidado a gas
nitrogénio, em condi¢des anodxicas pelas bactérias heterotréficas (METCALF & EDDY,
1991).
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Dentre os microrganismos heterotréficos que podem realizar a desnitrificagdo
encontram-se 0S géneros: Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Spirrillum, Vibrio e outras. As
espécies da Pseudomonas sdo as mais comuns e utilizam diversos componentes
como hidrogénio, metanol e carboidratos para realizar a conversédo e crescimento
celular (METCALF & EDDY, 2003).

O processo de desnitrificacdo é exemplificado pelas equacdes 8, 9, 10 e 11.
Primeiro ocorrera a reducao do nitrito em nitrato e posteriormente a oxido nitrico, oxido

nitroso, finalizando com o nitrogénio gasoso, que serd liberado para atmosfera.

NOsz+ 2e + 2H*— NO2 + H20 (8)
NOz + e+ 2H*— NO + H20 (9)
ONO + 2e+ 2H* — N20+ H20 (10)
N20+2e+2H*— Na2+ H20 (11)

Pode-se reduzir as equacdes até a Equacao 12:

NO3z— NO2— NO— N20— N2 (12)

Dentre os fatores chaves no processo de desnitrificacéo, destaca-se a faixa de
temperatura 6tima entre 35°C a 50°C capaz de inferir no crescimento microbiano e na
velocidade de remocéo de nitrato (BARNES & BLISS, 1983 apud VON SPERLING,
1997). Microrganismos desnitrificantes podem tolerar uma faixa de pH de 6 a 9. Como
hd um aumento do pH pela utilizacdo no processo de desnitrificacdo, ndo ha
necessidade de adicdo de acido externo para o controle do pH visto que as bactérias
nitrificantes aguentam essa variacao (DINCER e KARGI, 2000).

A estequiometria das reacdes ira depender diretamente de qual fonte de
carbono esta sendo utilizada. Entretanto, € comumente utilizado a férmula C1oH1903N
para representar a matéria biodegradavel proveniente do esgoto doméstico
(METCALF & EDDY, 2003). As Equacdes 9,10 e 11 representam os diferentes

doadores de elétrons que podem ser utilizados para que o nitrato seja reduzido.
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Esgoto:

C10H1903N + 10NO3z" — 5N2 + 10CO2 + 3H20 + NH3 + 100H" (9)
Metanol:

5CH30H + 6NOs” — 3Nz + 5CO2 + 7H20 + 60H" (10)

Acido acético:

5CH3COOH + 8NO3s™ — 4N2 + 10CO2 + 6H20 + 80H- (12)

Em todos as equacgles, independentemente de ser proveniente do esgoto,
metanol ou acido acético, é produzido hidroxila que ajuda a manter a alcalinidade do
meio. Esse aumento de alcalinidade é compensado pelo consumo dos mesmo em
sistemas combinados com a nitrificacdo (VON SPERLING, 1996).

O funcionamento do ecossistema global das bactérias desnitrificantes pode
sofrer interferéncias por causa da condigcbes ambientais, como temperatura, pH,
oxigénio dissolvido no meio, concentracdo de nitrato, fonte de carbono utilizada,
presenca de substancias toxicas e alta intensidade de luz (BARAK et al.,1998;
BASSIN, 2012).

A temperatura ideal de crescimento para a desnitrificacdo esta na faixa de 0O-
50°C, sendo mais favoravel em torno de 35°C. Para o pH, a faixa 6tima compreende
entre 7-9 caindo expressivamente as taxas de desnitrificacdo fora dessa faixa
(GRADY JR et al., 2011). Esses parametros necessitam de controle para paises que
possuem altas temperaturas de modo a ocorrer a conversao e nao serem inibidos.

Por esses microrganismos utilizarem para metabolizar prontamente o
substrato biodegraddvel em condigbes anodxicas, o oxigénio dissolvido tem
capacidade de inibir a sintese de enzimas desnitrificantes e sua atividade. Para
favorecer a metabolizacdo do nitrato em detrimento ao oxigénio, as concentracdes de
oxigénio dissolvido (OD) deve ser minimizada evitando a aeracdo dos efluentes e
aumento da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (EPA, 2007).

O aumento do tempo de retencdo hidraulica pode permitir que a populagéo
bacteriana consiga degradar o substrato organico, levando a uma alta eficiéncia de

remocao de nitrato. Em contrapartida, também é responsavel pela alta liberacéo de
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carbono orgéanico dissolvido e amo6nia. Wang e Chu (2016) obtiveram uma eficiéncia
de remocéao de nitrato superior de 96% com TRH de 6,6 dias, com uma taxa de fluxo
de 18mL/h comparado com o TRH de 1,6 dias que diminuiu para 66%, uma taxa de
fluxo de 66mL/h.

As maiores taxas de desnitrificacdo podem ser obtidas utilizando como
precursor 0s acidos graxos, visto que a desnitrificagdo consiste em um processo lento
sendo suportada pelo decaimento celular. Um fato curioso € a limitacdo de carbono
gue leva em acumulo de produtos intermediarios, como NO2 e N20 (BASSIN, 2012).

Dado os mecanismos realizados pelos microrganismos, para conseguir uma
maior produtividade a configuracéo dos processos bioldgicos de tratamento de esgoto
precisa haver uma combinacdo entre os ambientes andxicos e aerdbios de acordo
com as seguintes modalidades (OLIVEIRA, 2008):

e Pré-desnitrificacdo, sendo fonte de carbono proveniente de esgoto bruto;
e Pods-desnitrificacdo, sendo a fonte de carbono proveniente da etapa de
respiracao endégena;

e Reatores em batelada (operacéo intermitente).

A combinacao pode ser empregada em reatores de Lodo Ativado e também outros
tipos como MBBR, por exemplo. Assim, ndo s6 0s parametros quimicos e cinéticos
séo levados em consideragéo, mas a utilizagdo da microbiologia junto com a ciéncia
da computacdo ira entender a comunidade microbiana presente, importante nas

tomadas de decisao.
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3.2 Remocéo Biologica de Fosforo

O fésforo € um dos nutrientes amplamente encontrados nos esgotos e
lixiviados em diferentes formas. Fosfatos, polifosfatos e ortofosfatos sdo comuns em
esgotos domeésticos, em decorréncia do uso de produtos de limpeza. Esse
componente € também utilizado como fertilizante e seu transporte do solo para 0s
ambientes aquaticos, tanto por escoamento superficial como subsuperficial, podendo
resultar em condicdes nutricionais favoraveis ao crescimento fora do normal de fito e
zooplancton, além das plantas aquaticas. O aumento exagerado desses organismos
causa aumento na demanda de oxigénio, alteracao do pH, turbidez da agua, liberacao
de toxinas, causando mortandade de peixes e animais (LOURES , et al., 2004).

A remocdao de fésforo, nos processos biolégicos convencionais utilizados para
o tratamento de &guas residuarias, é influenciada pelas condi¢des operacionais. Para
as bactérias heterotréficas presente nos tratamento de lodo ativado, a composi¢ao
tipica de fosforo é de 1,5 a 2%. Entretanto, muitas bactérias sdo capazes de
armazenar fosforo, através de suas células em forma de energia através dos
polifosfato, contendo de 20 a 30% em base seca (METCALF & EDDY, 2003).

A guantidade de fosforo presente em esgoto bruto varia de 4 a 12 mg/L com
uma contribuicdo per capita de 0,7 a 2,0 g/hab.d (VON SPERLING, 2005). Essa
concentracdo necessita de tratamento e solucdes viaveis para evitar o despejo direto
nos corpos hidricos. Além disso, diferente da remocéo bioldgica de nitrogénio, a de
fosforo depara-se com concorrentes como 0s processos fisico-quimicos, como a
precipitagdo quimica, utilizada como complemento ou de modo isolado em
tratamentos de efluentes.

Dentre as alternativas biologicas para remocao de fésforo tém-se a absorcao
por microrganismos que estdo imobilizados em géis de polissacarideos, ou até
mesmo sem imobilizacdo, podendo utilizar sistemas de lodos ativados ou microalgas
para que tenha uma melhor remocao do fésforo. A principal tendéncia é a utilizacdo
de um tratamento terciario de forma a otimizar a remocé&o criando sistemas hibridos
anaerobios-andxicos-aerobios para remocgao de nitrogénio e fosforo (FERREIRA,
2014).

Para aumentar a eficiéncia do processo de remocao de fésforo, surge como

alternativa os EBPR (Enhanced biological phosphorus removal). Esse termo
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diferencia a forma convencional que é conduzida em condi¢cbes particulares e na
presenca de microrganismos com capacidade de acumular esse composto quimico.

Os processos EBPR séo projetados para comunidades de microrganismos em
sélidos suspensos com a capacidade de armazenar fosforo de forma intracelular
variando de 3 a 5 % em base seca. Posteriormente, a remocao de residuos utilizando
lodo ativado, por exemplo, pode produzir eficiéncias de remocéo na faixa de 80 a
90%. Mesmo que haja alguma controvérsia quanto a real composicdo bacteriana
dessas comunidades de microrganismos, geralmente eles sdo conhecidos como
organismos acumuladores de fésforo (PAOs). Dentre as subpopulacdes bacterianas
inclui  Accumulibacter e Rhodocyclaceae. O processo EBPR baseia-se no
fornecimento de uma zona anaerdbica com um amplo suprimento da demanda
bioquimica de oxigénio. A matéria organica, entdo, € fermentada na zona anaerdbica
para criar uma fonte de acidos graxos volateis (AGVs), principalmente acetato e
propionato, que por sua vez servirdo de fonte para PAOs (MINESSOTA POLLUTION
CONTROL AGENCY, 2006).

Em ambientes aerdbios ou andxicos, os PAOs conseguem armazenar fosfato
na forma de polifosfato intracelular, tendo a retirada de P da fase liquida por meio da
remocéao desses microrganismos no lodo presente. Diferente de outras comunidades
microbianas, os PAOs sédo também capazes de absorver carbono na forma de &cidos
graxos volateis em condi¢cdes de anaerobiose e posteriormente armazenar como
polimeros de carbono, os polihidroxialcanoatos (PHAs) (OEHMEN, LEMOS, et al.,
2007).

Durante a fase aerébia ou andxica, quando ha o esgotamento do substrato, 0s
PAOs utilizam PHA armazenado como substrato e fonte de energia para realizar seu
crescimento, manutencédo celular, sintese de glicogénio e absorcdo de fosfato
presente no meio para restabelecer a pools de polifosfato dentro das células
(WENTZEL, LOTTER, et al., 1991). Observa-se um rapido crescimento bacteriano
nesta fase, a absorcao de fosfato € maior do que a liberagéo de fosfato durante a fase
anaerobica e, por consequéncia, ha uma efetiva remocao deste nutriente do meio. A

remocao bioldgica detalhada do fésforo mecanismos séo representados na Figura 3
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Figura 3: Metabolismo dos organismos acumuladores de fésforo (Adaptado de CASTELLANOS, 2020)

Os fosfatos estdo presentes com a maior disponibilidade e podem ser
assimilados pelas bactérias existentes no sistema de remocéo de fosforo. Barnard
(1976) aponta uma pré-condicdo necesséria para a remocdo de fosfatos nesses
sistemas onde o licor misto ou o lodo de retorno do subfluxo do clarificador
permanece em condicdo de anaerobiose. Assim, os fosfatos seriam liberados para o
liquido, seguido de um periodo de aeracdo durante o qual os fosfatos seriam
precipitados ou absorvidos pela comunidade microbiana presente. A presenca de
nitratos pode levar a um maior valor de potencial de oxidac¢do-reducao acima do valor
minimo, onde seria hecessario para garantir as condicdes de anaerobiose criada.

Os processos de nitrificacdo que ocorrem no lodo granular é realizada pelos
mesmos mecanismos explicitados, com a presenca das BOAs e BONSs para oxidacao
do amoénio em nitrito, depois em nitrato na presenca de oxigénio. Pode haver a
presenca de arqueas oxidadoras de amoénia (AOA) que s&o responsaveis por
converter a amonia em nitrito (GUIMARAES, 2017).

Outro grupo microbiano que pode estar presente sdo os GAOs (Organismos
Acumuladores de Glicogénio) que séo capazes de capturar AGVs e converter em
PHA. Entretanto, ndo sdo capazes de liberar fosforo e capturar em condicbes
aerobicas. Assim, ndo sao capazes de contribuir com a remocéo, competindo com 0s
PAOs e sendo indesejaveis para o sistema de EBPR (SOUZA, 2017).

Dessa forma, sabe-se que os GAOs sao favorecidos em condigbes de
anaerobiose e causa mudancas na performance do reator que esta sendo operado.
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A Figura 4 mostra a diversidade de grupos microbianos presentes em Lodo Floculento
e o Lodo Granular. Assim, dependendo das condi¢des fisico-quimicas e conhecendo
0S microrganismos presentes, pode-se maximizar o crescimento de uns em

detrimento ao de outros.

ey
%"&\ .. Organismos: Zonas:
PAO Aerobia

B \‘5» Nitrificantes Anaerébia

Figura 4: Diferenca entre A) Lodo Floculento e B) Lodo Granular aerébio (GUIMARAES apud
WINKLER et al. 2013)

De acordo com Gerardi (2006), alguns problemas operacionais, em unidades

de tratamento bioldgicas, para pH abaixo de 6,8 podem ser observados como:

e Diminuicdo da atividade enzimatica bacteriana,
e Possivel aumento de &cido sulfidrico (H2S);

e Inibicdo do processo de nitrificacao;

e Dificuldade para formacao dos flocos;

e Crescimento indesejado de fungos filamentosos.

Ja para valores para pH acima de 7,2, podem incluir também a diminui¢cdo da
atividade enzimatica e nitrificacdo, bem como a interrupgéo da formacao dos flocos,
tendo aumento consideravel na producdo de amoénia. Além disso, o pH também
influencia no grau de ionizagdo dos substratos, residuos toxicos e nutrientes, junto do
transporte para as células e organelas das bactérias. Como resultado de variacdes

de pH, destaca-se uma atividade bacteriana indesejada e o tratamento ineficiente.
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No tratamento secundério de efluentes, o oxigénio dissolvido desempenha um
papel importante e limitante na eficiéncia da aeracdo através do processo de
transferéncia de massa. O controle desse parametro pode inferir no tipo de rota
metabdlica a ser realizada pelos microrganismos, bem como a eficiéncia do
tratamento a ser realizado. Em lodos ativados e granulares, por exemplo, necessita-
se de um suprimento suficiente capaz de manter o consorcio bacteriano, para que
realize os processos de oxidacao e suas atividades metabolicas (CHERN et. al, 2000).

Carlos e colaboradores (2009) concluiram que em baixas temperaturas, o
crescimento de PAOs sdo os microrganismos dominantes, visto que ocorrera a
inibicdo das GAOs em temperaturas em torno de 10°C, independente do pH e da
disponibilidade de carbono. Ja em temperaturas moderadas, de 20°C, a presenca de
propionato e acetato como fonte de carbono também favoreceu o crescimento de
PAO frente a GAO. Ja em temperaturas mais elevadas, como 30°C, observou-se
maior proliferacdo de GAO. Dessa forma, a temperatura pode ser utilizada para obter

uma selecédo de um grupo bacteriano.

3.2.1 Organismos envolvidos na Remocéao Bioldgica de Fésforo

Bactérias Acumuladoras de Fosforo (PAO)

As PAOs (Bactérias Acumuladoras de Fosforo) participam tanto do processo
aerdbio quanto do anaerobio, jA que podem metabolizar utilizando produtos diversos
de armazenamento que inclui polifosfato, o acumulo de glicogénio e
polihidroxialcanoatos (PHAS), sendo particularmente o poli-B-hidroxibutirato (PHB). O
processo realizado pelas PAOs é feito nas fases aerbébia e anodxica, por meio do
armazenamento do PHA e sua posterior metabolizagcdo. Assim, o fornecimento de
energia de forma a ter a absorcédo e reposicdo de armazenamento de polifosfato e
carbono, também serd precursor para o processo de sintese do glicogénio e outros
componentes celulares (SCHULER e XIAO, 2008).

Dentre as bactérias mais importantes e comumente encontradas na maioria
das ETE com uso de EBPR, observa-se o género Accumulibacter e da familia das
Rhodocyclaceae estando na subclasse 2 das Betaproteobacteria. Vale ressaltar que

nenhum desses microrganismos foram cultivados através de uma cultura pura, assim,
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em condi¢Bes anaerobias, acidos graxos com cadeia curta Sdo 0s precursores para a
sintese de PHA. Posteriormente, com condi¢des aerdbias, terdo capacidade de obter

energia e sintese de polifosfatos (NIELSEN et. al, 2009).

Bactérias Acumuladoras de Glicogénio (GAO)

Pela variedade de comunidades microbianas dentro de um mesmo reator, as
bactérias acumuladoras de glicogénio GAOs podem competir com as PAOs em
sistemas anaerdbio:aer6bio de EBPR em certas condicbes operacionais.
Consequentemente, sdo mais eficientes para assimilar substratos anaerobiamente
guando alimentadas com efluentes contendo glicose, mas também acetato. Embora,
ambas as bactérias produzam polifosfatos, as GAOs podem metaboliza-los em
condi¢cBes aerobias para formacéo de glicogénio (SEVIOUR et al., 2003).

O género mais encontrado nas ETE é o Competibacter dentro da
Gammaproteobacteria, referindo também como grupo GB, sendo esses identificados
de forma mais abundante em grande escala. As mais comuns espécies dentro desse
género sdo Candidatus Competibacter phosphatis, muitas vezes abreviado como
Competibacter. Observa-se essa espécie principalmente em reatores de laboratérios,
mas ja foram relatadas em escala real de EBPR com abundancia de até 10% do
biovolume celular total (NIELSEN et al., 2009).
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3.3 Técnica de FISH e suas aplicacfes

O método de FISH (fluorescence in situ hybridization) € amplamente utilizado
para identificacdo de varios tipos de células, inclusive para identificacdo dos
microrganismos envolvidos no tratamento de aguas residuarias. Em comparacéo com
métodos dependentes de cultivo, a identificacdo de microrganismos por FISH é mais
facil, dependendo do uso correto das sondas para o0 que esta analisando
(DOMARSKA, RIEDEL, et al., 2014). Essa técnica € expandida em diferentes tipos de
reatores mostrando excelente eficacia na identificacdo dos microrganismos
presentes.

O protocolo de FISH é dividido em 5 principais etapas (ORMECI e LINDEN,
2008):

Preparacgdo da amostra;
Fixacao;
Imobilizacao;

Hibridizacéo;

a kr w0 N e

Observacao no microscoépio fluorescente.

Primeiro, prepara-se a amostra. A segunda etapa, de fixacdo, é realizada com
a finalidade de aumentar a permeabilidade da célula e permitir que ocorra a
penetracdo da sonda, para que ndo ocorra a lise celular durante a hibridizacao.
Posteriormente, na imobilizacdo, as células serdo aplicadas sobre uma lamina de
microscopio e desidratadas em séries de solucbes de etanol. Na etapa de
hibridizacdo, havera a penetragdo da sonda nas células presentes e ocorrera a
ligacdo especifica no oligonucleotideo marcado para as sequéncias complementares
de acidos nucleicos da amostra. Por fim, a sonda ligada sera visualizada sob um
microscopio fluorescente (ORMECI e LINDEN, 2008). A Figura 5 representa o passo

a passo para a deteccéo da luminosidade dos microrganismos.
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Retirada da
amostra

Figura 5: Esquemética da divisdo na técnica de FISH (SANZ e KOCHLING, 2007)

As caracteristicas morfolégicas séo identificadas dos microrganismos pela
ferramenta de FISH, necessitando que existam sondas pré-existentes com a
informacdo genética que esta sendo analisada. Devido a disponibilidade de sondas
moleculares especiais, a identificacdo dos microrganismos sera baseada na
sequéncia do material genético que € complementar a sequéncia de RNA ou DNA.
As sequéncias de RNA irdo anexar as sequéncias complementares do material
genético da bactéria a ser detectada durante a analise. Por causa da molécula
fluorescente ligada ao acido, ao utilizar o microscopio, esses microrganismos ficaréo
bem visiveis por causa de sua fluorescéncia emitida (DOMARSKA, et al., 2014).

Segundo Amann et al. (1990b), devido as razdes historicas e técnicas, 0s
maiores conjuntos de dados presentes das sequéncias completas sdo para os rRNAs
5S e 16S. Mesmo que ambos tenham provado serem valiosos para estudos
determinativos, filogenéticos e ambientais, o maior contetdo de informacdo das
espécies estdo descritas pelo rRNA. Na Figura 6, pode-se observar uma
representacdo do que seriam as sondas e como se comportam durante a analise.
Através de uma sequéncia especifica, as sondas irdo ligar-se a sequéncia alvo
presente nas bactérias e, pela luminosidade incidida, terdo a coloracdo especifica

para a identificagao.
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Ry

Sonda Alvo

Figura 6: Representacé@o esquematica da ligacdo de oligonucleotideos. Adaptado de (PERNTHALER,
GIOCKNER, et al., 2001)

Essa técnica auxilia na investigacdo de um conjunto completo de
cromossomos de uma amostra, na qual é fixada em uma lamina de vidro e depois &
exposto a uma “sonda” - pequeno pedaco de DNA purificado marcado com um
corante fluorescente, apds a incidéncia do feixe luminoso. Assim, a sonda marcada
com essa fluorescéncia encontra-se entdo ligada a sua sequéncia correspondente
dentro do conjunto de cromossomos presentes. Com 0 uso de uma microscopia
especial, 0 cromossomo e a localizagéo subcromossdémica onde a sonda fluorescente
foi ligada, pode ser vista (NIH, 2023).

ApoOs a sonda estar em contato com sequéncia de interesse, o resultado pode
ser uma baixa intensidade da fluorescéncia das bactérias, representando um
problema ainda a ser resolvido. Pernthaler et al. (2001) descrevem como um
problema ainda nao resolvido e a dificuldade da utilizacéo de citometria de fluxo para
a contagem direta das células, para avaliacdo da quantidade presente sem a
necessidade de contagem por cultivo.

As principais sondas utilizadas podem ser descritas pela Tabela 3 com seu

nome comumente utilizado e o grupo alvo microbiano.
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Tabela 3: Misturas utilizadas com as principais sondas e grupos alvo

Mistura Sondas Grupo Alvo
EUB 338 | Maioria das bactérias
EUBMIx EUB 338 II Planctomycetes
EUB 338 Il Verrucomicrobiales
PAO 462
PAO 651
PAOmMIx PAO 846 Accumulibacter
ACC-1-444
ACC-I1-444
_ GAO Q431 Candidatus
GAOmix

GAO Q989 Competibacter phosphatis
Maioria halofilicos e

Neu 653 halotolerantes
Nitrosomonas spp.
Nse 1472 Nitrosomonas
BOAMix NSO 1225 Oxidadores de ampnla B-
proteobacteria

Nitrosococcus mobilis

N . .
mv (Nitrosomonas) lineage
NSO 190 Oxidadores de ampnla B-
proteobacteria
BONMix Nit 1035 NAltrobact.er spp
Ntspa 662 Género Nitrospira

Microscopicamente, os objetos corados com DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol
dihidrocloridrico) também podem hibridizar com a sonda geral EUBmix dependendo
da época e regido analisada. Além disso, 0S novos microrganismos tém maior
dificuldade de serem identificados pela sonda geral.

Dentre as vantagens da utilizacdo da técnica de FISH tem-se (SANZ e
KOCHLING, 2007):

e Sondas rapidas e de facil manuseio com ampla disponibilidade;

e Visualizacao direta dos microrganismos sem necessidade de cultivo;

e (Qualitativo, mas pode ser agregada outras técnicas para quantificacao;

e Deteccao diferencial/preferencial de microrganismos presentes ativos;

e Apto para utilizacdo rotineira, ndo necessitando de pessoal altamente treinado,

apenas conhecimento em microscopia basica.

Ja as desvantagens presentes sdo (SANZ e KOCHLING, 2007):
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e Conhecimento a priori do ecossistema a ser analisado e dos microrganismos
com maior probabilidade de serem detectados - pode haver a necessidade
do uso combinado com outras técnicas;

e (Caso um microrganismo especifico tiver que ser detectado e quantificado,
deve-se conhecer sua sequéncia de rRNA - se a sonda correspondente ainda
nao estiver no portfolio;

e O desenho especifico e restritivo para a sonda de um determinado grupo
microbiano pode ndo ser possivel, especialmente se for aplicado alguns
critérios metabdlicos, por exemplo;

e A otimizacéo e projeto das condi¢cdes de hibridizacdo de uma nova sonda é
dificultada pela necessidade de uma experiéncia e dedicacao, sendo que nem
sempre o0s resultados sao satisfatorios;

e Quantificacdo apresenta erros, podendo ser subjetiva ou complexa;

e Analise estrutural de lodos granulares ou biofilmes requerem um microscépio

confocal e uma analise de imagem, aumentando o custo da técnica.

Dessa forma, entender a analise e conseguir quantificar os microrganismos,
serdo os pontos chaves para evitar flutuagcbes nos biorreatores. A expansdo da
técnica de FISH para o tratamento de aguas residuarias ampliou o entendimento da
comunidade microbiana além de permitir a descoberta de novas linhagens que podem

auxiliar na remocao do nutriente de interesse ou de algum poluente existente.

3.3.1 Identificagcdo de microrganismos em Reatores Biologicos para o
tratamento de efluente

Reator de Leito M6ovel com Biofilme (Moving Bed Biofilm Reactor -
MBBR)

No reator de leito movel cm biofilme (MBBR) a biomassa fica aderida nos
suportes, denominados biocarriers ou biomedias, que sao colocados dentro do reator,
apresentando diferentes configuracdes, sendo a mais comum feita de cilindro oco de
plasticos. Os biofilmes, entdo, irdo se desenvolver dentro dos biocarriers de polietileno
com alta densidade, entre 0,95-0,98 g/cm?3 (MADAN et al., 2022).
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A Figura 7 demostra o funcionamento do MBBR em condi¢do aerébia (a) e
anoxica (b). Nos processos com a presenca de oxigénio, aerobios, a agitacdo
causada durante o processo de aeracao permite que haja a movimentacao das pecas
gue contém os biofilmes. Enquanto nos outros processos, que nao teréo as bolhas de

7

ar para causar essa movimentacdo, € necessario a utilizacdo de agitadores

N N2

(a) Reator Aerdbico (b) Reator Anéxico

mecanicos.

Figura 7: Funcionamento do Reator Aerodbico (a) e do Reator Anéxico (b). Adaptado de Madan,
Madan e Hussain, 2022

As diferentes geometrias presentes no mercado irdo diferenciar a retirada de
amostra para a técnica de FISH uma vez que as biomedias Anox Kaldnes K1 em
MBBR, por exemplo - que possuem espagos ocos, tendem facilitar a remocao da
biomassa em detrimento da Mutag Biochip, que possuem uma superficie porosa onde
0S microrganismos se depositam. Esse fator também esta ligado com a eficiéncia do
sistema e as caracteristicas de tratamento a serem buscadas. As diferentes

geometrias podem ser observadas na Figura 8.

Biomassa aprisionada Biomassa aderida na
com o biofilme parte interna

‘ Poros com biomassa

(b}

Figura 8: Diferentes tipos de Biomidias para MBBR, AnoxKaldnes K1 (a) e Mutag biochip (b)
(BASSIN, DIAS, et al., 2016)
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Diversos estudos analisam a comunidade microbiana presente relacionando
com os aspectos de carga e caracteristicas dos reatores utilizando a técnica de FISH.
Em seguida, serdo abordados artigos que fizeram os projetos pilotos e quantificaram
a comunidade microbiana presente, com 0s principais aspectos descritos.

Abzazou et al. (2016) realizaram um estudo de uma planta piloto com MBBR
para o processo de nitrificagdo no tratamento de aguas residuarias com alto teor de
amoOnia, com tempo de retencao hidraulica (TRH) de cerca de 40h a uma temperatura
de 31°C. O suporte utilizado foi 0 AnoxKaldnes K1 em MBBR e a coloracéo utilizada
para todas as bactérias foi o DAPI. A técnica de FISH foi combinada com um método
de desagregacédo dos flocos revelando um papel importante das biomedias para
suporte das BOAs, tendo na maior parte dos suportes, dominio claro de BOA, [3-
proteobactérias. A atividade metabodlica dos microrganismos nitrificantes da planta
estava diretamente relacionada com a abundancia baseada na presenca significativa,
sendo 87,9% (+22,2%) de BOA e 67,6% (+35,5%) de BON presente nos biofilmes. O
parametro critico de andlise foi o TRH, de 20 a 37h, para a atividade metabdlica da
BOA e a frequéncia presente de BON na planta, que houve maior relacdo com a
abundancia dos mesmos.

Outro trabalho foi de Almstrand et al. (2013), que analisaram a distribuicéo
espacial de populacdes presentes no MBBR, onde a partir do suporte do biofilme,
deduziram possiveis diferencas na Ecofisiologia e na diferenciacdo de
microrganismos. A analise de coagregacdo mostrou que na planta piloto nitrificante,
o subclasse Il de N. oligotropha teve uma maior agregacao perto de Nitrospira do que
o subclasse | de N. oligotropha, indicando consideraveis diferencas ecofisiolégicas a
serem levadas em consideragao entre esses subgrupos filogeneticamente proximos.
A fim de quantificar as abundancias populacionais em diferentes niveis, foi utilizado
um software de edicdo de imagem para cortar de forma manual as imagens do
biofilme crioseccionado, ja corado com FISH, em pedacos fatiados. As imagens foram
analisadas e a quantificacdo das populacbes microbianas foi feita em cada fatia.
Deve-se levar em consideragcao que ndo se pode apenas cortar as imagens em faixas
horizontais retas, visto que as superficies da maioria dos biofilmes tém um contorno
irregular complexo e ndo tem padrdes paralelos as bordas da imagem. Foi
desenvolvido assim, uma ferramenta automatizada, Slicer. Essa abordagem permitiu

inferir que a distribuicdo vertical da sublinhagem | de Nitrospira e dois grupos de
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células semelhantes a N. oligotropha possuiam caracteristicas diferentes e tinham
variagdes entre os sistemas analisados.

A pesquisa realizada por Biswas e Turner (2012) investigou a composicao da
comunidade microbiana presente em duas estacdes de tratamento municipais
utilizando MBBR (Anox Kaldnes K1) em Wellington, Nova Zelandia. Foram coletadas
amostras de biofilme e biomassa durante 12 meses, encontrando microrganismos da
comunidade bacteriana e das arqueas. As andlises de FISH indicaram diferencas
morfolégicas nas Deltaproteobacteria detectadas nas duas plantas, revelando um
agrupamento distinto entre a Delta e membros das Methanosarcinales, que foram os
Unicas arqueas detectadas e estavam presentes em baixa abundancia (<5%),
utilizando as sondas EUB338 (Eubacteria), MSMX860 (Methanosarcinales),
DELTA495a (maioria Deltaproteobacteria e Gemmatimonadetes) e cDELTA495a
(Competidor da DELTA495a). As estimativas de biovolume das Deltaproteobacteria
resultantes mostraram uma maior amostra de biofilme de uma das ETES, por receber
residuos domeésticos e industriais, sendo também influenciada pela infiltracdo de agua
do mar. Os resultado das comunidades suspensas de ambas as plantas foram
diversas e dominadas por grupos aerobicos das Gammaproteobacteria e
Betaproteobacteria.

Todos os artigos mostraram a presenca da técnica de FISH para identificar os
principais grupos microbianos. Junto desse conhecimento, aliado a que tipo de
biorreator esta sendo operado, quais condi¢des presentes e como € operado, pode-
se ter parametros importantes para aumentar a performance das bactérias e nao
ocorrer um impacto brusco na operacdo. Um pré-tratamento pode ser realizado, por
exemplo, de forma que quando o efluente for direcionado aos biorreatores, a
guantidade de matéria organica e nutrientes nao prejudique a comunidade microbiana
presente. Outro ponto é como realizar a analise do biofilme, para que mantenha sua
integridade. A criogenia € um do precursores para manter as caracteristicas originais

e também analisar se a presenca das bactérias € mais interna ou externa.

Lodo Granular Aerdbio (LGA)

Os sistemas biolégicos presentes no tratamento de esgotos no Brasil sédo
baseados em tecnologias mais antigas que, em sua grande maioria, ocupam muito

espaco, como o lodo ativado. Isso é devido a necessidade de sedimentadores e as



29

baixas concentra¢cdes de soélidos presentes no lodo, com flexibilidade a carga aplicada
e as baixas capacidades de conversao (0,5-2,0 kg DQO/m3-d), que sdo caracteristicas
negativas para utilizacdo dos processos tradicionais (DEZOTTI, SANT'ANNA JR. e
BASSIN, 2011). Além disso, torna-se inviavel a constru¢cdo em locais com espaco
limitado pela necessidade de grandes &reas. (ROBERTI, 2018).

O desenvolvimento de novas tecnologias permitiu o aparecimento de sistemas
de tratamento mais compactos, mais eficientes e com capacidade maior de
tratamento. Estes sistemas sdo alternativas presentes para suprir as necessidades
dos tratamentos tradicionais de biomassa suspensa em decorréncia da sua
versatilidade e possibilidade de utilizar em menores &areas para sua implantacao
(BASSIN, 2012).

O desenvolvimento recente da tecnologia denominada Lodo granular aerébio,
uma tecnologia de tratamento desenvolvida recentemente, utiliza um biofilme onde a
biomassa fica automobilizada, permitindo seu funcionamento sem a necessidade de
meio de suporte. Nesse processo de lodo granular, as bactérias se agregam em forma
de granulos ao invés de flocos, como ocorre no sistema de lodos ativados.
Diferentemente dos processos que usam biofilme, por ndo precisar do suporte, 0s
microrganismos sao encontrados automobilizados em uma matriz de
expolissacarideos que séo liberados por eles mesmos, contribuindo para diminuicédo
dos altos custos com investimento (BASSIN, 2012).

Os granulos presentes nos reatores sao cultivados em batelada em reatores
de batelada sequencial (RBS). Assim, essa operacao €é dividida em ciclos temporais
onde terdo a fase de enchimento, reacdo ou aeracao, sedimentacdo, descarte e
repouso. Esse sistema pode gerar uma economia de até 60% de energia em
detrimento ao reator tradicional de lodos ativados com alimentagéo continua. Além
disso, o0 processo pode ser realizado em apenas um tanque, gerando economia de
area de instalacdo para o tratamento de efluentes (DUTTA e SARKAR, 2015).

Cada granulo presente no sistema €é uma enorme metrépole de
microrganismos que contém milhdes de bactérias individuais. Os RBS sdo um design
modificado do processo de lodo ativado convencional e tem sido amplamente utilizado
nos tratamentos de efluentes municipais e industriais. Seu start pode ser dado por

auto adesao microbiana. Outro ponto é que as bactérias provavelmente nao irdo
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agregar de forma natural, devido as for¢as eletrostaticas presentes que séo repulsivas
e as interagdes de hidratagao entre elas (LIU e TAY, 2004).

Em um sistema de Lodo Granular Aerobio é possivel realizar todas as reacfes
biolégicas com o objetivo de remocédo da matéria organica, nitrogénio e fésforo em
apenas um reator (RUBIM, 2021). A Figura 9 permite observar a existéncia de uma
zona externa aerébia e de uma zona interna anaerObia/andxica no interior dos
granulos no lodo granular aerébio. Dessa forma, os processos biolégicos que ocorrem
nesse sistema sao capazes de remover a matéria organica carbonacea e nitrogenada
visto que podem ocorrer simultaneamente no mesmo reator e realizar o processo de

nitrificacao e desnitrificacdo, além da remocao de fosforo.

C N

*BOA - Bactérias oxidantes de amoOnia
*BON - Bactérias oxidantes de nitrito

Figura 9: Remocéo de Nitrogénio no Lodo Granular. Adaptado de Nancharaiah, Y. V. e Reddy, G. K.
K. (2018).

Nas regifes mais externas do granulo havera a proliferacdo das bactérias
nitrificantes heterotroficas, de forma que ocorra a degradacao da matéria organica e
o processo de nitrificacdo. O nitrato produzido na nitrificacdo na camada externa ira,
entdo, para o processo de desnitrificacdo na parte mais interna do granulo, liberando
nitrogénio gasoso. Dessa forma, a remocdo de nitrogénio no LGA ocorre via
nitrificacado/desnitrificacdo simultanea por relacionar zonas ambientais existentes no
granulo. Assim, é necessario verificar a maturacdo dos granulos para nao
comprometer sua atividade no tratamento de efluentes (SILVA, 2021) .

Diferentes estratégias foram estudadas por Chen et al. (2011) para remog¢ao
de nitrogénio através de granulos aerébios com tamanho médio de 1,5 mm e 0,7 mm
em RBS. Com uma operacao anéxico/dxico (AQ) alternado sem controle de oxigénio
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dissolvido (OD), a eficiéncia de remocéao de N inorganico total foi de 67,8-71,5%. Por
outro lado, controlando a condicdo AO a 2mg/L, a eficiéncia atingida foi de 75-80,4%.
Entdo o controle do OD com alimentacdo gradual do efluente pode aumentar ainda
mais a eficiéncia, sem depender do tamanho dos granulos presentes.

J& na remocédo de fésforo, durante a fase anaerdbia de conversdo os PAO —
organismos acumuladores de fosfato, irdo coletar fontes de carbono biodegradaveis,
como os acidos graxos volateis (AGVS), intracelularmente em formato dos
polihidroxialcanoatos (PHAs). Tipicamente, os PHAs sdo encontrados na forma de
poliB-hidroxibutirato (PHB), sendo utilizado para finalidades catabdlicas a anabdlicas
caso esteja em forma de acetado e seja a fonte de carbono para essa finalidade pelas
PAOs. Parte do glicogénio presente na célula também sera utilizado para acumular
PHA. De forma simultdnea a assimilacdo de &cido acético/propidnico, ocorrera
também a liberacéo de ortofosfato no meio (CAMPOS, 2019).

Na etapa aerobia, os PAOs irdo absorver o ortofosfato que estd contido no
meio e utilizar o PHA armazenado, oxidando-o e proporcionando energia e fonte de
carbono. Também é produzido glicogénio durante o metabolismo do PHA e a energia
disponibilizada sera utilizada para formar as ligacbes de polifosfato em células
estocadas de forma que o ortofosfato solGvel serd removido da solugéo e incorporado
em polifosfatos, internamente a célula bacteriana. Posteriormente, o crescimento
celular também ocorrera devido sua utilizacdo das PHA. Entdo, a biomassa com
elevada carga estocada de polifosfato sera responsavel pela remocao de fésforo
(CAMPOS, 2019).

A Figura 10 exemplifica um esquema simplificado das principais conversoes
gue ocorrem na estrutura do lodo granular aerébio em paralelo. Durante o regime de
alimentacdo anaerobio, ndo ocorre estratificacdo do biofilme e todo o granulo no
reator € mantido em condi¢cdes anaerobias. Os processos simultaneos que ocorrem
durante a fase aerdbia, degradagcdo de matéria organica, nitrificacdo, desnitrificacéo
e remocao de fosforo, torna complicado a identificacdo das rotas especificas de

conversao que estédo ocorrendo (BASSIN, 2012).
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Figura 10: Esquema das principais conversfes ocorrendo em paralelo na estrutura dos granulos
aerobios (BASSIN, 2012)

Um dos maiores problemas presentes nos reatores de lodo granular para a
remocdo de fésforo esta ligada pela competicdo entre PAO e organismos
acumuladores de glicogénio (GAO). Esses ultimos competem pelo carbono organico
com a PAO durante a fase de anaerobiose. Ja as GAOs obtém a energia (ATP) e seu
potencial de reducdo do glicogénio para metabolizar os AGV em condi¢cOes
anaerodbias e, também, armazenar PHA. Posteriormente na fase de aerobiose, PHA
sera oxidado, de modo que leve a restauracdo das reservas de glicogénio e,
consequentemente, o crescimento celular. Os GAO né&o contribuem para a remocao
de fosfato nos reatores de lodo granular, visto que no seu metabolismo ndo ha nem
liberacdo nem consumo desse composto, sendo indesejaveis dentro do sistema
(BASSIN, 2012).

Dessa forma, conhecer a comunidade microbiana permite entender a
performance do reator, visto que se tiver mais GAO do que PAO, a remocéao de fosforo
sera prejudicada. Assim, mecanismos para favorecer um grupo microbiano deve ser
realizado para aumentar a capacidade de remocéao e produtividade do reator.

O estudo realizado por De Kreuk et al. (2005) mostrou que os granulos mais
estaveis e com elevada eficiéncia de remocéo de nutrientes foram obtidos gracas a
selecéo para organismos de crescimento lento, como o PAO. A remocédo simultanea
da demanda quimica de oxigénio (DQO), N e P foi possivel pela baixa saturagdo de
oxigénio, além do crescimento heterotréfico dentro dos granulos — DPAO (denitrifying

phosphorus accumulating organisms). Os resultados sugeriram que o fosfato €
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parcialmente removido por precipitagdo. O monitoramento dos reatores foi realizado
em escala de laboratério por um periodo longo de tempo e mostrou que a eficiéncia
de remocao de N depende muito do diametro dos granulos. A técnica de FISH foi
realizada nas camadas finas dos granulos de modo a determinar a localizacdo dos
PAOs misturando sondas PAO462, PAO651 e PAO846, para organismos nitrificantes
NSO01225 e NSO190, além da maioria das eubactérias misturando EUB338, EUB338-
Il e EUB338-lll. A técnica mostrou claramente que granulos cultivados em uma
alimentacdo anaerdbia possuiam uma mistura de PAO heterotréfico e nitrificantes
autotroficos nas camadas externas do granulo e PAO no interior do granulo. O
tamanho médio teve uma oscilacdo entre 0,4 e 1,8 mm durante 300 dias a uma
saturacao de 20% de oxigénio.

Outro estudo que utilizou a técnica de FISH foi de Figueroa et al. (2008) que
analisou a populagédo microbiana dos granulos aerdbios. Na Fase | (de 0 a 59 dias),
diversas sondas gerais foram aplicadas para deteccdo das principais bactérias
envolvidas no processo (EUB338lI, Alflb, Bet42a e sondas Gam42a). As bactérias
hibridizadas adequaram-se as classes a-,3-,y- proteobacteria e representou uma
pequena fragcdo em comparac¢do com todos os positivos da sonda EUB338I. Nenhum
resultado positivo identificou as sondas especificas para oxidacdo de amdnia para
bactérias oxidantes de nitrito Nitrospira e Nitrobacter (BON) (Ntspa712 e Nit3). Esses
resultados ratificaram o fato de ndo ter nenhuma atividade envolvendo amonia e nitrito
detectada no reator. Na fase Il (60 a 200 dias) do reator, observou-se uma mudanca
nas populagcbes microbianas, sendo que as populagdes a- e y- Proteobacteria
permaneceu a mesma, mas ocorreu uma mudanga na populagao de (3 -Proteobacteria
guando a nitrificagcdo comecgou, relacionada ao fato de a maioria das BOA
pertencerem a essa classe analisada. O uso de um sistema de lodo granular aerébio
permitiu suportar as condi¢cdes salinas das aguas residuarias tratadas obtendo
completa remocdo de matéria organica, através dos processos de nitrificacdo e
desnitrificagdo. A amoénia foi, principalmente, oxidada a nitrito. Todavia, o resultado
da eficiéncia do processo de desnitrificacao foi limitado a valores entre 20 e 55%.

A fim de identificar as PAOs em detrimento as GAOs, Winkler et al. (2011)
colheram, durante os experimentos, amostras de lodo granular aerébio para serem
submetidas a analise de FISH. Praticamente todas as células presentes nos granulos

gue foram corados pelas sondas de Accumulibacter (PAO) ou Competibacter (GAO),
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indicaram que estes sdo a maioria da populacdo microbiana formada no lodo. Na
primeira fase de 0 a 69 dias (sem distin¢gédo de fundo/topo do lodo), a 30°C, foi retirada
a amostra no final dessa fase revelando uma maior dominéncia de GAO, tendo uma
menor eficiéncia de remocéo. Para a fase 2 (apds 76 dias), metade do lodo foi
descartado e o reator foi inoculado com um novo lodo. Nesse momento, a populacéo
microbiana era principalmente de PAO, garantindo um ponto de partida igual para
competicdo com a GAO. Isso resultou em um aumento de eficiéncia instantaneo para
remocao de P, mas com diminui¢éo ao longo do tempo. No dia 140 do lodo, verificou-
se separadamente a composi¢cdo da comunidade microbiana. A andlise de FISH foi
conduzida com estratificagéo visto que foi observada visualmente a presenca das
bactérias em ambas as fases. Os resultados de FISH revelaram que o lodo superior
continha consideravelmente mais GAOs em detrimento as PAOs que estavam no lodo
de fundo, indicando uma segregagdo entre as partes do reator por esses
microrganismos. Com base nisso, a terceira fase (145 dias a 235 dias) foi iniciada,
onde o lodo superior foi removido para que favorecesse as PAOs, tendo um aumento
na remocao de fosforo para 100%. A utilizacdo de FISH foi necessaria para ratificar o
aumento expressivo da populacdo de PAO. Por fim, a quarta fase (235 dias a 282
dias) foi performada para mostrar a segregacao da composicdo da comunidade
presente, de modo a observar o efeito controlando a altura do lodo a partir de um
ponto especifico do reator. Nesta fase, removeu-se o lodo da parte inferior, caindo
também a eficiéncia para 36% e as populacdes microbianas no reator foram
dominadas por GAOs.

Dessa forma, a técnica de FISH mostrou-se importante para identificacdo de
um grupo microbiano comparado com o outro de modo a aumentar a eficiéncia e
identificar as caracteristicas a serem melhoradas nos reatores. Outro ponto € a

possibilidade de novas linhagens existentes e possibilidade de novas descobertas.
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4. Metodologia

A abordagem da pesquisa teve o foco na andlise da comunidade microbiana
presente em reatores biologicos para o tratamento de efluentes através da técnica
FISH, no Laboratério de Controle de Poluicéo das Aguas (LABPOL/UFRJ). O passo
a passo pode ser exemplificado pelo fluxograma da Figura 11. A frequéncia das
analises variou em funcdo cada reator. O tempo entre o preparo das laminas e a
analise das imagens corresponde, em média, a uma semana, demonstrando a

rapidez da técnica para diversas aplicacoes.

Retirada da Adosso nas | Tampé&o de Analise das

laminas

biomassa dos

s el Hibridizagéo imagens

Figura 11: Etapas realizadas para hibridizacéo in situ por fluorescéncia

4.1 Técnica de FISH

Amostras provenientes de dois tipos de reatores: lodo granular aerdbio e
MBBR operado exclusivamente para nitrificagdo foram utilizadas para analise de
FISH. Primeiramente, as amostras foram transferidas para um eppendorf retirando o
sobrenadante e macerando a biomassa delicadamente para que nao houvesse perda.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 2 minutos a 1400 RPM com adi¢éo de
tampéo fosfato salino 1x em pH 7,2 (PBS). A amostra foi ressuspendida e o
procedimento repetido por 3 vezes. Paraformaldeido 4% (v/v) foi adicionado a
amostra, seguido de homogeneizacdo e posterior armazenamento em geladeira por
2 horas. ApoOs isso, lavou-se a amostra por mais 3 vezes com PBS 1x. Ap6s todo
procedimento, as amostras foram armazenadas em partes iguais de PBS:etanol
(98%) a uma temperatura de -20°C até sua utilizacao.

Para a montagem das laminas, foi preparada uma solucéo para microbioldgica
para fixar a amostra na lamina utilizando 100mL de agua destilada, 0,1g de gelatina
microbiolégica e 0,01g de KCr (SO4)2 em uma placa de agitacdo com aquecimento
até sua dissolucéo. As laminas foram levadas para estufa até a secagem total a 48°C.
Apoés a secagem, para a confirmacéo da adesdo da biomassa a lamina, a mesma foi

analisada em microscépio Optico. A Figura 12 ilustra o passo a passo do
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procedimento, desde o armazenamento da amostra, a lamina utilizada e a

observacgéo do biofilme aderido a lamina.

Figura 12: (1) Armazenamento da amostra; (2) Preparo da Lamina; (3) Verificagdo no microscépio do
biofilme presente

Triplicatas foram realizadas para cada amostra, sendo distribuida em uma
lamina divididas em pocos de tamanhos iguais contendo 0,2 puL. Apos a secagem,
diferentes concentracdes de &lcool (50%, 70%, 98%) foram utilizadas para
desidratagdo das amostras. Em seguida, preparou-se o tampé&o de hibridizagéo,
contendo NaCl 5 M, Na2zEDTA 0.5 M, Tris/HCI 1 M, sodium dodecyl sulfate (SDS)
10% (v/v) foi misturado com 1uL de sonda. Duas marcagdes foram utilizadas, verde-
fluorescente Alexa Fluor 488 e vermelho-fluorescente Alexa Fluor 594 de modo a
identificar os microrganismos quando houvesse a incidéncia do laser. As sequéncias

utilizadas com os microrganismos alvos estéo descritas na Tabela 4.



Tabela 4: Sondas oligonucleotidicas utilizadas e grupo microbiano alvo
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Sonda Sequéncia 5’-3’ Grupo Alvo Mistura Referéncia
EUB 338 | GCTGCCTCCCGTAGGAGT Maioria das bactérias Amann et al. ( 1990)
EUB 338 GCAGCCACCCGTAGGTGT Planctomycetes EUBmix  Daims et al. (1999)
EUB 338 11l GCTGCCACCCGTAGGTGT Verrucomicrobiales Daims et al. (1999)

PAO 462 CCGTCATCTACWCAGGGTATTAAC Accumulibacter Crocetti et al. (2000)
PAO 651 CCCTCTGCCAAACTCCAG Accumulibacter PAOmix Crocetti et al. (2000)
PAO 846 GTTAGCTACGGACTAAAAGG Accumulibacter Crocetti et al. (2000)
GAO Q431 TCCCCGCCTAAAGGGCTT Candidatus Crocetti et al. (2002)
GAO Q989 TTCCCCGGATGTCAAGGC Competibacter GAOmix  Crocetti et al. (2002)
phosphatis
Maioria halofilicos e
Neu 653 CCCCTCTGCTGCACTCTA halotolerantes Wagner et al. (1995)
Nitrosomonas spp.
Nse 1472 ACCCCAGTCATGACCCCC Nitrosomonas Mobarry et al. (1996)
Nso 1225 CGCCATTGTATTACGTGTGA Oxidadores de amobnia Mobarry et al. (1996)
B-proteobacteria
AOBmMIx
Nitrosococcus mobilis Pommerening-Roser
Nmv TCCTCAGAGACTACGCGG (Nitrosomonas) lineage et al. (1996)
Oxidadores de amobnia Mobarry et al. (1996)
Nso 190 CGATCCCCTGCTTTTCTCC B-proteobacteria
Nit 1035 CCTGTCTCCATGCTCCG Nitrobacter spp NOBmMIix Wagner et al. (1996)
Ntspa 662 GGAATTCCGCGCTCCTCT Género Nitrospira Daims et al. (2001)

A hibridizacéo foi realizada por 16 horas, apés a adicdo das sondas com o0s

marcadores, em uma camara escura a uma temperatura de 46°C contendo o tampéao

de hibridizacdo para permanecer em atmosfera saturada. Apdés isso, a lamina foi
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mergulhada no tampé&o de lavagem (NaCl 5 M, Na2EDTA 0.5 M, Tris/HCI 1 M, sodium
dodecyl sulfate (SDS) 10% (v/v) para retirar o excesso de sonda (nao hibridizada).
Finalmente, a lamina foi lavada em agua destilada e seca. Esse procedimento fez uso
de Vectashield com DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para manter a
fluorescéncia apos a finalizagdo da hibridizacdo, com posterior armazenamento a
-20°C. Para andlise e visualizacdo da hibridizacéo foi utilizado microscépio confocal
a laser LSM 710, Carl Zeiss, realizado no Centro Nacional de Biologia Estrutural e
Bioimagem (CENABIO/UFRJ). As biomassas analisadas foram retiradas do reator em
diferentes condicdes de operacao e as analises foram realizadas em triplicata.

Para cada amostra, seis imagens eram obtidas, totalizando 18 imagens em
cada lamina. As imagens foram obtidas através do Software Black Zeiss, em formato
czi, e exportada para o programa Python Jupyter (mostrado no Apéndice |) para evitar
a perda de informacao. Algumas premissas foram adotadas para quantificacao:

1. O total bacteriano presente era representado pela sonda EUBmix;

2. O pixel luminoso era equivalente ao grupo microbiano hibridizado;

3. Aceitavel a presenca de ruidos por parte do microscépio;

4. Aplicacao de filtros para minimizacdo de ruidos;

A quantificacao foi realizada para cada sonda especifica em detrimento ao total
bacteriano presente. Junto disso, a quantidade de laser que incidiu sobre a lamina

permanecia a mesma para manter a média de ruido presente homogénea.
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4.2 Reatores utilizados

4.2.1 Reator de leito movel com biofilme (MBBR)

A comunidade microbiana presente em dois reatores de leito mével com
biofilme (MBBR) realizando, exclusivamente, nitrificacdo, foi analisada. O reator
denominado R1 era preenchido com suporte ndo poroso Anox Kaldnes K1, com uma
area superficial de 500m2/m3, e o reator R2, com suporte Poroso Mutag Biochip, com
uma area superficial de 3000m2/m3. O tempo de retencao hidraulica (TRH) de ambos
reatores foi de 3 horas. Os sistemas foram alimentados com efluente sintético
contendo alta carga amoniacal, variando entre 14 a 22g NH4* - N/(m?.dia). A Figura

13 apresenta os reatores analisados.

(b)

Figura 13: Reator (a) R1 Suporte ndo poroso AnoxKaldnes K1; (b) R2 Suporte Poroso Mutag Biochip.
Fonte: Autoria propria

A biomassa retirada para realizar a avaliacdo pela técnica de FISH nao foi
similar visto a diferenca entre os suportes utilizados. No R1, as pecas tinham uma
biomassa densa e de facil acesso, permitindo a sua retirada para a realizacdo da
hibridizacdo. J& no R2, por mais que utilizasse técnicas de ultrassom, por exemplo,
nao foi possivel retirar a biomassa do suporte e a biomassa recolhida para analise foi
a que estava presente de forma livre no reator, o que pode influenciar a quantidade
de microrganismos presentes da comunidade microbiana, nao refletindo,
necessariamente, o existente no suporte.

As amostras foram recolhidas mensalmente mediante a troca da carga
aplicada no reator, avaliando como seria o efeito das bactérias presentes, com énfase
nas bactérias oxidadoras de amonio (BOA), bactérias oxidadoras de nitrito (BON) e

total de bactérias presentes. Para a identificacdo de cada grupo de microrganismos
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uma coloragdo foi utilizada. No caso das bactérias oxidadoras de amdnio, como
Nitrosomonas oligotropha, N. europaea, Nitrosococcus mobilis e Nitrosomonas
communis e Nitrosospira spp, a sonda apresentava fluorescéncia vermelha. Ja para
as bactérias oxidadoras de nitrito, como as do género Nitrospira e Nitrobacter, sondas
com fluorescéncia verde foram utilizadas. E para a identificacdo da maioria das
bactérias, Planctomycetes e Verrucomicrobiales utilizou-se a sonda EUBmix e DAPI
para todo DNA presente.

A operacédo dos reatores esta descrita na Tabela 5, que apresenta o aumento
gradual da carga amoniacal aplicada e o comportamento do sistema em termos de
carga removida e cargas de nitrito e nitrato efluente.

Tabela 5: Resultados médios do monitoramento fisico-quimico para os reatores R1 e R2 (VALERIO,
DIAS, et al., 2020)

Reatores
R1 R2
Carga Carga Carga Carga Carga Carga Carga
NH,-N | NH-N  NO,-N  NO;-N NH,-N  NO>-N  NO;-N
. . ) SAT ) SAT
Regime aplicada | removida efluente efluente mz) removida efluente efluente (/mz)
(GNH,"- | (gNH,'-  (gNO.-  (gNOs- (GNH,-  (gNOy-  (gNOs- '@
N(m>d)) | N(m*d)) N(m°.d)) N(m>d)) N(m>d)) N(m°d)) N(m>d))
1 912 427 2,07 1,48 17,8 3,7 2,76 0,51 41
2 17,86 5,43 3,16 1,14 25 4,84 2,75 0,62 3,6
3 21,45 8,24 4.48 1,53 21,2 6,87 2,46 0,85 3,3

*SAT: Solidos aderidos totais

4.2.2 Lodo Granular Aerobio (LGA)

As amostras dos granulos presentes do reator foram removidas durante a fase
aerada, para garantir a homogeneidade e a presenca de toda comunidade
microbiana. O biorreator de LGA foi alimentado com um meio sintético de forma a
garantir condicbes mais controladas, mantendo as caracteristicas do efluente

conforme desejado. As concentracdes de afluentes foram de : 400 mg/L de DQO, 50

mg NH4*-N/L, 16 mg PO4’~ - P/L. Levando em considerag&do a composicéo do afluente

e 0 TRH a que o LGA foi submetido, as cargas de DQO, nitrogénio e fésforo aplicadas

foram de 2,04 kgCOD/(m3d), 0,26 kgNHs*-N/(m3d) e 0,082 kg PO4* -P/(m3d ),

respectivamente (CASTELLANOS, DIAS, et al.,, 2021). A Figura 14 exemplifica o

sistema utilizado para operacao do reator, sendo as amostras extraidas o reator LGA.
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Figura 14: Reator utilizado para o Lodo granular aerébio (Fonte: Adaptado de Castellanos, et al., 2021)

As condi¢cBes experimentais do reator estdo descritas na Tabela 6, que mostra

a idade do lodo e a duracéo total de cada regime. Os resultados do reator mostraram
gue a operacado sem o controle da idade do lodo, regime 1, alcancou elevada remocéo
de DQO e amonia, mas houve baixa remocéo de fosfato, abaixo de 15%. No regime

2, a quantidade de P liberado por DQO removida e as taxas especificas de absorcao

de fosfato atingiram valores maximos (0,14 mg P/mgDQO e 11,4 mgPO4* -P/(gSSV

h), respectivamente), enquanto a remogéo de DQO, amonio e nitrogénio total atingiu

93%, 97% e 58%, respectivamente.

Tabela 6: Condicdes experimentais do reator batelada sequenciador de lodo granular aerébico (LGA)

Condigbes

Idade do Lodo

experimentais

(dias)

Duracéao total (dias)

Regime 1
Regime 2

Nao controlada

15

49
128
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5. Resultados

A técnica de FISH foi realizada em dois tipos de biorreatores, LGA e MBBR,
sendo uma técnica de biologia molecular baseada nas sondas oligonucleotidicas. A
sonda de DNA, através da incorporagdo de um precursor de nucleotideo mapeado
com fluorescéncia, pode ser marcada diretamente ou indiretamente pela incorporacéo
de um nucleotideo que contém uma molécula reporter (biotina ou digoxigenina). A
molécula repérter ira ligar-se por afinidade a uma molécula marcada por fluorescéncia
depois de ser incorporada ao DNA, e sua especificidade ird permitir a identificacao e
deteccdo em qualquer nivel taxonémico requerido (DEZOTTI, SANT'ANNA JR. e
BASSIN, 2011).

5.1 Reator de leito mével com biofilme (MBBR)

No reator de MBBR, foram identificados os grupos microbianos BOA e BON,
frente as diferentes cargas aplicadas e os suportes utilizados. Com as informacdes
sobre 0s microrganismos e suas quantidades presentes no sistema foi possivel
avaliar as remocdes de nitrogénio obtidas.

A Figura 15 permite observar a diferenca de sondas utilizadas na qual a cor
vermelha estava associada a sonda BOA, verde, a EUBmix, caracterizando todas as
bactérias e azul associado a DAPI, que identifica todo DNA presente na amostra. As
laminas contendo a biomassa hibridizada foram armazenadas em locais refrigerados,
sem luminosidade até a leitura no microscopio. Além disso, foram utilizadas para
leitura apenas uma vez, pois o laser presente no microscopio, queima a amostra
depois da primeira visualizacdo. As cores foram determinadas pelos marcadores

Alexa 488 e 594, distinguindo o grupo microbiano alvo.
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Figura 15: Imagem obtida para sonda BOA do reator R1 MBBR

Na Figura 16 a cor vermelha estava associada a sonda EUBmix e a cor verde,
a sonda NOBmix. A cor verde tende a ser mais dificil de visualizar em detrimento a
vermelha. Ja a azul tem interferéncia do fundo que é preto, sendo mais fraca por

causa do laser incidente utilizado.

Figura 16: Imagem obtida para sonda BON do reator R1 MBBR

O mesmo foi realizado para o R2, obtendo na Figura 17 (a) os resultados
para BOAs e (b) para as BONs. As mesmas sondas foram utilizadas para ambos

reatores.
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Figura 17: Imagem obtida para sonda BOA (a) e BON (b) do reator R2 MBBR

Apébs obtencdo das imagens, as mesmas foram exportadas para o programa
Python no mesmo formato, evitando perda de informacdo. A quantificacdo dos
microrganismos baseou-se em utilizar a quantidade de bactéria total em detrimento
as sondas especificas (CASTELLANOS, DIAS, et al., 2021). Entao, foi possivel obter
a média da quantidade das bactérias de interesse presentes na amostra.

A partir dos resultados obtidos foi possivel fazer uma analise da presenca de
bactérias oxidadoras de nitrito em relacdo as bactérias oxidadoras de amonia em
cada reator. A Figura 18 apresenta os resultados obtidos durante os 3 regimes dos
reatores. Apesar dos dois reatores receberem a mesma carga de nitrogénio
amoniacal e estarem nas mesmas condi¢cdes experimentais, pode-se observar que
ambos os reatores apresentaram maior presenca de BOA em detrimentos das BON
visto que o tipo de suporte era diferente e poderia ter um resultado diferente pela
dificuldade de extracdo da biomassa. Uma das possibilidades é a nitrificagéo parcial
bem-sucedida, interrompendo a etapa de nitrificacdo no estagio de nitrito,
promovendo o crescimento das BOA e inibicdo da atividade das BON (SOLIMAN e
ELDYASTI, 2018).
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Figura 18: Percentual de BON em detrimento a BOA nos reatores nitrificantes em cada regime do
estudo

Além disso, no regime 1 e 2 o percentual de BON nos dois reatores foi muito
proxima, com o reator R1 um pouco superior. A medida que a carga nitrogenada
aplicada aos reatores foi sendo aumentada em cada regime, observou-se um
aumento da presenca de BON no reator 2 até ultrapassar o reator 1, no regime 3. O
crescimento do biofilme é um dos fatores responsaveis pelas diferentes proporgdes
dos grupos microbianos entre os reatores.

No caso dos suportes Mutag Biochip (R2), o biofiime pode se desenvolver
internamente e fixado aos poros, garantindo maior resisténcia aos agentes externos,
0 que o torna protegido quando exposto a condigbes ndo favoraveis, como no caso
do regime 3, quando a quantidade de aménia presente no reator pode ser inibitoria
para os organismos oxidadoras de nitrito (POURBAVARSAD et al., 2022). Por outro
lado, o biofilme mais fino formado nesse suporte permite uma maior assimilagéo do
oxigénio dissolvido pelas BON, favorecendo seu desenvolvimento (VALERIO et al.,
2020).

O suporte Anox Kaldnes K1 (R1) teve o crescimento de forma externa aos
poros, acarretando na presenca de biofiilmes mais espessos, com regifes mais
internas, que apresentavam um menor acesso ao oxigénio dissolvido no meio e com
as regies externas sujeitas a agentes inibidores (TORRESI et al., 2017; VALERIO et
al., 2020). Observa-se também a maior concentracdo de BOA em relacdo as BONSs,

sendo que a velocidade de crescimento das bactérias nitrificantes é geralmente baixa,
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podendo sofrer limitagdes pela concentragao do oxigénio dissolvido e da temperatura
no processo de nitrificagdo. (ZOPPAS, BERNARDES e MENEGUZZI, 2016)

As analises microbiologicas corroboram com os resultados das analises fisico
guimicas dos reatores (Tabela 2), que mostraram que a remoc¢ao da amoénia ocorreu
pela nitrificacéo, apresentando um acumulo de nitrito em ambos reatores. ISso mostra
gue a etapa de nitritacéo, realizada pelas BOA, ocorreu, com consequente producao
de nitrito, entretanto, ndo existia quantidade suficiente de BON para converter todo
nitrito a nitrato, na etapa de nitratacéo, e, por isso, houve acumulo nos dois reatores.

Com o crescente aumento das cargas amoniacais aplicadas, observou-se no
R1, durante o regime 2, 0 aumento na quantidade de microrganismos, visto que havia
mais substrato, mas também, uma intensificacdo no acumulo de nitrito. Enquanto no
regime 3, a diminuicdo da quantidade de BON favoreceu, ainda mais, o maior acumulo
de nitrito no sistema. Anthonisen et al. (1976) cita que concentracdes elevadas de
substrato podem inibir o crescimento das BON, mais sensiveis e capazes de
converter o nitrito a nitrato, justificando o comportamento observado neste ultimo
regime para o reator R1.

No reator 2, o aumento da carga de nitrogénio amoniacal aplicada nao
proporcionou 0 aumento do nitrito acumulado, apresentado concentracao similar nos
3 regimes. Além disso, observou-se um perfil distinto do reator R1 com relagéo a
proporcao BON/BOA, no qual houve aumento da quantidade de BON quando a carga
amoniacal foi aumentada, o que justifica 0 acumulo de nitrito a niveis constantes no

sistema.
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5.2 Lodo Granular Aerébio (LGA)

Nas amostras de lodo granular, o enfoque foi rastrear a dinamica de grupos
funcionais microbianos importantes presentes (PAO, GAO, BOA e BON) no reator de
LGA em condi¢fes operacionais diferentes. Sondas especificas para Accumulibacter
foram usadas para direcionar PAOSs, ja que este género particular é considerado o
principal contribuinte para a remocéo de P em sistemas EBPR (Crocetti et al., 2000).
Por outro lado, para conseguir identificar os GAOs, foram utilizadas sondas
direcionadas de Competibacter, sendo importante na avaliagdo como competidora de
PAOs em estudos de sistemas biologicos de efluentes.

A Figura 19 demonstra como os resultados foram extraidos do Python Jupyter.
O gréafico com a colorac@o permite visualizar quais pixels sdo correspondentes visto
gue para ser uma bactéria BOA, BON, PAO ou GAO, precisa conter no EUBmix com
todas as bactérias presentes na amostra, visto que o programa utiliza o grupo
especifico em detrimento ao total presente (EUBmiIXx).
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Figura 19: Resultado obtido no Python Jupyter para o Lodo Granular Aerébico
A Figura 20 compila os resultados obtidos para monitoramento da comunidade

microbiana e rastreamento de grupos presentes durante os dois regimes de operacao
do LGA.
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Figura 20: Percentual de PAO, GAO, BOA e BON no LGA nos regimes analisados

Observou-se que a porcentagem de PAOSs, relacionados a Accumulibacter,
dentro do reator na regime 1 foi de 5,5%, enquanto para a regime 2 foi de 2,7%. Era
de se esperar que na regime 2 as PAOs tivessem uma maior contribuicdo uma vez
gue o desempenho do sistema para a remocao de fésforo nesse regime foi maior. No
entanto, este ndo foi o caso. Deve-se ressaltar que as sondas usadas néo tinham
como alvo toda a comunidade de PAOs, mas apenas organismos relacionados a
Accumulibacter. Portanto, outros organismos capazes de realizar as conversoes
EBPR tipicas (NIELSEN et al., 2010, NGUYEN et al., 2011, MIELCZAREK et al.,
2013), podem estar presentes na biomassa granular, mas nao foram detectados pelas
sondas utilizadas neste estudo. Aléem disso, também foi observado que a proporcéo
de GAOs, relacionados a Competibacter, dentro da comunidade bacteriana geral
também diminuiu com a reducéo do tempo de retencado celular, de 9,2% (regime 1)
para 5,5% (regime 2). A diminuicdo desses organismos € favoravel para que seja
alcancada uma remocéao estavel de fésforo, ja que eles competem com as PAOs pelo
substrato, mas ndo acumulam fosfato, sendo considerados organismos indesejaveis
em sistemas EBPR (NIELSEN et al., 2010, MIELCZAREK et al., 2013).

Quando observado no programa Python, percebe-se uma grande camada que
nao ficou fluorescente, aumentando o ruido das andlises e possiveis erros
associados. Ao aplicar os filtros para diminuir essa interferéncia, também ha perda

daqueles grupos minoritarios presentes que nao estavam agrupados, ou até mesmo,
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o laser remanescente do microscopio. As sondas para hibridizacdo de todas as
bactérias precisam ainda serem divididas nos demais grupos, tendo baixas
porcentagens em cada analise, novamente, aumentando o erro pela incapacidade de
concentrar apenas um grupo microbiano. A Figura 21 representa as imagens obtidas

no microscopio confocal a laser para as PAOs e GAOs.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 21: Imagens microscopicas FISH de amostras do LGA mostrando as comunidades
bacterianas com os marcadores fluorescente: EUBmix (verde) em (a) e (b); EUBmix (vermelho) em
(c) e (d); vermelho: a) PAOs (regime 1) e b) PAOs (regime 2); verde: c) GAOs (regime 1)

Por outro lado, em relagdo a comunidade BOA no reator, observou-se que a
mesma se manteve constante e proxima a 10% para os dois regimes analisados.
Além disso, no regime 1 observou-se que a quantidade de BON superou a de BOA,

chegando a 12%, mas apresentou uma diminuicdo drastica no regime 2, atingindo
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3,8%. Normalmente, a quantidade de BOA é maior que a de BON, pois o produto do
primeiro (nitrito) € o substrato para o segundo. Além disso, BOA obtém mais energia
por mol de aménio oxidado do que o BON por meio da oxidacdo do nitrito,
apresentando um maior crescimento (FREITAG et al.,, 1987). Entretanto, essa
desproporc¢do ja foi relatada para LGA (WINKLER et al., 2012) que consistem em
aglomerados compostos por multicamadas de organismos onde ocorrem muitas
conversdes simultaneas. Dessa forma, as BONs podem ter acesso néo s6 ao nitrito
resultante da oxidacdo autotrofica de ambnia por BOA, mas também ao nitrito
resultante da reducao do nitrato pelas bactérias desnitrificantes. A Figura 22 ilustra os
resultados obtidos para as BOAs e BONs através da técnica de FISH.

(b)

(c) (d)

Figura 22: Imagens microscopicas FISH de amostras do LGA mostrando as comunidades
bacterianas com os marcadores fluorescente: EUBmix (verde) em (a) e (b); EUBmIx (vermelho) em
(c) e (d); vermelho: a) BOAs (regime 1) e b) BOAs (regime 2); verde: c) BONs (regime 1)
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6. Concluséo

A técnica de FISH permitiu o estudo da diversidade microbiana nos sistemas
MBBR e LGA em diferentes regimes. Observou-se que métodos integrados precisam
ser aprimorados para que ndo perca informacdo devido a ruidos presentes e
dificuldade de concentracdo da amostra, por serem um aglomerado diverso e com
caracteristicas funcionais complexas.

No reator de MBBR, a porcentagem de BOA foi maior que a de BON em todos
0s regimes analisados. Diferenciando o tipo de biomedia utilizado, o tipo Mutag
Biochip permitiu o crescimento dentro do suporte proporcionando maior protecao
contra fatores externos e maior acesso ao oxigénio dissolvido, o que nao foi
observado no Anox Kaldnes K1. Observando pelos regimes, teve um aumento das
cargas amoniacais que permitiram o aumento dos microrganismos do R1 no regime
2, pela maior presenca de substrato. Em contrapartida, houve também maior acumulo
de nitrito, que aumentou ainda mais no regime 3, com a diminui¢cdo da BON. Ja no
R2, esse aumento da carga aplicada ndo houve um aumento no nitrito acumulado,
mantendo-se parecido nos 3 regimes. A comunidade microbiana presente teve um
perfil distinto em cada reator, tendo um aumento significativo no R2 no altimo regime,
justificando a constancia de acumulo de nitrito mesmo com altas cargas aplicadas.

No reator de LGA, a falta de sondas para outros tipos de microrganismos no
PAOmMix deixou de mapear outros grupos responsaveis pela remocao de fésforo, visto
gue o reator tinha a sua eficiéncia elevada. Por outro lado, foi possivel identificar os
microrganismos indesejados no sistema (GAO) e, quando o tempo de retencao celular
foi menor, houve decréscimo na sua porcentagem. Os resultados indicam que tempos
de retencdo celular menor pode aumentar a eficiéncia de remocao de fosforo do
sistema. Ja em relagdo a quantidade de BOA/BON, pela presenca de aglomerados
compostos por multicamadas desses microrganismos, as BONs podem ter acesso
tanto do nitrito proveniente da oxidagcédo autotrofica de amonia pelas BOAs quanto
pela reducao de nitrato por meio das bactérias desnitrificantes.

Através da utilizacdo da ciéncia da computacdo, com scripts no Python, foi
possivel, de modo gratuito e sem utilizacdo de grande memoria, quantificar as
comunidades microbianas mediante a luminosidade do pixel presente. Por mais que

o conhecimento da estrutura dos granulos e lodos estejam mais avancadas, a busca
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por novas taxonomias permite avaliar outras particularidades e aprimorar a eficiéncia
dos reatores.

Espera-se que os proximos trabalhos consigam identificar outros parametros e
melhorias para producdo de novas sondas e impedir que a amostra seja perdida

durante as lavagens e hibridizagdes.
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Apéndice |

s de dados utilizados no programa
Pacotes
#instalacdo do pacote
Ipip install czifile
Requirement already satisfied: czifile in c:h\users\samsunghanacondashanaconda\lib\site-packapes (2015.7.2)
Requirement already satisfied: imagecodecs»=2019.5.22 in c:\usershsamsung\anacondal\anaconda\lib\site-packages (from czifile)
(2021.3.31)
Requirement already satisfied: tifffile»=2819.7.2 in c:\users\samsung\anaconda3h\anaconda\lib\site-packages (from czifile) (202
1.4.8)
Requirement already satisfied: numpy>=1.11.3 in ci\usersisamsunghanaconda3ianaconda\lib\site-packages (from czifile) (1.20.1)
#import pockages needed
from czifile import CziFile
#hmatplotlib inline
Fmatplotlib gqts
import matplotlib.pyplot as plt
import os
import re
import numpy as np
import czifile
utilizados para obter quantificacdo em porcentagem
Teste
imageTEST="Renato_F1_N1_NOB Al 36 0@1.czi’ #¢-—- NOME
def extract plane(image_array, plane number = @):

#Define functions to extract an imoge ("extroct plane™) ond visualize an imege ("visualize plane™)
data = image array[®,8,plane_number,8,8,:,:,8]
return data

def calculate_data_to_plot(imagel, image2}:
""*imagem 1 sera dividida por imagem 2'°'
#chega imagem (motriz) original

#aplica filtro

tolporcentol = 20 #% #¢--—----------——- -- 18% sugerido

tolporcentoz = tolporcentol #% #e------mmmooomooooo melhor se der pra ser igual
tol denominadorl=1ge/tolporcentol

tol=np.max(image1)/tol_denominadori

imagelf=np.where(imagel<tol,a,image1)
imageif=imagelf/np.max{imagelf)
tol_denominador2=108/tolporcento2?
tol=np.max(image2)/tol_denominador2
image2f=np.where(image2<tol, 1,imagez)
image2f=image2f/np.max(image2f)

#gplica comparocdo motemdtica (divisdo)

data_to plot = imagelif/imagezf



In [22]: def

#aplica pas filtro

## malor que 1 virg 1
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data to plot = np.where(data to plot »= 1, 1, data to_plot) #filtro twdo g for meior do gue 1 poro ser igual o 1 (moximo teor

## erros de divisdo por zero =» NotANumber =» zero
data_to_plot = np.nan_to_num{data_to_plot)

return imageif, image2f, data_to _plot

TESTA{imageTEST):
#testa um arquivo individusl e fazr um grafico triple
with CziFile(imageTEST) as czi:

image arrays = czi.asarray() #superestrutura czi

NPLANES=Z #¢--- NMUMERD DE FOTOS TIRADAS

image planes = [extract_plane(image_arrays, plane) for plane in range(MPLAMNES)]
#lista de motrizes matriz DINTI6

fig = plt.figure(figsize=[12,8])
= fig.add_subplot(2,2,1)

ax2 = fig.add_subplot{z,2,2)

#ax3 = Fig.add_subplot{2,3,3)

fig.add_subplot(z,2,4)
fig.add_subplot(z,2,5)

ax6 = Fig.add_subplot(2,3,6)

cbaxesl = fig.add axes([©.15, @.85, 0.2, @.01])
cbaxes2 = fig.add axes([e.42, @.05, 0.2, @.91])
cbaxes2 = fig.add awes([®.7, 8.85, 8.2, @.91])

imagel=image_planes[1] #<------ numerador da divisde "A"
image2=image planes[@] #<------ denominador do divisdo "B

imagelif, image2f, divididas = calculate data to_plotiimagel,image?)
#°Af, Bf, C=Af/Bf"

ml=ax1.imshow{imagel)
axl,set_title(strinp.max(imagel)))

m2=ax2.imshow(image2)
ax2.set_title(str(np.max(imagez))})

md=axd . imshow{ imagelf)
axd.set title(str(np.max(imageif}))
fig.colorbar(md,orientation="horizontal’, cax = chaxes1)

m5=axs. imshow{ image2f)
axs.set title(str(np.max(image2f})))
fig.colorbar(mS,orientations"horizontal®, cax = chaxes2)

=ax6.imshow{divididas)
ax6.set_title( 'Média="+"( '+str{round(108*np.mean{divididas),2})+'%)")

fig.colorbar(mé,orientation="horizontal®, cax = chaxes3)

plt.savefipg(imageTEST+' DETALHE.png',dpi=1@2,bbox_inches="tight"})

TESTA(imageTEST)
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