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RESUMO

PROCESSO ANAMMOX NA REMOCAO DE NITROGENIO DE AGUAS
RESIDUARIAS - AVALIACAO DE SISTEMAS EM ESCALA DE BANCADA

Autora: Genilda Maria de Oliveira

Orientadora: Ariuska Karla Barbosa Amorim

Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia Ambiental e Recursos Hidricos
Brasilia, 06 de novembro de 2015.

O controle e tratamento de aguas residuarias sdo 0s principais mecanismos para evitar o
aporte de nitrogénio aos ecossistemas aquaticos. Esse nutriente em altas concentracdes
ocasiona problemas ambientais e de saude publica. O processo anammox, realizado por
bactérias anaerdbias que oxidam a aménia usando o nitrito como aceptor final de elétrons,
apresenta-se com potencial promissor para a remocao de nitrogénio de aguas residudrias,
devido a reducdo dos custos comparado ao processo convencional de tratamento, composto
pelas etapas de nitrificacéo e desnitrificacdo heterotrofica. No Brasil, deve-se buscar fontes
de in6culos e estudar as condicbes para o estabelecimento do processo anammox para
guando esse mecanismo de remocgao de nitrogénio tornar-se uma alternativa de tratamento
viavel tecnicamente. Nesse sentido, foram objetivos desse trabalho fornecer informacdes
sobre fontes de indculos, enriquecimento de micro-organismos e ativacéo de biomassa para
partida de sistemas em bateladas visando remocdo bioldgica de ambnia pelo processo
anammox. Foram testadas 6 fontes de inoculos, oriundas de lodos de sistemas tratando
efluentes de abatedouros de bovinos e suinos, sedimentos do Lago Paranoa e da lagoa de
acumulacdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia DF, em reatores
operados por bateladas em escala de bancada, usando agua residudria sintética acrescida de
concentracdes crescentes dos substratos aménia e nitrito. Durante 120 dias, os sistemas
foram ajustados para promocéao do enriquecimento da biomassa anammox. Posteriormente
testaram-se os sistemas para avaliacdo da atividade anammox. Sugere-se a presenca de
micro-organismos anammox, verificados por PCR e por sequenciamento dos fragmentos
amplificados dos genes para 0 RNAr 16S, nas biomassas provenientes do sedimento do lago
Paranod, Brasilia DF, dos lodos das lagoas anaerbia e facultativas tratando efluentes de
abatedouros. Ocorreu 0 aumento da concentracdo de copias de fragmentos do gene para

RNAr 16S, avaliados por PCRq apds os 120 dias, indicando o enriquecimento da biomassa
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anammox. As condicdes estabelecidas para os sistemas bioldgicos parecem selecionar o
mesmo grupo de bactérias anammox, independentemente da origem da biomassa,
possivelmente havendo substituicdo de dominancia dos grupos de bactérias anammox
inicialmente presentes. Os indices de similaridades, calculados por comparagdes entre as
sequéncias de nucleotideos obtidas nesse estudo com aquelas de candidatas espécies
anammox depositadas no Genbank utilizando o BLAST, indicam que 0S micro-organismos
presentes nos sistemas testados pertencem a Ordem Brocadiales. Limitacdo de nitrito pode
interferir no sucesso do processo, uma vez que as bactérias anammox tém menor afinidade
por esse substrato do que as nitratantes e heterotroficas desnitrificantes. Em todos os
sistemas biologicos testados 0 metabolismo anammox néo foi exclusivo, uma vez que ndo
foram atingidos os indices estequiométricos esperados. Nos sistemas bioldgicos ocorreu a
concomitancia dos processos metabdlicos anammaox, nitritacdo, nitratacdo e desnitrificacao
heterotréfica. Os indculos utilizados e/ou as condicBes estabelecidas nesse estudo nédo
favoreceram a reducdo do tempo de partida nos sistemas biol6gicos, sendo necessarios mais

de 200 dias de operacdo para enriquecimento e estabilidade do processo anammox.

Palavras-Chaves: Anammox, fonte de indculos, culturas em bateladas, tempo de
partida, nitrogénio.



ABSTRACT

ANAMMOX PROCESS IN NITROGEN REMOVAL FROM WASTEWATER -
EVALUATION OF SYSTEMS IN BENCH SCALE

Author: Genilda Maria de Oliveira
Supervisor: Ariuska Karla Barbosa Amorim
Graduate Program in Environmental Technology and Water Resources

Brazil, Brasilia, November 2015.

The control and treatment of wastewater are the main mechanisms to prevent the nitrogen
supply to aquatic ecosystems. This nutrient in high concentrations causes environmental and
public health problems. The anammox process, carried out by anaerobic bacteria that oxidize
ammonia using nitrite as a final electron acceptor, is presented with promising potential for
the removal of nitrogen from wastewater, due to its reduced costs compared to the
conventional treatment process, which is composed of nitrification and heterotrophic
denitrification stages. In Brazil, one must seek sources of inoculum and study the conditions
for the establishment of anammox process when this nitrogen removal mechanism becomes
a technically viable treatment alternative. In this sense, the objectives of this study were to
provide information on sources of inoculum, enrichment of microorganisms and activation
of biomass for the startup of batch systems targeting biological removal of ammonia by
anammox process. Six sources of inoculum were tested, derived from sludge systems
treating wastewater from cattle and pig slaughterhouses, sediments from Paranoa Lake and
from the leachate accumulation lake of the controlled landfill Jockey Club of Brasilia DF, in
reactors operated by batch in bench scale, using synthetic wastewater together with
increasing concentrations of substrates ammonia and nitrite. For 120 days, the systems were
adjusted for promoting the enrichment of anammox biomass. Afterwards, the systems for
evaluation of anammox activity were tested. It is suggested the presence of anammox
microorganisms, checked by PCR and sequencing of the amplified fragments of the genes
for 16S rRNA from biomass in the lake Paranoa sediment, Brasilia DF, the sludge of
anaerobic and facultative lagoons treating effluent from slaughterhouse. There was an
increase in the concentration of copies of gene fragments for 16S rRNA, evaluated by PCRq
after 120 days, indicating enrichment of anammox biomass. The conditions developed for

the biological systems seem to select the same group of anammox bacteria, regardless of
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their biomass origin, possibly having replacement of the anammox bacteria groups initially
present. The levels of similarity, calculated by comparing the nucleotide sequences obtained
in this study with those of candidate species anammox deposited in Genbank using the
BLAST, indicate that microorganisms present in the tested systems belong to the Order
Brocadiales. Limitation of nitrite may interfere with the success of the process, since the
anammox bacteria has lower affinity for this substrate than nitrite oxidiziers and
heterotrophic denitrifiers. In all the biological systems that were tested, anammox
metabolism was not unique, since the expected stoichiometric ratio was not achieved. In the
biological systems, there was the concurrence of anammox metabolic processes, nitritation,
nitration and heterotrophic denitrification. The inoculum used and / or the conditions
established in this study did not favor the reduction of the startup time of biological systems,
requiring more than 200 days of operation for enrichment and stability of the anammox

process.

Keywords: Anammox, source of inoculum, batch cultures, startup time, nitrogen.

Xii



SUMARIO

RESUMO iX
ABSTRACT Xi
SUMARIO Xiii
LISTA DE TABELAS XV
LISTA DE FIGURAS XVii
LISTA DE SIMBOLOS, NOMENCLATURAS E ABREVIACOES XXiii
1. INTRODUGAOD ...oovieeeieece et vee e 01
2. OBIETIVOS ...ttt sttt 05
2.1. OBJIETIVO GERAL ...oooiiiiiie ettt 05
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ....oveeveeeeeieeeceeeesee e sesiesnseneesenes 05
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot ssssssssons 06
3.1. PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMOCAO DE NITROGENIO ... 06
3.2. INOCULOS PARA PROCESSO ANAMMOX ......ccovevvvrerrernierrinsnnn, 16
3.3. MICRO-ORGANISMOS ENVOLVIDOS NA REMOCAO DE
NITROGENIO ....oovviiieicieiee ettt 25
3.4. PARAMETROS DE CONTROLE PARA O PROCESSO ANAMMOX 41
3.5. DETECCAO DOS MICRO-ORGANISMOS ......cocooovvrrrieerrersrenienens 49
4, MATERIAISE METODOS .....coovevieieeeiieeiieeesesiesesssesesssissessesssssssssssesennens 57
4.1. DESCRICAO DOS MATERIAIS .....oocvevveveeeeeeeeeese e 58
4.1.1. Reatores: concepcao e desenvolvimento ........ccccceevveveeieiievieenee, 58
4.1.2. Agua Residudria Sintética € SUDSratos ............cccoveveuevervreeerreenens 61
4.1.3. FONte dOS INOCUIOS ......oveviiicir e 63
4.2. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL ..coocovivevee e 69
4.2.1. Preparagao dos INOCUIOS ..........ceierieiiiiieieiie e 69
4.2.2. ETAPA 1: Aclimatacdo e Enriquecimento de Micro-Organismos ... 69
4.2.2.1. Coleta de Biomassa para analises de biologia molecular ........ 73
4.2.3. ETAPA 2: Comportamento de Conversdo dos Compostos
NItFOGENAAOS ....c.veevecie ettt 73
4.2.3.1. Coleta de Biomassa para analises de biologia molecular ........ 73
4.3. METODOS ANALITICOS ....ooriiiiiieisiecieiseseissiesie s 76
4.3.1. Preparacado e conservagéo das amostras do licor misto para analises
€ Cromatografia IONICA ........cooveiiiiiiieriee s 76
4.3.2. Analises dos componentes nitrogenados e de outros ions ............... 77
4.3.3. Analises de biologia molecular para avaliagdo dos micro-
OFQANISIMIOS ...ttt sttt ettt ettt e et e et e et e e sbe e et e e s beeanneesreeanes 78
4.3.3.1. Daextragd0 do DNA GENOMICO ......ccvvvvrrieieieienie e 78
4.3.3.2. Analises PCR convencional e Sequenciamento ..................... 79
4.3.3.3. Analises de PCR quantitativa ............ccocevereeienene e 82
4.4, TRATAMENTO DOS DADOS ......cooiieeece e 85
5. RESULTADOSE DISCUSSAOQ ......coeveeeieeeeeeeeeeeseeseesesee s enisses e, 93

5.1. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS AMBIENTAIS UTILIZADOS

Xiii



COMO FONTE DE INOCULOS ......c.ooiiiriiiierieieeiee s
5.2. CARACTERIZACAO DOS INOCULOS ......oovvevrrereeeeeiesieseeeerienines
5.3. AVALIAC}AO DA ATIVIDADE DOS MICRO-ORGANISMOS
ANAMMOX NAS ETAPAS LTE 2 ..ottt
5.3.1. Etapa 1 — enriquecimento dos micro-organismos responsaveis pelo
PrOCESSO ANAMIMIOX ..viuvivirtieesteeseeseeseeseeseessestesbessestessesseeseeseessesbesbesbessessens
5.3.1.1. Comportamento de conversdo dos ions nitrogenados .............
5.3.1.2. Variac¢@es do pH do licor dos sistemas biologicos ..................
5.3.1.3. Comportamento da biomassa quanto aos ions sulfato e
FOSTALO ..o s
5.3.1.4. Caracterizagdo da biomassa nos sistemas bioldgicos ap6s
0o T S PSPR
5.3.1.5. Afiliacdes filogenéticas por comparacGes as sequéncias
anammox depositadas N0 GeNBank ............cccccevvvevievi i,
5.3.2. Etapa 2 - comportamento de conversdo dos compostos
AT T=T 0= To [0 L SR
5.3.2.1. Avaliacéo dos sistemas biol6gicos operados em duplicatas ...
5.3.2.2. Comportamento de conversdo dos ions amonia (NH4"),
nitrito (NO2) e nitrato (NOs) pela comparacdo a relagdo
estequiométrica pelo processo aNAMMOX ........ccveververeereereesesesesenrens
5.3.2.3 Teste de Kruskal-Wallis comparando as relacbes
estequiométricas anammox obtidas nos sistemas biolégicos ..............
5.3.2.4. Variacdes do pH do licor misto durante a 2% etapa. ..................
5.3.2.5. Analises de biologia molecular da biomassa nos sistemas
bioldgicos apds 180 dias (final da 22 etapa) .........cccceevververerevesninannns
6. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES ......coooveieieeteeeeeeeeveeseeveneeeeeieeenes
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooiveiiieieiieiessssies e
APENDICE |
APENDICE I
APENDICE I
APENDICE IV
APENDICE V
APENDICE VI
APENDICE VII
APENDICE VIII

Xiv

93
98
105

106
106
114

116

121

129

135
136

139

150
154

157
163
166
CD
CD
CD
CD
CD
CD
CD
CD



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1: Custo estimado (R$/Kg N) para remocdao de nitrogénio amoniacal
de aguas residudrias por meio de diferentes proCcessos .........cccvvvvereereseerveernenne
Tabela 3.2: Inéculos e sistemas usados para enriquecimento e atividade
ANAMIMIOX ©1euvtveeteereeseeseesteseeeestessesseaseateeseeseessessessessesseeseaseaseessessessessestenressenseasens
Tabela 3.3: Situacdo do sequenciamento de genes codificadores do RNAr 16S
de bactérias anammox para inferéncias filogenéticas ...........ccccoevvvveieererinennn.
Tabela 3.4: Caracterizacdo de bactérias anammox em sistemas bioldgicos para
remog&o de nitrogénio, com base N0 RNAT 16S .........cccooeiiieninininineeieeen
Tabela 3.5: Condicdes que promovem a ocorréncia dos processos bioldgicos
relacionados ao Ciclo dO NILFOGENIO .......ccueveeiveiieie e
Tabela 3.6: Primers desenhados com base nos genes para o0 RNAr 16S
utilizados nas técnicas moleculares de amplificacdo do material genético dos
OrganiSIMOS ANAIMIMOX ......eveiveiurereereeeeeeseesteseessessessesseesaessessessessessessessesseaseeseeses
Tabela 3.7: Razdo estequiométrica entre amonia, nitrito e nitrato durante
atividade anammox em sistemas bioldgiCos ..........cccccevveve v,
Tabela 4.1: Solugdes de macro e micronutrientes da agua residudria sintética
utilizada nas etapas EXPErIMENTAIS ........cccorereriririeieee e
Tabela 4.2: Solugbes com os substratos utilizados nas etapas experimentais

Tabela 4.3: Inéculos usados nos experimentos em bateladas para
enriquecimento de 0rganismos ANAMIMOX ..........cceeerrreeeerrenressenressesreseseeeenes
Tabela 4.4: Parametros e metodologias usadas para caracterizacdo nas
diferentes amostras inoculadas nas culturas em bateladas para enriquecimento
ANAMIMIOX .vuvtveeteerieseeseeiesee e seestesteatesreaseeseaseessessesbesbesseeseeseaseessessessesbensessensensens
Tabela 4.5: Conjunto de pares de primers utilizados para deteccdo de micro-
organismos anaerdbios (anammox) e aerdbios (nitritantes e nitratantes)
OXIAAdOreS dE AMONIA .....veiveeiieie ettt re e ee e nns
Tabela 4.6: CondicGes de amplificacdes utilizadas com os pares de primers
para deteccdo de micro-organismos aerobios (nitritantes) e anaerobios
(anammox) oXidadores de amMONIA .........ccevvererierierieieee e
Tabela 4.7: Primers utilizados e temperatura de anelamento adotados nas

analises de PCR qUANTITALIVA ........c.ccveveierieieieie e

XV

16

23

33

34

42

53

55

62

63

68

69

80

80

83



Tabela 4.8: CombinacOes de comparacdes realizadas entre as amostras de
DNA gendmico dos sistemas bioldgicos por analise de PCR quantitativa .........
Tabela 5.1: Amostras de lodo utilizadas como indculos nos experimentos de
enriquecimento e atividade anammOX .........ccccveverieiiereerie e
Tabela 5.2: Avaliagdo das caracteristicas quimicas dos ambientes utilizados
como fonte de indculos nos experimentos para enriquecimento e atividade
ANAIMIMIOX .1e.vevvetesteteseetesteseeteseeseesesteseesesteseeseesesaeseesesseseeseabessessasesbeeeseaseateneenennes
Tabela 5.3: Composicao dos sélidos nos lodos e sedimentos utilizados nos
sistemas biolOgiCOS tESLAUOS ..........cvvirieirriiieieere e
Tabela 5.4: Avaliacdo do rendimento do DNA genémico extraido da biomassa
dos seis indculos utilizados nos sistemas biologicos para enriquecimento
ANAIMIMIOX .1e.vevteteetetesee e stese et eseeseste e esestesseseesesae s esesseseeseabestessabesbeeeseaseneeseasenees
Tabela 5.5: Resultados das amplificacdes por PCR das biomassas obtidas a
partir do indculos testados nos sistemas biolAgicos .........cccevvvvrereiiie e
Tabela 5.6: Comparacdo das duplicatas A e B dos sistemas bioldgicos na
conversao dos ions amonia, nitrito e nitrato pelos testes estatisticos: 1) teste t
para amostras dependentes para p < 0,05 e 2) teste ndo paramétrico de
Wilcoxon de Postos com Sinais parap < 0,05 ..o
Tabela 5.7: Resultados de amplificagdes por PCR usando par de primers Pla
46F e Amx 820R, nos diferentes lodos antes e ap6s o periodo para
ENIIQUECIMENTO ANAMIMOX ...c.veviiiieieeiiesiere st st ste sttt et e e e e b e sbe b see e
Tabela 5.8: Andlise dos sistemas bioldgicos A e B para verificagdo da
igualdade estatistica entre duplicata na conversao dos ions nitrogenados ..........
Tabela 5.9: Correlacdes entre producdo de nitrato N (mM) com a reducao
concomitante das concentracdes de nitrito_N (mM) nos sistemas bioldgicos,
dada pelo valor de RZcalculado ...........ccoovieiiiiiiiii s
Tabela 5.10: Resultados das amplificacdes para fragmentos de DNA por PCR
para bactérias anammox, nitritantes como Nitrosomonas e nitratantes como
NIEFODACTET ...
Tabela 5.11: Ciclos de quantificacdo obtidos por PCR quantitativa para 0s
sistemas biologicos aos 120 dias relativos as condigcdes de operagédo da etapa
1 e aos 180 dias relativos as condi¢des de operagdo da etapa 2, destinadas ao

enriquecimento e atividade dos 0rganismos anammMOX ..........cceevereereereeserseenees

XVi

83

93

95

96

99

101

107

122

138

145

158

160



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1: Fluxograma mostrando o processo de nitrificacdo parcial seguido
POF AESNITITICAGAD .....vvvieeeeicie st
Figura 3.2: Fluxograma mostrando a conversao desejada de amobnia por meio
do ProcessO SHARON ..ot
Figura 3.3: Fluxograma mostrando que no processo CANON em um unico
reator a amonia pode ser convertida em nitrogénio gasoso € nitrato ...................
Figura 3.4: Fluxograma mostrando que o processo NOx é ativado pela
presenca de pequenas concentracdes de 6xidos de nitrogénio ...........ccccevevueene.
Figura 3.5: Fluxograma do sistema patenteado (US007267764B2) para
remocao das formas nitrogenadas e carbonaceas de aguas residuéria.................
Figura 3.6: A) Granulos da biomassa com as bactérias aerdbias oxidantes de
amOnia, as anaerobias oxidantes de amonia e as desnitrificantes. B) Granulos
com diametro médio de 5mm (Wang et al., 2010) .......cccceevvveiveiiiiiece e,
Figura 3.7: Fluxograma mostrando o processo DEAMOX. Adaptado de
Bagehi €t @l. (2012) ....ocuveiiieieeire e
Figura 3.8: Fluxograma mostrando o processo BABE. Adaptado de Bagchi et
AL, (2012) oottt
Figura 3.9: Fluxograma mostrando que numa relacdo molar aproximada de 1:1
entre amonia e nitrito por meio do processo ANAMMOX é possivel a
oxidacdo anaerobia da amOnia ..........cccceiieiieriiiiece e
Figura 3.10: Principais estados de oxidacdo do nitrogénio e processos
biol6gicos possiveis para a 0xXidacdo e/0U redUGa0 ........cccevvevvererereseeeeieiennn
Figura 3.11: Ciclagem do nitrogénio conduzida por micro-organismos por
catabolismo (setas pontilhadas) e anabolismo (setas cheias) ..........ccccceevvernennne.
Figura 3.12: Oxidacdo da amonia e fluxo de elétrons em bactérias oxidadoras
(0 [=0F: T 40 0 - USSR
Figura 3.13: Oxidagé&o de nitrito a nitrato por bactérias nitrificantes .................
Figura 3.14: Arvore filogenética da Classe Planctomycetia dividida em duas
provaveis ordens, baseada na sequéncia dos genes que codificam 0 RNAr 16S,
Fonte: Jogleretal., 2012 .........cooiieiiieeeee e

Figura 3.15: A: Micrografia de células em forma de cocos presentes nas

XVii

08

08

09

10

11

11

12

13

13

26

27

29

30

32



culturas enriquecidas anammox. B: Micrografia eletronica de biomassa
suspensa de micro-0rganisSmos aNAMIMOX ..........eeererrereereerrersessesseseseseseeeens
Figura 3.16: Ultraestrutura da bactéria anammox ‘“Candidatus Kuenenia
STULEGAITIENSIS™ ..ottt ettt e e e st et e sreesneenee e
Figura 3.17: Mecanismos metabolicos possiveis e localizacdo celular do
sistema de enzimas envolvido na oxidacdo anaerdbia de aménia ......................
Figura 3.18: Catabolismo Hipotético e a reversdo na cadeia transportadora de
elétrons no anamoxossomo, estrutura celular das bactérias anammox ...............
Figura 3.19: Arvore Filogenética de organismos relacionados ao ciclo do
nitrogénio baseada em sequéncias de genes do RNA ribossomal 16S
(VIaeminck et al., 2011) ..coocviiieiecccee e
Figura 4.1: Desenho experimental do trabalho ............cccccceeveiieiiiciice e,
Figura 4.2: A) reator desenvolvido para estabelecimento dos sistemas
bioldgicos B) sistema composto por dois reatores (1: com agua para dissolucéo
de gases e 2: biomassa, meio sintético e substratos nitrogenados) ....................
Figura 4.3: A) Localizacdo das vélvulas de alimentacdo e descarte dos
reatores; B) Componentes utilizados na producdo dos reatores; C) Vélvula
para escape dos gases produzidos nos sistemas bioldgicos ..........cccccevvvrvrinnen.
Figura 4.4: A) Reator para dissolucdo dos gases com caniculo afogado e
mangueira conexao dos sistemas; b) valvula stopflow para manobras de
controle durante operagao d0S SISTEIMAS ........ccueivereeierierieeee e e e
Figura 4.5: Lagoa anaerdbia tratando efluente de abatedouro de suinos. A)
vista da lagoa anaerdbia. B) Aspecto do lodo coletado no fundo da lagoa
VAL TC] (0] o] I RS PRSSRS S
Figura 4.6: Lagoa de acumulacg&o de chorume localizada no aterro Jockey Club
E BraSilia, DF ...ttt e et e s et e e e s sebreee e e
Figura 4.7: Reatores inoculados com diferentes biomassas acoplados com os
vasos para dissolucdo dos gases e na base agitadora em sala climatizada ..........
Figura 4.8: Operacdo dos sistemas biolégicos em bateladas sequencias na
ETAPA 1, destinada a aclimatacdo e enriquecimento de micro-organismos
ANAIMIMIOX ....vivveteiteteseetestese et et eseete st e s esesbe s eseebesae s esess et eseebessessebesbeseseasearensanesees
Figura 4.9: Sistema composto por duas pecas para verificacdo e quantificagéo

OS GASES ..veveieiee ettt e e e et e re e e

xviii

33

36

38

39

40
58

59

60

61

67

67
70

71

72



Figura 4.10: Operacdo dos sistemas bioldgicos em bateladas sequencias na
ETAPA 2, destinada a avaliagdo das conversdes dos compostos nitrogenados
Figura 4.11: Configuracdo da placa do PCR quantitativo utilizada para cada
par de iniciadores (Primers) teStados .........ccevveveiiieiiere e
Figura 5.1: Correlagéo entre o ciclo de quantificacdo e a concentragdo de
copias dos genes de interesse quando obtidos os Cq pela anélise de PCRq........
Figura 5.2: Ciclo de quantificacdo (Cq) obtidos pela analise de PCR
quantitativos, testando quatro pares de Primers ........cccecvvevvereseesieereeseese e
Figura 5.3. Desempenho dos sistemas biol6gicos com indculo proveniente de
sedimentos do lago Paranoa, Brasilia/DF (Par) na conversdao dos compostos
nitrogenados durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos
ANAIMIMIOX .1e.vevteteetetesee e stese et eseeseste e esesteseeseeseste b esesseseeseabessessaresbeseeseasenseseanenses
Figura 5.4: Desempenho dos sistemas bioldgicos com in6culo proveniente de
lodo de lagoa anaerdbia tratando efluente de frigorifico 1, Araguari/MG
(AnF1) na conversdo dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o
enriquecimento de micro-organismos aNAMMOX ...........c.evverrereeneerueseesreessenns
Figura 5.5: Desempenho dos sistemas bioldgicos com indculo proveniente de
lodo de lagoa facultativa tratando efluente de frigorifico 1, Araguari/MG
(FaF1) na conversdo dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o
enriquecimento de micro-organismaos aNaMMOX ...........c.ccverreeeeseereeseesreernennns
Figura 5.6: Desempenho dos sistemas bioldgicos com indculo proveniente de
lodo de lagoa facultativa tratando efluente de frigorifico 2, Uberlandia/MG
(FaF2) na conversdo dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o
enriquecimento de micro-organismos aNaMMOX ...........c.coverreeeeseerieseesreesnennns
Figura 5.7: Desempenho dos sistemas bioldgicos com indculo proveniente de
lodo reator UASB tratando efluente de frigorifico 2, Uberlandia/MG (UaF2)
na conversdo dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o
enriguecimento de Micro-organismaos aNaAMIMOX .........c.ccvveereeerueeseesiueeseesrseenns
Figura 5.8: Desempenho dos sistemas bioldgicos com indculo proveniente da
lagoa de acumulacgéo de chorume do aterro controlado Jockey Clube, Brasilia,
DF (Cho) na conversédo dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando
0 enriguecimento de micro-organismos aNAMMOX ........cccveevveereeerveeseesreeeseeanns

Figura 5.9: Variacdo do pH dos sistemas bioldgicos ao longo das bateladas

Xix

75

84

103

104

107

109

110

110

111

112



durante a etapa 1 visando o enriquecimento da biomassa anammox ..................
Figura 5.10: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas bioldgicos
com inoculo proveniente do sedimento do lago Paranod, Brasilia, DF (Par)
durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos anammox ...
Figura 5.11: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas bioldgicos
com indculo proveniente do lodo da lagoa anaerdbia tratando efluente do
frigorifico 1, Araguari, MG (AnFl) durante a etapa 1 visando o
enriquecimento de micro-0rganismos aNAMMOX ..........cc.evverrereeseereesreeseeseennes
Figura 5.12: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas bioldgicos
com inoculo proveniente do lodo da lagoa facultativa tratando efluente do
frigorifico 1, Araguari, MG (FaF1) durante a etapa 1 visando o enriquecimento
de Micro-organismos ANAMMOX ..........ccveieereeseeieieeseeeesreesreeeeseeseeeeesseesseans
Figura 5.13: Concentra¢des dos ions sulfato e fosfato nos sistemas bioldgicos
com inoculo proveniente do lodo da lagoa facultativa tratando efluente do
frigorifico 2, Uberlandia, MG (FaF2) durante a etapa 1 visando o
enriquecimento de micro-organismos aNAMMOX ...........c.evverrereeneerueseesreessenns
Figura 5.14: Comportamento dos ions sulfato e fosfato nos sistemas biol6gicos
com indculo proveniente do reator UASB tratando efluente do frigorifico 2,
Uberlandia (MG) (UaF2) durante a etapa 1 visando o enriquecimento de
MICrO-0rganiSmMOS ANAMIMIOX .......euverereesuereestesresressessessessenseaeeseessessessessessessensens
Figura 5.15: Comportamento da biomassa quanto aos ions sulfato e fosfato
nos sistemas bioldgicos com indculo proveniente da lagoa de acumulagdo de
chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia, DF durante a etapa 1
visando o enriquecimento de micro-organismos anammoX ...........c.cceeeverreennenn.
Figura 5.16: Abundancia de coOpias dos genes de micro-organismos de
interesse, usando quatro pares de primers, para levantamento do nimero de
copias de DNA de organismos relacionados ao Dominio Bacteria, bactérias
anammox, oxidadoras aerObias de nitrito e aménia, dados em escala
logaritmica e empilnados ...........ccoeiiiiiiiiie e
Figura 5.17: ConcentracOes de copias de DNA relacionadas ao RNAr 16S de
bactérias anammox nos sistemas biologicos antes e apos o periodo de 120 dias
com condicOes ajustadas para o desenvolvimento de micro-organismos

ANAMIMOX oo e

XX

115

116

117

118

118

119

120

124

125



Figura 5.18: Dendrograma comparativo da similaridade filogenética das
biomassas obtidas a partir dos in6culos e dos sistemas bioldgicos apds 120
dias em condicOes ajustadas para ocorréncia do enriquecimento dos micro-
OrganiSMOS ANAMIMOX ....veveriereireeerestesseseeresseseesessessessesessesseseesessesseseasessesesessens
Figura 5.19: Concentrac@es de copias de DNA relacionadas ao RNAr 16S de
bactérias como Nitrobacter nos sistemas bioldgicos antes e apds o periodo de
120 dias com condicGes ajustadas para o desenvolvimento de micro-
OrganiSMOS ANAMIMOX ....veveriereireeeseereseeeesesseseesessessessesessesseseesesseseeseasessessesessens
Figura 5.20: Dendrograma mostrando a afiliacdo filogenética das sequéncias
obtidas a partir da biomassa dos in6culos e dos sistemas bioldgicos apds 120
dias em condicBes ajustadas para ocorréncia do enriquecimento dos micro-
organismos anammox com sequéncias depositadas no GenBank a partir dos
cddigos para as candidatas a eSpPECcies anNaAMMOX .........ccvevevereereereeresesesesenns
Figura 5.21: Dendrograma mostrando a afiliacdo filogenética das sequéncias
obtidas a partir da biomassa dos indculos e dos sistemas biologicos apds 120
dias em condicBes ajustadas para enriquecimento dos micro-organismos
anammox com sequéncias depositadas no GenBank a com similaridades
elevadas dada por comparagfes usando BLAST ........cccoeoevvevenieneene e
Figura 5.22: Indicadores descritivos para 0 comportamento de conversdo
concomitante dos ions nitrito e amdnia comparada a relacdo estequiométrica
dada pelo processo anammox, usando-se os dados de 10 bateladas e 5
diferentes intervalos de tempo dentro de cada batelada ............cccccoovveivernnennne.
Figura 5.23: Indicadores descritivos para o comportamento de formacdo de
nitrato a partir da reducdo concomitante dos ions nitrito e aménia comparada
a relacdo estequiométrica dada pelo processo anammox, usando-se os dados
de 10 bateladas e 5 diferentes intervalos de tempo dentro de cada batelada........
Figura 5.24: Relacdo estequiométrica entre a formacéo de nitrato a partir da
reducdo concomitante dos ions nitrito e aménia comparada a relacdo
estequiométrica dada pelo processo anammox, usando-se os dados de 10
bateladas e 5 diferentes intervalos de tempo dentro de cada batelada..................
Figura 5.25: Relacdes estequiométrica entre as reducGes concomitantes de
nitrito e amonia nos intervalos de tempo A) TO_T1 (0 a 24 horas), B) TO_T2
(0 a48 horas) e C) TO_T3 (0 a 72 horas) durante as 10 bateladas conduzidas

XXi

127

129

131

133

139

141

142



na etapa 2 visando a atividade anammoOX .........cccceerererininieeiee e
Figura 5.26: Relacfes estequiométrica entre a producdo de nitrato com
reducdes concomitantes de nitrito e amonia nos intervalos de tempo A) TO_T1
(0 a 24 horas), B) TO_T2 (0 a 48 horas) e C) TO_T3 (0 a 72 horas) durante as
10 bateladas conduzidas na etapa 2 visando a atividade anammox ....................
Figura 5.27: Variacdo do pH (em valores médios, n = 10) nos sistemas
bioldgicos ao longo das bateladas de 72 horas durante a 22 etapa experimental
Figura 5.28: Valores médios do pH inicial (0 horas) e final (72 horas) do licor
dos sistemas bioldgicos ao longo das bateladas com duragdo de 72 horas
realizados na 22 etapa eXPerimental ..........cccceeeeiiemieeeeeeee s
Figura 5.29: Abundancia de coOpias dos genes de micro-organismos de
interesse nos inoculos utilizados nos sistemas bioldgicos ajustados para
permitir o enriquecimento e atividade de bactérias anammoxX ...........cccccceeeuenen.
Figura 5.30: ConcentracGes de copias de DNA relacionadas ao RNAr 16S de
bactérias anammox nos sistemas bioldgicos aos 120 dias destinados ao
enriquecimento e apos o periodo de 180 dias destinados a atividade de micro-

organismos ANAMIMOX L.enii e

XXii

151

153

155

156

161

162



LISTA DE SIMBOLOS, NOMENCLATURAS E ABREVIACOES:

ANAMMOX: Anaerobic Ammonium Oxidation (reacdo de oxidagcdo da amonia, sob
condicBes andxicas, tendo o nitrito como aceptor final de elétrons).

BABE: Bio-Augmentation Batch Enhanced

BOA: bactérias aerobias oxidantes de amonia.

BON: bactérias aerobias oxidantes de nitrito.

CANON: Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite (Remog&o autotrofica de
nitrogénio sob nitrito).

Chorume: lixiviado oriundo da decomposicdo de residuos sélidos urbanos em aterros
sanitarios e/ou controlados.

DEAMOX: Denitrifying Ammonia Oxidation (Desnitrificacdo pela oxidagdo da amonia)
DGGE: eletroforese em gel por gradiente desnaturante.

dNTP: desoxirribonucleotideos trifosfatos

Eo’: é potencial redutor, tendéncia inerente (medida em volts) de um composto doar elétrons.
Eo’ corresponde ao potencial redutor em condi¢des padrdes.

FISH: hibridag&o in situ com sondas fluorescentes.

HPLC: High performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
Ks: constante de afinidade pelo substrato

N2: gés nitrogénio

N2Ha4: hidrazina

N20: éxido nitroso.

NH20H: hidroxilamina

NHs: amonia livre

NHa4*: ion ambnio

NO: 6xido nitrico.

NOz2": nitrito

NOs: nitrato

OD: oxigénio dissolvido

OLAND: Oxigen-Limited Autotrophic Nitrogen Removal (Remocdo autotrofica de
nitrogénio com limitagdo de oxigénio).

PCR: reagdo polimerase em cadeia.

PCRQq: reacdo polimerase em cadeia, quantitativa.
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PRIMER: sdo sequéncias iniciadoras no processo de sintese e correspondem a curtas
cadeias de nucleotideos complementares a regido inicial (primer forward - direto) e regido
final (primer reverse - reverso) da sequéncia alvo do DNA que se deseja amplificar.

RBC: Rotating biological contactors (discos bioldgicos rotativos).

RBS: Reator em bateladas sequenciais.

SHARON: Single reactor High activity Ammonium Removal Over Nitrite (Reator para alta
atividade de remocdo de amonia sob nitrito).

SNAD: Simultaneous partial Nitrification, Anammox and Denitrification process (Processo
simultaneo de nitrificagédo parcial, anammox e desnitrificacio).

SNAP: Single-stage Nitrogen removal using Anammox and Partial nitritation (Remogéo de
nitrogénio num Unico estagio usando anammox e nitritacdo parcial).

Vmax: Velocidade especifica maxima de crescimento

AG®’: corresponde a energia livre em condicoes padroes.

16S rDNA: Acido desoxirribonucleico, ou gene, que codifica o &cido ribonucleico
ribossomal 16S encontrado na subunidade menor da regido ribossémica 30S dos organismos
procariotos.

16S rRNA: Acido ribonucleico ribossomal 16S componente da subunidade menor da regio
ribossémica 30S dos organismos procariotos.
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1- INTRODUCAO

O nitrogénio é um nutriente essencial para 0s seres vivos e deve estar presente nos
ecossistemas em concentragdes equilibradas com as necessidades bioldgicas dos organismos

e, quando em excesso, nos ambientes aquaticos torna-se um problema ambiental.

O aporte do nitrogénio aos mananciais pode se dar em diferentes formas e estados de
oxidacdo sendo as espécies mais comuns e, portanto, mais importantes devido ao seu
potencial poluidor, o nitrogénio organico, o nitrogénio amoniacal (NHs/NH4"), o nitrito
(NO2) e o nitrato (NO3").

A amonia livre (NHs-N) é muito toxica devido ser permeavel pelas membranas celulares de
peixes, pequenos vertebrados e invertebrados. A aménia pode ser acumulada nos tecidos
desses animais levando a efeitos secundarios como alteragdes do metabolismo, tais como a
perda de equilibrio, hiper-excitabilidade, aumento da atividade respiratdria, aumento de
batimentos cardiacos, bloqueio das funcdes vitais, danos ao figado e rins, etc (Boardman et
al., 2004).

O nitrogénio, juntamente com o fosforo, pode estimular o florescimento das algas nos
mananciais em que sdo langados. Esse superflorescimento promove a eutrofizagdo desses
mananciais (Hasler e Swenson, 1967). Também, o nitrogénio na forma amoniacal apresenta
demanda por oxigénio durante o processo de nitrificacdo para as formas oxidadas (nitrito e
nitrato), dessa maneira contribui para reducdo do oxigénio dissolvido das aguas (Metcalf e
Eddy, 1991; Wang et al., 2010).

Sob o ponto de vista de salde publica, nitrato e nitrito podem ser responsaveis pelo
desencadeamento de varias doencas. O nitrato, ion nitrogenado mais estavel, é a principal
forma dispersa em aguas e consumida pelos humanos. No entanto, somente apds o nitrato
ser reduzido a nitrito, no interior do corpo humano, é que os problemas de saude s&o
iniciados. O nitrito na corrente sanguinea esta relacionado com a oxidacdo da hemoglobina
saudavel (com Fe?*) para com Fe**, originando a metahemoglobina. O Fe®* ndo permite o
transporte de oxigénio, reduzindo assim, as trocas gasosas no organismo humano (WHO,
2011). O nitrito ainda pode se combinar com aminas secundarias, formando nitrosaminas

com poder mutagénico e carcinogénico (Bitton, 2005; WHO, 2011).



O nitrogénio pode ser inserido nos mananciais por meio de despejos ilegais de aguas
residuarias ndo tratadas, ricas com as formas nitrogenadas, por lancamentos de aguas
residudrias tratadas com concentrac@es residuais de nitrogénio acima das recomendadas pela
legislacdo (BRASIL, 2011) e, também, por entradas difusas por processos de carreamento

superficial nas bacias hidrograficas (Hasler e Swenson, 1967; Porto, 1995).

Como exemplos de aguas residuarias com grandes concentragdes de nitrogénio pode-se citar
os liquidos de fossas sépticas, chorumes de aterros sanitarios, efluentes dos processos
agroindustriais de frigorificos, abatedouros e curtumes, efluentes de industrias alimenticias
e de fertilizantes e os efluentes formados a partir de dejetos animais, criados intensivamente,

como suinos, bovinos e aves (van Hulle et al., 2010).

A remocdo de nitrogénio de aguas residuarias € uma maneira efetiva para reducéo do seu
aporte aos mananciais e, geralmente, a remocao € realizada em sistemas de tratamento

baseados em processos fisico-quimicos e bioldgicos.

Os processos fisico-quimicos, dependendo das caracteristicas da dgua residuaria, removem
eficientemente os compostos nitrogenados, no entanto, sdo dispendiosos. Os custos dos
processos quimicos estdo associados aos produtos quimicos usados na precipitacao,
oxidagdo, adsorcdo e stripping da aménia (Liang e Liu, 2007). Os processos térmicos
necessitam de energia para elevacdo da temperatura a de evaporacdo. A utilizacdo de
processos de filtracdo, como a osmose reversa, depende de energia e das membranas gque sao

geralmente caras e rapidamente desgastadas (IRAR, 2008; Liang e Liu, 2008).

A remocdo bioldgica das formas nitrogenadas de aguas residuarias € comumente realizada
pelo processo convencional de nitrificacdo autotréfica e desnitrificacdo heterotréfica. Nos
sistemas de lodos ativados, comumente utilizados, tem-se custos associados tais como gasto
de energia para promover aeragdo no sistema, fontes externas de carbono inorgénico para
manutencdo da alcalinidade e de carbono orgénico para os organismos desnitrificantes

heterotroficos.

Torna-se importante buscar e combinar processos bioldgicos que removam as diferentes
formas nitrogenadas presentes nas aguas residuarias e que reduzam os custos associados aos
processos bioldgicos convencionais de nitrificacdo e desnitrificacdo e aos processos fisico-

quimicos.



Dessa forma, o processo bioldgico, conhecido como anammox, realizado por bactérias
capazes de oxidar anaerobicamente a amonia usando o nitrito como aceptor final de elétrons,
apresenta-se com potencial promissor para a remocao de nitrogénio de aguas residuarias em
estacdes de tratamento, uma vez que ndo demanda as etapas de aeracdo e de introducédo de
fonte de carbono organico (Mulder, 1992; Strous et al., 1998; Kuenen, 2008).

Desde a descoberta do processo anammox, no inicio dos anos 90, que estudos sao realizados
visando a sua aplicacdo em estagdes de tratamento de aguas residuarias (Kuenen, 2008). No
entanto, ainda que os estudos estejam se consolidando, permanecem desafios basicos para
implementacdo do processo em escala plena. Entre eles, a defini¢do dos limites quanto as
concentragdes dos substratos e oxigénio, diretrizes para controle e monitoramento do
processo e fontes de indculos para partidas dos sistemas (van der Star et al., 2007; Park et
al., 2010; Terada et al., 2011; Kartal et al., 2012; Jenni et al., 2014).

Vale ressaltar que quase todos os projetos de tratamento, em escala plena, envolvendo
remocdo de nitrogénio de &guas residuarias pelo processo anammox encontram-se
localizados na Europa e Asia. Conforme discutido por Sanchez et al. (2014), poucos estudos
sobre a aplicacdo do processo anammox e a habilidade de in6culos em zonas tropicais tém
sido desenvolvidos, e é particularmente importante que se mude esta estatistica dada a
diversidade dessa regido. No Brasil, deve-se buscar fontes de indculos e estudar as condicoes
para o estabelecimento do processo anammox quando esse mecanismo de remocdo de

nitrogénio tornar-se uma alternativa de tratamento tecnicamente viavel.

E, portanto, foco desse trabalho fornecer informacBes, resultantes de pesquisas
experimentais, sobre fontes de indculos para partida de sistemas anammox, enriquecimento
de micro-organismos anammox em culturas em bateladas e ativacdo de biomassa para
partida de sistemas em bateladas visando & remogdo biologica de aménia pelo processo

anammeox.

Além do mais, a aplicacdo das técnicas de biologia molecular para o conhecimento das
comunidades biologicas de reatores tratando aguas residuarias tem auxiliado no
entendimento dos varios processos bioldgicos permitindo a varredura de uma diversidade de
habitats e 0 monitoramento dos sistemas ajustados para a atividade anammox (Jetten et al.,
2005; Sanz e Kochling, 2006; Bae et al., 2010; Hu et al., 2010; Sanchez et al., 2014).



Esse trabalho insere-se dentro da linha de pesquisa remog&o bioldgica de nitrogénio de 4guas
residuarias por meio de processos ndo convencionais articulada ao grupo de Pesquisa
Aplicada a Engenharia Ambiental do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental,
Faculdade de Tecnologia da Universidade de Brasilia. Varios aportes financeiros foram
aplicados a essa pesquisa, 0s diretos como os recursos do Edital MCT/CNPq N° 014/2010 —
Universal para aquisicdo de um reator tipo BioFlo 115, do Edital DPP/UnB 09/2011 para
aquisicao de reagentes para analises moleculares e os indiretos como dos projetos vinculados
Aguas - Pro Centro-Oeste/ 2010 financiado pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia, por
meio do FINEP, CNPQ, CAPES e FAPDF (processo 193.000.489/2011 FAP-DF) e do
CAPES PRODOC/PNPD 02815/09-5) na aquisicdo de reagentes e suprimentos para as

analises moleculares e ibnicas.



2 - OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho de sistemas biologicos ajustados para enriquecimento e atividade dos
micro-organismos responsaveis pelo processo anammox Vvisando compreensdo de
caracteristicas que favorecem a partida de reatores e o estabelecimento do processo

anammeox.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

x Investigar diferentes fontes de indculos provenientes de sistemas naturais e/ou de estagdes
de tratamento de aguas residuarias, caracterizando-0s quimicamente e quanto a presenca de
bactérias quimiolitoautotroficas, sendo elas as oxidadoras anaerdbias de amobnia e as
nitrificantes.

x Definir condi¢des fisico quimicas e operacionais para enriquecimento de biomassa com
micro-organismos anammox para partida dos reatores visando a remogdo de amdnia pelo
processo anammox.

x Avaliar alteracBes na composi¢do das comunidades bacterianas ao longo do periodo de
desenvolvimento e enriquecimento da biomassa por meio de técnicas de biologia molecular.
x Avaliar a utilizacdo e conversao das formas nitrogenadas nos sistemas biolégicos para
avaliacdo dos processos metabolicos predominantes.

x Comparar 0s sistemas bioldgicos com os diferentes indculos quanto a predominancia do
processo anammox para indicacdo de inoculos para uso em partidas de reatores visando a

remocao de nitrogénio pelo processo anammox.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMOCAO DE NITROGENIO

O processo de nitrificacdo para remogdo de nitrogénio de &guas residudrias comegou a ser
utilizado na primeira metade do século 20, com o objetivo de reduzir a demanda por oxigénio
nos rios usados como corpos receptores e eliminar o efeito toxico da amoénia sobre as
espécies aquaticas, conforme discutido por Henze et al. (2008). Dessa forma, os filtros
biol6gicos foram os primeiros sistemas de tratamento para remocéo de cargas organicas e de
nitrogénio em cidades dos Estados Unidos, Europa e Africa do Sul. Posteriormente o
processo de desnitrificacdo heterotrofica, para remocdo de nitrito e nitrato, foi favorecido
com suplementacdo dos sistemas com fontes de carbono organico pelo uso do metanol
(Henze et al., 2008).

Desde entdo a remocédo bioldgica de nitrogénio por meio de uma etapa de nitrificacdo aerdbia
e outra de desnitrificacdo anoxica ficou conhecida como processo convencional para
remocao de nitrogénio de agua residuérias. Atualmente, esse processo é combinado nos mais
variados tipos de reatores (Alvarez-Vazques et al., 2004; Ahn, 2006), como em reatores de
leito fluidizado (Mulder et al., 1995); gas-lift (Dapena-Mora et al., 2004); bateladas
sequenciais (Callado e Foresti, 2000; Ganigué et al., 2007), entre outros (Chen et al., 2009;
Kim et al., 2006).

Geralmente, em esta¢des de tratamento de aguas residuarias, a primeira etapa para a remocao
biol6gica do nitrogénio € o processo de nitrificacdo. Esse processo ocorre com a participacao
de dois grupos de bactérias quimiolitoautotréficas aerdbias, o primeiro grupo de bactérias
oxida a amonia e a converte em nitrito e o0 segundo grupo de bactérias oxida o nitrito e o
converte em nitrato (Mulder et al., 1995; Sliekers et al., 2005). Em sequéncia, o processo de
desnitrificacdo € promovido pelas bactérias heterotroficas que usam o carbono organico
como fonte de carbono e energia e os 6xidos de nitrogénio (NOx) como aceptores de

elétrons.

Nos sistemas de tratamento € possivel arranjos no posicionamento dos reatores de forma a
permitir a ocorréncia da pré-desnitrificacdo seguida da nitrificacdo. Nesse caso, é necessaria

a recirculacdo do efluente do reator de nitrificacdo para o de desnitrificacdo (Dapena-Mora



etal., 2004). Ha também a possibilidade dos processos de nitrificagdo/desnitrificacdo ocorrer
em um dnico reator, bastando haver alternancia de periodos e/ou zonas éxicas e andxicas
(Mulder et al., 1995).

As condi¢des necessarias para que a nitrificacao e a desnitrificacdo ocorram eficientemente
sdo oferta de oxigénio para permitir a nitrificacdo por bactérias quimiolitoautotréficas
aerobias e fonte de carbono orgénico para as bactérias heterotroficas anaerdbias facultativas
responsaveis pelo processo de desnitrificacdo. E ainda necessario que se garanta a
alcalinidade do meio para que a nitrificacdo ocorra com bom desempenho (Ganigué et al.,
2007).

No processo convencional de nitrificacdo autotréfica e desnitrificacdo heterotréfica, os
gastos com energia para aeracao e com fonte externa de carbono sdo estimados em 2,8 kWh.
N kg e 3 kg metanol. N kg?, respectivamente. Nesse processo tem-se ainda como
inconveniente a grande producao de lodo, em torno de 1 SSV kg. N kg (Suneethi e Joseph,
2011).

A busca por processos biologicos e/ou arranjos de sistemas de tratamento que reduzam os
custos e que apresentem boa eficiéncia na remocao das cargas nitrogenadas é cada vez mais
intensa. Varias das novas propostas tecnoldgicas de remocao de nitrogénio ja se encontram
patenteadas (Li et al., 2008; Bagchi et al., 2012). Alguns desses novos processos biolégicos
e arranjos para remoc¢do de nitrogénio das aguas residuarias sdo discutidos a seguir, de
acordo com revisdes publicadas por Schmidt et al. (2003), Ahn (2006) e Bagchi et al. (2012).

O processo de nitrificacdo parcial é a oxidacdo da aménia até nitrito, inibindo-se a oxidagao
subsequente do mesmo (Figura 3.1). Ha varios mecanismos para inibir a oxidacdo do nitrito
a nitrato. Entre eles tem-se o uso da diferenca de energia de ativagdo para oxidagdo da
amonia e do nitrito (68 kJ mol™ e 44 kJ mol?, respectivamente). A maior energia de ativagio
necessaria para a oxidagcdo da amonia torna esse processo mais dependente da temperatura.
Em outro mecanismo, opera-se com menor concentragao de oxigénio em meio com excesso
de amonia. Também, pode-se usar de concentracOes inibitorias de amonia livre e 0xido
nitroso para as bactérias oxidadoras de nitrito (Anthoniesen et al., 1976). Todos esses
mecanismos dificultam o crescimento dos organismos oxidadores de nitrito e tendem a

favorecer os oxidadores de amonia.
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Figura 3.1: Fluxograma mostrando o processo de nitrificacdo parcial seguido por
desnitrificacdo. Os nimeros representam as concentracdes idealizadas das formas
nitrogenadas em percentuais.

O sistema SHARON (Single reactor High activity Ammonium Removal Over Nitrite), faz
uso da diferenca entre as taxas de crescimento dos organismos oxidadores de amonia e nitrito
em temperaturas em torno de 35°C (Hellinga et al., 1998). Nas informacdes constantes em
registros de patentes para aplicacdo desse processo, a dgua residuaria deve ser tratada em
tanques com agitacdo continua sem retencdo do lodo e com tempo maximo de detencédo
hidraulica de 1,5 dias (Dijkman e Strous, 1999). Portanto, os principais parametros
operacionais sdo os tempos de detencdo hidraulica e de retencdo do lodo que devem ser
inferiores as taxas de crescimento dos micro-organismos oxidadores de nitrito (Hellinga et
al., 1998). Ainda, citam-se o pH do licor entre 7,5 a 8,0, concentragdes de oxigénio
dissolvido e de substratos como parametros importantes (Li et al., 2008; Bagchi et al., 2012)

Em outro registro de patente, com base no processo SHARON, observa-se a razdo de 1 entre
amoOnia e bicarbonato para manter a estabilidade do pH do licor e garantir a oxidacdo de 50%
da aménia presente na agua residuaria por nitritacdo em um reator especifico a essa
finalidade (van Loosdrescht e Jetten, 1997) (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Fluxograma mostrando a conversao desejada de aménia por meio do processo
SHARON. Os numeros representam as concentracdes idealizadas das formas nitrogenadas
em percentuais.

Jetten et al. (1999) sugeriram a combinacdo dos processos SHARON e ANAMMOX
(Anaerobic Oxidation of Ammonium), em reatores separados, para tratamento de aguas

L 4



residuarias ricas em amonia. Essa combinac&o é ideal para remover nitrogénio de efluentes

com concentragGes altas de aménia (> 0,5 gN.L™%).

Em situacbes onde ha limitacdo de oxigénio o processo de nitrificacdo € desfavorecido,
podendo ocorrer apenas a conversao parcial da aménia para nitrito devido a inibi¢bes da
biomassa presente. No entanto, tem-se utilizado da limitagdo permanente de oxigénio, em
determinadas estacdes de tratamento de aguas residuarias para conseguir limitar a converséo
do nitrito para nitrato. Buscam-se com isso 0s processos conhecidos como completa remogéo
autotrdfica de nitrogénio sob nitrito (CANON) e remocédo autotrofica de nitrogénio com
limitag&o de oxigénio (OLAND) (Kuai e Verstraete, 1998; Sliekers et al., 2005).

O sistema CANON (Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite) pode ser
definido como a combinacdo do processo de nitritacdo parcial e do processo anaerobio de
oxidacdo da amonia (anammox) em um unico reator aerado (Figura 3.3). Refere-se também
a cooperacdo entre dois grupos de bactérias: as oxidadoras aerdbias de amdnia consomem o
oxigénio e criam condicBes anoxicas para que as bactérias anaerdbias oxidadoras de amdnia
atuem (Sliekers et al., 2002). Os parametros operacionais, oxigénio dissolvido, carga de
nitrogénio aplicavel, espessura do biofilme e temperatura devem ser bem ajustados (Ahn,
2006; Bagchi et al., 2012). Um arranjo do sistema para combinacdo desses dois processos
biolégicos foi patenteado por Dijkman e Strous (1999), ajustando condigdes para
desenvolvimento de granulos que permite a convivéncia simbidtica entre bactérias aerdbias

e anaerdbias oxidadoras de amonia.
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Figura 3.3: Fluxograma mostrando que no processo CANON, em um dnico reator, a
amonia pode ser convertida principalmente em nitrogénio gasoso e nitrato. Os niUmeros
representam as concentracdes idealizadas das formas nitrogenadas em percentuais.

O processo conhecido como NOx ocorre quando se controla e estimula a atividade de
desnitrificacdo por organismos como Nitrosomonas, adicionando-se 6xidos de nitrogénio

em forma gasosa (Figura 3.4). Nesse processo tem-se demandas menores por oxigénio



dissolvido (50%) pois o nitrito é usado como aceptor de elétrons, e por carbono orgénico
(80%), quando comparado ao processo convencional de nitrificagdo e desnitrificacdo. A
quantidade de NOy introduzida é somente em concentragdes tracos servindo como indutores

do processo.
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Figura 3.4: Fluxograma mostrando que o processo NOx é ativado pela presenca de
pequenas concentracdes de 6xidos de nitrogénio. Os nimeros representam as
concentragdes idealizadas das formas nitrogenadas em percentuais. (g = gasoso).

O sistema OLAND (Oxigen-Limited Autotrophic Nitrification and Denitrification) é uma
variante do sistema CANON e nesse sistema a remog¢do de amonia pode ocorrer em um ou
dois estagios, sem adicdo de fonte externa de carbono e em concentra¢cdes de oxigénio
dissolvido inferiores a 0,2 mg OD.L? (Ahn, 2006). Esse sistema possui semelhancas
operacionais com 0 CANON e NOx (Schmidt et al., 2003). Adota-se os discos bioldgicos
rotativos para o desenvolvimento do sistema OLAND em um estagio e os biorreatores de
membranas para OLAND em dois estagios. As etapas de nitrificacdo e desnitrificacdo sdo
conduzidas principalmente pelas bactérias aerdbias e anaerébias oxidadoras de amonia (Kuai
e Verstraete, 1998; Bagchi et al., 2012). A vantagem desse sistema é manter-se estavel em

condicdes de temperatura oscilando entre 22 e 30 °C (Li et al., 2008).

Objetivando a remocéo de todas as formas nitrogenadas e da matéria organica carbonacea
em aguas residuarias, desenvolveu-se um sistema utilizando o processo de oxidagédo
anaer6bia da amoénia (ANAMMOX) no retorno do efluente para um tanque de
desnitrificacdo, tendo sido patenteado o arranjo de trés reatores, onde um distribuidor
encaminha uma parte do fluxo para o reator de nitritacdo e outra parte para o reator de
desnitrificacdo e os fluxos efluentes desses dois reatores sd@o destinados para o reator
ANAMMOX com posterior retorno do efluente desse para o reator de desnitrificacdo (Figura
3.5) (Isaka e Sumino, 2007).
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Figura 3.5: Fluxograma do sistema patenteado (US007267764B2) para remocéo das
formas nitrogenadas e carbonaceas de &guas residuaria.
Adaptado de Isaka e Sumino (2007)

No entanto, de maneira a otimizar sistemas para redugdo de custos no tratamento de &guas
residuarias com altas cargas de nitrogénio, alguns autores sugeriram ainda a simultaneidade
de varios processos em um Unico reator, sistema conhecido como SNAD. Chen et al. (2009)
conseguiram boa eficiéncia de remocao de nitrogénio e carbono organico operando discos

bioldgicos rotativos (RBC) em escala experimental.

O sistema SNAD (Simultaneous partial Nitrification, Anaerobic Ammonium oxidation and
Desnitrification) é conduzido pela coexisténcia de bactérias nitrificantes, anammox e
bactérias desnitrificantes heterotréficas em um mesmo reator. As grandes vantagens desse
sistema sdo remoc¢do de todas as formas de nitrogénio presentes numa agua residuaria e
também reduzir o carbono organico necessario a desnitrificacdo classica (Wang et al., 2010;
Lan et al., 2011). Os granulos que se desenvolvem em sistemas SNAD apresentam-se com

diametro de 5mm e coloracdo vermelha, indicativa da atividade anammox (Figura 3.6).

Figura 3.6: A) Granulos da biomassa com as bactérias aerdbias oxidantes de amonia, as
anaerdbias oxidantes de amonia e as desnitrificantes. B) Granulos com didmetro médio de
5mm (Wang et al., 2010).
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Ocorrem, ainda, duas variantes de processos para remocao de nitrogénio combinando-se a
nitritacdo, a oxidacdo anaerobia da amdnia e/ou desnitrificacdo autotrofica, sendo eles o
DEAMOX (DEnitrifying AMmonium OXidation) e BABE (Bio-Augmentation Batch
Enhanced) (Bagchi et al., 2012). No DEAMOX néo é requerida a etapa da nitritacao parcial,
pois é introduzida a reducdo do nitrato (NOs’) a nitrito usando o sulfeto como doador de
elétrons conforme equacdo 3.1. Esse processo € recomendado para o tratamento de aguas
residudrias com concentracdes de nitrogénio e de sulfetos, como exemplo os efluentes dos
processos industriais de producdo de fermentos (Kalyuzhnyi e Gladchenko, 2009). Esse

processo tecnoldgico é proposto num arranjo de trés reatores (Figura 3.7).

NO; +0,25HS™ - NO; +0,2550; + 0,25H"
(Equacéo 3.1)

Reator NO3:NOy

Nitrificante
S

e
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Anaerdbio (RA) DEAMOX - TRATATO

Figura 3.7: Fluxograma mostrando o processo DEAMOX.
Adaptado de Bagchi et al. (2012).

No arranjo tecnoldgico proposto, um afluente rico em aménia (NH.) e enxofre (S organico)
é usado para alimentar um reator anaerobio que, apds o tempo necessario de detencdo
hidraulica, converte o enxofre organico em sulfetos. O efluente do reator anaerobio é
dividido para duas linhas que alimentam cada qual um reator nitrificante convencional
responsavel pela conversdo da amonia em nitrito e nitrato e o reator DEAMOX. Nesse ultimo
reator, que também recebe o efluente do reator nitrificante, tem-se a combinacdo dos

substratos necessarios (NH4* e NO>) a reagdo anammox (Kalyuzhnyi e Gladchenko, 2009).

O processo BABE baseia-se na utilizagdo de um reator, na linha de recirculagdo do lodo, no
qual se promove o desenvolvimento dos micro-organismos nitritantes (bio-amplificacéo) e
concomitantemente a acumulacgdo de nitrito que retorna para o reator anaerobio e garante a
razdo estequiométrica necessaria para o processo de oxidacao anaerébia da amonia (Figura
3.8).
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Figura 3.8: Fluxograma mostrando o processo BABE.
Adaptado de Bagchi et al. (2012).

Como apresentado anteriormente, varios sistemas como SHARON, CANON, OLAND,
SNAD, DEAMOX e BABE séo projetados para permitir o desenvolvimento de um grupo de

micro-organismos capazes de oxidar a aménia tendo o nitrito como aceptor de elétrons.

Portanto, no processo ANAMMOX (Anaerobic Oxidation of Ammonium), ocorre a oxidacao
da amdnia para gas nitrogénio usando o nitrito como aceptor de elétrons (Figura 3.9). Para
cada mol de aménia a ser convertida é necessario 1,32 mol de nitrito (Strous et al., 1998) e,
por isso, as concentracGes de amdnia e nitrito no afluente devem ter relacdo de 1:1 (Ahn,
2006). Essa rota metabdlica havia sido considerada termodinamicamente possivel por Broda
em 1977. No entanto, a primeira descricdo da ocorréncia da oxidagdo anaerdbia da aménia
em sistemas de tratamento de &guas residuarias foi realizada por Mulder et al. (1995).

Os micro-organismos responsaveis por esse processo metabolico pertencem ao grupo dos
Planctomycetes (Strous et al., 1998; Strous et al., 1999). Com essa descoberta obteve-se uma
melhor compreenséo do ciclo do nitrogénio (Vlaeminck et al., 2011), apresentando mais um
mecanismo da oxidacdo da aménia e consequente remocdo de nitrogénio de &aguas

residuarias.

NH,; /NOy N2/NO3
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Figura 3.9: Fluxograma mostrando que numa relagdo molar aproximada de 1:1 entre
amonia e nitrito por meio do processo ANAMMOX ¢é possivel a oxidacao anaerdbia da
amonia. Os nimeros representam as concentracdes idealizadas das formas nitrogenadas em
percentuais.
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Vislumbrando a utilizagdo da rota metabdlica anammox no tratamento de aguas residudrias,
foi patenteada a aplicacdo do processo de desnitrificacdo autotrofica combinada com o ion
amonio, tendo-se como vantagens a reducdo do oxigénio e carbono organico aplicados no
sistema (Mulder, 1992).

No primeiro registro de patente utilizando-se o processo ANAMMOX para remogéo de
amonia de aguas residudrias julgava-se que o ion oxidante fosse preferencialmente o nitrato
(Mulder, 1992). Posteriormente, ficou comprovado que 0 processo anammox ocorria

preferencialmente com o nitrito como aceptor de elétrons (Strous et al., 1998).

A principal limitagdo para utilizacdo efetiva do processo ANAMMOX em sistemas de
tratamento para remocao de nitrogénio é o tempo requerido para a partida dos reatores, ainda
que todas as condi¢cbes estejam ajustadas ao desenvolvimento dos micro-organismos
responsaveis pelo processo. Esse tempo de partida esta associado as taxas lentas de
crescimento das bactérias anammox (Strous et al., 1998) e, por isso, exigindo sistemas com
eficiente retencdo celular (Schmid et al., 2005). As configuragdes de reatores como os de
lodos ativados (Mulder, 1992), leito fixo (Mulder, 1992; Strous et al., 1997), leito fluidizado
(Mulder, 1992; van de Graaf et al., 1996), bateladas sequenciais (Strous et al., 1998; Dapena-
Mora et al., 2004; Ganigué et al., 2007; Kartal et al., 2011), reatores de gas-lift (Dapena-
Mora et al., 2004), discos rotativos (van de Graaf et al., 1996; Egli et al., 2003; Windey et
al., 2005) foram utilizados com sucesso para desenvolvimento dos micro-organismos

anammeox.

Os desafios para aplicacdo desse processo em sistemas plenos sdo justamente a estratégia de
partida de reatores visando reduzir o tempo de emergéncia da atividade e a estabilizacéo da
eficiéncia do processo anammox (Terada et al., 2011). A eficiéncia na remocao de nitrogénio
pelo processo anammox depende do enriquecimento das bactérias, as quais requerem um
periodo entre 180 a 280 dias nos reatores para representarem entre 70 a 80% da comunidade
microbiana (Kartal et al., 2012).

Vale ressaltar que quase todos os projetos de tratamento, em escala plena, envolvendo
remocdo de nitrogénio de &guas residuarias pelo processo anammox encontram-se
localizados na Europa, Asia e, recentemente nos Estados Unidos (Mundz et al., 2007; Bagchi
et al., 2012; Lackner et al., 2014). No Brasil, devem-se buscar fontes de indculos a serem
adotados para quando esse processo se tornar uma alternativa de tratamento tecnicamente

viavel. Além do mais, as temperaturas mesoéfilas, ocorrentes durante quase todo 0 ano no
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Brasil, favorecem a aplicagdo dessa tecnologia em escala plena (Aiyuk et al., 2006; Sdnchez
etal., 2014).

Os trabalhos ja realizados no Brasil testaram indculos para partidas de reatores anammox
oriundos de lagoa de estabilizacdo tratando efluente de abatedouro de frangos e suinos
(Reginatto et al., 2005), de sistemas de lodos ativados tratando esgotos domeésticos
(Reginatto et al., 2005; Araujo et al., 2010), de sistemas de tratamento de dejetos suinos
(Kunz, 2007; Schierholt Neto, 2007), de reatores nitrificantes/desnitrificantes tratando
efluentes de industria produtora de aminoacidos e UASB tratando efluente de abatedouro de
aves (Martins, 2007), de lagoas de polimento, wetlands plantados e ndo plantados e de reator
UASB tratando esgotos domésticos (Costa, 2013a), de diversas partes do sistema de
tratamento de efluentes de refinaria de petréleo, composto por lagoas aeradas, discos
rotativos e lagoa de estabilizacdo (Costa, 2013a). Em todos esses estudos, somente apds 200
dias de operacdo dos reatores, é que foram atingidas eficiéncias significativas de remogéo
de nitrogénio pelo processo anammox, mas em sistemas operados com baixas cargas de

nitrogénio aplicadas.

A partir desses estudos, confirma-se a ubiquidade dos micro-organismos anammox (Kartal
et al., 2012; Bagchi et al., 2012), no entanto, o0 tempo gasto requerido para efetivacdo do
processo anammox demonstra a necessidade de continuar a busca por inéculos e condi¢Ges

que acelerem a partidas dos sistemas visando a remoc¢do anaerdbia das formas nitrogenadas.

Existem vantagens econdmicas e ambientais significativas para adoc¢do do processo
anammox como forma de tratamento de aguas residuarias para remocao de nitrogénio, sendo
elas: reducdo de 90% dos custos operacionais devido a reducdo da aeracdo e aporte de
carbono orgénico nos sistemas e menor area requerida para instalagdo de reatores anammox
(Vives et al., 2007; Gao et al., 2011). Tem-se, ainda, menor producdo de lodos devido a
baixa velocidade de duplicacéo das bactérias anammox (Kim et al., 2006; Jetten et al., 2009;
Wang et al., 2010). Além do mais, a vantagem ambiental da diminui¢do, em média, de 90%
das emissdes de gases relacionados ao efeito estufa, pois, o processo ndo emite N2O e ainda
consome o0 CO. (Abma et al., 2010; Kartal et al., 2012).

No estudo de Munoz et al. (2007) é apresentada a estimativa de custo para remocao do

nitrogénio amoniacal de aguas residuarias por diferentes sistemas (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1: Custo estimado (R$/kg N) para remogé&o de nitrogénio amoniacal de aguas
residuérias por meio de diferentes processos.

Processo Custo estimado
(R$/ kg N)
Sharon ¢ 5,273
Anammox 2 2,44 23,86
Sharon-Anammox 3,89a4,64°
Nitrificagdo/Desnitrificagcdo convencionais 8,08 a 15,80 °
Tratamentos fisico-quimicos 15,80 a 39,68 °

1Single reactor High activity Ammonium Removal Over Nitrite; 2Reacéo de oxidagdo da amdnia, sob condigdes
anoxicas, tendo o nitrito como aceptor de elétrons; *Fonte: Fundagéo Stowa (2001). Estimativa dos custos para
uma unidade de ETE com capacidade de tratamento de 500.000 habitantes. “Fonte: Centro avangado de
tratamento de aguas residudrias da Universidade de Queensland na Australia (2005). SFonte: Grontmij
Nederland (2004); SFonte: Fundagdo Stowa (2001) adaptado de Mundz et al., 2007. A conversio de moedas
foi realizada de acordo com a cotagdo do Banco Central do Brasil em 30/06/2015: 1 EURO/EUR (978) =
3,5080 REAL BRASIL/BRL (790).

Em recente publicacdo, levantaram-se pelo menos 100 estacbes de tratamento, em escala
plena, utilizando da combinag&o de nitritacdo parcial e anammox para a remogéo de amonia
de &guas residuarias, confirmando-se o0 processo anammox como solucdo biotecnolégica

para remocao de nitrogénio (Lackner et al., 2014).

Ressalta que entre essas estacles de tratamento, destacam-se 0s sistemas com reatores em
bateladas sequenciais (RBS) como a tecnologia mais empregada, em mais de 50% dos casos.
Entre todas as instalacbes configuram-se os sistemas de um estagio (88%) e tratando

especialmente esgotos urbanos (75%) (Lackner et al., 2014).

3.2 - INOCULOS PARA PROCESSO ANAMMOX

Desde a descoberta da atividade anammox em reatores de nitrificacdo/desnitrificacdo em
uma estacdo de tratamento de &guas residuérias na Holanda por Mulder et al. (1995), varios
estudos foram desenvolvidos buscando o conhecimento dos micro-organismos envolvidos,
0s aspectos operacionais dos reatores para favorecer a atividade anammox, entre outros. De
acordo com alguns estudos, que revisaram a maioria das publicacdes cientificas sobre esse

processo, indicam os desafios para area, sendo principalmente a estratégia de partida de
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reatores visando reduzir o tempo de emergéncia da atividade, estabilizacdo e eficiéncia do
processo anammox (Terada et al., 2011; Bagchi et al., 2012, Jenni et al., 2014).

A composicdo do inoculo parece ser determinante no tempo de partida de reatores com
atividade anammox e esta relacionada com a origem do inoculo (Terada et al., 2011).
Tsushima et al. (2007b) demonstraram que a abundancia de organismos anammox e a
relagdo carbono e nitrogénio (C/Ntal) do indculo influenciam no tempo de estabelecimento
da atividade anammox e na taxa de remogéo de nitrogénio. Assim, quanto maior o niumero
de copias de genes relacionados a micro-organismos anammox, comprovando a maior
abundancia desses organismos e menor valor na relagdo C/Niwta, mais rapidamente

consegue-se a partida de reatores visando a atividade anammox.

Diferentes inoculos foram testados buscando-se avaliar o tempo de partida de reatores
visando a atividade anammaox pelas bactérias autotroficas do grupo Planctomycetes. Vives
et al. (2007) utilizaram uma mistura de biomassas oriundas de sistemas de lodos ativados,
de estacdo de tratamento de chorume e de esgoto municipal e registraram estabilidade do
processo anammox somente apds 225 dias. Em outro estudo foi utilizado lodo proveniente
de um sistema convencional de lodos ativados que trata esgoto doméstico da cidade de Belo
Horizonte (MG), para enriquecimento de bactérias anaerdbias oxidadoras de amoénia, e
verificou-se 0 aumento na abundancia de tais micro-organismos anammox com a

consequente atividade anammox ap6s 125 dias (Aradjo et al., 2010).

Chamchoi e Nitisoravut (2007) testaram indculos a partir de lodos de UASB, lodos ativados
e lodo de digestdo anaerObia em reatores em bateladas sequenciais (RBS) para
enriquecimento de micro-organismos anammox. Apds 4 meses de operagdo registraram
atividade anammox com eficiéncia na remocao de amoénia em torno de 80% para todos 0s
indculos testados quando afluente cerca de 90 mg.L ™! nitrogénio total. No entanto, 0 RBS
inoculado com lodo de UASB apresentou uma menor populagdo anammox, quando

comparado aos outros reatores inoculados com os demais lodos.

Também, foram testados inoculos a partir de biomassas oriundas de estagdes de tratamento
com altas cargas de nitrogénio. Martins (2007) utilizou biomassa de reator nitrificante /
desnitrificante de uma estacdo de tratamento de &gua residuéria de industria produtora de
aminoéacidos e de lodo granular de reator UASB de abatedouro de aves, ambos localizados

no Brasil. No entanto, as condi¢fes de operacao dessas estacdes ndo favoreciam os micro-
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organismos anammox.

Nos estudos visando a remocéo de nitrogénio pelo processo anammox, a biomassa passa por
estagios durante a partida dos reatores, até que apresente eficiéncia na remocao da amonia.
Esses estagios sdo conhecidos como crescimento e enriquecimento (Tao et al., 2013). Ao
longo da partida dos reatores diferentes pardmetros operacionais devem ser adotados a fim
de que ndo ocorram inibi¢cdes devido as concentracbes das diferentes formas de nitrogénio e

de outras substancias.

Em vérias pesquisas, usando diferentes indculos, foram obtidos resultados diferenciados no
tempo de partida e na estabilizacdo do processo anammox. Na maioria dos estudos, o inicio
da deteccdo de atividade anammox sé foi registrado a partir de 60 dias da inoculacdo nos

sistemas.

Os estagios de partida dos reatores, crescimento e enriquecimento, sdo geralmente longos.
Vives et al. (2007) detectaram atividade anammox em um reator de batelada sequencial a
partir do sexagésimo dia do inicio da operacao do reator e gastaram mais 145 dias no estagio
de enriquecimento. Araujo et al. (2007) relataram que em um RBS, utilizando-se in6culo
proveniente de sistemas de lodos ativados, foram necessarios 25 dias para cessar a atividade

desnitrificante por bactérias heterotroficas e mais 62 dias para a etapa de enriquecimento.

Martins (2007), operando quimiostatos, registrou que apds cerca de 136 dias as
concentracdes dos parametros analisados amonia, nitrito e nitrato apresentaram padrées que
demonstravam inicio da estabilizacdo do processo anammox. Mas somente a partir de 272
dias de operacéo foi que o pesquisador observou eficiéncias em torno de 70% na remogéo

de amoOnia e nitrito.

O modo de crescimento da biomassa, se suspensa ou imobilizada, pode contribuir para
acelerar a partida de reatores. Chamchoi e Nitisoravut (2007) desenvolveram seus
experimentos com biomassa suspensa em reatores de bateladas sequenciais e conseguiram,
apos quatro meses, obter eficiéncia na remo¢éo de aménia acima de 70%. Van de Graaf et
al. (1996), trabalhando com um reator de leito imobilizado, obtiveram remogé&o de amonia
acima de 70% somente ap0s sete meses de operacdo. Em sistemas com biomassa suspensa
ocorre uma melhor distribuicdo do substrato e consequentemente redugdo no tempo de

partida.
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A utilizagdo de biomassa ja enriquecida com micro-organismos do grupo Planctomycetes
ndo € garantia para a rapida partida de sistemas anammox. Dapena-Mora et al. (2004)
realizaram experimentos para avaliacdo da atividade anammox usando biomassa ja
enriquecida, oriunda de um RBS em escala de bancada, e conseguiram remover amonia e
nitrito partir da montagem do sistema. No entanto, quando se utilizou biomassa oriunda do
reator que se detectou pela primeira vez a atividade anammox, na Holanda, ou seja, com
micro-organismos aclimatados, demorou-se mais de 90 dias para se obter eficiéncia na

remocao de amonia (Jetten et al., 1999).

Tsushima et al. (2007a) estudaram o sucesso de enriquecimento de culturas anammox em
sistema de semi-bateladas. Agua residudria sintética, com os substratos amonia e nitrito, foi
usada para alimentar as culturas. O sucesso no enriguecimento e remogao dos compostos
nitrogenados s6 foram obtidos apos 0 340° dia. Depois desse periodo de aclimatacdo, foi
determinado o tempo de duplicacdo para essas culturas como sendo de 4,3 dias. A biomassa
utilizada nas culturas foi oriunda de discos rotativos submersos, em escala de bancada,
operados para avaliar o efeito da relacdo C/N na distribuicdo espacial de micro-organismos

nitrificantes e heterotréficos no biofilme (Okabe et al., 1995).

Estudos realizados para avaliar a remocdo de nitrogénio de aguas residuarias ou de meios
sintéticos por processo anammox e que obtiveram eficiéncias de remocao superiores a 95%
do nitrogénio total usaram biomassa aclimatada as condicGes Otimas para as bactérias

anammox por mais de 3 anos (Jetten et al., 1999, Dapena-Mora et al., 2004).

Em um estudo, usando in6culos a partir de lagoa aerada tratando efluente de refinaria de
petroleo e de wetland construido tratando esgoto doméstico em biofiltros anaerdbios, em
escala de bancada, foi possivel atingir eficiéncias acima de 98% para remocao de nitrogénio
pelo processo anammox apos 300 dias, com cargas aplicadas de 0,550 e 0,350 kg N.m3dia"

! de aménia e nitrito, respectivamente (Costa, 2013a; Costa et al., 2014).

A deteccéo de micro-organismos e atividade anammox em amostras de ambientes naturais
combinada com as informacdes das condi¢cBes ambientais pode facilitar a procura por outras
fontes de biomassa para serem usadas como indculos em reatores em escala de bancada,
piloto e plena (Schmid et al., 2005). As interfaces 6xicas/andxicas de muitos sedimentos
naturais e ambientes antropizados mostram-se como habitats ideais para 0s micro-

organismos oxidadores anaerobios de amonia (Jetten et al., 1999).
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Costa (2013a) registrou a presenca de micro-organismos anammox, por analise de biologia
molecular, em 23 amostras de lodos extraidos em sistemas de tratamento de esgotos, tais
como lagoas de polimento, reatores UASB, wetlands construidos plantados (Typha latifolia)
e ndo plantados e, ainda, em sistemas de tratamento de efluentes de refinaria de petrdleo

composto por lagoa aerada, biodiscos e lagoas de polimento localizados no Brasil.

Dessa forma, utilizar biomassas oriundas de ecossistemas naturais ou artificiais, onde ocorre
a presenca de altas concentracGes de nitrogénio amoniacal e onde os fatores ambientais
favorecam o desenvolvimento de micro-organismos anammox pode reduzir o periodo de
tempo gasto na partida de reatores visando a atividade anammox. Tsushima et al. (2007b)
demonstram que quanto menor a relagdo carbono/nitrogénio nos inéculos melhor € a
resposta de enriquecimento e atividade anammox. Da mesma maneira, concentracdes de
amoOnia e nitrito e a auséncia de oxigénio sdo condicdes para a ocorréncia do processo de
oxidacdo anaerdbia da aménia pelo mecanismo anammox (Jetten et al., 1999). Alguns outros
aspectos ambientais, tais como alto potencial redox e baixas concentracfes de sulfetos séo
importantes em inoculos para o desenvolvimento dos organismos anammox (Sanchez-
Melsio et al., 2009).

Sanchez-Melsi6 et al. (2009) demonstraram que bactérias como “Candidatus Brocadia
anammoxidans” foram detectadas em varias culturas para enriquecimento anammox cujos
indculos foram coletados em diversos ambientes com condi¢fes variando nas concentragdes

de nitrito, aménia, salinidade, sulfeto de hidrogénio, entre outros fatores.

Conforme indicado, 0s micro-organismos anammox sdo espécies ubiquas (Bagchi, et al.
2012; Kartal et al., 2012) e, dessa forma, os ambientes naturais como 0s mangues nas regides
costeiras brasileiras e as veredas do cerrado reinem condi¢Ges que podem abrigar 0s
organismos anammox. Também, sistemas de tratamento de efluentes de
frigorificos/abatedouros e lagoas de chorume, devido as caracteristicas dessas aguas
residuérias, podem oferecer boas condi¢cdes para o desenvolvimento dos organismos
anammox. Nas regifes tropicais, sedimentos de lagos e lagoas que recebem contribuigdes
de nutrientes por carreamento das bacias hidrograficas podem também servir de habitats

para o desenvolvimento de micro-organismos anammox.

Em mangues, as atividades microbioldgicas sdo processos chaves para a alta produtividade

desses ecossistemas (Li et al., 2010). Espécies de arqueias e bactérias foram descritas em
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mangues e identificadas como as principais no processo de oxidacdo de amodnia nesses
ambientes. Foram investigadas a diversidade filogenética, a distribuicdo e abundancia de
arqueias e bactérias oxidadoras de aménia, relacionando com a presenca de arvores de
mangue e com a profundidade no sedimento. A concentracdo de aménia (NH4) foi o fator
principal na distribuicdo das arqueias oxidadoras de amonia, enquanto a distancia da
vegetacdo do mangue e a salinidade foram os fatores mais importantes para a distribuicéo
das bactérias oxidadoras de aménia. Também, a coexisténcia de bactérias anammox

apresentou correlacdo positiva com as arqueias oxidadoras de amonia (Li et al., 2010).

Foi investigada a resposta de sedimentos e lodos de diferentes origens ao enriquecimento
das bactérias anammox em sistemas de culturas em bateladas. Sanchez-Melsié et al. (2009)
avaliaram a atividade e 0s organismos anammoXx presentes em culturas em bateladas
oriundas de 13 diferentes inOculos testados: sedimentos a partir de ambientes lacustres,
lagoas salobras, ambientes costeiros, wetlands construidos e lodos de digestores anaerobios
(3 in6culos) e de SBR anoxicos (6 indculos). Pela andlise da relacdo estequiométrica
anammox, somente 6 culturas, provenientes de dois ino6culos de SBR andxicos, de lagoa
salobra, de wetland construido e de dois inoculos de digestores anaerobios, apresentaram

respostas em termos de atividade anammox.

Schierholt Neto (2007) testaram dois in6culos provenientes de sistemas de tratamento de
dejetos de suinos em reatores tubulares com meio suporte, em escala de bancada, para
atividade anammox. A selecdo desses indculos baseou-se no fato que biomassa adaptada a
tratamento de efluentes com altas cargas de nitrogénio, como é o caso dos dejetos suinos
(faixa de 2150 a 8100 mg NTK.L? e 1420 a 3400 mg NHa.L™?), pudessem apresentar uma
diversidade de micro-organismos anammox e assim desenvolver-se em sistemas visando a

atividade anammox.

A origem dos in6culos utilizados por Schierholt Neto (2007) foi o lodo bioldgico de uma
lagoa experimental desativada onde se desenvolvia um sistema de aeracdo intermitente e o
lodo de um decantador secundario de uma estacdo de tratamento de dejetos de suinos
localizadas no Brasil. Esses indculos passaram por uma etapa de aclimatagdo (63 dias) de
forma a lavar e eliminar o maximo possivel de microrganismos competidores ou substancias

que pudessem prejudicar o desenvolvimento dos micro-organismos anammox.

Schierholt Neto (2007) avaliaram a atividade anammox por meio dos coeficientes
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estequiométricos globais encontrados a partir da avaliacdo dos produtos efluentes dos
reatores testados. Esses autores encontraram razdes estequiométricas muito proximas as
citadas na literatura para a atividade anammox (1 mol NHs" e 1,31 mol NO2 consumidos
para 1,05 mol de N2 e 0,22 mol NOs™ produzidos) (Strous et al. 1998). A confirmacéo dos
micro-organismos anammoX ocorreu com os resultados obtidos por anélises de biologia
molecular. Ainda, o reator inoculado com lodo proveniente da lagoa desativada apresentou
melhor desenvolvimento para a atividade anammox removendo maiores cargas de nitrogénio
[em torno de 290 mg N.L dia].

Para o desenvolvimento dos organismos anammox deve-se observar as relagdes simbioticas,
ou seja, como as bactérias anammox interagem com outros micro-organismos, a exemplo
das bactérias aerdbias nitritantes (Sanchez-Melsio et al., 2009). Portanto, compreender as
relacBes que ocorrem entre uma comunidade de micro-organismos é chave para 0 sucesso

da aplicacdo dos mesmos nos sistemas de tratamento de aguas residuarias (Tao et al., 2013).

Destaca-se que as bactérias nitrificantes apresentam boa adaptacdo as baixas concentragoes
de oxigénio nas interfaces dxicas-andxicas. Em ambientes anoxicos, podem reduzir nitrito
para N2O e N2 quando o piruvato e o hidrogénio atuam como doadores de elétrons. No
entanto, as bactérias anammox apresentam taxa especifica de oxidacdo anaerdbia 50 vezes

mais rapida dos que as bactérias aerdbias oxidadoras de amdnia (Sliekers et al., 2005).

Na Tabela 3.2 é apresentada uma sistematizacdo de algumas pesquisas com micro-
organismos e atividade anammox que testaram biomassas oriundas de indculos de habitats
naturais e antropizados, adotaram reatores como modelos de sistemas, avaliaram tempo para
inicio e estabilizacdo da atividade anammox, definiram parametros operacionais e que
obtiveram sucesso no estabelecimento do processo anammox avaliado pelas taxas de
remoc&o de nitrogénio. Em todos os experimentos, apresentados na Tabela 3.2, foi utilizada

agua residudria sintética nos sistemas bioldgicos testados.
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Tabela 3.2: Indculos e sistemas usados para enriquecimento e atividade anammox.

Origem do Ind6culo / Sistema Tipo de Inicio da atividade Estabilizacdo da  Taxa de remocéo de Referéncia
sistema anammox atividade anammox nitrogénio apo6s
testado estabilizacdo
(kg N.m=3d?)
x Lagoa de sedimentacdo tratando efluente de usina de RBS®@ 35-60 dias 90 dias 2,1 Sanchez et al., 2014
processamento de cana de aglicar
x |agoa aerada tratando efluente de refinaria de petréleo @ Biofiltros 50 a 300 dias 300 dias 0,550 Costa, 2013a
x Wetland construido tratando esgoto doméstico anaerdbios @ 55 a 145 dias 210 dias 0,350 Costa et al., 2014
x Tanque anoxico tratando esgoto doméstico Bioreator com 80 dias 175 dias 0,800 Tao et al., 2013
membranas @
x Reator anaerobio tratando efluente de industria processamento  Frascos com 71 dias 130-140 dias NA Suneethi e Joseph,
vegetais culturas em 2011
bateladas
% Bioreator com membranas testado com &gua residuéria RBS @ 49 dias 60-90 dias NA Wang et al., 2011
sintética @
x Lodos ativados tratando esgotos domésticos RBS @ 87 dias 125 dias NA Araujo et al., 2010
x RBS aerobio tratando efluentes de abatedouros e de dejetos ) Frascos com 35 dias 70 dias 0,140 Bae et al., 2010
x Sistema A20 tratando esgoto doméstico @ culturas em
A) reator anaer6bio bateladas 35 dias 70 dias 0,140
B) reator andxico 35 dias 70 dias 0,140
C) reator dxico 50 dias
x Discos rotativos tratando dejetos animais @ ND ® ND ®
x Reator bateladas sequenciais andxico tratando esgotos  Frascos com 90 dias - NA Sanchez-Melsio et
domésticos @ culturas em al., 2009
% Lodo de lagoas salobras bateladas 365 dias -
% Lodo de wetlands construidos tratando esgotos domésticos 365 dias -
x Reator anaerdbio tratando esgoto doméstico @ 365 dias -
% Lagoa desativada tratando dejetos suinos Reatores - 100 dias 0,290 Schierholt Neto,
x Decantador secundario tratando dejetos suinos @ tubulares com - 82 dias 2007
meio suporte
x Lodo de UASB® @) RBS © 90 dias 120 dias NA Chamchoi e

x Lodos Ativados @
x Lodo de Digestor M)

Nitisoravut, 2007

Continuacao tabela 3.2 na préxima pagina
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Continuacdo Tabela 3.2: Indculos e sistemas usados para enriquecimento e atividade anammox.

Origem do In6culo / Sistema Tipo de Inicio da atividade Estabilizacdo da  Taxa de remocéo de Referéncia
sistema anammox atividade anammox nitrogénio apos
testado estabilizacdo
(kg N.m=3d?)
x Lodos Ativados tratando efluente combinado de esgoto e RBS © 70 dias 225 dias NA Vives et al., 2007
chorume @
x Discos Rotativos Submersos testando agua residudria sintética Semi- - 340 dias 0,700 Tsushima et al.,
@ bateladas 2007a
x Reator nitrificante / desnitrificante tratando efluente industria Quimiostato 136 dias 274 dias 0,043 Martins, 2007
de aminoacidos @
x Lodo de UASB tratando efluente de abatedouro de aves ® ) 136 dias 274 dias 0,043
x Reatores com membranas tratando esgoto doméstico © Frascos com ND © ND © ND © Tsushima et al.,
x Bacia de desnitrificagdo tratando esgoto doméstico @ culturas em 223 dias - 0,032 2007b
x Discos rotativos nitrificantes tratando chorume @ bateladas 171 dias - 0,004
x Valas de OxidagAo tratando esgoto doméstico @ 64 dias - 0,054
x Bacia de desnitrificacdo tratando esgoto doméstico @ 143 dias - 0,044
x Valas de Oxidacdo tratando esgoto doméstico @ 203 dias - 0,026
x Digestor Anaerdbio tratando esgoto doméstico 107 dias - 0,039
x Tanque de Aeracdo tratando lodo de fossas ) 54 dias - 0,058
x Bacia de desnitrificacdo tratando lodo de fossas @ 69 dias - 0,048
x Discos rotativos tratando esgoto doméstico @ ND ® ND ® ND ®
x Bacia de desnitrificagdo tratando esgoto doméstico @ 37 dias 100 dias 0,083

@ EPL: escala plena; @ EBA: escala bancada; ® EPI: escala piloto; ® UASB: Reator Anaerdbio de Manta de Lodo e Fluxo Ascendente; ® ND: Ndo Detectado; © NA: N&o

Apresentado
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Portanto, tendo-se o conhecimento das condigdes e parametros operacionais que resultaram
em sucesso na estabilizacdo da atividade anammox e das condi¢Bes limitantes ao
desenvolvimento e crescimento das populacdes de micro-organismos anammox pode
contribuir para novas pesquisas buscando indculos em habitats naturais ou antropizados. O
Brasil, devido a sua extensdo territorial e diversidade de condi¢cBes ambientais, permite a
ocorréncia de uma grande diversidade bioldgica e, assim, testar a viabilidade de diferentes
indculos para a atividade anammox é importante para quando essa alternativa de tratamento
se tornar predominante. Dessa forma, sedimentos de lagos, sistemas anaerdbios e
facultativos para tratamento de efluentes de abatedouros e lagoas de acumulagéo de chorume
parecem reunir condigdes para o estabelecimento e crescimento de micro-organismos

anammeox.

Além do mais, o estudo da viabilidade de novos indculos para aplicacdo em processos
bioldgicos visando a atividade anammox pode ampliar o espectro genético, ecoldgico e de
micro-organismos existentes e pode auxiliar no monitoramento dos sistemas de tratamentos

de &guas residuérias.

3.3 - MICRO-ORGANISMOS ENVOLVIDOS NA REMOCAO DE NITROGENIO

As biomassas constituintes dos sistemas de tratamentos bioldgicos para remocdo de
nitrogénio sdo compostas por uma diversidade de micro-organismos, principalmente dos

Dominios Bacteria e Archaea, que podem interagir em relagcdes simbidticas e competitivas.

Os micro-organismos sdo empregados no tratamento de aguas residudrias, pois podem
utilizar uma série dos componentes presentes nesses efluentes como substratos para 0s seus
processos metabdlicos. O nitrogénio, um dos principais poluentes em aguas residuarias, pode
apresentar-se em diferentes estagios de oxidacdo, favorecendo a oxidacéo e/ou reducao por
processos diferentes (Figura 3.10).
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Figura 3.10: Principais estados de oxidacao do nitrogénio e processos bioldgicos possiveis
para a oxidacao e/ou reducdo. Fonte: Adaptado de http://www.aresta.jawnet.pl/ (acesso em
10 de margo de 2011).

Os diferentes organismos realizam os seus processos metabdlicos pelas mais diversas rotas
metabolicas (Tortora et al., 2005; Madigan et al., 2010). Essa diferenciacdo quanto ao tipo
de substrato necessario e a forma de obtencdo de energia é que torna tdo importante a
presenca de uma comunidade de micro-organismos atuando nos processos de tratamento.
Diferentes rotas metabdlicas e enzimas envolvidas na ciclagem de nitrogénio por micro-
organismos estdo apresentados na Figura 3.11, conforme proposto por Vlaeminck et al.
(2011).

Ha trés grupos principais de bactérias quimiolitoautotréficas que podem ser utilizadas para
remogédo de nitrogénio de aguas residudrias: as bactérias aerobias oxidadoras de amonia
(BOA), as bactérias aerobias oxidadoras de nitrito (BON) e as bactérias anaerobias
oxidadoras de amdnia (Schmidt et al., 2003). Todas obtém energia para o crescimento
microbiano a partir de compostos inorganicos de nitrogénio. Destaca-se a possibilidade de

nitrificagdo por outros grupos de bactérias e Archaea heterotrdficas e mixotroficas.

26



e
-
e

- Catabolic | 15
—» Anabolic NI I N;‘. (Mol denitritation

/ E .“.‘ 'N;»O
: ", ™ NOR
Assimilation / / Ammonification ?* ‘\_
i Methanotrophic THEERY
dl  denitritation RS

HH and HZO i (02) 3 &
L

!

hone e
AMO or ‘ H NO, Joxe" F\J-urS or Nirk

[0,

NAR @Ee E: Nitratation 1RE&
vily
NO;

Figura 3.11: Ciclagem do nitrogénio conduzida por micro-organismos por catabolismo
(setas pontilhadas) e anabolismo (setas cheias). Os estagios de oxida¢do do nitrogénio séo
indicados em rosa e 0s estagios intermediarios entre parénteses. AMO (amdnia mono-
oxigenase); HAO (hidroxilamina oxiredutase); HH (hidrazina hidrolase); HZO (hidrazina
oxiredutase); NAP (nitrato redutase periplasmatica); NAR (nitrato redutase em
membrana); NAS (nitrato redutase citoplasmatica); NIF (nitrogenase); NIR e NirB (nitrito
retudases); NirK (nitrito redutase contendo Cu); NirS (nitrito redutase citocromo cds);
NOR (oxido nitrico redutase); NOS (oxido nitroso redutase); NrfA (nitrito redutase
citocromo c); NXR (nitrito oxiredutase); pMMO (metano mono-oxigenase particulado).
Fonte: Vlaeminck et al. (2011).

As reagdes quimicas conduzidas pelos organismos quimiolitoautotroficos que usam os
compostos de nitrogénio séo apresentadas abaixo, bem como a energia livre oriunda de cada
uma dessas reacdes. Nas equacOes 3.2 e 3.3 tém-se as reacOes possiveis para as bactéerias
aerdbias oxidadoras de amoénia. Na equacdo 3.4 a reacdo conduzida por bactérias aerdbias
oxidadoras de nitrito e em 3.5 a reacdo conduzida por bactérias anaerdbias oxidadoras de

amonia (Strous et al., 1998).
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NH} +1,50, > NO; + 2H* + H,0
[AG®’ — 275 kJ mol™*] (Equagio 3.2)

NH} + N,0, > 0,33N0; + 1,33H" + 0,33N, + 2NO + 1,33H,0
[AG®’ — 295 kJ mol™] (Equagao 3.3)

NO; + 0,50, > NO3
[AG®’ — 74 k] mol ] (Equagdo 3.4)

NH} +1,32N0O; + 0, 066HCO3 + 0,13H*
—1,02N, + 0,26N03 + 0,066CH;,Ng 15 + 2,03H,0
[AG®* — 357 kJ mol™?] (Equagdo 3.5)

As reacOes de oxidacdo aerObia e anaerdbia da amdnia sdo as que apresentam maiores
liberacdes de energia livre, demonstrado pela variacao da energia de Gibbs. Quanto maior a
possibilidade de oxidacdo de um substrato, maior sera a liberagcdo de energia da reacdo que

podera ser convertida para 0s processos de sintese celular (Comeau, 2008).

As bactérias aerdbias oxidadoras de amonia formam dois grupos monofiléticos: y
Proteobacteria (Nitrosococcus) e S Proteobacteria (Nitrosomonas e Nitrosospira) (Schmidt
et al., 2003). Ahn (2006), ainda cita as bactérias Nitrosovibrio e Nitrosolobus, pertencentes
a S Proteobateria, como organismos com essa habilidade. Ainda que sejam consideradas
como quimiolitoautotréficas, tem sido registrado o uso por elas de compostos organicos
como fonte de carbono e energia. Além das bacterias litoautotréficas, tem-se citado bactérias
heterotréficas e fungos como organismos capazes de oxidar biologicamente a aménia a
nitrito (Udert et al., 2005).

Schmidt et al. (2003), relataram a presenca conjunta de diferentes géneros como
Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus, Nitrosovibrio em estacfes de tratamento de

aguas residuéarias em estacOes de tratamento de &guas residuarias na Europa.

As enzimas envolvidas e os locais celulares onde ocorre o processo de oxidagao aerdbia da

amonia pelas bactérias nitritantes sdo apresentados na Figura 3.12.
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Figura 3.12: Oxidacdo da amonia e fluxo de elétrons em bactérias oxidadoras de amonia.
Os reagentes e produtos dessa série de rea¢fes encontram-se destacados. AMO: enzima
amonia mono-oxigenase; HAO: enzima hidroxilamina oxidoredutase; Q: ubiquinona
(Madigan et al., 2004).

A oxidacdo biolégica do nitrito € realizada principalmente pelas bactérias
quimiolitoautotroficas e, adicionalmente, por alguns micro-organismos heterotréficos
(Udert et al., 2005). Entre os organismos quimiolitoautotréficos destaca-se as bactérias
aerobias Nitrobacter e Nitrococcus pertencentes ao grupo « Proteobacteria (Schmidt et al.,
2003). Nitrospira, também bactérias aerdbias oxidadora de nitrito, estdo em uma divisao
isolada, Nitrospirae (Youssef, 2014). Nitrospira é o oxidador de nitrito mais especializado.
Os demais grupos sdo mais versateis, podendo atuar como autotroficos facultativos e
anaerdbios, sendo capazes de crescer em substratos ricos em carbono. Incluem-se as
bactérias Nitrospina (Nitrospinae) e Nitrocystis como oxidadores de nitrito (Ahn, 2006). As
enzimas envolvidas e os locais celulares onde ocorre 0 processo de oxidacdo aerobia do

nitrito pelas bactérias nitrificantes sdo apresentados na Figura 3.13.

A forma de utilizagdo de substrato por Nitrosomonas (BOA) e Nitrobacter (BON) fazem
com que essas bactérias sejam classificadas como r-estrategistas, pois apresentam baixa
afinidade ao substrato, mas tém taxas altas de reacdo em concentracdes altas de substrato.
Enquanto, Nitrosospira (BOA) e Nitrospira (BON) séo classificadas como organismos k-

estrategistas, tendo alta afinidade pelo substrato, mas baixa taxa de reagcdo em concentragoes
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altas de substrato (Kim et al., 2006; Park et al., 2010).

Periplasma Membrana Citoplasma

NOR H,0 + NO,~

2H" + NOa~ )
Oxidagao
do nitrito

2 H,0
10, +2H* Ns2hor

Reducgao
H,O do oxigénio

Figura 3.13: Oxidagao de nitrito a nitrato por bactérias nitrificantes. Os reagentes e
produtos dessa série de reacdes encontram-se destacados. NOR: enzima nitrito oxiredutase
(Madigan et al., 2004).

Os micro-organismos capazes de oxidar anaerobicamente a amonia usando o nitrito como
aceptor de elétrons sdo conhecidos como bactérias anammox devido justamente a essa
habilidade metabdlica. Na mais recente classificacdo bioldgica tem-se as bactérias anammox
pertencentes ao Dominio Bacteria; Filo Planctomycetes; Classe Planctomycetia; Ordem
Brocadiales; Familia Candidatus Brocadiaceae e 0os Géneros “Candidatus Brocadia”, “Ca.
Kuenenia”, “Ca. Scalindua”, “Ca. Anammoxoglobus” e “Ca. Jettenia” (Jetten et al. 2011,
Ludwig et al., 2011).

Os micro-organismos anammox com os seus géneros “Candidatus Brocadia”, “Ca.
Kuenenia” e “Ca. Scalindua” (Schmid et al., 2005); “Ca. Anammoxoglobus” (Kartal et al.,
2007) e “Ca. Jettenia” (Quan et al., 2008) formam um ramo monofilético que os distancia
dos demais micro-organismos agrupados no mesmo filo, diferindo-os na ordem Brocadiales
(Ludwig et al., 2011).

Reconhecem-se 18 bactérias como candidatas a espécies desse grupo anammox, sendo

“Candidatus Brocadia anammoxidans” (Schmid et al., 2001), “Ca. Brocadia fulgida” (Kartal
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et al., 2004), “Ca. Brocadia sinica” (Hu et al., 2010), “Ca. Brocadia brasiliensis” (Aradjo et
al., 2011), “Ca. Brocadia carolinensis” (Vanotti et al., 2011; Rothrock et al., 2011) “Ca.
Kuenenia stuttgartiensis” (Schmid et al., 2001; Strous et al., 2006), “Ca. Scalindua wagneri”
(Schmid et al., 2003), “Ca. Scalindua brodae” (Schmid et al., 2003), “Ca. Scalindua
sorokinii” (Kuypers et al., 2003), “Ca. Scalindua arabica” (Woebken et al., 2008), “Ca.
Scalindua profunda” (van de Vossenberg et al., 2008), “Ca. Scalindua marina” (Brandsma
et al., 2011), “Ca. Scalindua richardsii” (Fuchsman et al., 2012), “Ca. Scalindua pacifica”
(Dang et al., 2013), “Ca. Anammoxoglobus propionicus” (Kartal et al., 2007), “Ca. Jettenia
asiatica” (Quan et al., 2008). Sendo também citadas “Ca. Scalindua sinoiilfied”, “Ca.

Scalindua zhenghe” num estudo realizado por Sonthiphand et al. (2014).

Ocorre a hipotese que os Planctomycetes sejam uma linhagem antiga e, assim, houve tempo
para evoluir formando géneros individuais bem separados filogeneticamente (Schmid et al.,
2005). Supde-se que a biodiversidade genética e molecular desse grupo seja muito maior
que de Proteobacteria (Schmidt et al., 2003; Kartal et al., 2012). Um arranjo do Filo
Planctomycetes apresentando as distancias filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA
que codificam o RNAr 16S entre o0s grupos de micro-organismos sem (Ordem
Planctomycetales) e com habilidade para a oxidacdo anaerdbia da amonia (Ordem
Brocadiales) é mostrado na Figura 3.14 (Ludwig et al., 2011; Jogler et al., 2012;).

Atualmente toda a sistematica dos micro-organismos esta baseada no Manual Bergey de
Sistematica Bacterioldgica que considera as identificaces por analises de sequéncias
genéticas. Considerando o filo Planctomycetes, as analises comparativas de sequéncias de
genes para RNAr 16S mostram uma divergéncia maior que 15% entre as bactérias anammox
(Brocadiales) e as demais da ordem Planctomycetales (Jetten et al., 2011). Schmid et al.
(2000), destacaram que a similaridade entre as sequéncias desses dois grupos de bactérias é

em torno de 79%.

De acordo com Jetten et al. (2011), o valor limiar tipicamente usado para separar espécies é
de 3% de divergéncia entre as sequéncias de DNA obtidas pela amplificacdo dos genes que
codificam o RNAr 16S. Para 0s micro-organismos anammox quando obtidos indices de
similaridades, entre genes para RNAr 16S, inferiores a 95% tem-se agrupados em géneros
diferentes. Assim, por exemplo, as sequéncias de DNA considerando o RNAr 16S dos
géneros “Ca. Brocadia” e “Ca. Kuenenia” sdo similares em apenas 90,5% (Schmid et al.,
2000).
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Figura 3.14: Arvore filogenética da Classe Planctomycetia dividida em duas provaveis
ordens, baseada na sequéncia dos genes que codificam o RNAr 16S. Escherichia coli foi
escolhida como outgroup. A barra representa 10% de divergéncia nas sequéncias (Jogler et
al., 2012).

Atualmente, para todas as candidatas a espécies do grupo anammox, encontram-se
disponiveis, em bibliotecas genémicas, 0 sequenciamento completo ou parcial dos genes
codificadores para RNAr 16S, espaco intergénico 16S-23S, RNAt e RNAr 23S permitindo-
se a realizacdo de inferéncias filogenéticas entre sequéncias de DNA obtidas em pesquisas

gue buscam micro-organismos e atividade anammox (Tabela 3.3).

Em analise de amostras de lodos, provenientes de diferentes tipos de reatores e de aguas
residudrias, por técnicas de biologia molecular usando o RNAr 16S, tém-se detectado
predominantemente bactérias anammox proximas, relacionadas filogeneticamente, a
“Candidatus Brocadia” e “Ca. Kuenenia” independentemente da localidade e do tempo de
atividade anammox (Tabela 3.4). Os micro-organismos relacionados a “Ca. Scalindua” séo
citados por desempenharem papel fundamental no ciclo do nitrogénio em ambientes
suboxicos marinhos e em estuarios, mas raramente so registrados em estacées de tratamento
(Schmid et al., 2005). O estudo de Sonthiphand et al. (2014) corrobora para a hipotese de

especificidade de habitats para os diferentes grupos anammox.
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Pelo fato de ndo se ter conseguido, ainda, o isolamento das bactérias pertencentes ao grupo
anammox, permanece o prefixo Candidatus para todas as espécies classificadas até o
momento, de acordo com as regras do Codigo Bacteriologico, LPSN (Strous et al., 1999a;
Jetten et al., 2011; Kartal et al., 2012; Youssef et al., 2014).

Tabela 3.3: Situacdo do sequenciamento de genes codificadores do RNAr 16S de bactérias
anammox para inferéncias filogenéticas.

Gene / situacéo Micro-organismos NUmero Referéncia
sequenciamento acesso
NCBI**
» RNATr 16S (completo) Ca. Brocadia anammoxidans*  AF375994  Schmid et al., 2001
Ca. Brocadia sinica* AB565477  Oshiki et al., 2011
Ca. Brocadia caroliniensis JF487828 Vanotti et al., 2011;
Rothrock et al., 2011

Ca. Kuenenia stuttgartiensis*  AF375995  Schmid et al., 2001
Ca. Jettenia asiatica* DQ301513  Quan et al., 2008

Ca. Anammoxoglobus
propionicus*

EU478694  Woebken et al., 2008

= RNAr 16S (parcial) Ca Brocadia fulgida*
Ca. Brocadia brasiliensis
Ca. Scalindua wagneri*

Ca. Scalindua brodae

EU478693  Woebken et al., 2008
GQ896513  Araljoetal., 2011
EU478692  Woebken et al., 2008
AY?254883  Schmid et al., 2001
Ca. Scalindua sorokinii AY257181  Kuypers et al., 2003
Ca. Scalindua marina EF602039 Brandsma et al.,2011

*Espécies com o sequenciamento completo ou parcial para os genes que codificam o espaco intergénico 16S-
23S, RNAt e RNAr 23S. ** http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

As bactérias anammox apresentam-se como células cocoides (Figura 3.15A) gram-negativas
e possuem uma morfologia irregular incomum, conforme apresentado na Figura 3.15B
(Jetten et al., 1999).

Figura 3.15: A: Micrografia de células em forma de cocos presentes nas culturas
enriquecidas anammox. B: Micrografia eletrénica de biomassa suspensa de micro-
organismos anammox. Jetten et al., 1999.
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Tabela 3.4: Caracterizacdo de bactérias anammox em sistemas bioldgicos para remocao de nitrogénio, com base no RNAr 16S.

Origem in6culo! Tipo de Filogenia Tempo Sistema Cidade, Pais
analise (% de similaridade) experimento experimento Autores
Ca. Kuenenia (99%) Jhinan. China
Tanque aeragéo? - chorume FISH, PCRq Ca. Brocadia (93%) 200 dias UASBS - ars® Ni ’
; ietal. 2011
Ca. Jettenia (92%)
Lagoa sedimentacdo? - usina de FISH, PCR Ca. Kuenen_ia 100 dias RBS™- ars® VaIIel del Cauca, Colémbia
acucar Ca. Brocadia Sénchez et al., 2014
Ca. Kuenenia (99%) Tanques aeragéo Tai .
502 : : a aiwan, China
Tanque aeragao? - chorume FISH, PCR Ca. Brocadia (93%) 100 dias (0,3mg OD.L™Y) Wang et al., 2010
Ca. Jettenia (92%) - chorume b
PCR, PCRq, Ca. Kuenenia stuttgartiensis e Ca.
Lodo anammox Austria3 DGGE e Brocadia fulgida (antes) para Ca. 380 dias RBS* - eda® Nova York, EUA
Sequenc. Brocadia sp40 (depois) Park et al., 2010
Lodos Ativados? - esgoto Ca. Brocadia sp40 380 dias Canon* — eda®
FISH, PCRq; Ca. Brocadia anammoxidans (92%)
PCR, Planctomycete KSU-1 (95%) Culturas semi Sapporo. Janio
Discos rotativos submersos* Clonagem 390 dias b 4 5 PpOro, Jap
ateladas® - ars Tsushima et al., 2007a
RNAr 16S e
Sequenc.
PCR, Planctomycete KSU-1 (95%) — 15
. . Clonagem bibliotecas clonicas . 4 5 Shangai, China
Sedimento rio RNAr 16S e Ca. Brocadia fulgida (98%) — 1 360 dias UASB® —ars Quan et al., 2008
Sequenc. biblioteca clonica
Valos de Oxidacéo - esgoto Ca. Brocadia sp40 (99%) 134 dias Tucson, Arizona, EUA
Retorno lodos ativados - esgoto PCR Ca. Brocadia sp40 (99%) 50 dias Tucson, Arizona, EUA
Retorno lodos ativados - esgoto Clon’agem Ca. Kuenenia (99%) 204 dias Culturas em Valencia, Califérnia, EUA
Retorno lodos ativados — esgoto RNAr 16S e Ca. Kuenenia (99%) 204 dias bateladas — ars® San Jose, California, EUA
Bioreator de membranas - Sequenc. Ca. Kuenenia (99%) 134 dias Lancaster, California, EUA

esgoto

Sun etal., 2011

Continuacéo da tabela 3.4 na proxima pagina
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Continuacdo da Tabela 3.4: Caracterizagdo de bactérias anammox em sistemas bioldgicos para remocdo de nitrogénio, com base no RNAr 16S.

Origem in6culot Tipo Filogenia Tempo Sistema Cidade, Pais
Analise experimento experimento Autores
RBS? — esgoto e dejetos animais

: 5 P
Sistema A202 - anaerobico PCR, PCRg, Planctomycete KSU-1 (99%) .
esgoto P . A Avaliagéo do .

: o Clonagem Possiveis novos candidatos a géneros . Culturas em Seul, Coreia do Sul
Sistema A202 - andxico -esgoto 0 4 indculo - I 5 |
Sistema A207 - Gxico - 5goto RNAr16Se  anammox (79,8% com as atuais 0 dia bateladas —ars Bae et al., 2010

: T : Sequenc. candidatas anammox)

Discos bioldgicos rotativos? -
dejetos animais
P AR 8
Digestor anaerébio — glu mons’ Ca. Brocadia sinica (100%); Ca. 900 dias CSTR 7glu
Anammoxoglobus mons
g/rlslé( anaerobio e nitrificagao — Ca. Kuenenia stuttgartiensis (98%) 540 dias UBF® - ars®
Reator CSTR® — ars® PCR, PCRq, Ca. Brocadia (97-99%) 540 dias Leito expasndldo .
Clonagem —ars China
Digestor anaerébio — ars® RNAr 16S e Ca. Brocadia (97-99%) 420 dias UASB - ars® Hu et al., 2010
- 5
Digestor anaerébio — ars® aglcar Sequenc, Ca. Brocadia; Ca. Anammoxoglobus 420 dias UAiEch:S *
Digestor anaerébio — ars® Ca. Kuenenia stuttgartiensis (98%) 420 dias UASB - ars®
Digestor anaerébio — ars® Ca. Brocadia (97-99%) 600 dias Leito _e;(fsind'do
Sistema nitrificacdo — ars® Ca. Brocadia (97-99%) 360 dias UASB - ars®
Tanque andxico? - esgoto
AYICO2 -
;r:n(?tge anexico” com [avagens PCR, PCRa, Harbin e Beijing, China

g o T-RFLP; Ca. Kuenenia stuttgartiensis 175 dias MBBR — ars® 11ng,

Tangue anoxico? - esgoto + FISH Taoetal., 2013

biomassa anammox UASB3
com Kuenenia stuttgartiensis

1 Origem indculo: Sistema e agua residudria tratada; 2 Escala plena; 3 Escala piloto; # Escala bancada; ® ars: dgua residudaria sintética; ° eda: efluente digestor anaerébio; ” glu
mons: glutamato monossddico; 8 CSTR: continuous stirred-tank reactor; ® UBF: upflow anaerobic sludge bed-filter; * MBBR: moving bed biofilm reactors
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A morfologia irregular incomum das células dos micro-organismos anammox observada em
microscopia eletronica por Jetten et al. (1999), estd associada a uma estrutura celular
intracitoplasmatica, definida e exclusiva para 0s organismos anammaox, 0 anamoxossomo.
Essa estrutura tem uma delicada membrana impermeéavel devido aos lipideos ladderane que
a comp0e (Lindsay et al., 2001) e é nela que ocorre parcialmente o catabolismo anammox
(Kuenen, 2008; Kartal et al., 2012). Numa reviséo apresentada por Schmidt et al. (2003),
pode-se melhor observar essa estrutura por uma imagem de microscopia eletrdnica, como

mostrado na Figura 3.16.

Essa estrutura, 0 anamoxossomo, permite a realizacdo de estimativas do numero de células
anammox em comunidades microbianas antes e apds periodos destinados ao

enriquecimento, pela sua observacdo em microscopia eletronica (Jetten et al., 1999).

Anamoxossomo

Membrana do
Anamoxossomo

Nucledide

Riboplasma

Membrana
Intracitoplasmatica

Parifoplasma

Membrana
Citoplasmatica

Parede Celular

Figura 3.16: Ultraestrutura da bactéria anammox Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis’.
Escala da barra representa 200nm (Schmidt et al., 2003; Kuenen, 2008).

As taxas de crescimento das bactérias que realizam o processo anammox sdo extremamente
lentas, resultando na necessidade de tempos elevados de detencéo celular (Schmid et al.,
2005). Jetten et al. (1999) calcularam o tempo gasto para duplicacdo das bactérias em
reatores de leito fixo e em bateladas sequenciais, obtendo 29 e 11 dias, respectivamente.

Essa diferenca foi devida a uma detencdo celular mais eficiente e distribuicdes mais
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homogéneas de substratos, produtos e biomassa no reator em bateladas sequenciais.

No entanto, tem-se registrado tempos de duplicacéo significativamente menores para esses
micro-organismos dependendo dos sistemas e parametros de controle operacionais adotados.
Tsushima et al. (2007a) obtiveram tempos de duplicacdo de 3,6 a 5,4 dias em culturas
enriquecidas, apos 400 dias em modo de culturas em bateladas escala bancada, com in6culos
provenientes de um reator com discos rotativos submersos. Tanto no reator que originou o
indculo, quanto nas culturas em bateladas, utilizou-se agua residudria sintética com adicéo

dos substratos necessarios.

O tempo médio de duplicacdo de bactérias anammox em sistema anaerébio em bateladas
com lodo granular ap6s 150 dias e em reator CANON utilizando-se de biomassa fixa ap6s
100 dias de operacao foram de 5,3 e 8,7 dias, respectivamente. A diferenca foi atribuida a

limitacdo no transporte de substratos ocorrida no sistema com biofilme (Park et al., 2010).

Bae et al. (2010), utilizando-se da andlise de PCR quantitativa, estimaram o tempo de
duplicacdo de 1,12 dias para culturas em bateladas apds 70 dias de enriquecimento, tendo
sido usada biomassa originaria da mistura de trés inoculos, sendo lodo de reator aerébio em
bateladas tratando dejetos animais, lodos de sistemas anaerobios e anéxicos tratando esgotos

domésticos.

E provavel que o tempo de duplicacdo de bactérias anammox diferencie entre espécies
candidatas, sobre as condi¢bes operacionais e tipos de reatores testados e, também, como
resultado dos métodos de célculos adotados tais como rendimento tedrico de biomassa
obtido pela taxa de remog&o de nitrogénio, estimativas de crescimento populacional feitos
por FISH (hibridizacdo fluorescente in situ) e PCRq (reacdo em cadeia de polimerase

quantitativa) (Tsushima et al., 2007a).

A rota metabdlica utilizada pelas bactérias anammox € considerada rara devido a produgéo
de hidrazina (N2Hs) como composto intermediario. Os mecanismos atuantes no metabolismo
anammox ainda ndo estdo totalmente definidos (Bagchi et al., 2012; Kartal et al., 2012).
Jetten et al. (1999), haviam proposto mecanismos possiveis para 0 processo metabolico
anammox. Durante a oxidacdo da amonia a hidroxilamina seria usada como aceptor de
elétrons, formando hidrazina. A conversdo de hidrazina para gas nitrogénio geraria elétrons

equivalentes para reduzir o nitrito para hidroxilamina (Figura 3.17).

37



Uma enzima similar a hidroxilamina oxidoredutase (HAO) presente nos organismos
nitrificantes aerdbios poderia ser a responsavel pelo processo de conversao da hidrazina para
gas nitrogénio pelos organismos anammox. De acordo com Jetten et al. (1999), a enzima
responsavel pela conversdo da hidrazina apresenta massa molecular menor do que a dos
nitrificantes aerdbios, sequéncia Unica de aminoacidos em determinados fragmentos e possui

varios citocromos tipo c.

A _ B

NH, 5H* + NO,* NH, NH,OH |-!+ +NO,
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Figura 3.17: Mecanismos metabolicos possiveis e localizacao celular do sistema de
enzimas envolvido na oxidacéo anaerdbia de amonia (Jetten et al., 1999).

Posteriormente, com a identificacdo dos genes que codificavam as supostas enzimas
relacionadas ao metabolismo anammox, foram postulados dois novos modelos para explicar
o fluxo de energia e a formacéo de hidrazina conforme apresentado na Figura 3.18 (Kuenen,
2008).

No primeiro modelo, durante a oxidacdo da amdnia usando o nitrito como aceptor de elétrons
criar-se-ia uma forca proton motriz (FPM) sobre a membrana do anamoxossomo (Figura
3.18a). O nitrito (NO2) é reduzido para oxido nitrico (NO) que se combinaria com a amonia
(NH4") para gerar a hidrazina (N2H4), com o consumo de quatro elétrons de baixa energia.
A reducdo da hidrazina para nitrogénio gasoso (N2) renderia quatro elétrons de alta energia
que fluiriam através de um complexo enzimatico formado pela Quinona e o citocromo bc;
translocador de H* formando assim uma forga préton motriz positiva (FPM). A FPM
energizaria o complexo ATPase translocador de proton para producdo de ATP no
riboplasma. Os elétrons seriam reciclados pelo grupo Quinona e citocromo oxidoredutase

durante a reacéo de formacéo da hidrazina.
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No segundo modelo, sugere-se uma rota metabolica na qual durante o processo catabédlico a
forca préton motriz (FPM) comandaria a reversdo na cadeia transportadora de elétrons ao
combinar-se com a acdo da enzima nitrato redutase para gerar ferrodoxina usada na reducgéo
do didxido de carbono na via metabdlica acetil-CoA (Figura 3.18b). Esse mecanismo seria
possivel porque a hidrazina doaria elétrons de alta energia para a ferrodoxina e esses nao
seriam reciclados, dessa forma, seria necessario a oxidacdo do nitrito a nitrato pela enzima
nitrato redutase compensando essa perda de elétrons. Os elétrons de baixa energia seriam

“energizados” pela FPM durante a oxidagdo anaerobia da amdnia.

NO; NH,*
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Figura 3.18: Catabolismo Hipotético e a reversdo na cadeia transportadora de elétrons no
anamoxossomo, estrutura celular das bactérias anammox. HAO: enzima hidrazina
oxidoredutase; HD: enzima hidrazina dehidrogenase; HH: enzima hidrazina hidrolase;
NIR: enzima nitrito oxidoredutase; NAR: enzima nitrato redutase (Kuenen, 2008).

Tem-se, ainda, participando do ciclo do nitrogénio os micro-organismos desnitrificantes
heterotroficos facultativos (quimiorganotroficos) e agrupam-se principalmente entre os
gram-negativos das Classes « e £ das Proteobacteria, sendo 0s mais comuns Pseudomonas,
Alcaligenes, Paracoccus, Thiobacillus. H& bactérias gram-positivas, como 0 género
Bacillus, e algumas arqueias halofiliticas como Halobacterium (Ahn, 2006). Existe a
possibilidade da desnitrificagdo sendo realizada por bactérias litoautotréficas, fototroficas e
por fungos. Nesse mecanismo os desnitrificantes utilizam compostos inorganicos de enxofre,

hidrogénio, aménia e nitrito como aceptores de elétrons (Ahn, 2006).
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A versatilidade metabolica desses micro-organismos permite a eles que em determinadas
situacOes aerdbias realizem a desnitrificagdo atuando com metabolismo autotrofico, citando-
se as espécies de Paracoccus, Magnetospirillum e algumas cepas de Pseudomonas (Ahn,
2006).

Com o objetivo de demonstrar a estrutura filogenética dos grupos de micro-organismos
envolvidos nos processos de oxidagdo dos compostos de nitrogénio é apresentada na Figura
3.19 a arvore filogenética partindo do ultimo ancestral em comum (LUCA) conforme

hipotetizado por VIaeminck et al. (2011).

Thaumarchaeota NOB &-Proteobacteria

Cyanobacteria (Nitrospina) NOB y-Proteobacteria

(Nitrococcus)

AOA
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(Type X)
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(Nitrospira)

Euryarchaeota AerAOB B-Proteobacteria

(Nitrosomonas/Nitrosospira)
i-\\ N\

AerAOB y-Proteobacieria
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Anammox 0.10
Denitritation Thermotogae

Figura 3.19: Arvore Filogenética destacando os organismos relacionados ao ciclo do
nitrogénio baseada em sequéncias de genes do RNA ribossomal 16S (VIaeminck et al.,
2011).
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3.4 - PARAMETROS DE CONTROLE PARA O PROCESSO ANAMMOX

Em todos os novos arranjos de processos e sistemas biologicos para remocao de nitrogénio,
0 processo anammox € essencial e, portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de
biomassa, com 0s micro-organismos responsaveis pelo processo, enriquecida e adaptada a

remoc¢do dos compostos nitrogenados de aguas residuérias.

Para o desenvolvimento e adaptacdo da biomassa deve-se buscar conhecer os limites dos
varios parametros operacionais e identificar condi¢des para conferir vantagens competitivas
as bactérias anammox dentro dos sistemas biologicos. Durante o periodo de partida dos
sistemas visando a atividade anammox ocorrem interacfes interespecificas na comunidade
microbiana interferindo no sucesso de estabelecimento das bactérias oxidadoras anaerdbias
de amonia. Varios grupos de bactérias que atuam no ciclo do nitrogénio estdo presentes nos
indculos e as condicgdes estabelecidas para os sistemas sdo determinantes para 0 sucesso de

um ou mais grupos.

Varios parametros operacionais sdo importantes para ocorréncia exclusiva e/ou simultanea
dos processos bioldgicos em reatores, sendo eles: pH, temperatura, concentracdo de oxigénio
dissolvido, tipos e concentracdes de substratos, configuracdes de reatores, tempo de
detencdo hidréaulica e de retencdo de lodo, estratégias de alimentacdo, cargas de nitrogénio
aplicadas (Ganigué et al., 2007).

Os principais processos bioldgicos que concorrem nos sistemas visando atividade anammox
sdo a nitritacdo, nitratacdo, desnitrificacdo heterotrofica e degradacdo de carbono por
bactérias heterotréficas mesdfilas e a seguir € apresentado um quadro resumo das faixas de
parametros que podem promover a ocorréncia dos processos bioldgicos, em especial, o

anammox (Tabela 3.5).

Nos sistemas bioldgicos visando a atividade anammox é desejavel a formagao de nitrito pelas
bactérias aerobias oxidadoras de aménia (BOA) e a restrigdo da oxidagao do nitrito a nitrato
pelas bactérias aerobias oxidadoras de nitrito (BON). Dessa maneira, as concentracdes de
oxigénio dissolvido sdo determinantes para atuacdo de BOA e BON.
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Tabela 3.5: Condi¢6es que promovem a ocorréncia dos processos bioldgicos relacionados
ao ciclo do nitrogénio.

18 (1] o
18 I% %é 28,. o Q é
O S8 © O c € .2 =
Parametro S £ =B 2885 S
= = = >c 2 g
Z Z IR ]°° <
Q <
oD > 0,2 >1,0 <10 >0,5 <10
Temperatura > 25°C 20 a43°C
pH ~ 6,7a8,3
Carbono organico - - presente presente -
Nitrito <98,0
NH3 livre* < 250,0 <10 -
Alcalinidade 4,05 mg 3,02 mg -

CaCO:s. CaCOs.
mgNHs  mg!NO;

Concentracdes em mg.L.

Uma das condicdes para que ocorra 0 processo competitivo entre as bactérias nitrificantes é
a limitagdo de oxigénio dissolvido (Sliekers et al., 2005). As bactérias aerdbias oxidadoras
de amonia apresentam maior afinidade por oxigénio (Vmax/Ks) € em reatores com baixas
concentracdes de oxigénio pode ocorrer o acumulo de nitrito. Concentracdes reduzidas de
oxigénio dissolvido sdo, também, importantes para garantir a continua atividade dos

organismos anammox.

O oxigénio dissolvido e as concentragdes de amonia sdo fatores chaves determinando a
eficiéncia do processo de nitritagdo parcial e, portanto, podem ser usados para controla-lo.
Liang e Liu (2008), registraram perturbacdes temporérias na estabilidade de um reator de
nitritacdo parcial quando aumentos nas cargas de aménia e de oxigénio dissolvido ocorriam.
Esses pesquisadores variaram gradualmente cargas de 0,27 a 1,2 kg N-NHs m=3dia™ e ajustes
de oxigénio dissolvido de 0,8 a 2,3 mg.L™.

Sliekers et al. (2002), desenvolveram uma estratégia para operacdo de um reator em
bateladas sequenciais (RBS), em escala de bancada, visando a remocéo de nitrogénio pelo
sistema CANON, ou seja, atuagdo combinada dos micro-organismos aerébios e anaerdbios
oxidadores de amonia. Para estabilizacdo da etapa de nitritacdo, a concentracdo de oxigénio

dissolvido foi mantida abaixo de 0,2 mg.L™. Em outros dois estudos, visando a remoc&o das
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formas nitrogenadas pela combinacdo dos processos nitritagdo parcial, anammox e
desnitrificacdo heterotrofica (SNAD), foram operados reatores de discos rotativos para
remogao de nitrogénio mantendo o oxigénio dissolvido numa faixa de 0,5a 0,7 mg.L™* (Chen
et al., 2009) e reatores em bateladas sequencias com concentracdes de oxigénio dissolvido
mantidas entre de 0,5a 1 mg.L? (Lan et al., 2011).

Registra-se, também, que a versatilidade metabdlica das bactérias aerobias oxidadoras de
amoOnia permite que as mesmas estejam presentes em condi¢des andxicas, no entanto, sO
efetuam a nitritacdo quando o oxigénio é oferecido ao sistema. Esses organismos
nitrificantes podem, inclusive, efetuar oxidacéo anaerdbia da amoénia, mas em taxas 25 vezes

menores do que aquelas observadas para biomassa anammox (Jetten et al., 1999).

Conclui-se que em condi¢es limitantes de oxigénio pode-se oferecer um ambiente adequado
para uma interacdo estavel entre micro-organismos aerobios como as Nitrosomonas e
bactérias anaerdbias como as do grupo Brocadiales, oxidadoras de aménia (Sliekers, et al.,
2002; Wang et al., 2010).

A temperatura e 0 pH sdo importantes parametros para as bactérias anammox que podem
atuar numa faixa de 20 a 43°C, tendo seu 6timo a 40°C e pH na faixa de 6,7 a 8,3 com 6timo
a 8 (Jetten et al., 1999). A temperatura e o pH, definidos para os sistemas, pode auxiliar na
exclusdo de determinados processos devido a promoc¢do de formacdo de substancias

inibidoras.

A temperatura influencia na taxa de oxidacdo da aménia e dessa maneira na acumulacéo de
nitrito. Ou seja, quanto maior a temperatura, maior serd a eficiéncia de remocdo de aménia
(Liang e Liu, 2007). No entanto, deve-se observar que em temperaturas elevadas (+ 35°C)

promove-se a formacdo de amonia livre (Anthoniesen et al., 1976).

As bactérias aerdbias oxidadoras de amonia (BOA) tém seu metabolismo inibido pela
amonia livre e pelo acido nitroso. A toxicidade da aménia livre e do acido nitroso depende
do pH e da temperatura do licor do sistema. De acordo com Anthonisen et al. (1976), o pH
e a temperatura sdo os fatores que determinam as concentracbes de aménia livre em
equilibrio com NH4*-N. A faixa de inibicdo da amo6nia livre para as bactérias aerdbias
oxidadoras de amoénia (BOA) € muita ampla, com registros de concentragdes variando entre
10 e 150 mg.L* (Kim et al., 2006). No entanto, em meios com temperatura de 30 °C, pH 8,6

e concentracdes de amonia livre e 4cido nitroso oscilando entre 160-260 mg.L™* e 0,007-
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0,019 mg.L™?, respectivamente, ndo provocaram inibicéo as bactérias nitritantes (Liang e Liu,
2008).

De acordo com Anthoniesen et al. (1976) as concentracGes de amonia livre e de acido nitroso
sdo calculadas como funcbes do pH, temperatura e amonia/nitrito totais utilizando as

Equacdes 3.6 a 3.9.

Amonia total Equacéo 3.6
Aménia livre (mg.L™") = TEL (Eauag )
1+ ( /KNH)
e
Nitrito total (Equagéo 3.7)

Acido nitroso (mg.L™1) =

KNO
1+ ( ¢ /10—pH)
KVH = =6344/(273+T) (Equacdo 3.8)

KNO = =2300/(273+T) (Equacdo 3.9)

As bactérias aerObias oxidadoras de nitrito (BON) sdo sensiveis até mesmo a baixas
concentracdes de amonia livre. Concentracdes de 0,1 a 1 mg.L séo suficientes para causar
inibicdo ao metabolismo das bactérias oxidadoras de nitrito (Kim et al., 2006). O nitrito é
um substrato que se pretende acumular, pois é necessario para bactérias anammox como

aceptores de elétrons (Liang e Liu, 2007).

Ressalta-se que a combinacdo de bactérias aerobias oxidadoras de amdnia com bactérias
anammox limita a geracdo de subprodutos, tais como 0s 6xidos nitricos e nitrosos (Sliekers
et al., 2005).

Em condicbes 6timas para Nitrosomonas (BOA) e Nitrobacter (BON) tem-se rendimento
em biomassa de 0,15 mg células.mg? NHs-N e 0,02 mg células.mg? NO_", respectivamente,
para taxas de consumo oxigénio de 3,16 mg O..mg* NHs-N e 1,11 mg O.mg™ NO2-N e,
ainda, um consumo de alcalinidade em ordem de 4,05 mg CaCOs.mg™? NH4-N para a
nitritacdo e de 3,02 mg CaCOs.mg? NO2-N (Ahn, 2006).
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Dessa forma, por meio da manutencgéo do pH entre 7,5 e 8,5, temperatura em torno de 32°C,
concentracOes de amdnia entre 100 e 1000 mg.L? e de amdnia livre em até 250 mg.L™,
promove-se 0 crescimento de organismos oxidadores de amonia e inibe-se o
desenvolvimento das bactérias aerdbias oxidadoras de nitrito. Para as bactérias nitritantes,
em baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, a temperatura deve estar acima de 25°C e
0 pH préximo ao neutro (Egli et al., 2003; Aslan et al., 2009).

No desenvolvimento da biomassa anammox, as bactérias desnitrificantes heterotroficas séo
importantes competidores, pois atuam em condicdes anaerdbias consumindo o substrato
nitrito. No entanto, esses micro-organismos dependem de carbono organico no meio para
realizarem o metabolismo. Assim, em sistemas de tratamento de aguas residuarias pelo
processo convencional € necessaria introducdo de fonte externa de carbono e ou
recirculacbes para completar a etapa de desnitrificacdo heterotrofica (Dapena-Mora et al.,
2004; Ganigué et al., 2007; Liang & Liu, 2007).

Na busca por um mecanismo 6timo de remocao de nitrogénio, o carbono orgénico presente
nas aguas residudrias deve ser consumido pelas bactérias desnitrificantes heterotroficas que
o usara como fonte de carbono e energia (Wang et al., 2010). E interessante ajustar a
ocorréncia de desnitrificacdo, em condi¢bes sub-0xicas, para ocorrer concomitantemente
com a nitritacdo em reatores destinados a condicionar a agua residudria a relacdo molar de
1:1,32 mol entre aménia (NHa) e nitrito (NO2) necessaria a reacdo anammox. Geralmente,
nesses sistemas recircula o efluente do reator anammox de volta para o reator de

nitritacdo/desnitrificacdo para consumo do nitrato pelas bactérias desnitrificantes.

Também, concorrendo nos sistemas de tratamento para remocao de nitrogénio, tem-se as
bactérias heterotréficas meséfilas que estabilizam os compostos organicos presentes nas
aguas residuarias e disputam o oxigénio dissolvido com as BOA e o carbono organico com
as bactérias desnitrificantes (Kim et al., 2006; Tao et al., 2013). Dessa maneira, para 0
tratamento de determinadas aguas residuérias com altas concentragdes de matéria organica
por processos combinados de nitritagdo e anammox deve-se aumentar a concentracdo de
oxigénio dissolvido disponivel. No estudo realizado por Liang e Liu (2007), tratando
chorume em reatores de fluxo ascendente e de leito fixo, quando as cargas aplicadas de
amonia foram maiores que 0,5 Kg NH4-N.m=d e a proporcéo entre C/N ficou entre 1 e 2

foi necessario ajustar as concentragdes de oxigénio dissolvido para 1,8 a 2,3 mg.L™.
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Ressalta-se que o oxigénio dissolvido inibe o processo anammox, mas em baixas
concentragOes é um inibidor reversivel. Jetten et al. (1999) operando um reator em bateladas
e introduzindo oxigénio ao sistema de forma intermitente, sendo 2 horas oOxicas e 2 horas

anoxicas, verificaram atividade anammox quando o reator se encontrava anoxico.

Para a efetividade da atuacdo dos micro-organismos anammox em sistemas biolégicos &,
ainda, necessario considerar alguns outros parametros, tais como a estratégia de alimentacdo
minimizando acumulo de substancias inibidoras, as cargas de aménia aplicaveis e o tipo de

reator para sucesso na retencdo de biomassa.

Condicbes adequadas devem ser ajustadas para que também as bactérias anaerdbias
oxidadoras de amonia atuem em conjunto com as bactérias aerdébias oxidadoras de aménia
na remocao de nitrogénio nos sistemas. Constataram-se que sistemas CANON, em bateladas
alimentadas e sequenciais, foram eficientes na remocéo de nitrogénio a uma taxa de 0,12 kg
N.m=dia™ quando garantidos concentraces continuas de amdnia sob baixas concentragdes
de oxigénio (< 0,24 mg.L?) (Third et al., 2001). Da mesma maneira, Vives et al. (2007),
demonstraram que a estratégia de alimentacdo ao longo de toda a fase de reacéo resultou em
melhor estabilidade tratando chorume com concentragio de aménia de 2500 mg N-NHa4.L™,

do que a estratégia de alimentagdo somente no inicio da fase de reacéo.

No entanto, a combinacdo desses dois processos bioldgicos apresenta alguns inconvenientes
tais como: a) devem ser conduzidos em altas temperaturas (+35°C) e, assim, consequente
gasto de energia; b) controle das concentracfes de &cido nitroso e amdnia livres para evitar
situacdes de inibicdo dos processos metabdlicos das bactérias autotréficas no reator de
nitrificacdo parcial e c) o crescimento lento das bactérias anammox é um importante entrave

durante o periodo de partida dos reatores (Vives et al., 2007).

Vale destacar que as temperaturas registradas nas regides tropicais favorecem a aplicacéo de
tecnologias de tratamento de aguas residuarias por processos bioldgicos dependentes de

temperaturas mesoéfilas (+ 35°C) (Aiyuk et al., 2006; Sanchez et al., 2014).

Tem-se, também, que a eficiéncia da nitritacdo e fortemente dependente de alcalinidade
disponivel. Teoricamente, o licor no sistema deve apresentar uma relagdo molar entre HCO3
e NHs" de aproximadamente 1,14. Vives et al. (2007) mostraram que a estratégia de
alimentacéo, ao longo de toda a fase de reagdo em um reator de bateladas, manteve a relagéo

molar estavel e garantiu um efluente com a composicéo desejavel de 0,77 mol de NH4* para
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1 mol de NO>".

Quando se combinam varios processos num Unico sistema, como o caso do SNAD, os
processos anammox e desnitrificacdo heterotréfica podem produzir alcalinidade suficiente
para manter constante o pH da solu¢do, mesmo ocorrendo o consumo pela nitritacdo parcial
(Wang et al., 2010).

Ainda, a estratégia de alimentacdo pode auxiliar no controle das concentraces de vérias
fontes inibitorias ao processo anammox, tais como concentracdes dos substratos, matéria
organica, salinidade, metais pesados, fosfatos e sulfetos (Jin et al., 2012). Jetten et al. (1999),
apresentaram uma lista de substancias que podem ter efeito inibidor para a atividade
anammox, sendo elas: 2,4-dinitrofenol, cianeto de carbonila-clorofenilhidrazona, cloreto de

mercurio, oxigénio, fosfato e concentracdes altas de nitrito.

Concentraces elevadas de nitrito, um dos substratos da reacéo, causam inibicéo da atividade
anammox (Strous et al., 1999b; Jetten et al., 1999; Dapena-Mora et al., 2004; Liang e Liu,
2008). A concentracéo inibitoria citada por Strous et al. (1999b) é de 98 mg. L de nitrito.
Em reatores em bateladas sequenciais visando a desnitrificacdo por processo anammox
operados por Vives et al. (2007), e de leito fixo operado Liang e Liu (2008), foram
verificadas inibi¢es do processo anammox quando o nitrito atingiu concentragdes acima de
90 mg.L™. Ressalta-se que o afluente ao sistema anammox deve apresentar uma relagio

molar entre amonia e nitrito de 1,3 (Strous et al. 1998).

No entanto, em um reator de gas-lift somente em concentracdes de nitrito proximas a 200
mg.L? é que ocorreu a desestabilizagdo do processo anammox. Nesse caso, 0 aciimulo de
nitrito foi resultado da perda de biomassa devido a sua flotagcdo ocasionada por bolhas de
gases no interior dos granulos. A flotacdo da biomassa ocorreu devido & sobrecarga de
nitrogénio afluente que excedeu a atividade especifica anammox da biomassa (Dapena-Mora
et al., 2004).

A carga de amo0nia €, também, um parametro importante que influencia a estabilidade da
remocao de nitrogénio por organismos anammoX. Cargas de amonia superiores a 0,12 kg
NHa.m3d? resultaram em diminuicdo na taxa de remogéo de nitrogénio em um reator de
leito fixo operado para favorecer o processo anammox (Liang e Liu, 2008). No entanto, em
varios estudos citados em Dapena-Mora et al. (2004) ficou demonstrado que € possivel tratar

cargas de nitrogénio entre 1,0 a 2,4 kg N.m=dia* pelo processo anammox.
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A carga especifica de nitrogénio aplicada estd fortemente relacionada a concentracdo da
biomassa no reator e ao valor maximo da atividade especifica anammox (1 gN.g* biomassa
dia?) (Dapena-Mora et al., 2004).

As bactérias anammox tem crescimento lento que € atribuido a conversdo lenta do substrato,
sendo Vmax de 55 nmol.mint.mg? proteina. Assim, o rendimento para esse grupo foi
estimado em 0,07 mol de carbono fixado.mol™? de amdnia oxidada (Khin e Annchhatre,
2004).

Reatores em bateladas sequenciais fornecem um bom modelo experimental para cultivar
micro-organismos anammox (Strous et al., 1998). Esse tipo de reator retém eficientemente
a biomassa, proporciona distribuicdo homogénea do substrato, produtos e dos flocos da
biomassa e permite otimizar condicdes para as bactérias anammox (Jetten et al., 1999). Sao
citados como parametros fisioldégicos importantes ao adotar esse modelo do sistema:
rendimento da biomassa, taxa maxima especifica de consumo de amonia e taxa maxima de
crescimento especifica. Outra vantagem para a adocao dos reatores em bateladas é que ha
menores possibilidades de acumulacdo de nitrito em concentrac@es inibitdrias ao processo

anammox (Dapena-Mora et al., 2004).

Em sistemas usando reatores de leito fixo, leito fluidizado e gas-lift pode-se, também,
conseguir uma boa retencdo de biomassa (Dapena-Mora et al., 2004; Liang e Liu, 2008).

Dapena-Mora et al. (2004) demonstraram que a estabilidade da estrutura dos granulos nos
sistemas é um dos fatores importantes para a eficiéncia do processo anammox. Quanto maior
a densidade dos granulos, maiores as forcas de coesdo entre as bactérias e,
consequentemente, reducdo da possibilidade de acumulacdo de gases no interior dos
granulos, reducédo de lise celular e, ainda, reducdo das perdas de substratos intermediarios

importantes para 0S micro-organismaos anammox.

Mediante o conjunto de pardmetros operacionais e condic@es fisico-quimicas apresentados
que permitem o desenvolvimento dos micro-organismos anammox e que possibilitam a
combinacdo com outras bactérias consorciadas do ciclo do nitrogénio tem-se 0s seguintes

exemplos.

Wang et al. (2010), definiram condigdes para ocorréncia simultdnea dos processos nitritacao

parcial, anammox e desnitrificacdo em um Unico sistema em tanques aerados, escala plena,
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tratando chorume. As condi¢Oes usadas para ocorréncia conjunta desses pProcessos
bioldgicos foram: 1,6 dias de tempo de detencgdo hidraulica; 12 a 18 dias de reten¢éo de lodo;
concentracdes de 2110 e 1505 mg.L* de sdlidos suspensos totais e volateis, respectivamente;
concentragio de oxigénio dissolvido em 0,3 mg.L?, pH mantido em torno de 7,4 e
temperatura oscilando entre 30 e 33°C. As concentragdes médias afluentes de carbono
organico e amonia foram de 554 e 634 mg.L?, respectivamente. Os resultados de eficiéncia
de remocéo de carbono organico e amonia foram de 28% e 80%, respectivamente (Wang et
al., 2010).

A remocéo de nitrogénio pelo processo SNAD também foi obtida usando um RBS tratando
agua residuéria sintética (Lan et al., 2011). As condig¢des usadas foram temperatura a 35°C,
pH entre 7 e 8, concentragdo de oxigénio dissolvido entre 0,5 e 1,0 mg.L, alcalinidade de
250-300 mg CaCOs.Lt. O diferencial nesse trabalho foi avaliar o tempo de detencéo
hidraulica necessaria para remover amonia e carbono em concentragdes de 200 mg.L™ e 100
mg.L™?, respectivamente. A remogdo de 96% de NH4* e de 86% de COD foi obtida quando
as cargas aplicadas foram de 44 gN.m3dia® e 22 gC.m3dia’ equivalendo a periodo de

detencéo hidraulica de 4,5 dias.

3.5 - DETECCAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Até poucas décadas, as técnicas microbioldgicas convencionais foram as Unicas ferramentas
possiveis para investigacdo das comunidades microbianas. Estas baseavam-se na obtencao
de culturas puras a partir de meios seletivos e de enriquecimento. No entanto, a falta de
informagdes sobre fisiologias, interacdes simbioticas e sintréficas dificultavam a obtencédo
de culturas in vitro (Sanz e Kochling, 2006). Acredita-se que, na maioria absoluta (99%), as
células dos micro-organismos de amostras ambientais ndo sejam recuperadas em cultura
puras usando metodologias de plagueamento e por estimativas do nimero mais provavel
(Gao et al., 2011; Youssef et al., 2014).

A aplicagdo das técnicas de biologia molecular para o conhecimento das comunidades
bioldgicas de reatores para tratamento de aguas residuarias tem auxiliado no entendimento

dos varios processos bioldgicos (Sanz e Kochling, 2006; Sanchez et al., 2014).
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A abordagem baseada nos genes que codificam o RNAr 16S tem sido amplamente adotada
pela comunidade cientifica e utilizada para estudos de diversidade microbiana por meio da
sistematica de micro-organismos (Krieg et al., 2011; Ludwig et al., 2011; Yossef et al.,
2014). O RNAr 16S é uma molécula encontrada na pequena subunidade ribossomal dos
procariotos e é considerada um crondmetro evolutivo, pois foi altamente conservada ao
longo da evolucdo, apresenta regibes extremamente varidveis e estd presente
abundantemente em todos os seres vivos (Madigan et al., 2010). Mais recentemente, 0s
genes que codificam o espaco intergénico e 0 RNAr 23S tém sido também adotados nos
estudos (Jetten et al., 2011).

Tem-se, ainda, utilizados genes especificos, ou seja, que codificam proteinas enzimaticas
unicas e especificas para cada grupo de organismos. De acordo com Hirsch et al. (2011), o
uso das ferramentas moleculares, tendo como alvo os genes funcionais, tém aumentando a

deteccdo e compreensdo da diversidade microbioldgica envolvendo o ciclo do nitrogénio.

As principais técnicas moleculares atualmente utilizadas para estudar os micro-organismos
em sistemas de tratamento de aguas residuarias sdo Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
convencional e quantitativa, Eletroforese em Gradiente de Gel Desnaturante (DGGE),
Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH), Clonagem e Sequenciamento dos genes (Sanz e
Kochling, 2006).

Os estudos com resultados mais consistentes baseiam-se no uso combinado das Vvérias
técnicas de biologia molecular. Em estudos de comunidades microbianas advindas de
estacOes de tratamento de aguas residudrias, a técnica de DGGE tem sido aplicada em
conjunto com hibridizacgdo fluorescente in situ (FISH) que, além de confirmar a presenca de
determinado grupo detectado pelo DGGE, permite uma analise quantitativa (Sanz e
Kochling, 2006). Os estudos tratando dos micro-organismos relacionados ao ciclo do

nitrogénio tém adotado as técnicas moleculares disponiveis como segue.

Araujo et al. (2010), utilizaram as técnicas moleculares de PCR e FISH para identificar e
quantificar a biomassa de um reator operado em bateladas sequenciais com meio sintético

visando a atividade anammox.

Martins (2007) utilizou-se de DGGE para avaliar mudancas na estrutura dos consorcios
presentes em quimiostatos operados para enriquecimento de bactérias anammox e com a

técnica de FISH confirmou a presenca desses organismos nos consorcios microbianos.
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Wang et al. (2010), usando primers e sondas especificas para grupos anammox utilizaram-
se das tecnicas de PCR e FISH, com a finalidade de avaliar a presenca desse grupo em
tanques de aeracdo onde os processos de nitritacdo parcial, anammox e desnitrificacéo

ocorriam concomitantemente.

O uso de PCR quantitativa vem ganhando destaque nas avaliacdes de sistemas de tratamento
visando processos de remogdo de nitrogénio. Hu et al. (2010) identificaram e quantificaram
bactérias anammox em oito reatores para remocao de nitrogénio. Esses autores avaliaram a
diversidade e abundancia de bactérias anammox observando-se configuracdo de reatores,
idade do lodo e fonte dos indculos usando as técnicas de analise de PCR quantitativa e FISH.
Outra vantagem da PCR quantitativa é permitir acompanhar o aumento do nimero de copias
de DNA dos genes de interesse ao longo do tempo em sistemas biologicos e, com isso, ter
uma eficiente metodologia para estimar o tempo de duplicacdo de bactérias (Tsushima et al.,
2007a; Bae et al., 2010; Park et al., 2010).

Bae et al. (2010) usaram clonagem e sequenciamento do gene para 0 RNAr 16S para
construcdo de arvores filogenéticas avaliando a diversidade de clones relacionados ao Filo
Planctomycetes em 5 indculos diferentes visando partidas de reatores anammox, tendo sido
registradas uma variedade de unidades taxonémicas operacionais (OTU) nos indculos
testados, indicando grande diversidade principalmente para aqueles indculos provenientes
de sistemas ambientais anaerdbios e anoxicos tratando aguas residuarias ricas em nitrogénio.
A técnica PCR quantitativa foi também utilizada para avaliacdo dos enriquecimentos visando
atividade anammox. Park et al. (2010) utilizaram-se das técnicas de PCR quantitativa, PCR
convencional e DGGE para avaliarem o impacto dos tipos de indculos nas taxas de
crescimento dos micro-organismos, na velocidade de utilizacdo dos substratos, no efeito das

condigdes de operacdo em comunidades anammox em biorreatores.

Os iniciadores ou primers, utilizados nas técnicas moleculares, para a deteccéo de bactérias
aerobias e anaerdbias oxidadoras de amonia sdo baseados no gene de RNAr 16S e/ou em
genes especificos como amoA, que codificam a subunidade catalitica a da enzima amdnia
monoxigenase (Li et al., 2010) e para o gene hzo, responsavel pela enzima que sintetiza a
hidrazina, molécula indicadora da atividade das bactérias anammox (Hirsh et al., 2010;
Schmid et al., 2008).

Jetten et al. (2005) recomendam o uso das técnicas moleculares, tal como o PCR e FISH,
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especificos para a ordem Brocadiales na analise ambiental de habitats em que
potencialmente ocorre 0 processo anammox. Dessa forma, alguns estudos utilizam-se das
técnicas de biologia molecular para realizarem varreduras de sistemas ambientais naturais e
antropizados como as estacdes de tratamentos de esgotos domeésticos e efluentes
agroindustriais ricos em cargas de nitrogénio, procurando pelos micro-organismos
anammox, visando indicar biomassas para partidas mais rapidas de sistemas anammox
(Sanchez-Melsio et al., 2009; Bae et al., 2010; Hu et al., 2010; Costa, 2013a).

A técnica de FISH tem sido muito utilizada na obtencéo de dados qualitativos e quantitativos
de bactérias anammox em amostras ambientais (Schmid et al., 2005). A sonda S-P-Planc-
0046-a-A-18 (Pla46) que hibridiza com o gene do RNAr 16S é muito recomendada para
experimentos iniciais visando a identificacdo e quantificacdo da maioria dos
Planctomicetales, hibridizando também com o grupo Brocadiales (Jetten et al., 2011). A
sonda S-D-Bact-0338-d-A-18 é indicada para identificar o gene RNAr 16S de Isosphaera
que ndo é detectavel com a sonda Pla46 (Schmid et al., 2005).

E importante selecionar e combinar primers especificos para esses micro-organismos a fim
de comparaces e construcbes de arvores filogenéticas. Existem alguns primers que
oferecem uma boa resposta na amplificagio dos micro-organismos anammox e a
combinacdo de alguns oferece uma boa especificidade para determinados grupos de
organismos anammox (Schmid et al., 2005). Os primers mais utilizados para a amplificacédo
dos genes baseados no RNAr 16S por meio da técnica de PCR séo apresentados na Tabela
3.6. Inicialmente a maior parte dos primers foram desenhados visando “Candidatus Brocadia
anammoxidans”, mas registrou-se o iniciador S-*-Amx-820-a-A-22 (Amx820) hibridizando

com “Candidatus Kuenenia stuttgartiensis” (Jetten et al., 2011).

E muito efetiva a combinaco do primer S-P-Planc-0046-a-A-18 (direto) com o primer
reverso S-*-Amx-0368-a-A-18 para deteccdo da maioria dos micro-organismos anammox
conhecidos (Schmid et al., 2005; Jetten et al., 2011). Foi com 0 uso desses primers que
Sanchez-Melsi6 et al. (2009) confirmaram a presenca de “Ca. Brocadia anammoxidans” em

seis indculos testados para enriguecimento anammox.
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Tabela 3.6: Primers desenhados com base nos genes para 0 RNAr 16S utilizados nas
técnicas moleculares de amplificacdo do material genético dos organismos anammox.

Nome referéncia

Especificidade

Sequéncia 5°-3°

S-P-Planc-0046-a-A-18 (Pla46)
S-P-Planc-0886-a-A-19 (P1a886)

S-D-Bact-0338-b-A-18 (Eub3381l)

S-D-Bact-0338-d-A-18 (Eub3381V)

S-*-Amx-0368-a-A-18
L-*-Amx-1900-a-A-21
S-*-Amx-0820-a-A-22 (Amx820)
S-G-Sea-1309-a-A-21
S-*-Seabr-1114-a-A-22
S-*-BS-820-a-A-22

S-S-Kst-0157-a-A-18
S-S-Kst-1275-a-A-20
S-S-Ban-0162(B.anam.)-a-A-18
S-*-Amx-0156-a-A-18
S-*-Amx-0223-a-A-18
S-*-Amx-0432-a-A-18
S-*-Amx-0613-a-A-22
S-*-Amx-0997-a-A-21
S-*-Amx-1015-a-A-18
S-*-Amx-1154-a-A-18
S-*-Amx-1240-a-A-23
I-*-Ban-0071(B.anam.)-a-A-18
I-*-Ban-0108(B.anam.)-a-A-18
I-*-Ban-0222(B.anam.)-a-A-19
I-*-Ban-0389(B.anam.)-a-A-18
I-*-Kst-0031(K.stutt.)-a-A-18
I-*-Kst-0077(K.stutt.)-a-A-18
I-*-Kst-0193(K.stutt.)-a-A-19
I-*-Kst-0288(K .stutt.)-a-A-20
An7F 2

An1388R 2

Planctomycetes

Isosphaera, Gemmata, Pirellula,
Planctomyces

Linhagens de bactérias ndo abrangidas
pelas sondas EUB338 e EUB3381la
Linhagens de bactérias ndo abrangidas
pelas sondas EUB338 e EUB338lla e
EUB111

Todos 0s organismos anammox

Género “Ca. Brocadia” ¢ “Ca. Kuenenia”
Género “Ca. Brocadia” ¢ “Ca. Kuenenia”
Género “Ca. Scalindua”

“Ca. Scalindua brodae”

“Ca. Scalindua wagneri”

“Ca. Scalindua sorokinii”

“Ca. Kuenenia stuttgartiensis”

“Ca. Kuenenia stuttgartiensis”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Brocadia anammoxidans”

“Ca. Kuenenia stuttgartiensis”

“Ca. Kuenenia stuttgartiensis”

“Ca. Kuenenia stuttgartiensis”

“Ca. Kuenenia stuttgartiensis”

Todos 0s organismos anammox

Todos 0s organismos anammox

GACTTGCATGCCTAATCC
GCCTTGCGACCATACTCCC

GCAGCCACCCGTAGGTGT

GCAGCCTCCCGTAGGAGT

CCTTTCGGGCATTGCGAA

CATCTCCGGCTTGAACAA

AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC
TGGAGGCGAATTTCAGCCTCC

CCCGCTGGTAACTAAAAACAAG

TAATTCCCTCTACTTAGTGCCC

GTTCCGATTGCTCGAAAC
TCGGCTTTATAGGTTTCGCA
CGGTAGCCCCAATTGCTT
CGGTAGCCCCAATTGCTT
GACATTGACCCCTCTCTG
CTTAACTCCCGACAGTGG
CCGCCATTCTTCCGTTAAGCGG
TTTCAGGTTTCTACTTCTACC
GATACCGTTCGTCGCCCT
TCTTGACGACAGCAGTCT

TTTAGCATCCCTTTGTACCAACC

CCCTACCACAAACCTCGT
TTTGGGCCCGCAATCTCA
GCTTAGAATCTTCTGAGGG
GGATCAAATTGCTACCCG
ATAGAAGCCTTTTGCGCG
TTTGGGCCACACTCTGTT
CAGACCGGACGTATAAAAG
GCGCAAAGAAATCAAACTGG
GGCATGCAAGTCGAACGAGG
GCTTGACGGGCGGTGTG

Fonte: Schmid et al. (2005); 2 Penton et al. (2006)
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Araljo et al. (2010) usaram a combinacdo do primer direto Pla4d6F formando par com 0s
seguintes primers reversos Amx820R, Amx 1240R e Amx667R e, também, o par An7F -
Anl1388R na técnica de PCR para deteccdo e confirmacdo da presenca das bactérias
anammox no lodo do in6culo proveniente de um sistema de lodos ativados e, ao longo do

enriquecimento usando reator em bateladas sequenciais.

Park et al. (2010), fizeram uso dos primers Pla46F e do Amx667R desenvolvidos por van
der Star et al. (2007), para avaliarem como o tipo de inoculo e 0 modo de operacdo

interferiram na ecologia microbiana das comunidades anammox de biorreatores.

Sanchez-Melsio et al. (2009), melhoraram a deteccdo de bactérias anammox como as do
grupo “Candidatus Brocadia” ao aumentar a especificidade do primer, usando o Amx368 na

posicao forward (direto) e Amx820 na posicao reversa.

Na utilizacdo de PCR quantitativa para avaliacdo de nimero de copias relacionadas aos
genes que codificam o RNAr 16S do grupo de micro-organismos anammox utiliza-se da
combinacdo de primers que resultem em fragmentos mais curtos, tais como 0S pares
Amx694F e Amx960R desenvolvidos por Ni et al. (2010), do Amx809F com Amx1066R e
do Amx818F com Amx1066R desenvolvidos por Tsushima et al. (2010).

Existe, ainda, técnicas para deteccdo de micro-organismos ndo baseadas em anélises
moleculares, tais como microscopia, avaliagdo da atividade por estequiometria, pela

producdo de hidrazina e por verificacdo da mudanca de coloracdo da biomassa.

Uma vez que as células das bactérias anammox apresentam uma morfologia irregular
incomum, pode-se valer dessa caracteristica para uma avaliacdo quantitativa de consoércios
microbianos com anammox por meio da técnica de microscopia eletronica. Jetten et al.
(1999), estimaram 64% de células anammox ap6s 177 dias em sistemas biolégicos ajustados
para enriquecimento anammox comparados aos 16% antes do periodo de enriguecimento.
Wang et al. (2011), também, usaram a microscopia eletrénica de varredura (MEV)
observando a morfologia e estrutura interna da biomassa das amostras de lodos para

verificacdo da presenca de micro-organismos anammox.

Quando se tém culturas enriquecidas anammox, a biomassa apresenta-se com coloragdo
avermelhada, devido a presenca de proteinas como citocromo do tipo ¢ que é observavel no

espectro visivel a 468 nm (Jetten et al., 1999). Assim, outra estratégia para avaliacdo da
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atividade anammox € monitorar o aumento do sinal observado a 468 nm em
espectrofotbmetro a medida que um consorcio Se enriquece com micro-organismos

anammeox.

Um mecanismo alternativo para verificar a ocorréncia do processo anammox € pela
avaliacdo estequiométrica dos reagentes e produtos nitrogenados da reagcdo anammox,
conforme a equacéo 3.10, desenvolvida por Strous et al. (1998).

NH +1,32N0; + 0,066HCO3 + 0,13H*
— 1,02N; + 0,26N03 + 0,066CH,N ;5 + 2,03H,0

Equacéo 3.10

Ressalta-se que todos os trabalhos que analisaram a atividade anammox, em sistemas
visando esse processo para remocao de amonia, utilizaram-se da avaliagdo estequiométrica.
Foram reunidos alguns estudos que calcularam a atividade anammox pela equivaléncia da
estequiometria conforme proposto por Strous et al. (1998), sendo 1 mol de NH4* e 1,32 mol

de NO2" consumidos para cada 0,26 mol de NOs™ produzido (Tabela 3.7).

Tabela 3.7: Razdo estequiométrica entre amonia, nitrito e nitrato em sistemas bioldgicos

anammox
Sistema Origem Inoculo NHst  NO2  NOs Referéncia
Reator de gas-lift Lodo granular anammox 1 1,28 0,26
Reator batgladas Lodo granular anammox 1 1,11 0,20 Dapena-Mora et al., 2004
Culturas bateladas Discos rotativos 1 1,38 0,29 Tsushima et al., 2007
submersos
SBR aerébio 1 0,91 0,45
Reator anaerdbio 1 0,77 0,31
Culturas bateladas Reator andxico 1 0.80 0.30 Bae et al., 2010
Discos rotativos 1 1,04 0,13
Biorreatores com Reator andxico 1 1,32 0,37 Tao etal., 2013
membranas em 1 1,62 0,44
diferentes concentracGes 1 1,37 0,26

de biomassa
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Para a detec¢do da atividade anammox pode-se também utilizar aménia e nitrito com isétopo
do nitrogénio marcado (**N) (Schmid et al., 2005). Assim foi utilizado NaNO, com °N para
verificar a diferenca entre a producio percentual de gas N2 pelas combinagdes 414Ny; 1>

N, e a 1N, que ¢ atribuida a atividade anammox (Tsushima et al., 2007a).

As bactérias anammox apresentam um grupo de lipideo Unico, devido a cadeia ladderane,
que pode ser usado como um biomarcador indicando a presenca de células anammox numa
amostra, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (Sanchez-Melsi6 et
al., 2009).

A avaliagéo da conversdo de hidroxilamina em hidrazina, por meio de suas concentragdes,
pode ser utilizada para detec¢do de organismos anammox, pois sdo 0s Uinicos organismos a

catalisar essa reacdo (Schmid et al., 2005; Suneeth e Joseph, 2011).
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4 - MATERIAIS E METODOS

Com a finalidade de responder aos objetivos propostos neste trabalho de doutorado, segue-
se 0 detalhamento do desenho experimental, com os materiais utilizados, as descri¢fes das
etapas experimentais, as metodologias analiticas fisico-quimicas e de biologia molecular, o
tratamento dos dados brutos obtidos e os testes estatisticos utilizados para verificacdo dos

processos bioldgicos ocorrentes nos sistemas bioldgicos estudados.

Os experimentos e as analises dos parametros fisico-quimicos e PCRq (Reacdo em Cadeia
de Polimerase por avaliacdo e quantificagdo em tempo real) foram desenvolvidos no
Laboratorio de Analise de Agua (LAA) do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental
da Universidade de Brasilia. As analises de biologia molecular por PCR convencional foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Biologia Celular da
Universidade de Brasilia em parceria com a Profa. Dra. Cynthia Maria Kyaw. A
determinacdo das sequéncias de nucleotideos (sequenciamento), dos fragmentos
amplificados por PCR, foi obtida pela contratacdo do servico EZ-Seq da Macrogen na Coreia
do Sul.

O estudo iniciou-se com a concepcdo e desenvolvimento dos reatores utilizados e com a
definicdo e coleta dos lodos de sistemas ambientais, posteriormente inoculados nos sistemas
bioldgicos desse estudo. Apds a montagem dos sistemas bioldgicos, o trabalho experimental
foi dividido em 2 etapas, sendo elas: desenvolvimento da biomassa visando enriquecimento
de micro-organismos responsaveis pelo processo anammox e avaliagdo do comportamento
de conversdo dos compostos nitrogenados, estabelecidas as condi¢fes de operacdo dos

sistemas bioldgicos (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Desenho experimental do trabalho.

4.1 - DESCRICAO DOS MATERIAIS

4.1.1 - Reatores: Concepcéo e Desenvolvimento

Para maior controle dos processos bioldgicos concebeu-se um sistema de reatores, em escala

de bancada, para serem operados em bateladas sequenciais.

Foram projetados reatores buscando-se conseguir um sistema estvel onde as condi¢des
anaerdbias fossem predominantes. Os reatores foram desenvolvidos usando tubos de acrilico
de diametro interno de 90 mm e parede com espessura de 5 mm, com volume total de 1600
mL, capazes de resistir a uma pressdo de 2,24 Kgf.cm? (Figura 4.2A) (Tubos DE 100 mm;

DI 90 mm; Parede 5 mm; Comprimento 200 mm, Acrilicos Brasil Ltda., BR).
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A capacidade atil (1000 mL) dos reatores foi determinada pela estimativa do nimero e
volume de aliquotas do licor misto necessarias a conducgdo das anélises fisico-quimicas
durante a fase de avaliacdo dos perfis temporais, de modo a remover, ao final de cada
batelada, no maximo 10% do volume do sistema, minimizando modificacbes das
concentragdes de substratos por redugdo do volume do sistema.

Foram confeccionados 24 reatores para funcionarem num sistema composto por 2 pegas,
sendo um responsavel por conter a mistura biomassa e agua residudria sintética, e o outro

para conter agua para dissolucdo dos gases formados no primeiro reator e para avaliar a

producéo de gases pelo deslocamento da massa de agua, conforme proposto por Suneethi e
Joseph (2011) (Figura 4.2B).

Figura 4.2: A) reator desenvolvido para estabelecimento dos sistemas bioldgicos B)
sistema composto por dois reatores (1: com agua para dissolucdo de gases e 2: biomassa,
meio sintético e substratos nitrogenados)

Os reatores projetados possuiam sistemas de entrada para alimentacdo e descarte dos
efluentes por valvulas de esfera 1/8” npt (GE, Brasil), com acoplamento de conexdo de
engate rapido 1/8” (Pro-S, Brasil), localizadas nas paredes laterais dos reatores facilitando o
manuseio dos mesmos e, assim, diminuindo o tempo de perturbagBGes aos sistemas. As
tampas inferiores e superiores foram moldadas em tarugos de nylon, com mecanismos de
suporte para oringes e encaixes de aperto, garantindo vedacdo aos sistemas (Figura 4.3 A,
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B). Na tampa superior foi instalado um adaptador de rosca 1/4” com engate rapido de 2,5
mm (4-5/32”, Pro-S, Brasil) para remoc¢do dos gases produzidos pelo metabolismo dos

micro-organismos (Figura 4.3 C).

Nos reatores com 25,2 cm de altura, a valvula de descarte na lateral do sistema foi instalada
a 5,6 cm da base do reator mantendo-se um volume de 350 ml dentro do sistema e, assim, a
conservacdo da biomassa no sistema apds a sedimentacdo do licor misto. A vélvula de
alimentacéo foi instalada a 15,7 cm da base do reator para permitir a introducdo do meio
sintético acrescido dos substratos e realizar a troca volumétrica de 65% (4.3 A).

Figura 4.3: A) Localizacdo das valvulas de alimentacédo e descarte dos reatores; B)
Componentes utilizados na producdo dos reatores; C) Valvula para escape dos gases
produzidos nos sistemas biologicos.

Nas pecas utilizadas para reter os gases produzidos nos sistemas bioldgicos foi encaixado
um tubo de acrilico (caniculo), com 15 cm de comprimento e 0,5 cm de didametro, preso ao
adaptador fixo a tampa superior. A saida desse caniculo ficou submersa na agua de
preenchimento da peca do sistema de reatores utilizada para a dissolu¢do dos gases (Figura
4.4 A).

A conexao entre os dois reatores, utilizados para compor os sistemas bioldgicos durante as
fases de aclimatacdo, desenvolvimento e enriquecimento da biomassa, foi feita por
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mangueira flexivel de poliuretano (Urethane 4 GHM, Werk Schott, Brasil) com 35 cm de
comprimento e didmetro de 2,5 mm (Figura 4.4 A). Uma vélvula stopflow foi usada na
extensdo da mangueira de conexdo entre os dois reatores para facilitar manobras de operacéo
(Figura 4.4 B). Mangueiras (Urethane, 8 SHM, Werk Schott, Brasil) e seringas cirurgicas
descartaveis (10 e 60 mL, com bicos de rosca e cateter) foram utilizadas para realizar as
coletas de aliquotas e inserir os substratos durante os intervalos de tempo dentro das
bateladas.

mangueira |
conexao

Figura 4.4: A) Reator para dissolucdo dos gases com caniculo afogado e mangueira de
conexao dos sistemas; b) valvula stopflow para manobras de controle durante operacdo dos
sistemas.

4.1.2 - Agua Residuéria Sintética e Substratos

A &gua residudria sintética utilizada foi a proposta por Sanchez-Melsié et al. (2009) que
realizaram uma adaptacdo ao meio de Van de Graaf et al. (1996), conforme apresentado na
Tabela 4.1. Essa agua sintética apresenta caracteristicas para permitir o desenvolvimento dos
micro-organismos anammox tais como salinidade de 32 ppt, pH de 8,25, alcalinidade total
de 580 mg.L?, sendo alcalinidade a bicarbonato e acidos volateis de 530 mg.L? e
alcalinidade a &cidos organicos de 50 mg.L™. A &gua residuéria sintética ndo apresentou
fonte de carbono organico e, portanto, apés a fase de aclimatacdo dos micro-organismos nos
sistemas bioldgicos 0s processos conduzidos por micro-organismos heterotroficos foram

reduzidos.
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A &gua residuéria sintética foi preparada anteriormente as trocas volumeétricas apds a
finalizagdo de cada batelada nas duas etapas experimentais. Dessa maneira, a dgua residuaria

sintética introduzida esteve sempre com as suas propriedades quimicas conservadas.

A solucéo de elementos tracos, importante para o pleno metabolismo dos micro-organismos,
foi a proposta por Van de Graaf et al. (1996), que a desenvolveu para o enriquecimento de
micro-organismos anammox (Tabela 4.1). A solucdo estoque de elementos tracos foi
preparada no volume de 1 L e mantida sob armazenamento a 4 °C sendo substituida a medida
que se esgotava. Utilizou-se agua ultrapura para preparacdo da agua residuaria sintética e

para a solucéo estoque de elementos tracos (Gradient Milli-Q, Millipore, DE).

O oxigénio dissolvido presente no meio sintético foi removido por deslocamento com
nitrogénio gasoso conforme metodologia proposta por Wang et al. (2011) e com o uso de
uma sonda de OD, a remocéo do oxigénio foi acompanhada até que o visor do equipamento
indicasse uma concentragdo maxima de 0,03 mg.L? de OD (55 DO - 12 FT, YSI
Incorporated, USA).

Tabela 4.1: Solugdes de macro e micronutrientes da agua residudria sintética utilizada nas
etapas experimentais.

AGUA RESIDUARIA SINTETICA (pH: 7,2 a SOLUCAO DE ELEMENTOS TRACOS ?
7,4)
Substancias * Quantidade (mg.L™?) | Substancias ® Quantidade (mg.L™?)
NaHCO;3; 1050 EDTA 15000
KH:PO, 25 ZnS04.7H0 430
CaCl».2H,0 300 CoCl,.6H.0 240
MgCl,.6H2,0 165 MnCl2.4H,0 990
FeSO4.7H,0 12 CuS04.5H,0 250
EDTA.2H,O 7 NaMo00O4.2H,0 220
Solugdo de elementos tragos 1,25 ml.L? NiCl,.6H,0 190
Na,SeOs 90
H3;BO3 14

Fonte: 'Sanchez-Melsié et al. (2009) e 2Van de Graaf et al. (1996). *Reagentes quimicos, grau
analitico PA.
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Os substratos nitrogenados utilizados foram aménia (NH4"); nitrito (NO2) e nitrato (NO3),
e para tanto foram preparadas solucdes concentradas de NH4Cl; NaNO2 e NaNO3z com 5000
mg.L ™ dos ions de interesse (Tabela 4.2). Devido a instabilidade das formas nitrogenadas
em solucdo, as solugdes concentradas com os substratos utilizados nas etapas experimentais
foram preparadas anteriormente a introducdo nos sistemas a cada batelada, para evitar
ocorréncia de oxidacdes externas aos sistemas bioldgicos. As solugdes foram preparadas
com agua ultrapura (Gradient Milli-Q, Millipore, DE).

Tabela 4.2: Solugdes com os substratos utilizadas nas etapas experimentais.
SOLUCOES COM 0OS SUBSTRATOS NITROGENADOS

Substancial Quantidade composto Quantidade ion interesse
guimicoemg.L™! Emg.L?
NH4CI 14,8 5
NaNO; 7,51 5
NaNO3 6,85 5

! Reagentes quimicos com grau Analitico PA.

Solucdes de HI, NaOH e Na>COs a 1M foram preparadas para ajuste do pH dos sistemas

bioldgicos dentro da faixa das condi¢fes ambientais estabelecidas nas etapas experimentais.

4.1.3 - Fonte dos Indculos

Para verificar a presenca de micro-organismos e atividade anammox nos indculos
escolhidos, procurou-se obté-los a partir de locais propicios ao seu desenvolvimento. As
interfaces Oxicas/anoxicas de muitos sedimentos naturais e ambiente antropizados mostram-
se como habitats ideais para 0s micro-organismos oxidadores anaerobios de amonia (Jetten
et al., 1999; Kartal et al., 2012).

Desta forma, buscou-se inoculos a partir de:
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a) Sedimento do Lago Paranod, Brasilia:

O Lago Paranoa formado a partir do barramento do rio Paranoa no ano de 1959, também
represou as vazdes de varias micro bacias contribuintes sendo as dguas do Riacho Fundo,
Ribeirdo do Gama, Ribeirdo do Torto, Ribeirdo Banana e dos corregos Acampamento,
Taquari, e Ribeirdo Cabeca de Veado (Liporoni, 2012). Apresenta uma extenséo superficial
de 38 Km2 com um volume de 441x10° m3, com uma profundidade méaxima de 38 m junto a
barragem e média de 12,42 m, com tempo de detencdo hidraulica de 299 dias (CAESB, 2003;
CEB, 2010).

O lago Paranoa recebe vérias descargas de poluicdo com concentracGes de nitrogénio
oriundas de fontes pontuais e difusas. Como exemplos de fontes pontuais tem-se as
contribuicdes de esgotos sanitarios da populacdo urbana do DF proveniente de trés Estacdes
de Tratamento de Esgoto da CAESB (Companhia de Agua e Esgoto de Brasilia) Norte, Sul
e Riacho Fundo, no entanto todas as estaces possuem, desde 1994, a etapa de tratamento
terciario para remocdo de nutrientes como o nitrogénio e o fésforo (CAESB, 2003). Tem-se,
também, o escoamento superficial das bacias urbanas da cidade de Brasilia como
importantes fontes difusas contribuindo com o aporte de nutrientes para o Lago Paranoa
(Costa, 2013b; Souza, 2014). Ainda assim, o Lago Paranoa é considerado Oligotréfico
(Philomeno, 2007; GDF, 2012a; GDF, 2012b).

As amostras de sedimento do lago Paranoa foram coletadas durante o desenvolvimento do
projeto Aguas - Pro Centro Oeste e foram armazenadas a 4°C, no Laboratério de Anélise de
Aguas da UnB. A biomassa inoculada nos sistemas bioldgicos foi resultante da composicao
de amostras de sedimentos de 3 pontos de coleta no lago Paranoa localizados préximos a
ponte do Bragueto, a Estacdo de Tratamento de Esgoto Norte (ETE Norte, CAESB) e & ponte

Juscelino Kubitschek.

b) Lodos de sistemas de tratamento de efluentes de abatedouros de suinos e bovinos
nos municipios de Uberlandia e Araguari, Minas Gerais:

A escolha desse tipo de ecossistema deve-se ao fato dos mesmos reunirem varias condi¢des
qgue os qualificam como habitats propicios ao desenvolvimento de micro-organismos

anammox. Isso ocorre devido as cargas de nitrogénio que esses recebem e as baixas ou nulas
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concentragdes de oxigénio dissolvido.

Os efluentes gerados em unidades de abate de animais e processamento de carnes
caracterizam-se principalmente pela alta carga organica, devido a presenca de sangue,
gorduras, estercos, contetdo estomacal e intestinal ndo digeridos; pelas flutuacdes de pH em
funcdo do uso de agentes de limpeza &cidos e basicos; os altos contetdos de nitrogénio,
fésforo e sais e pelas flutuacdes de temperatura (Pacheco & Yamanaka, 2006).

Nos abatedouros, € comum os efluentes liquidos serem divididos em duas linhas de
tubulacdes: a linha “verde”, que contém os efluentes liquidos gerados em areas sem presenca
de sangue (por exemplo, recepcdo — lavagens de péatios, caminh@es, currais ou pocilgas,
“seringa”, bucharia e triparia) e a linha “vermelha”, com os efluentes que contém sangue
(das areas do abate e processamento das carnes). Isto € feito para facilitar e melhorar o
tratamento primario (fisico-quimico), que € feito separadamente, permitindo remover e
segregar mais e melhor os residuos em suspensdo destes efluentes, de forma a facilitar e

aumentar possibilidades para sua destinacdo adequada (Pacheco & Yamanaka, 2006).

O sangue tem a DQO mais alta de todos os efluentes liquidos gerados no processamento de
carnes. O sangue liquido bruto tem uma DQO em torno de 400 g.L, DBOs de 200 g.Lte
de nitrogénio de aproximadamente 30 g.L!. Dessa maneira, ¢ comum a separac&o do sangue
puro precedendo a estacdo de tratamento de efluentes com a finalidade de evitar a

contribuicdo dessa carga ao efluente a ser tratado.

Nos abatedouros, geralmente, o tratamento secundario ocorre em lagoas de estabilizacdo,
especialmente as anaerobias. Ha, também, outras possibilidades de processos bioldgicos
anaerobios, citando-se: processos anaerébios de contato, filtros anaerdbios e digestores
anaerobios de fluxo ascendente. Com relacéo a processos bioldgicos aerobios, podem-se ter
processos aerdbios com biofilme (filtros bioldgicos e biodiscos) e processos aerdbios de
biomassa dispersa (lodos ativados convencionais e de aeragdo prolongada, que inclui os
valos de oxidagdo). Também é bastante comum observar o uso de lagoas fotossintéticas na

sequéncia do tratamento com lagoas anaerobias (Pacheco & Yamanaka, 2006).

O tratamento terciario € por vezes requerido como “polimento” final dos efluentes liquidos
provenientes do tratamento secundario, promovendo remocédo suplementar de solidos, de
nutrientes (nitrogénio, fosforo) e de organismos patogénicos. Podem ser utilizados sistemas

associados de nitrificacdo-desnitrificacdo, filtros e sistemas bioldgicos ou fisico-quimicos
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(ex.: uso de coagulantes para remogdo de fosforo) (Pacheco & Yamanaka, 2006).

Assim, as lagoas de estabilizacdo anaerdbias e facultativas presentes em abatedouros de
bovinos e suinos, devido as cargas de nitrogénio que recebem e as condi¢Ges de anaerobiose,

possuem condicBes para que se estabelecam micro-organismos anammox.

Os municipios de Uberlandia e Araguari sdo polos agroindustriais e possuem dezenas de

abatedouros e frigorificos registrados para processamento de carnes.

O primeiro abatedouro/frigorifico que cedeu lodos para o estudo, designado Frigorifico 1,
esta localizado dentro do perimetro urbano de Araguari (MGO. Esse frigorifico abate cerca
de 2000 cabecas de gado.dia. Possui um sistema de tratamento composto por etapas
primaria e secundaria, sendo essa Ultima composta por lagoa anaerdbia, lagoa aerada, lagoa
facultativa, sequencialmente. Escolheram-se lodos da lagoa anaerdbia e da lagoa facultativa

para constituirem-se em indculos para os sistemas bioldgicos.

O outro abatedouro/frigorifico, designado de Frigorifico 2, de onde foram removidos lodos
para 0s experimentos, encontra-se localizado na zona rural de Uberlandia. Nesse abate-se
cerca de 400 cabecas de gado.dia® e 300 cabegas de suinos.dia™. Possui um sistema de
tratamento de efluente separado em linha verde e vermelha. Ap6s todo o tratamento primario
composto de gradeamento, separador de gorduras, peneiras, queimador de sangue, o efluente
segue para um filtro bioldgico e depois para um UASB para remocdo da carga organica.
Finalmente, apdés o UASB, segue para uma sequéncia de 3 lagoas facultativas para
polimento. Escolheram-se lodos do UASB e da 22 lagoa facultativa para constituirem-se em

indculos para os sistemas bioldgicos.

Foi ainda coletado lodo de uma lagoa anaerobia de um abatedouro de suinos, designado
Frigorifico 3, localizado na zona rural de Uberlandia. Abate-se cerca de 400 suinos.dia™
nesse abatedouro e, 0 mesmo possui um sistema de tratamento dos efluentes composto por
uma etapa de gradeamento e separacdo de gorduras e, outra etapa biologica, em lagoas

anaerobias (Figura 4.5).

Assim, foram coletadas amostras de lodos nesses trés frigorificos, observando-se as

condicGes das lagoas e grau de tratamento pelo quais os efluentes ja haviam passado.
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Figura 4.5: Lagoa anaerdbia tratando efluente de abatedouro de suinos. A) vista da lagoa
anaerobia. B) Aspecto do lodo coletado no fundo da lagoa anaerdbia.

c¢) Sedimento da lagoa de acumulacdo de chorume do aterro controlado Jockey Club

de Brasilia:

Esse sedimento caracteriza-se por acimulo de sélidos advindos junto com o chorume das
ceélulas do aterro e biomassa adaptada as condicdes desse ambiente. Como a concentragdo
média de amdnia no chorume é alta, espera-se que no sedimento dessa lagoa ocorra o

desenvolvimento de micro-organismos anammox (Figura 4.6).

Figura 4.6: Lagoa de acumulagéo de chorume localizada no aterro controlado Jockey Club
de Brasilia, DF.
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Em todos os ambientes/habitats de onde os inoculos foram coletados, a excecdo do Lago

Paranod, fez-se as seguintes avaliagdes das variaveis ambientais, in situ: temperatura e pH

utilizando equipamentos manuais de campo.

Para cada um dos lodos e sedimentos foi criado um cédigo do in6culo, observando-se a

origem do ponto de coleta, a etapa do tratamento, as condicGes in situ e, assim, dispostos na

Tabela 4.3. Os micro-organismos, dadas as condi¢des dos ambientes de onde se coletaram

os inoculos, apresentavam metabolismo anaerobio.

Tabela 4.3: Indculos usados nos experimentos em batelada para enriquecimento de
organismos anammox.

In6culo Cédigo Origem Etapa/tipo do pH Temperatura
In6culo Tratamento (°C)
Sedimento Par Lago Paranod/ Brasilia - - -
Lagoa anaerébia tratando Inicio/
Lodo AnF1 ) ) ) ) 6,40 26
efluente de frigorifico Biologico
Lagoa facultativa Final — pds
Lodo FaF1 tratando efluente de lagoa aerada/ 6,85 28
frigorifico Bioldgico
Lagoa facultativa Final — pds
Lodo FaF2 tratando efluente de UASB/ 7,50 25
frigorifico Bioldgico
Reator UASB tratando Intermediério/
Lodo UaF2 ) ) ) ) 6,76 26
efluente de frigorifico Biologico
Lagoa anaerdbia tratando o
Intermediario/
Lodo AnF3 efluente de abatedouro . ) 6,54 28
. Bioldgico
suino
Lagoa de detencdo de
Sedimento Cho chorume aterro Jockey - 8,38 26

Clube
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4.2 - DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1 - Preparacao dos Indculos
Os diferentes indculos foram caracterizados usando-se 0s parametros e métodos de analise

apresentados na Tabela 4.4. Os indculos foram preparados pela mistura do lodo (sélido) e

sobrenadante (liquido) conforme coletados.

Tabela 4.4: Parametros e metodologias usadas para caracterizacdo das diferentes amostras
inoculadas nos sistemas em bateladas para enriquecimento anammox.

Parametro Método*

pH Potenciométrico
Temperatura Potenciométrico
Solidos Totais Gravimétrico

Solidos Volateis Gravimétrico

Sélidos Fixos Gravimétrico
Nitrogénio Total Kjeldahl  Digestéo/Espectrofotométrico
Nitrogénio amoniacal Potenciométrico
Nitrito Cromatografia ibnica
Nitrato Cromatografia ibnica
DQO Digestao/Espectrofotométrico

*Referéncia: APHA (2005)

4.2.2 - ETAPA 1: Aclimatacéo e Enriquecimento de Micro-organismos

A metodologia de culturas em bateladas foi utilizada para o processo de aclimatacdo e
desenvolvimento da biomassa, buscando-se o enriquecimento dos micro-organismos
anammox, pois permite uso de sistemas simples, otimizacdo experimental e o tempo

requerido é relativamente curto (Sanchez-Melsio et al., 2009).

Os reatores projetados, conforme modelo apresentado no item 4.1.1, foram preenchidos cada
com 25 g de lodo centrifugado dos inoculos testados (=~ 25 mL) e 975 mL de agua residuaria
sintética com os substratos nitrogenados, livre de OD, perfazendo os 1000 mL de volume
reacional, e mantidos em condicGes anaerdbias. Os sistemas bioldgicos com cada lodo foram
montados em duplicatas. A quantidade de lodo inserido nos reatores (25¢g) foi determinada

visando ter uma concentragdo inicial de biomassa em torno de 1,5 a 2 g.L* de sdlidos
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suspensos Vvolateis (Kuai e Verstraete, 1998; Schierholt Neto, 2007; Wang et al., 2011). Os
reatores foram encaixados em uma base com agitacdo equivalente a 100 rpm (Shaker 2540,
FANEM, BR) e colocados em sala climatizada, com temperatura oscilando entre 28 a 32 °C
(Figura 4.7) (HN 500 CEMAR, BR). O parametro pH, dentro de uma faixa de 7,2 a 8,0, foi
mantido com o uso de solugdes de HCI, NaOH e Na,COs a 1M.

Figura 4.7: Reatores inoculados com diferentes indculos de lodos e sedimentos acoplados
com os vasos para dissolugéo dos gases, conforme metodologia discutida no item 4.1.1, e
na base agitadora em sala climatizada.

O suprimento dos substratos aménia e nitrito foi garantido pela adicdo das solucdes de
NH4CI/NaNO: introduzidos semanalmente ao inicio das bateladas (Figura 4.8). O aumento
das concentracGes de amdnia e nitrito no meio ocorreu gradativamente, iniciando com
concentracdes de 20 mg.L™ para ambos componentes e fazendo incrementos de 5 mg.L* a
cada batelada, até atingir a concentragio de 60 mg.L? (Sanchez-Melsi6 et al., 2009). A
alimentacdo de cada sistema bioldgico foi realizada pela valvula localizada na lateral do
reator posicionada a 15,7 cm da base do reator, no nivel de 1000 mL (Figura 4.8).

Foi adicionado nitrato nos sistemas bioldgicos, em concentracdes de 20 a 30 mg.L™, nas 3
primeiras bateladas para evitar consumo de nitrito e formacéo de gas sulfidrico decorrentes
dos processos metabolicos resultantes da presenca de bactérias heterotroficas
desnitrificantes e das bactérias sulfato redutoras responsaveis pela formacdo de gas
sulfidrico. Esse procedimento também foi adotado em outros trabalhos (Tsushima et al.,
2007b; Sanchez-Melsid et al., 2009; Suneethi e Joseph, 2011).

70



A é4gua residudria sintética foi reposta periodicamente, a cada 15 dias, para evitar problemas
ocasionados por acumulagdo ou consumo de substéncias que inibissem o desenvolvimento
dos micro-organismos anammox (Tsushima et al., 2007b; Sanchez-Melsié et al., 2009;
Suneethi e Joseph 2011). Quando da substituicdo da agua residudria sintética, os reatores
foram removidos da base agitadora e aguardou-se uma hora para deposicéo do lodo no fundo
dos reatores abaixo do nivel da valvula de descarte (350 mL) (Figura 4.8). As valvulas de
descarte, localizadas na lateral dos reatores (conforme Figura 4.3), foram abertas para o
descarte do meio sintético sobrenadante. Dessa forma, os reatores com capacidade til de
1000 mL, funcionaram com 350 mL de volume minimo, e com 650 mL de troca volumétrica,

equivalendo a uma razéo de troca de 65% (Figura 4.8).

Inicio Batelada Enchimento Reacdo
T |:> Agua Residudria Sintética |:> 7 dias / 7 dias

0,02 dia
1000 ml
Introdugdo de
“ Subtratos
NH;NO,;NO,
7 dias

1
1

350 ml

1

Retencdo Biomassa <:| Descarte Sobrenadante <:| Sedimentaco
Retencao biomassa - 2ecimenta ¢
0,02 dia 0,04 dia

— —

350 ml

Figura 4.8: Operacéo dos sistemas biologicos em bateladas sequencias na ETAPA 1,
destinada a aclimatacédo e enriquecimento de micro-organismos anammox.

Aliquotas do licor misto (20 mL) para cada sistema bioldgico foram coletadas no inicio das
bateladas (T0) (consideradas quando da inser¢do de novas concentracdes de substratos) e

apos periodos compreendidos entre 5 e 7 dias (T1) para avaliar as conversdes de amonia,
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nitrito e nitrato, bem como dos ions anidnicos fosfato e sulfato presentes no meio. O pH do
licor misto, quando das retiradas das aliquotas, foi acompanhado e ajustado quando

necessario para a faixa de 7,2 a 8,0.

Na parte superior do reator, uma valvula fez o controle de escape dos gases produzidos que
foram capturados por dissolu¢do em agua destilada, para quantificacdo dos gases produzidos
medidos pelo deslocamento da massa de &gua, conforme proposto por Suneethi e Joseph
(2011) (Figura 4.9).

Definiu-se uma metodologia para equilibrar os sistemas compostos pelos reatores como as
diferentes biomassas e agua residuéria sintética (P2) com seus respectivos reatores para
recepcdo dos gases (P1) e assim quantificar o volume dos gases produzidos por cada sistema
(Figura 4.9). Os reatores P1 e P2, com headspace a pressdo atmosférica, foram conectados
e, apos a valvula de descarte do reator P1 foi aberta expulsando cerca de 8 ml de agua e
cessando a vazao pois o sistema entrava em equilibrio. Qualquer novo deslocamento de dgua
a partir do reator P1 s6 ocorreu devido a introducdo e ou formacgdo de gases no sistema.
Dessa maneira, foi possivel encontrar uma equivaléncia entre os gases produzidos em P2 e
0 deslocamento de &gua em P1. Assim, um dado volume de agua deslocado em P1

corresponde igual volume de gas produzido em P2.

Figura 4.9: Sistema composto por duas pegas para verificacdo e quantificacdo dos gases.
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4.2.2.1 - Coleta de biomassa para analises de biologia molecular — Etapa 1

Para deteccdo e quantificagdo dos grupos de micro-organismos relacionados ao ciclo de
nitrogénio foram recolhidas aliquotas dos lodos e sedimentos antes da inoculacéo e do licor
dos sistemas biologicos, contendo a biomassa, ap6s 120 dias do periodo ajustado para o
enriquecimento de micro-organismos anammox. As técnicas de biologia molecular
utilizadas foram PCR convencional, PCR quantitativa e sequenciamento dos fragmentos de
DNAr 16S obtidos em PCR para o grupo de micro-organismos anammox, as quais tem suas
metodologias detalhadas no topico 4.3.3 sobre Analises de biologia molecular para avaliacao

dos micro-organismos.

4.2.3 - ETAPA 2: Comportamento de Conversédo dos Compostos Nitrogenados

Para avaliacdo do comportamento de conversao de nitrogénio, nas formas de aménia (NH4"),
nitrito (NO2) e nitrato (NOz’), nos sistemas que foram destinados ao enriquecimento e
verificados atividade anammox foi desenvolvida a seguinte metodologia, adaptada da

operacdo em bateladas sequenciais.

Os reatores com a biomassa, resultante da etapa 1, foram alimentados com 0 mesmo tipo de
agua residudria sintética acrescida com concentragdes dos substratos de aménia e nitrito.
Para esses ensaios foram inseridos 650 mL de agua residuéria sintética com concentracfes
crescentes de amonia e nitrito a nova cada batelada. As concentragdes de amonia e nitrito
iniciaram em 30 mg.L™ e 40 mg.L™%, respectivamente, com acréscimo crescentes de 5 mg.L-
1 até atingir concentragdes de 60 mg NH4.L™ e 80 mg NO..L™. Dessa forma, os reatores
com volume reacional de 1000 mL funcionaram com 350 mL de volume minimo, e com 650
ml de troca volumétrica, equivalendo a uma razdo de troca de 65%. Informa-se que 0s
sistemas bioldgicos com cada in6culo testado encontravam-se representados em duplicatas
(Figura 4.10).

Nos reatores, as condi¢cdes de anaerobiose foram mantidas por remogdo do oxigénio
dissolvido do meio sintético por deslocamento com gés N>, até concentragcfes < 0,04 + 0,02
mg.L* de OD. Um headspace de 600 mL & pressdo atmosférica foi deixado em cada um dos
sistemas para acimulo dos gases gerados pelo sistema. A alimentacdo e o descarte do

efluente proveniente das bateladas foram feitos pelas duas valvulas nas laterais dos reatores.
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Nessa etapa ndo foram acompanhados os volumes dos gases produzidos.

Aliquotas com 10 mL do licor misto de cada sistema biologico foram coletadas ao longo das
bateladas nos tempos TO (zero hora); T1 (24 horas); T2 (48 horas) e T3 (72 horas) para
avaliar as conversdes de amonia, nitrito e formacdo de nitrato, bem como de outros ions
anionicos (fosfato e sulfato) presentes no meio. Para essa etapa experimental foram
realizadas 10 bateladas de 72 horas para todos os sistemas testados. O pH do licor misto,
quando das retiradas das aliquotas, foi monitorado para verificar as modificagdes do mesmo

ao longo das bateladas e, portanto, ndo foram feitas corre¢cdes de pH durante a batelada.

Dessa maneira, as bateladas constituiram-se em: 15 minutos para alimentacéo, 72 horas em
reacdo com sedimentacdo de 30 minutos a cada 24 horas de reacdo para coleta de aliquotas
do licor, 2 horas de sedimentacéo ao final, para permitir completa sedimentacéo da biomassa
para realizacdo da troca da agua ressudaria sintética e reduzir a perda de biomassa (Figura
4.10).

O volume final removido para as amostragens ao longo do periodo de avaliagdo nao

ultrapassou 10% do volume reacional dos reatores definido em 1000 mL.

A avaliacdo da conversdo das formas nitrogenadas foi realizada pela observacédo dos indices
estequiométricos da reacdo anammox, pois 0s sistemas foram ajustados para que o
metabolismo anammox fosse predominante nos sistemas bioldgicos, conforme a equacao
4.1.

NH} +1,32N0; + 0,066HCO3 + 0,13H*
—1,02N, + 0,26N0O3 + 0,066CH;Ng 15 + 2,03H,0

Equacédo 4.1
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Enchimento

Inicio Batelada N 5 . -
- ARS* e Substratos (NH, e NO,) Reacéo Sedimentagio
Biomassa 72 horas 0,5 hora

0,25 hora Amostragem

1000 ml

1
1

1

e Descarte Sobrenadante Sedimentacdo
Retengdo Biomassa
0,5 hora 2 horas

|

—

350 ml

*ARS = Agua Residudria Sintética

Figura 4.10: Operacéo dos sistemas bioldgicos em bateladas sequencias na ETAPA 2,
destinada a avaliacdo das conversfes dos compostos nitrogenados.

4.2.3.1 - Coleta de biomassa para analises de biologia molecular — Etapa 2

Para verificacdo e quantificacdo dos grupos de micro-organismos relacionados ao ciclo de
nitrogénio foram recolhidas aliquotas do licor dos sistemas bioldgicos, contendo a biomassa,
ao final dos experimentos da 22 etapa (180 dias ap0s a inoculacdo dos lodos/sedimentos nos
sistemas bioldgicos). As técnicas de biologia molecular utilizadas foram PCR convencional,
PCR quantitativa para os grupos de micro-organismos relacionados ao ciclo do nitrogénio,
as quais tem suas metodologias detalhadas no topico 4.3.3 sobre Anélises de biologia

molecular para avaliagdo dos micro-organismos.
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4.3 - METODOS ANALITICOS

Os métodos analiticos adotados para avaliacdo dos procedimentos experimentais seguiram
as metodologias descritas Standard Methods for the Examination of Water and of
Wastewater (APHA, 2005).

4.3.1 - Preparacdo e conservacdo das amostras do licor misto para analises em

cromatografia idnica

As aliquotas coletadas foram imediatamente passadas em uma sequéncia de filtros por
sistema de vacuo, iniciando pelo filtro analitico de fibra de vidro com 1 pum de poro (AP40,
47mm), membrana em ésteres de celulose (nitrato 75-80% e acetato) com 0,45 um poro
(HA, 47mm) e em membrana em éster de celulose com 0,22 um poro (GS, 47mm) (Filtros

e Membranas da Millipore Industria e Comércio Ltda., BR).

As amostras da 1% etapa experimental, apos serem filtradas na membrana de 0,45 pum de
poro, tiveram um tratamento diferenciado para reducéo do carbono orgénico. Esse filtrado
foi colocado em contato com uma pequena quantidade de carvéo ativado (10 mg por 10 mL
de amostra) (Carvdo Analitico PA, Merck) para adsorcdo do material organico. Essa mistura
foi submetida a sonicacdo (Modelo USC 5000 - Ultrasonic Cleaner, Unique) durante 20
minutos para aumentar a eficiéncia de adsor¢do da matéria organica carbonacea ao carvao
(Barbosa, 2010). Ap6s um periodo de repouso as amostras foram filtradas em membranas
de ésteres de celulose com 0,22 um poro (GS, 47mm, Millipore Industria e Comércio Ltda.,
BR) e separadas em triplicatas, em aliquotas de 5 mL, para posterior utilizacdo para as

analises de anions e cations.

As amostras das etapas 1 e 2, quando necessario, foram armazenadas em tubos com aliquotas
de 5mL e estocadas sobre congelamento a —20 °C como, também, realizado por outros
pesquisadores (Martins, 2007; Barbosa, 2010; Costa, 2013a; Sanchez et al., 2014).
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4.3.2 - Anélises dos componentes nitrogenados e de outros ions

A determinacdo das concentragdes das formas nitrogenadas, sendo elas aménia (NH4"),
nitrito (NO2") e nitrato (NO3’) foi realizada por meio da cromatografia idnica, bem como dos
fons anidnicos fosfato (PO4*) e sulfato (SO4*). Esses Ultimos fons foram também avaliados
devido as colunas de separacdo de anions e as solugdes padrdes disponiveis permitirem que
0s mesmos fossem quantificados. O cromatdgrafo utilizado foi o ICS 900-DCR Dionex
(Thermo Fisher Scientific, USA).

Na configuracdo do ICS 900 para analise dos anions, utilizou-se a coluna de separacao
Dionex lonPac AS23 RFIC Analytical (4 x 250 mm), a coluna guarda Dionex lonPac AS23
RFIC Guard (4 x 50 mm) e a supressora Dionex AMMS 300 MicroMembrane 4 mm
(Thermo Fisher Scientific, USA). O eluente utilizado na fase mével foi a solugcdo de
carbonato de sodio (Na2CO3) a 4,5 mM com bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 0,8 mM. O
regenerante para recuperacao da supressora foi o acido sulfurico a 36 mM. O sistema foi
operado com a condutividade da linha base a 23 S, velocidade do fluxo de 1,0 mL.min e
pressdo da bomba a + 1950 psi, com volume de injecdo de 100 pL e loop de amostragem de
10 pL. O tempo de corrida para separacdo dos anions foi de 22 minutos. As aliquotas foram
aplicadas manualmente com utilizacdo de seringas descartaveis de 1 mL acoplada ao filtro
millex com membrana de PVDF 0,22 um de poro (Millex, GV 13mm, Millipore IndUstria e
Comércio Ltda.). Para realizacdo das curvas de padrdes foi utilizado a solucdo de 7 Anions
da Dionex contendo os seguintes anions fluoreto, cloreto, nitrito, brometo, nitrato, fosfato e
sulfato (Dionex Seven Anion Standard 11, Thermo Fisher Scientific, USA).

Na configuracdo do ICS 900 para analise dos cations, utilizou-se a coluna de separacdo
Dionex lonPac CS12A RFIC Analytical (4 x 250 mm), a coluna guarda Dionex lonPac
CG12A RFIC Guard (4 x 50 mm) e a supressora Dionex CMMS 300 MicroMembrane 4 mm
(Thermo Fisher Scientific, USA). O eluente da fase movel da analise de cations foi a solucéo
de acido metanossulfénico (CH3SOsH) a 20 mM e o regenerante do sistema de supressao foi
0 hidroxido de tetrabutilaménio, (TBAOH - (CsH9)sNOH) a 100 mM. O &cido
metanossulfonico, ao invés do acido sulfirico, foi adotado como eluente porque permite uma
melhor separacdo dos ions sodio e amdnia devido a diferenciacdo nos tempos de detencao
pela coluna de separacdo. O sistema foi operado com a condutividade da linha base de 2,0 a

3,0 uS, velocidade do fluxo de 1,0 mL.min e pressdo da bomba a + 1350 psi, com volume
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de injecdo de 100 pL e loop de amostragem de 10 puL. O tempo de corrida para separagéo
dos cétions foi de 14 minutos. As aliquotas foram aplicadas manualmente com utilizagéo de
seringas descartaveis de 1 mL acoplada ao filtro millex com membrana de PVDF 0,22 um
de poro (Millex, GV 13mm, Millipore Industria e Comércio Ltda.). Para realizacdo das
curvas de padrdes foi utilizado a solugdo de 6 cétions da Dionex contendo os seguintes ions
litio, s6dio, amonia, potassio, magnésio e célcio (Dionex Six Cation Il Standard, Thermo
Fisher Scientific, USA).

Todos os reagentes quimicos utilizados para a preparacdo das solucbes eluentes e

regenerantes apresentaram grau de pureza PA.

A quantificacdo dos ions foi por meio de ajuste de variaveis (escolha dos ions, ajuste das
concentracdes das curvas padrdes, calibracdo dos tempos de detec¢cdo dos picos para cada
ion, calibracdo dos limites de quantificacdo de acordo com as curvas padrdes e linha base,
com coeficientes de correlacdo entre 0,965 a 0,999) do método de quantificacdo do programa
Chromeleon verséo 6.8 (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.3.3 - Anélises de biologia molecular para avaliacdo dos micro-organismos

4.3.3.1 - Da extragdo do DNA Gendmico

Para avaliacdo da presenca e quantificacdo dos micro-organismos de interesse nos indculos
e nas biomassas desenvolvidas nos sistemas bioldgicos, apés a operacdo das etapas
experimentais 1 e 2, foram feitas extracdes de DNA total dos organismos presentes usando
kit de extracdo de DNA Gendmico, conforme as recomendacdes do fabricante (PowerSoil
DNA Isolation Kit, MoBio Laboratories, Inc., USA).

A qualidade e quantidade do DNA gendmico, extraido de cada amostra dos indculos
coletados nos diferentes habitats, bem como das amostras das biomassas desenvolvidas apos
as etapas experimentais 1 e 2, foram verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose
(1%) corado com brometo de etideo (1 pg.mL™), usando marcador de massa molecular, High
DNA Mass Ladder (Invitrogen, USA). As estimativas das quantidades de DNA genémico
das amostras dos lodos (em ng) foram realizadas pela comparacdo da intensidade do sinal

do marcador e das amostras, tendo sido padronizados das aliquotas do extrato contendo o
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DNA genbémico e do marcador aplicados nos géis de agarose.

4.3.3.2 - Analises PCR convencional e Sequenciamento

As analises de PCR convencional foram realizadas para verificacdo da presenca de bactérias
anammox, das nitrificantes aerébias oxidadoras de nitrito e de nitrato, utilizando pares de
primers cujos genes alvos foram aqueles que codificam para por¢cdes do RNAr 16S e os
especificos para enzima hidrazina (bactérias anammox) e hidroxilamina (bactérias aerobias

oxidadoras de amonia) (Tabela 4.5).

As condigOes de PCR para cada um dos pares primers foram estabelecidas com base em
literatura, cujos pesquisadores obtiveram sucesso nas amplificacdes quando da utilizacdo de
DNA genémico de amostras ambientais ndo cultivadas. As condi¢cdes para amplificacbes

dos genes encontram-se na Tabela 4.6.

Os termocicladores utilizados para as anélises de PCR foram um PTC-100 (MJ Research,
Inc, USA) e PTC 1148 (MJ Mini Personal Thermal Cycler, BioRad, USA). O volume das
reacOes em cada microtubo foi de 25 uL contendo Tampéo 1X, MgCl> 1,5 mM, Taq Dna
Polimerase 1U a 1,5U (Taq DNA Polymerase Recombinant, Invitrogen, USA), dNTPs 200
MM (Invitrogen, USA), os primers 200 nM de cada um dos pares (direto e reverso) e 10 ul
de DNA Gendmico (0,5 ng.uL™?). A avaliagdo dos fragmentos amplificados ocorreu por
eletroforese em gel de agarose (1%) corado com brometo de etideo (1 pg.mL™*), usando os
marcadores para determinacdo dos tamanhos de fragmentos de 1Kb e 100 bp (1Kb Plus
Ladder da Invitrogen, USA e 1Kb e 100 bp Dna Ladder Axigen, USA) (Figura 4.12).

Todas as amplificacOes foram realizadas no minimo duas vezes, em eventos distintos de
PCR. Em todas elas foram realizadas os controles negativos das rea¢6es. Por ndo dispor de
amostras de DNA controle para 0s micro-organismos estudados nessa pesquisa, 0s controles

positivos para as PCRs ndo foram aplicados.
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Tabela 4.5: Conjunto de pares de primers utilizados para detec¢do de micro-organismos
anaerobios (anammox) e aerdbios (nitritantes e nitratantes) oxidadores de aménia.

Pares
Primers Sequéncia 5' -3' Especificidade Referéncia
Pla 46 F GGATTAGGCATGCAAGTC Planctomicetos/Ca. Nggmig'gt 2?98
Amx820R! AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC Brocardia e Kuenenia 2000 "
Pla 46 F GGATTAGGCATGCAAGTC Planctomicetos/Bactérias Nggmig"gt 2?98
Amx 368 R! CCTTTCGGGCATTGCGAA Anammox 2005 v
Amx 368F TTCGCAATGCCCGAAAGG Planctomicetos/Bacterias Sanchez-Melsio,
Amx 820R? AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC Anammox et al. 2019
Ana-hzolF TGTGCATGGTCAATTGAAAG Detecgdo do gene Quan et al., 2008
Ana-hzo2R? ACCTCTTCWGCAGGTGCAT hzoA/hzoB Anammox
Hzocl1F1 TGYAAGACYTGYCAYTGG Detecgdo do gene Schmid et al.,
Hzoc11R22 ACTCCAGATRTGCTGACC hzoA/hzoB Anammox 2008
AMOA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT Diteé’gﬁféﬂgsg:;‘%;‘?;? Sl 2003
AmoA-2R? CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC . n - git,
oxidadoras de ambnia
NTSPA F CGCAACCCCTGCTTTCAGT Bact'\é'rti;f;’;gbias Kindaichi et
NTSPA R? CGTTATCCTGGGCAGTCCTT . e al.,2006
oxidadoras de nitrito
Nitrobacter
NITRO 1198 F ACCCCTAGCAAATCTCAAAAAACCG Bactérias aerabias Graham et al.,
NITRO 1423 R? CTTCACCCCAGTCGCTGACC . e (2007)
oxidadoras de nitrito
1055 F ATGGCTGTCGTCAGCT . Ferris et al.
1392 R ACGGGCGGTGTGAC Universal RNAr 165 (1996)

Iniciadores sintetizados: {(IDT, Integrated DNA Techonologies, USA) e ?(Invitrogen, USA).

Tabela 4.6: Condic¢oes de amplificacdo utilizadas com os pares de primers escolhidos para
deteccdo de micro-organismos aerdbios e anaerdbios oxidadores de aménia e nitrito.

Primers/ Condicbes da Amplificacdo (Temperatura °C e tempo)
Referéncia D. Inicial?  Neciclos? Desn.3 Anel * Ext.5 E.Final®
Pla 46F e Amx820R (Araljo et 94 °C 35 94 °C 56 °C 72°C 72°C
al., 2011) 4 min 45 seg 50s 1 min 7 min
Pla 46F e Amx368R (Sanchez 94°C 35 94°C 58 °C 72°C 72°C
— Melsio et al., 2009) 5 min 45 seg 1 min 1 min 7 min
Amx 368F e Amx 820R 94°C 35 94°C 62°C 72°C 72°C
(Sanchez — Melsio et al., 2009) 5 min 45 seq 1 min 1 min 7 min
Ana-hzolF e Ana-hzo2R 94 °C 94°C 53°C 72°C 72°C
(Quan et al., 2008) 2 min 30 1 min 1 min 1 min 10 min
Hzoc11F1 e Hzoc11R2 94°C 30 94 °C 50°C 72°C 72°C
(Schmid et al., 2008) 5 min 1 min 1 min 1 min 7 min
AmoA-1F e AmoA-2R (Egli, 95°C 35 95°C 60 °C 72°C 72°C
2003) 4 min 1 min 45 seg 1 min 3 min
Ntspa F e Ntspa R 94°C 40 94°C 60 °C 72°C 72°C
(Kindaichi et al., 2006) 5 min 30 seg 45 seg 40 seg 10 min
Nitro 1198F e Nitro 1423R 95°C 95°C 53°C 72°C 72°C
(Graham et al., 2007) 10 min 3 20 seg 1 min 1 min 7 min

1 Desnaturacdo Inicial; 2 Namero de ciclos; 2 Desnaturagéo; * Anelamento; > Extensdo; ® Extensao final.
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Os produtos de amplificacdo por PCR para 0s micro-organismos anammox, das amostras
dos indculos e das biomassas dos sistemas apds 120 dias, usando os primers Pla46F e Amx
820R, foram enviados a empresa Macrogen em Seul na Coreia do Sul, para o
sequenciamento dos pares de bases, contratando-se o servico EZ-seq. A modalidade EZ-seq
tratou-se da aquisi¢cdo antecipada do servigo de sequenciamento junto a Empresa, na qual se
obteve codigos de barra para serem afixados nos microtubos que tiveram as amostras
sequenciadas. As amostras foram preparadas fazendo-se uma mistura dos produtos de PCR
purificados e os primers utilizados nas concentracbes e volumes especificados. O
sequenciador utilizado foi o 3730XL (Applied Biosystems 3730xI DNA Analyzer, Life
Technologies, USA) que se baseia ha metodologia de Sanger.

Os produtos da amplificacdo, sendo eles fragmentos com aproximadamente 774 pb, enviados
a Macrogem, foram preparados usando-se kit de purificacdo de DNA a partir de produtos de
PCR segundo protocolo disponibilizado pelo fabricante (AxyPrep PCR Clean up Kit,
AXIGEN, USA). Cada amostra purificada foi acondicionada em um microtubo (500 pL)
com volume de 20 ul (50ng.uL™?) combinada com 10 pL (5 pmole.uL™?) de cada primer,
conforme os procedimentos recomendados para 0 sequenciamento de amostras a partir de
produtos de PCR.

O envio das amostras de fragmentos de DNA, obtidos a partir da amplificacdo por PCR, a
Macrogen na Coreia do Sul foi autorizado pelo IBAMA/Brasil por meio da CITES, licenca
de exportacdo e importacdo de material bioldgico (fragmentos de DNA) n° 13BR010345/DF.

Na andlise de sequenciamento objetivou-se avaliar a similaridade das sequéncias obtidas dos
produtos de PCR para genes que codificam para o RNAr 16S usando-se primers (Pla46F e
Amx 820R) com sequéncias de fragmentos de micro-organismos anammox depositadas no
GenBank (<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>). Ainda que os fragmentos de DNA
amplificados representem um mix dos genes para 0 RNAr 16S de bactérias anammox
originados de células diferentes dentro da amostra ambiental, pode-se buscar o
sequenciamento direto quando utilizados procedimentos e equipamentos que apresentem
alto rendimento (Youssef et al., 2014). Tem-se também registrado o predominio de um Gnico
género anammox em amostras de sistemas biol6gicos em que ocorre o0 processo de oxidacdo
anaerdbia de amoénia (Hu et al., 2010; Tao et al., 2013) podendo-se esperar que 0
sequenciamento resultara na obtencdo de sequéncias com bons padrbes de qualidade para

comparagdes filogenéticas.
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A avaliacdo da qualidade das sequéncias de bases de DNA obtidas pelo sequenciamento foi
analisada usando os softwares CodonCode Aligner versdo demo 4.1.1 (CodonCode
Corporation, Massachusetts, USA) e o Sequence Scanner versdo 1.0 (Applied Biosystems,
USA). As aproximacdes filogenéticas das sequéncias de DNA obtidas, para 0 RNAr 16S de
bactérias anammox, foram realizadas por comparages com sequéncias de micro-
organismos relacionados depositadas no GenBank da NCBI (National Center for
Biotechnology Information) usando o BLAST — Basic Local Alignment Search Tool. A
construcdo das arvores filogenéticas entre as sequéncias obtidas nesse estudo e as
depositadas no GenBank, tendo-se usado as sequéncias de referéncia para as candidatas
anammox, foram realizadas usando o software Clustal Multiple Sequence Alignment verséo
O0mega, por andlise de bootstrap (reamostragem) usando o método de Neighbor-Joing
(Sierver et al., 2011). No entanto, a geracdo das arvores filogenéticas com as relacdes
evolutivas foi feita utilizando o programa MEGA 4.1 - Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (Tamura et al., 2007). O dendrograma foi gerado pelo método Neighbor-Joining e
as distancias evolutivas foram calculadas usando o método Maximum Composite Likelihood
e estdo apresentadas em unidades de nimeros de substituicbes de bases por sitio, sendo
realizado uma estimativa simultanea dos parametros para todos os pares de sequéncias
(Tamura et al., 2007). As posi¢des contendo espacos e dados faltantes nos alinhamentos
foram eliminadas em comparacdes de sequéncias (por pares) usando a opcao pairwise
deletion. Anélise de bootstrap contendo 1000 réplicas foram realizadas para estimar a

confiabilidade e o arranjo das arvores.

4.3.3.3 - Analises de PCR quantitativa

A anélise de PCR quantitativa foi realizada para comparacdes relativas entre o nimero de
copias dos genes dos micro-organismos do Dominio Bacteria (Universal, Anammox,
Nitritantes e Nitratantes) usando primers para os genes alvos RNAr 16S e o especifico amoA
conforme combinagdes propostas por Park et al. (2010) (Tabela 4.7). A partir da analise
conjunta das biomassas antes e apds cada etapa experimental foi possivel realizar uma
quantificacdo relativa para cada amostra de DNA gendmico extraido para comparagoes entre
grupos de micro-organismos dominantes em cada etapa e entre as biomassas de cada sistema
(Tabela 4.8).
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Tabela 4.7: Primers utilizados e temperatura de anelamento adotados nas anélises de PCR
quantitativa.

Gene Alvo Primers? Temperatura de Anelamento
(°C)
Universal RNAr 16S 1055 F-1392 R 53
Anammox RNAr 16S Pla 46 F — Amx667 R 55
Nitrobacter RNAr 16S  Nitro 1198 F — Nitro 1423 58
R
Nitrosomonas amoA amoA F —amoA R 57

1 As sequéncias dos iniciadores encontram-se na Tabela 4.5.

Tabela 4.8: CombinacGes de comparacdes realizadas entre as amostras de DNA genémico
dos sistemas bioldgicos testados por analise de PCR guantitativa.

Origem do DNA Perl'od? da Grupos de micro-organismos testados
Genbmico extragdo  do Universal Anammox  Nitrobacter Nitrosomonas
DNA
Biomassa obtida Pai* Y Y Y Y
sedimento Paranoa PaAeBel’ Y Y Y Y
PaA e B e2? v v v v
Biomassa obtida lodo AnFli v v v v
lagoa anaerobia AnFlAeBel v v 4 v
Frigorifico 1 AnFlAeBe2 4 v v v
Biomassa obtida lodo FaF1i v v v v
lagoa facultativa FaFlAeBel v v 4 v
Frigorifico 1 FaF1A e B e2 v v v v
Biomassa obtida lodo FaF2i v v v v
lagoa facultativa FaF2AeBel v v 4 v
Frigorifico 2 FaF2A e B e2 v v v v
UaF2i v v v v
Biomassa obtida lodo
UASB Frigorifico 2 UaF2AeBel Y Y Y Y
UaF2AeBe2 4 4 v v
Biomassa obtida Choi 4 v 4 v
sedimento lagoa ChoAeBel v v 4 v
acumulacdo Chorume ChoAeBel v v 4 v

i = inicial; 2e; = apds etapa 1 (120 dias); 3e, = apds etapa 2 (180 dias)

As analises de PCR quantitativa foram realizadas usando um termociclador especifico para

acompanhamento das amplificagdes em tempo real (C1000 Touch Thermal Cycler —
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BioRad, USA), com placas de 96 pocos seladas (Hard-Shell 96 Well WHT/CLR e Microseal
‘B’ Film, BioRad, USA). Utilizou-se um mix com o0s reagentes necessarios a amplificacéo
dos fragmentos, contendo a enzima de polimerizacdo (Taq), dNTPs, tampéo, cloreto de
magnésio e a sonda hidrolitica contenho o fluoréforo SYBR Green, para otimizacdo das
reacOes (SsoAdvanced™ SYBR Green Supermix, BIO-RAD). O volume final das reac6es
foi de 20 pL, sendo 10 pL do mix, 0,4 pL de cada primer (20 uM), 3 uL do DNA template

(0,5 ng.uL™?) e 4gua ultrapura estéril para completar o volume.

A curva de referéncia quantitativa foi realizada por diluicdes da amostra de DNA genémico
extraido da biomassa a partir do sedimento do Lago Paranoé (quando da inoculacdo nos
sistemas bioldgicos) com objetivo de um valor de referéncia (Bustin et al., 2009). As
diluicdes do DNA gendmico obtido a partir da extracdo da biomassa presente no sedimento
do Lago Paranoé (Pa inicial) utilizadas para realizacdo das curvas foram de 0,5; 1,5; 3,75;
7,5 ¢ 15 (ng.nL ). Ressalta-se essa metodologia para construgdo da curva permite apenas
uma comparacao relativa e que seriam preferiveis controles positivos com DNA dos grupos
de micro-organismos para constru¢do da curva de calibracdo, garantindo a comparacao

inequivoca do numero de copias de DNA.

Na Figura 4.11 é apresentada a configuracdo da placa do PCR quantitativa adotada para
avaliar a quantidade relativa de DNA para cada par de primers testados das diferentes
biomassas nos diferentes tempos experimentais. Todas as amostras de DNA genémico foram

aplicadas em duplicatas.

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1 12
Std Std Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unlc Unk
A 5.00E-01 | 500E-01 SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER
Pai Pai Paf 21 PzA 21 PzB el PzB 21 Paf 22 Paf =2 PzB 22 PaB 22

Std Std Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unle Unk

B 1,50E+00 | 1,50E+0D SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYEBR
AnF1i AnFii AnFiA =1 [AnFiA el |AnFIE =1 | AnFiB el |AnF1A =2 |AnFi1A 2 | AnFi1E =2 |AnFI1BE &2

Std Std Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unlc Unk

C 3,75E+00 | 3,75E+0D SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER SYER
FaF1i FaFii FaFiA el |FaFif el | FaFiBel | FaFiBel |FaF1A =2 |FaFif =2 | FaFIB 22 | FaFI1B &2

Std Std Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unle Unk

D 7.50E+DD | 7,50E+ SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYEBR
FaF2i FaF2i FaF2A el |FsF2A el |FaF2B el |FaF2Bel |FaF2A 2 |FaF2A e | FaF2B &2 | FeFZE &2

Std Std Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unk Unke Unlc Unk

E 1,00E+01 | LODE+01 SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYBR SYER
UsF2i UaF2i UsF2A el |UaF2A el |UsFB el |UaF2B =1 | UsF2A4 2 |UaF2A o2 [ UsFIB &2 | UsF2E &2

Std Std Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unle Unk

F 1,50E+01 | 1,50E+01 SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYBR SYER SYEBR
Chai Choi Chot el | Chofiel | ChoBel | ChoBel | Chofe? | ChoA el | ChoBel | ChoB el

G
NTC NTC NTC NTC
H SYER SYBR SYER SYEBR
Branco Branco Branco Eranco

Figura 4.11: Configuracdo da placa do PCR quantitativo utilizada para cada par de primers
testados.
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Na quantificacdo relativa determina-se o nimero de cOpias da por¢do do gene de interesse
entre amostras comparadas pelo uso dos parametros: Ciclo de quantificacdo (Cq) e
Quantidade inicial (SQ) de DNA calculado pelas concentracdes oferecidas para construir a
curva padrdo. O ciclo de quantificacdo marca o ponto no qual a amostra entra na fase
exponencial de amplificagéo e, dessa forma, quanto maior a concentragéo inicial do gene de
interesse numa amostra mais rapidamente obter-se-4 o Cqg. A quantidade inicial (SQ) é um
escore obtido no momento que se obtém o Cq comparando-se com quantidades informadas
da curva de referéncia. Os valores de Cq e SQ foram utilizados para comparar as amostras

de DNA das biomassas nos diferentes tempos das etapas experimentais.

Os parametros Cq e SQ foram obtidos utilizando-se o software CFX fornecido pelo
fabricante do termociclador utilizado (BIO-RAD, USA). Utilizou-se, também, de outros
parametros apresentados pelo software como a curva da temperatura de meeting (Tm) que
indica a especificidade dos primers pela ocorréncia ou ndao da formacéo de dimeros e outras
amplificagdes ndo especificas, bem como, os pardmetros eficiéncia de amplificacéo,
coeficiente de correlacédo e o slope da curva de amplificacdo para avaliacdo do sucesso das
analises de acordo com as recomendacdes do The MIQE Guidelines: Minimum Information

for Publication of Quantitative Real Time PCR experiments (Bustin et al., 2009).

4.4 - TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados obtidos nos experimentos foram tabelados usando o Excel 2013 (Office 365
University). Para o tratamento estatistico dos dados utilizou-se o software IBM SPSS

Estatistic 22 (Cédigo Licenca - Autorizacdo da Versao para Teste).

Os dados brutos de concentragdes dos ions envolvidos na estequiometria da reacao
anammox, sendo eles amoénia (NH4"), nitrito (NO2") e nitrato (NO3") foram convertidos de
mg.L* para mM de N-NH4*; N-NO2 e N-NOs.

Na etapa 1 foram realizadas 12 bateladas para todos os 12 sistemas biologicos estudados (a
partir de 6 indculos de origens diferentes x 2 repeti¢fes), tendo sido verificadas as
concentragdes dos ions nos tempos TO (inicio das bateladas — 0 hora) e em T1 (intervalos de

5~7 dias apos o inicio das bateladas). Com os resultados das concentracBes dos ions (N-
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NH4", N-NO2", N-NO3 em mM) nesses tempos foram obtidas as conversdes dessas formas

nitrogenadas pelas diferencas nas concentragdes entre os intervalos de tempo TO_T1.

Para a etapa 2 foram realizadas 10 bateladas para todos os 12 sistemas bioldgicos estudados
(a partir dos sistemas montados para a etapa 1 com 6 inoculos de origens diferentes x 2
repetices) tendo sido verificadas as concentragdes dos ions nos tempos TO (inicio das
bateladas — 0 hora); T1 (24 horas depois do inicio das bateladas); T2 (48 horas depois do
inicio das bateladas) e T3 (72 horas depois do inicio das bateladas). Com os resultados das
concentragdes dos ions (N-NH4*, N-NO2", N-NO3z" em mM) nesses tempos foram obtidas as
conversdes dessas formas nitrogenadas pelas diferencas nas concentracbes entre 0s
intervalos de tempo TO_T1 (0 a 24 horas); T1 T2 (24 a 48 horas); TO_T2 (0 a 48 horas);
T2 T3 (48 a 72 horas) e TO_T3 (0-72 horas).

De forma a aumentar o poder das variaveis comparativas entre os sistemas bioldgicos
testados durante a etapa 2 construiu-se varidveis de ordens secundaria e terciéria pela
agregacdo das variaveis primarias. A variavel de ordem secundéria foi a relagdo entre as
diferencas entre as concentracdes de N-NO2" (mM) e N-NH4* (mM) entre os intervalos de

tempo dentro de cada batelada, conforme equacéo 4.3.

N0z, —NO3,,
NH], — NH

Equacédo 4.3

R_NiAm_Ntit]‘ =

Sendo:

R_NiAm_Ntj = Relacdo molar entre as concentragdes de N-NO2" (mM) e N-NHs* (mM)
entre o intervalo de tempos considerados.

ti = Tempo anterior do intervalo considerado para o calculo

tj = Tempo posterior do intervalo considerado para o célculo

NO;, e NOZ‘“, = Concentragdo molar de N-NO2™ no tempo anterior e posterior do intervalo

considerado para o calculo.
NH;[a, e NH;“U, = Concentracdo molar de N-NH4™ no tempo anterior e posterior do intervalo

considerado para o calculo.
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A variavel de ordem tercidria foi estruturada pela relacdo entre a diferenca entre
concentracdes de N-NOs” (mM) com a diferenca entre as concentragdes conjuntas de N-NO>"
(mM) e N-NH4" (mM) entre os intervalos de tempo dentro de cada batelada, conforme

equacao 4.4.

NO3,, - NO3, Equacao 4.4

R_Na_NiAm_Ny,; = (Nig, - Nij, ) + (NOz, — N0y )

Sendo:

R_Na_NiAm_Nij = Relagdo molar entre as concentragdes de NO3_N (mM) sob a converséao
conjunta das concentracdes de N-NO2" (mM) e N-NH4* (mM) entre o intervalo de tempos
considerados.

ti = Tempo anterior do intervalo considerado para o célculo

tj = Tempo posterior do intervalo considerado para o calculo

NO;,eNO;, = Concentragdo molar de N-NO2™ no tempo anterior e posterior do intervalo

considerado para o célculo.

NHI“_ e NHIU_ = Concentracdo molar de N-NH4" no tempo anterior e posterior do intervalo

considerado para o célculo.

NOs,, e NO3,, = Concentracédo molar de N-NOs™ no tempo posterior e anterior do intervalo

considerado para o calculo.

No entanto, para andlise dos dados de normalidade e homogeneidade para os testes
estatisticos de comparacdes entre os sistemas realizou-se a transformacéo dos dados obtidos
nessas relagdes estequiométricas porque ocorreram diferencas grandes entre as reducées das
concentracdes de amonia e nitrito, bem como na producdo de nitrato que resultaram em
distribuicbes de frequéncias dos escores com muitos valores atipicos e extremos. Dessa
maneira, realizou-se a transformacéo dos dados usando o logaritmo na base 10 (Logio (Xi
+2)). Adicionou-se uma constante igual a 2 ao escore obtido da relagéo entre as reducdes das
concentracOes de N-NO2” (mM) e N-NH4" (mM). O objetivo do acréscimo da constante igual
a 2 foi evitar os escores iguais a zero e negativos visto que 0s mesmos nao podem ser obtidos

na escala logaritmica (Field, 2009). Portanto procedeu-se a analise de sensibilidade da
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seguinte forma conforme as equacdes 4.5 e 4.6:

NO,,, — NOZU] N 2) Equagéo 4.5

T_NiAm_Ntitj = LOglO (lNH _NH
4t 4tj

N03tj ~ NOs,, Equacao 4.6
+ 2

T_Na_NiAm_Ny; = Logyo
(NHy, = NH,,,) + (NO,,, — NO,)

Sendo:
T_NiAm_Ntij = Relacéo transformada de R_NiAmM_Nritj
T_Na_NiAm_Ntij = Relagéo transformada de R_Na_NiAm_Ni

A relacdo estequiomeétrica ideal entre nitrito e amonia pela reacdo anammox € igual a 1,32 e
com a transformacédo torna-se 0,521. Enquanto, a relacdo estequiométrica ideal entre nitrato
com a reducdo concomitante de aménia e nitrito pela reagdo anammox é 0,28 e com a

transformacéo torna-se 0,358.

Os escores obtidos pelas diferencas nas concentrac6es dos ions N-NOs; N-NO2 e N-NH4*
(mM) e pela realizacdo das relagcbes entre variaveis primarias consolidadas em variaveis
secundaria e terciaria entre os diferentes intervalos de tempo dentro de cada batelada para as
etapas 1 e 2 foram avaliados quanto a sua distribuicdo normal e homogeneidade das

amostras.

Para testar se as distribuicGes dos dados desviaram de uma distribui¢cdo normal utilizaram-
se 0s testes de Kolmogorov-Smirnov (D) e de Shapiro-Wilk (D), que comparam escores de
uma amostra a uma distribuicdo normal modelo de mesma media e variancia dos valores
encontrados nas amostras. No entanto, optou-se pelas significancias obtidas com os testes
de Shapiro-Wilk (D), que representam maior robustez quando o nimero de amostras é
pequeno (Field, 2009). Nesse estudo, para cada condicao testada o tamanho das amostras foi
igual a 12 (Etapa 1) e 10 (Etapa 2). Quando o teste néo foi significativo (p > 0,05), inferiu-

se que os dados das amostras ndo diferiram significativamente de uma distribuicdo normal.
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Por outro lado, quando o teste foi significativo (p < 0,05) a distribuicdo em questdo foi

significativamente diferente de uma distribuicdo normal.

A homogeneidade entre as amostras foi testada na etapa 1 e 2 considerando-se a variancia
entre as duplicatas de cada sistema bioldgico A e B. Para a etapa 2, também, foram realizados
testes de homogeneidade das amostras entre os intervalos de tempos estudados, ou seja,
verificou-se as variancias entre os intervalos de tempos TO_T1; T1 T2; TO_T2; T2_T3;
TO_T3 (que foram as varidaveis comparadas) distorciam igualmente da média entre 0s

intervalos para cada sistema.

Para essa avaliagcdo de homogeneidade utilizou-se o teste de Levene (F). Esse teste verificou
a hipdtese de que a variancia nos grupos foi a mesma (isto é, se a diferenca entre as variancias
foi zero). Dessa forma, o teste de Levene foi significativo quando p < 0,05, concluindo-se
que a hipdtese nula estava incorreta e que as variancias foram significativamente diferentes.
No entanto, quando o teste de Levene ndo foi significativo (isto €, p > 0,05), aceitou-se a
hipGtese nula de que as diferencas entre as variancias foi zero, ou seja, as variancias foram

estatisticamente iguais.

Essas avaliacGes de normalidade e homogeneidade foram realizadas para defini¢édo dos testes
estatisticos utilizados. Os usos de testes estatisticos paramétricos pressupdem que os dados

sigam uma distribuicdo normal e tenham variancias homogéneas.

Na etapa 1, como os escores obtidos entre a diferenca das concentracdes dos ions N-NOs’;
N-NO2 e N-NHs" (mM) nos tempos TO_T1 dos sistemas biol6gicos resultaram em
distribuicbes normais e homogéneas para todos os sistemas bioldgicos testados e ions
avaliados definindo-se por realizar um Teste t Dependente para comparar se as médias das
concentragOes dos ions nos sistemas biolégicos A e B inoculados com 0 mesmo lodo foram

estatisticamente semelhantes e, portanto, como duplicatas.

Dada a natureza das amostras e os resultados das avaliagbes da normalidade e
homogeneidade dos dados para cada sistema durante a etapa 2, definiu-se pela utilizagdo dos
testes estatisticos ndo-paramétricos de Wilcoxon (T) de Postos com Sinais para comparar se
as duplicatas de cada sistema bioldgico inoculado com o mesmo lodo comportaram, em
termos de conversdes para as formas nitrogenadas, estatisticamente semelhantes. Considera-
se no teste que Ho: Sistema A = Sistema B e Hi: Sistema A # Sistema B e, para tanto, os

sistemas A e B foram considerados como variaveis dependentes.
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Para verificar se houve diferencas entre os sistemas bioldgicos nas conversdes das formas
nitrogenadas N-NOz; N-NO2 e N-NH4* (mM), dadas pelas variaveis obtidas pelas relacdes
entre os ions, também, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (H) que permite avaliar se
existe diferencas entre varios grupos independentes. O Teste de Kruskal-Wallis foi uma

alternativa ao ANOVA independente de um fator.

O Teste t €, em resumo, a razdo da variagao sistematica no experimento para a variacdo nao
sistematica (Field, 2009).

No Teste de Wilcoxon (T) de Postos com Sinais calculou-se a diferenca entre as observacoes
de cada amostra (teste e tempo) das duas varidveis dependentes, nesse caso sistema A e
sistema B e, depois essas diferencas foram transformadas em postos, mas o sinal da diferenca
(se positiva ou negativa) foi atribuido a cada posto. Ao final, separou-se 0s postos com sinais
negativos e positivos e, obteve-se a soma dos postos com mesmos sinais. A estatistica desse
teste (T) foi utilizar o menor dos dois valores obtidos na soma dos postos com sinais

diferentes (valor T).

A significancia do teste foi obtida com o calculo da média T, do erro padrdo do teste (EP+)
e do célculo de Z, onde n é o tamanho das amostras dos sistemas testados, de acordo com as

equacdes 4.7, 4.8 e 4.9:

T n(n+1) Equagdo 4.7
4
E 80 4.8
n(n+1)(2n + 1) quagao
EPT == 24
T—-T Equacéo 4.9

7 =

EP;

O Teste de Kruskal-Wallis (H) tem como base o0s postos de valores. Iniciou-se ordenando 0s
escores do menor para 0 maior, ignorando-se o grupo ao qual o escore pertencia. Apos a
ordenacdo, retornaram-se 0S escores aos grupos as quais eles pertenciam inicialmente e
somaram-se 0s postos atribuidos a cada escore para cada grupo. A soma dos postos de cada
grupo foi representada por R; (i representa cada um dos grupos testados). A estatistica H foi
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calculada usando a equagéo 4.10:

. 12 Zk:RLZ -1 Equacéo 4.10
- N(N+1). . 7
1=

Sendo:

Ri = soma dos postos para cada grupo

N = total da amostra (somatdrio de n; de cada grupo testado)
ni = tamanho amostral de cada um dos grupos testados

k = graus de liberdade (nimero de grupos menos um)

Essa estatistica teste tem um tipo especial de distribuicdo conhecida como Qui-Quadrado e,
para isso, essa distribuicdo possui um parametro denominado graus de liberdade, que é o

namero de grupos menos um (k-1).

As analises post hoc para o teste de Kruskal-Wallis, que buscaria quais os sistemas que foram
responsaveis pelas diferencas entre as relagdes nos tempos testados, ndo foram realizadas
pois as opcOes seriam os testes de Mann-Witney que faz comparacéo em pares. Nesse caso
0 tratamento estatistico compararia 7 sistemas duplas e aumentaria a possibilidade de

incorrer no erro tipo | (quando aceita um efeito que na verdade ndo existe).

Para reduzir as chances de cometer o erro tipo |, deve-se aplicar a correcdo de Bonferroni
que divide o valor critico de significancia de 0,05 pelo nimero de comparacBes a serem
feitas. Na situagcdo em estudo equivaleria a serem realizadas 20 comparacdes, que para serem

significativamente diferentes teriam que apresentar p < 2,5.107.

Outra opcdo de teste post hoc tem semelhancas com o de Mann-Witney, por fazer
comparacOes entre duplas do fator de grupo em estudo, no entanto, envolveria tomar a
diferenga entre as médias dos postos dos diferentes grupos comparadas com um valor Z
(corrigido pelo nimero de comparacdes sendo feitas) e uma constante baseada no tamanho
amostral total e nos tamanhos amostrais dos dois grupos sendo comparados, dada pela

equacdo 4.11:

91



Equacéo 4.11

7 Rls 2 1) N(N+1) (1 N 1)
u Vi 12 n, n,

Onde:

|R, — R,| =diferenca em modulos entre a média dos postos para os dois grupos comparados
K = ndmero de grupos

N = tamanho total da amostra

nu = tamanho da amostra no grupo 1

nvy =tamanho da amostra no grupo 2

= a .
Z“/k(k—n valor da curva normal para o qual somente /k(k — 1) dos demais valores Z

sdo maiores.

A quantidade de comparacdes (20) a serem realizadas, produziriam valores de significancia
maiores que p = 2,5.107 (aplicado a correcdo de Bonferroni), resultando em comparacdes

par a par ndo significantes e, portanto, ndo discriminantes dos sistemas.

Com o objetivo de discriminar os sistemas bioldgicos testados quanto a aproximacao de um
comportamento metabdlico ideal, que seria os sistemas que se aproximassem das relagdes
estequiométricas previstas pela reagdo anammox, utilizaram-se critérios para comparagdo
tendo-se como referéncias o nimero de cdpias dos genes relacionados aos micro-organismos
envolvidos na ciclagem do nitrogénio esperando-se: 1) Maior nimero de copias do gene do
RNAr 16S especificos para os micro-organismos anammox obtidos pelo uso dos iniciadores
Plad6 F e Amx667 R; 2) Menor nimero de cdpias do gene amoA especificos para os micro-
organismos nitritantes obtidos pelo uso dos iniciadores amoA F e amoA R e do gene do
RNAr 16S especificos para 0s micro-organismos nitratantes obtidos pelo uso dos primers
Nitro 1198 F e Nitro 1423 R; 3) Proporgdo comparada entre nimero de cépias do gene do
RNAr 16S especificos para 0s micro-organismos do dominio Bacteria obtidos pelo uso dos
iniciadores Universal 1055 F e Universal 1392 R e o0 numero de copias dos genes dos grupos

envolvidos nas conversdes das formas nitrogenadas.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na descricdo dos resultados e discussfes que se seguem utilizam-se codigos de letras e
nameros para referir-se aos sistemas biologicos conforme a origem dos indculos inseridos
nos sistemas, bem como as letras A e B para diferenciar as duplicatas de cada sistema

bioldgico conforme descrito na Tabela 5.1.

Tabela 5.1;: Amostras de lodos e sedimentos utilizados como indculos nos sistemas
bioldgicos para enriquecimento e atividade anammox.

In6culo utilizado no sistema Local de coleta do Indculo Sigla Sistema
1) Sedimento do lago Lago Paranod, Brasilia/DF Par AeB
2) Lodo de lagoa anaerdbia tratando  Frigorifico 1, Araguari/MG AnF1AeB
efluente de abatedouro/frigorifico de
bovinos
3) Lodo de lagoa facultativa tratando  Frigorifico 1, Araguari/MG FaFl1 AeB
efluente de abatedouro/frigorifico de
bovinos
4) Lodo de lagoa facultativa tratando Frigorifico 2, Uberlandia/MG FaF2 AeB
efluente de abatedouro de bovinos e
suinos

5) Lodo de reator UASB tratando efluente  Frigorifico 2, Uberlandia/MG UaF2 AeB
de abatedouro de bovinos e suinos

6) Sedimento de lagoa de acumulagéo de Aterro controlado Jockey ChoAeB
chorume de aterro de residuos solidos Clube, Brasilia/DF

5.1 - CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS AMBIENTAIS UTILIZADOS COMO
FONTE DE INOCULOS

As caracteristicas quimicas dos sistemas ambientais, tais como as concentragdes de amonia
e carbono podem interferir na composi¢cdo da comunidade microbiana a ser desenvolvida
nos sistemas bioldgicos testados, limitando o sucesso dos micro-organismos responsaveis
pelo processo anammox. Essas substancias provocam inibicdo ao metabolismo dessas
bactérias (Tsushima et al., 2007; Jin et al., 2012), além das elevadas concentracGes de
carbono favorecerem o desenvolvimento de micro-organismos heterotroficos que competem
por substratos com os organismos anammox (Ni et al., 2012; Tao et al., 2013; Jenni et al.,

2014). Espera-se mais sucesso no enriquecimento de micro-organismos anammox em
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sistemas bioldgicos quando em presenca de menores concentracdes de carbono e menor
relagdo C/N (Wang et al., 2011; Li-Dong et al., 2012). No entanto, em recente pesquisa,
discute-se a adequabilidade de se tratar efluentes com elevada razdo C/N pelo processo
anammox, desde que a fonte de carbono organico possa ser também consumida por algumas
bactérias responsaveis pelo processo anammox que possuem habilidade para oxidar acetato,
propionato com a reducdo do nitrato (Jenni et al., 2014).

Os sistemas ambientais de onde foram retirados os inéculos (Tabela 5.1) apresentaram
diferencas em suas caracteristicas fisico-quimicas resultantes das condi¢6es de cada habitat
escolhido (Tabela 5.2). Os lodos e sedimentos coletados foram bem homogeneizados para

avaliacdo dos parametros quimicos.

Os sistemas de tratamento de aguas residuarias de abatedouros de bovinos e suinos
apresentaram elevadas concentracBes de nitrogénio e de carbono (Tabela 5.2). Essas
elevadas concentragdes sdo decorrentes do tipo de agua residuéria tratada com presenca de
sangue e gorduras oriundos do abate e do processamento das carnes e do estrume dos animais
abatidos. Ainda, no sedimento da lagoa de armazenamento de chorume do aterro controlado
do Jockey Club de Brasilia, também, apresentou altas concentrac¢6es de nitrogénio e carbono

resultantes dos processos de estabilizacdo dos residuos sélidos depositados no aterro.

O sedimento coletado a partir do Lago Paranoa, como esperado pelas caracteristicas de sua
origem, apresentou concentracdes de nitrogénio e carbono bem menores do que as dos
sistemas de tratamento de aguas residuarias (Tabela 5.2). No entanto, as elevadas
concentragcfes nitrato no sedimento do Lago Paranoa indicam que esse manancial recebe
contribuicdes de cargas difusas de poluicdo, especialmente relatadas nos estudos de
contribuicdo da drenagem urbana para a polui¢do do Lago Paranoa (Costa, 2013b) O pH
variou de acordo com os sistemas ambientais de coleta, sendo mais acido (pH 5,73) no
sedimento do lago Paranoa e mais alcalino (pH 8,38) no sedimento da lagoa de acumulagédo
de chorume. O pH dos sistemas de tratamento de aguas residuarias de abatedouros de
bovinos e suinos variaram entre 6,63 a 7,91. A temperatura em todos os habitats encontrava-

se em faixa mesofilica (25 a 28 °C).

A relacdo entre carbono orgéanico dissolvido, lido como DQO filtrada, e nitrogénio (DQO/N)
foi variante entre os diferentes ambientes selecionados como fontes de indculos (Tabela 5.2).

Somente no sedimento proveniente do lago Paranoa (Par) e no lodo da lagoa anaerobia do
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Frigorifico 1 (AnF1) é que houve razdo DQO/N menor que 0,6. Nos lodos das lagoas
facultativas do Frigorifico 1 (FaFl) e do Frigorifico 2 (FaF2) e do reator UASB do
Frigorifico 2 (UaF2) a razdo DQO/N calculada foi de 1,02 e 1,42, enquanto na lagoa de
chorume do aterro Jockey Clube de Brasilia (Cho) a razdo DQO/N foi maior do que 2. Tem-
se discutido a utilizagdo do tratamento de aguas residuarias ricas em amdnia e com baixa
raz&o C/N pelo processo anammox, ou seja < 0,5 g COD.gN. A remogao de nitrogénio pelo
processo bioldgico convencional de desnitrificagdo heterotrofica requer 1,72 g COD.g'N
(Ahn, 2006). Jenni et al. (2014) demonstraram a adequabilidade de efluentes com razdo entre

0,5e 1,72 g de COD N para serem tratados pelos processos de nitritagio e anammox.

Tabela 5.2: Avaliacdo das caracteristicas quimicas dos ambientes utilizados como fonte de
indculos nos experimentos para enriquecimento e atividade anammox.

Parametros

Origem Lodo/Sedimento *

Par AnF1 FaFl FaF2 UaF2 Cho
NTK (mg.L?) 6,38 236,25 168,75 215,6 717,0 860
NTotal (mg.L )2  138,2 517,75 351,25 599,6 17240 914,0
NH, (mg.L?) 51 173,3 168,30 203,4 705,0 824,0
NO, (mg.L?) 24 100,0 60,0 160,0 540,0 18,0
NOs(mg.L?) 107,8 181,5 1225 224,0 479,0 36,0
DQO (mg.L?)3 64,0 305,0 355,0 610,0 2455,00 1878,0
Razédo DQO/N 0,46 0,59 1,01 1,02 1,42 2,05

L Par: Lago Paranog, Brasilia/DF; AnF1: lagoa anaerdbia do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1: lagoa
facultativa do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lagoa facultativa do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2:
lodo de reator UASB do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; Cho: lagoa de acumulacdo de chorume do aterro
controlado Jockey Club/DF.

2N total = [NTK+ NO; + NOg]; 3 DQO filtrada

Pelas caracteristicas quimicas, especialmente a razdo C/N, presentes nos sedimentos do Lago
Paranoa (Par) e nos lodos das lagoas dos frigorificos (AnF1, FaFl, FaF2) esperava-se que
o0s sistemas bioldgicos inoculados com biomassas dessas origens apresentassem melhor
performance para o desenvolvimento dos micro-organismos, visto que as concentragdes de
tais componentes quimicos sdo determinantes para 0 sucesso no estabelecimento da

atividade anammox.
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Outra caracteristica importante a ser apresentada € a composicdo dos sélidos em cada um
dos lodos e sedimentos dos sistemas ambientais selecionados. O sedimento do lago Paranoa
(Par), da lagoa facultativa do Frigorifico 2 (FaF2) e da lagoa de acumulagédo de chorume do
aterro Jockey Club de Brasilia (Cho) constituia-se de muita matéria inorgénica (areias,
argilas e siltes) tipicas das condic6es de onde foram coletados, ou seja, a partir de sedimentos
(Tabela 5.3). Essa constituicdo pode interferir na sedimentabilidade da biomassa nos
sistemas bioldgicos testados. A argila, o principal constituinte desses sedimentos, devido ao
pequeno didmetro de suas particulas — em torno de 0,002 mm, apresenta velocidade de
sedimentacdo baixa ainda que esteja agregada a micro-organismos e moléculas organicas
(Tomaz, 2013). Observou-se que a sedimentacdo das biomassas proveniente dos sedimentos
foi mais lenta quando comparados as biomassas oriundas dos lodos dos sistemas ambientais
da lagoa anaerdbia do Frigorifico 1 (AnF1); lagoa facultativa do Frigorifico 1 (FaF1) e do
reator UASB do Frigorifico 2 (UaF2), que se apresentavam em forma de flocos.

Tabela 5.3: Composicao dos solidos nos lodos e sedimentos utilizados nos sistemas
biologicos testados.

Origem Sélidos Fixos Sélidos Volateis Sélidos Totais Biomassa
Indculor (% em 1g) (mgSF.g") (% emlg) (mgSV.g?!) (% emlg)(mgST.gh) inserida
(gL™h
Par (40,89) (0,409) (6,91) (0,069) (47,80) (0,478) 1,73
AnF1 (1,81) (0,018) (5,77) (0,058) (7,58) (0,076) 1,44
FaF1l (5,02) (0,050) (6,87) (0,069) (11,89) (0,119) 1,72
FaF2 (21,09) (0,211) (8,38) (0,084) (29,47) (0,295) 2,10
UaF2 (1,79) (0,018) (8,95) (0,089) (10,73) (0,107) 2,24
Cho (33,51) (0,335) (6,65) (0,066) (40,16) (0,402) 1,66

1 Par: Lago Paranod, Brasilia/DF; AnF1: lagoa anaerébia do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1: lagoa
facultativa do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lagoa facultativa do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2:
lodo de reator UASB do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; Cho: lagoa de acumulacdo de chorume do aterro
controlado Jockey Club/DF.

A sedimentabilidade da biomassa nos sistemas biolégicos em bateladas é importante para
garantir a permanéncia dos micro-organismos nos sistemas, principalmente, daqueles de
crescimento lento como séo as bactérias que realizam o processo anammox. Além do mais,
discute-se que o crescimento de micro-organismos heterotroficos pode também colaborar

para a reducdo da sedimentabilidade da biomassa, uma vez que, devido ao rapido
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crescimento dos organismos heterotréficos, os flocos formados sdo pequenos e, portanto,
mais lentos para decantar (Jenni et al., 2014).

Nas duas etapas do desenvolvimento desse trabalho promoveram-se longos periodos de
sedimentacdo, tendo sido 1 e 2 horas para as etapas 1 e 2, respectivamente, na operacao das
bateladas sequenciais. O objetivo desse periodo longo foi justamente garantir a permanéncia
da biomassa desenvolvida dentro dos sistemas biolégicos.

Ocorreram grandes diferencas entre os sélidos fixos e totais dos diferentes sedimentos e
lodos utilizados nos sistemas biologicos testados. No entanto, a concentracdo de solidos
volateis foi relativamente proxima, oscilando entre 5,77% a 8,95% dos sélidos totais (Tabela
5.3). Dessa maneira, a concentracdo de biomassa inserida nos sistemas bioldgicos foi
aproximadamente entre 1,44 a 2,24 g.L! obtida pelos percentuais de sélidos volateis nas
amostras. Em estacdes de tratamento em escala plena, adotando-se os reatores em bateladas
sequencias, tem-se utilizado contetdo de solidos volateis entre aproximadamente 1a 4,5 g.L"
! 'inferindo-se a biomassa a partir dos solidos volateis (Lackner et al., 2014).

Os reatores utilizados nos experimentos de enriquecimento e atividade anammox, conforme
descrito no Capitulo Materiais e Métodos, foram inoculados com 25 ml (= 25 g) de lodo e

975 mL de agua residudria sintética e substratos.

Conforme discutido por Ni et al. (2012), em sistemas biolégicos onde podem ser acumuladas
substancias poliméricas extracelulares, materiais inertes residuais, produtos solUveis
decorrentes do metabolismo microbiano podem significativamente influenciar a composicéo
da comunidade microbiana em um sistema ajustado para atividade anammox. Além do mais,
Tsushima et al. (2007) mencionam que 0s compostos organicos e/ou toxicos aderidos

originalmente no indculo podem inibir a atividade de bactérias anammox.

Alguns pesquisadores tém realizado a lavagem dos in6culos, antes da inser¢ao nos sistemas,
com a agua residuaria teste buscando evitar que substancias presentes nos inoculos
interfiram no sucesso do enriquecimento de micro-organismos (Schierholt Neto, 2007; Li-
dong et al, 2012; Costa, 2013). No entanto, como realizado nos experimentos desse trabalho
de tese, muitas pesquisas também introduzem os indculos sem prévia manipulagéo e lavagem
dos mesmos, visando a compreensédo dos resultados para aplicagdo posterior em projetos em
escalas piloto e plena, quando tais procedimentos seriam inviaveis, bem como avaliar 0s

efeitos da competicao entre micro-organismos heterotréficos e anammox e da concentragdo
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de determinadas substancias no sucesso da atividade anammox (Quan et al., 2008; Sanchez-
Melsié et al., 2009; Bae et al., 2010; Hu et al., 2010; Park et al., 2010; Wang et al., 2011;
Ni et al., 2012). Tendo inclusive pesquisa que avaliou o efeito da manipulacdo do indculo
antes de sua insercdo nos sistemas bioldgicos. A pré-lavagem do lodo promoveu uma
reducdo do carbono orgéanico e de bactérias heterotrdficas e consequentemente uma maior
abundéancia de micro-organismos anammox. No entanto, comprovou-se que maior riqueza e
equidade entre espécie sdo determinantes para rapida partida de reatores, pois favorece a

funcionalidade do sistema sobre stress seletivo (Tao et al., 2013).

5.2 - CARACTERIZACAO DOS INOCULOS

Para a caracterizacdo da biomassa dos diferentes inéculos testados foi realizado a extracao
de DNA genbémico para aplicacdo em técnicas de biologia molecular. Para tanto foi avaliado
o rendimento obtido com as extracdes do DNA a partir de 0,5 g dos indculos usando o kit
PowerSoil tendo-se um volume final de 100 pL as diferentes concentragdes de DNA

gendmico para cada biomassa presente nos inéculos (Tabela 5.4) (Apéndice | — CD).

Apdbs extracdo do DNA gendmico da comunidade microbiana presente nos inéculos, a
realizacdo de eletroforeses em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL"
1), demonstraram que as biomassas nos inoculos provenientes do sedimento do lago Parano,
Brasilia, DF (Par), dos sistemas de lagoa anaerobia e facultativa do frigorifico 1, Araguari,
MG (AnF1l e FaFl) e lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia (FaF2) apresentaram
padrGes de bandas de DNA gen6mico satisfatérios quando comparados com High Mass
Ladder. Esses resultados indicam como o DNA genémico apresentava-se em quantidade e
qualidade, sem rastros indicativos de fragmentacdo do DNA (Tabela 5.4). Por outro lado, o
DNA genbmico proveniente das primeiras tentativas de extracdes de DNA das biomassas
nos indculos do reator UASB tratando agua residuaria do frigorifico 2, Uberlandia, MG
(UaF2) e da lagoa de acumulacdo de chorume do aterro Jockey Clube, Brasilia, DF (Cho)
ndo resultaram em concentracdes detectaveis. O licor misto do UASB tratando agua
residuaria de abatedouro de bovinos e suinos e da lagoa de chorume provavelmente
apresentam caracteristicas complexas com presenga de substancias que interagiram com 0s
componentes do kit de extracdo de DNA PowerSoil da MoBio, dificultando a obtencao de

DNA genémico.
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Devido & complexidade das &guas residuarias do UASB tratando efluente de abatedouro de
bovinos e suinos do frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2) e da lagoa de chorume do aterro
controlado Jockey Clube de Brasilia, DF (Cho) pode-se esperar a ocorréncia de substancias
inibidoras e, assim, uma maior toxicidade selecionando bactérias mais resistentes no pool
gendmico das amostras de lodos desses ambientes. Shen et al. (2012) também citam a
complexidade e biotoxicidade de aguas residuarias provenientes de indastria produtora de
glutamato monossddico e de chorume, mas lograram sucesso, ap0s um ano, no
enriquecimento de micro-organismos anammox na biomassa tendo utilizado inoculos

provenientes de estacdes de tratamento dessas aguas residuarias.

Foram feitas outras tentativas para melhorar a qualidade e quantidade de DNA Gendmico
obtidos a partir da biomassa nos indculos do UaF2 e Cho, usando-se de estratégias de
lavagens com agua residudria sintética e uso diferenciado de massas de lodos. No entanto,
ndo houve melhorias significativas na quantidade de DNA genémico para as extracoes
realizadas com o inéculo proveniente da lagoa de acumulacdo de chorume do aterro
controlado Jéckey Clube de Brasilia, DF (Tabela 5.4).

Tabela 5.4: Avaliacdo do rendimento do DNA genémico extraido da biomassa dos seis
indculos utilizados nos sistemas biol6gicos para enriquecimento anammaox.

Indculo Quantidade estimada (ng.ul™)
Par 56
AnF1 22
FaFl 44
FaF2 8
UaF2 12 ext. <LD*
UaF2 0,25 g. 56
UaF2 0,59 30
Cho 12 ext. < LD*
Cho 0,259 5
Cho 0,5¢ 4

Par: sedimento do lago Paranog, Brasilia/DF; AnF1: lodo da lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico
1, Araguari/MG; FaF1: lodo da lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lagoa
facultativa tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2: lodo de reator UASB tratando efluente
do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; Cho: sedimento da lagoa de acumulacdo de chorume do aterro controlado
Jockey Clube, Brasilia/DF. * LD: limite de detecg¢do.
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A avaliacdo do potencial dos indculos para partidas de sistemas biologicos, visando a
atividade anammox, pode ser realizada pela verificagdo da presenca dos micro-organismos
capazes de realizar a oxidacdo anaerobia da amonia usando o nitrito como aceptor de
elétrons. A verificacdo foi realizada pela deteccdo de fragmentos amplificados por PCR
convencional e pela quantificacdo do numero de copias dos genes que codificam para
porcdes alvos do RNAr 16S (ng copias.uL™) por PCR quantitativa utilizando primers
especificos ao grupo de micro-organismos Planctomycetes e dos grupos de micro-
organismos nitrificantes aerobios, para entendimento dos processos metabolicos

predominantes nos sistemas biologicos testados.

A realizacdo de andlises de PCR, tendo como moldes fragmentos de DNA genémico obtidos
a partir das biomassas presentes nos lodos e sedimentos, amplificando genes alvos de
bactérias anammox em diferentes ecossistemas aumenta o conhecimento do espectro
genético e ecoldgico desse grupo de micro-organismos e ajuda a melhorar o monitoramento
desses organismos em sistemas de tratamento de aguas residudrias (Quan et al., 2008; Kartal
et al., 2012; Costa, 2013; Sanchez et al., 2014).

Dessa maneira, usando-se a combinacao dos primers Pla 46F e Amx 820R, especificos para
amplificacdo de fragmento do gene que codifica RNAr 16S de organismos relacionados aos
géneros “Candidatus Brocadia” e “Ca. Kuenenia”, nas condicdes testadas por Araujo et al.
(2010), foi possivel obter amplicons de tamanhos aproximados de 774 pb a partir do DNA
Genbmico obtido das biomassas antes do enriquecimento, a excecdo do DNA Gendmico
obtido da biomassa presente no indculo do sedimento da lagoa de acumulacéo de chorume
(Cho) (Tabela 5.5) . No entanto, a auséncia de amplificacdes anammox na biomassa do
sedimento de chorume néo exclui a possibilidade desses organismos estarem originalmente
nesse ambiente. Sanchez-Melsié et al. (2009) ndo conseguiram amplificar fragmentos de
DNA anammox antes do enriquecimento em 13 lodos usados como indculos, dado os limites
de quantificacdo pela técnica de PCR, mas ap6s o periodo de um ano de enriquecimento foi
registrada a presenca de bactérias anammox em todos os sistemas, pela analise das
amplificagdes em PCR, mas fazendo uso da combinagdo dos primers Pla46F e Amx 368R,
que permite a deteccdo de todos os organismos anammox presentes. Costa (2013) néo
conseguiu resultados de amplificagcbes para amostras obtidas em algumas camaras de
reatores UASB, wetland plantado (amostra a 50 cm de profundidade) e de lagoa de

polimento tratando esgotos. Cita-se a combinacao dos primers Amx 368F e Amx 820R como
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eficientes para a deteccdo de todos os organismos Planctomycetales (Schmid et al., 2003).

Alguns pesquisadores também obtiveram resultados positivos caracteristicos de
amplificacbes anammox a partir das biomassas coletadas para avaliacdo de inoculos que
serviriam para experimentacdo visando atividade anammox, tendo usado os primers Pla 46F
e Amx 820R. Assim, foram registradas amplificac6es de fragmentos de DNA para in6culos
provenientes de sistema convencional de lodos ativados da estagdo de tratamento de esgotos
em Belo Horizonte, MG (Aradjo et al., 2010), de lagoa aerada, biodiscos, lagoa de
polimento, caixas de sistemas de distribuicdo por bombas em sistemas de tratamento para
aguas residudrias oriundas de refinaria de petroleo e de lagoas de polimento, wetlands
plantados e ndo plantados e para alguns reatores UASB tratando esgotos (Costa, 2013), de

lagoa de sedimentacdo em usina de processamento de cana de acUcar (Sanchez et al., 2014).

Tabela 5.5: Resultados das amplificacdes por PCR das biomassas obtidas a partir dos
indculos testados nos sistemas bioldgicos.

Primers / especificidade

Indculos Ang?; ;N A Anah-gégéF e- AMOAF & AMOAR NitrolllAfS;il;e_ Nitro
testados 161‘;§jén2;?;fdia Gene hzo Nitrosomonas Nitrobacter
Par + - + +

AnF1 +/- - + "

FaF1 +/- - + +

FaF2 + - + ¥

UaF2 +/- - +/- H-

Cho - - v ¥

(+) Resultados positivos para os produtos amplificados na PCR visualizados em gel de agarose; (+/-)
Resultados positivos com fragmentos amplificados visualizados sem nitidez em gel de agarose. Par: sedimento
do lago Parano4, Brasilia/DF; AnF1: lodo da lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG;
FaF1: lodo da lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lagoa facultativa
tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2: lodo de reator UASB tratando efluente do
Frigorifico 2, Uberlandia/MG; Cho: sedimento da lagoa de acumulagdo de chorume do aterro controlado
Jockey Clube, Brasilia/DF (Apéndice 1).

Quando usados os conjuntos de primers especificos para 0os genes que codificam a enzima
hidrazina oxigenase, exclusiva aos micro-organismos anammox, ndo se obteve sucesso nas
amplificagdes de fragmentos observéveis em gel de agarose apds PCR e eletroforese (Tabela
5.5). Costa (2013) também registrou resultados negativos para 7 amostras de inoculos
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provenientes de diferentes partes de sistemas de tratamento de esgoto (lagoas de polimento,
wetlands plantados, UASB), mas obteve resultados positivos para 6 amostras de aguas
residudrias de refinaria de petroleo (lagoas aeradas, biodiscos, lagoas de polimento e em
caixas de distribuicdo com bombas) e de wetlands em sistemas de esgotos. Quando se obtém
resultados positivos de amplificacdes utilizando primers para os genes que codificam
enzimas especificas anammox confirma-se a presen¢a de micro-organismos anammox Visto
que as amplificagdes ocorridas com primers para 0s genes RNAr 16S podem resultar em
amplificacbes de organismos de todo o grupo Planctomycetes, dos quais alguns ndo sédo
classificados com habilidade anammox (Hirsch et al., 2010). Portanto, somente o
sequenciamento dos fragmentos de 774 bp obtidos a partir de genes RNAr 16S poderéo

indicar, por analise de similaridade, o grupo pertencente.

Os micro-organismos nitrificantes aerdbios representam potenciais parceiros e/ou
competidores com as bactérias anammox, visto que utilizam os substratos aménia e nitrito,
e, por isso, a presenca desses grupos foi inferida a partir de amplificagdes positivas em
analise de PCR. O primeiro grupo inferido foi o de bactérias aerobias oxidadoras de amonia,
representadas por bactérias como Nitrosomonas, por meio da utilizacdo do par de primers
amoA direto e reverso (Egli, 2003), amplificando fragmentos de aproximadamente 650 pb
em todas as amostras analisadas (Tabela 5.5), ainda que as condi¢es iniciais nos locais de
amostragem dos indculos ndo promovessem a atividade metabolica do grupo. Jetten et al.
(1999) discutiram que devido a sua versatilidade metabdlica podem estar presentes em
grande abundancia em condi¢des anodxicas. Importante destacar que condicGes limitantes de
oxigénio podem oferecer um ambiente adequados para uma interacdo estavel entre os micro-
organismos aerébios como Nitrosomonas e anaerébios como as bactérias anammox (Sliekers
et al., 2002; Wang et al., 2010).

O segundo grupo inferido foi o de bactérias aerdbias oxidadoras de nitrito, representadas por
bactérias como Nitrobacter, por meio da utilizacao os primers Nitro 1198 direto e Nitro 1423
reverso (Graham et al., 2007), amplificando fragmentos de tamanho aproximado de 225 pb
(Tabela 5.5). Foram registradas amplificacdes em todos os indculos coletados nos varios
sistemas ambientais escolhidos, ainda que as condigdes ambientais ndo devessem favorecer
esse grupo de bactérias, visto que os indculos foram coletados em locais com concentragdes

baixas e/ou nulas de oxigénio (Tabela 5.5). Esse grupo de micro-organismos pode tornar-se
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um competidor efetivo pelo uso do nitrito, tornando esse substrato limitante em sistemas

visando a remog&o da amdnia tendo o nitrito como aceptor de elétrons.

A avaliacdo dos resultados da analise de PCR quantitativa (PCRq) permitiu sugerir a
representatividade de cada um dos trés grupos de micro-organismos: 0S anammox, 0S
oxidadores aerdbios de amonia (como Nitrosomonas) e 0s oxidadores aerdbios de nitrito
(como Nitrobacter) no total do DNA genémico extraido a partir de cada um dos inéculos.

O ciclo de quantificacdo (Cq) foi um dos parametros utilizados para realizacdo de uma
comparacao relativa entre os diferentes indculos e entre os grupos de micro-organismos de
interesse usando os conjuntos de primers especificos. A partir dos resultados de Cq obtidos
na andlise de PCRq inferiu-se que quanto menor o valor de Cq maior o nimero de copias
iniciais do gene em analise (Figura 5.1). Na Figura 5.2 sdo demonstrados os resultados
obtidos pela avaliacdo dos inoculos por PCR quantitativa para varios grupos de micro-

organismos.

y = 31008042
CgxsSQ R?=0,6673

2R N N W oW R A U
o nn o o o ;oo ;oo u

Concentragdo estimada quando obtido Cq (Sq)

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0
Ciclo de quantificagio (Cq)

Figura 5.1: Correlagdo entre o ciclo de quantificacdo e a concentragao de copias dos genes
de interesse quando obtidos os Cq pela analise de PCRa.

Os indculos provenientes do lodo do reator UASB tratando efluente do frigorifico 1,
Uberlandia, MG (UaF2) e do sedimento da lagoa de acumulacdo de chorume do aterro
controlado de Brasilia, DF (Cho) apresentaram uma menor quantidade de copias dos genes
relacionado ao RNAr 16S das bactérias anammox do que os demais indculos, sendo o Cq
para esses indculos de 33,04 e 30,44, respectivamente (Figura 5.2). Da mesma forma,
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verificou-se que para UaF2 e Cho, o ciclo de quantificacdo (Cq) foi maior para a
amplificacdo dos genes relacionado ao RNAr 16S das bactérias anammox do que os Cq
obtidos para o gene RNAr 16S relacionados com Nitrobacter, sugerindo uma maior
densidade de copias do gene RNAr 16S para os oxidadores aerobios de nitrito do que as

bactérias anammox (Figura 5.2).

Inoculos Coletados nos Sistemas Ambientais

15,0
100

5,0

CICLO DE QUANTIFICACAO{CQ)

Par AnF1 FaF1 FaF2 UaF2 Cho

B Universa m Anammox B Nitrobacter HENitrossomonas

Figura 5.2: Ciclo de quantificacdo (Cq) obtidos pela analise de PCR quantitativos, testando
quatro pares de primers, para levantamento do nimero de copias de organismos
relacionados ao Dominio Bacteria, as bactérias anammox, as oxidadoras aerébias de nitrito

e as oxidadoras aerébias de aménia. Par: sedimento do lago Paranoa, Brasilia/DF; AnF1: lodo da
lagoa anaerobia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1: lodo da lagoa facultativa tratando
efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lodo de lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 2,
Uberlandia, MG; UaF2: lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; CHOR:
sedimento da lagoa de acumulacéo de chorume do aterro controlado Jockey Clube, Brasilia, DF.

Para as biomassas dos outros indculos (Par, AnFl, FaFl e FaF2), a partir dos DNA
gendmicos extraidos, apresentaram Cq proximos para as amplificacbes dos genes
relacionados ao RNAr 16S para 0s micro-organismos anammox e 0s aerobios oxidadores de
nitrito (Figura 5.2). Observa-se que para todos os indculos a densidade de copias do gene
relacionado a enzima amdnia mono-oxigenase foi baixa, dados os valores altos de Cq
obtidos, ou seja, & necessario um maior numero de ciclos de amplificagdes para se obter uma

estimativa de quantificacédo (Figura 5.2).
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Numa analise global, utilizando de primers universais para os genes que codificam o RNAr
16S para o Dominio Bacteria, observa-se que os indculos UaF2 e Cho apresentaram maiores
densidade de copias para 0 RNAr 16S devido os ciclos de quantificacdo (Cq) terem sido 0s
menores do que os apresentados pelos demais inoculos, fazendo supor uma maior
diversidade genética e de micro-organismos responsaveis por varios outros processos

metabdlicos (Figura 5.2)

A concentracdo de biomassa relativa ao grupo anammox é extremamente importante para
definicdo das cargas volumétricas aplicadas em sistemas e consequentemente para a
eficiéncia de remocdao de nitrogénio (Dapena-Mora et al., 2004; Lackner et al., 2014). No
entanto, ficou demonstrado que para o sucesso da atividade anammox, além da concentracdo
de organismos anammox, € necessario que ocorra equitabilidade nas densidades dos grupos
que formam as comunidades microbianas relacionadas ao ciclo do nitrogénio (Tao et al.,
2013).

N&o ha uma relacdo direta entre os parametros fisico-quimico e microbiol6gicos para
distingdo dos in6culos quanto ao possivel desempenho anammox. No entanto, acredita-se
que os indculos provenientes do sedimento do Lago Paranoa (Par) e dos lodos das lagoas
anaerdbia e facultativa dos Frigorificos (AnF1, FaFl e FaF2) demonstram apresentar maior
potencial para sucesso em enriquecimento e atividade anammox devido as caracteristicas
quimicas dos ambientes de onde foram coletados (Tabela 5.2) e dos resultados inferidos

pelas andlises de PCR convencional e quantitativa (Tabela 5.5 e Figura 5.2).

5.3 - AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS MICRO-ORGANISMOS ANAMMOX
NAS ETAPAS1E 2

Foram usadas as seguintes evidéncias para inferir a ocorréncia do processo anammox nos
sistemas bioldgicos: 1) avaliacdo estequiomeétrica do consumo concomitante de amonia e
nitrito numa razéo de 1,32 com consequente formacao de nitrato numa razéo de 0,26 (Strous
et al., 1998; Sun et al., 2011); 2) aumento no valor do pH do licor dos sistemas biol4gicos,
uma vez que a reagdo anammox produz alcalinidade (Lackner et al., 2012; Li et al., 2012);

3) presenca de micro-organismos anammox nas biomassas avaliadas por analises de PCR
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convencional, PCR quantitativa e sequenciamento dos fragmentos de DNA obtidos por PCR
(Bae et al., 2010; Hu, et al., 2010; Park et al., 2010; Sun et al., 2011).

5.3.1 - Etapa 1: Enriquecimento dos micro-organismos anammox
5.3.1.1 - Comportamento de conversao dos ions nitrogenados (NH4", NO2™ e NO3")

A avaliacdo da conversdo dos compostos nitrogenados foi interpretada pelas observagdes de
reducdo das concentracfes de amonia e nitrito e aumento das concentracdes de nitrato nos
diferentes sistemas bioldgicos utilizados nos experimentos. Verificou-se a normalidade e
homogeneidade dos dados obtidos para cada um dos sistemas bioldgicos ao longo do tempo
dos experimentos por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, para p <
0,05, concluindo-se que, para quase todos os sistemas, 0s ions de interesse apresentaram
distribuicdo normal e as variancias entre as duplicatas foram as mesmas. Os sistemas
bioldgicos para os quais 0s dados obtidos ndo apresentaram distribuicdo normal (p < 0,05)
foram amadnia para os sistemas AnF1A e B, nitrato para os sistemas FaF1A e B e amonia e
nitrato para o par UaF2A e B (Apéndice Il - CD).

Dos sistemas biologicos que se obteve a distribuicdo normal e homogénea dos ions aplicou-
se um teste estatistico de diferencas de médias, o teste t para amostras dependentes para
verificar se os sistemas biologicos A e B, montados com o mesmo indculo, apresentaram
comportamentos de conversdo semelhantes (Tabela 5.6). Para os sistemas bioldgicos que
apresentaram resultados para os dados de alguns ions com distribui¢do ndo normal aplicou-
se 0 teste ndo paramétrico de Wilcoxon de Postos com Sinais, buscando-se comparar as
duplicatas A e B dos sistemas biologicos (Tabela 5.6) (Apéndice I1 - CD).

Com base nos testes estatisticos realizados considerou-se que as duplicatas A e B, para 0s
sistemas biologicos que tiveram como biomassa 0 mesmo inoculo, apresentaram
comportamentos semelhantes de conversao dos ions amdnia, nitrito e nitrato e, portanto, 0s
resultados que se seguem sdo os valores médios obtidos a partir das duplicatas A e B dos
sistemas bioldgicos testados.
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Tabela 5.6: Comparacéo das duplicatas A e B dos sistemas bioldgicos na conversao dos
ions amdnia, nitrito e nitrato pelos testes estatisticos: 1) teste t para amostras dependentes
para p < 0,05 e 2) teste ndo paramétrico de Wilcoxon de Postos com Sinais para p < 0,05.

S_lst,en_1as Amonia Nitrito Nitrato
Biologicos
Testet Wilcoxon Testet Testet Wilcoxon
ParA e ParB = = =
AnF1A e AnF1B = = =

FaF1A e FaF1B = = =
FaF2A e FaF2B = = =

UaF2A e UaF2B = = =
ChoA e ChoB

Os sistemas biologicos com biomassa proveniente do lago Paranoa (Par) apresentaram
comportamento de conversdo dos compostos nitrogenados diferenciados dos demais
sistemas (Figura 5.3), com a reducédo nas concentracfes de amdnia e nitrito e com aumento

nas concentracdes de nitrato, desde o inicio dos experimentos.

Par

Tempo (dias)

-4« Amdnia - @ — Nitrito —A— Nitrato

Figura 5.3. Desempenho dos sistemas bioldgicos com biomassa proveniente de sedimentos
do lago Parano4, Brasilia/DF (Par) na conversao dos compostos nitrogenados durante a
etapa 1 visando o enriquecimento de bactérias anammox.

Por razdes de ajustes experimentais nao foram realizadas as adi¢cGes de substratos nos
sistemas biologicos entre os 24° e 48° dias e, por isso, foi possivel constatar que, devido a

auséncia do nitrito no meio ndo ocorreu nenhuma conversao de aménia e as concentragoes
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de nitrato permaneceram constantes (Figura 5.3). Deixou-se de inserir nitrato nesses sistemas
bioldgicos, apds 60 dias, uma vez que 0 mesmo ndo estava sendo consumido pelo processo
de desnitrificacdo heterotrofica. Infere-se, portanto que, para esses sistemas bioldgicos (Par)
0 processo bioldgico conduzido por micro-organismos anammox prevaleceu apés 60 dias,
sendo necessaria a presenca de ambos os substratos amonia e nitrito para modificacbes das
concentragfes das formas nitrogenadas no licor misto. A avaliacdo dos indices
estequiométricos das conversdes das formas nitrogenadas comparada aos indices esperados
quando do predominio do processo bioldégico anammox foi realizada, sendo que a razédo
média (+ s) entre [NO2]/ [NH4"] foi de 0,73 (s = 0,26) e entre [NOs] / [NO2 + NH4"] foi de
0,39 (s = 0,20), sendo que quanto mais préximas estiverem dos valores 1,32 e 0,28,

respectivamente, € um indicativo do metabolismo anammox prevalecendo no sistema.

Nos demais sistemas biologicos foi observada, possivelmente, a conversdo da amonia pelo
processo anammox conjuntamente com a ocorréncia da desnitrificacdo heterotrdfica, uma
vez que todo o nitrito e nitrato inseridos e, possivelmente, produzidos nos sistemas foram
totalmente removidos (Figuras 5.4 a 5.8). As concentracdes iniciais de carbono organico nos
sistemas quando da montagem dos sistemas biologicos, inferidas pelos resultados obtidos
nas analises de DQO, permitiram o estabelecimento do metabolismo de micro-organismos
desnitrificantes heterotroficos.

Tem-se também que as modificacBes do ambiente, ou seja, apds a inserc¢do dos indculos nos
sistemas bioldgicos, 0s micro-organismos presentes nas biomassas passam a estar expostos
ao meio autotréfico e condicdes anaerdbias gerando a lise de células das bactérias que ndo
se adaptam a essas novas e diferentes condi¢Ges operacionais. De acordo com Bae et al.
(2010), ocorreram reducdes nas concentracdes de SSV em sistemas em bateladas, visando
atividade anammox, depois do enriquecimento, possivelmente, devido a lise de bactérias que

néo se propagaram nas condigdes estabelecidas nos sistemas.

Ni et al. (2012) discutiram as interagOes entre bactérias anammox e heterotroficas em
biofilmes anammox e demonstraram que as razdes encontradas entre producdo de nitrato e
consumo de amdnia foram significativamente inferiores a razdo proposta por Strous et al.
(1998), sendo ela igual a 0,28. Esses autores sugeriram que quantidades significativas de
nitrato foram usadas como aceptores de elétrons por bactérias heterotroficas quando as

mesmas utilizavam outros produtos organicos solaveis.
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Nos sistemas com lodo da lagoa anaerdbia tratando efluente do frigorifico 1, Araguari/MG
(AnF1), a razdo média (+s) entre [NO27]/ [NH4*] foi de 0,57 (s = 0,31). Como todo o nitrato
inserido e produzido foi removido do sistema, ndo foi possivel calcular o indice

estequiométrico dado pela razao entre [NO3]/ [NO2 + NH4'] (Figura 5.4).

AnF1

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (dias)

c-4-- Amobnia — @ =Nitrito —#A— Nitrato

Figura 5.4: Desempenho dos sistemas bioldgicos com biomassa proveniente de lodo de
lagoa anaerdbia tratando efluente de frigorifico 1, Araguari/MG (AnF1) na conversao dos
compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o enriquecimento de bactérias
anammox.

Da mesma maneira comportaram-se 0s sistemas biol6gicos com biomassa proveniente da
lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG (FaF1), tendo ocorrido
possivelmente as conversbes das formas nitrogenadas pelos processos anammox e
desnitrificacdo heterotrofica, visto que ocorreram reducdes nas concentracdes de amonia,
nitrito e nitrato (Figura 5.5). Nos sistemas com lodo da lagoa facultativa a razdo média (+ s)
entre [NO2] / [NH4™] foi de 0,73 (s = 0,87). A desnitrificacdo heterotrofica foi responsavel
pela remocdo do nitrato do sistema e, por isso, ndo foi possivel realizar calculo do indice

estequiométrico dado pela razdo entre [NO3]/ [NO2 + NH4™].

Nos sistemas biolégicos com biomassa proveniente da lagoa facultativa do Frigorifico 2,
Uberlandia/MG (FaF2) observou-se o acumulo de nitrato a partir do 60° dia do inicio do
desenvolvimento da biomassa indicando que, possivelmente, 0 processo anammox passa a
predominar sobre o processo de desnitrificacdo heterotrofica (Figura 5.6). A partir desse
momento cessou-se a introducdo do substrato nitrato nos sistemas, uma vez que a finalidade

da insercédo foi reduzir a competicdo por substratos entre micro-organismos responsaveis
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pelos metabolismos anammox e desnitrificacdo heterotréfica. Os indices estequiométricos
dados pelas raz6es médias (+ s) entre [NO2]/ [NH4"] e entre [NOs7]/ [NO2 + NH4"] foram
de 0,73 (s =0,87) € 0,40 (s = 0,20), respectivamente, e quanto mais préximos estiverem dos
valores 1,32 e 0,28, respectivamente, melhor eficiéncia de conversdo das formas
nitrogenadas pelo metabolismo anammox.
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Figura 5.5: Desempenho dos sistemas biol6gicos com biomassa proveniente de lodo de
lagoa facultativa tratando efluente de frigorifico 1, Araguari/MG (FaF1) na conversdo dos
compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o enriquecimento de bactérias

anammaox.
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Figura 5.6: Desempenho dos sistemas biol6gicos com biomassa proveniente de lodo de
lagoa facultativa tratando efluente de frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2) na conversao
dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o enriquecimento de bactérias
anammox.
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Os sistemas bioldgicos montados com biomassa proveniente do reator UASB tratando
efluente do frigorifico 2, Uberlandia/MG (UaF2) apresentaram a concomitancia dos
metabolismos conduzidos por micro-organismos responsaveis pelos processos anammox e
de desnitrificacdo heterotréfica devido as reducgdes nas concentragdes dos substratos amonia,
nitrito e nitrato, tendo sido as formas nitrogenadas oxidadas removidas dos sistemas, dadas
as concentragdes abaixo do limite de detecgdo do método de andlise (Figura 5.7). Dessa
maneira, foi possivel apenas calcular o indice estequiométrico dado pela razdo (+ s) entre
[NO27]/ [NH4™], sendo de 0,72 (s = 0,73).

Os sistemas bioldgicos montados com biomassa proveniente do sedimento da lagoa de
acumulag&o de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia/DF (Cho) também se
comportaram de forma semelhante aos sistemas bioldgicos AnF1, FaF1, UaF2 restringindo-
se as comparacdes das conversdes das formas nitrogenadas. Os processos anammox € a
desnitrificacdo heterotréfica se destacaram dadas as reducbes nas concentracdes dos
substratos amonia, nitrito e nitrato (Figura 5.8). Devido a utiliza¢do do substrato nitrato pelas
bactérias desnitrificantes heterotréficas ndo foi possivel calcular a razéo entre [NOs]/ [NO2
+ NH4"] para comparagdo com o indice estequiométrico dado pela reagdo anammox. No
entanto, calculou-se a razéo entre o consumo concomitante de nitrito e amonia por meio de
NO> / NH4", sendo de 0,49 (s = 0,32).
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Figura 5.7: Desempenho dos sistemas biol6gicos com biomassa proveniente de lodo reator
UASB tratando efluente de frigorifico 2, Uberlandia/MG (UaF2) na conversdo dos
compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o enriquecimento de bactérias
anammox.
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Figura 5.8: Desempenho dos sistemas biolégicos com biomassa proveniente da lagoa de
acumulacao de chorume do aterro controlado Jockey Clube, Brasilia, DF (Cho) na
conversao dos compostos nitrogenados durante a etapa 1 visando o enriquecimento de
bactérias anammox.

A presenca do carbono organico, quando da insercdo dos inéculos, favoreceu grupos de
bactérias heterotréficas, em especial as desnitrificantes, que demonstraram sua participacao
na remocdo de nitrito e nitrato, em todos os sistemas bioldgicos testados e de forma
acentuada naqueles sistemas inoculados com lodo do reator UASB tratando agua residuaria
de abatedouro de bovinos e suinos do frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2). Provavelmente,
a reducdo do sulfato com formacéo de sulfetos para os sistemas bioldgicos (UaF2) tenha
interferido no metabolismo dos micro-organismos anammox. Os sulfetos formados séo
considerados substancias inibidoras aos micro-organismos responsaveis pelo processo

anammox (Jin et al., 2012).

A desnitrificacdo heterotrofica inibe o processo anammox devido as alteracbes das
concentracdes dos substratos presentes no licor e no balanco quimico modificando o
tamponamento do licor (pH), além do mais as bactérias heterotroficas utilizam das formas

oxidadas de nitrogénio competindo por nitrito com as bactérias anammox (Ni et al., 2012).

De acordo com Tao et al. (2013), as bactérias anammox apresentam desvantagens
competitivas com as bacterias heterotroficas, pois a reagdo anammox é termodinamicamente
menos vidvel do que a reacdo de desnitrificacdo heterotrofica. Também, a sintese celular das

bactérias heterotréficas é quase cinco vezes maior do que das anammox (Shen et al., 2011).
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Vaérios pesquisadores relataram o processo de desnitrificagdo heterotrofica predominando
inicialmente nos sistemas para enriquecimento anammox devido & atmosfera anaerobica e a
presenca de carbono e das formas oxidadas de nitrogénio necessarias para 0 metabolismo
das bactérias desnitrificantes (Sanchez-Melsi6 et al., 2009; Aradjo et al. 2010; Suneethi e
Joseph. 2011; Wang et al. 2011).

Araujo et al. (2010), usando indculo a partir de sistema de lodos ativados, registraram que a
atividade desnitrificante foi exclusiva durante os primeiros 25 dias e concomitante ao
processo anammox até o 87° dia, predominando entdo o processo anammox. Wang et al.
(2011) usaram 3 fontes de in6culos para enriquecimento anammox em RBS e obtiveram
sucesso apenas com o indculo proveniente de um biorreator de membranas tratando agua
residudria sintética, com baixa relacdo C/N. Nos primeiros 19 dias apenas atividade
desnitrificante foi registrada e permaneceu de forma menos acentuada até o dia 59°. O
processo anammox ficou estavel e predominante a partir do 60° dia. No trabalho
desenvolvido por Sanchez-Melsié et al. (2009) apenas um indculo, de 13 testados,
demonstrou potencial atividade anammox depois de 3 meses. A atividade desnitrificante foi
0 Unico processo observado em todos os demais sistemas até um ano de monitoramento.
Suneethi & Joseph (2011), usando lodo anaerdbio proveniente de biodigestor tratando
residuos de industria de processamento de vegetais, registraram atividade anammox somente
apos 70 dias de cultivo, sendo que a estabilizacdo do processo s6 foi verificada a partir de
140 dias.

Os sistemas bioldgicos Par e FaF2, cujas biomassas foram provenientes de sedimentos do
lago Paranod, Brasilia, DF e de lodo de lagoa facultativa do Frigorifico 2, Uberlandia, MG,
demonstraram potencial atividade anammox observando-se os registros de conversdo dos
compostos nitrogenados nos sistemas em bateladas e pela verificagdo de amplificacdes
positivas, em analise de PCR, sugerindo a presenca de organismos anammox. Nesses
sistemas a atividade heterotrdfica desnitrificante cessou rapidamente. As caracteristicas da
biomassa do sistema biolégico Par com concentragdes de carbono e relagdo C/N baixas
devem ter favorecido as bactérias anammox desde o inicio do enriquecimento. No entanto,
para os sistemas bioldgicos FaF2 somente apos 60 dias é que se estabeleceu e predominou a
atividade anammox. A diferenca entre os dois sistemas, Par e FaF2, deve-se provavelmente
as caracteristicas quimicas apresentadas pelos sistemas ambientais de onde foram coletados

esses inéculos.
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5.3.1.2 - Variages do pH do licor nos sistemas bioldgicos

De acordo com Li et al. (2012), a elevagédo no valor do pH de efluentes de reatores
bioldgicos, ou seja, tornando-se mais basico, € um indicador efetivo do desempenho dos

micro-organismos anammox.

As variagdes do pH do licor misto nos sistemas bioldgicos auxiliam no entendimento dos
processos metabdlicos predominantes, uma vez que 0s processos de nitritagdo e nitratacao
consomem alcalinidade (Ahn, 2006) enquanto os processos anammox e de desnitrificagcdo
heterotrofica produzem alcalinidade (Sun et al., 2011; Li et al., 2012; Lackner et al., 2012).
Para cada 1,0 mg de nitrogénio amoniacal oxidado pela nitrificacdo aerdbia sdo necessarios
7,07 mg de alcalinidade (Ahn, 2006), expressa como carbonato de célcio (CaCOs). A
ocorréncia conjunta de varios processos metabdlicos pode assegurar uma menor oscilacdo
do pH permitindo uma maior estabilidade dos sistemas bioldgicos garantindo com que este
parametro operacional permaneca constante e dentro da faixa Otima para 0s micro-

organismos responsaveis pelas conversdes dos diferentes substratos.

As variacBes do pH ao longo das bateladas realizadas durante a etapa 1 visando o
enriquecimento de micro-organismos anammox estdo apresentadas na Figura 5.9. As
correcBes de pH ocorreram apenas quando da substituicdo do meio sintético ou quando
atingiam valores menores do que 7, mas permanecendo sempre dentro da faixa 6tima para a
atividade anammox, entre 7,0 a 8,2. Em todos os sistemas biologicos durante os primeiros
60 dias, o pH do licor misto reduziu dos valores ajustados ao inicio das bateladas indicando
0 consumo da alcalinidade por processos metabdlicos como nitrificacdo, reducéo de sulfato
e consumo de carbono organico por bactérias heterotréficas (Figura 5.9 A a F). Ao final do
periodo destinado ao enriquecimento da biomassa anammox (120 dias) registra-se uma
menor oscilacdo dos valores de pH ajustados ao inicio das bateladas com uma tendéncia a
elevacdo, provavelmente devido a predominancia de processos metabdlicos produtores de
alcalinidade (Figura 5.9 A a F). O decaimento dos valores de pH foi mais acentuado nos
sistemas biologicos com lodo proveniente do reator UASB (UaF2) tratando efluente do
frigorifico 2 (Figura 5.9 E) provavelmente devido a redugdo do sulfato, detectada pela
formacéo de fortes odores de gas sulfidrico (sulfetos) e pela remoc¢do das concentragdes de

sulfato do licor misto.
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Figura 5.9: Variagédo do pH dos sistemas bioldgicos ao longo das bateladas durante a etapa

1 visando o enriquecimento da biomassa anammox. A) Par: sedimento do lago Paranoa,
Brasilia/DF; B) AnF1: lodo da lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; C) FaF1:
lodo da lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; D) FaF2: lodo de lagoa facultativa
tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; E) UaF2: lodo de reator UASB tratando efluente do
Frigorifico 2, Uberlandia/MG; F) CHOR: sedimento da lagoa de acumulagdo de chorume do aterro
controlado Jockey Clube, Brasilia, DF.
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5.3.1.3 - Comportamento da biomassa quanto aos ions sulfato e fosfato

Dadas as concentragdes iniciais de sulfato (4,2 mg.L™?) e de fosfato (17,5 mg.L?) inseridas
nos sistemas bioldgicos a cada substituicdo do meio sintético, ocorreram comportamentos
diferenciados na utilizacdo desses componentes idnicos até 80 dias do inicio dos
experimentos, sendo que os sistemas bioldgicos testados, a excecao daqueles inoculados com
biomassa proveniente do reator UASB do Frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2),
consumiram o fosfato presente e produziram sulfato, dados os processos metabdlicos

predominantes nos sistemas (Figuras 5.10 a 5.14).

Nos sistemas bioldgicos com biomassa a partir do sedimento do lago Parano4, Brasilia, DF
(Par), ocorreu um aumento consideravel das concentragdes de sulfato ao longo das bateladas,
quase 10 vezes maior o valor originalmente inserido no meio sintético. O fosfato é quase
totalmente consumido nos primeiros 75 dias, quando a partir desse periodo as concentracdes

de fosfato e sulfato permanecem constantes (Figura 5.10).

A producdo de sulfato sugere ocorréncia de oxidacdo de sulfetos que pode promover
consequéncias positivas para os sistemas biolégicos visando a atividade anammox, primeiro
porque reduz a presenca de sulfetos que sdo inibitdrios ao processo anammox (Jin et al.,
2012) e, segundo, porque consome oxigénio reduzindo a possibilidade deste ser utilizado na

oxidacdo aerdbia de amonia e nitrito por bactérias aerdbias nitrificantes.
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Figura 5.10: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas biologicos com
biomassa proveniente do sedimento do lago Paranoa, Brasilia, DF (Par) durante a etapa 1
visando o enriquecimento de micro-organismos anammox.
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Nos sistemas biol6gicos, com biomassa provenientes dos lodos das lagoas anaerdbia e
facultativa tratando efluente do frigorifico 1, Araguari, MG (AnFl e FaFl), e da lagoa
facultativa tratando efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG (FaF2) as concentracdes de
sulfato aumentaram ao longo das bateladas, tendo variagdes de acordo com 0s sistemas em
andlise, atingindo concentragcdes 20 vezes maiores para os sistemas AnF1 e de 10 vezes
maiores para os sistemas FaF1 e FaF2, do que aquelas introduzidas nesses sistemas quando
da substituicdo da agua residuaria sintética. O fosfato foi, inicialmente, todo consumido pela
biomassa em todos os sistemas em analise, sendo que apds o periodo de 80 dias de
enriquecimento, as suas concentragdes permaneceram relativamente constantes, em torno de
10 mg.L™L. O sulfato, mesmo apds um periodo maior de tempo, continuou sendo produzido,
elevando-se para patamares entre 25 mg.L™* (FaF1 e FaF2) e 45 mg.L? (AnF1) (Figuras 5.11
a5.13).
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Figura 5.11: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas biol6gicos com
biomassa proveniente do lodo da lagoa anaerobia tratando efluente do frigorifico 1,
Araguari, MG (AnF1) durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos
anammox.
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Figura 5.12: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas biol6gicos com
biomassa proveniente do lodo da lagoa facultativa tratando efluente do frigorifico 1,
Araguari, MG (FaF1) durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos
anammox.
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Figura 5.13: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas biol6gicos com
biomassa proveniente do lodo da lagoa facultativa tratando efluente do frigorifico 2,
Uberlandia, MG (FaF2) durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos
anammox.

Nos sistemas bioldgicos com biomassa a partir do lodo proveniente do reator UASB tratando
efluente do frigorifico 2, Uberlandia/MG (UaF2) foi possivel constatar a ocorréncia de
processos metabolicos conduzidos por bactérias redutoras de sulfato, dado a formacdo de
gases sulfidricos (H.S) detectados pelos odores quando da operacdo dos sistemas. As
concentracgdes de sulfato presentes no meio sintético foram significativamente reduzidas pela

ocorréncia desse processo metabélico redutor de sulfato (Figura 5.14).
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Figura 5.14: Concentragdes dos ions sulfato e fosfato nos sistemas biol6gicos com
biomassa proveniente do reator UASB tratanto efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG
(UaF2) durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos anammox.

De acordo com Fdz-Polanco et al. (2001), as bactérias redutoras de sulfato, em condicgdes
anaerobias, usam esse anion como aceptor final de elétrons para degradacdo de compostos
organicos e hidrogénio com formagéo de sulfetos dissolvidos no licor e ou liberacdo de gases
sulfidricos. Foi demonstrado, experimentalmente, que sulfato em condicdes anaerdbias,
juntamente com o0 nitrito, nitrato e propionato, pode ser um oxidante adequado para
conversdo anaerdbia da aménia conduzida por micro-organismos como as bactérias do grupo
Planctomycetales, sendo sugerido como responsavel “Candidatus Anammoxoglobus
sulfate” (Liu et al., 2008). A conversdo anaerdbia da amonia tendo o sulfato como aceptor
de elétrons ocorre com formacdo do intermediario nitrito e assim, os substratos amonia e
nitrito estdo disponiveis para a oxidacdo da amonia a nitrogénio gasoso (Li et al., 2008).
Esse processo de remocdo anaerébia da aménia tendo o sulfato como aceptor final de

elétrons havia sido previsto por Fdz-Polanco et al. (2001).

Ocorreram redugdes nas concentracgdes de fostato do licor misto, tendo sido pronunciadas as
reducdes nas bateladas conduzidas até 70 dias, sem deteccdo de fosfato dissolvido no licor
misto dos sistemas bioldgicos (UaF2). Apds esse periodo inicial, registra-se a reducdo das

concentragdes proximas a 20 mg.L ™ para 7,5 mg.L* permanecendo-se constante nessa faixa.

Os sistemas biologicos inoculados com sedimento proveniente da lagoa de acumulagéo de
chorume do aterro Jockey Clube de Brasilia, DF (Cho) tambem se diferenciaram dos demais
sistemas devido a maior producdo de sulfato durante as bateladas que ocorreram entre 0s

dias 45 e 65, tendo atingindo concentragbes 24 vezes maiores do que as inseridas nos
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sistemas quando da substituicdo da agua residuéria sintética, tendo continuado a produgéo
nas bateladas seguintes até os 120 dias de monitoramento, relativos a fase inicial de
enriquecimento da biomassa para atividade anammox. Nesses sistemas bioldgicos, o
consumo total de fosforo também foi observado, mesmo para periodos maiores do que 0s
primeiros 80 dias (Figura 5.15).
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Figura 5.15: Concentracdo dos ions sulfato e fosfato nos sistemas bioldgicos com biomassa
proveniente da lagoa de acumulacgéo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de
Brasilia, DF (Cho) durante a etapa 1 visando o enriquecimento de micro-organismos
anammox.

Registra-se que nos demais sistemas biolégicos como Par, AnFl, FaFl e FaF2 as
concentracdes de fosfato, apds o periodo de 80 dias do inicio dos experimentos,

permaneceram relativamente constantes, em torno de 10 mg.L ™.

Outras substancias i6nicas presentes no meio podem também interferir para o sucesso da
biomassa presente. A sedimentacdo do lodo em sistemas de tratamento pode ser favorecida
quando a agua residuéria tratada apresenta concentragdes elevadas de cloreto de sédio, como
demonstrado por Férnandez et al. (2008). Dessa maneira, devido as caracteristicas da agua
residudria sintética utilizada nos sistemas bioldgicos testados, as concentragdes de cloreto
de sédio foram sempre maiores do que 200 mg.L™?, o que pode ter ajudado a garantir a

manutencdo da biomassa anammox nos sistemas.
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5.3.1.4 - Caracterizagdo da biomassa nos sistemas bioldgicos apos 120 dias

Avaliou-se a biomassa dos sistemas bioldgicos, por PCR convencional e quantitativa,
utilizando primers especificos ao grupo Planctomycetales e aos nitrificantes aerébios, apds
um periodo de 120 dias do inicio dos experimentos, tendo os sistemas sido operados
conforme as condigdes estabelecidas para a 12 etapa. A amplificacdo positiva de fragmentos
de DNA de tamanhos esperados sugere a presenca dos micro-organismos de interesse e,
assim, a inferéncia dos processos metabdlicos predominantes nos sistemas biologicos

testados.

Apos extracdo do DNA da biomassa, realizou-se eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo (1 pg.mL™) e estimou a concentracdo total do DNA gendmico
usando-se o marcador molecular High Mass Ladder (Invitrogen, USA), obtendo-se um

volume final de 100 puL em concentrag@es entre 5ng uL™* a 35 g uL* (Apéndice 111 - CD).

Nas analises por PCR usando os mesmos primers para 0s genes que codificam o RNAr 16S
de bactérias anammox e as mesmas condicdes anteriormente testadas para os indculos, foi
possivel observar amplificagcdes positivas para fragmentos de aproximadamente 774 pb nos
sistemas bioldgicos, a excecéo dos sistemas UaF2 (Tabela 5.7) (Apéndice 11l - CD).

Para os primers Pla 46F e Amx 820R, os sistemas com lodos provenientes do sedimento do
lago Paranoa (Par) e da lagoa facultativa do frigorifico 2 (FaF2) resultaram em melhores
respostas de amplificacdo antes e depois do periodo destinado para enriquecimento (Tabela
5.7). Ocorreu amplificacdo positiva usando esse conjunto de primers para a biomassa dos
sistemas bioldgicos com sedimento da lagoa de acumulacdo de chorume de Brasilia, DF
(Cho), indicando que a falta de amplificacdo no inicio do experimento pode ser devida as
concentracgdes iniciais e limite de deteccdo da técnica de analise, bem como a mudanca de
dominéancia das espécies presentes. A auséncia de resultados positivos nas amplificacdes
para os sistemas biolégicos com lodo do reator do UASB do frigorifico 2, Uberlandia, MG
(UaF2), apds o periodo destinado ao enriquecimento, pode indicar a exclusdo de algumas
espeécies candidatas anammox do sistema. Pode-se também supor que o conjunto de primers
utilizados (Pla 46F e Amx 820R), desenhados para amplificagdes de fragmentos de genes
que codificam o RNAr 16S para organismos relacionados a “Candidatus Brocadia” e “Ca.
Kuenenia”, ndo foi satisfatdrio para amplificagdo de outras bactérias presentes pertencentes

ao grupo de anammox.
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Tabela 5.7: Resultados de amplificacbes por PCR usando par de primers Pla 46F e Amx
820R, nos diferentes lodos antes e ap6s o periodo para enriquecimento anammox.

Sistema In6culo Ap6bs 120 dias
Par + +
AnF1 +/- +/-
FaF1 +/- +

FaF2 + +

UaF2 +/- -

Cho - +/-

(+) Resultados positivos para os produtos amplificados na PCR visualizados no gel de agarose 1%; (+/-)
Resultados positivos com fragmentos amplificados visualizados sem nitidez no gel de agarose. Sistemas: Par:
sedimento do lago Paranoa, Brasilia/DF; AnF1: lodo de lagoa anaertbia tratando do Frigorifico 1,
Araguari/MG; FaF1: lodo da lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lodo da
lagoa facultativa do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; UaF2: lodo de reator UASB tratando de efluente do
Frigorifico 2, Uberlandia/MG; Cho: sedimento de lagoa de acumula¢do de chorume do aterro controlado

Jockey Club/DF. Apéndices | e 111

Da mesma maneira, utilizando-se da andlise de PCR, foi levantada a possibilidade da
presenca de micro-organismos nitrificantes aerobios pois representam potenciais parceiros
e/ou competidores das bactérias anammox, visto que utilizam os substratos amonia e nitrito.
O primeiro grupo analisado foi das bactérias aerdbias oxidadoras de aménia, representadas
por bactérias como Nitrosomonas, por meio da utilizacdo do par de primers amoA direto e
reverso (Egli, 2003). As ocorréncias de fragmentos de aproximadamente 650 pb esperados
para essa amplificacdo foram apenas para os sistemas bioldgicos com in6culo proveniente
da lagoa de acumulagéo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia, DF (Cho
A e B), tendo ocorrido também a formacédo de fragmentos ndo especificos para os demais

sistemas (Apéndice Il - CD).

O segundo grupo analisado foi das bactérias aerébias oxidadoras de nitrito, representadas
por bactérias como Nitrobacter, por meio da utilizacdo dos primers Nitro 1198 direto e Nitro
1423 reverso (Graham et al., 2007), formando fragmentos de aproximadamente 225 pb em
todos os sistemas bioldgicos testados. Ainda que as condicGes estabelecidas nos sistemas
ndo devessem favorecer esse grupo de bactérias, supde-se que elas mantiveram ao longo do
periodo para enriquecimento anammox e provavelmente atuaram como competidoras pelo

substrato nitrito com as bactérias anammox (Apéndice Il - CD).

A avaliagéo dos resultados da PCR quantitativa permitiu indicar a representatividade de cada
um dos trés grupos de micro-organismos: 0s anammaox, 0s nitrificantes aerobios de amonia

(como Nitrosomonas) e os nitrificantes aerobios de nitrito (como Nitrobacter) no total do
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DNA gendmico extraido a partir da biomassa de cada um dos sistemas bioldgicos A
concentracdo de cdpias de DNA do fragmento amplificado usando os primers especificos,
no momento que se tem o valor de Cq, foi o parametro de medida utilizado para comparac6es
das comunidades biologicas dos sistemas. Esse parametro € construido pela estimativa
comparada e relativa das concentracdes de DNA de cada amostra a uma curva referéncia
(Bustin et al., 2009). Os resultados foram apresentados como concentracdo de copias em
nanograma de DNA por mililitro (ng.mL™) numa escala logaritma, sendo os dados para cada
grupo de micro-organismo colocados empilhados e apo6s a diminuicdo das proporcdes de
densidades de copias de DNA dos envolvidos no ciclo do nitrogénio do total calculado para

o Dominio Bacteria.

Os micro-organismos como Nitrobacter destacam-se nas amostras de DNA genémico de
todos os sistemas ambientais (Figura 5.16). Quando da inoculacdo nos sistemas bioldgicos,
na avaliacdo da densidade do numero de copias, 0s micro-organismos anammox € 0S
nitratantes aerébios como Nitrobacter apresentavam-se em densidades préximas para 0s
sistemas Par, AnF1, FaF1 e FaF2 (Figura 5.16). A densidade do numero de copias obtida
com o uso do primer universal, para amplificacdo de fragmentos de genes para 0 RNAr 16S
do Dominio Bacteria, resultou em aumento significativo na densidade total para os sistemas

Par, AnF1, FaF1 quando comparadas a biomassa dos indculos (Figura 5.16).

Os in6culos utilizados para compor os sistemas bioldgicos divergiram em concentracfes de
copias de DNA para o Dominio Bacteria, sendo que as maiores concentracdes de copias
registradas foram em ordem crescente para 0s indculos provenientes da lagoa de acumulacao
de chorume do aterro JK, Brasilia, DF (Cho) e dos provenientes do reator UASB tratando
efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2) (Figura 5.16). Os demais inoculos
utilizados nos sistemas bioldgicos apresentaram concentracdes de copias de DNA de 1 a 2
ordens de grandeza menor do que os indculos Cho e UaF2. Sendo, em sequéncia, aqueles
com maior concentracdo de copias: lodo de lagoa facultativa tratando efluente do frigorifico
2, Uberlandia, MG (FaF2); lodos provenientes da lagoa facultativa (FaF1) e lagoa anaerdbia
(AnF1) tratando efluente do frigorifico 1, Araguari e MG sedimento do lago Paranog,
Brasilia, DF (Pa) (Figura 5.16).
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Figura 5.16: Abundancia de copias dos genes de micro-organismos de interesse, usando
quatro pares de primers, para levantamento do nimero de copias de DNA de organismos
relacionados ao Dominio Bacteria, bactérias anammox, oxidadoras aerébias de nitrito e

amonia, dados em escala logaritmica e empilhados. Par: sedimento do lago Parano4, Brasilia/DF;
AnF1: lodo da lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1: lodo da lagoa
facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lodo de lagoa facultativa tratando efluente
do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2: lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2,
Uberlandia/MG; CHOR: sedimento da lagoa de acumulagdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube,
Brasilia, DF.

Observa-se que os indculos provenientes do sedimento lago Paranoa, Brasilia, DF (Pa) e dos
lodos provenientes de lagoas facultativas tratando efluente de frigorificos (FaFl e FaF2),
apresentaram uma distribuicdo mais equitativa entre os grupos de bactérias relacionadas ao
ciclo do nitrogénio, podendo resultar em melhor equilibrio competitivo entre as bactérias

para consumo dos ions nitrogenados presentes (Figura 5.16).

Constata-se que a abundancia do nimero de cépias das bactérias analisada pelo uso dos
primers universais para 0 gene RNAr 16S do Dominio Bacteria aumentou em ordem de 1 a
2 grandezas para 0s sistemas bioldgicos provenientes do sedimento do Lago Paranoa (Par),
do lodo da lagoa anaerdbia e facultativa do Frigorifico 1 (AnF1, FaF1). Nos demais sistemas,
a abundéancia do nimero de cdpias permaneceu constante, na mesma unidade de grandeza
(Figuras 5.16). As condigdes estabelecidas para operacdo dos sistemas bioldgicos, em modo
de culturas em bateladas ajustadas para o0 enrigquecimento de organismos anammox,
determinaram 0S micro-organismos que permaneceram nos sistemas. As condigdes

definiram variagcbes na abundancia de cada um dos grupos de micro-organismos em
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decorréncia da eficiéncia competitiva em situacbes de limitagdo dos substratos,
especialmente de fonte externa de carbono orgéanico e nitrito, necessarios ao metabolismo

das bactérias.

A partir da analise dos resultados obtidos pela PCRq, para a primeira etapa experimental
(120 dias), observou-se aumento nas concentracfes de copias de DNA para 0s micro-
organismos anammox nos AnF1A e FaF1, bem como nos sistemas UaF2 e Cho (Figura
5.17). Depreende-se que processos metabolicos como os de desnitrificacdo heterotréfica,
oxidacdo de sulfetos, reducéo de sulfatos e nitrificacdo, bem como o tempo necessario para
aclimatacdo dos micro-organismos podem ter contribuido para o relativo aumento nas
concentracfes de copias das bactérias anammox, visto que, o consumo de substratos e

formacéo de substancias inibidoras limitam o seu desenvolvimento.

Abundancia de Cépias DNA anammox
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Figura 5.17: Concentragdes de copias de DNA relacionadas ao RNAr 16S de bactérias
anammox nos sistemas biologicos antes e apos o periodo de 120 dias com condigdes
ajustadas para o desenvolvimento de micro-organismos anammox.

Outra possivel explicacdo para a concentracdo do nimero de cépias de fragmentos dos genes
relacionados ao RNAr 16S para bactérias anammox terem permanecidas relativamente
constantes é a substituicdo de dominancia da espécie anammox originalmente presentes nos

indculos por outra espécie candidata dadas as condigdes estabelecidas para os sistemas e,
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também, devido a interagBes competitivas e cooperativas com outros grupos de bactérias,
constatacdo também feita por Hu et al. (2010). Park et al. (2010) registraram a substituicdo
de dominancia de espécie, ap6s o periodo de enriquecimento, daquelas bactérias

originalmente presentes nos inoculos.

Em observac@es prévias em comunidades de biorreatores notaram a mudanca na dominancia
de “Ca. Kuenenia” para “Ca. Scalindua” depois de 360 dias para o enriquecimento em meio
com altas concentracdes de sais (Kartal et al., 2006). Em sistemas com varia¢fes nas
concentracgdes de nitrito ocorreram mudancas nas comunidades bioldgicas, inicialmente com
dominancia de “Ca. Brocadia” para “Ca. Kuenenia” devido as diferencas na afinidade por
NO2 (van der Star et al., 2008). Da mesma forma, Nakajima et al. (2008) registraram
modificacdes de dominancia de comunidade de biorreatores, tendo-se “Ca. Scalindua”

substituida por “Ca. Brocadia” e “Ca. Kuenenia”.

As analises das sequéncias do DNA dos fragmentos obtidos utilizando-se os pares de primers
Plad6F e Amx820R indicam que as espécies de bactérias anammox presentes na biomassa
antes e ap0ds o periodo destinado ao enriquecimento diferiram significativamente (Figura
5.18).

Ha uma divergéncia menor do que 2% entre as sequéncias de DNA relacionadas ao RNAr
16S para o grupo anammox comparando-se as biomassas dos diferentes indculos mesmo
sendo estes de origens bastante distintas. As condi¢cGes ambientais nos habitats de onde
foram coletados os indculos, tais como baixas concentracBes de oxigénio dissolvido,
temperatura mesofilicas, pH préximos a 7, sugerem que interacdes entre 0s membros das
comunidades microbioldgicas ndo sejam significativamente diferentes (Figura 5.18). Além
do mais, os fragmentos de DNA amplificados e sequenciados a partir dos primers Pla46F e
Amx820R podem ser resultado da espécie dominante nos sistemas. Divergéncias menores
que 2% podem indicar espécies dentro do mesmo género (Rossell6-Mora e Amann, 2001;
Kartal et al., 2007).

A partir da analise do dendrograma constata-se que as sequéncias de nucleotideos dos
fragmentos de DNA para as bactérias anammox presentes originalmente nos inoculos
divergiram em quase 10% em posi¢Ges dos nucleotideos quando comparadas com as
sequéncias obtidas a partir dos DNAS para as bactérias anammox nas biomassas dos sistemas

bioldgicos, apos 120 dias de operacdo, com condicdes ajustadas para o enriquecimento do
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grupo anammox (Figura 5.18). De acordo com Kartal et al. (2007) ocorrem grandes
diferencas nas distancias filogenéticas entre distintas espécies membros dos
Planctomycetales. Dessa maneira, 0s resultados obtidos até essa etapa experimental sugerem
a substituicdo das populacBes de bactérias anammox, estabelecidas as condicGes
operacionais dos sistemas biologicos que foram diferentes das condi¢Ges ambientais dos
habitats de onde os indculos foram coletados. Dessa forma, pressupde-se que concentracoes
de copias de DNA, relacionadas ao RNAr 16S para 0 grupo anammox, permaneceram
relativamente constantes devido a essa substituicdo de espécies anammox. Sa0 necessarios
periodos longos de tempo, sob dadas condicGes, para que ocorra o estabelecimento das
populacbes em abundéncia para sobreporem-se nas comunidades bioldgicas e, assim
apresentarem vantagens competitivas sobre espécies de micro-organismos concorrentes por

substratos.

Biomassa sistema bioldgico AnF1B - 120 dias
- Biomassa sistema bioldgico FaF28 - 120 dias
Biomassa sistema biologice Chos - 120 dias

= Biomassa sistema biologico FaF24 - 120 dias

L Biomassa sistema biologice Pab - 120 dias

—— Biomassa indculo Par - inicial
— Biomassa indculo FaF2 - inicial

% Biomassa indculo AnF1 - inicial
°°|: Biomassa indculo FaF1 - inicial

008 006 004 002 0.00

Figura 5.18: Dendrograma comparativo da similaridade filogenética das biomassas obtidas
a partir dos in6culos e dos sistemas bioldgicos ap6s 120 dias em condi¢des ajustadas para
ocorréncia do enriguecimento dos micro-organismos anammox. O dendrograma foi gerado
usando fragmentos de 720 pb do gene RNAr 16S, usando os primers Pla46F e Amx820R.
Os valores presentes nos nds da arvore indicam a porcentagem de vezes que 0S ramos se
repetiram em 1000 andlises de re-amostragens (Bootstrap). A barra de escala representa a
diferenca estimada nas posic¢des dos nucleotideos entre as sequéncias (Apéndice IV — CD).

Independentemente da origem dos inoculos, ocorreu uma convergéncia das candidatas
espéecies anammox entre os sistemas bioldgicos, sugerindo que a pressédo seletiva imposta
pelas condicBGes operacionais estabelecidas foi determinante para a prevaléncia de dada
candidata (Figura 5.18). As sequéncias obtidas para os sistemas bioldgicos com biomassas
provenientes das lagoas facultativas tratando efluentes dos frigorificos 1 e 2 (FaF1) e (FaF2),

127



da lagoa anaerobia tratando efluente do frigorifico 1 (AnF1) e da lagoa de acumulacéo de
chorume do aterro JK (Cho) apresentaram similaridades maiores do que 99% e as sequéncias
obtidas a partir do DNA da biomassa dos sistemas bioldgicos proveniente do sedimento do
lago Paranod, Brasilia, DF (Pa) diferiram apenas em 0,5% destas sequéncias obtidas nos
sistemas FaF1, FaF2, AnF1 e Cho (Figura 5.18).

A avaliacdo da abundancia de cdpias de DNA, relacionada ao RNAr 16S, para 0s micro-
organismos como Nitrobacter foi realizada porque esse grupo é um importante competidor
pelo substrato nitrito (Figura 5.19). As concentracdes de copias de DNA para 0s organismos
como Nitrobacter reduziram nos sistemas bioldgicos com biomassa do reator UASB
tratando efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2) ap6s o periodo de 120 dias (Figura
5.19). No sistema bioldgico UaF2 as concentragdes de carbono organico, originalmente
presentes no indculo, favoreceram grupos de micro-organismos heterotréficos, visto que,
todo o nitrito e nitrato inicialmente inseridos nos sistemas foram rapidamente consumidos.
Dessa maneira, a limitacdo de substrato nitrito aliada as concentracGes baixas de oxigénio
dissolvido podem ter determinado as reducdes nas concentracGes de copias de DNA para
Nitrobacter (Figura 5.19). Deve-se analisar a utilizacdo de determinadas fontes de carbono
organico para partidas de sistemas visando atividade anammox pois apresenta-se como

estratégia na reducdo das concentragcfes das bactérias como Nitrobacter dos sistemas.

Diferentemente, os sistemas bioldgicos montados com biomassa proveniente do sistema de
tratamento de efluentes do frigorifico 1, Araguari, MG (AnFl e FaFl1) resultaram num
aumento das concentracGes de cdpias de DNA relacionadas aos micro-organismos como
Nitrobacter (Figura 5.19). Esse acréscimo significa uma maior populacdo de micro-
organismos nitratantes aer6bios competindo pelo substrato nitrito e, tornando-o limitante nos

sistemas para a atividade anammox.
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Figura 5.19: Concentracdes de copias de DNA relacionadas ao RNAr 16S de bactérias
como Nitrobacter nos sistemas bioldgicos antes e ap6s o periodo de 120 dias com
condicdes ajustadas para o desenvolvimento de micro-organismos anammox.

5.3.1.5 - Afiliacdes filogenéticas por comparacGes as sequéncias anammox depositadas no
GenBank

Foram realizadas afiliacGes filogenéticas entre as sequéncias de DNA obtidas da biomassa
dos indculos provenientes do sedimento do lago Paranod, Brasilia, DF (Par), dos lodos das
lagoas anaerdbia e facultativas tratando efluente de Frigorifico 1 e 2 (AnF1, FaF1 e FaF2) e
da biomassa dos sistemas biolégicos Par (sedimento lago Paranoa); AnF1 (lodo da lagoa
anaerobia), FaF2 (lodo da lagoa facultativa) e Cho (lagoa acumulacdo de chorume), apés
120 dias do inicio das bateladas com sequéncias das candidatas a espécies anammox
depositadas no GenBank. Comparou-se, também, com grupos externos tais como aqueles
representantes da Ordem Planctomycetales que ndo possuem habilidade metabolica de
oxidar a aménia usando o nitrito como aceptor de elétrons e com uma espécie pertencente

ao Filo Verrucomicrobia (Figura 5.20).

Os fragmentos utilizados para o sequenciamento e posteriores comparagdes filogenéticas
foram obtidos pela amplificagcdo dos genes relacionados ao RNAr 16S usando-se 0s primers
Plad6F (Neef et al., 1998) e Amx 820R (Schmid et al., 2000). As sequéncias utilizadas nas
comparagBes foram somente as decorrentes dos indculos e/ou sistemas bioldgicos que
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resultaram em sequéncias com boa qualidade avaliadas pelo Sequence Scanner (Applied
Biosystems, USA), visto que, como néo foi realizada clonagem, buscou-se pela qualidade

resultante do sequenciamento (Apéndice IV - CD).

As sequéncias resultantes dos fragmentos de DNA amplificados da biomassa dos inéculos e
dos sistemas bioldgicos ap6s 120 dias diferiram em aproximadamente 12,5% formando dois
ramos filogeneticamente diferentes (Figura 5.20), sugerindo a substitui¢do da espécie antes
dominante no indculo para outra espécie com o estabelecimento das condi¢bes operacionais
dos sistemas. Da mesma maneira, esses dois clusters diferiram do cluster associado ao grupo
das bactérias candidatas anammox, ou seja, apresentando apenas 87,5% de similaridades
entre as sequéncias de nucleotideos comparados.

As diferencas registradas entre as sequéncias das candidatas a espécies anammox também
sdo consideraveis. Diferencas em torno de 5% resultam em varios clusters e, assim separados
em diferentes géneros anammox (Figura 5.20). Diferencas filogenéticas acentuadas tém sido
consideradas como ocorrentes entre 0s membros pertencentes aos Planctomycetales (Kartal
et al., 2007; Bae et al., 2010). De acordo com Rossell6-Mora e Amann (2001), a analise de
sequéncias dos genes que codificam o RNAr 16S € util para quando se pretende definir
ordens de agrupamentos superiores a espécie, apresentando que sequéncias com similaridade

acima de 95% podem ser definidas dentro do mesmo género.

Constata-se dois ramos dentro das candidatas anammox que se diferenciaram em mais de
8% separando os “Candidatus Kuenenia e Scalindua” de “Ca. Brocadia, Jettenia e
Anammoxoglobus” (Figura 5.20). Dessa maneira, tendo as distancias filogenéticas obtidas
por comparacdes dos genes para 0 RNAr 16S como critério para agrupamento conforme
discutido por Rossell6-Mora e Amann (2001), sugere-se que as sequéncias obtidas nesse
estudo apresentam similaridade suficiente (88,5%) com as sequéncias das candidatas
anammox e, por isso foram consideradas como possiveis membros da Ordem dos micro-
organismos capazes de oxidar a amdnia sob condi¢fes andxicas. Bae et al. (2010), reuniram
26 clones como um cluster de supostas anammox, visto que apresentaram em média 79,5%
de similaridade com “Ca. Jettenia asiatica”, “Ca. Brocadia fulgida”, “Ca. Brocadia
anammoxidans”, “Ca. Kuenenia stuttgartiensis”, “Ca. Anammoxoglobus propionicus” e

“Ca. Scalindua brodae”.
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Figura 5.20: Dendrograma mostrando a afiliagdo filogenética das sequéncias obtidas a
partir da biomassa dos indculos e dos sistemas bioldgicos ap6s 120 dias com sequéncias
depositadas no GenBank a partir dos codigos para as candidatas a espécies anammox. O

dendrograma foi gerado usando fragmento de 720 pb do gene RNAr 16S, usando 0s
iniciadores Plad6F e Amx820R. Os valores presentes nos nds da arvore indicam a % de
vezes que 0s ramos se repetiram em 1000 analises de re-amostragens. A barra de escala
representa a diferenca estimada nas posi¢6es dos nucleotideos entre as sequéncias.

Foi proposto classificar as bactérias anammox, capazes de oxidar a aménia usando o nitrito
como aceptor de elétrons, na Ordem Candidatus Brocadiales separando-as daquelas
bactérias sem habilidade anammox pertencentes a Ordem Planctomycetales (Schmid et al.,
2001; Kuypers et al., 2003; Schmid et al., 2003; Woebken et al, 2008; Quan et al., 2008;
Kartal et al., 2007; Hu et al., 2010; Araujo et al., 2011).

Quando comparadas as sequéncias com aquelas das espécies pertencentes a ordem
Planctomycetales, tais como Isosphaera pallida e Planctomyces maris, tanto as sequéncias
obtidas nesse estudo quanto aquelas relacionadas as espécies candidatas ao grupo anammox
tiveram, igualmente, uma similaridade de apenas 80% (Figura 5.20). Assim, sugere-se que

os clusters formados pelas sequéncias desse estudo estdo mais relacionados ao cluster do
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grupo das candidatas as espécies anammox do que das espécies sem a habilidade metabdlica

de oxidar anaerobicamente a amonia, pertencentes a ordem Planctomycetales.

Foi realizada uma avaliacdo das afiliacGes filogenéticas comparando-se cada sequéncia
desse estudo com sequéncias depositadas no GenBank que tiveram similaridades elevadas
(Max. ldent. e Query Coverage acima de 95 %) calculadas pela ferramenta BLAST. Dessa
maneira, selecionou-se um conjunto de 13 sequéncias que foram originadas de estudos em
varios paises (Sanchez-Melsio et al., 2009; Kalyuzhnyi et al., 2010; Park et al., 2010; e
outras ainda ndo publicadas em artigos). Utilizou-se a sequéncia de Candidatus Brocadia
brasilensis (GQ896513.1) como referéncia no Brasil, dado que foi obtida a partir de
enriquecimento de biomassa com indculo proveniente de sistemas de lodos ativados da ETE
Arrudas de Belo Horizonte, MG (Campos, 2012).

Ocorreu a formacdo de 3 clusters separando as sequéncias em: a) aquelas geradas a partir de
DNA de amostras de sistemas ambientais sob condi¢bes sub-6xicas; b) a pertencente a
sequéncia de “Candidatus Brocadia brasilensis” e c) aquelas geradas a partir de DNA de
amostras de sistemas de tratamento de efluentes e/ou de sistemas bioldgicos ajustados para

atividade e/ou enriquecimento anammox (Figura 5.21).

Os clusters formados pelas sequéncias obtidas a partir do DNA da biomassa dos in6culos
antes de serem inseridos nos sistemas apresentaram maior similaridade com a sequéncia
referéncia “Candidatus Brocadia brasilensis” (88%) do que com as sequéncias obtidas a

partir do DNA das biomassas dos sistemas bioldgicos (86%).

As sequéncias obtidas a partir do DNA das biomassas antes de serem inseridas nos sistemas
biol6gicos apresentaram similaridades elevadas (maiores que 97%) com sequéncias
relacionadas as biomassas de sistemas ambientais em condi¢des sub-Oxicas, permitindo
inferir que bactérias proximamente relacionadas se estabelecem nesses tipos de ecossistemas
(Figura 5.21). A salinidade é o fator determinante para o padrdo de distribuicdo global de
bactérias anammox, tendo sido registrado espécies similares quando as condi¢cdes ambientais

séo semelhantes (Sonthiphand et al., 2014).

Da mesma maneira, as sequéncias obtidas de fragmentos de DNA da biomassa dos sistemas
bioldgicos, apds 120 dias do inicio da operagédo ajustadas as condigdes para enriquecimento
anammox, apresentaram similaridades elevadas (maiores que 99%) com sequéncias de

sistemas de tratamento pelo processo anammox (Figura 5.21). Todas as sequéncias,
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depositadas no GenBank e utilizadas para comparagfes, foram reconhecidas como
biomassas com atividade anammox e, portanto, como sequéncia de possiveis candidatas
anammox (Sanchez-Melsi6 et al., 2009; Kalyuzhnyi et al., 2010; Park et al., 2010,
Sonthiphand et al., 2014). Conforme conclusédo apresentada por Sonthiphand et al. (2014)
ocorre uma particdo de habitats entre as candidatas espécies anammox, separando as

comunidades anammox em ecossistemas naturais daquelas em ambientes antropizados como
as ETEs.
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Figura 5.21: Dendrograma mostrando a afiliacdo filogenética das sequéncias obtidas a
partir da biomassa dos indculos e dos sistemas biol6gicos apds 120 dias com sequéncias
depositadas no GenBank a com similaridades elevadas dada por comparacgdes usando
BLAST. O dendrograma foi gerado usando fragmento de 720 pb do gene RNAr 16S
relacionado ao grupo anammox. Os valores presentes nos nos da arvore indicam a
porcentagem de vezes que 0s ramos se repetiram em 1000 analises de re-amostragens. A
barra de escala representa a diferenca estimada nas posic¢des dos nucleotideos entre as
sequéncias.
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A partir dessas comparacdes, € possivel sugerir que as condi¢Ges operacionais estabelecidas
para desenvolvimento da atividade anammox provocou a mudanca de dominancia das
bactérias anammox daquelas originalmente presentes nos inoculos (Figura 5.21), conforme

a particdo de habitats entre bactérias anammox proposta por Sonthiphand et al. (2014).

A mudanca de dominancia das espécies anammox quando estabelecidas as condi¢Bes para
enriquecimento e atividade pode ser a resposta para os elevados tempos de partidas de
sistemas que visam a remocao da amonia pelo processo anammox, uma vez que a duplicacéo

da biomassa € lenta devido as baixas taxas de crescimento desses micro-organismos.

Modificagbes na comunidade anammox, antes e apds o periodo destinado ao
enriquecimento, foram relatadas em outros estudos que também discutiram quais as forcas
seletivas dirigindo essas alteracGes. Park et al. (2010) acompanharam o estabelecimento da
comunidade anammox em dois sistemas de reatores (RBS e reator com meio suporte)
inoculados com biomassas diferentes e alimentados com efluente de um digestor anaerébio
de uma ETE em Nova York, EUA, tendo ao final predominado, em ambos sistemas, clones
relacionados a “Ca. Brocadia sp. 40”. Durante o desenvolvimento experimental avaliou-se
gue a biomassa originaria de um reator anammox, escala plena, na cidade de Strass na
Austria com clones relacionados a “Ca. Kuenenia stuttgartiensis”, modificou-se para clones
relacionados a “Ca. Brocadia fulgida” quando em reator anammox, escala piloto, e para
clones relacionados a “Ca. Brocadia sp. 40” quando em reator anammox em escala de
bancada (Park, et al. 2010).

Date et al. (2009) observaram a dominancia de “Ca. Brocadia anammoxidans” em sistema
de 3 reatores tubulares de fluxo continuo e biomassa imobilizada inoculados diferentemente
com biomassa a partir de uma estacdo de tratamento de esgoto, de um digestor anaerébio e
de um tanque de nitrificacdo tratando dejetos suinos e alimentando com agua residuéria
sintética. Registrou-se também clones de “Ca. Brocadia fulgida” no reator inoculado com
lodo de estacdo de tratamento de esgoto. Esses autores sugerem que o0 modo de operagédo dos
reatores promove a dominancia de uma das espeécies originalmente presente no indculo (Date
et al., 2009).

Com os resultados obtidos nesse trabalho e os da literatura, pode-se inferir que as alteragoes
de dominadncia ocorridas nas comunidades anammox, ao longo do periodo para

enriquecimento, sdo responsaveis pelo tempo gasto na partida de sistemas que visam a

134



remoc¢do de nitrogénio pelo processo anammox. A espécie que torna dominante precisa
passar por periodos sucessivos de duplicacdo até que atinja abundancia suficiente para que
prevaleca nos sistemas e resulte em eficiente remocdo de amédnia. Além do mais,
independentemente da origem do indculo, parece existir uma convergéncia da espécie
anammox dominante que se estabelece nos sistemas ajustados as mesmas caracteristicas
operacionais. Sugere-se que o indculo venha a contribuir para o rapido start-up dos sistemas
quando apresenta alta dominancia original da espécie que se estabelecera nos sistemas dadas

as condicdes operacionais.

5.3.2 - Etapa 2: Comportamento de conversao dos compostos nitrogenados

Na etapa 2 os sistemas biologicos, com biomassas resultantes da etapa 1, foram submetidos
as bateladas com duracéo de 72 horas com troca volumetrica de 65% da &gua residuaria
sintética, apds sedimentacdo da biomassa, com introdugdes crescentes dos substratos aménia
e nitrito. Essas condi¢des de operacdo foram estabelecidas para todos os sistemas bioldgicos,
independentemente do sucesso de enriquecimento dos micro-organismos anammox na 12

etapa.

Nessa etapa foram realizadas avaliacBes das concentracfes dos ions nitrogenados e dos
valores de pH em intervalos de 24 horas, caracterizando os perfis temporais de 0-24 horas;
24-48 horas; 0-48 horas; 48-72 horas; 0-72 horas. Os resultados obtidos para as
concentragdes dos ions foram transformados em relagdes molares para obtencao dos indices
estequiométricos e comparacdo aos indices alcancados quando ocorre o predominio da

reacdo anammox nos sistemas bioldgicos (Equagdes 5.1 e 5.2).

NO; E a0 5.
[NO5 ] 132 quacéo 5.1
[NH{]

NO3 Equacéo 5.2
[NO5] ~ 028 quac

[NH + NO; ]
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5.3.2.1 - Avaliacédo dos sistemas bioldgicos em duplicatas

Como realizado para a 12 etapa, foi verificado se os sistemas bioldgicos operados em
duplicata apresentaram comportamentos similares de conversdes das formas nitrogenadas.
Devido as adaptacdes dos micro-organismos as condicdes estabelecidas nos sistemas,
verificadas pelas substituicbes de dominancia das supostas bactérias anammox, antes e apos
0 periodo ajustado para ocorréncia de enriquecimento, pode-se esperar que 0s sistemas
bioldgicos venham a se comportar diferentemente dadas pequenas variagcdes das condicbes

entre os sistemas A e B.

Tendo-se os dados das concentracfes dos ions amonia, nitrito e nitrato (mM) foram
realizados os testes de Kolmogorov-Smirnov (D) e de Shapiro-Wilk (D) para verificar a
normalidade dos dados considerando p < 0,05. O teste de Levene (F) foi realizado para testar

a homogeneidade das amostras com p < 0,05.

Para realizacéo dos testes foram utilizados os dados brutos de reducéo das concentragdes de
amonia e nitrito e acréscimo de nitrato em mM, obtidas pela diferencga entre os tempos de
coleta de amostras dentro de cada batelada. Dessa maneira, como os intervalos de tempo se
configuraram como variaveis interferindo nas concentracdes dos ions em analise, fez-se uma
avaliagdo da distribuicdo normal e homogeneidade entre as duplicatas considerando esse
fator.

Na analise utilizou-se a comparacdo de normalidade e homogeneidade do comportamento
dos ions (amdnia, nitrito, nitrato em mM) para cada intervalo de tempo dado o inicio de cada
batelada, sendo eles (TO_T1 < 0_24 horas; T1 T2 < 24 48 horas; TO_T2 <> 0_48 horas;
T2_T3 & 48 72 horas; TO_T3 < 0_72 horas). Os dados utilizados foram os obtidos em 10
bateladas para cada sistema bioldgico componente das duplicatas (A e B). A homogeneidade
foi avaliada usando a comparacdo da variancia de um dado ion, se igual ou diferente entre
os sistemas A e B, mas observando-se a variancia dentro de cada intervalo de tempo foi

homogénea ou heterogénea para cada sistema componente da duplicata.

Os resultados dos testes para avaliacdo da normalidade dos dados de concentragdes dos ions
nitrogenados por Kolmogorov-Smirnov (D) e de Shapiro-Wilk (D) e para avaliacdo da
homogeneidade pelo teste Levene (F) demonstraram que deveriam ser aplicados testes ndo

paramétricos para comparacéo da igualdade das duplicatas (Apéndice V — CD).

136



As modificagbes das concentra¢fes dos ions sdo dependentes do tempo dentro de cada
batelada, uma vez que implicam na velocidade de utilizagcdo dos substratos para cada grupo
de micro-organismos presente, influenciando na disponibilidade futura dos ions. Além do
mais, devido ao longo tempo experimental as biomassas nos sistemas bioldgicos adaptam-
se e aumentam as concentracfes dos grupos de micro-organismos que melhores se ajustam

as condigdes estabelecidas.

As conversdes das formas nitrogenadas dependem das densidades dos grupos de micro-
organismos nos sistemas bioldgicos, das concentracdes dos substratos limitantes e das

concentracOes de substancias inibitdrias a cada grupo de micro-organismos.

Adotou-se o teste ndo paramétrico dos Postos com Sinais de Wilcoxon (F) para comparagéo
entre os sistemas em duplicatas A e B. Buscou avaliar se 0s mesmos continuaram a agir
como duplicatas na conversdo dos compostos nitrogenados. Para tanto realizou-se o
levantamento das hipoteses, sendo: Ho = F (Sistema A) = F (Sistema B) e Hy = F (Sistema
A) #F (Sistema B) (Apéndice V — CD).

No teste ndo existe uma previsdo de qual sistema apresenta maior ou menor conversao,
considera-se apenas as igualdades e desigualdades entre os valores lidos de conversdo para
amonia, nitrito e nitrato e, portanto, a analise bilateral. Os sistemas foram considerados
variaveis dependentes e, dessa maneira, os dados para os sistemas A e B foram colocados

como emparelhados.

No teste de Postos com Sinais de Wilcoxon calculou-se a diferenca entre as observacdes de
cada amostra (teste e tempo) das duas varidveis dependentes, nesse caso sistema A e sistema
B. As diferencas foram transformadas em postos adicionando 0s sinais positivo ou negativo,
de acordo com o calculo. Ao final separou-se 0s postos com sinais negativos e positivos e
obteve-se a soma dos postos com mesmos sinais. A estatistica desse teste (T) é utilizar o

menor dos dois valores obtidos na soma dos postos com sinais diferentes.

Os resultados obtidos nos testes de Postos com Sinais de Wilcoxon para todos os conjuntos
de duplicatas foram analisados e resultaram na conclusdo que apenas os sistemas bioldgicos
de duplicatas com inéculos provenientes dos lodos da lagoa facultativa (FaF2) e do reator
Uasb (UaF2) tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG permaneceram com
comportamentos similares na conversdo dos compostos nitrogenados (p < 0,05) (Tabela 5.8)
(Apéndice V — CD).
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Tabela 5.8: Andlise dos sistemas bioldgicos A e B para verificacdo da igualdade estatistica
entre duplicata na conversdo dos ions nitrogenados.

SISTEMAS BIOLOGICOS
IONS (mM) /

ParA AnF1A FaF1A FaF2A UaF2A ChoAe

Intervalo tempo ParB  AnFIB FaFlB FaF2B UaF2B  ChoB

TO_T1 (0 a 24 horas) Nao 4 Nao v v v
%‘: T1_T2 (24 a 48 horas) v Nao Nao v v N&o
O TO_T2(0a48 horas) v v v v v N&o
<§E T2 T3 (48 a 72 horas) v Nao v v 4 v
TO_T3 (0 a 72 horas) v Nao Nao v 4 N&o
TO_T1 (0 a 24 horas) v v v v v v
O T1_T2 (24 a 48 horas) Nao Nao v Nao 4 v
@  TO_T2(0a48 horas) v Nao v v v Nao
S T2.T3(48a72horas) Nio v v v v v
TO_T3 (0 a 72 horas) v Nao v v v v
TO_T1 (0 a 24 horas) v v v v v v
O "T1 T2 (24 a 48 horas) v v v v v v
< T0_T2 (0248 horas) v v v v v N&o
E T2_T3 (48 a 72 horas) N3o v v v 4 v
TO_T3 (0 a 72 horas) v Nao Nao 4 4 v
Desigualdades 4 7 4 1 0 5

Igualdade estatistica SIM SIM

Significados: Ndo = duplicatas diferiram no ion e tempo considerados; v* = duplicatas ndo diferiram no ion e
tempo considerados; Sim = Sistemas que ndo foram significativamente diferentes, apresentando
comportamento similares nas concentra¢@es dos ions nitrogenados (Apéndice V — CD).

Com base nos resultados do Teste de Wilcoxon de Postos com Sinais foram apresentados
todos os resultados como tendo-se 12 diferentes sistemas biolégicos, mas fazendo-se uma
comparacdo entre os sistemas que tiveram a mesma origem da biomassa inoculada. Ainda
que os sistemas biologicos FaF2A - FaF2B e UaF2A - UaF2B demonstraram
comportamentos em conversdes dos ions nitrogenados semelhantes estatisticamente, optou-
se em apresentar os resultados de cada sistema ao invés do valor médio para as duplicatas A
e B.
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5.3.2.2 - Comportamento de conversdo dos ions aménio (NH4"), nitrito (NO2) e nitrato

(NOs3) pela comparacéo a relacdo estequiométrica pelo processo anammox

A relacdo entre a reducdo concomitante de nitrito e aménia pela estequiometria da reacdo do
processo anammox € de 1,32. No entanto, para analise dos dados e testes de comparacoes
entre os sistemas realizou-se a transformacéao dos dados obtidos devido as grandes diferencas
entre as reducbes das concentracGes de amonia e nitrito que resultaram distribuicdes de
frequéncias dos escores com muitos valores atipicos e extremos (Field, 2009). Dessa
maneira, realizou-se a transformacdo dos dados usando (Logio (Xi +2)). Nessa condicao,
com os dados transformados, a relacdo estequiométrica entre nitrito e aménia pelo processo
anammox é de 0,521 (Figura 5.22).
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Figura 5.22: Indicadores descritivos para 0 comportamento de conversdo concomitante dos
ions nitrito e ambnia comparada a relacdo estequiométrica dada pelo processo anammox,
usando-se os dados de 10 bateladas e 5 diferentes intervalos de tempo dentro de cada
batelada. Os indicadores descritivos tratam-se da mediana, 1° e 2° quartis, desvio padréo,
valores atipicos e extremos. A linha tragada indica o valor obtido quando se obtém uma
relacdo estequiométrica perfeita unicamente pelo processo anammox de 0,521. No eixo das
ordenadas indica-se que T_NiAm_N é a relacdo transformada por ((Logio (Xi +2))) entre
nitrito e amonia em forma de nitrogénio em mM.
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Verificou-se uma variagdo acentuada nas concentragdes idnicas realizando-se a avaliagdo da
conversdo concomitante dos ions nitrito e amdnia para todos os sistemas bioldgicos testados,
indicando que até essa etapa experimental ndo ocorreu estabilizacdo do processo anammox
nos sistemas. Portanto, as conversfes de nitrito e amdnia podem ser decorrentes da
combinacdo de varios processos metabdlicos passiveis de ocorrerem nos sistemas, como a
nitritacdo, nitratacdo e desnitrificacdo. No entanto, ressalta-se que nessa avaliagdo
considerou-se a combinacdo dos dados obtidos em todas as bateladas e em todos os

intervalos de tempo dentro de cada batelada.

Destacam-se os sistemas bioldgicos com biomassa oriunda do reator UASB do frigorifico 2,
Uberlandia, MG (UaF2 A e B), que apresentaram uma menor variagao e tiveram a maior
parte dos seus dados proximos a 0,521 para a relacdo entre nitrito e aménia dada pelo

processo anammaox.

Da mesma maneira, foi avaliada a combinacdo dos dados obtidos pela formacéo de nitrato
com reducdo concomitante de nitrito e amonia para todos os sistemas bioldgicos testados.
Essa relacdo estequiométrica pelo processo anammox € de 0,28. No entanto, para analise dos
dados e testes de comparacdes entre os sistemas, realizou-se a transformacdo dos dados
obtidos devido as grandes diferencas entre as redu¢des das concentra¢des de amonia e nitrito,
bem como da producdo de nitrato que resultaram distribuicdes de frequéncias dos escores
com muitos valores atipicos e extremos (Field, 2009). Dessa maneira, realizou a
transformacéo dos dados usando (Logio (Xi +2)) resultando no valor de 0,358 para essa

relagdo (Figura 5.23).

Na relacdo entre a producgédo de nitrato com a reducdo concomitante de nitrito e amoénia
obteve-se uma variacdo acentuada para todos os sistemas bioldgicos testados, confirmando
a ndo estabilizacdo do processo anammox até essa etapa experimental. Para essa analise,
considerou a combinacgdo dos dados obtidos em todas as bateladas e em todos os intervalos
de tempo dentro de cada batelada (Figura 5.23). Discute-se que a estabilizacdo do processo
anammox seja atingida quando a sua estequiometria é preponderante (consumo de 1 mol de
NHs4 e 1,32 mol de NO2 e formacgdo de 0,26 mol de NO3) (Dapena-Mora et al., 2004,
Tsushima et al., 2017; Bae et al., 2010; Tao et al., 2013).

Destacam-se novamente o comportamento dos sistemas bioldgicos com biomassa oriunda
do reator UASB tratando efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2 A e B), que
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resultaram numa relagdo entre formacdo de nitrato com reducdo concomitante de nitrito e
amonia significativamente inferior a esperada pela reacdo anammox. Interpreta-se que
processo de desnitrificacdo heterotréfica permaneceu atuante nesses sistemas (Figuras 5.23
e 5.24). No entanto, ainda que a ocorréncia concomitante do metabolismo heterotrofico nos
sistemas bioldgicos tenha sido considerada ndo desejavel devido & competicdo pelo
substrato, sugere-se que a sua ocorréncia nos sistemas UaF2 possa ter favorecido as bactérias

anammeox.
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Figura 5.23: Indicadores descritivos para o comportamento de formagéo de nitrato a partir
da reducé@o concomitante dos ions nitrito e aménia comparada a relacdo estequiomeétrica
dada pelo processo anammox, usando-se os dados de 10 bateladas e 5 diferentes intervalos
de tempo dentro de cada batelada. Os indicadores descritivos tratam-se da mediana, 1° e 2°
quartis, desvio padréo, valores atipicos e extremos. A linha tracada indica o valor obtido
quando se obtém uma relagéo estequiométrica perfeita unicamente pelo processo anammox
de 0,358 entre esses trés ions. No eixo das ordenadas indica-se que T_Na_NiAm_Néa
relacdo transformada por ((Logio (Xi +2)) entre a formac&o de nitrato a partir da reducéo
concomitante de nitrito e aménia em forma de nitrogénio em mM.
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De forma contraria, interpreta-se que as bactérias heterotroficas desnitrificantes foram
removidas dos demais sistemas bioldgicos principalmente para os sistemas Par A e B; AnF1
A; FaF1l B; FaF2 B; Cho A e B, uma vez que o nitrato acumulou nos sistemas. No entanto,
0 nitrato acumulado nesses sistemas € superior ao formado exclusivamente pelo processo
anammox, indicando que 0s micro-organismos nitratantes como Nitrobacter foram os
principais responsaveis para essa maior producdo (Figura 5.24). A partir da analise dos
valores médios, obtidos pela relacdo estequiométrica dada pela formacéo de nitrato a partir
da reducdo concomitante de nitrito e amdnia, reforca-se a capacidade de auto-organizagéo
dos sistemas bioldgicos visto que os sistemas AnF1B; FaF1A e FaF2B apresentaram uma

menor producéo de nitrato dada pela relagdo anammox.
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Figura 5.24: Relacdo estequiométrica entre a formacao de nitrato a partir da reducao
concomitante dos ions nitrito e aménia comparada a relacéo estequiométrica dada pelo
processo anammox, usando-se os dados de 10 bateladas e 5 diferentes intervalos de tempo
dentro de cada batelada. A linha tragada indica o valor obtido quando se obtém uma
relacdo estequiométrica perfeita unicamente pelo processo anammox de 0,358 entre esses
trés ions. No eixo das ordenadas indica-se a média e o desvio padréo para T_Na_NiAm_N
que é a relacdo transformada por ((Logio (Xi +2)) entre a formag&o de nitrato a partir da
reducdo concomitante de nitrito e aménia em forma de nitrogénio em mM com um
intervalo de confianca de 95%.
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As bactérias nitratantes como Nitrobacter permaneceram nos sistemas, ainda que as
condigdes de anaerobiose ndo devessem favorecé-las, mas adaptaram-se a essas baixas
concentracdes de oxigénio. A oxidacdo quimica do nitrito, sem atuacéo biologica, € somente
importante em ambientes com valores baixos de pH (Udert et al., 2005). O nitrito, em pH <
4, forma o HNO- e combinando-se com o oxigénio livre, oxida-se a nitrato conforme: HNO>
+ 0,502 ® NO3™ + H* (Takenaka et al., 1998). Visto que os valores pH predominantes nos
sistemas foram > 7, infere-se que a formacdo do nitrato nos sistemas deva-se a agdo

bioldgica.

Analisou-se a dispersdo dos dados obtidos com as duas relacdes estequiométricas usadas
para avaliacdo do processo anammox, sendo elas Ni_Am (Nitrito/Aménia) e Na_NiAm
(Nitrato/Nitrito + Amonia), considerando-se os diferentes intervalos de tempo e ndo foram
encontradas correlac@es significativas entre os indices estequiométricos da reacdo anammox
com o tempo dentro das bateladas para todos os sistemas biolégicos analisados (Apéndice
VI - CD). Entende-se que os sistemas bioldgicos a cada nova batelada apresentaram
comportamentos diferenciados dado as adaptacdes e estabelecimento das espécies

dominantes nas comunidades bioldgicas de cada sistema.

A permanéncia do nitrito ao longo das bateladas foi avaliada uma vez que é o principal
substrato limitante ao processo anammox. O nitrito pode ser consumido também pelas
bactérias nitratantes como Nitrobacter e pelas desnitrificantes heterotroficas e, assim pode
encontrar-se esgotado de acordo com a duracdo das bateladas. Inicialmente, nas duas
primeiras bateladas, o nitrito tornou-se limitante ap6s 24 horas apenas para 0s sistemas
biolégicos UaF2 A e B, enquanto nos demais sistemas suas concentracdes permaneceram
entre 30 a 50% daquelas inicialmente inseridas, ap6s 72 horas. Nas bateladas seguintes, 0s
sistemas AnF1A e B; FaF1A e ChoB passaram a utilizar quase todo o nitrito até 24 horas.
Nas ultimas bateladas, em todos os sistemas biol6gicos, o nitrito permaneceu em

concentracdes ndo limitantes até as 72 horas.

As taxas de consumo horario do nitrito variaram entre os diferentes sistemas bioldgicos,
sendo que as maiores taxas foram verificadas até 24 horas para os sistemas PaA (18 uM.h
1, PaB (25 uM.hY), AnF1A (31 uM.h1), FaF2A (21 uM.h'); Cho A (20 uM.h™) e Cho B
(27 uM.hY) tornando-se decrescentes nos proximos intervalos de tempo. Para o sistema
FaF1B (27 puM.hY), as taxas de consumo horario de nitrito foram crescentes entre os

intervalos de 24 e 48 horas do inicio das bateladas e entre o intervalo de 48 e 72 horas para
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o sistema FaF2B (26 pM.h™). Para os sistemas UaF2 A (90 uM.h?) e UaF2B (11 pM.h%) as
taxas foram constantes ao longo dos intervalos de tempo das bateladas.

Correspondentes as taxas de consumo de nitrito, as taxas de remocédo de nitrogénio foram
maiores para os sistemas bioldgicos Cho B (40,7 uM.h); PaB (38,5 uM.h); AnF1A (37,9
uM.h1); PaA (36,8 uM.h1); FaF2A (36,3 pM.h); Cho A (35,2 uM.ht) respectivamente
nas 24 horas iniciais das bateladas. Essas taxas foram iguais aquelas obtidas com cerca de
140-180 dias em sistemas operados e alimentados de maneira similar a este estudo, usando
indculo a partir de um reator com discos rotativos submersos (Tsushima et al., 2007). Taxas
maiores de remogéo de nitrogénio, em torno de 292 pM.ht, sé foram obtidas depois de 400

dias de operacéo dos sistemas (Tsushima et al., 2007).

As concentragdes de nitrato presentes nos sistemas bioldgicos ao longo das bateladas foram
decorrentes dos processos metabolicos anammox, nitratacdo e desnitrificacdo heterotrofica.
Ao inicio dos experimentos na 22 etapa todos os sistemas bioldgicos apresentaram producdes
préximas ou inferiores aquelas esperadas pelo processo anammox. No entanto, nas bateladas

seguintes ocorreram producdes de nitrato superiores as registradas pelo processo anammox.

Devido as concentracGes de nitrato ndo poderem ser atribuidas unicamente ao processo
anammoyx, realizou-se uma avaliacdo para justificar a producdo de nitrato com seu acumulo
nos diferentes intervalos de tempo dentro das bateladas a partir, exclusivamente, da oxidagao
aerdbia com a consequente reducdo das concentracdes de nitrito no licor dos sistemas
bioldgicos (Tabela 5.9) (Apéndice VI - CD).

No primeiro conjunto de sistemas avaliados ParA e ParB, pode-se supor que as
concentracdes de nitrato ndo podem ser explicadas somente pela oxidacao aerdbia do nitrito,
visto que intervalos com remoc0es altas de nitrito resultaram em concentragdes baixas de
nitrato. No sistema biolégico ParA apenas para o intervalo T1_T2 (24 a 48 horas) foi que se
observou uma maior relagao entre as concentragdes de nitrato produzido e nitrito consumido
(Tabela 5.9). Nos demais intervalos de tempo dentro das bateladas ocorreram fracas
correlagdes entre esses dois anions. Numa avaliacao total das bateladas, pode-se atribuir pelo

menos 40% do nitrato formado a oxidacao aerodbia do nitrito (Tabela 5.9).
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Tabela 5.9: Correlagdes entre producéo de nitrato_ N (mM) com a reducdo concomitante
das concentragdes de nitrito_ N (mM) nos sistemas bioldgicos, dada pelo valor de R2
calculado.

Intervalos de tempo™*

Sistema | go 11 7172 ToT2  T2T3 T0.T3_ Total
Par A 0187 _ 0666 0392 0335 0178 0423
Par B 0593 0327 _ 0485 0510 0157 0583

AnFl A 0,849 0,254 0,525 0,449 0,112 0,606
AnFl1B 0,831 0,055 0,687 0,433 0,298 0,590
FaF1 A 0,801 0,065 0,580 0,783 0,319 0,566
FaFl B 0,078 0,411 0,287 0,401 0,305 0,374
FaF2 A 0,366 0,667 0,508 0,055 0,113 0,368
FaF2 B 0,091 0,416 0,338 0,504 0,487 0,420
UaF2 A 0,259 0,600 0,560 0,335 0,837 0,145
UaF2 B 0,063 0,134 0,002 0,241 0,044 0,033
Cho A 0,115 0,605 0,247 0,001 0,148 0,181
Cho B 0,535 0,299 0,161 0,924 0,055 0,339

*TO_T1: 0 24 hs; T1_T2: 24 _48 hs; TO_T2: 0_48 hs; T2_T3: 48_72 hs; TO_T3: 0_72 hs; Total: dados de
todos os intervalos (Apéndice VI - CD).

Para o sistema bioldgico PaB, varios intervalos apresentaram correlacbes onde 50% do
nitrato produzido pode ser explicado pela oxidacdo aerdbia do nitrito, sendo TO_T1 (0 a 24
horas); TO_T2 (0 a 48 horas); T2_T3 (48 a 72 horas), assim como quando se considera o

intervalo total das bateladas (Tabela 5.9).

O nitrato acumulou-se nos sistemas ParA e ParB pois as bactérias heterotroficas
desnitrificantes foram, provavelmente, removidas dos sistemas devido a auséncia de carbono
organico no licor uma vez que a alimentacdo dos sistemas foi realizada com &gua residuéria

sintética sem fonte de carbono organico.

Os sistemas bioldgicos formados pelos pares AnF1A e AnF2B apresentaram varios
intervalos de tempos dentro das bateladas nos quais as concentracfes de nitrato podem ser
principalmente atribuidas a oxidacdo aerdbia do nitrito (Tabela 5.9). Para os dois sistemas
ANnF1A e AnF1B, nos intervalos TO_T1 (0 a 24 horas); TO_ T2 (0 a48 horas)e T2 T3 (48 a
72 horas) mais de 50% das conversdes de nitrito podem ser explicadas pela oxidacao aerdbia.
Destaca-se que nesses sistemas bioldgicos nos intervalos TO_T1 (0 a 24 horas) pode-se
atribuir quase 80% da producdo de nitrato a oxidacdo aerobia do nitrito. Com essa atuagao
das bactérias aerdbias nitratantes, a maior parte do nitrito foi convertido sem consideraveis

conversdes das concentragdes de amonia e tornando-o um substrato limitante.
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Nos sistemas AnF1A e AnF1B, as correlagdes entre os ions nitrato e nitrito sdo mais fracas
apos as 24 horas iniciais das bateladas podendo os metabolismos anammox e de nitratacdo
estarem ocorrendo concomitantemente. Contudo, as conversdes iniciais de nitrito por

bactérias nitratantes podem ter limitado as conversdes por bactérias anammox.

Nesses sistemas também ocorreu o0 acimulo de nitrato ao final das bateladas. A auséncia de
carbono orgénico no licor limitou o processo de desnitrificacdo heterotrofica. Ressalta-se
que nas bateladas iniciais dessa 22 etapa experimental, até o final da 22 batelada para o
sistema AnF1A e até o final da 42 batelada para o sistema AnF1B, registraram concentragdes
baixas de nitrato devido ao consumo desse ion provavelmente por bactérias heterotroficas
que utilizaram de concentracGes residuais de carbono organico e/ou de lise de células de

micro-organismos que nao se adaptaram as condicOes estabelecidas nos sistemas.

Os sistemas FaF1A e FaF1B apresentaram comportamentos quanto a correlacdo entre 0s
ions nitrito e nitrato diferenciados entre si (Tabela 5.9). No sistema FaF1A as concentracfes
de nitrato poderiam ser atribuidas principalmente a oxidacdo aerdbia do nitrito, durante os
intervalos TO_T1 (0 a 24 horas); TO T2 (0 a 48 horas) e T2 T3 (48 a 72 horas).
Considerando-se todos os intervalos de tempos dentro das bateladas, a conversdo do nitrito
pelas bactérias nitratantes pode ter sido o processo de oxidacdo predominante no sistema,
explicando em até 60% o nitrato formado.

No sistema FaF1B, as producdes de nitrato pela oxidacdo aerdbia do nitrito estiveram
correlacionadas mais fracamente, podendo-se esperar que nesse sistema as bactérias
anaerobias oxidadoras de amonia tenham conseguido utilizar o nitrito as taxas equivalentes
as oxidadoras aerdbias. Nesse sistema as correlacfes maiores entre producéo de nitrato pela
reducdo das concentracGes de nitrito ocorreram nos intervalos T1 T2 (24 a 48 horas) e
T2 T3 (48 a 72 horas) (Tabela 5.9).

Até o final das 4 primeiras bateladas, o nitrato produzido nos sistemas FaF1A e FaF1B foi
consumido por bactérias heterotroficas desnitrificantes devido as baixas concentragcdes no
licor dos sistemas. As reducdes nas concentracdes de amdnia e nitrito sejam por processos
aerobios e/ou anaerdbios resultariam em maiores concentracGes de nitrato. Para esses
sistemas, com biomassa da estacdo de tratamento de efluentes do frigorifico 1, as
concentracdes residuais de carbono organico permaneceram até cerca de 150 dias.

Posteriormente, o nitrato passou acumular-se nos sistemas uma vez ocorrendo o esgotamento
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do carbono organico nos sistemas.

Foram registradas correlacGes parciais e totais fracas entre a producdo de nitrato pela
oxidacdo aerdbia do nitrito no sistema FaF1B, indicando que outros processos metabdlicos
predominaram no sistema, em especial a oxidacdo anaerdbia da amonia usando o nitrito

como aceptor final de elétrons (Tabela 5.9).

Nos sistemas bioldgicos FaF2A e FaF2B, pode-se atribuir em cerca de 50% a producéo de
nitrato pela oxidacdo aerdbia do nitrito apds as 24 horas do inicio das bateladas. Nesses
sistemas, as correlacdes entre producdo de nitrato e consumo de nitrito foram relativamente
fracas, podendo supor que outros processos metabdlicos foram atuantes nos sistemas
contribuindo para as conversdes do nitrito e amdnia presentes. Também para esses sistemas
bioldgicos, ocorreu o acimulo do nitrato ao final das bateladas decorrente da auséncia do

metabolismo de desnitrificantes heterotroficos.

Nos sistemas biologicos FaF2A e FaF2B, apds conversdo da maior parte do nitrito nos
intervalos iniciais, ou seja, entre TO_T1, T1 T2, TO T2 que representam 48 horas das
bateladas, ocorreram correlacGes baixas entre os ions nitrito e nitrato, indicando que o nitrito

se tornou limitante no licor (Tabela 5.9).

Da mesma maneira que em outros sistemas bioldgicos, também para os sistemas FaF2A e
FaF2B, o nitrato permaneceu acumulado nos sistemas, uma vez que o metabolismo das
bactérias heterotroficas desnitrificantes ndo foi favorecido dado a auséncia de carbono

organico no meio.

Os sistemas bioldgicos com biomassa oriunda do reator UASB tratando efluente de
frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2 A e UaF2 B), apresentaram correlagdes baixas entre
aumento e reducdo das concentracGes de nitrato e nitrito, respectivamente, provavelmente
devido a agdo das bactérias heterotroficas desnitrificantes que os consumiram (Tabela 5.9).
Ainda que para o sistema UaF2A tenha-se obtido correlagdes elevadas entre as
concentracdes de nitrato com a reducdo concomitante daquelas de nitrito em alguns
intervalos de tempos analisados, deve-se considerar que a redugdo das concentragdes de
nitrito pode ser atribuida também ao consumo pelas bactérias desnitrificantes (Tabela 5.9).
No entanto, dado as redu¢des nas concentracdes de amonia e baixas concentracdes de nitrato

indicam que sua formacao seja pelo processo anammox e ou de nitratacéo.
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Considerando-se todos os intervalos de tempos dentro de cada batelada e também todas
bateladas realizadas para avaliagdo do comportamento da biomassa nas conversdes dos ions
amoOnia, nitrito e nitrato ocorre correlacdo fraca entre producdo de nitrato por oxidagédo
exclusiva por nitrito (R2 = 0,145) (Tabela 5.9).

No sistema biol6gico UaF2B, as concentracfes de nitrato correlacionaram fracamente com
as oxidagdes concomitantes do nitrito (Tabela 5.9). Da mesma maneira, a participacao
continua das bactérias heterotroficas desnitrificantes foram responsaveis pelas baixas
concentracdes de nitrato, assim como, podem ter sido responsaveis pela remocéo do nitrito
dos sistemas bioldgicos. Considerando-se as reducdes nas concentracdes de amdnia devida
unicamente ao processo anammox faltaria nitrito que permitissem tais redugdes, devendo
considerar que o processo de nitritacdo tenha ocorrido concomitantemente. Realizando-se 0s
calculos para atribuir as conversdes de amdnia ao processo anammox, esperar-se-ia maiores
concentragOes de nitrato do que as registradas. No entanto, reforga-se a acdo das bactérias

desnitrificantes reduzindo nitrito, nitrato e sulfato para converséo do carbono orgéanico.

Os sistemas biologicos com biomassa a partir dos sedimentos da lagoa de acumulacdo de
chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia, DF (ChoA e ChoB) acumularam
significativas concentracbes de nitrato ao final das bateladas. Correlacionando-se as
concentragdes de nitrato pela oxidacdo aerdbia do nitrito ndo foi possivel atribuir a producéo
do nitrato unicamente ao processo de nitratacao (Tabela 5.9). No sistema bioldgico ChoA a
maior producdo de nitrato ocorreu apds 24 horas do inicio das bateladas, sendo que entre o
intervalo T1_T2 pelo menos 60% do nitrato pode ter sido meio da converséo direta do nitrito
presente (Tabela 5.9). A auséncia de fontes de carbono orgéanico nos sistemas limitou o
processo de desnitrificacdo heterotréfica dado as concentracdes altas de nitrato ao final das
bateladas. Apenas nas duas primeiras bateladas foi que se obteve baixas concentragdes de
nitrato ao fim das 72 horas do ciclo. Nesse sistema, verifica-se que as concentragdes
convertidas de amonia e nitrito e produzidas de nitrato deveu-se a concomitancia dos

processos anammox, nitritacdo e nitratacao.

No sistema ChoB os comportamentos de conversées de amonia e nitrito com consequente
producdo de nitrato ndo foram diferentes do sistema biolégico ChoA, mudando-se apenas
com relacdo a maior producdo de nitrato ocorrer ap6s 48 horas do inicio das bateladas, entre
o intervalo T2_T3 pelo menos 90% do nitrato produzido pode ser a partir da conversao direta

do nitrito presente (Tabela 5.9). Contudo, considerando-se que nesse intervalo a maior parte
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do nitrito ja havia sido convertido, a prevaléncia do processo de nitratagdo ndo contribuiu
para aumento significativo das concentragdes de nitrato. As concentragdes altas de nitrato,
ao final das bateladas, também podem ser associadas a auséncia de fontes de carbono
organico para favorecer o processo de desnitrificacdo heterotréfica. Nas duas primeiras
bateladas registrou-se baixas concentracdes de nitrato ao fim das 72 horas do ciclo. Nesse
sistema, considerando-se as concentragdes convertidas de amonia e nitrito e produzidas de

nitrato, 0s processos anammox, nitritacao e nitratacdo ocorreram concomitantemente.

Numa andlise geral do comportamento dos sistemas biologicos constatou-se que a atividade
anammox ficou reduzida devido a competi¢do por substratos com os diferentes grupos de
micro-organismos sendo os nitritantes, os nitratantes e os heterotroficos desnitrificantes.
Provavelmente, o nitrito foi a substancia mais limitante. O acimulo de nitrato em varios dos
sistemas bioldgicos deveu-se a falta de matéria organica para o acoplamento da
desnitrificacdo heterotrofica que seria condutora da reducdo do nitrato a nitrito que permitiria
a reversdo do nitrato ao substrato necessario a reacdo anammox (Jetten et al., 2005;
Kalyuzhnyi et al., 2006).

Quando o carbono organico dissolvido esta presente e ndo pode ser aproveitado pelos micro-
organismos anammoX, as bactérias heterotroficas desnitrificantes podem vencer as
anammox e, rapidamente, consumir o nitrito presente (Jenni et al., 2014). De acordo com
Tao et al. (2013), as bactérias anammox apresentam desvantagens competitivas com as
bactérias heterotroficas, pois a reagdo anammox é termodinamicamente menos viavel do que
a reacdo de desnitrificacdo heterotrofica. Também, a sintese celular das bactérias
heterotréficas € quase cinco (5) vezes maior do que das anammox sob as condi¢des de

anaerobiose (Shen et al., 2011).

Além do mais, periodos elevados de retencdo de biomassa, como os que foram adotados
nesse estudo, para a conservagdo dos micro-organismos anammox podem, também,
favorecer a manutencgdo das bacterias aerobias oxidadoras de nitrito e, portanto, de grupos

competidores pelo substrato nitrito (Jenni et al., 2014).

A estratégia de operacdo dos sistemas bioldgicos para atividade anammox é um aspecto
importante para a composi¢do microbiologica da comunidade (Park et al., 2010). Diferencas
na composicao inicial da comunidade dos indculos podem resultar em performances

diferenciadas dos sistemas bioldgicos ap6s longos periodos de testes.
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5.3.2.3 - Teste de Kruskal-Wallis comparando as relagBes estequiométricas anammox
obtidas nos sistemas bioldgicos

O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis permitiu comparar os sistemas bioldgicos frente
as diferencas nas conversdes das formas nitrogenadas amonia, nitrito e nitrato utilizando-se
as relacdes estequiométricas esperadas para o0 processo anammox nos diferentes intervalos
de tempo ao longo da duragdo das bateladas. Ressalta-se que o teste de Kruskal-Wallis
apenas apontou a existéncia de diferencas nas conversdes entre os sistemas bioldgicos
testados. As relacdes estequiomeétricas utilizadas foram aquelas transformadas para consumo
concomitante de nitrito e amonia (T_Ni/Am) e para producdo de nitrato pela conversao
conjunta de nitrito e aménia (T_Na/Ni+Am). Os indices estequiométricos pelo processo
anammox, dada as relacdes transformadas, entre T_Ni/Am igual a 0,521 e T_Na/Ni+Am
igual a 0,358. Considerou-se para realizacdo dos testes comparativos os intervalos TO_T1
(entre 0 e 24 horas); TO_T2 (0 e 48 horas) e TO_T3 (0 e 72 horas) (Apéndice VII — CD).

Assim, com base na relagdo estequiométrica entre nitrito e aménia verificou-se que 0s
sistemas bioldgicos variaram significativamente nas conversdes desses dois ions para o
intervalo entre TO_T2 (H (11) = 22,99 e p < 0,05). Quando comparados o0s sistemas para 0s
intervalos entre TO T1 e TO T3 ndo se pode atribuir diferencas significativas no
comportamento das biomassas entre os sistemas (p > 0,05). Como ja observado entre outras
analises das conversdes, o periodo entre 24 e 48 horas é determinante para o sucesso de um
dado comportamento metabdlico prevalecer nos sistemas, devido principalmente a limitagédo

de substratos.

Mesmo tendo usado o resultado da relagéo entre o consumo concomitante de nitrito e amonia
como parametro de comparagdes entre os sistemas inoculados com diferentes fontes de
biomassa, ndo se obtém pelo teste de Kruskal-Wallis qual sistema apresentou melhor
performance pela reacdo anammox. No entanto, a analise de diagramas auxilia na
identificacdo das diferencas entre os sistemas e, a0 mesmo tempo, a leitura do
comportamento metabolico dado pela relagdo entre nitrito e amonia aproximando-a do indice

estequiométrico ideal anammox (Figura 5.25).
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Figura 5.25: RelagOes estequiométricas entre as redugdes concomitantes de nitrito e
amoOnia nos intervalos de tempo A) TO_T1 (0 a 24 horas), B) TO_T2 (0 a 48 horas) e C)
TO_T3 (0 a 72 horas) durante as 10 bateladas conduzidas na etapa 2 visando a atividade

anammox. Os resultados encontram-se apresentados por indicadores descritivos que
tratam-se da mediana, 1° e 2° quartis, desvio padrdo, valores atipicos e extremos. A linha

tracada indica o valor obtido quando se obtém uma relacédo estequiométrica perfeita
unicamente pelo processo anammox de 0,521. No eixo das ordenadas indica-se que
T_NiAm_N é a relagdo transformada por ((Logio (Xi +2))) entre nitrito e amodnia em forma
de nitrogénio em mM.

Os sistemas bioldgicos apresentaram comportamentos variantes nas conversdes do nitrito e
amonia. Como ndo se obteve variacBes aceitaveis, proximas ao indice estequiométrico
anammox (0,521) desejado, considera-se que aqueles sistemas com a maior parte das
relagOes inferiores ao indice apresentaram melhor performance anammox. Quando se obtém
relagbes maiores que o indice anammox significam que maiores concentracfes de nitrito
foram convertidas sem que convers@es correspondentes de amonia tenham ocorrido, tendo
sobressaido o metabolismo das bactérias nitratantes. Considerando-se as conversdes de

nitrito e amonia avaliadas por meio das relaces estequiométricas, verifica-se que entre 0s
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intervalos TO_T2, os sistemas AnF1A, FaF1B, ChoA e ChoB ja resultavam em conversdes
maiores de nitrito do que amonia (Figura 5.25B). Ao final das bateladas de 72 horas, apenas
nos sistemas FaF1A, UaF2A e UaF2B que se registraram relagcfes entre nitrito e amonia

inferiores a estipulada para o metabolismo anammox (Figura 5.25 C).

Da mesma forma, com base na relagdo estequiométrica entre producdo de nitrato com
reducdo concomitante das concentragdes de nitrito e amonia verificou-se que os sistemas
bioldgicos variaram significativamente quanto as concentracfes desses trés ions para 0s
todos os intervalos de tempos considerados, sendo os resultados calculados pelo teste de
Kruskal-Walis iguaisa TO_T1 (H (11) = 29,58 e p < 0,01); TO_ T2 (H (11) = 4293 ep <
0,01) e TO_T3 (H (11) = 36,66 e p < 0,01). Esses resultados indicam que a producéo de
nitrato ocorre nos diferentes intervalos de tempo e que diferentes processos metabdlicos
influenciaram nas suas concentragdes dissolvidas no licor dos sistemas bioldgicos ao longo
das bateladas. Deve-se considerar também que a biomassa em cada sistema reage
diferentemente a cada nova batelada, dependendo das espécies da comunidade

microbioldgica predominantes nos sistemas.

Como discutido anteriormente, ndo se obtém os sistemas com melhor performance anammox
realizando comparacdes pelo teste de Kruskal-Wallis usando os resultados das relacGes entre
a producdo de nitrato com o consumo concomitante de nitrito e am6nia como parametro
comparativo. No entanto, a analise de diagramas auxilia na identificacdo das diferencas entre
0s sistemas e, ao mesmo tempo, a leitura do comportamento metabdlico dado pela relacdo
entre producdo de nitrato com consumo de nitrito e amonia aproximando-a do indice

estequiométrico ideal anammox (0,358) (Figura 5.26).

Considerando-se o intervalo TO_T1 (0 a 24 horas), as quantidades de nitrato formado a partir
de conversoes diretas pela oxidacdo aerdbia do nitrito ou indiretas pela oxidacéo anaerdbia
da aménia usando o nitrito como aceptor final de elétrons foram baixas nos sistemas
bioldgicos ParB, AnF1B, FaFlA, FaF2A e FaF2B, UaF2A e UaF2B, indicando a
permanéncia do substrato nitrito no licor dos sistemas (Figura 5.26 A).
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Figura 5.26: Rela¢des estequiométricas entre a producdo de nitrato com reducdes
concomitantes de nitrito e amoénia nos intervalos de tempo A) TO_T1 (0 a 24 horas), B)
TO T2 (0a48horas) e C) TO_T3 (0 a 72 horas) durante as 10 bateladas conduzidas na

etapa 2 visando a atividade anammox. Os resultados encontram-se apresentados por
indicadores descritivos gque tratam-se da mediana, 1° e 2° quartis, desvio padrdo, valores
atipicos e extremos. A linha tracada indica o valor obtido quando se obtém uma relagéo
estequiométrica perfeita unicamente pelo processo anammox de 0,358. No eixo das
ordenadas indica-se que T_Na_NiAm_N ¢ a relacdo transformada por ((Logio (Xi +2)))
entre nitrato, nitrito e aménia em forma de nitrogénio em mM.

Avaliando-se as relacbes estequiométricas entre a producdo de nitrato com reducdes
concomitantes das concentragdes de nitrito e amonia no intervalo de tempo TO_T2 (0 a 48
horas) das bateladas realizadas, apenas nos sistemas AnF1B, FaF1A, FaF2A, UaF2A e
UaF2B que se registraram baixas concentragcbes de nitrato resultando em relagdes
estequiomeétricas inferiores a esperada pelo processo anammox (Figura 5.26 B). No entanto,
quanto maiores os valores encontrados para a relagéo entre as concentragdes de nitrato com
reducdo de nitrito e amonia, pressupde-se que o metabolismo de nitratagdo tenha sido
predominante. Também, baixas concentra¢Ges de nitrato no licor podem indicar a atividade
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do metabolismo por desnitrificacdo heterotrofica.

Considerando todo o intervalo das bateladas, ou seja, TO_T3 (0 a 72 horas), apenas 0s
sistemas biologicos que foram utilizados biomassa oriunda do lodo do reator UASB tratando
efluente do frigorifico 2, Uberlandia (UaF2A e UaF2B) foram que registraram relacGes entre
producdo de nitrato com as concomitantes reducdes das concentracdes de nitrito e amonia
inferiores a esperada pela estequiometria anammox (Figura 5.26 C). Nesses sistemas,
interpreta-se que as bactérias desnitrificantes heterotroficas possam ter atuado como
competidoras por nitrito com as bactérias anammox. No entanto, dadas as concentracfes
residuais de nitrato ndo se pode desprezar que a associagdo na comunidade microbioldgica
entre bactérias anammox e desnitrificantes heterotréficas possam ser preferiveis a associagdo

entre bactérias anammox e nitratantes.

5.3.2.4 - VariagOes do pH do licor misto na etapa 2

O aumento no valor do pH do licor de sistemas bioldgicos, acima dos valores ajustados no
inicio das bateladas, tem sido atribuido a ocorréncia do metabolismo anammox em sistemas
biol6gicos. A continua variacdo positiva do pH ao longo das bateladas pode indicar que o
processo anammox consegue compensar 0 consumo da alcalinidade devido ao processo de

nitrificacdo, seja por nitritacdo e/ou nitratacdo (Li et al., 2012).

Em todos os sistemas bioldgicos testados, ao longo da 22 etapa, ocorreram variacles
positivas do valor do pH indicando que o processo anammox, conduzido por micro-
organismos capazes de oxidar a amonia usando o nitrito como aceptor de elétrons, foi o

responsavel pelas variagGes do pH por produzir alcalinidade (Figuras 5.27 e 5.28).

A variacdo do pH foi positiva para todos os sistemas biologicos até as primeiras 24 horas do
inicio das bateladas (Figura 5.27). Em todos os sistemas bioldgicos, a excec¢do de UaF2A e
UaF2B, continuou-se a elevacdo dos valores do pH apds as primeiras 24 horas,
provavelmente devido a producéo de alcalinidade, porém de forma menos acentuada. A
partir das 24 horas ocorre limitacdo do substrato nitrito devido tanto ao consumo por
bactérias anammox quanto pelas nitratantes fazendo com que as altera¢cdes do pH sejam

menos acentuadas (Figura 5.27). Nos sistemas UaF2A e UaF2B, apds as primeiras 24 horas,
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devido as redugdes dos valores do pH pressupde-se que outros processos metabolicos, que
n&o 0 anammox, predominaram nos sistemas. Provavelmente, nos sistemas UaF2A e UaF2B,
a competicdo por nitrito por organismos nitratantes, desnitrificantes heterotroficos e
anammox comprometeram a estabilidade dos sistemas (Figura 5.27). A possivel reducdo do
sulfato nesses sistemas também poderia responder pela formagdo de &cidos como o H.S

(&cido sulfidrico) quando em solucdo, reduzindo os valores do pH no licor.

7.95 7,95 7,78
7.64 7,51 7.49 7,49

ParA ParB AnF1A AnF1B
7,93 7,95 7,93
7,53 7,53 7,51 7.48
FaF1A FaF1B FaF24a FaF2B

7,49 747

7,45 746
UaF2A UaF2B Cho A ChoB

7,72

7,54

Figura 5.27: Variacdo do pH (em valores médios, n = 10) nos sistemas biol6gicos ao longo

das bateladas de 72 horas durante a 22 etapa experimental. Sendo: Par A e ParB — biomassa do
sedimento do lago Paranod de Brasilia, DF; AnF1A e AnF1B — biomassa lagoa anaerdbia tratando efluente
do frigorifico 1, Araguari, MG; FaF1A e FaF1B - biomassa lagoa facultativa tratando efluente do frigorifico
1, Araguari, MG; FaF2A e FaF2B - biomassa lagoa facultativa tratando efluente do frigorifico 2, Uberlandia,
MG; UaF2A e UaF2B - hiomassa reator UASB tratando efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG; ChoA e
ChoB — biomassa lagoa de acumulacéo de chorume do aterro controlado JC de Brasilia, DF. Cada marcador
nas linhas indica: 0, 24, 48 e 72 horas consecutivamente.

O pH foi ajustado ao inicio de cada batelada para valores dentro da faixa de pH determinada
para ocorréncia do processo anammox, tendo iniciado pouco abaixo do valor considerado
Otimo, visto que, esperava-se a elevacdo do pH do licor dos sistemas bioldgicos ao longo da
duracéo das bateladas (Figura 5.28). Ao final das bateladas, os valores do pH permaneceram
dentro da faixa 6tima de pH para a ocorréncia do processo anammox, & excecao dos sistemas

com indculos provenientes do reator UASB tratando efluente do frigorifico 2, Uberlandia,
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MG (UaF2A e UaF2B) (Figura 5.28).

Atribui-se a variacdo positiva do pH no licor dos sistemas bioldgicos ao processo anammox,
uma vez que O outro processo que também resultaria em elevacdo do pH seria a
desnitrificacdo heterotréfica. No entanto, pressupde-se que esse processo metabolico foi
pouco ocorrente nos sistemas visto que a auséncia de fonte de carbono orgénico fez com que
ocorresse 0 acumulo de nitrato ao final das bateladas. Exce¢éo aos sistemas biol6gicos com
biomassa proveniente do reator UASB tratando efluentes do Frigorifico 2, Uberlandia
(UaF2A e UaF2B), cuja presenca de matéria organica poderia ser devida a lise de células de

micro-organismos que ndo se mantiveram nos sistemas.
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Figura 5.28: Valores medios do pH inicial (0 hora) e final (72 horas) do licor dos sistemas

bioldgicos ao longo das bateladas de 72 horas durante a 22 etapa experimental. Sendo: Par A
e ParB — biomassa do sedimento do lago Paranoé de Brasilia, DF; AnF1A e AnF1B — biomassa lagoa
anaerobia tratando efluente do frigorifico 1, Araguari, MG; FaF1A e FaF1B - biomassa lagoa facultativa
tratando efluente do frigorifico 1, Araguari, MG; FaF2A e FaF2B - biomassa lagoa facultativa tratando
efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2A e UaF2B - biomassa reator UASB tratando efluente do
frigorifico 2, Uberlandia, MG; ChoA e ChoB — biomassa lagoa de acumulacao de chorume do aterro
controlado JC de Brasilia, DF.
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5.3.2.5 - Anélises da biomassa nos sistemas bioldgicos ap6s 180 dias (final da 22 etapa)

Apos 180 dias de operacdo dos sistemas bioldgicos e 0s mesmos terem sido submetidos as
condicdes de operacdo estabelecidos nas etapas 1 e 2, foi feita a verificacdo dos micro-
organismos pela deteccdo de fragmentos amplificados por PCR convencional e pela
quantificacdo do numero de cdpias dos genes que codificam o RNAr 16S por PCR
quantitativa utilizando primers especificos ao grupo de micro-organismos anammox. Da
mesma forma, avaliou-se a participacdo dos grupos de micro-organismos nitrificantes
aerobios por analise de PCR convencional e quantitativa para entendimento dos processos

metabolicos predominantes nos sistemas bioldgicos testados.

Apos extracdo do DNA das biomassas, a realizacdo de eletroforese, em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) usando-se o marcador molecular High Mass
Ladder (Invitrogen, USA) permitiu uma estimativa da concentracédo total do DNA genémico
para cada sistema biol6gico da biomassa presente em 1 mL do licor misto, tendo-se um
volume final de 100 pL as diferentes concentragdes entre 2,5ng.uL* a 6,5 ng.uL™ para cada
sistema (Apéndice VIII - CD).

Ap6s o periodo destinado a avaliagdo dos comportamentos de conversdes das formas
nitrogenadas pelas biomassas presentes nos sistemas biologicos, ajustados para a atividade
anammox em culturas em bateladas, por meio de PCR convencional, usando primers e
condi¢des de amplificacdo anteriormente testadas na biomassa dos indculos e dos sistemas
ap6s 120 dias, foi possivel registrar amplificacbes positivas para fragmentos de
aproximadamente 774 pb para todos os sistemas, a excecdo dos sistemas AnF1B e UaF2A
(Tabela 5.11) (Apéndice VIII).

Verificou-se amplificagéo positiva para fragmentos de DNAr relacionados ao RNAr 16S dos
organismos anammox no sistema UaF2B. Nesse sistema nédo havia verificado amplificagédo
de fragmentos apds o0s 120 dias da etapa 1. No sistema UaF2A ndo houve amplificagdo como
ocorrido nas analises de PCR aos 120 dias ajustados para ocorréncia de enriquecimento.
Comparando-se os resultados de conversdo dos compostos nitrogenados amonia e nitrito e
formagdo de nitrato entre esses dois sistemas bioldgicos, constata-se uma melhor
performance anammox do sistema UaF2B dado as concentragdes de nitrato presente ao
longo das bateladas, que podem ter sido devido a oxidacdo anaerébia da aménia usando o

nitrito como aceptor final de elétrons.
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A principio, a auséncia de amplificagdes positivas para os sistemas AnF1B e UaF2A néo
excluiu a presenca de bactérias anammox nos sistemas, visto que as conversdes dos
compostos nitrogenados ocorridas nesses sistemas permitem inferir a participacdo do

metabolismo anammox.

As amplificagdes de fragmentos do gene RNAr 16S para 0S micro-organismos anammox
sugerem a ocorréncia do metabolismo anammox nos sistemas bioldgicos, ainda que se possa
atribuir remocdes de amonia e nitrito com consequente producédo de nitrato aos processos de

nitritacdo e nitratacao.

Portanto, tendo-se destacado a participacdo dos micro-organismos nitritantes e nitratantes
no metabolismo dos sistemas biol6gicos, realizou-se a andlise de PCR convencional
avaliando as amplificacdes de genes especificos amoA para as bactérias nitritantes e genes

relacionado aos RNAr 16S para as bactérias nitratantes (Tabela 5.10).

Tabela 5.10: Resultados das amplificacdes para fragmentos de DNA por PCR para
bactérias anammox, nitritantes como Nitrosomonas e nitratantes como Nitrobacter.

Sistema Resultados das amplificacbes™
Anammoxt Nitrosomonas? Nitrobacter3
Par A + 3 "
Par B + - ¥
AnF1 A + ; .
AnF1B - ; o
FaF1l A + ; o
FaF1B + ; o
FaF2 A + ; T
FaF2 B + ; o
UaF2 A - ; T
UaF2 B + ; .
Cho A + T L
Cho B + I .

L Anammox: usando os primers Pla 46F e Amx 820R para amplificagdo de fragmentos do gene para 0 RNAr
16S. 2 Nitrosomonas: usando os primers AmoA direto e reverso para amplificacdo de fragmentos do gene
funcional da enzima aménia mono-oxigenase. 3 Nitrobacter: usando os primers Nitro 1198F e Nitro 1423R
para amplificacdo de fragmentos do gene para 0 RNAr 16S (Apéndice VIII).

Na analise dos geis de agarose com os resultados das amplificacdes para 0 gene amoA das

biomassas a partir dos sistemas biologicos verificou-se fragmentos formados de
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aproximadamente 650 pb apenas para 0s DNAs extraidos das biomassas dos sistemas ChoA
e B.

O segundo grupo analisado foram as bactérias oxidadoras aerdbias de nitrito, representadas
por bactérias como Nitrobacter, por meio da utilizacdo dos primers Nitro 1198 direto e Nitro
1423 reverso (Graham et al., 2007), formando fragmentos de aproximadamente 225 pb
(Tabela 5.10).

Com relacédo ao grupo de bactérias oxidadoras aerdbias do nitrito como Nitrobacter, supde
que estavam presentes em todos os sistemas bioldgicos testados, ainda que as condicdes
estabelecidas ndo devessem favorecer esse grupo, elas mantiveram-se ao longo dos periodos
para enriquecimento e atividade anammox e, provavelmente, atuaram como competidoras

pelo substrato nitrito com as bactérias anammox (Tabela 5.10) (Apendice VIII).

A avaliacdo dos resultados da PCR quantitativa (PCRq) permitiu, por meio da abundancia
de copias de DNA inferidas pelo ciclo de quantificacdo (Cq), indicar a representatividade
relativa dos grupos de micro-organismos anammox, nitrificantes aerébios de aménia (como
Nitrosomonas) e nitrificantes aerdbios de nitrito (como Nitrobacter) no total do DNA
gendmico extraido da biomassa de cada um dos sistemas biolégicos. Infere-se que quanto

menor o Cq resultante pela analise de PCRq, maior o0 nimero de c6pias do gene alvo.

Os resultados obtidos pela avaliagdo da biomassa dos sistemas bioldgicos apds o periodo de
180 dias destinados ao enriquecimento e atividade de micro-organismos anammox
demonstraram que do total de DNA genémico 0s organismos nitratantes sdo aqueles com
maior abundancia em todos os sistemas, tendo sido registrados os menores valores de Cq
para as amplificacbes dos genes RNAr 16S especificos as bactérias como Nitrobacter.
Sequencialmente, obteve-se menores valores de Cq para as amplificagOes devidas aos genes
RNAr 16S especificos @ micro-organismos anammox do que aquelas devidas a amplificagao

dos genes amoA para as bactérias como Nitrosomonas (Tabela 5.11).

A implicagéo direta da representatividade dos grupos de micro-organismos na biomassa dos
sistemas biologicos, entendida pelas concentracdes de fragmentos de DNA amplificados, foi
o resultado dos comportamentos metabdlicos ao longo das bateladas. Dessa forma, explica-
se a maior producdo de nitrato ocorrentes no licor dos sistemas possa ser atribuida a maior
abundancia dos micro-organismos nitratantes comparadas a abundancia dos micro-

organismos anammox. A presenca de organismos como anammox e nitritantes como
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Nitrosomonas explicam as redugdes das concentragdes de amoénia dos sistemas.

Comparando-se a representatividade de cada grupo de micro-organismo ao final da etapa 2
(180 dias) com aqueles obtidos apos a etapa 1 (120 dias), tem-se aumento na densidade de
copias de DNA de bactérias anammox dado pela reducdo do valor de Cq apenas para 0s
sistemas ParA e ChoB (Tabela 5.11). Registra-se também um aumento das densidades de
copias dos organismos nitratantes para os sistemas ParA, ParB, AnF1A e de forma menos
significante para os sistemas UaF2A e UaF2B e ChoA. Nos sistemas ParB, AnF1A e AnF1B,
FaF2A e FaF2B ocorreu reducdes dos valores de Cqg para organismos como Nitrosomonas,
indicando um aumento da representatividade desse grupo apés 180 dias quando comparados
aos 120 dias (Tabela 5.11).

Tabela 5.11: Ciclos de quantificacdo obtidos por PCR quantitativa para os sistemas
bioldgicos aos 120 dias relativos as condi¢es de operacdo da etapa 1 e aos 180 dias
relativos as condi¢Oes de operacao da etapa 2, destinadas ao enriquecimento e atividade
dos organismos anammox.

Ciclo de quantificacdo

Sistemas
Biol6gicos Anammox Nitrosomonas® Nitrobacter* Bacteria
120t 1802 120t 1802 120t 120* 1802
Par 32,0 A =29.83 31,3 A=34,43 28,2 18,4 A=1742
B =234,01 B =30,10 B = 18,04
AnFl 31,0 A=3219 35,0 A=3285 23,2 18,5 A=1752
B = 33,05 B = 33,22 B =18,20
FaFl 30,7 A =35,65 33,9 A =34,07 22,2 16,8 A=19,42
B =35,49 B =33,77 B =18,85
FaF2 31,6 A =33,09 35,1 A=3441 22,2 18,8 A =18,67
B =33,13 B =3392 B =18,89
UaF2 34,1 A =35,83 33,1 A=34,12 23,0 16,3 A=1795
B = 36,58 B =34,80 B =18,02
Cho 34,4 A = 35,86 34,6 A=33,70 22,7 17,2 A =18,45
B =3267 B =31,45 B =18,32

1 Avaliagdo apds 120 dias; 2 Avaliagdo apés 180 dias; * Micro-organismos como Nitrosomonas; 4 Micro-
organismos como Nitrobacter. Os sistemas destacados em cinza indicam significativas diferencas entre os
sistemas A e B ap6s 180 dias. As interagdes sublinhadas indicam que ocorreu aumento da biomassa apds 180
dia comparados aquelas aos 120 dias.

Numa analise global, utilizando-se de primers universais para os genes que codificam o
RNAr 16S para o Dominio Bacteria, observa-se que ndo ocorreram variagGes significantes
na concentracao de copias de DNA entre as analises aos 120 dias de enriquecimento e apos

180 dias testando-se a atividade anammox, interpretadas pelos valores dos ciclos de
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quantificacdo (Cq) (Tabela 5.11). Dessa maneira, verifica-se a existéncia continua de uma
comunidade microbiana atuante nos sistemas bioldgicos, sendo a responsavel pelas

modificacdes das concentracdes das espécies quimicas analisadas.

Na analise dos resultados obtidos pela PCRq, percebe-se muito fragil a estabilidade das
comunidades bioldgicos dos sistemas. A modificagdo no modo de operacdo, ainda que
ajustados para promover o crescimento das concentragdes dos micro-organismos do grupo
anammox, no periodo avaliado, a abundancia de cépias dos genes relacionados ao RNAr
16S foram expressivamente insignificantes frente as densidades dos grupos relacionados as
bactérias como Nitrobacter e Nitrosomonas, bem como aos outros grupos de bactérias nos

sistemas (Figura 5.29).

PCRq para avaliagio da biomassa apés testes de atividade anammox
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Figura 5.29: Abundancia de cdpias dos genes de micro-organismos de interesse na
biomassa dos sistemas bioldgicos ajustados para permitir o0 enriquecimento e atividade de
bactérias anammox.

As condigdes estabelecidas para operacao dos sistemas bioldgicos, em modo de culturas em
bateladas ajustadas para o enriquecimento e atividade de organismos anammox, selecionou
0S grupos de bactérias nos sistemas bioldgicos. Limitacbes dos substratos e, portanto,

competicdes entre as bactérias foram provavelmente a principal forca seletiva para o
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estabelecimento da comunidade microbioldgica nos sistemas biolégicos. O ajuste de
condicGes, tais como anaerobiose, temperatura em torno 30° C, gua residuéria sintética com
concentracgdes altas de cloretos, modo de operagdo, ndo necessariamente excluiram bactérias

nitrificantes dos sistemas.

Conforme resultados ja obtidos pela interpretacdo dos ciclos de quantificacdo (Cq), as
avaliacbes das concentragdes de copias de DNA dos genes dos micro-organismos de
interesse confirmam que ocorreu aumento na abundancia de copias das bactérias capazes de
oxidar anaerobicamente a amdnia ap0s o periodo de 180 dias nos sistemas ParA, FaF2B e
ChoB quando comparados aos 120 dias destinados ao enriquecimento promovido na etapa
1 (Figura 5.30). As reducbes nas concentragdes de copias de DNA nos demais sistemas
bioldgicos podem ser explicadas pelas substituicdes de dominancia das espécies anammox
originalmente presentes nos indculos por outras espécies dadas as condicdes estabelecidas
para os sistemas e pelas interagdes competitivas. O modo operacional estabelecido para os
sistemas bioldgicos, na etapa 2, pode também ter levado a uma nova estrutura da comunidade

e onde as bactérias anammox provavelmente passam novo periodo de adaptacao.

Abundincia de copias DNA anammox
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Figura 5.30: Concentrages de copias de DNA relacionadas ao RNAr 16S de bactérias

anammox nos sistemas bioldgicos aos 120 dias destinados ao enriquecimento e apos 0
periodo de 180 dias destinados a atividade de micro-organismos anammox.
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6 - CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES

x Sugere-se a presenca de micro-organismos anammox, verificadas por analise de PCR
convencional utilizando primers para amplificagéo dos genes relacionados ao RNAr 16S e
por sequenciamento dos fragmentos amplificados, nas biomassas provenientes do sedimento
do lago Paranod, Brasilia, DF (Par), dos lodos das lagoas anaerobia e facultativa tratando
efluente do frigorifico 1, Araguari, MG (AnF1 e FaF1) e no lodo da lagoa facultativa tratando
efluente do frigorifico 2, Uberlandia, MG (FaF2A).

x Os resultados obtidos no alinhamento e comparacéo das sequéncias de nucleotideos dos
fragmentos de DNA amplificados por PCR, usando o conjunto de primers Pla46F e
Amx820R, indicam haver substituicdo de dominancia dos grupos de bactérias anammox
inicialmente presentes nos indculos quando estabelecidos os sistemas e as condicdes de

operagéo.

x A aproximacdo filogenética das sequéncias de nucleotideos dos fragmentos de DNA
amplificados por PCR, usando o conjunto de primers Pla46F e Amx820R, com as sequéncias
das candidatas espécies anammox depositadas no Genbank utilizando o Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) foi baixa. No entanto, os indices de similaridades
calculados para essa comparacdo indicam que os fragmentos amplificados a partir da

biomassa nos sistemas pertencam a Ordem Brocadiales.

x Independentemente da origem do indculo, as condi¢Bes estabelecidas para os sistemas
bioldgicas parecem selecionar o0 mesmo grupo de bactérias anammox nos sistemas, tendo-se
concluido a partir da similaridade entre as sequéncias de bases dos fragmentos amplificados
por PCR usando primers Plad6F e Amx820R especificos para o gene RNAr 16S de bactérias

anammeox.

x O tipo de indculo provavelmente influencia o start-up dos sistemas anammox de acordo
com a abundéncia original da bactéria anammox que tornar4 dominantes nos sistemas
bioldgicos, definidos os tipos de reatores e condi¢des de operagdo. As caracteristicas fisico-
quimicas e da comunidade microbiana dos in6culos podem interferir no estabelecimento da
atividade anammox dadas sua potencialidade de substancias inibitorias e grupos de micro-

organismos competidores por substratos.
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x O tempo de partida de sistemas para atividade anammox séo provavelmente longos devido
a provavel substituicdo de dominancia entre as espécies anammox nos sistemas biologicos e

o0 tempo requerido para o crescimento da densidade das bactérias anammox.

x A limitacdo de nitrito interferiu no sucesso do processo anammox, uma Vvez que as
bactérias anammox tem menor afinidade por esse substrato e as bactérias nitratantes e

heterotroficas desnitrificantes o consumiram mais rapidamente.

x Em todos os sistemas biologicos o metabolismo anammox nao foi exclusivo, uma vez que
ndo foram atendidos os indices estequiométricos esperados pelo metabolismo anammox. As
conversdes das formas nitrogenadas nos sistemas bioldgicos foram associadas a
concomitancia dos processos metab6licos anammox, nitritacdo, nitratacdo e desnitrificagdo

heterotrofica.

x A partida dos sistemas biologicos para atividade anammox ficou sujeita as densidades
iniciais dos micro-organismos anammox que, por sua vez, apresentam baixas afinidades
pelos substratos, podem ser inibidos por varias substancias, apresentam taxas lentas de

crescimento e a competicdo por substrato com outras bactérias.

x Os sistemas bioldgicos que foram inoculados com biomassas provenientes do sedimento
do lago Parano4, Brasilia/DF e do lodo da lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico
2, Uberlandia/MG apresentaram melhor performance da atividade anammox durante a etapa

1, correspondente a 120 dias de operacao dos sistemas.

x Os indculos utilizados e/ou as condicgdes estabelecidas nesse estudo ndo favoreceram a
reducdo do tempo de partida anammox nos sistemas biol6gicos. Como também verificado
em outras pesquisas, o tempo de partida e estabilidade do processo pode ser superior a 200

dias de operacéo dos sistemas.
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RECOMENDACOES

x Realizar a identificacdo filogenética dos grupos de bactérias anammox por meio de
clonagem e posterior sequenciamento dos fragmentos obtidos a partir dos clones. Assim,
construir a relacdo filogenética entre as sequéncias obtidas e aquelas depositadas no
Genbank para as candidatas espécies anammox utilizando BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool).

x Avaliar a dindmica populacional das bactérias relacionadas ao ciclo do nitrogénio ao longo
das etapas experimentais e avaliar a estrutura das comunidades microbioldgicas, utilizando
das ferramentas de biologia molecular como a PCR quantitativa e do DGGE (Denaturing

Gradient Gel Eletrophoresis).

x Avaliar as conversdes das formas nitrogenadas por perfis temporais horarios para uma

melhor defini¢do dos processos metabolicos predominantes ao longo das bateladas.
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APENDICE |

Anélise de PCR e avaliagdo do sucesso de extracdo de DNA e das amplificacBes em eletroforeses em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™).

HM SFLPAE SFLANF3 SFLFAF3 SFLFAF2 SUASEF2 SFLCHOR SFLPAR SUASEF2 SFLFAFT —

Figura 5.1: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™?) para
avaliacdo do DNA genémico extraido dos seis indculos utilizados nos experimentos em bateladas
para enriquecimento anammox. Par: sedimento do lago Parano, Brasilia/DF (SFLPAB); AnF1: lodo da lagoa

anaerobia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG (SFLANF3); FaF1: lodo da lagoa facultativa tratando
efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG (SFLFAF3); FaF2: lodo de lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 2,
Uberléandia, MG (SFLFAF2); UaF2: lodo de reator UASB tratanto efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG
(SUASBF2); CHOR: sedimento da lagoa de acumulacéo de chorume do aterro controlado Jockey Clube, Brasilia, DF
(SFLCHOR).

Legenda: SFLPAB: sedimento do
lago Paranoa, Brasilia/DF (Par);
SFLANF3: lodo da lagoa anaerdbia
tratando efluente do Frigorifico 1,
Araguari/MG (AnF1l); SFLFAF3:
lodo da lagoa facultativa tratando
efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG
(FaFl); SFLFAF2: lodo de lagoa
facultativa tratando efluente do
Frigorifico 2, Uberlandia, MG (FaF2);
SUASBF2: lodo de reator UASB
tratanto efluente do Frigorifico 2,
Uberlandia/MG (UaF2); SFLCHOR:
sedimento da lagoa de acumulagédo de
chorume do aterro controlado Jockey
Clube, Brasilia, DF (Cho).

Figura 5.2: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) para
avaliagcdo de fragmentos amplificados de aproximadamente 774 pb, a partir da biomassa dos
indculos testados nos experimentos em bateladas para enriquecimento anammox, com os pares de
primers Pla 46F e Amx 820R.



Par AnFl FaFl FaF2 UaF2 UaF2 X 3 Branco

Legenda: Par: sedimento do
lago Paranod, Brasilia/DF;
AnF1: lodo da lagoa anaerdbia
tratando efluente do Frigorifico
1, Araguari/MG; FaF1: lodo da
lagoa  facultativa  tratando
efluente do Frigorifico 1,
Araguari/MG; FaF2: lodo de
lagoa  facultativa  tratando
efluente do Frigorifico 2,
Uberlandia, MG; UaF2: lodo de
reator UASB tratanto efluente
do Frigorifico 2,
Uberlandia/MG; CHOR:
sedimento da lagoa de
acumulacdo de chorume do
aterro controlado Jockey Clube,
Brasilia, DF.

Figura 5.3: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) para
avaliacdo de fragmentos de DNA amplificados de aproximadamente 650 pb, a partir das biomassas
dos indculos testados nos experimentos em bateladas para enriquecimento anammox, com 0s pares

de primers AmoAF e AmoAR, para micro-organismos como Nitrossomonas.

Par AnFl FaFl FaF2  UaF2 :"Kb UaF2 Cho Cho —
us

"

=
5000~°‘—EN""-

Legenda: Par: sedimento do lago
Paranoa, Brasilia/DF; AnF1: lodo
da lagoa anaerébia tratando
efluente do  Frigorifico 1,
Araguari/MG; FaF1l: lodo da
lagoa facultativa tratando efluente
do Frigorifico 1, Araguari/MG;
FaF2: lodo de lagoa facultativa
tratando efluente do Frigorifico 2,
Uberlandia, MG; UaF2: lodo de
reator UASB tratanto efluente do
Frigorifico 2, Uberlandia/MG;
CHOR: sedimento da lagoa de
acumulacédo de chorume do aterro
controlado Jockey Clube, Brasilia,
DF.

Figura 5.4: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™?) para
avaliacdo de fragmentos de DNA amplificados de aproximadamente de 225 pb, a partir das
biomassas dos indculos testados nos experimentos em bateladas para enriquecimento anammox,
com os pares de primers Nitro 1198Fe Nitro 1423R para micro-organismos como Nitrobacter.



APENDICE II

Testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para testar a distribuicdo dos dados
obtidos nas conversdes dos ions amonia, nitrito e nitrato para a etapa 1.

Sistemas Bioldgicos ParA e ParB

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Amoénia  PaA ,268 12 ,018 874 12 ,073

PaB 73 12 ,200k ,942 12 518
Nitrito PaA ,241 12 ,053 911 12 ,220

PaB 242 12 ,051 916 12 252
Nitrato PaA ,155 12 200" ,929 12 ,369

PaB 163 12 200 918 12 271
*. Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Sistemas Bioldgicos AnF1A e AnF1B
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Amoénia  AnF1A ,245 12 ,045 770 12 ,004

AnF1B 272 12 ,015 822 12 ,017
Nitrito  AnF1A 121 12 200 952 12 661

AnF1B 165 12 200 929 12 368
Nitrato AnF1A ,296 12 ,005 791 12 ,007

AnF1B ,368 12 ,000 727 12 ,002
*. Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlacao de Significancia de Lilliefors

Sistemas Bioldgicos FaF1A e FaF1B
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Amoénia  FaF1A ,163 12 200" ,957 12 ,735

FaF1B 242 12 ,051 779 12 ,005
Nitrito FaF1A ,160 12 200" ,938 12 473

FaF1B 178 12 200 940 12 501
Nitrato FaF1A ,246 12 ,043 874 12 ,073

FaF1B ,160 12 200" 927 12 ,345

*. Este & um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlacao de Significancia de Lilliefors




Sistemas Bioldgicos FaF2A e FaF2B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Amonia  FaF2A 187 12 ,200* 934 12 427

FaF2B ,155 12 ,200* ,934 12 427
Nitrito ~ FaF2A 175 12 200 952 12 668

FaF2B ,184 12 ,200* 931 12 ;391
Nitrato FaF2A 122 12 ,200* 971 12 ,922

FaF2B 170 12 200 938 12 476
*. Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Sistemas Biologicos UaF2A e UaF2B
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Amonia  UaF2A ,246 12 ,044 ,906 12 ,191

UaF2B ,135 12 ,200* ,963 12 ,832
Nitrito  UaF2A 165 12 2007 901 12 165

UaF2B ,154 12 ,200* ,930 12 ,385
Nitrato UaF2A 225 12 ,094 874 12 ,073

UaF2B 252 12 ,034 ,850 12 ,037
*. Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Sistemas Bioldgicos ChoA e ChoB
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
Amédnia  ChoA ,183 12 ,200* ,967 12 874

ChoB ,120 12 ,200* ,987 12 ,999
Nitrito ~ ChoA 185 12 2007 919 12 280

ChoB A71 12 ,200* ,899 12 ,155
Nitrato ChoA 141 12 ,200* ,956 12 ,718

ChoB ,158 12 ,200* ,969 12 ,898

*. Este & um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlacao de Significancia de Lilliefors




Teste de Levene para testar a homogeneidade entre as variancias dos dados entre as
duplicatas A e B dos sistemas bioldgicos obtidos nas conversdes dos ions aménia, nitrito
e nitrato para a etapa 1.

Sistemas Bioldgicos ParA e ParB

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.

Amédnia Com base em média 567 1 22 ,460

Com base em mediana ,103 1 22 751

f(:’r;" dﬂiﬁﬁjs‘i;"d;"ed'a”a © 103 1| 20110 751

gs;azzse em media 414 1 22 527
Nitrito Com base em média ,001 1 22 ,970

Com base em mediana ,000 1 22 ,998

Com base em mediana e

com df ajustado 000 1 21,949 998

g;’;?azzse em media 001 1 22 971
Nitrato Com base em média ,046 1 22 ,832

Com base em mediana ,083 1 22 776

Com base em mediana e

com df ajustado 083 1 20,642 776

Com base em média

aparada ,062 1 22 ,806

Sistemas Bioldgicos AnF1A e AnF1B

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.

Amdnia Com base em média ,003 1 22 ,960

Com base em mediana ,034 1 22 ,856

Com base em mediana e

com df ajustado 034 1 21,502 856

Com base em média

aparada ,010 1 22 ,922
Nitrito Com base em média 217 1 22 646

Com base em mediana ,230 1 22 ,636

Com base em mediana e

com df ajustado 230 1 21,742 636

Com base em média 235 1 22 633

aparada ’ ’
Nitrato Com base em média ,044 1 22 ,836

Com base em mediana ,006 1 22 ,940

Com base em mediana e 006 1 21 444 940

com df ajustado ’ ’ ’

Com base em média 1 29

aparada 033 858




Sistemas Bioldgicos FaF1A e FaF1B

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.

Amoénia Com base em média ,011 1 22 916

Com base em mediana ,022 1 22 ,884

Com base em mediana e

com df ajustado ,022 1 18,984 ,884

gs;?azzse em media 000 1 22 990
Nitrito Com base em média 023 1 22 ,881

Com base em mediana ,008 1 22 ,930

m m median

Sc?m db;sjjs?ado edana e 008 1 21,984 930

Com base em média

aparada ,032 1 22 ,860
Nitrato Com base em média ,563 1 22 461

Com base em mediana AT71 1 22 ,500

Com base em mediana e

com df ajustado o 1 21,999 500

gs;‘azzse em media 507 1 22 484

Sistemas Bioldgicos FaF2A e FaF2B

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amoénia  Com base em média ,002 1 22 ,964
Com base em mediana ,005 1 22 ,942
Com base em mediana e 1 1 42
com df ajustado 005 8,386 9
Com base em média 001 1 29 982
aparada ’ ’
Nitrito Com base em média ,065 1 22 ,802
Com base em mediana ,044 1 22 ,836
Com base em mediana e 044 1 21997 836
com df ajustado ’ ’ ’
Com base em média
aparada ,061 1 22 ,807
Nitrato Com base em média ,049 1 22 827
Com base em mediana ,079 1 22 ,782
Com base em mediana e
com df ajustado 079 1 21,642 782
Com base em meédia ] 29 ]
aparada 060 810




Sistemas Bioldgicos UaF2A e UaF2B

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amonia Com base em média 265 1 22 ,612
Com base em mediana ,504 1 22 485
Com base em mediana e 4 1 21 4
com df ajustado 50 566 485
Com base em média 291 1 29 595
aparada ’ ’
Nitrito Com base em média ,025 1 22 ,876
Com base em mediana ,072 1 22 791
Com base em mediana e 79 1 2124 791
com df ajustado 0 248 79
Com base em média 029 1 29 865
aparada ’ ’
Nitrato Com base em média ,001 1 22 ,980
Com base em mediana ,002 1 22 ,966
Com base em mediana e 9 1 21
com df ajustado 00 898 966
Com base em média 000 1 29 986
aparada ’ ’

Sistemas Biolégicos ChoA e ChoB

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amoédnia Com base em média 217 1 22 ,646
Com base em mediana ,097 1 22 ,758
Com base em mediana e 097 1 20938 758
com df ajustado ’ ’ 79
Com base em média
aparada ,199 1 22 ,660
Nitrito Com base em média ,013 1 22 912
Com base em mediana ,012 1 22 915
Com base em mediana e 012 1 21959 915
com df ajustado ’ ’ ’
Com base em média 013 1 29 910
aparada ’ ’
Nitrato Com base em média ,000 1 22 ,984
Com base em mediana ,012 1 22 915
Com base em mediana e 12 1 2184 1
com df ajustado 0 840 915
Com base em média 001 1 29 978
aparada ’ ’




Diferenca entre médias pelo teste t com amostras dependentes para avaliar a igualdade
estatisticas entre as duplicatas A e B dos sistemas bioldgicos obtidos nas conversdes dos

ions aménia, nitrito e nitrato para a etapa 1.

Quanto a conversédo de Amdnia

Teste de amostras empar:elhadasa

Diferencas emparelhadas
95% Intervalo de Confianga da Sig. (2
Desvio Erro padréo Diferenga extremidades
Média Padrao da média Inferior Superior t df )
Par 1 ParA- ParB -,046917 ,310439 ,089616 -,244160 ,150327 -524 11 ,611
Par2 AnF1A-AnF1B -,020750 , 303718 ,087676 -213723 ,172223 -237 11 817
Par3 FaF1A-FaF1B -,060750 427196 ,123321 -,332177 ,210677 -493 11 ,632
Par4  FaF2A-FaF2B ,043250 ,210180 ,060674 -,090292 ,176792 713 11 491
Par5 UaF2A-UaF2B ,073917 ,240765 ,069503 -,079058 ,226892 1,064 11 ,310
Par6 ChoA-ChoB ,001000 ,145402 ,041974 -,091384 ,093384 ,024 11 ,981
a. lons = Aménia
Quanto a conversao de Nitrito
Teste de amostras empar:elhadasa
Diferencas emparelhadas
95% Intervalo de Confianga da Sig. (2
Desvio Erro padrao Diferenca extremidades
Média Padrao da média Inferior Superior t df )
Par 1 ParA- ParB ,000083 ,015000 ,004330 -,009447 ,009614 ,019 11 ,985
Par2 AnF1A-AnF1B ,005250 ,063959 ,018463 -,035388 ,045888 ,284 11 ,781
Par3 FaF1A-FaF1B ,007667 ,055672 ,016071 -,027705 ,043039 AT7 11 ,643
Par4  FaF2A-FaF2B -,000250 ,024853 ,007174 -,016041 ,015541 -,035 11 973
Par5 UaF2A-UaF2B ,003333 ,140660 ,040605 -,086038 ,092704 ,082 11 ,936
Par6 ChoA-ChoB ,001500 ,034595 ,009987 -,020481 ,023481 ,150 11 ,883
a. lons = Nitrito
Quanto a conversao de Nitrato
Teste de amostras empa\relhadasa
Diferencas emparelhadas
95% Intervalp de Confianga da Sig. (2
Desvio Erro padréo Diferenca extremidades
Média Padrdo da média Inferior Superior t df )
Par1 ParA- ParB -,027333 ,076295 ,022025 -,075809 ,021142 -1,241 11 ,240
Par2 AnF1A-AnF1B -,008667 ,028535 ,008237 -,026797 ,009464 -1,052 11 315
Par3 FaF1A-FaF1B ,043250 ,175523 ,050669 -,068272 154772 ,854 11 412
Par4  FaF2A-FaF2B -,059667 ,105510 ,030458 -,126705 ,007371 -1,959 11 ,076
Par5 UaF2A-UaF2B | -,000417 ,013944 ,004025 -,009277 ,008443 -104 11 919
Par6 ChoA-ChoB ,001500 ,025033 ,007226 -,014405 ,017405 ,208 11 ,839

a. lons = Nitrato




Teste de Wilcoxon de Postos com Sinais avaliar a igualdade estatisticas entre as
duplicatas A e B dos sistemas bioldgicos obtidos nas conversdes dos ions aménia, nitrito

e nitrato para a etapa 1. Realizado para os ions e sistemas biologicos com dados nédo
parametricos.

Quanto a conversédo de Amonia

Estatisticas de teste®®

AnF1B - FaF1B - UaF2B -
AnF1A FaF1A UaF2A

z -,392° -,942° -,314¢

Significancia Sig. (2

extremidades) 695 346 754

Sig exata (2

extremidades) 718 369 178
Sig exata (1 extremidade) ,359 ,184 ,389
Probabilidade de ponto 013 ,010 ,016

a. lons = Amonia

b. Teste de Classificagoes Assinadas por Wilcoxon

c. Com base em postos negativos.

d. Com base em postos positivos.

Quanto a conversao de Nitrato
Estatisticas de teste®"
AnF1B - FaF1B - UaF2B -
AnF1A FaF1A UaF2A

z -830° -,663° -,060°
s
Sﬁrjﬁ;aagze o) 441 545 1,000
Sig exata (1 extremidade) 221 272 ,500
Probabilidade de ponto ,016 ,020 ,047

a. lons = Nitrato

b. Teste de Classificagdes Assinadas por Wilcoxon

c. Com base em postos negativos.

d. Com base em postos positivos.




APENDICE 111

Anélise de PCR e avaliagdo do sucesso de extracdo de DNA e das amplificacBes em eletroforeses em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) para os sistemas bioldgicos apds 120

de operacdo visando o enriquecimento dos micro-organismos anammox.

m FLPARB AJISFLANF3 ARMISFLFAF3 A JISFLFAF2 Al W FLCHOR ANISFLPARB BJlISFLANF3 BlISFLFAF3 BISFLFAF2 BIEISUASBF2 BJlISFLCHOR Bl SFLFAF2
extra

Figura I11.1: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) para
avaliacdo do DNA gendmico extraido das biomassas dos sistemas bioldgicos apds 120 dias para
enriquecimento anammox. SFLPARB: sedimento do lago Paranod, Brasilia/DF (Par A e B); SFLANF3: lagoa
anaerobia tratando efluente do Frigorifico 3, Araguari/MG (AnF1 A e B); SFLFAF3: lagoa facultativa tratando efluente
do Frigorifico 3, Araguari/MG (FaF1 A e B); SFLFAF2: lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 2,
Uberlandia, MG (FaF2 Ae B); SUASBF2: lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG
(UaF2 Ae B); SFLCHOR: lagoa de acumulagdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia/DF (Cho A
e B). (A e B se referem aos sistemas em duplicatas).

PaA PaB AnFl1A AnFlB FaFlA FaF1B 1Kb FaF2A FaF2B UaF2A UaF2B ChoA ChoB Branco

Figura I11.2: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) para
avaliacdo de fragmentos amplificados de 774 pb, dos seis indculos apos 120 dias para
enriquecimento anammox nas culturas bateladas com os pares de primers Pla 46F e Amx 820R.
Par: sedimento do lago Paranod, Brasilia/DF; AnF1: lagoa anaerobia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG;
FaF1: lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lagoa facultativa tratando efluente do
Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2: lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; Cho:
lagoa de acumulagdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia/DF. (A e B refere-se aos sistemas em
duplicatas).



ParA ParB AnFl1A AnF1B FaFlA FaFl1B 1Kb FaF2A FaF2B UaF2A UaF2B ChoA ChoB
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Figura 111.3: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™?) para
avaliacdo de fragmentos amplificados de 225 pb, a partir dos indculos testados nos experimentos
em bateladas para enriquecimento anammox, com os pares de primers Nitro 1198Fe Nitro 1423R
para micro-organismos como Nitrobacter. Legenda: Par: sedimento do lago Paranoa, Brasilia/DF; AnF1: lodo
da lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1: lodo da lagoa facultativa tratando efluente
do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2: lodo de lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG;
UaF2: lodo de reator UASB tratanto efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; CHOR: sedimento da lagoa de
acumulagdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube, Brasilia, DF.



APENDICE IV

Avaliacdo da qualidade das sequéncias dos fragmentos de DNA para o RNAr 16S obtidas pela analise do sequenciamento realizado pela Macrogen
(Seul, Coréia do Sul), contratando-se o servico EZseq, utilizando o software Sequence Scanner.

Sendo a qualidade dos sinal dos picos para cada base nitrogenada: cinza: duvidoso; amarelo: bom ; JiSimeig: ruim ; Jll: excelente

Sequéncia obtida a partir da biomassa do sedimento do Paranoa (Pa inicial) — Primer Pla46F — selecionada para comparagdes filogenéticas

Pure Base QW

High I

Medium

Low [

ChUsers\GenildaMaria\Documents\Samsung\DOUTORADO 20148 COMPARACOES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\PAinF_13DBZAC_004_PLA46F.ab1

| 2
121
241
361
481
601
721

il

GATRAGTGGE

120
240
360
480
600
720
793

Sequéncia obtida a partir da biomassa do sedimento do Paranoa (Pa inicial) — Primer Amx820R — utilizada para complementacéo da sequéncia
obtida com o primer Pla46F.

C:\Users\GenildaMaria\Documents\Samsung\DOUTORADO 2014, COMPARACOES FILOGENETICAS SEQUENCIAMENTO MARGO 20144\Resultados Korea\Genilda\PAinR_13DBZAC_014_Amx820R.ab1
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Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema bioldgico com sedimento do Paranoa (PaA) — Primer Pla4d6F — ndo selecionada

ChUsers\GenildaMaria\Documents' SamsunghDOUTORADC 2014,.COM PARA(;@ES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\PAenF_13DBZAC_009_PLA4GF.ab1

1 LCOCGEGATGEE GITGATGCGTA GGAGALATCT 120
121 CATGGCCCTG CGACCGALGGER GGTAATGGCC 240
251  [HEGGICHEE crecracaas seaaceere
s2.  HGGTGGEEAC ceaTaGacee ceanccaace 600
~2.  BAACGGGATT TGGGSACTAR cce 204

Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema bioldgico com sedimento do Paranoa (PaB) — Primer Amx820 R — selecionada para comparacoes
filogenéticas.

C:\Users\GenildaMaria\Documents\Samsung\DOUTORADO 2014 COMPARACOES FILOGENETICAS SEGUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\PaBenR_13DBZAC_017_AmxB820R.ab1

1 TTGGIATACT GATCCTATCT AATCCCGITT LAACAGACCA GRGECECEEC 120
121 GCTCCACCGG  GAATTCCAGG TCCTCGGTTG 240
241 GCCCAGTGAT  TCCGAACAAC TAGCCGTGGE 360
361 THRRNGES:E ACAcCEETE GCAGGGTTIC 120
161 IGTCTCAGTC CCAGTGTGGC sGcaTTACCC 600
s01 ARGAGGCCTT  CTTTTATCGE GATTTCTCCT 720
721 CCACTTTCAC CICACCGAG cer 753

Sequencia obtida a partir da biomassa do lodo da lagoa anaerdbia do frigorifico 1, Araguari /MG (AnF1 inicial) — Primer Pla46F — selecionada para
comparagcdes filogenéticas.

C\Users\GenildaMaria\Documents\ Samsung\DOUTORADO 20140\ COMPARAGOES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARGO 2014\Resultados Korea\Genilda'\ ANinF_13DBZAC_005_PLA46F.ab1

| 2 120
121 240
241 360
381 a0
481 600
£01 720
721 791
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Sequencia obtida a partir da biomassa do lodo da lagoa anaerdbia do frigorifico 1, Araguari /MG (AnF1 inicial) — Primer Amx R — ndo selecionada

“h\Users\GenildaMaria\Documents\SamsunghDOUTORADO 20144COM PARA(;@ES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\AMinR_13DBZAC_015_AmxB320R.ab1

CCCTAGCTTT CGCACCTICAG CGICAGTTAC XGACAAGAGA GTCECTTICG CCACCGGCET TCCTCCTGAT ATCTACGCAT 130
TAGTATCCAC TGCACTICCC CGETTCAG 208

1
131

|
|
i
i
|

Sequencia obtida a partir da biomassa dos sistemas biolégicos com lodo da lagoa anaerdbia do frigorifico 1, Araguari/MG (AnF1B) — Primer Pla46
F — selecionada para comparac0es filogenéticas.

CihUsershGenildaMariat DocumentshSamsung\DOUTORADO 2014\COMPARA§€]ES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\GenildatAnBenF_13DEZAC_012_PLA46F.ab1

| - canacecTes coaTaceCTC 120
121 EEGCEECHGE TGACGGGTAG 240
251 HGGGNGAGE R 360
361 [NGECEERET aGcaGeCeee se0
se1  CENGBOBACE s00
so1  HoENGEGABE 720
721 GoBEARAGES 840
s41 BeBcGEEET 849

Sequencia obtida a partir da biomassa do lodo da lagoa facultativa do frigorifico 1, Araguari/MG (FaF2 inicial) — Primer Pla46 F — selecionada para
comparacdes filogenéticas.

Z:\Users\GenildaMaria\Decuments\SamsungDOUTORADO 2014\ COMPARAGOES FILOGENETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\F3inF_13DBZAC_006_PLA4GF.ab1

1 GAGGGGATGE CTAGGTGAGG 120
“2. BATGGCTICT GCTTARAGAT

Pure Base OV




Sequencia obtida a partir da biomassa do lodo da lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2 inicial) — Primer Pla46 F — ndo selecionada

C:\Users\GenildaMaria\DocumentsiSamsung\DOUTORADO 2014\ COMPARACOES FILOGENETICAS SEQUENCIAMENTO MARGO 2014\Resultados Korea\Genilda\F2inF_13DBZAC_007_PLA46F.ab1

EraaTcCaTa EeanTaacEa

1
121
241
36l
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601
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240
360
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840
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100¢
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CARAGACAGA GTACAGIGEC GGATGGECGA
CTTARAGATG GGCACCCGCA  AGGGCCTTTC
CICCCCGTAC ACGACATIIC CCCACCCACT
ATGCICTGTT CCCCAARAAR CATARCCGTG
GGGAAATTCC TCAGTATCTT CTCCTCCGCC
ITTIIICATI CACAATGRAC GTGGCTGECA
ACCCCEAGTC  CRACCACCTIC CACCTTCACC
RIAACCGEGA TGGEGGAGTT TACARTACIT
ATAGATCCAA ACTTTTARAR ATTTTTITTG

Sequencia obtida a partir da biomassa do lodo da lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2 inicial) — Primer Amx820 R — selecionada
para comparacdes filogenéticas.

ChlUsers\GenildaMaria\Documents\ 5amsung\DOUTORADO 201 COMPARACOES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\ Genilda\F2inR_13DBZAC_016_Amx320R.ab1
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Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema biol6gico com lodo da lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2A) — Primer Pla 46F
— selecionada para comparacdes filogenéticas.

C:\Users\GenildaMaria\Documents\Samsung\DOUTORADO 2014\ COMPARACOES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARGO 2014\Resultados Korea\Genilda\F2AenF_13DBZAC_011_PLA46F.ab1
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Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema biolégico com lodo da lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2A) — Primer
Amx820R — ndo selecionada

AUsers\GenildaMaria\Documents\SamsunghDOUTORADOC 2014,COM PARA(;ﬁES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\F2AenR_13DBZAC_018_Amx820R.ab1

| 1 BABARAAACCA CTABAAAGGC GAAATCACTC RACTCTTTTT AGTTTCGCCC TTGAGCACAC ACTCTCCCCA GAGRACAARA GATTTGATTT CTCACAGGCG GCGGAGAGTC GTTATATCAC GACATCTCAC 30
131 GAGCCCICCT CGTGITCIAT GTTGEGCTCA CAGACCACGC GTGIGTCGCG TTTCTCICCC CCCCCTCICT  TTTTICGTTH 210

Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema biologico com lodo da lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2B) — Primer Pla 46F
— selecionada para comparacdes filogenéticas.

ChlUsers\GenildaMaria\Documents' Samsung\DOUTORADO 2010 COMPARACOES FILOGENETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\F2BenF_13DBZAC_010_PLA46F.ab1

| 1 GGRARAATGE CTAGTTGAGGE GGTTTTAGCG 120
120 CATGGCCCTG CGATTARAGA AGGCCT-TTA
721 CARRCGGGAT TAGATACCCC GGTAGTCCTA 812

Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema bioldgico com lodo da lagoa facultativa do frigorifico 2, Uberlandia/MG (FaF2B) — Primer Amx
820R - selecionada para comparacdes filogenéticas.

C:\Users\ GenildaMariatDocumentshSamsung\DOUTORADO 201/ COMPARACOES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultados Korea\Genilda\F2BenR_13DBZAC_019_Amx820R.ab1
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Sequencia obtida a partir da biomassa do lodo do Uasb frigorifico 2, Uberlandia/MG (UaF2 inicial) — Primer Pla4d6F — ndo selecionada.
WWsers\GenildaMaria\Documents\Samsung\DOUTORADO 2014\COMPARA§5ES FILOGEMETICAS SEQUEMNCIAMEMTO MARCO 2014\ Resultades Korea\Genilda\ UAinF_13DBZAC_008_PLA4EF.ak1

ACCTTGTTGE T

1
131

Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema biolégico com sedimento da lagoa de chorume, Brasilia/DF (ChoA) — Primer Pla 46F — selecionada
para comparacoes filogenéticas.

C:\Users, GenildaMaria\Documentsh Samsung\DOUTORADO 2014,COM PARA(;f}ES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\Resultades Korea\Genilda\ChoAF_13DBZAC_013_PLA46F.ab1

| 1

ATCAGTAGLG 120

Sequencia obtida a partir da biomassa do sistema biolégico com sedimento da lagoa de chorume, Brasilia/DF (ChoA) — Primer Amx 820R —
selecionada para comparac0es filogenéticas.

ZhUsers\GenildaMariahDecuments\Samsung \DOUTORADO 20148COM PARA(;@ES FILOGEMETICAS SEQUENCIAMENTO MARCO 2014\ Resultades Korea\Genilda\ChoAenR_13DBZAC_020_Amx320R.ab1

1 120
121 240
241 360
3el 480
481 &00
601 720
T21 840
841 858

Pure Baze OV
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APENDICE V

VERIFICACAO DOS SISTEMAS A E B PARA AVALIACAO DA NORMALIDADE E
HOMOGENEIDADE DAS AMOSTRAS COM RELAGCAO AS VARIAVEIS REDUCAO DE AMONIA,
REDUCAO DE NITRITO E FORMAGAO DE NITRATO

Duas premissas para uso de testes paramétrico é que as amostras coletadas para uma dada
varidvel apresentem uma distribuicdo normal e tenham variancias homogéneas. A discordancia

com apenas uma dessas premissas ja invalida o uso de testes paramétricos.

Para testar se a distribuicdo dos dados se desvia de uma distribuicdo normal utilizou-se os testes
de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk, que comparam escores de uma amostra a uma
distribuicdo normal modelo de mesma média e variancia dos valores encontrados nas amostras.
Nessa primeira etapa da analise da normalidade considerou-se as amostras coletadas ao longo
dos testes e intervalos de tempos como independentes. Uma vez que, para o objetivo de
comparar se os sistemas A e B montados com cada tipo de inéculo representavam duplicatas,

essa anadlise de normalidade se aplica.

Lembrando que para esses testes foram utilizados os dados brutos de reducdo de aménia e

nitrito e acréscimo de nitrato em mM.

Numa primeira andlise utilizou-se a comparacdo de normalidade e homogeneidade
considerando-se o comportamento dos ions (amdnia, nitrito, nitrato), tendo os dados para cada
sistema componente da duplicata (A e B). Dessa maneira, considerou-se a concentra¢do dos ions
independentemente dos intervalos em que eles foram coletados. A homogeneidade foi avaliada
usando a comparagdo da variancia de um dado ion, se igual ou diferente entre os sistemas A e

B.

Dessa maneira, com relagdo a redugdo na concentra¢do de amonia tem-se:

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estatistica Df Sig. Estatistica df Sig.
Am_ParA ,138 50 ,018 ,909 50 ,001
Am_ParB ,107 50 . ,942 50 ,016



Am_AnF1A 135 50 023 943 50 018
Am_AnF1B ,093 50 - ,955 50

Am_FaF1A 163 50 ,002 919 50 ,002
Am_FaF1B 147 50 ,009 ,901 50 ,001
Am_FaF2A 161 50 ,002 925 50 ,004
Am_FaF2B 179 50 ,000 867 50 ,000
Am_UaF2A 271 50 ,000 751 50 ,000
Am_UaF2B 205 50 ,000 860 50 ,000
Am_ChoA 135 50 ,024 ,909 50 ,001
Am ChoB 117 50 . ,899 50 ,000

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlacédo de Significancia de Lilliefors

Para todos os sistemas, com exce¢ao dos sistemas Am_ParB e Am_AnF1B, diferiram
significativamente da distribuicdo normal com p < 0,01 pelo teste de Shapiro Wilk que é
mais robusto para amostra pequenas (n=50) do que o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados de concentracdo de amonia sistema Am_ParB foi diferente da distribuicdo normal
com p < 0,05 pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto o Am_AnF1B ndo diferiu
significativamente da distribuicdo normal pelo teste de Shapiro Wilk, com p > 0,05. Com
relacdo aos resultados obtidos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, todos os sistemas, a
excec¢ao dos pares de sistema Am_ParA e Am_ParB; Am_AnF1A e Am_AnF1B; Am_ChoA
e Am_ChoB, também diferiram significativamente da distribuicdo normal com p < 0,01).
Por esse teste os sistemas Am_PaB; Am_AnF1B; Am_ChoB nao diferiram

significativamente da distribuicdo normal com p > 0,05.

Dessa maneira, com relagdo a redugdo na concentragao de nitrito tem-se:

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estatistica Df Sig. Estatistica df Sig.
Ni_ParA ,148 50 ,008 ,896 50 ,000
Ni_ParB ,145 50 ,011 912 50 ,001
Ni_AnF1A ,133 50 ,027 ,902 50 ,001
Ni_AnF1B ,214 50 ,000 ,801 50 ,000
Ni_FaF1A 214 50 ,000 ,851 50 ,000
Ni_FaF1B ,151 50 ,006 ,904 50 ,001
Ni_FaF2A ,126 50 ,046 ,884 50 ,000




Ni_FaF2B ,159 50 ,003 ,908 50 ,001
Ni_UaF2A ,240 50 ,000 779 50 ,000
Ni_UaF2B ,159 50 ,003 ,864 50 ,000
Ni_ChoA ,169 50 ,001 ,923 50 ,003
Ni_ChoB ,111 50 ,170 ,931 50 ,006

a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Para todos os sistemas os dados coletados para a concentragao de nitrito diferiram
significativamente da distribuicdo normal com p < 0,01 pelo teste de Shapiro Wilk que é
mais robusto para amostra pequenas (n < 50) do que o teste de Kolmogorov-
Smirnov.Com relagdo ao teste de Kolmorov-Sminorv todos os sistemas, a excegdao do
Ni_ChoB, também apresentaram distribuicdo diferente da normalcomp<0,0leouap

< 0,05.

Dessa maneira, com relagdo ao aumento na concentrac¢ao de nitrato tem-se:

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Estatistica Df Sig. Estatistica df Sig.
Na_ParA ,206 50 ,000 ,806 50 ,000
Na_ParB ,249 50 ,000 ,793 50 ,000
Na_AnF1A ,257 50 ,000 776 50 ,000
Na_AnF1B ,343 50 ,000 ,580 50 ,000
Na_FaF1A ,349 50 ,000 ,624 50 ,000
Na_FaF1B 241 50 ,000 , 765 50 ,000
Na_FaF2A ,269 50 ,000 ,693 50 ,000
Na_FaF2B ,264 50 ,000 ,790 50 ,000
Na_UaF2A ,259 50 ,000 ,823 50 ,000
Na_UaF2B 273 50 ,000 178 50 ,000
Na_ChoA ,200 50 ,000 ,788 50 ,000
&ChoB ,183 50 ,000 ,872 50 ,000

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

Para todos os sistemas os dados coletados para a concentracdo de nitrato diferiram
significativamente da distribuicdo normal com p < 0,01 tanto pelo teste de Shapiro Wilk

qguanto o teste de Kolmogorov-Smirnov.



Com relacdao a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene tem-se:

Entre o par ParA e ParB

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amoénia Com base em média 1,855 1 98 176
Com base em mediana 751 1 98 ,388
S:nT dﬁisjjs'i;;"ed'a"a e 751 1| 83264 389
Com base em média
aparada 1,499 1 98 224
Nitrito Com base em média 191 1 98 ,663
Com base em mediana ,166 1 98 ,685
CC;T dbf‘fjj Setgzig’ed'a”a e 166 1| 96701 685
g;’::al;?e em media A7 1 98 680
Nitrato Com base em média 027 1 98 ,869
Com base em mediana ,138 1 98 711
Com base em mediana e
com df ajustado ,138 1 97,634 711
gg;azzse em media 032 1 98 859
Entre o par AnF1A e AnF1B
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amodnia Com base em média 1,120 1 98 292
Com base em mediana 975 1 98 ,326
Com base em mediana e
com df ajustado 975 1 93122 326
Com base em média
aparada 1,020 1 98 315
Nitrito Com base em média 128 1 98 721
Com base em mediana 459 1 98 ,500
Com base em mediana e
com df ajustado 459 1 83,418 ,500
Com base em média
aparada 204 1 98 652
Nitrato Com base em média 4,084 1 98 ,046
Com base em mediana 2,862 1 98 ,094
g;:‘ dﬁzsjjs‘i;;"ed'a”a © 2,862 1| 96,748 094
Com base em média
aparada 5,096 1 98 ,026




Entre o par FaF1A e FaF1B

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amoénia  Com base em média 5915 1 98 ,017
Com base em mediana 4,636 1 98 ,034
Com base em mediana e
com df ajustado 4,636 1 95,171 ,034
Com base em média
aparada 5,808 1 98 ,018
Nitrito Com base em média 580 1 98 448
Com base em mediana ,200 1 98 ,656
Com base em mediana e
com df ajustado 200 1 91,026 656
Com base em média
aparada 512 1 98 476
Nitrato Com base em média ,030 1 98 ,864
Com base em mediana ,199 1 98 ,656
Com base em mediana e 1 1 267
com df ajustado 199 93.26 656
Com base em média 002 1 98 967
aparada ’ ’
Entre o par FaF2A e FaF2B
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amoénia Com base em média 116 98 734
Com base em mediana ,023 98 ,881
Com base em mediana e 02 96.248 881
com df ajustado 023 ’ ’
Com base em média
aparada ,054 98 817
Nitrito Com base em média ,002 98 ,967
Com base em mediana ,073 98 787
Com base em mediana e 7 7932 287
com df ajustado 073 97,93 78
Com base em média 001 08 972
aparada ’ ’
Nitrato Com base em meédia 2,811 98 ,097
Com base em mediana 1,487 98 ,226
Com base em mediana e
com df ajustado 1.487 95,767 226
Com base em média 2859 98 094
aparada ’ ’




Entre o par UaF2A e UaF2B

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amodnia  Com base em média 017 1 98 ,895
Com base em mediana ,070 1 98 ;791
Com base em mediana e
com df ajustado 070 1 93,745 791
Com base em média
aparada ,007 1 98 ,935
Nitrito Com base em média 2,143 1 98 146
Com base em mediana 320 1 98 573
S;r:] dbfa:jf S?;"d;"ed'a”a ° 320 1| 85252 573
Com base em média
aparada 1,347 1 98 249
Nitrato Com base em média 17,559 1 98 ,000
Com base em mediana 6,870 1 98 ,010
Com base em mediana e
com df ajustado 6,870 1 67,017 ,011
acggfat;ise em media 14,226 1 98 000
Entre o par ChoA e ChoB
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
Amodnia Com base em média 8,717 98 ,004
Com base em mediana 7,056 98 ,009
m m median
c?(;)m dbfe;Ss?ado ediana e 7,056 75435 010
Com base em média
aparada 7977 98 ,006
Nitrito Com base em média 1,256 98 ,265
Com base em mediana 1,322 98 253
Com base em mediana e
com df ajustado 1322 97,357 253
Sg;azzse em media 1,333 08 251
Nitrato Com base em média 2,759 98 ,100
Com base em mediana 1,844 98 178
Com base em mediana e
com df ajustado 1.844 95,433 178
f;’;?aﬂise em media 2,687 98 104




COMPARAGAO ENTRE OS SISTEMAS A E B DURANTE A ETAPA 2

Os dados obtidos de conversao das formas nitrogenadas presentes na amostras, ao longo dos
tempos de cada teste e também com o niumero do teste, que ird refletir numa varidvel tempo,
visto que o teste sucessor ao anterior representa maior tempo que a biomassa encontra-se
dentro do sistema e com isso maior aclimatacdo e enriquecimento dos grupos de micro-
organismos que melhor se desenvolveram dadas as condi¢bes estabelecidas, sdo considerados
ndo paramétricos visto que ndo correspondem aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade. A ndo normalidade e homogeneidade dos dados eram esperados dado as
caracteristicas das informag¢Oes coletadas, visto que, a conversdo das formas nitrogenadas
dependia das densidades dos grupos de micro-organismos presentes nos indculos bem como
das concentragGes dos substratos limitantes e das concentracdes de substancias inibitérias a
cada grupo de micro-organismos. Dessa maneira torna-se necessario a ado¢do de testes nao

paramétricos para interpretacdo dos resultados obtidos.

Comparacdo entre os sistemas A e B de cada indculo da etapa 2 para verificar se os mesmos
continuaram a agir como duplicatas na conversdao dos compostos nitrogenados. Para tanto
realizou-se testes de hipoteses, sendo HO = F (Sistema A) = F(Sistema B); H1 = F(Sistema A) #

F(Sistema B);

Nesse teste ndo existe uma previsdao de qual sistema apresentou maior ou menor conversao,
entdo considera-se apenas a igualdade e desigualdade entre os valores lidos de conversdo para

amonia, nitrito e nitrato e, portanto, busca-se uma analise bilateral.

Para esse teste os sistemas foram considerados como varidveis dependentes, visto que as
mesmas estavam sendo avaliadas para checar a igualdade ou nao, ou seja considerou elas como

emparelhadas, como se fossem provenientes de um Unico sistema.
Nesse caso utilizou-se o teste dos postos com sinais de Wilcoxon.

Nesse teste calcula-se a diferenca entre as observacGes de cada amostra (teste e tempo) das
duas variaveis dependentes, nesse caso sistema A e sistema B, e depois essas diferencas sdo
transformadas em postos, mas o sinal da diferenga (se positiva ou negativa) é atribuido a cada
posto. Ao final separa-se os postos com sinais negativos e positivos, e obtém-se a soma dos
postos com mesmos sinais. A estatistica desse teste (T) é utilizar o menor dos dois valores

obtidos na soma dos postos com sinais diferentes (que sera o valor T).



A significancia do teste é obtida com o célculo da média T e do erro padrdo do teste (EP7) do

teste para cdlculo de Z, de acordo com as equacgdes:

- nn+1
~_ 1)
4
nn+1)2n+1)
EPT: 24
,_T-T
~ EP;

1) Dessa maneira tem-se para as conversdes de amonia para os sistemas A e B:

Para os sistemas com indculo proveniente da Lago Paranoa de Brasilia (Par), as reducées
nas concentracdes de amodnia, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo do
conjunto de teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de ParA
(Média = 0,300; Mediana = 0,232) do que para o sistema denominado de ParB (Média = 0,274;
Mediana =0,256), com T=447,0e Z=-1,839 p < 0,05. Dessa maneira, esses sistemas A e B com

relacdo a reducdo de amdnia ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para os sistemas com indculo proveniente da Lagoa Anaerdbia do Frigorifico 1 (AnF1),
as redugdes nas concentragdes de amonia, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao
longo do conjunto de teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de
AnF1A (Média = 0,248; Mediana = 0,23) do que para o sistema denominado de AnF1B (Média =
0,195; Mediana =0,171), com T=267,0e Z=-3,577 p < 0,01. Dessa maneira, esses sistemas A e

B com relagdo a redugdo de amdnia ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para os sistemas com indculo proveniente da Lagoa Facultativa do Frigorifico 1 (FaF1),
as redugdes nas concentracdes de amonia, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao
longo do conjunto de teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de
FaF1A (Média = 0,359; Mediana = 0,293) do que para o sistema denominado de FaF1B (Média =
0,261; Mediana = 0,208), com T =299,5 e Z=-3,263 p < 0,01. Dessa maneira, esses sistemas A e

B com relac¢do a reducdo de amdnia ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para os sistemas com indculo proveniente da Lagoa de Acumula¢do de Chorume do
Aterro Controlado Jockey Club, de Brasilia (Cho), as redugGes nas concentragdes de amonia, ao
longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo do conjunto de teste, foram
significativamente mais altas para o sistema denominado de ChoB (Média = 0,326; Mediana =

0,341) do que para o sistema denominado de ChoA (Média = 0,257; Mediana =0,228), com T =



264,0eZ=-3,606 p<0,01. Dessa maneira, esses sistemas A e B com relacdo a reducao de amoénia

nao podem ser utilizados como duplicatas.

Para todos os demais pares de sistemas, com relacdo a reducdo de amonia, FaF2A e

FaF2B; UaF2A e UaF2B, ndo diferiram entre si quando comparados aplicando o teste dos postos

com sinais de Wilcoxon, utilizando p < 0,05 (Os resultados dos testes podem ser verificados no

Apéndice | — Resultados dos Testes Estatisticos).

Estatisticas descritivas

Percentis

Média Erro Desvio | Minimo Maximo 250. 50° (Mediana) 75°
Am_ParA 50 ,30058 ,233764 ,013 ,860 ,09275 ,23250 ,46350
Am_AnF1A 50 ,24892 ,151988 ,022 ,606 ,14200 ,23000 ,32700
Am_FaF1A 50 ,35900 267474 -,010 ,899 ,14125 ,29300 ,51800
Am_FaF2A 50 ,28872 ,243593 -,123 ,845 ,10975 ,20850 ,51400
Am_UaF2A 50 ,29256 ,316311 ,006 1,048 ,07525 ,18300 ,34475
Am_ChoA 50 ,25758 ,195518 ,015 ,735 ,09575 ,22850 ,37425
Am_ParB 50 ,27418 ,190449 ,001 ,700 ,09650 ,25650 ,38900
Am_AnF1B 50 ,19570 ,123512 ,005 ,483 ,11325 ,17050 ,28225
Am_FaF1B 50 ,26076 ,203511 -,001 677 ,08950 ,20800 ,42625
Am_FaF2B 50 , 30874 ,263279 ,010 1,124 ,11400 ,22050 ,53650
Am_UaF2B 50 31474 ,284831 ,004 ,949 ,07900 ,20150 ,57700
Am=ChoB 50 ,39528 ,326492 ,006 1,199 ,14225 ,34100 ,63100

Teste de Classificagcbes Assinadas por Wilcoxon
Classificagcdes
Postos de Soma de
média Classificacdes

Am_ParB - Am_ParA Classificagcbes Negativas 322 25,88 828,00

Classificagbes Positivas 18 24,83 447,00

Vinculos 0°

Total 50
Am_AnF1B - Am_AnF1A Classificacdes Negativas 32d 31,50 1008,00

Classificag6es Positivas 18¢ 14,83 267,00

Vinculos of

Total 50




Am_FaF1B - Am_FaF1A Classificacdes Negativas 329 30,48 975,50
Classificagdes Positivas 18h 16,64 299,50
Vinculos 0
Total 50

Am_FaF2B - Am_FaF2A Classificagcbes Negativas 34i 22,44 763,00
Classificagbes Positivas 16k 32,00 512,00
Vinculos 0
Total 50

Am_UaF2B - Am_UaF2A  Classificacdes Negativas 32m 22,14 708,50
Classificagbes Positivas 18" 31,47 566,50
Vinculos 0°
Total 50

Am_ChoB - Am_ChoA Classificacdes Negativas 16pP 16,50 264,00
Classificagdes Positivas 344 29,74 1011,00
Vinculos o
Total 50

a. Am_ParB < Am_ParA

b. Am_ParB > Am_ParA

c. Am_ParB = Am_ParA

d. Am_AnF1B < Am_AnF1A

e. Am_AnF1B > Am_AnFl1A

f. Am_AnF1B = Am_AnF1A

g. Am_FaF1B < Am_FaF1A

h. Am_FaF1B > Am_FaF1A

i. Am_FaF1B = Am_FaF1A

j- Am_FaF2B < Am_FaF2A

k. Am_FaF2B > Am_FaF2A

I. Am_FaF2B = Am_FaF2A

m. Am_UaF2B < Am_UaF2A

n. Am_UaF2B > Am_UaF2A

0. Am_UaF2B = Am_UaF2A

p. Am_ChoB < Am_ChoA

g. Am_ChoB > Am_ChoA

r. Am_ChoB = Am_ChoA

Estatisticas de teste?
Am_ParB - [ Am_AnF1B - | Am_FaF1B - | Am_FaF2B - | Am_UaF2B - | Am_ChoB -
Am_ParA Am_AnF1A | Am FaFl1A | Am_FaF2A | Am _UaF2A | Am_ChoA

z -1,839° -3,577° -3,263° -1,212° -,685° -3,606°

Significancia Sig. (2

extremidades) ,066 ,000 ,001 ,226 ,493 ,000




Sig exata (2
) ,066 ,000 ,001 ,229 ,498 ,000
extremidades)
Sig exata (1
g ( . ,000 ,000 114 ,249 ,000
extremidade)
Probabilidade de ponto ,000 ,000 ,000 ,001 ,002 ,000

a. Teste de ClassificagGes Assinadas por Wilcoxon
b. Com base em postos positivos.

c. Com base em postos negativos.

2) Dessa maneira tem-se para as conversoes de nitrito para os sistema A e B:

Para os sistemas com indculo proveniente da Lagoa Anaerdbia do Frigorifico 1 (AnF1), as
reducdes nas concentracdes de nitrito, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo
do conjunto de teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de AnF1A
(Média = 0,459; Mediana =0,379) do que para o sistema denominado de AnF1B (Média = 0,298;
Mediana =0,111), com T=201,5e Z=-3,965 p < 0,01. Dessa maneira, esses sistemas A e B com

relacdo a reducdo de nitrito ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para os sistemas com indculo proveniente da Lagoa Facultativa do Frigorifico 1 (FaF1), as
reducBes nas concentragdes de nitrito, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo
do conjunto de teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de FaF1B
(Média = 0,449; Mediana = 0,349) do que para o sistema denominado de FaF1A (Média = 0,404;
Mediana =0,241), com T =456,5e Z=-1,747 p < 0,05. Dessa maneira, esses sistemas A e B com

relacdo a reducdo de nitrito ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para os sistemas com indculo proveniente do Reator Uasb do Frigorifico 2(UaF2), as redugbes
nas concentracdes de nitrito, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo do conjunto
de teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de UaF2B (Média =
0,356; Mediana =0,279) do que para o sistema denominado de UaF2A (Média = 0,311; Mediana
=0,136), com T=376,0e Z=-2,525 p < 0,01. Dessa maneira, esses sistemas A e B com relacdo

a reducdo de nitrito ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para todos os demais pares de sistemas, com relagao a reducdo de nitrito, PaA e PaB; FaF2A e

FaF2B; ChoA e ChoB, nao diferiram entre si quando comparados aplicando o teste dos postos




com sinais de Wilcoxon, utilizando p < 0,05 (Os resultados dos testes podem ser verificados no

Apéndice | — Resultados dos Testes Estatisticos).

Estatisticas descritivas

Percentis
N Média Erro Desvio [ Minimo Maximo 250. 50° (Mediana) 75°
Ni_ParA 50 ,40216 ,310076 ,030 1,040 , 10925 ,40050 ,51375
Ni_AnF1A 50 ,45864 ,359754 ,000 1,062 ,15000 ,37850 , 78925
Ni_FaF1A 50 ,40354 ,389756 -,038 1,047 ,06275 ,24100 ,79350
Ni_FaF2A 50 ,35596 ,345140 -,047 1,218 ,07750 ,29850 ,49925
Ni_UaF2A 50 ,31134 ,353124 ,004 1,354 ,06550 ,13650 ,44025
Ni_ChoA 50 ,46548 ,302471 -,008 1,065 ,23675 ,41000 ,78500
Ni_ParB 50 ,40948 ,309168 ,009 ,990 ,13475 ,38450 ,61875
Ni_AnF1B 50 ,29824 ,363992 -,065 1,028 ,02450 ,11100 ,52925
Ni_FaF1B 50 ,44920 ,356255 -,020 1,057 ,09950 ,34950 ,78125
Ni_FaF2B 50 ,44786 ,318491 ,014 1,066 ,24425 ,33950 ,66050
Ni_UaF2B 50 ,35582 ,286394 ,015 1,150 ,14475 ,27950 ,44225
N_i_ChoB 50 ,52582 ,333138 ,005 1,031 ,20425 ,50250 ,85250
Classificagdes
Postos de Soma de
N média Classificacoes
Ni_ParB - Ni_ParA Classifica¢cdes Negativas 282 22,18 621,00
Classifica¢des Positivas 22 29,73 654,00
Vinculos o°
Total 50
Ni_AnF1B - Ni_ AnF1A Classificacdes Negativas 38d 25,64 974,50
Classificagdes Positivas 108 20,15 201,50
Vinculos 2f
Total 50
Ni_FaF1B - Ni_FaF1A Classifica¢cdes Negativas 229 20,75 456,50
Classifica¢des Positivas 2gh 29,23 818,50
Vinculos o]
Total 50
Ni_FaF2B - Ni_FaF2A Classifica¢cdes Negativas 20i 23,43 468,50
ClassificagGes Positivas 30K 26,88 806,50
Vinculos 0'
Total 50
Ni UaF2B - Ni UaF2A Classificagcdes Negativas 14m 26,86 376,00




Classificacdes Positivas 36" 24,97 899,00
Vinculos 0°
Total 50
Ni_ChoB - Ni_ChoA Classificagcdes Negativas 26P 19,94 518,50
Classifica¢des Positivas 2449 31,52 756,50
Vinculos o
Total 50
a. Ni_ParB < Ni_ParA
b. Ni_ParB > Ni_ParA
c. Ni_ParB = Ni_ParA
d. Ni_AnF1B < Ni_AnF1A
e. Ni_AnF1B > Ni_AnF1A
f. Ni_AnF1B = Ni_AnF1A
g. Ni_FaF1B < Ni_FaF1A
h. Ni_FaF1B > Ni_FaF1A
i. Ni_FaF1B = Ni_FaF1A
j. Ni_FaF2B < Ni_FaF2A
k. Ni_FaF2B > Ni_FaF2A
l. Ni_FaF2B = Ni_FaF2A
m. Ni_UaF2B < Ni_UaF2A
n. Ni_UaF2B > Ni_UaF2A
0. Ni_UaF2B = Ni_UaF2A
p. Ni_ChoB < Ni_ChoA
g. Ni_ChoB > Ni_ChoA
r. Ni_ChoB = Ni_ChoA
Estatisticas de teste?
Ni_ParB- | Ni_AnF1B- | Ni_FaF1B- | Ni_FaF2B- | Ni_UaF2B - [ Ni_ChoB -
Ni_ParA Ni_ AnF1A Ni_ FaF1A Ni_ FaF2A Ni_UaF2A Ni_ ChoA
z -,159° -3,965¢ -1,747° -1,631° -2,525 -1,149°
Significancia Sig. (2
extremidades) ,873 ,000 ,081 ,103 ,012 ,251
Sig exata (2
extremidades) ,876 ,000 ,081 ,104 ,011 ,254
Sig exata (1
extremidade) ,438 ,000 ,040 ,052 ,005 ,127
Probabilidade de ,002 ,000 ,000 ,001 ,000 ,001
ponto

a. Teste de Classifica¢gdes Assinadas por Wilcoxon

b. Com base em postos negativos.

c. Com base em postos positivos.




3) Dessa maneira tem-se para as conversoes de nitrato para os sistemas A e B:

Para os sistemas com indculo proveniente da Lagoa Anaerdbia do Frigorifico 1 (AnF1),

as produgdes de nitrato, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo do conjunto de

teste, foram significativamente mais altas para o sistema denominado de AnF1A (Média = 0,365;

Mediana = 0,163) do que para o sistema denominado de AnF1B (Média = 0,190; Mediana =

0,013), com T=252,0e Z=-3,586 p < 0,01. Dessa maneira, esses sistemas A e B com relacdo a

formacao de nitrato ndo podem ser utilizados como duplicatas.

Para todos os demais pares de sistemas, com relacdo a producdo de nitrato, PaA e PaB;

FaF1A e FaF1; FaF2A e FaF2B; UaF2A e UaF2B; ChoA e ChoB, ndo diferiram entre si quando

comparados aplicando o teste dos postos com sinais de Wilcoxon, utilizando p < 0,05 (Os

resultados dos testes podem ser verificados no Apéndice | — Resultados dos Testes Estatisticos).

Estatisticas descritivas

Percentis

Média Erro Desvio Minimo Maximo 250. 50° (Mediana) 75°
Na_ParA 50 ,30448 , 341393 -,027 1,121 ,05175 ,18900 45750
Na_AnF1A 50 ,36572 , 392693 -,013 1,023 ,06925 ,16300 ,86850
Na_FaF1A 50 ,23000 , 387236 -,012 1,102 ,00150 ,02000 ,22100
Na_FaF2A 50 ,20142 ,304359 -,077 1,119 ,03175 ,07050 ,24925
Na_UaF2A 50 ,01450 ,024215 -,049 ,075 ,00450 ,01000 ,01625
Na_ChoA 50 ,27520 ,305350 -,001 1,017 ,04225 ,13050 ,36075
Na_ParB 50 ,30112 ,324668 -,010 1,067 ,07200 ,14850 ,42625
Na_AnF1B 50 ,19040 ,363872 -,046 1,150 ,00175 ,01300 ,12600
Na_FaF1B 50 ,28736 , 365754 -,007 1,170 ,02500 , 13450 45375
Na_FaF2B 50 ,26412 377476 -,242 1,145 ,04000 ,09800 ,34025
Na_UaF2B 50 ,02554 ,051688 -,026 ,162 -,00275 ,00450 ,03475

| Na_ChoB 50 ,33286 ,339992 -,049 1,037 ,02175 ,21700 ,59375
Classificagdes
Postos de Soma de
N média Classificactes

Na_ParB - Na_ParA Classificacdes Negativas 222 28,14 619,00

Classificagdes Positivas 28b 23,43 656,00

Vinculos 0°

Total 50




Na_AnF1B - Na_AnF1A Classificacdes Negativas 38d 25,61 973,00
Classificag6es Positivas 11¢ 22,91 252,00
Vinculos 1f
Total 50

Na_FaF1B - Na_FaF1A Classificagcbes Negativas 249 18,92 454,00
Classificagbes Positivas 24h 30,08 722,00
Vinculos 2
Total 50

Na_FaF2B - Na_FaF2A Classificagc6es Negativas 26 22,06 573,50
Classificagbes Positivas 24k 29,23 701,50
Vinculos 0
Total 50

Na_UaF2B - Na_UaF2A Classificacdes Negativas 27m 21,28 574,50
Classificac6es Positivas 22" 29,57 650,50
Vinculos 1°
Total 50

Na_ChoB - Na_ChoA Classificacdes Negativas 22¢ 22,50 495,00
Classificagbes Positivas 284 27,86 780,00
Vinculos o
Total 50

a. Na_ParB < Na_ParA

. Na_ParB > Na_ParA

c. Na_ParB = Na_ParA

d. Na_AnF1B < Na_AnF1A
e

f.

(o

.Na_AnF1B > Na_AnF1A

Na_AnF1B = Na_AnF1A
g. Na_FaF1B < Na_FaF1A
h. Na_FaF1B > Na_FaF1A
i. Na_FaF1B = Na_FaFl1A
j- Na_FaF2B < Na_FaF2A
k. Na_FaF2B > Na_FaF2A
I. Na_FaF2B = Na_FaF2A
m. Na_UaF2B < Na_UaF2A
n. Na_UaF2B > Na_UaF2A
0. Na_UaF2B = Na_UaF2A
p. Na_ChoB < Na_ChoA
g. Na_ChoB > Na_ChoA
r. Na_ChoB = Na_ChoA




Estatisticas de teste?

Na_ParB - | Na_AnF1B - | Na_FaF1B - | Na_FaF2B - | Na_UaF2B - | Na_ChoB -
Na ParA Na AnF1A [ Na FaFl1A | Na FaF2A | Na UaF2A Na ChoA
z -,179° -3,586¢ -1,375° -,618° -,378P -1,376°
Significancia Sig. (2
) ,858 ,000 ,169 ,537 ,705 ,169
extremidades)
Sig exata (2
,861 ,000 172 ,541 ,710 171
extremidades)
Sig exata (1
) 431 ,000 ,086 271 ,355 ,086
extremidade)
Probabilidade de
,002 ,000 ,001 ,002 ,002 ,001
ponto

a. Teste de Classificagdes Assinadas por Wilcoxon

b. Com base em postos negativos.

c. Com base em postos positivos.

A tabela XX, apresenta os resultados sintetizados com relacdo as conversdes ocorridas nas

formas nitrogenadas dos sistemas operados com o mesmo tipo de inéculo, com a finalidade de

avaliar se os sistemas permaneciam como representantes de duplicatas. O teste aplicado foi o

dos postos com sinais de Wilcoxon.

Sistema Amonia Nitrito Nitrato Representam
duplicatas
ParA N3o Sim Sim Nao
ParB Nao Sim Sim Nao
AnF1A N3o Nao Nao Nao
AnF1B Nao Nao Nao Nao
FaF1A Nao Nao Sim Nao
FaF1B Nao Nao Sim Nao
FaF2A Sim Sim Sim Sim
FaF2B Sim Sim Sim Sim
UaF2A Sim Nao Sim Nao
UaF2B Sim Nao Sim Nao
ChoA Ndo Sim Sim Ndo
ChoB Nao Sim Sim Nao

Acrescentar comentadrios do Livro sobre organizagdo dos sistemas bioldgicos




OUTRA FORMA EM QUE FORAM TESTADOS A NORMALIDADE E HOMOGENEIDADE DOS
DADOS DA DUPLICATAS.

Lembrando que para esses testes foram utilizados os dados brutos de reducdo de aménia e
nitrito e acréscimo de nitrato em mM, obtidas pela diferenca entre os tempos de coleta de
amostras dentro de cada batelada. Dessa maneira, como os intervalos de tempo se configuram
como varidveis interferindo nas concentra¢des dos ions em andlise, fez também uma avaliacao

da distribuicdao normal e homogeneidade entre as duplicatas considerando esse fator.

Numa segunda andlise utilizou-se a comparacdo de normalidade e homogeneidade
considerando-se o comportamento dos ions (amoénia, nitrito, nitrato) obtidas para cada
intervalo de tempo dado o inicio de cada bateladas, sendo eles (TO_T1 <> 0_24 horas; T1 T2 &
24 48 horas; T1 T2 <> 0_48 horas; T2_T3 <> 48 72 horas; TO_T3 < 0_72 horas), consistindo
em 10 bateladas para cada sistema componente da duplicata (A e B). A homogeneidade foi
avaliada usando a comparacdo da variancia de um dado ion, se igual ou diferente entre os
sistemas A e B, mas tendo a observancia de analisar se a variancia dentro de cada intervalo foi

homogénea ou heterogénea para cada sistema componente da duplicata.

Sistemas Par A e ParB

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amoénia ParA 253 10 ,068 ,818 10 ,024
ParB ,292 10 ,015 744 10 ,003
TO_T2 Amoénia ParA 273 10 ,033 759 10 ,005
ParB ,153 10 ,200* ,940 10 ,553
TO_T3 Amoénia  ParA ,255 10 ,064 827 10 ,031
ParB 225 10 ,166 ,926 10 408
T1_T2 Amonia  ParA 311 10 ,007 ,798 10 ,014
ParB ,200 10 ,200* ,918 10 ,338
T2_T3 Amonia  ParA 314 10 ,006 ,682 10 ,001
ParB ,386 10 ,000 ,684 10 ,001

*.Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors



Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amoédnia Com base em média ,004 1 18 ,948
Com base em mediana ,018 1 18 ,896
g;’r:‘ dbfzsjj Sﬁ;?ed'a”a © 018 1| 16548 896
Com base em média
aparada ,001 1 18 ,970
TO_T2 Aménia Com base em média 5,137 1 18 ,036
Com base em mediana ,889 1 18 ,358
Com base em mediana e
com df ajustado ,889 1 13,860 ,362
Com base em média
aparada 4,906 1 18 ,040
TO_T3 Amoédnia Com base em média 8,108 1 18 ,011
Com base em mediana 2,345 1 18 ,143
Com base em mediana e
com df ajustado 2,345 1 15,162 ,146
g;;;azaase em media 8,197 1 18 010
T1_T2 Amoédnia Com base em média 2,365 1 18 141
Com base em mediana ,349 1 18 ,562
g;’mm dbfisjj Sﬁ;?ed'a"a © 349 1| 14917 564
Com base em média
aparada 2177 1 18 157
T2_T3 Amoédnia Com base em média 237 1 18 632
Com base em mediana ,047 1 18 ,831
Com base em mediana e
com df ajustado ,047 1 17,919 ,831
Com base em média
aparada 175 1 18 ,680
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  ParA ,309 10 ,008 ,745 10 ,003
ParB 273 10 ,033 ,844 10 ,050
TO_T2 Nitrito  ParA 214 10 200" ,868 10 ,094
ParB 216 10 200 ,895 10 ,193
TO_T3 Nitrito  ParA ,328 10 ,003 ,758 10 ,004
ParB ,309 10 ,007 ,808 10 ,018
T1_T2 Nitrito  ParA 252 10 ,071 ,856 10 ,068
ParB 222 10 A75 ,832 10 ,036
T2_T3 Nitrito  ParA ,206 10 200" 897 10 ,205
ParB ,329 10 ,003 ,803 10 ,016

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagao de Significancia de Lilliefors




Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de

Tem Do Levene df1 df2 Slg
TO_T1 Nitrito Com base em média 1,020 1 18 ,326

Com base em mediana 223 1 18 ,643

Com base em mediana e

com df ajustado 223 1 17,094 ,643

Com base em média

aparada ,896 1 18 ,356
TO T2 Nitrito Com base em média 415 1 18 528

Com base em mediana 497 1 18 490

Com base em mediana e

com df ajustado 497 1 17,472 490

Com base em média

aparada 420 1 18 ,525
TO_T3 Nitrito Com base em média 7,638 1 18 ,013

Com base em mediana ,604 1 18 447

Com base em mediana e

com df ajustado ,604 1 15,822 449

Com base em média

aparada 6,864 1 18 ,017
T1_T2 Nitrito Com base em média 16,988 1 18 ,001

Com base em mediana 4743 1 18 ,043

Com base em mediana e

com df ajustado 4,743 1 11,776 ,051

Com base em média

aparada 16,358 1 18 ,001
T2 T3 Nitrito Com base em média ,016 1 18 ,901

Com base em mediana ,004 1 18 ,951

Com base em mediana e

com df ajustado 004 1 16,151 951

Com base em média

aparada ,002 1 18 ,965

Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato ParA ,297 10 ,013 ,743 10 ,003

ParB 408 10 ,000 ,654 10 ,000
TO_T2 Nitrato  ParA 272 10 ,034 ,802 10 ,015

ParB ,281 10 ,024 , 760 10 ,005
TO_T3 Nitrato ParA 253 10 ,070 ,816 10 ,023

ParB 222 10 AT77 ,858 10 ,072
T1_T2 Nitrato  ParA 205 10 200" 849 10 ,056

ParB 274 10 ,032 ,834 10 ,037
T2_T3 Nitrato ParA ,333 10 ,002 ,760 10 ,005

ParB ,307 10 ,008 817 10 ,023

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors




Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de

Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média ,684 18 419
Com base em mediana ,082 18 778
Com base em mediana e
com df ajustado 082 16,751 779
Com base em média 49 18 23
aparada 425 o
TO_T2 Nitrato Com base em média 485 18 495
Com base em mediana 71 18 ,684
Com base em mediana e 171 1 4
com df ajustado A7 7,673 68
Com base em média 458 18 507
aparada ’ ’
TO_T3 Nitrato Com base em média 1,368 18 257
Com base em mediana ,288 18 ,598
Com base em mediana e
com df ajustado 288 16,085 599
Com base em média 1357 18 259
aparada 35 25
T1_T2 Nitrato Com base em média 10,026 18 ,005
Com base em mediana 4,643 18 ,045
Com base em mediana e
com df ajustado 4,643 12,315 052
Com base em média 9,200 18 007
aparada ’ ’
T2 T3 Nitrato Com base em média ,365 18 ,553
Com base em mediana ,095 18 ,761
Com base em mediana e
com df ajustado 095 17,975 761
Comb adi
om base em média 341 18 567

aparada




SISTEMA AnF1A e AnF1B

Testes de Normalidade

Kolmogorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amoénia AnF1A ,209 10 200" ,869 10 ,097
AnF1B ,189 10 ,200* 873 10 ,108
TO_T2 Amoénia AnF1A ,105 10 ,200* ,967 10 ,857
AnF1B ,230 10 ,143 827 10 ,031
TO_T3 Amoénia AnF1A ,209 10 ,200* ,902 10 228
AnF1B 274 10 ,032 827 10 ,031
T1_T2 Amoénia AnF1A ,205 10 ,200* ,890 10 ,170
AnF1B ,236 10 121 ,861 10 ,078
T2_T3 Amoénia AnF1A 317 10 ,005 ,826 10 ,030
AnF1B 170 10 ,200* 878 10 122
*.Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amoénia Com base em média 1,899 1 18 ,185
Com base em mediana 1,894 1 18 ,186
S: o dbf?jj;;;"ed'a”a © 1894 1| 17,923 186
Com base em média
aparada 1,895 1 18 ,186
TO_T2 Amoénia Com base em média ,609 1 18 445
Com base em mediana ,162 1 18 ,692
Com base em mediana e
com df ajustado ,162 1 17,944 ,692
:s;?azzse em media 583 1 18 455
TO_T3 Amoénia Com base em média ,005 1 18 ,943
Com base em mediana ,091 1 18 ,766
Com base em mediana e
com df ajustado 091 1 17,509 766
Com base em média
aparada ,005 1 18 ,942
T1_T2 Aménia Com base em média 584 1 18 455
Com base em mediana ,308 1 18 ,586
omb m median
Som dfa;jjse:ado dana e 308 L 17,923 586
Com base em média
aparada ,638 1 18 435
T2_T3 Aménia Com base em média 26,735 1 18 ,000
Com base em mediana 3,815 1 18 ,067
Com base em mediana e
com df ajustado 3,815 1 10,277 ,079
gg;?;:;se em media 24,459 1 18 000




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  AnF1A ,359 10 ,001 , 735 10 ,002
AnF1B ,299 10 ,012 ,740 10 ,003
TO_T2 Nitrito AnF1A 163 10 ,200* ,909 10 276
AnF1B 312 10 ,007 787 10 ,010
TO_T3 Nitrito  AnF1A 297 10 ,012 ,804 10 ,016
AnF1B 234 10 ,129 ,867 10 ,092
T1_T2 Nitrito AnF1A ,353 10 ,001 743 10 ,003
AnF1B 378 10 ,000 ,679 10 ,000
T2_T3 Nitrito AnF1A 253 10 ,068 813 10 ,021
AnF1B 245 10 ,090 ,823 10 ,028
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito Com base em média 119 1 18 734
Com base em mediana ,014 1 18 ,908
Com base em mediana e
com df ajustado ,014 1 17,936 ,908
gs::azzse em media 128 1 18 725
TO_T2 Nitrito Com base em média 1,852 1 18 ,190
Com base em mediana 243 1 18 ,628
Com base em mediana e
com df ajustado 243 1 12,337 630
Com base em média
aparada 1,626 1 18 219
TO_T3 Nitrito Com base em média 5,703 1 18 ,028
Com base em mediana 3,984 1 18 ,061
Com base em mediana e
com df ajustado 3,984 1 17,962 ,061
gsamrazzse em media 5,860 1 18 026
T1_T2 Nitrito Com base em média 11,889 1 18 ,003
Com base em mediana 1,839 1 18 ,192
f;;"dﬁaa‘jfjset;g‘ed'a"a © 1,839 1| 12256 199
Com base em média
aparada 10,668 1 18 ,004
T2_T3 Nitrito Com base em média ,002 1 18 ,969
Com base em mediana ,008 1 18 ,931
Com base em mediana e
com df ajustado ,008 1 17,971 ,931
g;’;?azzse em media 002 1 18 963




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato AnF1A 337 10 ,002 ,749 10 ,003
AnF1B 430 10 ,000 ,563 10 ,000
TO_T2 Nitrato AnF1A 241 10 ,105 ,806 10 ,017
AnF1B 418 10 ,000 573 10 ,000
TO_T3 Nitrato  AnF1A 311 10 ,007 ,735 10 ,002
AnF1B 262 10 ,051 771 10 ,006
T1_T2 Nitrato AnF1A ,205 10 200" ,860 10 ,076
AnF1B ,303 10 ,010 742 10 ,003
T2_T3 Nitrato AnF1A 409 10 ,000 624 10 ,000
AnF1B ,383 10 ,000 ,665 10 ,000
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média ,664 1 18 426
Com base em mediana 433 1 18 519
Sg’nr:dbfzsjss‘i;g”ed'a”a © 433 1| 17,717 519
Com base em média
aparada ,846 1 18 ,370
TO_T2 Nitrato Com base em média ,007 1 18 ,932
Com base em mediana 175 1 18 ,681
Com base em mediana e
com df ajustado 175 1 13,462 682
acsg?azzse em media 011 1 18 916
TO_T3 Nitrato Com base em média ,047 1 18 ,831
Com base em mediana ,005 1 18 ,947
Sg’r:‘ dﬁfﬁ e ediana e 005 1| 17808 947
Com base em média
aparada ,061 1 18 ,808
T1_T2 Nitrato Com base em média 6,716 1 18 ,018
Com base em mediana 6,585 1 18 ,019
Com base em mediana e
com df ajustado 6,585 1 12,242 ,024
;:s;?a:‘;se em media 6,522 1 18 020
T2_T3 Nitrato Com base em média ,695 1 18 415
Com base em mediana 141 1 18 711
S:gdﬁi?jsiggned'a”a © 141 1| 16,592 712
Com base em média
aparada ,505 1 18 486




Sistemas FaF1A e FaF1B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Aménia FaF1A 183 10 200 914 10 311
FaF1B 210 10 2007 864 10 084
TO T2 Aménia FaF1A 176 10 2007 925 10 404
FaF1B 202 10 2007 876 10 117
TO_T3 Aménia FaF1A 208 10 2007 862 10 080
FaF1B 211 10 200" 866 10 090
T1_T2 Aménia FaF1A 241 10 103 839 10 043
FaF1B 193 10 2007 873 10 109
T2_ T3 Aménia FaF1A 145 10 200 928 10 432
FaF1B 168 10 2007 938 10 531

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amodnia Com base em média 713 1 18 410
Com base em mediana 456 1 18 ,508
Com base em mediana e 1 1
com df ajustado 456 7699 508
Com base em média 203 1 18 413
aparada ’ ’
TO_T2 Amoénia Com base em média ,064 1 18 ,804
Com base em mediana ,035 1 18 ,854
Com base em mediana e 035 1 14 602 855
com df ajustado ’ ’ ’
Com base em média 068 1 18 297
aparada ’ ’
TO_T3 Amonia Com base em média 512 1 18 483
Com base em mediana ,230 1 18 ,637
Com base em mediana e 230 1 12 404 640
com df ajustado 23 ’ ’
Com base em média
aparada 445 1 18 513
T1_T2 Amodnia Com base em média ,300 1 18 ,591
Com base em mediana ,029 1 18 ,866
Com base em mediana e
com df ajustado 029 1 17,970 866
Com base em média
aparada 274 1 18 ,607
T2_T3 Amodnia Com base em média 6,819 1 18 ,018
Com base em mediana 5,572 1 18 ,030
Com base em mediana e
com df ajustado 5,572 1 13,337 ,034
Com base em média 6.675 1 18 019
aparada ’ ’




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito FaF1A 314 10 ,006 ,758 10 ,005
FaF1B ,246 10 ,086 ,870 10 ,100
TO_T2 Nitrito FaF1A ,234 10 ,128 ,860 10 ,077
FaF1B ,296 10 ,013 ,769 10 ,006
TO_T3 Nitrito FaF1A ,310 10 ,007 729 10 ,002
FaF1B ,340 10 ,002 ,665 10 ,000
T1_T2 Nitrito FaF1A 247 10 ,084 ,833 10 ,037
FaF1B ,297 10 ,012 770 10 ,006
T2_T3 Nitrito FaF1A ,208 10 ,200* 817 10 ,023
FaF1B 207 10 2007 876 10 116
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito Com base em média 4,959 1 18 ,039
Com base em mediana 1,151 1 18 ,297
Com base em mediana e
com df ajustado 1,151 1 11,036 ,306
Com base em média
aparada 4,453 1 18 ,049
TO_T2 Nitrito Com base em média ,513 1 18 483
Com base em mediana 474 1 18 ,500
Com base em mediana e
com df ajustado A74 1 17,040 ,500
Com base em média
aparada ,594 1 18 451
TO_T3 Nitrito Com base em média ,035 1 18 ,853
Com base em mediana ,000 1 18 ,983
Com base em mediana e
com df ajustado ,000 1 17,515 ,983
Com base em média
aparada ,014 1 18 ,908
T1_T2 Nitrito Com base em média 1,459 1 18 ,243
Com base em mediana 334 1 18 570
Com base em mediana e
com df ajustado ,334 1 15,317 572
Com base em média
aparada 1,300 1 18 ,269
T2_T3 Nitrito Com base em média 9,350 1 18 ,007
Com base em mediana 6,666 1 18 ,019
Com base em mediana e
com df ajustado 6,666 1 9,877 ,028
Com base em média
aparada 8,654 1 18 ,009




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato  FaF1A 422 10 ,000 573 10 ,000
FaF1B 216 10 2007 852 10 062
TO_T2 Nitrato FaF1A ,346 10 ,001 ,639 10 ,000
FaF1B ,289 10 ,017 ,793 10 ,012
TO_T3 Nitrato FaF1A 243 10 ,096 ,808 10 ,018
FaF1B ,308 10 ,008 725 10 ,002
T1_T2 Nitrato FaF1A 422 10 ,000 ,621 10 ,000
FaF1B ,357 10 ,001 ,705 10 ,001
T2_T3 Nitrato FaF1A 436 10 ,000 578 10 ,000
FaF1B 312 10 ,007 673 10 ,000
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 5,532 1 18 ,030
Com base em mediana ,637 1 18 435
Com base em mediana e
com df ajustado 837 L 9,822 444
Com base em média
aparada 3,810 1 18 ,067
TO_T2 Nitrato Com base em média 488 1 18 494
Com base em mediana ,297 1 18 ,592
Com base em mediana e
com df ajustado 297 1 16,938 593
Com base em média
aparada ,631 1 18 437
TO_T3 Nitrato Com base em média 1,809 1 18 ,195
Com base em mediana 143 1 18 ,710
Com base em mediana e
com df ajustado 143 1 16,184 ;710
Com base em média
aparada 1,669 1 18 213
T1_T2 Nitrato Com base em média 111,919 1 18 ,000
Com base em mediana 5,535 1 18 ,030
Com base em mediana e
com df ajustado 5,535 1 9,441 ,042
Com base em média
aparada 91,358 1 18 ,000
T2_T3 Nitrato Com base em média 4,042 1 18 ,060
Com base em mediana ,567 1 18 461
Com base em mediana e
com df ajustado ,567 1 12,470 465
Com base em média
aparada 2,900 1 18 ,106




Sistema FaF2A e FaF2B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Aménia FaF2A 208 10 200" 875 10 113
FaF2B 181 10 2007 902 10 229
TO_T2 Aménia FaF2A ,290 10 ,017 773 10 ,007
FaF2B 234 10 ,130 ,876 10 117
TO_T3 Amoénia FaF2A ,199 10 ,200* ,882 10 ,139
FaF2B ,168 10 ,200* ,903 10 235
T1_T2 Amoénia FaF2A 252 10 ,071 ,886 10 ,153
FaF2B ,203 10 ,200* ,868 10 ,094
T2_T3 Aménia FaF2A 207 10 ,200* ,846 10 ,052
FaF2B ,339 10 ,002 ,707 10 ,001
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amodnia Com base em média 2,653 1 18 121
Com base em mediana 2,671 1 18 ,120
S:r:' dt}fjj Setgzjgned'a”a © 2,671 1| 11324 130
Com base em média
aparada 2,658 1 18 ,120
TO_T2 Amodnia Com base em média 1,839 1 18 ,192
Com base em mediana ,156 1 18 ,697
Com base em mediana e
com df ajustado ,156 1 14,276 ,698
Com base em média
aparada 1,703 1 18 ,208
TO_T3 Amoénia Com base em média ,753 1 18 397
Com base em mediana 458 1 18 ,507
Com base em mediana e
com df ajustado 458 1 14,780 ,509
Sg::azzse em media 696 1 18 415
T1_T2 Amoénia Com base em média 4,616 1 18 ,046
Com base em mediana 2,375 1 18 141
S;:‘ dbfzsjj S‘ig:j;"ed'a"a © 2,375 1| 17,024 142
Com base em média
aparada 4,357 1 18 051
T2_T3 Aménia Com base em média 1,248 1 18 279
Com base em mediana ,326 1 18 575
Com base em mediana e
com df ajustado ,326 1 12,824 578
Com base em média
aparada 823 1 18 ,376




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  FaF2A 217 10 ,200 ,850 10 ,058
FaF2B ,263 10 ,049 J77 10 ,008
TO_T2 Nitrito FaF2A ,192 10 ,200* 872 10 ,105
FaF2B 219 10 ,190 ,903 10 234
TO_T3 Nitrito FaF2A ,250 10 ,076 ,828 10 ,032
FaF2B ,304 10 ,009 ,782 10 ,009
T1_T2 Nitrito FaF2A 211 10 200" 887 10 156
FaF2B ,283 10 ,023 ,846 10 ,062
T2_T3 Nitrito  FaF2A ,262 10 ,050 847 10 ,054
FaF2B 172 10 200" 912 10 292
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito Com base em média 12,016 1 18 ,003
Com base em mediana 6,629 1 18 ,019
Com base em mediana e
com df ajustado 6,629 1 14,031 ,022
gsgazzse em media 11,737 1 18 003
TO_T2 Nitrito Com base em média 3,175 1 18 ,092
Com base em mediana 1,890 1 18 ,186
Com base em mediana e
com df ajustado 1,890 1 17,730 ,186
g;’;r‘azzse em media 3,077 1 18 096
TO_T3 Nitrito Com base em média 8,228 1 18 ,010
Com base em mediana 2,157 1 18 ,159
Sg’r:dbfzsjjﬁzjg"ed'a”a ° 2,157 1| 17,243 160
Com base em média
aparada 7,767 1 18 ,012
T1_T2 Nitrito Com base em média ,034 1 18 ,855
Com base em mediana ,008 1 18 ,928
m b m mediana e
Sc?m deSJsz(iado edana 008 1 15,863 928
Com base em média
aparada 034 1 18 856
T2_T3 Nitrito Com base em média ,589 1 18 453
Com base em mediana ,735 1 18 ,402
Com base em mediana e
com df ajustado 735 L 17,053 403
f;’;?;;?e em media 555 1 18 466




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato FaF2A 438 10 ,000 571 10 ,000
FaF2B ,368 10 ,000 722 10 ,002
TO_T2 Nitrato FaF2A 431 10 ,000 ,625 10 ,000
FaF2B 327 10 ,003 ,709 10 ,001
TO_T3 Nitrato  FaF2A ,381 10 ,000 ,666 10 ,000
FaF2B ,298 10 ,012 ,762 10 ,005
T1_T2 Nitrato FaF2A ,390 10 ,000 ,705 10 ,001
FaF2B ,300 10 ,011 ,793 10 ,012
T2_T3 Nitrato FaF2A ,301 10 ,011 ,762 10 ,005
FaF2B ,357 10 ,001 ,756 10 ,004
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 1,012 1 18 ,328
Com base em mediana ,081 1 18 779
Com base em mediana e
com df ajustado ,081 1 15,231 779
Com base em média
aparada ,699 1 18 414
TO_T2 Nitrato Com base em média 105 1 18 ,749
Com base em mediana ,005 1 18 ,943
Com base em mediana e
com df ajustado 005 L 17,566 943
:s:;aza:e em media 077 1 18 785
TO T3 Nitrato Com base em média 5,381 1 18 ,032
Com base em mediana 1,539 1 18 231
g:r:‘ dbfzsjj :j;;;"ed'ana © 1,539 1| 17439 231
Com base em média
aparada 5,339 1 18 ,033
T1_T2 Nitrato Com base em média ,045 1 18 ,834
Com base em mediana ,265 1 18 ,613
m m median
Sc?m dbfzsjjsetado saanae 265 1 17,938 613
Com base em média
aparada ,072 1 18 792
T2_T3 Nitrato Com base em média 4,395 1 18 ,050
Com base em mediana 1,653 1 18 215
Com base em mediana e
com df ajustado 1,653 1 11,207 224
Com base em média
aparada 3,587 1 18 ,074




Sistema par UaF2A e UaF2B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amodnia UaF2B ,198 10 ,200‘ ,855 10 ,066
UaF2A 273 10 ,033 778 10 ,008
TO_T2 Amodnia UaF2B 234 10 129 ,866 10 ,089
UaF2A ,296 10 ,013 ,811 10 ,020
TO_T3 Aménia UaF2B ,241 10 ,103 ,856 10 ,068
UaF2A ,291 10 ,016 ,793 10 ,012
T1_T2 Amodnia UaF2B 218 10 ,196 ,862 10 ,081
UaF2A ,320 10 ,005 ,646 10 ,000
T2_T3 Aménia UaF2B 244 10 ,093 877 10 121
UaF2A ,258 10 ,058 ,854 10 ,065
* Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amoénia Com base em média 1,049 1 18 ,319
Com base em mediana ,626 1 18 439
Com base em mediana e
com df ajustado ,626 1 16,421 440
g;’;':azzse em media 1,055 1 18 318
TO_T2 Amoénia Com base em média 219 1 18 ,645
Com base em mediana ,007 1 18 ,933
Com base em mediana e
com df ajustado ,007 1 15,820 933
gg;azzse em media 162 1 18 692
TO_T3 Amodnia Com base em média 1,675 1 18 212
Com base em mediana 144 1 18 , 708
Com base em mediana e
com df ajustado 144 1 13,670 ,710
g;’;':azzse em media 1478 1 18 240
T1_T2 Amoénia Com base em média ,956 1 18 ,341
Com base em mediana ,081 1 18 779
Com base em mediana e
com df ajustado 081 1 11,210 781
g;’;azzse em media 591 1 18 452
T2_T3 Amoénia Com base em média ,040 1 18 ,843
Com base em mediana ,000 1 18 ,984
Com base em mediana e
com df ajustado ,000 1 17,580 ,984
g;’;:azzse em media 047 1 18 831




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  UaF2B 343 10 ,002 775 10 ,007
UaF2A ,316 10 ,005 ,682 10 ,001
TO_T2 Nitrito  UaF2B 317 10 ,005 725 10 ,002
UaF2A 372 10 ,000 ,696 10 ,001
TO_T3 Nitrito  UaF2B ,361 10 ,001 734 10 ,002
UaF2A 332 10 ,003 ,786 10 ,010
T1_T2 Nitrito UaF2B 219 10 191 824 10 ,028
UaF2A ,364 10 ,001 ,729 10 ,002
T2_T3 Nitrito UaF2B ,189 10 ,200* ,897 10 ,201
UaF2A ,269 10 ,038 ,806 10 ,017
*. Este &€ um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito  Com base em meédia ,330 1 18 573
Com base em mediana ,073 1 18 , 790
Com base em mediana e
com df ajustado 073 1 17,905 790
Com base em média
aparada ,333 1 18 571
TO_T2 Nitrito Com base em média 5,542 1 18 ,030
Com base em mediana 175 1 18 ,681
Com base em mediana e
com df ajustado 75 1 15,223 682
Com base em média
aparada 4,456 1 18 ,049
TO_T3 Nitrito Com base em média 4,318 1 18 ,052
Com base em mediana ,618 1 18 442
Com base em mediana e
com df ajustado ,618 1 15,977 443
Com base em média
aparada 3,802 1 18 ,067
T1_T2 Nitrito Com base em média 9,737 1 18 ,006
Com base em mediana 1,031 1 18 323
Com base em mediana e
com df ajustado 1,031 1 11,512 ,331
Com base em média
aparada 8,524 1 18 ,009
T2_T3 Nitrito Com base em média ,186 1 18 ,671
Com base em mediana 267 1 18 ,612
Com base em mediana e
com df ajustado 267 L 17,101 612
Com base em média
aparada 179 1 18 ,678




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato  UaF2B ,356 10 ,001 ,702 10 ,001
UaF2A 325 10 ,004 794 10 ,012
TO_T2 Nitrato UaF2B 210 10 ,200* ,891 10 72
UaF2A 408 10 ,000 ,642 10 ,000
TO_T3 Nitrato UaF2B 334 10 ,002 714 10 ,001
UaF2A ,354 10 ,001 ,693 10 ,001
T1_T2 Nitrato UaF2B ,284 10 ,022 ,860 10 ,076
UaF2A ,386 10 ,000 ,665 10 ,000
T2_T3 Nitrato UaF2B 315 10 ,006 ,833 10 ,037
UaF2A 161 10 2007 ,882 10 ,138
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 30,192 1 18 ,000
Com base em mediana 2,870 1 18 ,108
Com base em mediana e
com df ajustado 2,870 1 11,831 116
Com base em média
aparada 26,450 1 18 ,000
TO_T2 Nitrato Com base em média 2,826 1 18 ,110
Com base em mediana 2,113 1 18 ,163
Com base em mediana e
com df ajustado 2,113 1 17,477 ,164
Com base em média
aparada 2,896 1 18 ,106
TO_T3 Nitrato Com base em média 56,767 1 18 ,000
Com base em mediana 4,728 1 18 ,043
S:mm dbfzsjs S?Q:j?ed'ana © 4728 1| 10747 053
Com base em média
aparada 48,891 1 18 ,000
T1_T2 Nitrato Com base em média ,063 1 18 804
Com base em mediana ,042 1 18 ,839
m m median
Soom dﬁ‘ZSsziado edana e 042 L 17,289 839
:s;azzse em media 016 1 18 899
T2_T3 Nitrato Com base em média 36,981 1 18 ,000
Com base em mediana 6,280 1 18 ,022
Com base em mediana e
com df ajustado 6,280 L 9108 033
g:;an:azzse em media 33,959 1 18 000




Sistemas par ChoA e ChoB

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amédnia  ChoA 266 10 ,043 ,860 10 ,076
ChoB 282 10 ,024 ,841 10 ,046
TO_T2 Amoénia ChoA ,205 10 ,200* ,903 10 238
ChoB 213 10 200" 875 10 115
TO_T3 Amoénia ChoA 224 10 ,169 ,823 10 ,027
ChoB 262 10 ,051 ,810 10 ,019
T1_T2 Amoédnia ChoA 279 10 ,027 816 10 ,022
ChoB ,168 10 ,200* ,900 10 217
T2 T3 Amodnia ChoA ,207 10 ,200* 872 10 ,105
ChoB 211 10 ,200* ,853 10 ,064
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amodnia Com base em média 1,658 1 18 214
Com base em mediana ,397 1 18 ,536
m m median
((::(?m dbfaasjjsiado ediana e 397 1 17.809 537
Com base em média
aparada 1,662 1 18 214
TO_ T2 Amdnia Com base em média 2,744 1 18 ,115
Com base em mediana 1,516 1 18 234
Sg’nr? dbfzsjj S‘i;l:ed'a"a e 1516 1| 10944 244
Com base em média
aparada 2,580 1 18 126
TO_T3 Amoénia Com base em média ,807 1 18 ,381
Com base em mediana ,182 1 18 675
gg’r: dbfﬁj Sﬁ;?ed'a”a e 182 1| 13,044 676
Com base em média
aparada 695 1 18 415
T1_T2 Amdnia Com base em média 9,725 1 18 ,006
Com base em mediana 9,172 1 18 ,007
Com base em mediana e
com df ajustado 9,172 1 10,817 ,012
Com base em média
aparada 9,445 1 18 007
T2_T3 Amoédnia Com base em média ,183 1 18 674
Com base em mediana ,306 1 18 587
Com base em mediana e
com df ajustado 306 1 17,929 587
Com base em média
aparada 200 1 18 660




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirmnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  ChoA ,181 10 200" ,921 10 ,366
ChoB 234 10 ,130 ,891 10 173
TO_T2 Nitrito ChoA ,343 10 ,002 757 10 ,004
ChoB 323 10 ,004 ,753 10 ,004
TO_T3 Nitrito ChoA ,299 10 ,012 , 799 10 ,014
ChoB 262 10 ,049 ,803 10 ,016
T1_T2 Nitrito  ChoA ,231 10 139 ,828 10 ,032
ChoB 373 10 ,000 741 10 ,003
T2_T3 Nitrito ChoA 211 10 ,200* ,886 10 154
ChoB ,288 10 ,019 ,788 10 ,010
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tem Do Levene df1 df2 S|g
TO_T1 Nitrito  Com base em média 3,242 1 18 ,089
Com base em mediana 3,139 1 18 ,093
Com base em mediana e
com df ajustado 3,139 1 12,115 ,102
Com base em média
aparada 3,344 1 18 ,084
TO_T2 Nitrito Com base em média 11,605 1 18 ,003
Com base em mediana 1,559 1 18 228
Com base em mediana e
com df ajustado 1,559 1 12,769 234
Com base em média
aparada 10,166 1 18 ,005
TO_T3 Nitrito Com base em média 4,754 1 18 ,043
Com base em mediana 1,229 1 18 ,282
Com base em mediana e
com df ajustado 1,229 1 12,571 ,288
Com base em média
aparada 4,349 1 18 ,052
T1_T2 Nitrito Com base em média ,345 1 18 ,564
Com base em mediana 462 1 18 ,505
Com base em mediana e
com df ajustado 462 L 15,363 507
Com base em média
aparada 446 1 18 513
T2_T3 Nitrito Com base em média 3,385 1 18 ,082
Com base em mediana 2,672 1 18 ,119
Com base em mediana e
com df ajustado 2,672 1 10,977 ,130
Com base em média
aparada 3,096 1 18 ,095




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_ T Nitrato  ChoA ,265 10 ,045 ,831 10 ,035
ChoB 227 10 ,1563 ,803 10 ,016
TO_T2 Nitrato  ChoA ,336 10 ,002 , 748 10 ,003
ChoB ,209 10 ,200* ,882 10 ,138
TO_T3 Nitrato ChoA ,265 10 ,045 ,785 10 ,010
ChoB 211 10 ,200* ,849 10 ,057
T1_T2 Nitrato  ChoA 357 10 ,001 , 746 10 ,003
ChoB ,349 10 ,001 , 746 10 ,003
T2_T3 Nitrato ChoA 234 10 127 827 10 ,031
ChoB 253 10 ,068 797 10 ,013
* Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 2,896 1 18 ,106
Com base em mediana 1,279 1 18 273
Com base em mediana e
com df ajustado 1,279 1 13,385 278
Com base em média
aparada 2,594 1 18 125
TO_T2 Nitrato Com base em média ,884 1 18 ,359
Com base em mediana ,009 1 18 927
Com base em mediana e
com df ajustado 009 1 13,564 927
Com base em média
aparada ,812 1 18 ,380
TO_T3 Nitrato Com base em média ,069 1 18 ,795
Com base em mediana ,001 1 18 972
Com base em mediana e
com df ajustado ,001 1 17,650 972
Com base em média
aparada ,073 1 18 ,790
T1_T2 Nitrato Com base em média ,258 1 18 617
Com base em mediana ,026 1 18 874
Com base em mediana e
com df ajustado ,026 1 17,999 874
Com base em média
aparada 242 1 18 ,629
T2 T3 Nitrato Com base em média 2,672 1 18 ,119
Com base em mediana ,906 1 18 ,354
Com base em mediana e
com df ajustado 906 1 11,089 361
Com base em média
aparada 2,398 1 18 ,139




APENDICE V

VERIFICACAO DOS SISTEMAS A E B PARA AVALIACAO DA NORMALIDADE E
HOMOGENEIDADE DAS AMOSTRAS COM RELAGCAO AS VARIAVEIS REDUCAO DE AMONIA,
REDUCAO DE NITRITO E FORMAGAO DE NITRATO

Duas premissas para uso de testes paramétrico é que as amostras coletadas para uma dada
variavel apresentem uma distribuicdo normal e tenham varidncias homogéneas. A discordancia

com apenas uma dessas premissas ja invalida o uso de testes paramétricos.

Para testar se a distribuicdo dos dados se desvia de uma distribuicdo normal utilizou-se
os testes de Kolmogorov-Smirnov (D) e de Shapiro-Wilk (D), que comparam escores de
uma amostra a uma distribuicdo normal modelo de mesma média e variancia dos
valores encontrados na amostras. Devido ao pequeno nimero de amostras para cada
condicdo testada (n=10), utilizou-se os resultados de conferéncia da distribuicdo da
normal oferecida pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando o teste é ndo significativo
(p>0,05), infere-se que os dados da amostra ndo diferem significativamente de uma
distribuicdo normal. Por outro lado, quando o teste é significativo (p<0,05) a distribuicdo
em questdo é significativamente diferente de uma distribuicdo normal. Exemplo de
como relatar o resultados dos testes, sendo: D (10 que é o grau de liberdade) = 0,306,

p<0,01.

Para testar a homogeneidade das amostras entre os intervalos de tempos estudados,
ou seja, verificar se as variancias entre os intervalos TO_T1; TO_T2: TO_T3 (que sao
variaveis a serem comparadas) distorciam igualmente da média entre os intervalos para
cada sistema utilizou-se o teste de Levene (F). Esse teste verifica a hipdtese de que a
variancia nos grupos é a mesma (isto é, a diferenca entre as variancias é zero). Dessa
forma, se o teste de Levene é significativo quando p < 0,05, conclui-se que a hipotese
nula é incorreta e que as variancias sao significativamente diferentes. No entanto, se o
teste de Levene é ndo significativo (isto é p>0,05), aceita-se a hipdétese nula de que as
diferencas entre as variancias é zero, ou seja, as variancias sdo estatisticamente iguais.
Exemplo de como relatar o resultados dos testes, sendo: F (2, 27 que sdo os dois graus

de liberdade) = 0,655, p>0,05 ou ns.



Para testar se a distribuicdo dos dados se desvia de uma distribuicdo normal utilizou-se os testes
de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk, que comparam escores de uma amostra a uma
distribuicdo normal modelo de mesma média e variancia dos valores encontrados na amostras.
Nessa primeira etapa da analise da normalidade considerou-se as amostras coletadas ao longo
dos testes e intervalos de tempos como independentes. Uma vez que, para o objetivo de
comparar se os sistemas A e B montados com cada tipo de indculo representavam duplicatas,

essa andlise de normalidade se aplica.

Lembrando que para esses testes foram utilizados os dados brutos de reducdo de amdnia e
nitrito e acréscimo de nitrato em mM, obtidas pela diferenca entre os tempos de coleta de
amostras dentro de cada batelada. Dessa maneira, como os intervalos de tempo se configuram
como variaveis interferindo nas concentragdes dos ions em analise, fez também uma avaliacdo

da distribuicdo normal e homogeneidade entre as duplicatas considerando esse fator.

Numa segunda andlise utilizou-se a comparacdo de normalidade e homogeneidade
considerando-se o comportamento dos ions (amonia, nitrito, nitrato) obtidas para cada
intervalo de tempo dado o inicio de cada bateladas, sendo eles (TO_T1 <> 0_24 horas; T1_T2 <&
24 48 horas; T1_T2 <> 0_48 horas; T2_T3 < 48 72 horas; TO_T3 & 0_72 horas), consistindo
em 10 bateladas para cada sistema componente da duplicata (A e B). A homogeneidade foi
avaliada usando a comparacdo da variancia de um dado ion, se igual ou diferente entre os
sistemas A e B, mas tendo a observancia de analisar se a variancia dentro de cada intervalo

foram homogéneas ou heterogéneas para cada sistema componente da duplicata.

Sistemas Par A e ParB



Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Aménia ParA 253 10 ,068 818 10 ,024
ParB ,292 10 ,015 744 10 ,003
TO_T2 Amonia ParA 273 10 ,033 ,759 10 ,005
ParB ,153 10 ,200* ,940 10 ,553
TO_T3 Amonia  ParA 255 10 ,064 827 10 ,031
ParB 225 10 ,166 ,926 10 408
T1_T2 Amonia ParA 311 10 ,007 ,798 10 ,014
ParB ,200 10 ,200* ,918 10 ,338
T2_T3 Amonia ParA 314 10 ,006 ,682 10 ,001
ParB ,386 10 ,000 ,684 10 ,001

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Exemplo Relato dos Resultados para o par PaA e PaB:

Para todos os intervalos de tempo, com excecdo dos intervalos de tempo TO_T2; TO_T3;
T1_T2 de Am_ParB, diferiram significativamente da distribuigdo normal com p < 0,05
pelo teste de Shapiro Wilk que é mais robusto para amostras pequenas (n < 50) do que

o teste de Kolmogorov-Smirnov. Com relacdo a homogeneidade da variancia



Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amoédnia Com base em média ,004 1 18 ,948
Com base em mediana ,018 1 18 ,896
g;’r:‘ dbfzsjj Sﬁ;?ed'a”a © 018 1| 16548 896
Com base em média
aparada ,001 1 18 ,970
TO_T2 Aménia Com base em média 5,137 1 18 ,036
Com base em mediana ,889 1 18 ,358
Com base em mediana e
com df ajustado ,889 1 13,860 ,362
Com base em média
aparada 4,906 1 18 ,040
TO_T3 Amoédnia Com base em média 8,108 1 18 ,011
Com base em mediana 2,345 1 18 ,143
Com base em mediana e
com df ajustado 2,345 1 15,162 ,146
g;;;azaase em media 8,197 1 18 010
T1_T2 Amoédnia Com base em média 2,365 1 18 141
Com base em mediana ,349 1 18 ,562
g;’mm dbfisjj Sﬁ;?ed'a"a © 349 1| 14917 564
Com base em média
aparada 2177 1 18 157
T2_T3 Amoédnia Com base em média 237 1 18 632
Com base em mediana ,047 1 18 ,831
Com base em mediana e
com df ajustado ,047 1 17,919 ,831
Com base em média
aparada 175 1 18 ,680
Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  ParA ,309 10 ,008 ,745 10 ,003
ParB 273 10 ,033 ,844 10 ,050
TO_T2 Nitrito  ParA 214 10 200" ,868 10 ,094
ParB 216 10 200 ,895 10 ,193
TO_T3 Nitrito  ParA ,328 10 ,003 ,758 10 ,004
ParB ,309 10 ,007 ,808 10 ,018
T1_T2 Nitrito  ParA 252 10 ,071 ,856 10 ,068
ParB 222 10 A75 ,832 10 ,036
T2_T3 Nitrito  ParA ,206 10 200" 897 10 ,205
ParB ,329 10 ,003 ,803 10 ,016

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagao de Significancia de Lilliefors




Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de

Tem Do Levene df1 df2 Slg
TO_T1 Nitrito Com base em média 1,020 1 18 ,326

Com base em mediana 223 1 18 ,643

Com base em mediana e

com df ajustado 223 1 17,094 ,643

Com base em média

aparada ,896 1 18 ,356
TO T2 Nitrito Com base em média 415 1 18 528

Com base em mediana 497 1 18 490

Com base em mediana e

com df ajustado 497 1 17,472 490

Com base em média

aparada 420 1 18 ,525
TO_T3 Nitrito Com base em média 7,638 1 18 ,013

Com base em mediana ,604 1 18 447

Com base em mediana e

com df ajustado ,604 1 15,822 449

Com base em média

aparada 6,864 1 18 ,017
T1_T2 Nitrito Com base em média 16,988 1 18 ,001

Com base em mediana 4743 1 18 ,043

Com base em mediana e

com df ajustado 4,743 1 11,776 ,051

Com base em média

aparada 16,358 1 18 ,001
T2 T3 Nitrito Com base em média ,016 1 18 ,901

Com base em mediana ,004 1 18 ,951

Com base em mediana e

com df ajustado 004 1 16,151 951

Com base em média

aparada ,002 1 18 ,965

Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato ParA ,297 10 ,013 ,743 10 ,003

ParB 408 10 ,000 ,654 10 ,000
TO_T2 Nitrato  ParA 272 10 ,034 ,802 10 ,015

ParB ,281 10 ,024 , 760 10 ,005
TO_T3 Nitrato ParA 253 10 ,070 ,816 10 ,023

ParB 222 10 AT77 ,858 10 ,072
T1_T2 Nitrato  ParA 205 10 200" 849 10 ,056

ParB 274 10 ,032 ,834 10 ,037
T2_T3 Nitrato ParA ,333 10 ,002 ,760 10 ,005

ParB ,307 10 ,008 817 10 ,023

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors




Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de

Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média ,684 18 419
Com base em mediana ,082 18 778
Com base em mediana e
com df ajustado 082 16,751 779
Com base em média 49 18 23
aparada 425 o
TO_T2 Nitrato Com base em média 485 18 495
Com base em mediana 71 18 ,684
Com base em mediana e 171 1 4
com df ajustado A7 7,673 68
Com base em média 458 18 507
aparada ’ ’
TO_T3 Nitrato Com base em média 1,368 18 257
Com base em mediana ,288 18 ,598
Com base em mediana e
com df ajustado 288 16,085 599
Com base em média 1357 18 259
aparada 35 25
T1_T2 Nitrato Com base em média 10,026 18 ,005
Com base em mediana 4,643 18 ,045
Com base em mediana e
com df ajustado 4,643 12,315 052
Com base em média 9,200 18 007
aparada ’ ’
T2 T3 Nitrato Com base em média ,365 18 ,553
Com base em mediana ,095 18 ,761
Com base em mediana e
com df ajustado 095 17,975 761
Comb adi
om base em média 341 18 567

aparada




SISTEMA AnF1A e AnF1B

Testes de Normalidade

Kolmogorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amoénia AnF1A ,209 10 200" ,869 10 ,097
AnF1B ,189 10 ,200* 873 10 ,108
TO_T2 Amoénia AnF1A ,105 10 ,200* ,967 10 ,857
AnF1B ,230 10 ,143 827 10 ,031
TO_T3 Amoénia AnF1A ,209 10 ,200* ,902 10 228
AnF1B 274 10 ,032 827 10 ,031
T1_T2 Amoénia AnF1A ,205 10 ,200* ,890 10 ,170
AnF1B ,236 10 121 ,861 10 ,078
T2_T3 Amoénia AnF1A 317 10 ,005 ,826 10 ,030
AnF1B 170 10 ,200* 878 10 122
*.Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amoénia Com base em média 1,899 1 18 ,185
Com base em mediana 1,894 1 18 ,186
S: o dbf?jj;;;"ed'a”a © 1894 1| 17,923 186
Com base em média
aparada 1,895 1 18 ,186
TO_T2 Amoénia Com base em média ,609 1 18 445
Com base em mediana ,162 1 18 ,692
Com base em mediana e
com df ajustado ,162 1 17,944 ,692
:s;?azzse em media 583 1 18 455
TO_T3 Amoénia Com base em média ,005 1 18 ,943
Com base em mediana ,091 1 18 ,766
Com base em mediana e
com df ajustado 091 1 17,509 766
Com base em média
aparada ,005 1 18 ,942
T1_T2 Aménia Com base em média 584 1 18 455
Com base em mediana ,308 1 18 ,586
omb m median
Som dfa;jjse:ado dana e 308 L 17,923 586
Com base em média
aparada ,638 1 18 435
T2_T3 Aménia Com base em média 26,735 1 18 ,000
Com base em mediana 3,815 1 18 ,067
Com base em mediana e
com df ajustado 3,815 1 10,277 ,079
gg;?;:;se em media 24,459 1 18 000




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  AnF1A ,359 10 ,001 , 735 10 ,002
AnF1B ,299 10 ,012 ,740 10 ,003
TO_T2 Nitrito AnF1A 163 10 ,200* ,909 10 276
AnF1B 312 10 ,007 787 10 ,010
TO_T3 Nitrito  AnF1A 297 10 ,012 ,804 10 ,016
AnF1B 234 10 ,129 ,867 10 ,092
T1_T2 Nitrito AnF1A ,353 10 ,001 743 10 ,003
AnF1B 378 10 ,000 ,679 10 ,000
T2_T3 Nitrito AnF1A 253 10 ,068 813 10 ,021
AnF1B 245 10 ,090 ,823 10 ,028
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito Com base em média 119 1 18 734
Com base em mediana ,014 1 18 ,908
Com base em mediana e
com df ajustado ,014 1 17,936 ,908
gs::azzse em media 128 1 18 725
TO_T2 Nitrito Com base em média 1,852 1 18 ,190
Com base em mediana 243 1 18 ,628
Com base em mediana e
com df ajustado 243 1 12,337 630
Com base em média
aparada 1,626 1 18 219
TO_T3 Nitrito Com base em média 5,703 1 18 ,028
Com base em mediana 3,984 1 18 ,061
Com base em mediana e
com df ajustado 3,984 1 17,962 ,061
gsamrazzse em media 5,860 1 18 026
T1_T2 Nitrito Com base em média 11,889 1 18 ,003
Com base em mediana 1,839 1 18 ,192
f;;"dﬁaa‘jfjset;g‘ed'a"a © 1,839 1| 12256 199
Com base em média
aparada 10,668 1 18 ,004
T2_T3 Nitrito Com base em média ,002 1 18 ,969
Com base em mediana ,008 1 18 ,931
Com base em mediana e
com df ajustado ,008 1 17,971 ,931
g;’;?azzse em media 002 1 18 963




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato AnF1A 337 10 ,002 ,749 10 ,003
AnF1B 430 10 ,000 ,563 10 ,000
TO_T2 Nitrato AnF1A 241 10 ,105 ,806 10 ,017
AnF1B 418 10 ,000 573 10 ,000
TO_T3 Nitrato  AnF1A 311 10 ,007 ,735 10 ,002
AnF1B 262 10 ,051 771 10 ,006
T1_T2 Nitrato AnF1A ,205 10 200" ,860 10 ,076
AnF1B ,303 10 ,010 742 10 ,003
T2_T3 Nitrato AnF1A 409 10 ,000 624 10 ,000
AnF1B ,383 10 ,000 ,665 10 ,000
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média ,664 1 18 426
Com base em mediana 433 1 18 519
Sg’nr:dbfzsjss‘i;g”ed'a”a © 433 1| 17,717 519
Com base em média
aparada ,846 1 18 ,370
TO_T2 Nitrato Com base em média ,007 1 18 ,932
Com base em mediana 175 1 18 ,681
Com base em mediana e
com df ajustado 175 1 13,462 682
acsg?azzse em media 011 1 18 916
TO_T3 Nitrato Com base em média ,047 1 18 ,831
Com base em mediana ,005 1 18 ,947
Sg’r:‘ dﬁfﬁ e ediana e 005 1| 17808 947
Com base em média
aparada ,061 1 18 ,808
T1_T2 Nitrato Com base em média 6,716 1 18 ,018
Com base em mediana 6,585 1 18 ,019
Com base em mediana e
com df ajustado 6,585 1 12,242 ,024
;:s;?a:‘;se em media 6,522 1 18 020
T2_T3 Nitrato Com base em média ,695 1 18 415
Com base em mediana 141 1 18 711
S:gdﬁi?jsiggned'a”a © 141 1| 16,592 712
Com base em média
aparada ,505 1 18 486




Sistemas FaF1A e FaF1B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Aménia FaF1A 183 10 200 914 10 311
FaF1B 210 10 2007 864 10 084
TO T2 Aménia FaF1A 176 10 2007 925 10 404
FaF1B 202 10 2007 876 10 117
TO_T3 Aménia FaF1A 208 10 2007 862 10 080
FaF1B 211 10 200" 866 10 090
T1_T2 Aménia FaF1A 241 10 103 839 10 043
FaF1B 193 10 2007 873 10 109
T2_ T3 Aménia FaF1A 145 10 200 928 10 432
FaF1B 168 10 2007 938 10 531

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

a. Correlagao de Significancia de Lilliefors

Teste de Homogeneidade de Variancia

Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amodnia Com base em média 713 1 18 410
Com base em mediana 456 1 18 ,508
Com base em mediana e 1 1
com df ajustado 456 7699 508
Com base em média 203 1 18 413
aparada ’ ’
TO_T2 Amoénia Com base em média ,064 1 18 ,804
Com base em mediana ,035 1 18 ,854
Com base em mediana e 035 1 14 602 855
com df ajustado ’ ’ ’
Com base em média 068 1 18 297
aparada ’ ’
TO_T3 Amonia Com base em média 512 1 18 483
Com base em mediana ,230 1 18 ,637
Com base em mediana e 230 1 12 404 640
com df ajustado 23 ’ ’
Com base em média
aparada 445 1 18 513
T1_T2 Amodnia Com base em média ,300 1 18 ,591
Com base em mediana ,029 1 18 ,866
Com base em mediana e
com df ajustado 029 1 17,970 866
Com base em média
aparada 274 1 18 ,607
T2_T3 Amodnia Com base em média 6,819 1 18 ,018
Com base em mediana 5,572 1 18 ,030
Com base em mediana e
com df ajustado 5,572 1 13,337 ,034
Com base em média 6.675 1 18 019
aparada ’ ’




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito FaF1A 314 10 ,006 ,758 10 ,005
FaF1B ,246 10 ,086 ,870 10 ,100
TO_T2 Nitrito FaF1A ,234 10 ,128 ,860 10 ,077
FaF1B ,296 10 ,013 ,769 10 ,006
TO_T3 Nitrito FaF1A ,310 10 ,007 729 10 ,002
FaF1B ,340 10 ,002 ,665 10 ,000
T1_T2 Nitrito FaF1A 247 10 ,084 ,833 10 ,037
FaF1B ,297 10 ,012 770 10 ,006
T2_T3 Nitrito FaF1A ,208 10 ,200* 817 10 ,023
FaF1B 207 10 2007 876 10 116
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito Com base em média 4,959 1 18 ,039
Com base em mediana 1,151 1 18 ,297
Com base em mediana e
com df ajustado 1,151 1 11,036 ,306
Com base em média
aparada 4,453 1 18 ,049
TO_T2 Nitrito Com base em média ,513 1 18 483
Com base em mediana 474 1 18 ,500
Com base em mediana e
com df ajustado A74 1 17,040 ,500
Com base em média
aparada ,594 1 18 451
TO_T3 Nitrito Com base em média ,035 1 18 ,853
Com base em mediana ,000 1 18 ,983
Com base em mediana e
com df ajustado ,000 1 17,515 ,983
Com base em média
aparada ,014 1 18 ,908
T1_T2 Nitrito Com base em média 1,459 1 18 ,243
Com base em mediana 334 1 18 570
Com base em mediana e
com df ajustado ,334 1 15,317 572
Com base em média
aparada 1,300 1 18 ,269
T2_T3 Nitrito Com base em média 9,350 1 18 ,007
Com base em mediana 6,666 1 18 ,019
Com base em mediana e
com df ajustado 6,666 1 9,877 ,028
Com base em média
aparada 8,654 1 18 ,009




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato  FaF1A 422 10 ,000 573 10 ,000
FaF1B 216 10 2007 852 10 062
TO_T2 Nitrato FaF1A ,346 10 ,001 ,639 10 ,000
FaF1B ,289 10 ,017 ,793 10 ,012
TO_T3 Nitrato FaF1A 243 10 ,096 ,808 10 ,018
FaF1B ,308 10 ,008 725 10 ,002
T1_T2 Nitrato FaF1A 422 10 ,000 ,621 10 ,000
FaF1B ,357 10 ,001 ,705 10 ,001
T2_T3 Nitrato FaF1A 436 10 ,000 578 10 ,000
FaF1B 312 10 ,007 673 10 ,000
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 5,532 1 18 ,030
Com base em mediana ,637 1 18 435
Com base em mediana e
com df ajustado 837 L 9,822 444
Com base em média
aparada 3,810 1 18 ,067
TO_T2 Nitrato Com base em média 488 1 18 494
Com base em mediana ,297 1 18 ,592
Com base em mediana e
com df ajustado 297 1 16,938 593
Com base em média
aparada ,631 1 18 437
TO_T3 Nitrato Com base em média 1,809 1 18 ,195
Com base em mediana 143 1 18 ,710
Com base em mediana e
com df ajustado 143 1 16,184 ;710
Com base em média
aparada 1,669 1 18 213
T1_T2 Nitrato Com base em média 111,919 1 18 ,000
Com base em mediana 5,535 1 18 ,030
Com base em mediana e
com df ajustado 5,535 1 9,441 ,042
Com base em média
aparada 91,358 1 18 ,000
T2_T3 Nitrato Com base em média 4,042 1 18 ,060
Com base em mediana ,567 1 18 461
Com base em mediana e
com df ajustado ,567 1 12,470 465
Com base em média
aparada 2,900 1 18 ,106




Sistema FaF2A e FaF2B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Aménia FaF2A 208 10 200" 875 10 113
FaF2B 181 10 2007 902 10 229
TO_T2 Aménia FaF2A ,290 10 ,017 773 10 ,007
FaF2B 234 10 ,130 ,876 10 117
TO_T3 Amoénia FaF2A ,199 10 ,200* ,882 10 ,139
FaF2B ,168 10 ,200* ,903 10 235
T1_T2 Amoénia FaF2A 252 10 ,071 ,886 10 ,153
FaF2B ,203 10 ,200* ,868 10 ,094
T2_T3 Aménia FaF2A 207 10 ,200* ,846 10 ,052
FaF2B ,339 10 ,002 ,707 10 ,001
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amodnia Com base em média 2,653 1 18 121
Com base em mediana 2,671 1 18 ,120
S:r:' dt}fjj Setgzjgned'a”a © 2,671 1| 11324 130
Com base em média
aparada 2,658 1 18 ,120
TO_T2 Amodnia Com base em média 1,839 1 18 ,192
Com base em mediana ,156 1 18 ,697
Com base em mediana e
com df ajustado ,156 1 14,276 ,698
Com base em média
aparada 1,703 1 18 ,208
TO_T3 Amoénia Com base em média ,753 1 18 397
Com base em mediana 458 1 18 ,507
Com base em mediana e
com df ajustado 458 1 14,780 ,509
Sg::azzse em media 696 1 18 415
T1_T2 Amoénia Com base em média 4,616 1 18 ,046
Com base em mediana 2,375 1 18 141
S;:‘ dbfzsjj S‘ig:j;"ed'a"a © 2,375 1| 17,024 142
Com base em média
aparada 4,357 1 18 051
T2_T3 Aménia Com base em média 1,248 1 18 279
Com base em mediana ,326 1 18 575
Com base em mediana e
com df ajustado ,326 1 12,824 578
Com base em média
aparada 823 1 18 ,376




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  FaF2A 217 10 ,200 ,850 10 ,058
FaF2B ,263 10 ,049 J77 10 ,008
TO_T2 Nitrito FaF2A ,192 10 ,200* 872 10 ,105
FaF2B 219 10 ,190 ,903 10 234
TO_T3 Nitrito FaF2A ,250 10 ,076 ,828 10 ,032
FaF2B ,304 10 ,009 ,782 10 ,009
T1_T2 Nitrito FaF2A 211 10 200" 887 10 156
FaF2B ,283 10 ,023 ,846 10 ,062
T2_T3 Nitrito  FaF2A ,262 10 ,050 847 10 ,054
FaF2B 172 10 200" 912 10 292
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito Com base em média 12,016 1 18 ,003
Com base em mediana 6,629 1 18 ,019
Com base em mediana e
com df ajustado 6,629 1 14,031 ,022
gsgazzse em media 11,737 1 18 003
TO_T2 Nitrito Com base em média 3,175 1 18 ,092
Com base em mediana 1,890 1 18 ,186
Com base em mediana e
com df ajustado 1,890 1 17,730 ,186
g;’;r‘azzse em media 3,077 1 18 096
TO_T3 Nitrito Com base em média 8,228 1 18 ,010
Com base em mediana 2,157 1 18 ,159
Sg’r:dbfzsjjﬁzjg"ed'a”a ° 2,157 1| 17,243 160
Com base em média
aparada 7,767 1 18 ,012
T1_T2 Nitrito Com base em média ,034 1 18 ,855
Com base em mediana ,008 1 18 ,928
m b m mediana e
Sc?m deSJsz(iado edana 008 1 15,863 928
Com base em média
aparada 034 1 18 856
T2_T3 Nitrito Com base em média ,589 1 18 453
Com base em mediana ,735 1 18 ,402
Com base em mediana e
com df ajustado 735 L 17,053 403
f;’;?;;?e em media 555 1 18 466




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato FaF2A 438 10 ,000 571 10 ,000
FaF2B ,368 10 ,000 722 10 ,002
TO_T2 Nitrato FaF2A 431 10 ,000 ,625 10 ,000
FaF2B 327 10 ,003 ,709 10 ,001
TO_T3 Nitrato  FaF2A ,381 10 ,000 ,666 10 ,000
FaF2B ,298 10 ,012 ,762 10 ,005
T1_T2 Nitrato FaF2A ,390 10 ,000 ,705 10 ,001
FaF2B ,300 10 ,011 ,793 10 ,012
T2_T3 Nitrato FaF2A ,301 10 ,011 ,762 10 ,005
FaF2B ,357 10 ,001 ,756 10 ,004
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 1,012 1 18 ,328
Com base em mediana ,081 1 18 779
Com base em mediana e
com df ajustado ,081 1 15,231 779
Com base em média
aparada ,699 1 18 414
TO_T2 Nitrato Com base em média 105 1 18 ,749
Com base em mediana ,005 1 18 ,943
Com base em mediana e
com df ajustado 005 L 17,566 943
:s:;aza:e em media 077 1 18 785
TO T3 Nitrato Com base em média 5,381 1 18 ,032
Com base em mediana 1,539 1 18 231
g:r:‘ dbfzsjj :j;;;"ed'ana © 1,539 1| 17439 231
Com base em média
aparada 5,339 1 18 ,033
T1_T2 Nitrato Com base em média ,045 1 18 ,834
Com base em mediana ,265 1 18 ,613
m m median
Sc?m dbfzsjjsetado saanae 265 1 17,938 613
Com base em média
aparada ,072 1 18 792
T2_T3 Nitrato Com base em média 4,395 1 18 ,050
Com base em mediana 1,653 1 18 215
Com base em mediana e
com df ajustado 1,653 1 11,207 224
Com base em média
aparada 3,587 1 18 ,074




Sistema par UaF2A e UaF2B

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amodnia UaF2B ,198 10 ,200‘ ,855 10 ,066
UaF2A 273 10 ,033 778 10 ,008
TO_T2 Amodnia UaF2B 234 10 129 ,866 10 ,089
UaF2A ,296 10 ,013 ,811 10 ,020
TO_T3 Aménia UaF2B ,241 10 ,103 ,856 10 ,068
UaF2A ,291 10 ,016 ,793 10 ,012
T1_T2 Amodnia UaF2B 218 10 ,196 ,862 10 ,081
UaF2A ,320 10 ,005 ,646 10 ,000
T2_T3 Aménia UaF2B 244 10 ,093 877 10 121
UaF2A ,258 10 ,058 ,854 10 ,065
* Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amoénia Com base em média 1,049 1 18 ,319
Com base em mediana ,626 1 18 439
Com base em mediana e
com df ajustado ,626 1 16,421 440
g;’;':azzse em media 1,055 1 18 318
TO_T2 Amoénia Com base em média 219 1 18 ,645
Com base em mediana ,007 1 18 ,933
Com base em mediana e
com df ajustado ,007 1 15,820 933
gg;azzse em media 162 1 18 692
TO_T3 Amodnia Com base em média 1,675 1 18 212
Com base em mediana 144 1 18 , 708
Com base em mediana e
com df ajustado 144 1 13,670 ,710
g;’;':azzse em media 1478 1 18 240
T1_T2 Amoénia Com base em média ,956 1 18 ,341
Com base em mediana ,081 1 18 779
Com base em mediana e
com df ajustado 081 1 11,210 781
g;’;azzse em media 591 1 18 452
T2_T3 Amoénia Com base em média ,040 1 18 ,843
Com base em mediana ,000 1 18 ,984
Com base em mediana e
com df ajustado ,000 1 17,580 ,984
g;’;:azzse em media 047 1 18 831




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  UaF2B 343 10 ,002 775 10 ,007
UaF2A ,316 10 ,005 ,682 10 ,001
TO_T2 Nitrito  UaF2B 317 10 ,005 725 10 ,002
UaF2A 372 10 ,000 ,696 10 ,001
TO_T3 Nitrito  UaF2B ,361 10 ,001 734 10 ,002
UaF2A 332 10 ,003 ,786 10 ,010
T1_T2 Nitrito UaF2B 219 10 191 824 10 ,028
UaF2A ,364 10 ,001 ,729 10 ,002
T2_T3 Nitrito UaF2B ,189 10 ,200* ,897 10 ,201
UaF2A ,269 10 ,038 ,806 10 ,017
*. Este &€ um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrito  Com base em meédia ,330 1 18 573
Com base em mediana ,073 1 18 , 790
Com base em mediana e
com df ajustado 073 1 17,905 790
Com base em média
aparada ,333 1 18 571
TO_T2 Nitrito Com base em média 5,542 1 18 ,030
Com base em mediana 175 1 18 ,681
Com base em mediana e
com df ajustado 75 1 15,223 682
Com base em média
aparada 4,456 1 18 ,049
TO_T3 Nitrito Com base em média 4,318 1 18 ,052
Com base em mediana ,618 1 18 442
Com base em mediana e
com df ajustado ,618 1 15,977 443
Com base em média
aparada 3,802 1 18 ,067
T1_T2 Nitrito Com base em média 9,737 1 18 ,006
Com base em mediana 1,031 1 18 323
Com base em mediana e
com df ajustado 1,031 1 11,512 ,331
Com base em média
aparada 8,524 1 18 ,009
T2_T3 Nitrito Com base em média ,186 1 18 ,671
Com base em mediana 267 1 18 ,612
Com base em mediana e
com df ajustado 267 L 17,101 612
Com base em média
aparada 179 1 18 ,678




Testes

de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrato  UaF2B ,356 10 ,001 ,702 10 ,001
UaF2A 325 10 ,004 794 10 ,012
TO_T2 Nitrato UaF2B 210 10 ,200* ,891 10 72
UaF2A 408 10 ,000 ,642 10 ,000
TO_T3 Nitrato UaF2B 334 10 ,002 714 10 ,001
UaF2A ,354 10 ,001 ,693 10 ,001
T1_T2 Nitrato UaF2B ,284 10 ,022 ,860 10 ,076
UaF2A ,386 10 ,000 ,665 10 ,000
T2_T3 Nitrato UaF2B 315 10 ,006 ,833 10 ,037
UaF2A 161 10 2007 ,882 10 ,138
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagdo de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 30,192 1 18 ,000
Com base em mediana 2,870 1 18 ,108
Com base em mediana e
com df ajustado 2,870 1 11,831 116
Com base em média
aparada 26,450 1 18 ,000
TO_T2 Nitrato Com base em média 2,826 1 18 ,110
Com base em mediana 2,113 1 18 ,163
Com base em mediana e
com df ajustado 2,113 1 17,477 ,164
Com base em média
aparada 2,896 1 18 ,106
TO_T3 Nitrato Com base em média 56,767 1 18 ,000
Com base em mediana 4,728 1 18 ,043
S:mm dbfzsjs S?Q:j?ed'ana © 4728 1| 10747 053
Com base em média
aparada 48,891 1 18 ,000
T1_T2 Nitrato Com base em média ,063 1 18 804
Com base em mediana ,042 1 18 ,839
m m median
Soom dﬁ‘ZSsziado edana e 042 L 17,289 839
:s;azzse em media 016 1 18 899
T2_T3 Nitrato Com base em média 36,981 1 18 ,000
Com base em mediana 6,280 1 18 ,022
Com base em mediana e
com df ajustado 6,280 L 9108 033
g:;an:azzse em media 33,959 1 18 000




Sistemas par ChoA e ChoB

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Amédnia  ChoA 266 10 ,043 ,860 10 ,076
ChoB 282 10 ,024 ,841 10 ,046
TO_T2 Amoénia ChoA ,205 10 ,200* ,903 10 238
ChoB 213 10 200" 875 10 115
TO_T3 Amoénia ChoA 224 10 ,169 ,823 10 ,027
ChoB 262 10 ,051 ,810 10 ,019
T1_T2 Amoédnia ChoA 279 10 ,027 816 10 ,022
ChoB ,168 10 ,200* ,900 10 217
T2 T3 Amodnia ChoA ,207 10 ,200* 872 10 ,105
ChoB 211 10 ,200* ,853 10 ,064
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Amodnia Com base em média 1,658 1 18 214
Com base em mediana ,397 1 18 ,536
m m median
((::(?m dbfaasjjsiado ediana e 397 1 17.809 537
Com base em média
aparada 1,662 1 18 214
TO_ T2 Amdnia Com base em média 2,744 1 18 ,115
Com base em mediana 1,516 1 18 234
Sg’nr? dbfzsjj S‘i;l:ed'a"a e 1516 1| 10944 244
Com base em média
aparada 2,580 1 18 126
TO_T3 Amoénia Com base em média ,807 1 18 ,381
Com base em mediana ,182 1 18 675
gg’r: dbfﬁj Sﬁ;?ed'a”a e 182 1| 13,044 676
Com base em média
aparada 695 1 18 415
T1_T2 Amdnia Com base em média 9,725 1 18 ,006
Com base em mediana 9,172 1 18 ,007
Com base em mediana e
com df ajustado 9,172 1 10,817 ,012
Com base em média
aparada 9,445 1 18 007
T2_T3 Amoédnia Com base em média ,183 1 18 674
Com base em mediana ,306 1 18 587
Com base em mediana e
com df ajustado 306 1 17,929 587
Com base em média
aparada 200 1 18 660




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirmnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_T1 Nitrito  ChoA ,181 10 200" ,921 10 ,366
ChoB 234 10 ,130 ,891 10 173
TO_T2 Nitrito ChoA ,343 10 ,002 757 10 ,004
ChoB 323 10 ,004 ,753 10 ,004
TO_T3 Nitrito ChoA ,299 10 ,012 , 799 10 ,014
ChoB 262 10 ,049 ,803 10 ,016
T1_T2 Nitrito  ChoA ,231 10 139 ,828 10 ,032
ChoB 373 10 ,000 741 10 ,003
T2_T3 Nitrito ChoA 211 10 ,200* ,886 10 154
ChoB ,288 10 ,019 ,788 10 ,010
*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tem Do Levene df1 df2 S|g
TO_T1 Nitrito  Com base em média 3,242 1 18 ,089
Com base em mediana 3,139 1 18 ,093
Com base em mediana e
com df ajustado 3,139 1 12,115 ,102
Com base em média
aparada 3,344 1 18 ,084
TO_T2 Nitrito Com base em média 11,605 1 18 ,003
Com base em mediana 1,559 1 18 228
Com base em mediana e
com df ajustado 1,559 1 12,769 234
Com base em média
aparada 10,166 1 18 ,005
TO_T3 Nitrito Com base em média 4,754 1 18 ,043
Com base em mediana 1,229 1 18 ,282
Com base em mediana e
com df ajustado 1,229 1 12,571 ,288
Com base em média
aparada 4,349 1 18 ,052
T1_T2 Nitrito Com base em média ,345 1 18 ,564
Com base em mediana 462 1 18 ,505
Com base em mediana e
com df ajustado 462 L 15,363 507
Com base em média
aparada 446 1 18 513
T2_T3 Nitrito Com base em média 3,385 1 18 ,082
Com base em mediana 2,672 1 18 ,119
Com base em mediana e
com df ajustado 2,672 1 10,977 ,130
Com base em média
aparada 3,096 1 18 ,095




Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tempo Lodo | Estatistica df Sig. Estatistica df Sig.
TO_ T Nitrato  ChoA ,265 10 ,045 ,831 10 ,035
ChoB 227 10 ,1563 ,803 10 ,016
TO_T2 Nitrato  ChoA ,336 10 ,002 , 748 10 ,003
ChoB ,209 10 ,200* ,882 10 ,138
TO_T3 Nitrato ChoA ,265 10 ,045 ,785 10 ,010
ChoB 211 10 ,200* ,849 10 ,057
T1_T2 Nitrato  ChoA 357 10 ,001 , 746 10 ,003
ChoB ,349 10 ,001 , 746 10 ,003
T2_T3 Nitrato ChoA 234 10 127 827 10 ,031
ChoB 253 10 ,068 797 10 ,013
* Este & um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlagao de Significancia de Lilliefors
Teste de Homogeneidade de Variancia
Estatistica de
Tempo Levene df1 df2 Sig.
TO_T1 Nitrato Com base em média 2,896 1 18 ,106
Com base em mediana 1,279 1 18 273
Com base em mediana e
com df ajustado 1,279 1 13,385 278
Com base em média
aparada 2,594 1 18 125
TO_T2 Nitrato Com base em média ,884 1 18 ,359
Com base em mediana ,009 1 18 927
Com base em mediana e
com df ajustado 009 1 13,564 927
Com base em média
aparada ,812 1 18 ,380
TO_T3 Nitrato Com base em média ,069 1 18 ,795
Com base em mediana ,001 1 18 972
Com base em mediana e
com df ajustado ,001 1 17,650 972
Com base em média
aparada ,073 1 18 ,790
T1_T2 Nitrato Com base em média ,258 1 18 617
Com base em mediana ,026 1 18 874
Com base em mediana e
com df ajustado ,026 1 17,999 874
Com base em média
aparada 242 1 18 ,629
T2 T3 Nitrato Com base em média 2,672 1 18 ,119
Com base em mediana ,906 1 18 ,354
Com base em mediana e
com df ajustado 906 1 11,089 361
Com base em média
aparada 2,398 1 18 ,139




COMPARAGAO ENTRE OS SISTEMAS A E B DURANTE A ETAPA 2

Os dados obtidos de conversado das formas nitrogenadas presentes na amostras, ao longo dos
tempos de cada teste e também com o nimero do teste, que ird refletir numa variavel tempo,
visto que o teste sucessor ao anterior representa maior tempo que a biomassa encontra-se
dentro do sistema e com isso maior aclimatacdo e enriquecimento dos grupos de micro-
organismos que melhor se desenvolveram dadas as condicGes estabelecidas, sdo considerados
ndao paramétricos visto que ndo correspondem aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade. A ndo normalidade e homogeneidade dos dados eram esperados dado as
caracteristicas das informacdes coletadas, visto que a conversdo das formas nitrogenadas
dependiam das densidades dos grupos de micro-organismos presentes nos inéculos bem como
das concentragGes dos substratos limitantes e das concentragdes de substancias inibitérias a
cada grupo de micro-organismos. Dessa maneira torna-se necessario a ado¢do de testes nao

paramétricos para interpretacdo dos resultados obtidos.

Comparacdo entre os sistemas A e B de cada indculo da etapa 2 para verificar se os mesmos
continuaram a agir como duplicatas na conversdao dos compostos nitrogenados. Para tanto
realizou-se testes de hipdteses, sendo HO = F(Sistema A) = F(Sistema B); H1 = F(Sistema A) #

F(Sistema B);

Nesse teste ndo existe uma previsdo de qual sistema apresentou maior ou menor conversao,
entdo considera-se apenas a igualdade e desigualdade entre os valores lidos de conversdo para

amonia, nitrito e nitrato, e portanto busca-se uma analise bilateral.

Para esse teste os sistemas foram considerados como varidveis dependentes, visto que as
mesmas estavam sendo avaliadas para checar a igualdade ou ndo, ou seja considerou elas como

emparelhadas, como se fossem provenientes de um Unico sistema.
Nesse caso utilizou-se o teste dos postos com sinais de Wilcoxon.

Nesse teste calcula-se a diferenca entre as observacGes de cada amostra (teste e tempo) das
duas variaveis dependentes, nesse caso sistema A e sistema B, e depois essas diferencas sdo
transformadas em postos, mas o sinal da diferenga (se positiva ou negativa) é atribuido a cada
posto. Ao final separa-se os postos com sinais negativos e positivos, e obtém-se a soma dos
postos com mesmos sinais. A estatistica desse teste (T) é utilizar o menor dos dois valores

obtidos na soma dos postos com sinais diferentes (que serda o valor T).



A significancia do teste é obtida com o célculo da média T e do erro padrdo do teste (EP7) do

teste para cdlculo de Z, de acordo com as equacgdes:

- nn+1
~_ 1)
4
nn+1)2n+1)
EPT: 24
,_T-T
~ EP;

1) Dessa maneira tem-se para as conversoes de amonia para os sistema A e B:

Para os sistemas com indculo proveniente da Lago Paranoa de Brasilia (Par), as reducées

nas concentracdes de amodnia, ao longo dos perfis temporais de cada teste e ao longo do

conjunto de teste, foram significativamente mais altos para o sistema denominado de ParA

(Média = 0,300; Mediana = 0,232) do que para o sistema denominado de ParB (Média = 0,274;

Mediana =0,256), com T =447,0e Z=-1,839 p < 0,05. Dessa maneira, esses sistema A e B com

relacdo a reducdo de amdnia ndo podem ser utilizados como duplicatas.

A tabela XX, apresenta os resultados sintetizados com relagdo as conversdes ocorridas nas

formas nitrogenadas dos sistemas operados com o mesmo tipo de indculo, com a finalidade de

avaliar se os sistemas permaneciam como representantes de duplicatas. O teste aplicado foi o

dos postos com sinais de Wilcoxon.

SISTEMAS TESTADOS

IONS (mM)
ParAe | AnFlAe | FaFlAe | FaF2Ae | UaF2Ae | ChoAe
Intervalo tempo
ParB AnF1B | FaF1B | FaF2B | UaF2B | ChoB

TO_T1 (0 a 24 horas) N3o v N3o v 4 v
- T1_T2 (24 a 48 horas) v Nao Nao v 4 N3o
5 TO_T2 (0 a 48 horas) v v v v v N3o
S
< T2_T3 (48 a 72 horas) v N3o 4 v 4 v

TO_T3 (0 a 72 horas) 4 N3o N3o 4 v N3o




TO_T1 (0 a 24 horas) v v v v v v
o T1_T2 (24 a 48 horas) N3o N3o v N3o v v
'é TO_T2 (0 a 48 horas) v Nao v v v N3o
Z [ 12.73(48a 72 horas) N3o v v v v v

TO_T3 (0 a 72 horas) v N3o v v v v

TO_T1 (0 a 24 horas) v v v v v v
o T1_T2 (24 a 48 horas) v v v v v v
< [70_T2(0a 48 horas) v v v v v N3o
E T2 T3 (48 a 72 horas) Nao 4 4 4 4

TO_T3 (0 a 72 horas) v Nao Nao 4 4

Desigualdades 7 4 1 0 5

Julgamento se iguais SIM SIM

Acrescentar comentdrios do Livro sobre organizagdo dos sistemas biolégicos




Produgdo Nitrato _N (mM)

0,20

APENDICE VI

ParA - 22 Etapa

1,40
y =0,814x-0,006
120 R? =0,335
y=0,637x-0,036
1,00 R? = 0,392
y =0,916x- 0,106
0,80 R? = 0,666
0,60 | ly=0,381x+0,065 L
R? = 0,187
°
0,40 T
0,20
0,00
® 0,60 0,80 1,00
0,20 o
Reducdo Nitrito N (mM)
T0T1 e 112 T0 T2 e 12713

- Linear (TO_T1) «------- Linear (T1_T2) Linear (TO_T2) «=------- Linear (T2_T3)

y=0,622x+0,023

R*=0,178
y = 0,630x- 0,000
R*=0,423
1,20 1,40 1,60
T0_T3 Total

Linear (TO_T3) Linear (Total)

Figura VI1.1: Correlac@es entre producao de nitrato_ N (mM) com a reducdo concomitante das
concentracdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do sedimento do

lago Paranod Brasilia, DF (ParA). Cada equacéo representa a correlagio para um dado intervalo de tempo. Na
legenda, total - representa a correlacdo entre os dados de todos intervalos de tempo.

Producdo Nitrato_N (mM)

ParB - 22 Etapa

1,40
y =0,984x-0,072
1,20 R?=0,510
y =0,708x- 0,089
1,00 R =0,485
0,80 y=0,451x+0,027 .
R? =0,327
e®
0,60
y =0,709x- 0,072 @
R? =0,593 °
0,40 ]
,20 ® 0,60 0,80
Redugdo Nitrito_N (mM)
TO_T1 e TI_T2 TO_T2 ® 71213

Linear (TO_T1) «eeeeeees Linear (T1_T2) Linear (TO_T2) «=«eeves Linear (T2_T3)

1,00

y =0,675x- 0,034

R?=0,157
y =0,681x-0,031
R?*=0,533
1,20 1,40 1,60
TO_T3 Total

Linear (TO_T3) Linear (Total)

Figura V1.2: Correlagdes entre producdo de nitrato_N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do sedimento do

lago Paranoé Brasilia, DF (ParB). Cada equagio representa a correlagio para um dado intervalo de tempo. Na
legenda, total - representa a correlacéo entre os dados de todos intervalos de tempo.



Producdo Nitrato_N (mM)

-0,20

AnF1A - 22 Etapa

1,40
y =0,668x+ 0,010
1,20 R?=0,449
y =0,841x- 0,100
1,00 R?=0,525
[ ]
080 y =0,304x+0,027
’ 2 _
R?=0,254 °
0,60 ] @
y =0,962x- 0,096
2 _
0,40 R?=0,849
0,20
L Y
0,00 0%
0,00 0,60 0,80
0,20 —
Reducdo Nitrito N (mM)

® T0T1 ® T1T2 T0_T2 ® T2.T3

Linear (TO_T1) «+eveeees Linear (T1_T2) Linear (TO_T2)

Linear (T2_T3)

y =0,585x+0,097
R?=0,112

y=0,750x-0,030

R*=

1,00 1,20

T0_T3
Linear (TO_T3)

0,606

1,40 1,60

Total

Linear (Total)

Figura V1.3: Correlac@es entre producao de nitrato_ N (mM) com a reducdo concomitante das
concentragdes de nitrito_ N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do lodo da lagoa

anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari, MG (AnF1A). Cada equacéo representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagdo entre os dados de todos

Producdo Nitrato_N {mM)

0,20

intervalos de tempo.

AnF1 B - 22 Etapa

1,40
1,20 y =0,441x + 0,012
R*=0,433
1,00
y=0,841x-0,144
0,80 R2-0,687
0,60 y =-0,054x+0,018
R?=0,055
»
0,40 ;
y=0,857x-0,088 “ ”
R*=0,831
. RETAPTer= Ll
® o . oo X ..
O‘E’-“:_?I.‘?ﬂ!_g _____ o
R 0,20 0,48 0,60 0,80
-0,20 :
Redugdo Nitrito_N {mM)
TO_T1 e TIT2 TO_T2 R

Linear (TO_T1) «eeeeees Linear (T1_T2) Linear (TO_T2) «=«eeeeee

Linear (T2_T3)

y =0,551x-0,035
R? =0,298

TO_T3
Linear (TO_T3)

y=0,668x-0,058
R?=0,590

Total

Linear (Total)

Figura V1.4: Correlagdes entre producdo de nitrato_N (mM) com a redu¢do concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema biolégico com inoculo proveniente do lodo da lagoa

anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari, MG (AnF1B). Cada equagio representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlacdo entre os dados de todos

intervalos de tempo.



FaF1A - 22 Etapa

1,40
y=0,673x-0,152
1,20 R?=0,319
y=0,901x- 0,045
R*=0,783
. 1,00
= y=0,754x-0,214
E R?=0,580 e ! y = 0,655x- 0,087
= 0,80 s i
! [ ] []

E -
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p- 0,60 y= U,?STX +0,000
= R*=0,065
o
AT
E) 0,40
-g y =0,800x-0,087
a R?=0,801

020 .

. e 69

0,08 f‘ﬁﬂﬂ P gl ..‘
-0,20 0,007 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 160

-0,20 -

Redugdo Nitrito_N (mM)
e TOT1 e TIT2 TO_T2 ® T2.13 TO_T3 Total
--------- Linear (TO_T1) ««+=++++« Linear (T1_T2) Linear (TO_T2) +«=«+«+« Linear (T2_T3) Linear (TO_T3) Linear (Total)

Figura V1.5: Correlagdes entre producdo de nitrato_ N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema biolégico com indculo proveniente do lodo da lagoa

facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari, MG (FaF1A). Cada equagéo representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagéo entre os dados de todos
intervalos de tempo.

FaF1B - 22 Etapa

1,40
y=0,729x- 0,148
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)
m
5 0,60 °
= y =0,195x+ 0,066 Py
] R?=0,078
o] : [ ]
) 0,40 % . .
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& P
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0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
Reducdo Nitrito N (mM)
e TOTL e TILT TO_T2 e T2T3 TO_T3 Total
»»»»»»»»» Linear (TO_T1) :=+++:+++ Linear (T1_T2) Linear (TO_T2) «+-=:«++ Linear (T2_T3) Linear (TO_T3) Linear (Total)

Figura V1.6: Correlacdes entre producao de nitrato_ N (mM) com a reducdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do lodo da lagoa

facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari, MG (FaF1B). Cada equacéo representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlacdo entre os dados de todos
intervalos de tempo.



FaF2A - 22 Etapa
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Figura V1.7: Correlagdes entre producdo de nitrato_ N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do lodo da lagoa

facultativa tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG (FaF2A). Cada equagfo representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagéo entre os dados de todos
intervalos de tempo.

FaF2B - 22 Etapa
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Figura V1.8: Correlagdes entre producao de nitrato_ N (mM) com a reducdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do lodo da lagoa

facultativa tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG (FaF2B). Cada equagéo representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlacdo entre os dados de todos
intervalos de tempo.



UaF2A - 22 Etapa
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Figura V1.9: Correlagdes entre producdo de nitrato_ N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do lodo do reator

UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2A). Cada equagéo representa a
correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagéo entre os dados de todos

intervalos de tempo.
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Figura V1.10: Correlagdes entre producéo de nitrato_N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema biolégico com indculo proveniente do lodo do reator

Uasb tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG (UaF2B). Cada equagéo representa a correlagéo
para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagdo entre os dados de todos intervalos de

tempo.
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Figura VI1.11: Correlagdes entre producgéo de nitrato_N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do sedimento da

lagoa de acumulagdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia, DF (ChoA). Cada
equacdo representa a correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagdo entre os
dados de todos intervalos de tempo.
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Figura V1.12: Correlagdes entre producgéo de nitrato_N (mM) com a redugdo concomitante das
concentragdes de nitrito_N (mM) no sistema bioldgico com indculo proveniente do sedimento da

lagoa de acumulagdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia, DF (ChoB). Cada
equacdo representa a correlacdo para um dado intervalo de tempo. Na legenda, total - representa a correlagdo entre os
dados de todos intervalos de tempo.



APENDICE VII

COMPARACAO ENTRE LODOS 22 ETAPA

Foi verificado a existéncia de diferenca das relacdes T_NiAm_N e T_Na_NiAm_N entre

os diferentes sistemas componentes da etapa 2.

Verificou-se os valores calculados para essas variaveis quanto a sua distribuicdo normal
e homogeneidade entre as variancias entre os grupos comparados para definicdo dos
testes de estatisticos afim de testar hipdteses do efeito da origem do inéculo em cada

sistema sobre o comportamento metabdlico ocorrentes nos sistemas bioldgicos.

Os dados calculados seguem uma distribuicdo livre e a variancia das observacdes em

torno da média entre os grupos comparados é heterogénea.

Diante desses resultados, optou-se pela realizacdo do teste de Kruskal-Wallis que
permite avaliar se hda diferencas entre varios grupos independentes. O Teste de Kruskal-
Wallis é uma alternativa a ANOVA independente de um fator, para quando os dados sao

ndo paramétricos.

O Teste de Kruskall_Wallis (H) tem como base os postos de valores. Inicia-se ordenando
os escores do menor para o maior, ignorando o grupo ao qual o escore pertence. Apds
a ordenacdo, retorna-se os escores aos grupos as quais eles pertenciam inicialmente e
soma-se os postos atribuidos a cada escores para cada grupo. A soma dos postos de
cada grupo é representada por R;i (i representa cada um dos grupo testados). A

estatistica H é calculada usando a equacao:

k
H= 12 ER"Z 3(N-1)
_N(N+1),1ni
1=

Onde:

Ri = soma dos postos para cada grupo

N = total da amostra (somatdrio de n; de cada grupo testado)
ni=tamanho amostral de cada um dos grupos testados

k = graus de liberdade (nUmero de grupos menos um)



Essa estatistica teste tem um tipo especial de distribuicdo conhecida como Qui-
Quadrado e para isso essa distribuicdo possui um parametro denominado graus de

liberdade, que é o numero de grupos menos um (K-1).

Dessa maneira tem-se como resultados se os lodos diferem ou ndo quanto a relacdo de
T _NiAm_N, para os intervalos de tempo do inicio de cada batelada (TO_T1; TO_T2;
TO_T3).

Classificagoes®

Postos de
Lodo N média
T _NiAm_N  ParA 10 41,70
ParB 10 59,60
AnF1A 10 89,00
AnF1B 10 52,50
FaF1A 10 46,15
FaF1B 10 65,05
FaF2A 10 47,10
FaF2B 10 75,40
UaF2A 10 52,75
UaF2B 10 52,00
ChoA 10 73,70
ChoB 10 71,05
Total 120
a. Tempo =TO_T1
Estatisticas de teste®™°
T_NiAm_N
Qui-quadrado 18,815
df 11
Significancia Sig. ,065
Sig. Monte Carlo  Sig. ,057d
99% de Intervalo de Limite inferior ,051
Confianga Limite superior 063

a. Tempo=T0_T1
b. Teste Kruskal Wallis
c. Variavel de Agrupamento: Lodo

d. Baseado em 10000 tabelas de amostra com o valor inicial 1502173562.



Classificagoes®

Postos de
Lodo N média
T_NiAm_N  ParA 10 50,60
ParB 10 55,40
AnF1A 10 86,50
AnF1B 10 47,70
FaF1A 10 42,15
FaF1B 10 69,90
FaF2A 10 41,40
FaF2B 10 69,15
UaF2A 10 44,20
UaF2B 10 61,00
ChoA 10 80,30
ChoB 10 77,70
Total 120
a.Tempo=T0_T2
a,b,c

Estatisticas de teste

T_NiAm_N

Qui-quadrado 22,995
df 11
Significancia Sig. ,018
Sig. Monte Carlo ~ Sig. ,013¢
99% de Intervalo de Limite inferior ,010

Confianca Limite superior ,016

a.Tempo=T0_T2
b. Teste Kruskal Wallis

c. Variavel de Agrupamento: Lodo

d. Baseado em 10000 tabelas de amostra com o valor inicial 1502173562.




Classificagoes®

Postos de
Lodo N média
T NiAm_N  ParA 10 63,10
ParB 10 74,80
AnF1A 10 75,10
AnF1B 10 61,90
FaF1A 10 37,30
FaF1B 10 64,70
FaF2A 10 55,00
FaF2B 10 70,30
UaF2A 10 36,30
UaF2B 10 54,00
ChoA 10 74,10
ChoB 10 59,40
Total 120
a.Tempo=T0_T3
Estatisticas de teste®¢
T_NiAm_N
Qui-quadrado 15,889
df 11
Significancia Sig. ,145
Sig. Monte Carlo ~ Sig. ,139¢
99% de Intervalo de Limite inferior ,130
Confianga Limite superior ,148

a.Tempo=T0_T3
b. Teste Kruskal Wallis
c. Variavel de Agrupamento: Lodo

d. Baseado em 10000 tabelas de amostra com o valor inicial 1502173562.

As analises post hoc para o teste de Kruskal-wallis, que busca quais os sistema que foram
responsaveis pela diferenca entre as relagcbes nos tempos testados, ndo foram
realizadas pois a opgao seriam os testes de Mann-Witney que faz compara¢ao em pares
e com tal tratamento estatisticos, visto que sdo 12 sistemas a serem comparados em
duplas, aumentaria a possibilidade de incorrer no erro tipo | (quando aceita um efeito
gue na verdade ndo existe). Para reduzir as chances de cometer o erro tipo |, deve-se
aplicar a corre¢do de Bonferroni que divide o valor critico de significancia de 0,05 pelo

numero de comparagdes a serem feitas. Na situagdao em estudo equivaleria a serem



realizadas 132 comparagdes, que para serem significativamente diferentes teriam que
apresentar p < 3,788 x 10*. Outra op¢3o de teste post hoc tem semelhangas com o de
Mann-Witney, por fazer comparagdes entre duplas da fator de grupo em estudo, no
entanto envolve tomar a diferenca entre as médias dos postos dos diferentes grupos
comparadas com um valor Z (corrigido pelo nimero de comparac¢des sendo feitas) e
uma constante baseada no tamanho amostral total e as dos tamanhos amostras dos

dois grupos sendo comparados, dada pela equagao:

Za
Ry - Ryl > /"("_”N(N‘D(Hl)
v v 12 N, Ny

Onde:

|R, — R,| = diferenca em mddulos entre a média dos postos para os dois grupos
comparados

k = nimero de grupos

N = tamanho total da amostra

ny = tamanho da amostra no grupo 1

ny =tamanho da amostra no grupo 2

= a .
Za/k(k—l) valor da curva normal para o qual somente /k(k — 1) dos demais valores

Z sao maiores.



Dessa maneira tem-se como resultados se os lodos diferem ou ndo quanto a relagdo de
T_Na_NiAm_N, para os intervalos de tempo do inicio de cada batelada (TO_T1; TO_T2;
TO_T3).

Classificagoes®

Postos de
Lodo N média
T Na_NiAm_N  ParA 10 76,90
ParB 10 75,55
AnF1A 10 88,00
AnF1B 10 48,50
FaF1A 10 48,90
FaF1B 10 67,05
FaF2A 10 65,90
FaF2B 10 64,10
UaF2A 10 31,40
UaF2B 10 28,75
ChoA 10 60,00
ChoB 10 70,95
Total 120
a.Tempo=T0_T1
Estatisticas de teste®¢
T _Na_NiAm_
N
Qui-quadrado 29,586
df 11
Significancia Sig. ,002
Sig. Monte Carlo  Sig. ,001¢
99% de Intervalo de Limite inferior ,000
Confianga Limite superior ,001

a.Tempo=T0_T1
b. Teste Kruskal Wallis
c. Variavel de Agrupamento: Lodo

d. Baseado em 10000 tabelas de amostra com o valor inicial 112562564.



Classificagoes®

Postos de
Lodo N média
T _Na_NiAm_N  ParA 10 74,00
ParB 10 78,00
AnF1A 10 91,25
AnF1B 10 49,85
FaF1A 10 43,25
FaF1B 10 66,20
FaF2A 10 54,00
FaF2B 10 76,30
UaF2A 10 25,85
UaF2B 10 21,55
ChoA 10 72,10
ChoB 10 73,65
Total 120
a.Tempo=T0_T2
Estatisticas de teste®¢
T _Na_NiAm_
N
Qui-quadrado 42,933
df 11
Significancia Sig. ,000
Sig. Monte Carlo  Sig. ,OOOd
99% de Intervalo de Limite inferior ,000
Confianca Limite superior ,000

a. Tempo=T0_T2

b. Teste Kruskal Wallis

c. Variavel de Agrupamento: Lodo

d. Baseado em 10000 tabelas de amostra com o valor inicial 112562564.




Classificagoes®

Postos de
Lodo N média
T_Na_NiAm_N  ParA 10 76,80
ParB 10 77,80
AnF1A 10 84,05
AnF1B 10 54,55
FaF1A 10 53,75
FaF1B 10 72,25
FaF2A 10 65,80
FaF2B 10 62,70
UaF2A 10 20,90
UaF2B 10 23,10
ChoA 10 69,25
ChoB 10 65,05
Total 120
a.Tempo=T0_T3
a,b,c

Estatisticas de teste

T Na_NiAm_
N

Qui-quadrado 36,662
df 11
Significancia Sig. ,000
Sig. Monte Carlo  Sig. ,OOOd

99% de Intervalo de Limite inferior ,000

Confianga Limite superior ,000

a.Tempo=T0_T3
b. Teste Kruskal Wallis

c. Variavel de Agrupamento: Lodo

d. Baseado em 10000 tabelas de amostra com o valor inicial 112562564.

Exemplo de como relatar esses resultados:

Arelacdao T_Na_NiAm_N foi significativamente afetada pelo tipo de indculo nos sistemas

testados comparando-se o inicio das bateladas até 72 horas (TO_T1) sendo (H 11) =

36,662, p< 0,001.

Preciso relatar o tamanho do efeito, pois nao fiz os testes pos hoc.




APENDICE VIII

Anélise de PCR e avaliagdo do sucesso de extracdo de DNA e das amplificacbes em eletroforeses
em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™) para os sistemas bioldgicos

apos 120 de operacdo visando o enriquecimento dos micro-organismos anammox.

High Mass  parA ParB AnF1A  AnFiB FaF1A FaF1B High Mass FaF2A FaF2B UaF2A  UaF2B ChoA ChoB

Figura VI11.1: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™?)
para avaliacdo do DNA gendmico extraido das biomassas nos sistemas biol6gicos ap6s 180 dias
para ocorréncia de enriquecimento e atividade anammox em culturas bateladas. ParA e ParB: com

indculo proveniente do sedimento do lago Paranoa, Brasilia/DF; AnF1A e AnF1B: com in6culo proveniente do

lodo de lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1A e FaF1B: com in6culo
proveniente do lodo de lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 3, Araguari/MG; FaF2A e FaF2B: com
indculo proveniente do lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG ; UaF2A e UaF2B: com
inéculo proveniente do lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; ChoA e ChoB:
com indculo proveniente do lagoa de acumulacéo de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia/DF.

ParA ParB  AnFlA AnF1B FaFlA FaFiB Branco

FaF2A FaF2B  UaF2A MUaFZB ChoA  ChoB _ Branco

Figura VII11.2: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pug.mL™?)
para avaliacéo dos fragmentos amplificados de 774 pb a partir das biomassas dos sistemas
biologicos apos 180 dias para enriquecimento e atividade anammox em culturas bateladas com
0s pares de primers Pla 46F e Amx 820R. ParA e ParB: sedimento do lago Paranod, Brasilia/DF; AnF1A e
AnF1B: lagoa anaerdbia tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF1A e FaF1B: lagoa facultativa
tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG; FaF2A e FaF2B: lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico
2, Uberlandia, MG; UaF2A e UaF2B: lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG;
ChoA e ChoB: lagoa de acumulag&o de chorume do aterro controlado Jockey Clube de Brasilia/DF.



ParB AnF1A AnF1B FaF1A FaF1B Branco FaF2A FaF2B UaF2A UaF2B ChoA ChoB Branco
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Figura V111.3: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo (1 pg.mL™?)
para avaliacdo dos fragmentos amplificados de 225 pb, a partir dos indculos testados nos
experimentos em bateladas para atividade anammox apés 180 dias, com os pares de primers
Nitro 1198Fe Nitro 1423R para micro-organismos como Nitrobacter. Legenda: ParA e ParB:
sedimento do lago Parano4, Brasilia/DF; AnF1A e AnF1B: lodo da lagoa anaerébia tratando efluente do Frigorifico
1, Araguari/MG; FaF1A e FaF2B: lodo da lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 1, Araguari/MG;
FaF2A e FaF2B: lodo de lagoa facultativa tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia, MG; UaF2A e UaF2B:
lodo de reator UASB tratando efluente do Frigorifico 2, Uberlandia/MG; ChoA e ChoB: sedimento da lagoa de
acumulacdo de chorume do aterro controlado Jockey Clube, Brasilia, DF.
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