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OBJECTIVO

O presente trabalho incidiu na comparacdo de diferentes métodos para identificacdo de
organismos filamentosos da ETAR de Santa Cruz, com um sistema de tratamento de lamas
activadas, através de uma observacdo microscopica classica (amostra bruta e amostra
corada) utilizando coloragbes de Gram, de hematoxilina e eosina e aplicacdo dos métodos
APl e MALDI-TOF.
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RESUMO

No tratamento secundario de &guas residuais, o processo de lamas activadas é o
actualmente mais utilizado. Este tratamento assenta no crescimento de bactérias
formadoras de flocos que se separam por gravidade do sobrenadante clarificado, sendo
indispensavel para este processo uma boa floculacdo consequéncia de um crescimento
equilibrado entre estas bactérias e as bactérias filamentosas. Quando existe um crescimento
excessivo destas Ultimas verifica-se um fendmeno indesejado designado de bulking

filamentoso.

O presente trabalho teve como principal objectivo a comparacao de diferentes métodos para
identificacdo de bactérias filamentosas de uma ETAR com um sistema de tratamento de
lamas activadas, nomeadamente através de uma observacdo microscépica classica
(amostra bruta e amostra corada) utilizando colora¢des de Gram, de hematoxilina e eosina e
aplicacdo dos métodos APl e MALDI-TOF.

Através da observacdo microscopica das amostras coradas com hematoxilina e eosina foi
possivel verificar que estavam presentes pelo menos dois tipos de microrganismos.
Obtiveram-se igualmente os mesmos resultados com a aplicacdo da coloracdo de Gram,
tendo os microrganismos presentes sido classificados de Gram negativos.

by

Relativamente a aplicacdo do kit APl 20 E, foram identificados os géneros Serratia e
Enterobacter. No entanto, ndo foi possivel obter a identificacdo ao nivel da espécie

predominante na amostra.

Através da aplicacdo do método MALDI-TOF-MS, tornou-se possivel a identificacdo de
proteinas correspondentes ao género Serratia sp., género Enterobacter sp., espécie
Peptostreptococcus anaerobius, género Geobacter sp., espécie Escherichia coli e espécie

Syntrophus aciditrophicus.

A principal razdo para ndo ter sido possivel uma identificacdo ao nivel da espécie do
microrganismo filamentoso predominante esteve relacionada com o facto de néo ter sido
possivel obter uma amostra pura dentro do tempo da realizacdo das experiéncias.
Possivelmente, 0 meio de cultura escolhido ndo foi suficientemente selectivo potenciando o

crescimento de outras espécies presentes.

Relativamente aos métodos testados concluiu-se que através da observagcdo microscopica
utilizando coloragdes de Gram e hematoxilina e eosina, sdo faceis e rapidos de aplicar
podendo ser utilizados na identificacéo rotineira dos organismos presentes numa ETAR.

Em relacdo ao método API 20 E, é de facil aplicacéo e os resultados sao obtidos num curto

periodo de tempo, sendo admissivel para aplicacdes de rotina numa ETAR e ndo sendo o
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seu custo muito relevante. O método MALDI-TOF torna-se incomportavel para aplicagéo de
determinacgfes de rotina numa ETAR, ndo s6 devido ao elevado custo que representa cada
amostra (tratamento e determinacdo), como também o tempo consumido para o tratamento

de cada amostra.

Palavras-chave: lamas activadas; microrganismos; bulking; identificacdo; Observacgéo
microscopica; API 20 E; MALDI-TOF-MS;
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ABSTRACT

In the secondary treatment of wastewater, the activated sludge process is, currently, the
most used treatment. This treatment is based on the growth of flake forming bacteria that
separate due to the clarified gravity of the supernatant which is essential for this process to
maintain a balanced flocculation growth between the bacteria and the filamentous bacteria.

The overgrowth of the filamentous bacteria is called the filamentous bulking phenomenon.

This paper’s main goal was to compare the different methods of identification of filamentous
bacteria from a wastewater treatment plant with a activated sludge treatment system, mainly
through a classical microscopic observation (crude sample and stain sample) using Gram
staining, hematoxylin and eosin, the application of the APl methods and MALDI-TOF.

Through the microscopic observation of samples stained with hematoxylin and eosin, it was
possible to identify the presence of at least two types of microorganisms. The same result
was obtained through the use of Gram staining, classifying the microorganisms as Gram

negative.

With the application of the APl 20 E kit, genus Serratia and genus Enterobacter were
identified. However, it was not possible to identify the predominant species level in the
sample.

By applying the method MALDI-TOF-MS, it became possible to identify proteins
corresponding to the Genus Serratia sp., Genus Enterobacter sp., Anaerobius
Peptostreptococcus species, Genus Geobacter sp., Escherichia coli and Syntrophus

Aciditrophicus species.

The main reason for not being able to identify the level of the predominant filamentous
microorganism species was related to the fact that it was not possible to obtain a pure
sample during the experiments. Possibly, the culture medium chosen was not sufficiently

selective causing the stimulation of growth of other present species.

In relationship to the methods tested, it was found that microscopic observation with the
Gram staining, hematoxylin and eosin, was easy and quick to implement and can also be
used in routine identification of organisms present in wastewater treatment plants.

The method API 20 E, is easy to apply and the results are obtained in a short period of time,
being admissible for routine applications in wastewater treatment plants and the cost is not
very relevant.

Finally, we can conclude that the MALDI-TOF method becomes unaffordable for routine

applications in a wastewater treatment plant, not only because of the high cost of each



sample (treatment and determination) but also because of the time consumed in the

treatment of each sample.

Keywords: activated sludge; microorganisms; bulking; identification; Microscopic
observation; APl 20 E; MALDI-TOF-MS;
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1. Introducéo

Todas as comunidades produzem residuos liquidos e sélidos diariamente sendo
imprescindivel a existéncia de um processo de tratamento dos mesmos. Um dos residuos
liquidos, conhecido por &gua residual possui na maior parte dos casos, propriedades
toxicas, cancerigenas e, ou mutagénicas, que podem contaminar o ar e a agua, provocando
um impacto indesejavel nos ecossistemas e nos humanos. E extremamente importante ter a
nocdo dos impactos destes compostos no ambiente e, desse modo, desenvolver métodos
de remocdo destes contaminantes de forma eficaz ao nivel da eficiéncia de tratamento
(MetCalf e Eddy, 2003).

O processo biolégico de lamas activadas é um dos processos mais usados no tratamento de
aguas residuais. Este processo foi inicialmente desenvolvido em 1914 por Ardern e Lockett
em Inglaterra (1914) (Vesilind, 2003).

Para que o processo de lamas activadas funcione adequadamente, as lamas que saem do
tanque de arejamento devem ser facilmente separadas da fase liquida, normalmente num
orgdo designado de decantador secundario. Uma boa separacdo (decantagdo e
sedimentacdo) e compactacao (espessamento) das lamas activadas é condi¢do necesséria
para garantir uma boa qualidade do efluente no processo de lamas activadas (Flores-Alsina
et. al., 2009). Quando esse facto ndo se materializa, isto é, quando a lama é leve ou
floculenta mas de dificil decantagcdo, podera estar a ocorrer um fenomeno de bulking,
normalmente resultado da propagacédo de organismos filamentosos (Oliveira, 1982). Nestas
condi¢bes, as lamas saem do processo juntamente com o efluente tratado, o qual passa a

apresentar uma CBO (ou CQO) elevada (Raimundo, 2009).

O bulking sludge € um termo usado para descrever 0 excessivo crescimento das bactérias

filamentosas sendo um problema comum no processo de lamas activadas.
2 - Principio de um sistema de tratamento por lamas activadas

O tratamento de 4guas residuais através de lamas activadas € um processo de tratamento
biol6gico no qual os compostos organicos solluveis sdo convertidos em dioxido de carbono,
dgua e células bacterianas. O principal objectivo do tratamento de uma &gua residual
através de sistemas por lamas activadas € a remocgdo de substancias orgéanicas
biodegradaveis e producdo de um efluente com reduzidos compostos orgéanicos

biodegradaveis e sélidos em suspensao (Eckenfelder et al., 1986).

O processo de lamas activadas € constituido por duas etapas de tratamento basicas: a

primeira num tanque de arejamento e a segunda num decantador secundario. O tanque de
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arejamento (fase bioquimica) permite criar um ambiente onde as bactérias crescem e onde
existe uma mistura quase completa com compostos organicos presentes na agua residual,
na presenca de oxigénio dissolvido. Os microrganismos, através da oxidacdo biologica e
adsorcéo fisica, removem os materiais organicos presentes na agua residual (Eckenfelder et
al., 1986).

No decantador secundario materializa-se uma separagédo de fases, liquida e sdlida. Uma
parte dos solidos (lamas) séo recirculados para o tanque de arejamento e outra parte
extraida do sistema (lamas em excesso). A recirculacdo de lamas permite niveis adequados
de sélidos suspensos no tanque de arejamento de forma a garantir que a carga massica se
mantenha constante. O sistema de lamas activadas € um processo de tratamento que
podera permitir uma elevada eficiéncia de remocdo de nutrientes e CBOs, contudo,
apresenta alguns inconvenientes como um consumo energético, custos de implantacdo e

manutencao relativamente elevados (Eckenfelder et al., 1986).
2.1 - Tratamento Secundério — Lamas Activadas

O processo de tratamento por lamas activadas tem vindo a ser utilizado para aguas
residuais domésticas e industriais desde ha cerca de meio século. (Grijspeerdt e Verstraete,
1996). Os efluentes domésticos sao constituidos fundamentalmente por matéria organica
gue se encontra na forma solavel ou na forma coloidal, sendo a composi¢do quimica
bastante variavel dependendo de variagbes sazonais, variagbes didrias e até mesmo do
nivel de vida das popula¢des (Oliveira, 1982). Estima-se que, em cerca 70% das ETAR que
incluem no seu sistema de tratamento processos de lamas activadas, ocorrem problemas de
sedimentabilidade de lamas, pelo menos, uma vez por ano. Para que ocorra uma boa
sedimentabildade dos sélidos suspensos é fundamental a presenca de uma lama com flocos
firmes, densos e redondos, de forma a que se materializa uma boa compactacéo
(Grijspeerdt e Verstraete, 1996).

Como ja foi referido, o processo de lamas activadas baseia-se no crescimento da biomassa
em suspensédo, na presenca de oxigénio e na sua posterior separagdo por gravidade. O teor
de oxigénio minimo no tanque de arejamento devera situar-se entre 1 - 2 mg/l e o tempo de
retencdo varia em fungéo das caracteristicas do efluente e o grau de depuracao desejado. O
efluente resultante da etapa de arejamento contém baixo teor em substancias orgéanicas
dissolvidas, no entanto, tem grandes quantidades de sélidos suspensos totais que deverao
ser separados e consequentemente removidos num decantador secundario. Para manter a
eficiéncia do processo, parte das lamas decantadas no decantador secundario (ricas em
microrganismos) sao recirculadas para o tanque de arejamento, como ja foi referido
(Santana, et. al., 2009).



O floco biolégico (lamas activadas) sdo massas biologicamente activas resultantes de
processos de floculacdo de particulas coloidais organicas e inorganicas e de células vivas
(Santana, et. al., 2009) e consequentemente necessitam de tratamento e, ou destino final
adequado.

O tratamento de lamas tem como objectivos a reducdo do seu volume, ou seja, a diminuicdo
do teor em agua e a reducdo da sua capacidade de fermentacdo, contribuindo para
minimizar a ocorréncia de maus cheiros e para diminuir do nimero de microrganismos

patogénicos presentes na lama

A escolha das etapas que constituem o0 processo de tratamento e consequentemente a
configuracdo do tanque de arejamento relacionam-se directamente com a qualidade do
efluente final pretendido. Na figura 2.1 mostra-se 0 esquema classico de tratamento

associado aos sistemas de lamas activadas (MetCalf e Eddy, 2003).

Decantador Primario Tangue de arejamento Decantador Secundario
AR AR Tratada
Bruta
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=

Figura 2.1- Processo de lamas activadas (adaptado de MetCalf e Eddy, 2003).

2.2 — Principais microrganismos presentes em sistemas de lamas

activadas

Os microrganismos que se encontram nas aguas residuais e nos processos de tratamento
incluem: bactérias, leveduras, fungos, algas, protozoarios, rotiferos, larvas e insectos
(Oliveira, 1982). Contudo, as bactérias sdo o grupo microbiano mais comum nos sistemas
de lamas activadas, correspondendo a 95% do total da populacdo microbiana (Martins,et.
al., 2004).

O floco biologico das lamas activadas é formado por uma componente organica e outra
inorgénica, sendo constituido por diversas espécies de bactérias representadas pelos
géneros Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Citromonas,
Arthrobacter e Zoogloea (Jenkins, et. al., 2004). As bactérias sdo organismos unicelulares
procaridticos e podem apresentar diferentes tipos de morfologia: esfera (cocos), cilindros

(bacilos ou bastonetes), hélices rigidas (vibrides, espirilos) e hélices flexiveis (espiroquetas)



(Lopes & Fonseca, 1996). O interior da célula contém proteinas coloidais em suspensao,
hidratos de carbono e outros compostos organicos complexos que, por sua vez, contém
acido ribonucleico (RNA) responsavel pela sintese de proteinas. Dentro do citoplasma existe
também o 4cido desoxirribonucleico (DNA) que contém toda a informacéo necessaria para a

reproducdo de todos os componentes celulares (MetCalf e Eddy, 2003).

As caracteristicas bioquimicas das bactérias apresentam tal diversidade que possibilitam
metabolizar a maior parte das substancias organicas das aguas residuais (Silva & Mara,
1979). Quando se da a evolugcao normal das popula¢cdes em condi¢cdes naturais, passasse
simultaneamente da fase dispersa a fase floculada, aumentando progressivamente a
dimensdo e o0 peso dos organismos e, consequentemente, diminuindo a quantidade de

substéancias organicas presentes na fase sollvel (Oliveira, 1982).

Normalmente, existem nas lamas activadas cerca de seis grupos de protozodrios:
flagelados, amebas, ciliados moveis e sésseis, rotiferos e invertebrados. A disponibilidade
de alimento, principalmente de bactérias dispersas, ou a presenca de turvacdo em lamas
activadas, é determinante para a existéncia destes organismos (Jenkins, et. al., 2004). Os
protozoarios presentes no tanque de arejamento participam na eliminacdo das bactérias
dispersas no meio, ou seja, que dificiimente floculam, facilitando a clarificagdo dos efluentes.
O seu desaparecimento do sistema deve-se, normalmente, a uma deficiéncia de oxigénio

dissolvido ou a presenca de substancias toxicas (MetCalf e Eddy, 2003).

Assim, o equilibrio ecolégico nas populacdes que se encontram nas lamas activadas é
praticamente dominado por dois grupos fundamentais de microrganismos: bactérias e

protozoarios (Oliveira, 1982).

2.3 — Caracteristicas que influenciam o crescimento de organismos

filamentosos

Os diversos microrganismos filamentosos diferem entre si quanto as necessidades de
substrato e nutrientes, capacidade metabdlica e resisténcia aos diversos factores
ambientais. Por isso, a identificacdo das causas de determinado desequilibrio do
crescimento filamentoso apela, também, ao conhecimento das caracteristicas ecoldgicas de
cada espécie ou tipo. Segundo Dabert et al., (2001) existem falhas nos sistemas de lamas
activadas devido a uma falta de compreensdo da composi¢cdo da comunidade microbiana
nesses sistemas. No Quadro 2.1 mostram-se alguns destes microrganismos e as causas

gue Ihe estdo associadas.



Quadro 2.1 - Causas associadas ao crescimento de organismos filamentosos em lamas
activadas (adaptado de MetCalf e Eddy, 2003).

Causa Organismos Filamentosos

Sphaerotilus natans

Haliscomenobacter hydrossis
Tipo 1701

Microthrix parvicella

Baixo teor de oxigénio dissolvido

Tipo 0041
Tipo 0675

Baixo F/M Tipo 0092
Tipo 1851

Microthrix parvicella

Thiothrix | e I

Nostocoida limicola I, Il e lll
Tipo 0914

Elevada concentracéo de &cidos organicos Tipo 0411

de baixo peso molecular Tipo 0961
Tipo 0581
Tipo 021N
Tipo 0092

Thiothrix 1 e Il
Tipo 021N
Beggiatoa sp.
Tipo 0914

Presenca de 4cido sulfidrico

Tipo 021N
Tipo 0041

Tipo 0675
Caréncia em nutrientes (azoto e fosforo) Thiothrix 1 e I

Nostocoida limicola Il

Haliscomenobacter hydrossis

Sphaerotilus natans

pH baixo Fungos

A partir da observacdo do Quadro 2.1, verifica-se que para baixos teores de oxigénio,

promove o aparecimento de organismos do Tipo 1701 e S. natans.



De um modo geral, o crescimento excessivo das formas filamentosas pode ser atribuido a
um conjunto de factores, nomeadamente, (MetCalf e Eddy, 2003; Tsang, 2008):

¢ baixo teor em oxigénio dissolvido;

e caréncia em nutrientes;

e presenca de 4guas seépticas;

e baixa razao alimento/microrganismos (F/M);

e elevada idade de lamas;

e configuracdo do préprio reactor biol6gico;

e temperatura;

° pH;

Oxigénio Dissolvido

Na presenca de baixas concentracdes de oxigénio dissolvido no licor misto, ha uma
reduzida penetracdo de oxigénio no floco biolégico e apenas uma pequena fraccdo da
massa bacteriana exibe crescimento aerobio. Por outro lado, quando existem elevados
teores em oxigénio no reactor, a formacdo de bactérias floculantes (Floc-formers) é
favorecida. A maioria dos organismos presentes nas estacdes de tratamento de aguas
residuais por processos biolégicos sao do tipo facultativo, isto €, podem funcionar de forma
aerdbia, na presenca de oxigénio, ou de forma anaerObia, na auséncia deste elemento
(Oliveira, 1982).

Nutrientes

Os organismos aerdbios necessitam, embora em reduzidas quantidades, de nutrientes,
nomeadamente, de azoto, fésforo e outros elementos para uma Optima actividade
metabdlica (Oliveira, 1982). Um tratamento biologico correcto de uma agua residual deve
apresentar uma relacdo de CBOs/ N / P em conformidade com os valores 100 / 5/ 1
(Sardinha, 2009; Eckenfelder et al.,, 1986). Nas aguas residuais domésticas existe
normalmente um excesso destes nutrientes (Oliveira, 1982), sendo relativamente facil atingir
esta relacdo. Contudo, nas aguas residuais industriais, existe, por vezes, uma deficiéncia de
azoto e fésforo que deverdo ser fornecidos como nutrientes suplementares para garantir um
tratamento eficiente deste tipo de agua residual. As quantidades de azoto e fosforo a
adicionar em excesso podem estar relacionadas com a composicdo da biomassa, sendo
gue a biomassa activa contém aproximadamente 12,3% de azoto e 2,6% de fésforo
(Oliveira, 1982). A deficiéncia de qualquer um destes nutrientes pode provocar dispersao ou
crescimento de organismos filamentos e/ou limitar a remocdo de CBO. Esta ocorréncia
provocard um aumento dos soélidos bioldégicos no efluente final e uma diminuicdo na

eficiéncia de remocéo de CBO dos sistemas (Eckenfelder et. al., 1986).
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Kampfer et. al. (1995), estudaram as caréncias nutricionais de 68 estirpes de bactérias
filamentosas dos géneros Sphaerotilus e Haliscomenobacter, tipo 021N e 1701 e alguns
nocardioformes, isolados das lamas activadas de diversas instalacdes. Estes autores
verificaram que todas as estirpes isoladas ndo cresciam em meios com concentragfes de
amonia inferiores a 1 mg NH,4-N /L, de fosforo inferiores as 2,5 mg P/L e que o calcio e o
magneésio eram nutrientes essenciais para o crescimento de todas as estirpes, sendo que
para concentracoes de 20 mg Ca/L e 0,1 mg Mg/L apenas algumas estirpes apresentavam
um crescimento significativo. Foi concluido neste estudo também que, em geral, os
nocardioformes e os organismos filamentosos do género Sphaerotilus toleravam uma vasta
gama de diferentes condi¢cbes nutricionais e que os tipos 021N e 1701 e o0 género
Haliscomenobacter eram aqueles que apresentavam maior sensibilidade a variacbes de

condi¢bes do meio, com o género Haliscomenobacter a apresentar a maior sensibilidade.
Aguas Sépticas

Os filamentos do tipo 0961, 0581 e 0092 tém origem, normalmente, devido a presenca de
fendmenos de septicidade de &aguas residuais e presenca de acidos organicos. Existe
alguma seleccao destes filamentos de acordo com o tipo de &cidos organicos presentes; por
exemplo, os organismos Thiothrix | e Il tém maior apeténcia para os acidos organicos
simples, nomeadamente os acidos acético, propionico e butirico e os organismos dos tipos
0581 e 0092 preferem um maior numero de carbonos e &cidos organicos complexos
(Jenkins, et.al., 2004).

Carga Massica (F/M)

O desempenho do processo das lamas activadas e as caracteristicas da lama estédo
relacionados com a carga massica (F/M), que indica, a relacdo entre a quantidade de
substrato (F) e a quantidade de microrganismos (M), e também com a idade de lamas (IL),
gue se define como o tempo médio que a biomassa esta dentro do sistema (Oliveira, 1982;
Eckenfelder et. al., 1986).

Em alguns casos, quando existem elevadas cargas massicas (F/M) e a idade de lamas (IL)
€ baixa poderéa ocorrer a dispersdo de organismos filamentosos com propriedades de fraca
sedimentabilidade. Normalmente, e por outro lado, quando a carga massica (F/M) € baixa e
a idade de lamas (IL) alta, verifica-se um crescimento acentuado de flocos (Eckenfelder et
al., 1986; Oliveira, 1982).

A taxa de sedimentacdo no decantador pode ser relacionada com a carga massica. Em
sistemas com elevada carga massica (F/M elevado, por exemplo> 0,6 g CBO/ g MLVSS
dia), a lama pode tornar-se clara e macia e pode potenciar o desenvolvimento de
organismos filamentosos surgindo fenédmenos de bulking. Por outro lado, quando o F/IM é
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baixo (< 0,3 g CBO/ g MLVSS dia), o défice nutricional ndo permite o crescimento destes
microrganismos que ndo floculam, isto é, podera ocorrer uma dispersdo de flocos,
provocando um aumento de solidos suspensos no efluente (Eckenfelder et al., 1986)
(Oliveira, 1982). Nestes casos o efluente podera apresentar, em consequéncia, um valor de
CBOs anormalmente elevado. Os valores Optimos de F/M variam para cada sistema de

tratamento (Oliveira, 1982).
Configuracao do Reactor Bioldgico

Num reactor de fluxo pistdo, as particulas passam ao longo do reactor com uma mistura
longitudinal minima ou mesmo nula e saem do reactor na mesma sequéncia. A presenca de
elevada carga organica afluente vai diminuir ao longo do reactor conforme a matéria
orgéanica vai sendo assimilada. Este tipo de reactor ndo estimula, geralmente, o crescimento
de bactérias filamentosas (MetCalf e Eddy, 2003).

Num reactor de mistura completa, as baixas razes F/M e de oxigénio dissolvido (OD)
podem estimular o crescimento de bactérias filamentosas causando problemas de bulking
(MetCalf e Eddy, 2003).

Temperatura

A temperatura é uma das varidveis com maior importancia no processo de lamas activadas,
proporcionando diversos efeitos na sedimentabilidade e na taxa da actividade biolégica.
Normalmente e até determinados valores, se a temperatura aumenta, a actividade biolégica
também aumentara. Por esse motivo, dependendo das temperaturas presentes no tanque
de arejamento, podem ter-se presentes diferentes tipos de espécies microbiologicas. A
temperatura podera estar dependente do material de construcdo do tanque e das suas
dimensdes fisicas, das condicdes ambientais envolventes, da temperatura do afluente e da

perda de calor nos arejadores (Eckenfelder et. al., 1986).
pH

No sistema de lamas activadas, as condigBes de funcionamento deverdo ser Optimas para
um eficiente tratamento da agua residual, nomeadamente para que 0S microrganismos
actuem de forma eficiente no tratamento. Assim, o valor de pH devera estar entre 6,5 e 8,5.
A eficiéncia do processo diminui quando estamos perante uma gama superior ou inferior aos

valores referidos (Eckenfelder et. al., 1986).
2.4 — Principais problemas na estrutura dos flocos em lamas activadas

Existem varios tipos de problemas que afectam o processo de separacdo de solidos em

lamas activadas, nomeadamente, a presenca de determinados microrganismos, que
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proporcionam efeitos como o crescimento disperso, pin floc, bulking filamentoso e bulking
viscoso, escumas (foam/scum). Estes problemas fazem com que o floco ndo compacte
correctamente, provocando obstrucdes e problemas nas operacdes seguintes (MetCalf e
Eddy, 2003; Wanner, 1994).

Crescimento disperso

O crescimento disperso é causado pela auséncia de pontes de exopolimeros, em que 0s
microrganismos ndo se ligam uns aos outros, encontram-se livremente dispersos no meio

como células individuais e com um diametro de 10-20 um (Wanner, 1994).

Existem diversas causas para o crescimento disperso, como a ndo agregacdo de células
bacterianas, ou, segundo outros autores, as causas para a desfloculagdo estéo relacionados
com uma alta relacéo de catides monovalentes/catiées bivalentes (Higgins & Novak, 1997) e
a presenca de tensoactivos (substancias que diminuem a tensdo entre dois liquidos)
dificilmente biodegradaveis (Bott & Love, 2002).

“Pin-point floc” — Formac&o de microflocos

O Pin-point floc ocorre quando estdo presentes bactérias em forma de flocos, muito
pequenos (50-100 um), que dificilmente sedimentam, embora sendo esféricos e compactos
(Wanner, 1994). Se a formacdo do floco ndo for bem desenvolvida, podera ocorrer no
tanque de arejamento a destruicdo destes através da turbuléncia provocada pelos difusores
de ar ou mecanismos de arejamento (Gray, 2004; Wanner, 1994).

Wanner (1994), relaciona este fenébmeno com sistemas operados com idades de lamas
muito elevadas, onde os flocos sdo continuamente expostos a baixas concentracdes de
substrato exégeno (metabolismo end6geno), e nestas circunstancias os polissacaridos extra
celulares servem como fonte de carbono e energia o que leva a destruicdo das matrizes

poliméricas dos flocos das lamas activadas.
Bulking filamentoso

O bulking filamentoso é causado por um crescimento excessivo de organismos filamentosos
ou organismos que podem crescer sob condigcbes adversas. Estes organismos interferem
com a sedimentacdo e compactacao das lamas, produzindo uma estrutura difusa do floco, a
reducdo da velocidade de sedimentacéo e, simultaneamente, uma menor compactagéo das
lamas no decantador secundéario, levando consequentemente a uma diminuicdo da

gualidade do efluente final (Jenkins et. al., 2004).



Bulking Viscoso
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O bulking viscoso, ou bulking zoogloeal, € caracterizado por um excesso de material
exocelular, que podera estar relacionado, na maior parte dos casos, com 0 crescimento
zoogloeal, que origina uma lama viscosa. Este problema expressa uma lama pouco densa,
sedimenta lentamente e apresenta fraca compactacdo, uma vez que 0s biopolimeros
(constituidos por proteinas e carbohidratos) séo hidrofilicos, o que confere uma grande
afinidade entre a 4gua e a lama activada (MetCalf e Eddy, 2003; Wanner, 1994).

Escumas (Foaming)

No sistema de lamas activadas, os problemas de escumas estdo relacionados com a
presenca de bactérias do género Nocardia e Microthrix parvicella. Estes organismos tém
células hidrofébicas e, deste modo, formam bolhas a superficie e, por serem menos densas
gue a agua, vao-se agregando e flutuando a superficie causando escumas (MetCalf e Eddy,
2003).

Segundo Tsang, (2008), a principal bactéria responsavel pela formacdo de escumas € a
Nocardia amarae, que, além de ser fortemente hidréfoba, produz substancias tensioactivas
a partir da metabolizacdo dos hidratos de carbono. Esta bactéria consegue degradar uma
grande variedade de hidratos de carbono, incluindo os de elevado peso molecular e, por

isso, € comum em estacdes de tratamento de efluentes urbanos ricos em 6leos e gorduras.

O Microthrix parvicella é outra das bactérias filamentosas comuns nestes sistemas,
produzindo igualmente escumas. Segundo Xie et. al. (2007), a Microthrix parvicella foi uma
das bactérias filamentosas causadoras de foaming mais frequentes no tratamento de lamas
activadas em todos os paises europeus, Australia e Africa do Sul. No Quadro 2.2 mostra-se

os organismos filamentosos causadores de bulking e foaming em lamas activadas.

10



Quadro 2.2 - Organismos filamentosos que causam bulking e foaming nas lamas activadas
(adaptado de Richard, 2003).

Organismos filamentosos

Spaerotilus natans

Haliscomenobacter hydrossis
Thiothrix 1 e Il
Beggiatoa spp.

Microthrix parvicella

Nocardia spp.

Nostocoida limicola I, Il e Il

fungos

actinomicetos
Tipo 1701
Tipo 021N
Tipo 0914
Tipo 0041
Tipo 0675
Tipo 1851
Tipo 1851
Tipo 0803
Tipo 0961
Tipo 0581
Tipo 0092
Tipo 0411
Tipo 1863

2.5 — Caracteristicas presentes nos organismos filamentosos

As bactérias filamentosas séo organismos unicelulares que se multiplicam por cissiparidade,
mas cujas células-filhas se mantém vizinhas, resultando na formacdo de uma cadeia ou

filamento.

Na observacdo microscopica das bactérias filamentosas, € importante analisar 0s
pormenores morfolégicos e, através de coloragdes, observar as diferengas de filamento para
filamento. Existem muitas espécies de bactérias filamentosas diferentes, embora nem todas
intervenham na sedimentabilidade da lama de igual forma. A maior parte das bactérias ainda

ndo € cultivada em culturas puras para permitir um estudo detalhado da sua fisiologia e
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cinética. A identificacdo de organismos filamentosos ainda se baseia principalmente em

caracteristicas morfolégicas e em respostas a testes de coloracao.

As caracteristicas que fornecem informacdo especifica sobre os diferentes tipos de
organismos filamentosos segundo (Wanner, 1994; Jenkins et. al., 2004) séo:

Ramificacdo — a ramificacdo dos organismos filamentosos pode ser verdadeira ou falsa; a
ramificacdo verdadeira mostra continuidade citoplasmatica entre os filamentos ramificados,
nomeadamente, os fungos e os nocardioformes. A falsa ramificagéo refere-se aos tricomas
ramificados quando a bainha, mas ndo a célula é ramificada. E comum observar-se no

Sphaerotilus natans.

Mobilidade — existem alguns microrganismos filamentosos que exibem um movimento activo
(ex. Beggiatoa, Flexibacter e algumas bactérias Cyanophyceae). Os filamentos Thiothrix e o

Tipo 021N apresentam movimentos limitados de contracgdo ou movimentos oscilantes.

Forma do filamento — determina se o organismo apresenta forma direita, ligeiramente curva

e se as células apresentam forma irregular, enrolada ou micelial.

Localizagdo — determina se os filamentos estéo livres no liquido entre os flocos, ou se por

outro lado, se estendem da superficie do floco ou se crescem dentro deste.

Bactérias sésseis — determinam a presenca ou auséncia de bactérias sésseis. Se estiverem

presentes, 0 seu crescimento podera indicar que o organismo filamentoso tem bainha.

Bainha — a presenca de bainha pode estar presente ou ausente. Se estiver presente € dificil
de identificar, uma vez que é uma estrutura clara, externa a parede celular. A bainha pode
ser indicada pela presencga de um crescimento séssil ou pode servir como um substrato para

o crescimento de bactérias associadas ao tricoma.

Septo celular — o0 septo é a parede celular no ponto de contacto entre duas células

contiguas. Pode estar ausente ou presente, sendo variavel para certos organismos.

Largura do filamento — determina-se utilizando um micrémetro ocular para detectar se a

largura média do filamento é grosso (> 1 um) ou fino (< 1um).
Comprimento do filamento — determina o comprimento dos diferentes organismos em pm.

Forma da célula — determina se a célula é quadrada, rectangular, oval, em forma de barril,
discéide, em forma de salsicha ou irregular. E, também, de notar se estdo presentes

indentacbes no septo das células, isto é, quando as células tém extremidades

arredondadas, a juncéo entre duas células adjacentes denomina-se por indentacgao.
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Inclusdes de enxofre — pode observar-se a presenca ou auséncia de granulos de enxofre
através da aplicacdo do teste S, isto €, pode observar-se em contraste de fase, inclusées de
cor amarela e também, inclusdes esféricas nos casos Thiothrix, Beggiatoa e o Tipo 021N.
Na presenca de granulos muito pequenos, pode observar--se, na fase de contraste, o

aparecimento de cor preta em vez de amarela.

Outras inclusdes — normalmente, podem observar-se granulos de polifosfato e de poli-

hidroxialcanoatos (PHA).

ReaccBes as coloragbes — as coloragbes sdo técnicas para avaliar cada organismo
filamentoso. As coloragcdes mais aplicadas sdo de Gram e Neisser, baseando-se no uso de
corantes. A maior parte dos organismos filamentosos em lamas activadas sdo Gram
negativos. E de notar que ocorrem alteracdes em certos organismos filamentosos quando
sujeitos a coloragfes, como exemplo, o Tipo 0092 apresenta um tamanho maior depois da

coloracdo de Neisser.
2.5.1 - Microthrix parvicella

Trata-se de um filamento estreito e irregular que se desenvolve no interior do floco. O
comprimento do filamento (tricoma) varia entre (50 - 200 um), apresenta largura de 0,8 um,

ndo apresentando bainha nem ramificagées. Apresenta coloragdo Gram positivo e Neisser

negativo.

Figura 2.2 - A) Microthrix parvicella. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B)
Microthrix parvicella. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.2 - Nocardia sp.
E um filamento com forma irregular que se desenvolve no interior do floco ou disperso na
solugcdo. O comprimento do filamento (tricoma) varia entre (5 - 30 um) e apresenta uma

largura de 1,0 um, ndo apresentando bainha. Apresenta coloracdo Gram positivo e Neisser

negativo.

13



Figura 2.3 - Nocardia sp. 1000x (adaptado de Santa Cruz Produgdes).

2.5.3 - Haliscomenobacter hydrossis

E um filamento rigido direito ou filamento curvo que se estende pela superficie do floco,
pode ser encontrado dentro do floco ou disperso em suspensdo. O comprimento do
filamento (tricoma) varia entre (10 - 100 um) e apresenta um diametro de 0,5 um. As suas
células ndo apresentam septo celular, mas apresentam bainha e as reacc¢des as coloracdes

de Gram e Neisser sdo negativas.

Figura 2.4 - A) Haliscomenobacter hydrossis. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes);
B) Haliscomenobacter hydrossis. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.4 - Nostocoida limicola |

E um filamento curvo irregular entrelacado dentro dos flocos, apresenta um comprimento de
(40 — 100 pm) e um diametro de (0,8 — 1,0 um). A forma das células é oval, com dimensdes
de (0,8 — 1,0 um x 0,8 um). Ocorrem indentacdes nos septos das células. Neste tipo de
filamento, ndo existe bainha nem ramificagbes e apresentam coloracdo Gram e Neisser

positiva.
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A) B)

Figura 2.5 - A) Nostocoida limicola I. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B)
Nostocoida limicola I. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.5 - Nostocoida limicola ll

Trata-se de um filamento curvo irregular que se estende a superficie do floco e esta
presente dentro do floco, apresenta um comprimento de (50 — 200 um) e um didametro de
(12,4 um). A forma das células é oval, com dimensfes de (1,4 — 1,0 um x 1,5 um). Ocorre
indentagcbes nos septos das células. Neste tipo de filamento, ndo existe bainha nem
ramificagcdes, apresenta coloracdo Gram variavel devido a composi¢cdo do meio, ou seja, a
Nostocoida limicola Il encontra-se frequentemente nos sistemas de tratamento de aguas
residuais, com elevadas quantidades de residuos industriais no qual, alguns componentes

podem alterar as propriedades das paredes da célula. Em relacdo a coloracdo de Neisser, é

positiva.

Figura 2.6 - A) Nostocoida limicola Il. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B)
Nostocoida limicola Il. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.6 - Nostocoida limicola lll

Y

E um filamento curvo irregular que se estende a superficie do floco, apresenta um
comprimento de (100 — 300 um) e um diametro de (2,0 um). A forma das células é oval com

dimensbes de (2,0 — 1,5 um). Ocorre indentacdes nos septos das células. Neste tipo de
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filamento, ndo existe bainha, ramificacbes, coloracdo Gram positiva (aguas residuais

urbanas) ou negativa (dguas residuais industriais) e Neisser positiva.

Figura 2.7 - Nostocoida limicola lll. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.7 - Sphaerotilus natans

E um filamento direito ou ligeiramente curvo que surge da superficie do floco. O
comprimento dos filamentos (tricoma) é variavel entre (100 - 500 um) e sdo constituidos por
células com dimens@es (1,6 x 2,5 um) em forma de salsicha. As células podem apresentar
forma rectangular quando se encontram empacotadas dentro da bainha. Geralmente sdo
observadas falsas ramificagfes e o crescimento de bactérias sésseis é ausente, mas pode
estar presente se o filamento ndo crescer. As reac¢fes as coloragdes Gram e Neisser sdo

negativas.

Figura 2.8 - A) Sphaerotilus natans. 1000x (adaptado de Santa Cruz Produgdes); B)
Sphaerotilus natans. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.8 - Thiothrix |

Sao filamentos direitos ou ligeiramente curvos que se estendem da superficie do floco,
apresentam dimens0@es entre (100 - 500 um) e um diametro de (1,6 — 2,5 um). A forma das
células é rectangular com dimensfes (1,6 — 2,5 um x 2,0 — 4,0 um), com septo sem
indentacdes. Podera ocorrer formacdo de rosetas e a presenca de gonidias. Apresentam

bainha, mas é dificil de detectar. A reaccao as coloracdes de Gram e Neisser € negativa. O
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filamento pode apresentar coloracdo Gram positiva quando estdo presentes granulos de

enxofre.

B)

Figura 2.9 - A) Thiothrix |. 100x (adaptado de Santa Cruz Produg¢des); B) Thiothrix I. 2000x
(adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.9 - Thiothrix Il

Os filamentos sao idénticos a Thiothrix |, apresentam filamentos direitos ou ligeiramente
curvos que se estendem da superficie do floco. Os filamentos apresentam dimensdes entre
(50 - 200 pm) e um diametro de (0,8 — 1,4 um). A forma das células é rectangular com
dimensbes (0,8 — 1,4 ym x 1,5 — 3,0 um), com septo sem indentacdes. Podera ocorrer
formacdo de rosetas e a presenca de gonidias. Apresentam bainha, mas € dificil de
detectar. A reaccdo as coloracbes de Gram e Neisser é negativa. O filamento pode

apresentar coloracdo Gram positiva quando estao presentes granulos de enxofre.

A) B)

Figura 2.10 - A) Thiothrix Il. 1000x (adaptado de Santa Cruz Produgdes); B) Thiothrix 1. 1000x
(adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.10 - Tipo 021N

O filamento é ligeiramente curvo e estende-se da superficie do floco. Apresentam um
comprimento variavel, de 50 a 500 um, e um diametro de 1,6 a 2,5 um. As células
apresentam septos com indentacdes. As células apresentam formas variadas,
rectangulares, ovais ou em forma de barril. Em relacdo as coloracdes € Gram e Neisser
negativa.
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A)

Figura 2.11 - A) Tipo 021N. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B) Tipo 021N.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.11 - Tipo 0914

E um filamento direito ou ligeiramente curvo que se estende da superficie do floco, que esta
dentro do floco, ou que esta disperso em suspensédo. Os filamentos apresentam dimensées
entre (50 - 200 um) e um diametro de (1,0 — 1,2 um). A forma das células é quadrada com
dimensdes (0,8 — 1,2 um x 1,0 um), com septo sem indentagdes. Apresentam bainha, mas é
dificil de detectar. A reaccao as coloragfes de Gram e Neisser é negativa. O filamento pode

apresentar coloragédo Gram positiva quando estdo presentes granulos de enxofre.

o ek

Figura 2.12 - Tipo 0914. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.12 - Beggiatoa sp.

Trata-se de um filamento direito ou ligeiramente curvo que se estende da superficie do floco
ou que esta disperso em suspensao. Os filamentos apresentam dimens@es entre (100 - 500
pum) e um diametro de (2,0 — 4,0 um). A forma das células é rectangular com dimensdes (2,0
- 4,0 um x 6,0 — 8,0 um), com septo sem indentacbes, ndo apresentam bainha nem
ramificac6es. As Beggiatoa sp. sdo geralmente méveis. A reac¢do as coloracdes de Gram e

Neisser é negativa. O filamento pode apresentar coloragdo Gram positiva quando estédo

presentes granulos de enxofre.
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:
Figura 2.13 - Beggiatoa. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.13 - Tipo 0411

E um filamento curvo irregular que se estende a superficie do floco, apresenta um
comprimento de (50 — 150 pym) e um didametro de (1,0 um), é constituido por células
alongadas com dimensdes de (0,8 — 1,2 um x 2,0 — 5,0 um), ocorrem indenta¢cdes nos
septos das células. Neste tipo de filamento, ndo existe bainha nem ramificacdes.

Apresentam coloracdo Gram e Neisser negativa.

B)

Figura 2.14 - A) Tipo 0411. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B) Tipo 0411.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.14 - Tipo 1863
Filamento com forma irregular, apresenta um comprimento entre (10 - 50 um) e largura entre
(0,8 — 1,0 pum). E constituido por células ovais com dimensées entre (0,8 — 1,0 um x 1,0 —

1,5 um), ndo apresentam bainha nem ramificacdes. A reaccdo as coloragbes de Gram é

negativo e Neisser negativo com granulos intracelulares Neisser positivos.
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Figura 2.15 - A) Tipo 1863. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B) Tipo 1863.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.15 - Tipo 0092

E um filamento direito ou dobrado que se desenvolve no interior do floco. Os filamentos
apresentam comprimentos entre (10 - 80 um) e um didmetro entre (0,8 — 1,0 um), ndo

apresentam bainha nem ramificacdes. A reaccao as coloragcdes de Gram € negativo e
Neisser positivo.

; o

Figura 2.16 - A) Tipo 0092. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B) Tipo 0092.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.16 - Tipo 0803

Trata-se de um filamento direito que se pode estender da superficie do floco ou encontrar-se
disperso na solugdo. Os filamentos apresentam comprimentos entre (50 - 150 um) e largura
de (0,8 um). As células apresentam formas quadradas com dimensées entre (0,8 x 1,0 um).
Nao apresentam bainha nem ramificacdes. A reaccao as colorac6es de Gram e Neisser é

negativa.
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Figura 2.17 - Tipo 0803. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.17 - Tipo 0041

E um filamento direito, normalmente no interior do floco. Os filamentos apresentam
comprimento entre (100 - 500 um) e uma largura de (1,8 — 2,0 um). As células apresentam
formas quadradas com dimensdes tipicas entre (1,8 — 2,0 x 2,0 — 3,0 um). Estes filamentos
tém presenca de bainha mas auséncia de ramificacdes. A reaccdo as coloragbes sao

variaveis, geralmente apresentam Gram positivo e Neisser negativo.

Figura 2.18 - A) Tipo 0041. 1000x (adaptado de Santa Cruz Produgdes); B) Tipo 0041.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.18 - Tipo 1701

E um filamento direito ou ligeiramente curvo, podendo também crescer no interior do floco
ou estender-se para fora dos flocos. O comprimento dos filamentos (tricoma) € geralmente
entre (10 - 150 um). As células apresentam forma de bastonetes com dimensdes tipicas
entre (0,8 — 1,0 x 1,5 um) e apresenta septos com indentacées. Em relacdo as coloracdes

de Gram e Neisser é negativo.
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A)

Figura 2.19 - A) Tipo 1701. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producbes); B) Tipo 1701.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.19 - Tipo 0961

Trata-se de um filamento direito ou ligeiramente curvo que se estende da superficie do floco
ou que esta disperso em suspensdo. Os filamentos apresentam dimensées entre (40 - 150
pm) e um diametro de (1,0 — 1,4 um). A forma das células é rectangular com dimensdes (1,0
— 1,4 pym x 2,0 — 4,0 um), com septo sem identacbes, ndo apresentam bainha nem

ramificagfes. A reaccao as coloracdes de Gram e Neisser é negativa.

B)

Figura 2.20 - A) Tipo 0961. 1000x (adaptado de Santa Cruz Producdes); B) Tipo 0961.
1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.20 - Tipo 0581

E um filamento curvo ou enrolado dentro do floco. Os filamentos apresentam dimensées
entre (100 - 200 um) e largura de (0,5 — 0,8 um). Nao apresentam bainha nem ramificacfes.

A reaccdo as coloracfes de Gram e Neisser é negativa.
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Figura 2.21 - Tipo 0581. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).

2.5.21 - Tipo 0675

Trata-se de um filamento direito, normalmente no interior do floco. Os filamentos
apresentam comprimento entre (50 - 150 um) e uma largura de (1,0 um). As células
apresentam formas quadradas com dimensdes tipicas entre (1,0 x 1,0 um). Estes filamentos
tém presenca de bainha, mas auséncia de ramificacdes. A reaccdo as coloragdes sao

variaveis, geralmente apresentam Gram positivo e Neisser negativo.

2.5.22 - Tipo 1851

E um filamento direito ou ligeiramente curvo, normalmente no interior do floco. Os filamentos
apresentam comprimento entre (50 - 200 um) e uma largura de (0,8 um). As células
apresentam formas rectangulares com dimensdes tipicas entre (0,8 x 1,5 — 2,0 um). Estes
filamentos tém presenca de bainha, mas auséncia de ramificacdes. A reaccao as coloragdes

séo variaveis, geralmente apresentam Gram positivo e Neisser negativo.
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Figura 2.23 - Tipo 1851. 1000x (adaptado de Jenkins et. al., 2004).
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N . Thiothrix |
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Figura 2.24 — Identificacdo de organismos filamentosos usando a chave dicotémica (adaptado de Gray, 2004).
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Quadro 2.3 - Sumario das caracteristicas morfologicas e de coloragcfes dos organismos filamentosos comuns em lamas activadas (adaptado
de Jenkins et. al., 2004).
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2.6 — Estratégias de remediacao de bulking Sludge

Actualmente, nos sistemas de tratamento de aguas residuais de forma a prevenir e controlar
0 aparecimento de fendbmenos do bulking filamentoso sdo incluidos na linha de tratamento,

reactores com caracteristicas especiais, designados por selectores (Martins et. al., 2004).
2.6.1 — Selectores

Antes de 1970, o bulking filamentoso era considerado uma consequéncia inevitavel no
tratamento de lamas activadas, no entanto, o trabalho realizado por Chudoba et. al.(1973) e
Rensink (1974), citado por Metcalf & Eddy (2003), demonstrou que o fendbmeno poderia ser
controlado através da alteragdo da linha de tratamento, nomeadamente com uma alteracdo
na configuragcdo do reactor e o controlo do bulking através de um sistema denominado de
selectores.

Segundo Martins et. al., (2004), um selector é definido como sendo a parte inicial de um
reactor bioldgico, caracterizado por possuir um nimero de dispersédo baixo e um adequado
macro-gradiente de concentracdo de substrato, essencialmente, glicogénio, lipidos,
polihidroxialcanoatos (PHA). Pode, também, ser designado por uma pequena zona inicial
separada do reactor bioldgico que recebe a agua residual afluente e a lama recirculada
possuindo uma elevada taxa de assimilacdo de rbCQO (caréncia quimica de oxigénio

facilmente assimilavel), com uma virtual remocéo total da rbCQO.

Uma forma de minimizar problemas nos sistemas de lamas activadas passa pela construgéo
de um selector (tanque de contacto) anOxico ou anaerébio, a montante do tanque de
arejamento. Desta forma, coloca-se uma fracgdo controlavel das lamas em recirculagdo em
contacto com a totalidade de agua residual afluente, aumentando assim, a carga massica
(F/M) no tanque de contacto e permitindo a selec¢cdo das bactérias floculantes (ndo
filamentosas) (Eckenfelder & Musterman, 1995). A restante fraccdo das lamas em
recirculagdo ir4 directamente para o tanque de arejamento. A incorporacdo de um selector
num sistema de lamas activadas convencional parece ser vantajosa no que diz respeito a
eficiente sedimentacdo da lama, reduzindo os problemas inerentes aos fendmenos de

bulking e reduzindo a toxicidade das lamas (Alkan et. al., 2008).

Segundo Alkan et. al., (2008) foram realizados ensaios para determinar o efeito téxico dos
metais pesados (Cr(VI) e Zn(ll)) em efluentes industriais no sistema de lamas activadas.
Nestes estudos verificou-se que na presenca de um sistema de lamas activadas com
selector aerébio em comparagdo com o sistema de lamas activadas convencional, o efeito

de toxicidade para a biomassa era menor. Para além disso, verificou-se ainda, que a
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presenca de um selector cria uma capacidade de biossor¢cdo dos metais superior,

melhorando as caracteristicas de sedimentabilidade da lama.
Principio de funcionamento dos selectores

Um selector é um reactor relativamente pequeno (20 a 60 minutos de tempo de contacto) ou
uma série de tanques em que a entrada de 4gua residual é misturada com a recirculacdo de

lamas nas condicdes: aerdbia, andxica e anaerdbia (Metcalf & Eddy, 2003; Su et. al., 1995).

O selector ideal deve ser composto pelo menos por trés compartimentos, o que estabelece
um gradiente de substrato (aumenta a seleccéo cinética), reduz a mistura longitudinal e se

adapta as variagfes do fluxo das aguas residuais (Jenkins et. al., 2004).

Em sistemas com selector, os microrganismos sao expostos a periodos de abundéancia
(designados de festa) e de caréncia (fome ou regeneracdo) de substrato externo. No
selector, os microrganismos séo sujeitos a ambientes de elevadas taxas de crescimento e
sdo capazes de acumular substratos no interior das suas células como produtos de
armazenamento interno. E necessario um periodo suficientemente longo, sem substratos
externos disponiveis (ambiente de fome ou de baixa taxa de crescimento) para que a
capacidade de armazenamento das células seja restabelecida (Martins et. al., 2004). Na

figura 2.25, mostra-se um sistema selector num processo de lamas activadas.

Tanqgue de arejamento Decantador secundario
Efluente

Selector

Afluente
—_—

—

Recirculacao de lamas %as T EXCESSD

-

L 4
¥

Figura 2.25 - Representacdo esquematica de um selector em lamas activadas adaptado
(Eckenfelder & Musterman, 1995).

E importante compreender que os selectores ndo seleccionam apenas alguns tipos de
organismos filamentosos, mas também seleccionam certos tipos de organismos
(essencialmente nédo filamentosos) que conseguem assimilar substrato e armazena-lo. Para
sobreviver a um selector (e consequentemente ser seleccionado), um organismo tem que
possuir uma elevada taxa de assimilagdo de substrato e uma grande capacidade de
armazenamento de substrato. Estas caracteristicas ndo sdo evidentes em microrganismos
formadores de floco que crescem em sistemas continuos de mistura completa, pelo que,
deve ser assumido que os selectores alteram o metabolismo (e possivelmente o tipo) de
microrganismos formadores de flocos (Jenkins et. al., 2004).
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O crescimento dos organismos filamentosos € dificil quando o tanque de arejamento inclui
uma zona inicial com elevado F/M (selector) e especialmente, quando o selector e o tanque
de arejamento sao compartimentados e o selector é andxico ou anaerébio (Jenkins et. al.,
2004). No Quadro 2.4, mostra-se a eficacia dos selectores no controlo de organismos
filamentosos. Segundo alguns autores, os selectores podem ndo ser muito eficazes no

tratamento de alguns filamentosos, como a Michrotrix parvicella.

Quadro 2.4 - Eficacia dos selectores no controlo de organismos filamentosos adaptado de
(Cha, D. K. et. al., 1992)

Eficaz Nem sempre eficaz
S. natans Tipo 0041
Tipo 1701 Tipo 0675
Tipo 021N Tipo 0092
Thiothrix sp.* M. parvicella
N. limicola
H. hydrossis
Tipo 1851

Nocardioformes**

*ndo quando causada por deficiéncia de nutrientes

**selectores aerébios nem sempre sdo eficazes; selectores anoxicos eficazes

O design dos selectores é baseado na seleccdo cinética e na seleccdo metabdlica. A
seleccdo cinética consiste em criar condicdes sob as quais as taxas de utilizacdo de
substrato e crescimento sdo consideravelmente mais elevadas para 0s microrganismos
formadores de floco do que para os organismos filamentosos. A seleccdo metabdlica
consiste em bloquear as vias metabdlicas para a utilizagdo de substrato por parte dos
indesejados microrganismos filamentosos. Este sistema é cada vez mais comum em lamas
activadas porque apresenta vantagens em relagdo ao pequeno volume do reactor, sendo
relativamente minimo o investimento neste 6rgado quando comparado com 0s conseguentes
beneficios na operacdo da ETAR (Metcalf & Eddy, 2003). No Quadro 2.5, mostra-se as

causas do bulking filamentoso e respectivos métodos de tratamento.

Quadro 2.5 - Sumario das causas do bulking filamentoso e sugestfes de métodos de
tratamento adaptado de (Jenkins et. al., 2004)

Causas do bulking
filamentoso

Filamentos mais comuns

Método de tratamento
sugerido

Baixo F/M

H. hydrossys, Nocardia sp.,
Thiotrix sp., Tipos

0041,0675,0092,0803,0914,1851

Instalacbes com gradiente
de substrato (SBR, sistema
Plug-flow, selectores)

Baixo OD

Tipo 1701, S. natans, H. hydrossys

Aumentar o nivel de OD na
instalacéo

Deficiéncia em nutrientes

Thiotrix sp., Tipo 021N,
Nostocoida limicola Il

Adicionar os nutrientes em
falta

Acidos gordos na AR,
baixo F/M, baixa
temperatura

Michrotrix parvicella

Uso de selectores anéxicos
ou anaerobios
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Caracteristicas tipicas dos selectores

S&o varios os parametros de interesse para o dimensionamento dos selectores. No Quadro

2.6, mostram-se as caracteristicas tipicas dos selectores aerébios, anéxicos e anaerébios

segundo Martins et. al., 2004.

Quadro 2.6 - Caracteristicas tipicas dos selectores aerobios, anéxicos e anaerdbios em

sistemas de tratamento de aguas residuais domésticas segundo (Martins et. al., 2004).

Parametro Valor
Selector aerchio
Mamero compartimentos =3

Tempo de contacto

10-15 minutas. mas depende da carga, temperatura
e composicao da Agua residual

5Sludge loading rate

12 (1° compartimento), 6 (2° compartimento), 3 (3°
compartimenta) kg CQO/ kg MLVSSdia

Floc loading

50-150 g CQO/kg S5T

Concentragao OO =2 mg Ozl
Selector anoxico
Mumero compartimentos 23

Sludge loading rate

G (1° compartimento), 3 (2° comparimenta), 1.5 (3°
compartimenta) kg CQO kg MLYSSdia

Tempo de contacto

45-60 minutos

RN C-N consumido

For vezes superior a 79 mag rbCQcy MOs-M mg
devido ao armazenamento

Selector anaerdbio

Mimero compartimentos

= 3 (razido comprimento largura @ de 10:1)

Tempo de contacto

1-2 0

(OO0 =a . M‘u:PGfP} inf

8-20gCQogP!
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Selector aerdbio

Os selectores aerdbios sdo pequenas zonas de mistura (aerébio ou andxico) ou zona de
contacto (sem arejamento) que foram implementadas para o controlo de bulking sludge,
atribuida ao crescimento excessivo do Tipo 021N, Thiothrix spp., S. natans, mas nem
sempre com sucesso, no caso da Microthrix parvicella. (Martins et. al., 2004).

Segundo Su et. al. (1995), um selector aerébio € arejado, contendo oxigénio dissolvido, e é
constituido por uma pequena zona inicial de alta concentracdo de substrato para os
microrganismos presentes. Esta zona inicial situa-se a montante do tanque de arejamento. A
principal diferenca nos selectores em lamas activadas € a presenca de grandes colénias
amorfas de zoogloeal. Esta forma de crescimento esta relacionada com a presenca de

polimeros extracelulares que produzem a bactéria Zoogloea ramigera.

Nestes selectores, 0 oxigénio esta presente e é fornecido em quantidades suficientes para
dar resposta as caréncias metabolicas. Os principais mecanismos de remocao de substrato
solivel sdo o armazenamento e respiracao aerdbia (Jenkins et. al., 2004).

Em selectores aerdbios, as zonas de contacto iniciais devem ser dimensionadas de modo a
gue o primeiro compartimento tenha uma relacdo F/M de 10 a 12 kgCQO/kgMLSS.d e no
global do selector de 3 a 4 kgCQO/kgMLSS.d. Devera haver um compromisso entre estas
relacbes de carga e um selector de trés compartimentos, em que o0s dois primeiros
compartimentos tenham igual tamanho e o terceiro o dobro do tamanho dos dois primeiros.
Devem ser evitadas zonas de contacto iniciais com valores de carga muito superiores a
estes valores (especialmente em aguas residuais que contenham quantidades significativas
de matéria orgéanica facilmente assimilavel), pois pode produzir-se uma lama activada com

caracteristicas gelatinosa (Jenkins et. al., 2004).

As taxas de assimilagcdo de oxigénio em selectores aerdbios sdo de cerca de 50 a 60
mgO,/gMLVSS.h e a concentracdo de OD deve situar-se entre 1 a 2 mgO,/L (Jenkins et. al.,
2004).

Segundo Al-Mutairi (2009), a aplicacdo de selectores aerébios em efluentes de matadouros
deve ser assegurada no selector com uma concentracdo minima de OD de 2 mg O,/L e,

aguando da presenca de AGVs, este valor deve ser aumentado para cerca de 4 mg O,/L.
Selector anaerébio

Com a introducéo dos processos de remocao biol6gica de nutrientes, as caracteristicas de
sedimentacdo das lamas melhoraram e o crescimento de bactérias filamentosas foi minimo.

As condi¢Bes metabdlicas anaerébias ou andxicas favorecem o crescimento das bactérias
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formadoras de flocos. As bactérias filamentosas ndo conseguem utilizar facilmente o nitrato
ou nitrito como receptor de electrdes, sendo este facto vantajoso para as bactérias
desnitrificantes formadoras de flocos. As mesmas bactérias ndo armazenam, também,
polifosfato e portanto, ndo podem consumir acetato na zona de contacto anaerdbia em
processos de remocao de fosforo, sendo favoravel apenas as bactérias que armazenam
fosforo (MetCalf e Eddy, 2003).

Num sistema anaerobio, o substrato sollvel, principalmente AGVs e outros substratos
simples séo recuperados e principalmente, armazenados (Martins et. al., 2004). Para que
um selector seja completamente anaerdbio, o OD e os nitratos deverdo estar ausentes, no
entanto, a energia para assimilacdo e armazenamento do substrato dissolvido pode ser
obtida através da hidrélise de polifosfato inorganico altamente energético que se encontra
armazenado no interior das células microbianas e que resulta na libertacéo de ortofosfato ou
pode, por outro lado, ser obtida energia através da fermentacéo do glicogénio internamente
armazenado (Jenkins et. al., 2004).

As lamas ricas em bactérias que armazenam polifosfato sdo, por vezes, melhores na
medida em que sedimentam mais facilmente devido a formacédo de aglomerados densos.
Um selector anaerdbio nem sempre pode ser aplicado numa ETAR, por exemplo, ndo é
recomendado para afluentes ricos em compostos de enxofre, pois podem ser utilizados na

fase aerdbia por bactérias filamentosas oxidantes de enxofre (Martins et. al., 2004).

Tracy et. al., (1986) mostraram que em condi¢des iniciais anaerébias houve uma melhoria
significativa nas propriedades de sedimentabilidade das lamas para além do que é

assegurado no tanque de arejamento compartimentado (selector aerébio).
Selector andxico

Num selector anéxico nao existe OD e encontra-se presente nitrato que é fornecido em
gquantidades suficientes para garantir as necessidades metabdlicas. Os principais
mecanismos de remocédo de substrato dissolvido sdo 0 armazenamento e a desnitrificacao
(Jenkins et. al., 2004).

Os valores de F/M para os selectores andxicos podem ser reduzidos porque o selector
utiliza a selecgéo cinética com a selec¢cdo metabdlica (capacidade para desnitrificar) para
minimizar a presenca de organismos filamentosos. Para optimizar a desnitrificagdo e
consequentemente a seleccdo, um selector deve apresentar no primeiro compartimento o
valor F/M de 6 kg CQO/kgMLSS.d e a F/M global do selector deve ser de 1,5 kg
CQO/kgMLSSd. Deve ser encontrada uma relacdo de compromisso que assegure estas

cargas e um selector de trés compartimentos, em que 0s dois primeiros compartimentos
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tenham igual tamanho e o terceiro tenha o dobro do tamanho dos dois primeiros (Jenkins et.
al., 2004).

No caso de estar disponivel um Unico tanque para ser utilizado como selector andxico, o
F/M deve ser < 1 kg CBOs/kg MLSS.d para casos em que a temperatura da agua residual <
18°C e um valor de F/M < 1,5 kg CBOs/kg MLSS.d em casos em que a temperatura da agua
residual >18°C. Para selectores anoxicos de apenas um compartimento, a idade de lamas
andxicas devem situar-se na gama de 1 a 2 dias (Jenkins et. al., 2004 citando Marten &
Daigger, 1997).

Como um selector andxico remove CQO sollvel através de processos de desnitrificacdo, a
sua concentracao de OD devera ser baixa. O contetdo do selector deve ser agitado através
de agitadores e serem materializadas taxas de arejamento muito reduzidas. O sistema de
lamas activadas deve nitrificar e devem ser introduzidas no selector quantidades suficientes
de nitrato através da linha de recirculacdo de lama ou através de recirculagao interna do
licor misto. Se ndo for possivel introduzir nitrato suficiente no selector para remover a
guantidade necesséaria de CQO soluvel, o efeito de selector pode ser alcancado fazendo
com que apenas parte do selector seja andxico. Normalmente, a parte inicial do selector é
anoxica e utiliza o nitrato fornecido, a restante parte do selector sera anaerébia devido a
deplecéo do nitrato fornecido; em alternativa, caso a primeira parte do selector seja anoxica,
a segunda pode ser aerdbia. Outra opgéo sera se a primeira parte do selector for anaerébia
(contém apenas lama recirculada com niveis baixos de nitrato e agua residual afluente), a
segunda parte pode ser anoxica com a recirculagdo do licor misto a ser introduzida no

compartimento anéxico (Jenkins et. al., 2004).

O dimensionamento global de um selector an6xico deve garantir um tempo suficiente para
gue a desnitrificacdo decorra numa extensao tal que reduza a CQO soluvel do efluente do
selector para valores de cerca de 60 mg O,/L. A taxa de desnitrificacdo tipica para a
componente facilmente assimilavel de uma agua residual doméstica situa-se entre 5 a 10
mg NOs-N/g MLSS.h, a 20°C.

O objectivo principal de um selector anoxico ndo é a remogédo completa de nitrato, mas a

remocédo de CQO soluvel até que esta fique proxima de 60 mg O,/L (Jenkins et. al., 2004).
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Os problemas inerentes a presenca de fendmenos de bulking podem também ser
controlados através da adicdo de produtos quimicos, como o cloro ou perdxido de
hidrogénio, no tanque de arejamento ou na linha de recirculacéo de lamas, como se pode
observar na figura 2.26 (Tsang, 2008).

2.6.2 - Cloro

O cloro é um agente muito poderoso na inactivacdo de microrganismos filamentosos, nao é

selectivo, afectando a formacé&o dos organismos floc-forming.

. Tanque de , .
Cloro/Peroéxido .q Decantador Secundario
. . arejamento
de hidrogénio
A.R. Bruta A.R. Tratada
Y — > —_—
Cloro/peréxido _ 3
de hidrogénio Recirculagéo
\ de lamas Lamas em excesso

»

Figura 2.26 - Adicao de cloro/peréxido de hidrogénio no controlo do bulking (adaptado
Jenkins et. al., 2004).

Basicamente, existem duas estratégias que podem ser seguidas no controlo do bulking
sludge, como os métodos nao especificos e os métodos especificos. Nos métodos néo
especificos sao incluidas técnicas como a cloracdo, ozonizagao e aplicacdo de peréxido de
hidrogénio (Martins et. al., 2004). O principio de aplicacdo desses métodos é bastante
simples, uma vez que as bactérias filamentosas que causam bulking séo arrastadas para
fora do floco, ficando mais susceptiveis a oxidantes em relacao as bactérias formadoras de
flocos (Eckenfelder & Musterman, 1995; Wanner, 1994). Os organismaos filamentosos variam
na sensibilidade ao cloro, por exemplo, Thiothrix sp. e o Tipo 021N sao bastante sensiveis

ao cloro, enquanto que Microthrix parvicella e Nostocoida sp. sdo mais resistentes ao cloro.

Segundo Eckenfelder & Musterman (1995), com uma dosagem controlada de cloro (10-12
KgCl,/10® kgMLSS/d) os filamentosos que apresentam uma elevada &rea superficial e

exposicao ao licor misto, seréo destruidos.

Segundo Wanner (1994), a cloracao é amplamente utilizada nos EUA, uma vez que o cloro
€ um produto de facil aquisicdo, contudo, em varios paises da Europa a sua aplicacdo é
limitada devido a preocupacdes ambientais, como a formacdo de potenciais subprodutos
indesejaveis, como por exemplo 0s compostos organicos halogenados, que possuem
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propriedades cancerigenas. Outro aspecto negativo € o crescimento lento de bactérias
nitrificantes que, uma vez afectadas por oxidantes, podem conduzir a deterioracdo da
gualidade de efluentes.

Os métodos especificos caracterizam-se por ser preventivos que tém como objectivo
favorecer o crescimento das bactérias formadoras de flocos através de condigbes
ambientais propicias ao tratamento de aguas residuais. O desafio passa por encontrar as
condigbes ambientais perfeitas no tratamento de lamas activadas (Martins et. al., 2004).

2.6.3 — Per6xido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (H,O,) tem sido usado para o controlo do bulking de forma
semelhante ao cloro. Keller e Cole, citados por Jenkins et. al. (2004), concluem que o
minimo de dose de (H,O,) para o controlo do bulking é, aproximadamente, 0,1 kg H,O./kg
MLSS/d.

Caropreso et. al. (1974), citado por Jenkins et. al. (2004), afirmam que o (H,0,), para além
de matar os organismos filamentosos atacando as suas bainhas, também produz oxigénio
gue pode melhorar o oxigénio dissolvido (OD) presente nas lamas activadas. Inversamente,
se as bactérias das lamas activadas desenvolverem a capacidade de degradar rapidamente
o (H,0,), antes deste se tornar disponivel para inibir os organismos filamentosos, a sua

eficacia no controlo do bulking pode ser comprometida.
2.6.4 - Ozono

O ozono é um agente oxidante mais poderoso que cloro e que o peréxido de hidrogénio
(Wanner, 1994). Van Leeuwen e Pretorius (1988), citado por Jenkins et. al. (2004),
desenvolveram experiéncias a escala piloto na adicdo de ozono (Oz) na fase aerébia para o
controlo do SVI de uma instalagdo de lamas activadas na remocé&o biolégica de nutrientes
com trés estagios (anaerdbio, andxico e aerdbio). As experiéncias de sedimentabilidade das
lamas n&o foram afectadas com doses de cerca de 2kgOz/10°kgMLSS/d (200 mL/g), no
entanto, quando as doses de 0zono aumentaram, para valores de cerca de 6 e 9 kgO4/10°
kgMLSS/d o SVI baixou para valores aproximadamente de 125 mL/g. Foi ainda verificado
que controlando o SVI, através de dosagens de ozono de cerca de 6kgO3/10°kgMLSS/d
haveria uma diminuicdo da cor, da turvacdo e da concentragdo de soélidos suspensos totais

no efluente.
2.6.5 - Filamenticidas

Recentemente, tém sido aplicados no mercado produtos designados de filamenticidas.

Experiéncias realizadas por Jenkins et. al. (2004) concluiram que estes materiais
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aparentemente matam os organismos filamentosos, mas as propriedades téxicas persistem

no processo de lamas activadas produzindo toxicidade no efluente final.

2.7 — Métodos para identificar bactérias filamentosas

As primeiras abordagens crediveis para a classificacdo sistematica de bactérias surgiram
apenas no final do século XIX e os primeiros estudos basearam-se na separacdo de grupos
de bactérias principalmente com base na sua morfologia, tamanho e mobilidade.
Actualmente, 0s métodos convencionais para identificacdo de bactérias e outros
microrganismos baseiam-se no isolamento de culturas mistas e recorrendo a testes de
coloracao (Martins et. al., 2004; Wanner, 1994). A correcta identificacdo de microrganismos
filamentosos € crucial, de modo a permitir encontrar métodos adequados para o controlo do

crescimento destes.

As coloracdes sdo uma etapa fundamental para a identificagéo da maior parte das bactérias.
As coloragcdes de Gram e de Neisser evidenciam caracteristicas importantes dos
organismos filamentosos que crescem nas lamas activadas, contribuindo para um correcta
identificacdo. Estes métodos convencionais complementam as técnicas modernas de

andlises quimicas e técnicas moleculares.
2.7.1 — Observagcédo microscoOpica

A observagdo microscOpica em lamas activadas é valorizada, uma vez que transmite
informagfes das caracteristicas dos flocos, da abundancia, dos tipos de filamentos, das
condi¢bes e do crescimento das formas dos organismos, na identificacdo de particulas n&o
biol6gicas que nos fornecem uma vasta informac&o da natureza e das causas que provocam

problemas na separacgéo de sdlidos em suspensao.
Preparagcdo de meios de cultura

Os meios de cultura (sélidos, liquidos ou semi-sélidos), segundo Abelho (2010), contém
todos os nutrientes necessarios para o crescimento de microrganismos e sao utilizados para
cultivar e manter os microrganismos viaveis no laboratorio, sob a forma de culturas puras.
Os meios de cultura dividem-se em meios sélidos, aqueles que contém agar e em meios
liquidos, sem aquele produto. Ambos 0s meios sdo preparados com agua destilada,
aquecidos até que se dissolvam completamente e posteriormente esterilizados por

autoclavagem a 121°C que corresponde 1 atmosfera.

Os meios podem classificar-se em:
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Selectivos — meios solidos, para seleccdo de determinados grupos de bactérias, 0os quais
contém substancias que inibem o crescimento de outras bactérias distintas daquelas que

nos interessam.

Diferenciais — meios sélidos, para identificacdo de microrganismos com a composicao

guimica adequada para evidenciar uma caracteristica bioquimica.

Indicadores — meios liquidos, com a mesma funcdo dos diferenciais, servem para
evidenciar uma caracteristica bioquimica, mas ndo para separar as coldnias positivas e as

negativas. O pH do meio é ajustado antes de autoclavar.
Preparacéo da cultura pura

A cultura de bactérias é iniciada hnum meio estéril por transferéncia de indculo para o meio
estéril através de uma ansa. Essa ansa € esterilizada a chama antes e depois desta
operagdo. A cultura de bactérias em meio soélido faz-se por sementeira por “streak plate”

(esgotamento) ou por “pour plate” (incorporagao) (Abelho, 2010).

A cultura por “streak plate” utiliza placas de Petri com meio sélido e faz-se a sementeira com
uma ansa esterilizada arrastando a ansa levemente sobre o meio. O objectivo é a obtencao
de coldnias isoladas para se poderem posteriormente identificar. Apos a incubagéo e

havendo crescimento deve-se observar a forma da col6nia e a sua cor (Abelho, 2010).

Na técnica de “pour plate”, a inoculacdo do agar € feita antes da sua solidificagdo (no
entanto apds retirada do meio do autoclave € necessario deixa-lo arrefecer até 45°C). Nesta
técnica o meio de cultura arrefecido mas ainda liquido é misturado com indculo de bactérias,
posteriormente vertido em caixas de Petri e incubado. Assim as colénias podem

desenvolver-se por todo o meio (Abelho, 2010).
2.7.2 - Coloragéo de Gram

A coloracdo de Gram ja existe ha cerca de um século, podendo ser classificada em dois
grupos: Gram positivas e Gram negativas, com base na composicdo da parede celular
bacteriana (Beveridge, 1990), (Saida et al., 2000). A parede celular de bactérias Gram
positivas é formada por um camada espessa de peptidoglicano, enquanto que a parede
celular de bactérias Gram negativas € formada por uma camada fina de peptidoglicano,
rodeada por uma camada externa de lipopolissacarideo e proteina. Algumas células
mostram reaccdes variaveis as coloracdes de Gram, devido as variacdes ambientais, ao pH,
a temperatura ou aos nutrientes impréprios (Saida et al.,, 2000). Se se apresentar azul-
violeta o organismos € Gram positivo e se por outro lado for vermelho é classificado de

Gram negativo.
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2.7.3 — Coloracéao de Neisser

A coloracdo de Neisser fornece informacdo sobre a coloracdo do tricoma e dos granulos
intracelulares. Esta coloracdo pode ser classificada em dois grupos: Neisser negativo e
Neisser positivo. O corante principal neste tipo de tratamento é o azul-de-metilo (catiénico) e
liga-se aos anionicos das cadeias poliméricas de polifosfato. Na presenca deste corante,
uma coloracdo azul-violeta significa que o organismo € Neisser positivo e uma coloracéo

amarelo-castanho é classificado de Neisser negativo (Eikelboom, 2000).
2.7.4 — Analise de indice de perfil - API

Em 1970, os API revolucionaram completamente o campo da bacteriologia. Baseada no
conceito da identificacdo numérica, os API tornaram a identificagdo microbiana facil, rapida e
fiavel. Os sistemas API 20 E e API Rapid NFT séo produtos comerciais, fabricados pelo API
Analytab Products, Division of Sherwood Medical, New York, USA (Juang & Morgan, 2001).
O API 20 E (BioMérieux) é um método de identificacdo das Enterobacteriaceae e outras
bactérias Gram negativas, que utilizam strips miniaturizados com 20 compartimentos que

produzem reacg¢des bioquimicas (Juang & Morgan, 2001).

Os vinte compartimentos sdo inoculados com uma suspensdo bacteriana de uma cultura
idealmente pura. Apés incubacgéo a 36 ° C = 2 durante 18-24 horas, as reac¢des traduzem-
se em mudancas de cor que sdo espontaneas ou manifestadas pela adigcdo de reagentes.
As reaccdes sdo lidas de acordo com uma tabela ou quadro de leitura. Actualmente a
identificac@o é feita usando um programa informético de identificagdo (ex. apiweb, no caso
da bioMérieux) ou catalogo analitico, onde se obtém a identificagdo do perfil numérico com
sete algarismos, que é denominada de andlise de indice de perfil (API). O programa
interpreta um grande numero de perfis que permite a identificagdo de cerca de 600 espécies

de bactérias e leveduras.

O kit de teste API consiste em testes de assimilagdo de elementos enzimaticos e compostos
de carbono, cujo nimero varia dependendo do tipo de kit APl de ensaio utilizado (Truu,
1999). A presenca de enzimas especificas € um recurso importante para caracterizar as

bactérias e discriminar os organismos relacionados (Busse et. al., 1996).
2.7.5 — Espectrometria de Massa de MALDI-TOF

A espectrometria de massa é uma tecnologia que se aplica na identificacdo de proteinas,
modificacdo, quantificacdo e localizacdo de imagem.

Os espectrometros de massa (MS) sao constituidos por trés partes principais: uma fonte
ibnica, um analisador de massa e um detector de i6es (Guerrera & Kleiner, 2005). Na fonte

de ibes, os analitos séo ionizados e levados para a fase gasosa.
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O acronimo MALDI significa em lingua Inglesa Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
ou lonizacdo/Dessorcdo da Matriz Assistida por Laser em Portugués embora a designacao
em lingua Portuguesa seja pouco utilizada. Introduzido pela primeira vez em 1988 por
Hillenkamp e Karas, é um método utilizado para a deteccdo e caracterizacdo de
biomoléculas, como proteinas, péptidos, oligossacarideos e oligonucledtidos (Lewis et. al.,
2000; Lay, 2001).

Em analises de protedmica, existem quatro tipos basicos de analisadores de massa que séo
utilizados: “time-of-flight” (TOF), “ion trap”, “quadrupole”, e “Fourier transform ion cyclotron
resonance” (FTICR). Todos estes métodos diferem notavelmente na sensibilidade,
resolucéo, precisdo de massa e possibilidade de fragmentar ibes de péptidos (Guerrera &

Kleiner, 2005).

No MALDI, uma amostra é co-cristalizada com uma matriz e, posteriormente, pulsada com
laser, no qual ioniza e vaporiza os analitos (Lewis et. al., 2000). Uma caracteristica
importante, € a maneira como a matriz e o analito (parte da amostra que € o foco da analise
guimica) interagem no MALDI. Neste método, o pé da matriz e do analito sdo misturados e
de seguida aplica-se a mistura numa placa de MALDI (Hillenkamp & Peter-Katalinic, 2007).
Os lasers séo caracterizados pela sua emissao (comprimento, largura de pulso e energia de
pulso) e parametros de feixe (diametro e divergéncia) (Hillenkamp & Peter-Katalinic, 2007).
A maior parte da energia do laser € absorvida pela matriz, que impede a fragmentacao
indesejavel da biomolécula. A matriz desempenha uma funcéo importante, absorvendo a luz
do laser e causa indirectamente a vaporizagdo da substancia. A matriz, constituida por
moléculas cristalizadas, dos quais os mais utilizados na analise de proteinas intactas sao:
acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (acido sinpinico), acido a -ciano-4-hidroxicinamico
(acido alfa-ciano ou alfa-matriz) e o acido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB) (Hillenkamp & Peter-
Katalinic, 2007). Estes meios, através dos quais a substancia sera transportada para a fase
gasosa, servem como doadores e receptores de protbes e fornecem as condicbes de
ionizacdo. As biomoléculas ionizadas sofrem uma acelera¢do para um detector onde todos
os ides recebem a mesma quantidade de energia cinética. Apesar de terem a mesma
energia, a massa é diferente e podem alcancar o detector em diferentes tempos. Os
detectores convertem o sinal para um espectro de massa com 0 m/z no eixo do Xx
(horizontal) e o numero de iGes/intensidade no eixo do yy (vertical). Os ibes com menores
dimensdes alcancam o detector primeiro porque a sua velocidade é maior, enquanto que 0s
ibes maiores (massa superior) levam mais tempo, dai o nome TOF (time-of-flight), que se
deve ao facto da massa ser determinada a partir do tempo de voo dos i6es no espectro
(Lewis et. al., 2000; Mann et. al., 2001; Guerrera & Kleiner, 2005).
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Na figura 2.27 pode-se observar o método MALDI-TOF que realca em (A) a amostra co-
cristalizada com a matriz irradiada por um feixe de laser, levando a sublimacgéo e ionizagcdo
de péptidos e em (B) apds o laser, um campo de forte aceleracdo confere uma energia

cinética fixa para os ides produzidos pelo processo de MALDI.
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Figura 2.27- Método MALDI-TOF (adaptado de Mann et. al., 2001).

Caracteristicas do MALDI-TOF

O MALDI-TOF/MS tem a vantagem de apresentar um curto tempo de analise (minutos), o

7

consumo de amostra é insignificante e apresenta uma alta resolug¢édo, fornecendo uma
analise mais rapida, precisa e altamente sensivel as misturas complexas de péptidos (Lewis
et. al., 2000; Trauger et. al., 2002). No Quadro 2.7, pode-se observar as caracteristicas do

método.
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Quadro 2.7 - Caracteristicas do método MALDI-TOF (adaptado de Lewis et. al., 2000).

MALDI-TOF
Preciséo 0.05 - 0.2% (50 — 200 ppm)
Resolugdo 2000
(m/z) razdo massa-carga >300 000

Espectrometria de massa em protedmica

Abordagem do tipo “Top-Down”

Em protedmica uma abordagem do tipo top-down, as amostras de proteinas intactas sédo
analisadas directamente através de electroforese em gel bidimensional pelo método de
espectrometria de massa. Neste tipo de andlises, o espectro de massa ndo fornece
informagbes acerca da identidade das proteinas mas apenas a abundancia relativa das
diferentes massas. O perfil da proteina é depois analisado e seleccionado as massas de
interesse podendo ser purificadas e identificadas (Pernemalm, 2009).

A

_ n-M-...—..u-:
O = — Dy
T T Y PR N

. miz mﬂn ,
R I N
ST T
Mistura de proteinas MALDI-TOF MS Perfis de proteinas

Figura 2.28 — Esquema da espectrometria de massa em protedmica baseada numa
estratégia do tipo “Top-Down” (adaptado de Pernemalm, 2009).

Estratégia do tipo “Bottom-Up”

A abordagem “bottom-up”, tornou-se uma das mais comuns em espectrometria de massa
baseada em protedmica. Este método baseia-se numa clivagem enzimética das proteinas
em péptidos, normalmente através da tripsina. A clivagem enzimatica € realizada para
facilitar a ionizacédo, fragmentacao e identificacdo de proteinas. Para reduzir a complexidade
da mistura de péptidos estes sdo submetidos a uma separacdo cromatografica antes da

andlise de espectrometria de massa (Pernemalm, 2009). A sequéncia de péptidos pode ser
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determinada pela interpretacdo dos dados resultantes da fragmentacdo dos péptidos em
espectro de massa Tandem ou espectro MS/MS (Mann et. al., 2001).

Nesta técnica, a partir de uma mistura, um pico de um ido correspondente a um dado

péptido é primeiro seleccionado no espectrometro de massa e depois é dissociado pela

colisdo com um gas inerte, como argon ou azoto (Mann et. al., 2001).

Digestdo da tripsina

O Base de dados

o%. m[

Mistura de proteinas Mistura de péptidos

MS/MS

Corrente de ides

Lista de proteinas identificadas

Figura 2.29 — Esquema da espectrometria de massa em proteémica baseada numa estratégia
do tipo “bottom-up” (adaptado de Pernemalm, 2009)

2.7.6 — Técnica FISH

O método Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) é um método molecular para identificar
bactérias. Segundo Manser et. al. (2005), este método permite uma quantificacéo rapida e
fivel de espécies de bactérias nitrificantes em lamas activadas e serve, ainda, para detectar

microrganismos filamentosos em lamas activadas no tratamento de 4guas residuais.

Através da utilizacéo de sondas de oligonucleétidos, normalmente com 15 a 30 nucle6tidos
de comprimento, complementares as regides 16S rRNA, a sonda reage com uma molécula
fluorescente que, quando iluminada com luz ultra-violeta, pode ser visualizada (Jenkins et.
al., 2004). Com esta técnica é possivel identificar microrganismos a escala laboratorial e
diferenciar os niveis taxonémicos, dependendo da especificidade da sonda utilizada. E a
Unica técnica de biologia molecular quantitativa, embora a quantificacdo seja complexa e
subjectiva (Sanz, 2007).

Segundo Sanz (2007), com esta técnica 0s microrganismos podem ser identificados,
localizados e quantificados em quase todos os ecossistemas; porém, a sequéncia rRNA 16
S ¢é conhecida apenas por algumas espécies de bactérias filamentosas e,
consequentemente, existem poucas sondas de oligonucleétidos para identifica-las. Por
exemplo, num total de 80 espécies filamentosas com morfotipos diferentes em sistemas de
lamas activadas doméstico e industrial, apenas 20 sao identificadas pelo método FISH. Esta
técnica inclui primeiramente uma fixagcdo e permeabilizacdo da amostra, seguido de uma

hibridizacdo, depois, lavagem para remover a sonda ndo acoplada e, por ultimo, a deteccéo
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de células marcadas por microscopia. Este procedimento pode ser concluido em poucas
horas (Amann et. al., 2001).
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3 — Materiais e Métodos
3.1 - Colheita e armazenamento da Amostra

Em Julho de 2010, foi efectuada uma colheita de agua residual na ETAR de Santa Cruz
(figura 3.1), utilizando para o efeito um recipiente em polipropileno com um volume total de 5
litros. De seguida, esta amostra foi transportada para o laboratério e refrigerada a 4°C, para

posterior analise e identificagdo potencial da presencga de bactérias filamentosas.

A)

Figura 3.1 - A) Tanque de arejamento; B) decantador secundéario da ETAR de Santa Cruz.

3.1.1 — Meio de cultura

O meio de cultura selectivo em meio sélido (Czapec Agar), foi preparado de acordo com o
protocolo descrito por Abelho (2010) de modo a favorecer preferencialmente o crescimento

de bactérias filamentosas.
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CZAPEC AGAR

- Sacarose (7,5 Q)

- NaNO3 (0,75 g)

- MgS0O, x 7 H,O (0,125 g)
- KCI (0,125 g)

- FeSO; x 7 H,0O (0,0025 @)
- K;HPO, (0,2509)

- Agar (3,75 g)

- Agua destilada (250 ml)

Sucintamente, o meio de cultura foi pesado através de uma balanca analitica (METTLER AE
200) e introduziu-se os reagentes num erlenmeyer (500 mL) perfazendo com um volume de
500 mL de &gua bi-destilada. De seguida, a solucdo foi colocada sobre uma placa de
aquecimento, (HEIDOLPH VV - micro) e com o auxilio de um magnete a solucao foi agitada
até se obter uma solugéo translucida (figura 3.2), indicativa da dissolu¢éo dos reagentes do

meio.

Figura 3.2 - A) Balanca analitica; B) placa de aquecimento e agitacao.

A solucdo foi selada utilizando uma rolha de algodéo e cobrindo com papel de aluminio. De
seguida, o erlenmeyer contendo a solugdo com o meio selectivo bem como as placas de
Petri a serem utilizadas foram esterilizadas num autoclave (RAYPA) a uma temperatura de
121°C e a uma pressdo de 1 atmosfera durante aproximadamente 15 a 20 minutos.
Posteriormente o erlenmeyer e as caixas de Petri foram retirados do autoclave deixando-se

arrefecer até atingir uma temperatura que permitisse o0 manuseamento (figura 3.3).
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A) B)

Figura 3.3 - A) Meios de cultura em Erlenmeyer e caixas de Petri; B) Autoclave.

Depois do processo de esterilizacdo o meio de cultura foi distribuido (cerca de 10 ml) nas
caixas de Petri em condi¢des de assepsia (junto a chama do bico de Bunsen).

Ap6s a solidificacdo do meio de cultura (aproximadamente 1 hora), foi realizado o
espalhamento do meio para colonizacdo das placas. Para o efeito, foi utilizada uma ansa
previamente esterilizada & chama. As placas de Petri foram invertidas e incubadas a 37°C
durante 48 horas (figura 3.4.). ApGs o periodo de incubacéo, efectuaram-se repicagens de
colonias seleccionadas e efectuou-se nova incubacdo de acordo com o descrito
anteriormente na tentativa de restringir o crescimento de bactérias nédo filamentosas. Foram
recolhidas amostras de colonias e transferidas para eppendorfs contendo uma solucédo
tampédo (PBS) e glicerol (20%) e armazenadas a -80°C. As col6nias armazenadas foram

posteriormente utilizadas para novo crescimento em meio de cultura selectivo.
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C)

Figura 3.4 - A) Meio de cultura nas caixas de Petri; B) Agitacdo de uma suspenséo de
bactérias no vortex; C) Inoculagdo em placas de agar; D) Incubadora.

3.2 — Observacédo Microscopica e Coloracgdes

Primeiramente, observou-se ao microscopio optico (Leica DMLB, Alemanha) a amostra geral
de lama, retirada da ETAR, de modo a visualizar e identificar o tipo de organismos
existentes (figura 3.5). De seguida, aplicou-se dois tipos de coloragéo, coloracdo de Gram e
de Hematoxilina & Eosina.
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Figura 3.5 - Microscopio optico.
3.2.1 — Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram (Christian Gram, Dinamarca, 1884), permite distinguir bactérias Gram
positivas de Gram negativas, com base na coloracao diferencial com o complexo de violeta
de cristal - iodo, e com a safranina como reagente contrastante. A parede celular dos
organismos Gram positivos retém este complexo apés aplicacdo de alcool e desenvolvem
uma cor violeta, enquanto que os organismos Gram negativos descoram e por outro lado,
desenvolvem uma cor rosa / vermelha. Este método torna-se muito util na medida em que
permite avaliar a contaminacdo bacteriana de amostras ou analisar determinadas
caracteristicas morfolégicas de bactérias isoladas de culturas bacterianas mistas ou

isoladas.
Procedimento

A preparacdo do esfregaco seguiu o protocolo de Coico (1997) e Lillie, (1977) de acordo

com 0s seguintes procedimentos:

1 — Utilizou-se uma anca estéril e preparou-se uma camada fina de amostra a ser corada

numa lamina de vidro (figura 3.6);

2 — Seleccionou-se uma col6nia e efectuou-se a ressuspensdo numa gota de agua

esterilizada previamente aplicada na lamina;

3 — Secou-se o esfregaco ao ar.
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Figura 3.6 - Lamina de vidro com camada fina de amostra.

Coloracéao

1 — Cobriu-se o esfregaco com solugéo de violeta de cristal e apos 30 segundos removeu-se
o corante (figura 3.7);

2 — Banhou-se em agua corrente durante 5 segundos. Retirou-se o excesso de agua (pode

ser utilizada dgua da companhia corrente);

3 — Cobriu-se o esfregago com solu¢do de iodo de Gram durante 1 minuto (figura 3.6).

Banhou-se com 4gua como no passo anterior e retirar o excesso de agua.

Figura 3.7 - A) Esfregaco com solucéo de violeta de cristal; B) Esfragaco com solucéo de
iodo.
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Descoloracéo e coloracao de contraste do esfregaco

1 — Aplicou-se na lamina uma solucdo de descoloracdo (acetona), inclinando a lamina
ligeiramente e lentamente, deixando cair a solucdo de descoloracdo sobre o esfregaco na

lamina, permitindo que esta cubra o esfregaco (figura 3.8);
2 — Banhou-se com 4gua bi-destilada durante 5 segundos. Retirou-se o excesso de agua;

3 — Cobriu-se a lamina com corante de contraste (safranina) durante 30 segundos (figura
3.8);

4 — Lavou-se com agua corrente, e secou-se ao ar.

Figura 3.8 - A) Solucdo de descoloragéo (acetona); B) Corante de contraste (safranina).

Observacéao da lamina

1 — Examinou-se ao microscopico os esfregacos para distingdo entre bactérias Gram

positivas e negativas.

As bactérias Gram positivas desenvolveram uma cér violeta quando comparadas com as

Gram negativas que desenvolveram uma cor rosa.
3.2.2 - Coloragéo de hematoxilina & eosina

Adicionalmente a coloracdo de Gram efectuou-se uma coloragédo de H&E para observacao e
exame dos esfregacos. A coloracdo de Hematoxilina & Eosina é uma técnica de rotina
geralmente utilizada em histologia. Nas células coradas com H&E (coloracdo de rotina) os
acidos nucléicos presentes no nucleo sdo corados pela hematoxilina, dando ao nucleo um

tom azul-purpura. A eosina € atraida pelos elementos bésicos da proteina do citoplasma da
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célula, corando-o de roseo a vermelho. As bactérias Gram (+) apresentam uma cor
arroxeada com H&E (Santos et. al., 2007).

A)

Figura 3.9 - A) Corantes hematoxilina-eosina.

3.3 - Método API 20 E

Para a realizacdo dos testes API 20 E utilizou-se o protocolo fornecido pela empresa
Biomérieux (http://www.biomerieux.pt/servlet/srt/bio/portugal/home).

Preparacéo da galeria

Foram distribuidos nos alvéolos do fundo da caixa de incubacdo 5 ml de agua destilada
estéril para criar uma atmosfera humida e posteriormente colocou-se a galeria na caixa de
incubacao (figura 3.10).

A) B)

Figura 3.10 - A) Fundo da Caixa de incubagédo com agua destilada; B) Galeria na caixa de
incubacao.
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Preparacédo do inoculo

Foi preparada uma suspensdo bacteriana constituida por uma solugdo de NaCl (0.85%)
(Biomérieux) onde foi ressuspensa em 5ml uma colénia de bactérias bem isolada e em
condi¢cdes de assepsia. Esta suspensédo foi homogeneizada através da utilizacdo de um
vortex (FISHER BIOBLOCK SCIENTIFIC) como se mostra na figura 3.11.

2r o

B)

Figura 3.11 - A) Ampolas com coldnias isoladas em condi¢fes de assepsia; B) Vortex para
homogeneizar as bactérias.

Inoculacéo da galeria

1 — Introduziu-se a suspenséo nos tubos da galeria utilizando a mesma pipeta (para evitar
formacéo de bolhas no fundo dos tubos);

2 — Para os testes CIT, VP e GEL encheu-se o tubo e cupula;

3 — Para os outros testes, encheu-se apenas os tubos (e ndo as cupulas);
4 — Para os testes: ADH, LDC, ODC, H,S, URE criou-se uma anaerobiose enchendo a

cupula com dleo de parafina;
5 — Fechou-se a caixa de incubagéo;

6 — Incubou-se a 36° C £ 2° C durante 18-24 horas, conforme se mostra na figura 3.12.
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memmert

C) D)

Figura 3.12 - A) Suspens&o nos tubos da galeria; B) Oleo de parafina; C) Caixas de
incubacao fechadas; D) Galerias na incubadora.

Leitura e interpretacéo

Leitura da galeria

1 — ApoOs a incubacdo, a leitura da galeria efectuou-se consultando o quadro de leitura
(figura 3.13);

2 — Se 3 ou mais testes (teste GLU + ou -) sdo positivos, regista-se na ficha de resultados
todas as reacgBes espontdneas e em seguida revela-se os testes que necessitavam da

adicéo de reagente (figuras 3.14 e 3.15):

- Teste TDA: adicionou-se 1 gota de reagente TDA. Uma cor castanho-avermelhada

indica uma reacc¢éao positiva,
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- Teste IND: adicionou-se 1 gota de reagente JAMES. Uma cor rosa difundida em
toda a cupula indica uma reacgao positiva;

- Teste VP: adicionou-se 1 gota dos reagentes VP 1 e VP 2. Esperou-se, ho minimo,
10 minutos. Uma cor rosa ou vermelha indica uma reacc¢éo positiva. Uma fraca coloracao

rosa apés 10 minutos deve ser considerada negativa;

Testes complementares:

1 — Reducéao dos nitratos em nitritos (NO;) e em azoto (N,):
- Adicionou-se 1 gota dos reagentes NIT 1 e NIT 2 no tubo GLU.

- Esperou-se 2 a 5 minutos. Uma cor vermelha indica uma reacgéo positiva (NO).
Uma reaccédo negativa (coloragdo amarela) pode ser devida a producao azoto (presenca de
bolhas minimas):

- Adicionou-se 2 a 3 mg de reagente Zn na cupula GLU. Apés 5 minutos, se o
tubo permanecer amarelo indica uma reaccdo positiva (N2). Se a cupula estiver laranja-
vermelha, a reaccado € negativa, 0s nitratos ainda presentes no tubo foram reduzidos a

nitritos pelo zinco.

A) B)

Figura 3.13 - A) Galeria ap6s a incubacao; B) Quadro de leitura.
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Figura 3.14 - Ficha de resultados.

A) B)

Figura 3.15 - A) Reagentes usados em alguns testes; B) Galerias ap0s a adi¢cédo de reagentes.

Interpretagcéo

Perfil numérico

1 — Na ficha de resultados, os testes foram separados por grupos de trés e um valor 1, 2 ou
4 ¢é indicado para cada um. A galeria APl 20 E engloba 20 testes, adicionando no interior de
cada grupo os valores que correspondem as reacc¢fes positivas, obtém-se 7 algarismos
(figura 3.14).
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Identificacao
1 — A partir da base de dados:
- Catélogo analitico - procurou-se o perfil numérico na lista dos perfis.
2 — A partir do programa apiweb:
- Introduziu-se manualmente no teclado o perfil numérico com 7 algarismos.

3.4 - MALDI-TOF MS

3.4.1 - Extraccédo das proteinas bacterianas

Para a caracterizacdo de proteinas por espectrometria de massa (MALDI TOF-MS) foi
seguido um protocolo de acordo com Shevchenko et. al.,(2006), o qual se resume no

seguinte:

1 — Efectuou-se a recolha de uma amostra de cultura de bactérias (200-400 mg) em 1 ml de

tampdao de lise (PBS);

2 — Sonicou-se através de uma sonda de ultra-sons (UP H 100 HIELSCHER 35 kHz,
Alemanha) durante 3 x 10s num goblé com gelo para evitar 0 aguecimento da amostra;

3 — Centrifugou-se a 13000 rpm, durante 5 minutos, (4°C) para separacdo das proteinas
soluveis (sobrenadante) das insollveis (pellet). Em seguida efectuou-se a recolha de uma
aliguota (40 pl) de sobrenadante para aplicacdo posterior em gel SDS-PAGE para

separacao das proteinas por electréforese;

4 — Ressuspendeu-se o pellet em 1 ml de tampéo de lise e recolheu-se de uma aliquota (40

ul) para separacéo das proteinas por electroforese.

3.4.2 - SDS-PAGE

Preparacédo do gel SDS -poliacrilamida

1 — Lavagem das placas de vidro com etanol e em seguida com agua ultra pura,;

2 — Introduziu-se o gel (solucédo I) nos espacos entre as placas e adicional butanol. Esperou-

se 15-30 minutos até que a reaccédo de polimerizacao ter terminado;

3 — Removeu-se o0 butanol e a agua formada durante a reaccdo de polimerizagao.
Adicionou-se na base dos poc¢os o gel (solucdo Il) e colocou-se o pente desejado entre 0s

espagos;
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4 — Removeu-se cuidadosamente o pente e lavou-se os pocos. O gel podera ser utilizado

para a electroforese e armazenado a 4°C.
3.4.3 - Electroforese

1 — Adicionou-se uma solugédo tampao (com azul bromofenol) para dar cor a mistura de
proteinas (5 pl amostra proteina + 5 pl solugéo tampé&o). A mistura de proteinas standard
para a electroforese foi preparada do mesmo modo;

2 — Desnaturou-se a proteina em agua a ferver durante 3-5 minutos numa placa de
aguecimento (TEHTNICA ROTAMIX SHP 10) (figura 3.16);

3 — Colocou-se o gel sanduiche cassete no conjunto de eléctrodos. De seguida, encheu-se a

camara interna do mini tanque com a solugéo tampéo a correr (figura 3.16);

4 — Moveu-se as solugdes e a mistura de proteinas standard (10 pg cada) devagar com uma
pipeta (figura 3.17);

5 — Colocou-se a tampa sobre a tina de electroforese (BIO-RAD, EUA) e certificou-se que 0s
cabos eléctricos estavam bem ligados segundo as cores (figura 3.17);

6 — Iniciou-se a electroforese: 120 V constante; 400 mA; 70 minutos (figura 3.17);

7 — Depois da electroforese completa, desligou-se a alimentacdo e os cabos eléctricos;

Retirou-se a tampa do tanque e retirou-se cuidadosamente o conjunto da camara interna,

8 — Separou-se os dois pratos para remover suavemente o gel da sanduiche cassete

através de uma espéatula verde em cunha (figura 3.18);
9 — Banhou-se o gel com agua ultra pura;
10 — Colocou-se o gel na solucdo de coloragéo coomassie blue R-250 durante 1 hora;

11 — Removeu-se a solugéo de coloragdo e adicionou-se a solucdo de descoloracdo. O gel

foi mantido nesta solugéo até a sua andlise (figura 3.18).
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B)

Figura 3.16 - A) Desnaturar as proteinas; B) Tina de electroforese.

A)

Figura 3.17 - A) Correr as solu¢gbes com o auxilio da pipeta; B) Mini tanque com tampa e
cabos ligados.
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A) B)

Figura 3.18 - A) Separacao dos pratos para remover o gel; B) Gel na presenca de
descoloracéo.

3.4.4 - Digestdo da proteina no gel

1 — Cortou-se bandas de proteina do gel para um eppendorf, com o auxilio de um bisturi
(fez-se pequenos cortes no gel com um bisturi dado que auxilia a penetragdo dos reagentes

durante o tratamento da amostra);

2 — Adicionou-se 100 pl de bicarbonato de amonio 12,5 mM/50% acetonitrilo e sonicou-se no
banho de ultra-sons (ELMA, Alemanha) por 5 minutos (35 kHz e 60% de amplitude) (figura
3.19);

3 — Retirou-se a agua e adicionou-se 100 pl de acetonitrila, e sonicou-se no banho de ultra-
sons por 5 minutos (35 kHz e 60% de amplitude);

4 — No final das etapas de lavagem dos pedacos de gel, estes devem ser rigidos e de cor
branca;

5 — Removeu-se o acetonitrilo (Sigma) e adicionou-se 40 pl de DDT 10 mM. Sonicou-se no
banho de ultra-sons a temperatura ambiente por 5 minutos (35 kHz e 60% de amplitude);

6 — Removeu-se o DDT e adicionou-se 30pul de IAA 100 mM. Sonicou-se no banho de ultra-
sons a temperatura ambiente por 5 minutos (35 kHz e 60% de amplitude);

7 — Repetiu-se o procedimento de lavagem com ambic/acetonitrila e acetonitrila e secou-se
na centrifuga (EPPENDORF, EUA) a vacuo;
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8 — Adicionou-se 15 pl de tripsina para cada amostra e, em seguida, 10 pl de AmBic 12,5
mM/ acetonitrilo 10%. Realizou-se a digestdo enzimética no sonicador: 50% amplitude
sonicacao por 2 minutos (figura 3.19);

9 — Adicionou-se 20 ul de &cido férmico 5%. Recolheu-se o sobrenadante para novos

eppendorfs;

10 — Para as partes que sobraram do gel, adicionou-se 25 pl de acetonitrilo 50%/ 4cido
trifluoroacético 0,1%. Sonicou-se por 2 minutos com 50% amplitude no sonicador. Recolheu-

se 0 sobrenadante e repetiu-se esta etapa de extrac¢do mais uma vez (figura 3.19);
11 — Secou-se as proteinas digeridas na centrifuga a vacuo;

12 — Ressuspendeu-se a digestdo de péptidos em 10 pl de acido férmico 0,3%. Usou-se o
banho de ultra-sons por 5 minutos (35 kHz e 60% de amplitude);

13 — Adicionou-se a solugédo matriz (a-CHCA) na razéo 1:1 e colocou-se 1 pl da amostra na
placa de Maldi (figura 3.20).

B)

Figura 3.19 - A) Banho de ultra-sons; B) Sonda de ultra-sons.
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Figura 3.20 - Placa de MALDI.

3.4.5 - Anélise em MALDI-TOF e Identificacdo das proteinas

O espectro de massa foi obtido com um MALDI TOF-TOF MS (BRUKER, EUA) em modo
reflector. Apos a aquisicao do espectro efectuou-se a identificacao de proteinas previamente
seleccionadas através da pesquisa em bases de dados com o programa de andlise
MASCOT.
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4 — Resultados e Discussao

4.1 — Meios de cultura

Para a determinacdo da populagdo de bactérias filamentosas da ETAR de Santa Cruz,
utilizou-se o meio selectivo CZAPEC AGAR conforme, descrito no ponto 3.1.1. Realizaram-
se Varios crescimentos bacterianos, de forma a tentar poder-se obter uma cultura pura. Na
primeira repicagem, ndo se conseguiram obter culturas puras, como se mostra na figura 4.1
A, através das diferentes texturas e cores. Na segunda repicagem a cultura obtida
apresentou um aspecto mais selectivo com uma textura e cor homogénea, conforme se

mostra na figura 4.1B.

Figura 4.1 - A) Placas com bactérias na 12 repicagem; B) Placas com bactérias na 22
repicagem.

Ap6s observacdo ao microscépio verificou-se que os resultados obtidos nos meios de
culturas preparados ndo foram suficientemente selectivos, dado que cresceram diferentes

tipos de microrganismos e, consequentemente, ndo se obtiveram culturas puras.
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Esfregaco

Na preparacdo do esfregaco, observou-se uma fina camada de lama sobre uma lamina de
vidro, que provocou a dissociacao dos elementos celulares. Através do microscépio 6ptico
(Leica DMLB, Alemanha) com uma ampliacdo 400x e de 1000x visualizou-se o aspecto
geral da lama. Na figura 4.2, mostra-se o0 aspecto geral da lama, tendo-se identificado

diferentes microrganismos, incluindo organismos filamentosos e néo filamentosos.

A) B)

Figura 4.2 - A) e B) Aspecto geral da lama (sem corante) ampliagéo 400xX.

4.2 — Coloracao de hematoxilina & eosina

Para a coloracéo de hematoxilina e eosina, a amostra geral de lamas foi corada na presenca
destes corantes sendo posteriormente observada no microscopio Optico ap6s montagem
com lamela e resina DPX (ampliacdo 400x e 1000x) conforme se mostra na figura 4.3. E
notério a presenca de organismos filamentosos (figura 4.3 C e D, respectivamente) que
coraram de rosa/vermelho o citoplasma das células e de azul os nucleos.
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D)

Figura 4.3 - A) e B) Aspecto geral da lama com corante hematoxilina-eosina ampliagdo
400x; C) e D) Presenca de organismos filamentosos com corante hematoxilina-eosina
ampliacdo 1000x.

4.3 - Coloragéao de Gram

A coloracdo de Gram é uma técnica usual de coloracdo de preparacdes histolégicas para
observacao posterior ao microscopio Optico, utilizada para corar diferentes microrganismos
com base na sua composicao quimica e integridade da parede celular. S&o classificados em
Gram positivos se apresentarem uma cor azul-violeta ou Gram negativos se, por outro lado,
apresentarem uma cor vermelha (Pandolfi & Pons, 2004, Eikelboom, 2000). Na figura 4.4 A
e B, mostram-se observacdes microscopicas com uma ampliacdo 400x e 1000x

respectivamente, da amostra geral de lama apés coloragcdo Gram, antes de realizar 0 meio
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de cultura. A amostra corou de vermelho e por isso, as bactérias presentes foram

classificadas de Gram negativas.

A) B)

Figura 4.4 - A) e B) Lamas activadas apos coloracdo de Gram.

Em relacdo a figura 4.5 A), referente a primeira repicagem, foi observada a presenca de
multiplos tipos de organismos, isto é, uma cultura ndo pura. Deste modo, repetiu-se o
procedimento, embora com uma amostra mais diluida, de forma a obter-se uma cultura mais
proxima da cultura pura, isto €, com uma menor quantidade de organismos presentes no
meio e através de repicagens sucessivas. As colonias foram armazenadas (pequenas
amostras) em eppendorfs para identificacdo posterior através dos métodos APl e MALDI-
TOF (figura 4.5 B, C e D).

Com base nas figuras 4.4 e 4.5 as bactérias obtidas e observadas foram classificadas como

sendo Gram negativas, uma vez que apresentam uma coloracéo rosa/vermelho.
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Figura 4.5 - A) Filamentos apds coloracdo de Gram na 12 repicagem; B), C) e D) Filamentos
apos coloracdo de Gram na 22 repicagem.

LimitacBes e principais vantagens do método Gram

A técnica das coloractes é de facil aplicacdo e rapida implementacao, contudo, apresenta
algumas limitagcdes. A principal desvantagem esta4 na resolucdo e precisao do método,
limitado pelos sistemas Opticos tradicionais, uma vez que nao €, muitas vezes, possivel

efectuar-se uma analise por microscopia de contraste de fase. (Eikelboom, 2000).

Algumas bactérias filamentosas podem apresentar reaccdes variaveis as coloracoes,
dificultando a sua identificacdo. Outro aspecto importante, é o facto de existirem também
diferentes autores que descrevem o0s organismos filamentosos com o mesmo tipo

morfol6gico de forma distinta ou mesmo incompleta (Wanner, 1994).
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4.4 — Kits API

O API 20 E é uma metodologia padronizada para a identificacdo de Enterobacteriaceae e
outros bacilos Gram negativos de crescimento ndo fastidioso. As galerias contém vinte

camaras, cada uma das quais constituida por um microtubo e uma cupula.

As galerias foram incubadas durante 24h a 37°C (figura 4.6), conforme ja descrito no ponto
3.3.5. A leitura das reacc0es foi efectuada consultando o Quadro de Leitura e a identificacdo
dos microrganismos através dos programas de identificacdo apiweb (REF 20 100/ 20 160) e
ABIS ONLINE BACTERIA IDENTIFICATION através da introducéo de um codigo de perfis.

Figura 4.6 - Galeria ap6s incubacao.

Na figura 4.7 mostra-se a ficha de resultados com a informacé&o obtida para os testes 1, 2 e
3, através da leitura das reaccdes e com o auxilio do Quadro de leitura.
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A)

B)
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C)

Figura 4.7 - A) Ficha de resultados 1; B) Ficha de resultados 2; C) Ficha de resultados 3.

No Quadro 4.1 mostram-se 0s resultados obtidos referentes a probabilidade dos programas
de base de dados apiweb e ABIS online para identificacdo das bactérias predominantes

através da introdugdo de um cédigo de perfis.

Quadro 4.1 - Diferentes programas para identificar as bactérias predominantes através do kit
API 20 E.

APl web ABIS online
Espécie % Espécie % teste 1=teste 3 Espécie % teste 2
. Enterobacter .
Serratia 99 (Erwinia) 76 Serratia 84
odorifera N odorifera
dissolvens
Serratia Enterobacter
99 Serratia grimesii 80 (Erwinia) 81
marcescens \
dissolvens
_ Serrat_la 99 Enterobacter 76 Sgrratlg 86
liquefaciens cloacae grimesii
Enterobacter 99 Enterobe_icter 74 Enterobacter 79
sp. gergoviae aerogenes

Como se pode observar no Quadro 4.1, atraves da aplicagcdo do programa apiweb, com uma

probabilidade de 99%, os géneros identificados foram a Serratia e Enterobacter e
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presumivelmente as espécies Serratia odorifera, Serratia marcescens, e Serratia

liquefaciens.

Com o programa ABIS online, para o teste 1 e 3, 0s géneros predominantes foram
igualmente a Serratia e Enterobacter com probabilidades entre os 70 - 80%, bem como,

para o teste 2, embora com uma probabilidade mais baixa, préxima dos 80% (Quadro 4.1).

A Serratia € uma bactéria Gram negativa anaerdbia facultativa podendo provocar infecgdes

ao nivel do trato urinario e respiratério e feridas cirtrgicas (Vasconcelos, et. al., 2006).

A Enterobacter pertence a familia das bactérias Enterobacteriaceae, gram negativos e
anaerdbios facultativos, ou seja, tanto realizam metabolismo respiratério como fermentativo.
As espécies de Enterobacter sdo organismos patogénicos responsaveis por varias infec¢oes
respiratdrias, do trato urinario, da pele, entre outras. Estas bactérias podem ser encontradas
nas fezes de humanos e animais, na agua, nos vegetais, insectos e produtos lacteos
(Sanders et. al., 1997).

Os programas aplicados para interpretacéo dos resultados obtidos apresentaram coeréncia
na identificacdo dos microrganismos do género Serratia e Enterobacter. Contudo, trata-se
de resultados que apresentam algum grau de incerteza dado ndo se ter conseguido obter

culturas totalmente puras.

Limitacdes do método API

Este método é de facil aplicacédo e os resultados sdo obtidos num curto periodo de tempo.
No entanto, os resultados obtidos por estes testes podem ser enganosos dado que esta
metodologia ndo permite identificar novas espécies, isto €, espécies que ndo estao incluidas
no sistema de base de dados, ou seja, 0 sistema APl 20 E. Esta metodologia destina-se a
identificacdo das Enterobacteriaceae e dos bacilos Gram negativos ndo fastidiosos nao
podendo ser utilizado para identificar outros microrganismos ou excluir a sua presenca.
Assim, podem existir diferentes conclusdes quando se comparam resultados obtidos através
de técnicas convencionais e através da técnica APl devido principalmente a diferenca do
principio das reacg0des utilizadas.

Através da metodologia API poder-se-8o obter desvios de percentagens de probabilidade de
identificacdo de microrganismos, causados na maior parte dos casos, pelas variacbes do
tipo de substrato e por ndo serem utilizadas culturas puras (presenca de um Unico tipo de

microrganismo).
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Outra limitac@o do kit API podera estar relacionada com o tempo de incubacdo. Segundo as
informag0des fornecidas pela empresa Biomérieux, o tempo de incubacao poderé ter de ser

superior a 24 horas (tempo maximo aconselhado no protocolo da mesma empresa.

No estudo realizado o tempo de incubacéo foi de 24 horas, tempo esse, que podera nédo ter
sido suficiente para uma correcta leitura dos testes bioquimicos através da observacado da
modificagédo da cor.

4.5 - MALDI-TOF

Em electroforese 1-D, as proteinas sdo separadas de acordo com o seu peso molecular
(PM). Quando bem sucedida, obtém-se um gel de poliacrilamida contendo numerosas
bandas, bem separadas, cada uma correspondendo a uma proteina, conforme se mostra
nas figuras 4.8 e 4.9 delimitadas por um rectangulo. No estudo realizado, foi efectuada uma
analise das proteinas com amostras de bactérias filamentosas e nao filamentosas, em

paralelo, tendo-se cortado bandas do mesmo gel.

Na figura 4.8 mostra-se o gel#1 preparado com a respectiva proteina analisada: proteina P3
com peso molecular aparente de 100 Kda, corresponde a linha frac¢do proteinas insoluveis
M1.

20,1 KDa

14,4KDa

Figura 4.8 - P3 (100 Kda) (Gel#l: Lane 1 — padrdo LMW, Lane 2 — fraccao proteinas
solaveis M1; Lane 3 — fraccao proteinas insollveis M1; Lane 4 — fraccdo proteinas solUveis
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M1 (diluido 1:10); Lane 5 — fraccao proteinas insoluveis M1; Lane 6 — fraccao proteinas
soltveis 11 (diluido 1:10); Lane 7 — fracgdo proteinas insoluveis I1 (diluido 1:10); Lane 8 —
fraccdo proteinas soluveis 11; Lane 9 — fraccao proteinas insolaveis 11).

Na figura 4.9 mostra-se o gel#2 e as proteinas analisadas nhomeadamente, a proteina P5
com peso molecular aparente 66 Kda que corresponde a linha frac¢éo proteinas soltveis M2
e a proteina P6 com peso molecular aparente 60 Kda, que corresponde a linha frac¢ao

proteinas insolaveis M2.

Figura 4.9 - P5 (66 Kda), P6 (60 Kda) (Gel#2: Lane 1 — padrdo LMW, Lane 2 —
fracgdo proteinas soluveis M2 (diltido 1:10); Lane 3 — frac¢do proteinas insollveis
M2 (diluido 1:10); Lane 4 — fraccdo proteinas soluveis M2 (diluido 1:10); Lane 5 —
fraccdo proteinas sollveis M2; Lane 6- fraccdo proteinas insolUveis M2; Lane 7 —
fracgdo proteinas soluveis 12; Lane 8- fraccdo proteinas insoltveis 12).

Os espectros relacionam a abundéancia dos fragmentos peptidicos versus a relacdo m/z, e
através dos bancos de dados, é possivel a identificacdo das proteinas. As analises foram
realizadas a partir de ibes de péptidos intactos (espectrometria de massa ou MS), e de
péptidos fragmentados (espectrometria de massa em tandem ou MS/MS).

Nas analises de MS, realizadas pela Universidade de Vigo-Campos Ourense, através do
equipamento BRUKER (EUA), os valores m/z dos péptidos fragmentados ndo permitiram
uma identificacdo inequivoca e significativa das proteinas das espécies estudadas. A
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informac&o obtida apenas revelou a abundancia relativa as diferentes massas presentes,

gue neste caso, foi pequena, conforme se mostra na figura 4.10.
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Figura 4.10 - A), B) e C) Espectros MALDI-TOF-TOF MS.

No entanto, através das andlises de espectrometria de massas em tandem ou MS/MS, a

fragmentagdo dos péptidos em aminoacidos permitiu determinar a relagdo m/z desses

residuos, identificando-se a sequéncia de aminoacidos.

No Quadro 4.2, apresenta-se a identificacdo putativa das proteinas efectuada com o

software de pesquisa MASCOT. O quadro mostra a probabilidade de uma dada proteina

identificada pertencente a uma determinada espécie nao ser um evento aleatério (Score). O

quadro indica também a correspondéncia de péptidos entre a proteina analisada e a

presumivelmente identificada.

75



Quadro 4.2 - Correspondéncia e cobertura da sequéncia de péptidos da digestdo em gel.

Massa Cobertura Correspondéncia
Proteina L e Mascot da por
o Espécie tedrica o de péptidos -
Identificada score sequéncia )
(Da) (%) Matching
lipid A export
o ATP- Peptostreptopoccus 64750 43 6% 3
binding/permease anaerobius
protein MsbA
AMP-dependent
synthetase and Geobacter sp 61693 42 6% 3
ligase
ParB-like partition | po perichiacoli | 68354 42 6% 3
protein
PMM
leucyl-tRNA Syntrophus
0,
synthetase aciditrophicus 99967 56 6% 4
EmbrB/QaCA Serratia sp. 53800 43 6% 3
family
Chitinase Enterobacter sp. 61017 43 6% 3

Os resultados obtidos poderdo ndo ser totalmente conclusivos, provavelmente devido a
varios aspectos, nomeadamente, (i) a amostra ndo era pura; (ii) a proteina pode nao ter
correspondido a espécie analisada; (iii) poderdo ter ocorrido sobreposi¢cdes de proteinas,
gue apresentassem pesos moleculares e pontos isoeléctricos (pl) semelhantes; (iv) e o
equilibrio entre as diluicdes efectuadas podera nao ter sido atingido.

Comparando o MALDI-TOF-MS com os API’'S, obtiveram-se dois géneros iguais: Serratia
sp. e Enterobacter sp. No entanto, este método, mostra que quanto maior 0 mascot score,
maior a cobertura da sequéncia e, maior a correspondéncia de péptidos, significa maior
probabilidade de identificacdo de uma determinada proteina. Através deste raciocinio,
conclui-se que a proteina identificada é a leucyl-tRNA synthetase que pertence a espécie

Syntrophus aciditrophicus.

A andlise por MALDI-TOF MS nado permitiu uma identificacdo conclusiva das proteinas
seleccionadas a partir do gel. Uma futura abordagem para resolucao deste problema podera
ser a optimizacdo do método separativo de electroforese através de estratégias de
fraccionamento e deplecgcdo das amostras de modo a reduzir a sua complexidade. Poderia,
ainda optimizar-se a densidade do gel de modo a permitir uma melhor definicdo e separagéo

das bandas correspondentes as proteinas em estudo.
Limitacdes do método MALDI-TOF

Uma das maiores limitagbes do método MALDI-TOF prende-se com a grande

heterogeneidade de um proteoma, isto é, a complexidade do conjunto de proteinas. Por
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outro lado, existem ainda também limitacBes na solubilizacdo de proteinas membranares, de
uma forma compativel com uma separagdo apropriada por eletroforese 1-D. Assim, quanto
menor for a concentracdo de uma proteina, mais dificil € a sua visualizagdo nos géis, quer
devido aos limites dos métodos de deteccao, quer devido a possivel sobreposicdo de
proteinas, que apresentem pesos moleculares e ponto isoeléctrico (pl) semelhantes.

Para além disso, trata-se de um método de acesso restrito e bastante caro, podendo

actualmente ndo ser adequado como método de rotina.

77



78



5 - Conclusao

Neste trabalho foram comparados diferentes métodos para identificacdo de bactérias
filamentosas presentes nas lamas da estacao de tratamento de aguas residuais de Santa
Cruz e que séo causadoras de fenébmenos de bulking.

Todas as metodologias para identificacdo de microrganismos passam pelo isolamento das
suas colbnias visiveis até se atingir uma cultura quase pura, em placas de meio de cultura
sélido. Um isolamento bem sucedido pode ser demorado e em alguns casos até mesmo
impossivel (Abelho, 2010). Esse aspecto constitui uma limitacdo muito relevante de todas as
metodologias existentes e que torna extremamente importante o aparecimento de uma nova
técnica ou metodologia, que seja mais facil e principalmente menos demorada, por exemplo,

na utilizacéo corrente e praticamente imediata em ETAR.

No estudo realizado, ndo foi possivel obter culturas puras, no entanto, procedeu-se a
caracterizacdo e a uma possivel identificacdo dos microrganismos presentes,
nomeadamente, observagfes microscopicas ao longo do estudo, coloragcdes de Gram e
hematoxilina & eosina e aplicacdo dos métodos APl e MALDI-TOF.

Os resultados obtidos através de microscopia Optica, sem qualquer tipo de coloragdo da
amostra bruta de lamas, mostraram a presenca de diferentes tipos de microrganismos.
Obtiveram-se também, para a mesma amostra, 0s mesmos resultados quando se procedeu
a coloracdo com hematoxilina & eosina. No entanto, apds o isolamento e crescimento
microbiano no meio de cultura selectivo, na presenca destes corantes, foi evidente a

predominancia de apenas dois tipos de microrganismos.

Os resultados obtidos ap6s a aplicacdo da coloracdo de Gram, mostraram que 0S
microrganismos presentes eram Gram negativos, uma vez que coraram de vermelho devido

ao corante de contraste, a safranina.

Como jé& foi referido, dentro do tempo da realizagédo do estudo néo foi possivel obter culturas
puras de microrganismos para uma identificacdo precisa através dos métodos utilizados,
nomeadamente, microscopia oOptica, APl e MALDI-TOF. Esta limitagdo do estudo realizado,
podera ser explicado pelo facto do meio de cultura n&o ter sido suficientemente selectivo.

Os resultados obtidos através da aplicagcdo do kit APl 20 E e posterior identificacdo do
inerente cAdigo, através do programa apiweb revelaram a presenca de trés espécies do
género Serratia e uma espécie do género Enterobacter. Contudo, quando se procedeu a
aplicacdo do codigo ao programa ABIS, para o teste 1 e 3, os resultados foram ligeiramente
diferentes e revelaram a presenca de trés espécies do género Enterobacter e uma espécie
do género Serratia e para o teste 2, predominaram duas espécies do género Serratia e duas

espécies do género Enterobacter. Deste modo, os resultados evidenciaram a presenca de
79



apenas dois géneros: Serratia e Enterobacter, manifestando uma coeréncia entre estes
programas, podendo, no entanto, haver diferencas ao nivel da espécie. Para se obter

resultados mais conclusivos ter-se-ia que proceder a testes complementares.

Desta forma, nao foi possivel identificar ao nivel da espécie o organismo predominante na
amostra. Este facto poderd estar relacionado com o meio de cultura escolhido e
provavelmente também com o tempo, insuficiente, de incubagcdo das galerias API (24h —

tempo méximo aconselhado no protocolo Biomerieux).

Os resultados obtidos através do MALDI-TOF-MS, indicaram a presenca de diferentes
espécies/géneros através da identificacdo das proteinas, nomeadamente: a proteina
EmbrB/QaCA family corresponde ao género Serratia sp., a proteina Chitinase corresponde
ao género Enterobacter sp., a proteina lipid A export ATP-binding/permease protein MsbA
corresponde a espécie Peptostreptococcus anaerobius, a proteina AMP-dependent
synthetase and ligase corresponde ao género Geobacter sp., a proteina ParB-like partition
protein corresponde a espécie Escherichia coli e a proteina leucyl-tRNA synthetase
corresponde a espécie Syntrophus aciditrophicus. Estas informac¢des demonstram, mais
uma vez, que nao se obtiveram culturas puras, sendo essa a principal razdo para a
multiplicidade de resultados.

Contudo, este método, mostra que quanto maior o mascot score e quanto maior a cobertura
da sequéncia e maior a correspondéncia de péptidos, entdo, maior sera a probabilidade de
identificacdo de uma determinada proteina. Através deste raciocinio, concluiu-se que a

proteina identificada é a leucyl-tRNA synthetase que pertence a espécie Syntrophus

aciditrophicus.
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