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Microbiologia de lodos ativados

INTRODUCAO

Os rios possuem capacidade autode-
puradora, que se realiza através da estabi-
lizagdo biolégica (biodegradagdo) da ma-
téria organica proveniente dos despejos
neles lancados. Em condigdes aerébias, o
mecanismo envolvido na biodegradacio
processada por bactérias € a respiragdao
celular que promove a oxidacdo dos com-
postos orgdnicos com quebra das molé-
culas complexas, transformando-as em
moléculas mais simples e mais estdveis.
Portanto, € o oxigénio o principal aceptor
dos elétrons gerados a partir da degrada-
¢do desses compostos (1). Além disso,
durante o metabolismo respiratdrio,
ocorre a liberacdo de energia necessdria
para o crescimento € para a manutengdo
das células bacterianas.

No caso de lancamento continuo de
despejos in natura num corpo receptor
(rios, lagos etc.), pode ocorrer o esgota-
mento do oxigénio disponivel em solucéo,
como consequéncia da estabilizacdo da
matéria organica, criando condigdes
anaerdbias. Com isso, ocorre o desapare-
.cimento dos microrganismos aqudticos
originais e a morte dos peixes e dos ve-
getais, deixando o corpo receptor invidvel
para uso como fonte de abastecimento de
dgua potdvel e para recreagdo. Portanto,
existe grande interesse, tanto de ordem
econdmica quanto sanitdria e social, em
que os despejos sejam submetidos a tra-
tamento adequado antes de seu lanca-
mento nos corpos d’dgua.

O tratamento biolégico dos despejos
realiza-se pela reproducdo artificial do

mecanismo de biodegradagdo que ocorre
no rio, passando a funcionar apenas como
dispersor, no meio ambiente, de despejos
tratados. Um dos processos mais utiliza-
dos de tratamento biolégico é o de lodos
ativados. Trata-se de um processo fer-
mentativo aerébio continuo com reciclo
de biomassa, que se constitui num inéculo
permanente e aclimatado.

Com o intuito de compreender a mi-
crobiologia envolvida nesse sistema de
tratamento, serdo abordados aqui, sucin-
tamente, alguns aspectos da nutricdo, da
respiragdo e do crescimento bacterianos
2e3).

Nutricao

De acordo com as suas necessidades
nutricionais e energéticas, 0s seres vivos
sdo classificados em dois grandes grupos:
os autotréficos e os heterotréficos. Os
seres autotréficos — por exemplo, os ve-
getais — sdo os que utilizam compostos
inorganicos (CO, e H,), sintetizando, a
partir destes na presenga da luz (fotos-
sintese), substincias orgéanicas. Os seres
heterotréficos — por exemplo, os animais
— requerem substratos organicos para de-
les retirar a energia necessdria ao seu de-
senvolvimento.

Contudo, essa classificacao € bastante
simples e insuficiente para explicar a va-
riedade de caminhos nutricionais que os.
organismos utilizam. Com base em dois
parametros importantes, isto €, na nature-
za da fonte energética e na fonte principal
de carbono, ¢ possivel reunir os micror-
ganismos em quatro categorias nutricio-
nais bem distintas (4):
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— fotoautotrdficos, que se servem da luz
como fonte de energia e de CO, como
principal fonte de carbono. Sdo exem-
plos dessa categoria os organismos fo-
tossintéticos, os vegetais superiores, as
algas, algumas bactérias ditas fotossin-
tetizantes e certos protozodrios;

— fotoheterotrdficos, que tém a luz como
fonte de energia e um composto orga-
nico como fonte principal de carbono.
Aqui se incluem as purple bacteria
(bactérias ptirpuras) e as green bacteria
(bactérias verdes);

— quimioautotrdficos, que utilizam uma
fonte de energia quimica e o CO, como
principais fontes de carbono. A energia
¢ obtida pela oxidagdo de compostos
inorganicos reduzidos, tais como
NH;, NO,, H,; formas reduzidas do
S (H,S, S, S,0,) e compostos ferrosos.
Somente bactérias pertencem a essa
categoria nutricional. Devido & capaci-
dade destas bactérias crescerem em
meios minerais simples, na auséncia de
luz, esses organismos sdo também co-
nhecidos como quimiolitotréficos;

— quimioheterotrdficos, que usam uma
fonte de energia quimica ¢ um com-
posto orgéanico como principal fonte de
carbono. Aqui ndo se observa clara
distingdo entre fonte de energia e fonte
de carbono, notada nas trés categorias

anteriores; nesta categoria, tanto a .

fonte de carbono quanto a de energia
podem ser derivadas do metabolismo
de uma substidncia orgdnica simples.
Incluem-se entre os quimioheterotréfi-
cos todos 0s animais metazodrios, pro-
tozodrios, fungos e a grande maioria
das bactérias. Os organismos desta ca-
tegoria nutricional podem ser subdivi-

didos de outras maneiras. Uma delas € .

a que se baseia no estado fisico do nu-
triente orgdnico que entra na célula: os
osmotréficos, as bactérias e os fungos,
que retiram seus nutrientes do meio sob
forma dissolvida; os fagotréficos, que
através da fagocitose, usam particulas
sélidas como alimento. Outra subdivi-
sdo também adotada € a que se relacio-
na com a utilizagdo da matéria organi-

ca, em putrefagdo ou ndo. Os organis-
mos holozéicos, maioria dos animais
superiores e alguns protozodrios, utili-
zam matéria orgéanica viva. Os saprébi-
cos, utilizadores de matéria orgéanica
morta (putrefagdo), sdo os saprozdicos
(maioria dos protozodrios, alguns ani-
mais superiores etc.) e os saprofiticos
(bactérias, fungos etc.). Estes dois ul-
timos sdo diferentes entre- si apenas
porque os primeiros ingerem matéria
particulada e os segundos, dissolvida.
Saliente-se, contudo, que, em particu-
lar, os microrganismos possuem uma
grande versatilidade nutricional para seu
crescimento e manutengdo. Isso faz com
que a classificacdo de alguns grupos possa
estar incluida em mais de uma categoria.

Respiracao -

Como j4 foi visto, os organismos aeré-
bios heterotréficos obtém a maior parte
de 'sua energia da respiracdo, a qual cos-
tuma ser definida como a oxidagdo de
combustiveis. organicos (substratos) pelo
oxigénio molecular. Conseqilentemente,
na respiracdo, o oxigénio serve como
aceptor final de elétrons. A energia obtida
com a oxidagao do substrato é armazena-
da sob a forma de ligagdes quimicas de
alta energia,,que serd posteriormente usa-
da pela propria célula. A formagio dessas
ligagées € o processo conhecido como
fosforilagao oxidativa, onde a adenosina-
difosfato (ADP) € convertida em adeno-
sina-trifosfato (ATP), sendo esta dltima o
composto que armazena a energia obtida
na respiragao.

O processo respiratdrio compreende as
seguintes etapas: glicélise (degradagio de
uma molécula de glicose a duas de 4cido
pirtvico), ciclo do 4cido tricarboxilico e
cadeia respiratéria. A quantidade de
ATPs gerada em cada etapa é, respecti-
vamente, 2 ATPs, 30 ATPs e 6 ATPs.

A equacdo geral da respiragdo bacte-
riana, durante a quebra da glicose, é
apresentada da seguinte forma:

CgHy, Og + 60, + 38 ADP +
+ 38 Pi — 6CO, + 6H,0 + 38 ATP




Em condigées de auséncia de oxigénio,
0 processo € dito anaerébio e apresenta
um rendimento baixo de 2 ATPs durante
a glicélise.

As bactérias quimioautotréficas utili-
zam a energia de ligacdo de compostos
inorginicos para sintetizar os compostos
orgénicos celulares, processo conhecido
como quimiossintese. Como exemplo
dessas bactérias, existem as nitrificantes
que utilizam a aménia ou o nitrito, segun-
do as equagdes a seguir:

Nitrosomonas

energia
2NH; + 30, <~ 2HNO, + 2H,0
Nitrobdcter

energia

2NO, + 0, £ 2NO,

Crescimento bacteriano

O crescimento dos microrganismos em
culturas puras pode ser observado segun-
do o modelo da curva de crescimento des-
crita por Monod (5), reproduzida na Fi-
gura 1, e que apresenta as seguintes eta-
pas ou fases:

— fase Lag, ou de Aclimatagdo: nio
ocorre aumento do nimero de micror-
ganismos, na medida em que, nesta eta-
pa, eles elaboram o arsenal enzimético
necessario ao consumo dos substratos.
A velocidade de crescimento € nula;

— fase de Aceleragdo: inicia-se o cresci-
mento microbiano, face ao consume de
substrato. A velocidade de crescimento
aumenta com O tempo;

— fase Log, ou Exponencial: frente as
condicdes adequadas de vida (substrato
abundante, baixa concentracio de me-
tabélitos téxicos etc.), 0 microrganismo
cresce com velocidade mdxima, que
pode ser representada por uma funcdo
exponencial;

— fase de Desaceleracgdo: a velocidade de
crescimento, que era mdxima na fase
anterior, passa a diminuir, uma vez que
o substrato disponivel comeca a escas-
sear e jd existe o aciimulo ponderdvel
de excretas téxicas;

— fase Estaciondria: a velocidade de cres-
cimento dos microrganismos volta a ser
nula, devido ao esgotamento dos subs-
tratos ou ao acimulo de substincias t6-
xicas em niveis incompativeis com o
desenvolvimento microbiano;

— fase de Declinio: ocorre a diminuigio
do niimero de microrganismos (veloci-
dade de crescimento negativa) causada
pela sua morte ¢ lise.

Nas fases estaciondrias e de declinio, o
MICTrorganismo Cconsome suas reservas
protoplasmdticas (ocorre um emagreci-
mento celular), sendo -este processo co-
nhecido como metabolismo endégeno.
Estas duas fases podem ser também cha-
madas de fase endégena. Embora a curva
de crescimento tenha sido descrita para
culturas puras, sua utilizagdo € também
bastante freqiiente em culturas mistas, tal
como no processo de lodos ativados.

Nesse processo, a depuragéo biol6gica
ocorre no tanque de aeragdo alimentado
com o despejo a ser tratado (afluente).
O lodo biol6gico encontra-se misturado
com 0 meio liquido. Em sua maior parte,
ele é formado por uma populagdo mista
de bactérias agregadas sob a forma de
flocos biologicamente ativos, de onde o
nome lodos ativados. Um esquema do
sistema de lodos ativados completo &
mostrado na Figura 2 (6).
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Figura 1 - Modelo de curva de crescimento de
microrganismos em cultura pura,
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Figura 2 - Esquema do processo de lodos ativados.

Essa populagdo mista de bactérias ndo
estd em crescimento sincronizado: en-
quanto uma parte delas se encontra na
fase exponencial de crescimento, portan-
to, de renovagdo celular, outra parte
acha-se na fase estaciondria e uma ter-
ceira, ainda, na fase de declinio. Depen-
dendo das condicdes de operagdo do sis-
tema, ¢é possivel manter uma parcela
maior de bactérias nestas duas Gltimas
fases, ou seja, na fase endégena.

A importancia da manutengéo da fase
endégena para o processo estd na dimi-
nuigdo da biofhassa devido a auto-oxida-
¢do (metabolismo endégeno) e também
porque & nestas condi¢des que ocorre a
floculagdo bacteriana. A floculagdo do lo-
do é caracteristica importante do proces-
so, pois este fendmeno faz com que a
massa bacteriana formada possa ser se-
parada do efluente tratado e retornada ao
sistema.

MICRORGANISMOS NO
PROCESSO DE LODOS
ATIVADOS

Em sistemas de lodos ativados, embora
o meio ambiente seja aquético, os orga-
nismos presentes ndo sio necessariamente
os mesmos de ambientes naturais de dguas
doces. Isso porque o processo apresenta
caracteristicas especificas, como turbu-
Iéncia, por causa da aeragdo, e turbidez,
devido ao material em suspensao.

Apenas a microfauna € encontrada

NEsses Processos, pois a turbuléncia nao
permite o desenvolvimento de organismos
maiores. A turbidez do meio provoca a
auséncia de luz, evitando o desenvolvi-
mento de algas. Entre a microbiota nor-
malmente sio encontrados vérios tipos de
bactérias, entre elas as filamentosas, for-
mando a biomassa e, as vezes, fungos e
leveduras. As bactérias sdo organismos
saprébicos, consumidores primdrios que
degradam a matéria orgénica do despejo,
promovendo sua estabilizagao (7).

As bactérias filamentosas, presentes
tanto no floco como livres, igualmente
degradam a matéria orglnica, mas seu
crescimento deve ser controlado, pois po-

"de causar problemas na decantagdo do lo-

do (8). Como representantes da micro-
fauna, encontram-se protozodrios e mi-
crometazo4rios.

A presenga de microfauna € um im-
portante indicio de funcionamento do
processo, €, como um observador expe-
riente pode identificd-la com certa facili-
dade, ¢ utilizada como indicador biol6gi-
co. A identificagdo de bactérias € um pro-
cesso em geral mais lento e oneroso em
relagdo a de protozodrios, o que dificulta
sua utilizagdo como indicadores. Para se-
rem utilizados nas estacocs de tratamento,
os métodos de an4lise devem ser simples.

A observagio qualitativa e quantitativa
da microfauna vem sendo h4 anos realiza-
da no controle do processo de lodos ati-
vados. Entretanto, ainda se encontra pou-
co desenvolvida como instrumento de




diagnéstico, pois, na prética, aparecem
problemas de amostragem, de contagem e
de aproveitamento dos dados obtidos, de-
vido a complexidade das interacoes. As
populagbes de bactérias (decompositoras
primdrias) fixam um substrato complexo,
geralmente varidvel em qualidade e quan-
tidade. A partir desses organismos de-
compositores vive uma fauna de consu-
midores primdrios, também sujeitos 2
predagdo entre si (protozodrios). As in-
teragdes, tanto de competi¢io quanto de
predagao, sdo muito diversificadas (9).

Outro fator importante a se considerar
na observagdo ao microscépio ¢ a avalia-
¢do da concentragio de bactérias fila-
mentosas. Elas encontram-se quase sem-
pre presentes nos flocos bacterianos; po-
rém, sua quantidade em relagio aos flocos
deve ser limitada a um certo ponto para
que ndo ocorram problemas na decanta-
¢do do lodo, intumescimento filamentoso
do lodo, como j4 referido (8). A m4 de-
cantagdo do lodo pode, contudo, ter ou-
tras origens, tais como o aumento de um
tipo de bactéria, Zooglea ramigera, ou de
fungos filamentosos (10).

O aspecto do lodo ao microscépio em
geral pode ser descrito da seguinte forma:
as bactérias se agregam formando flocos
biol6gicos, que também congregam bac-
térias filamentosas. Na superficie desses
flocos fixam-se os protozodrios sésseis,
ciliados pedunculados ou peritriquias. H4
protozodrios que vivem em estreita liga-
¢4o com-os flocos, alimentando-se destes
€ mantendo-se. sempre em torno deles,
sem €star, porém, fisicamente a eles liga-
dos (ciliados hipotriquias). Por dltimo,
existem os ciliados livre-natantes, que se
movem nos espagos entre os flocos, os
flagelados e as amebas, podendo estes
dois dltimos estar preferencialmente tanto
na superficie do floco quanto no espago
entre eles, dependendo da espécie. Os mi-
crometazodrios (rotiferos e pequenos
vermes) também se locomovem, em geral,
no espago entre os flocos (11, 12).

A determinagio precisa de todas as es-
pécies presentes é dificil de ser realizada
num trabalho de controle.

Assim, utilizam-se contagens simplifi-
cadas de microfauna, arranjadas em clas-
ses ou em grandes grupos. A natureza da
microfauna presente é caracteristica da
idade do lodo, que é o tempo médio de
permanéncia do lodo no reator. E também
caracteristica da saprobicidade, nivel de
qualidade da 4gua refletido pelas espécies
que constituem a comunidade presente, de
acordo com a matéria orgénica biodegra-
ddvel, expressa em DBO (Demanda Bio-
quimica de Oxigénio), que representa o
resultado analitico da quantidade de oxi-
g€nio necessdrio para oxidar biologica-
mente uma determinada quantidade de
matéria orginica ao longo de cinco dias
de incubagdo, a 20° C. Assim, uma de-
terminada comunidade ¢ indicadora do
nivel saprébico de um determinado meio.

Nos tratamentos aerados de despejos,
como € o caso do processo de lodos ativa-
dos, 0 meio no tanque de aeragdo, segun-
do a saprobicidade, pode variar de oligo-
saprobica (condigdes excelentes de depu-
racio, com DBO5 média em torno de 2,5
mg/l), a polisaprébica (condicdes infe-
riores de depuragdo, com DBO4 média
em torno de 50 mg/l). As condiges in-
termedidrias de nivel de qualidade de
efluente que podem apresentar-se sdo:
B-mesosaprébica (DBOg média de 5 mgl)
€ a-mesosaprébica (DBO5 média em tor-
no de 10 mg/l). As condi¢des B e a-me-
sosaprébicas sdo as mais freqiientes em
tratamentos aerados de despejos (13).

As espécies microbianas reagem aos
fatores de selegdo do meio (tr6ficos ou
fisico-quimicos), individualmente, segun-
do as suas caracteristicas préprias. O fato
da microfauna sofrer a agio simultinea de
todos os pardmetros do processo e de
subsistir em condigdes ndo ideais, torna-a
um indicador extremamente sensivel. A
microfauna € indicadora, . portanto, do
conjunto de pardmetros de funcionamento
do processo de lodos ativados, uma vez
que sua natureza varia com o nivel de de-
puragdo, com a concentragdo de oxigénio
dissolvido, com a presenca de substancias
toxicas etc., dentro do tanque de aeragao
(14).
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Principais microrganismos -

Bactérias

As bactérias unicelulares mais fre-
qiientes nos lodos ativados, além da Zoo-
gloea ramigera, considerada por muito
tempo como a Unica responsével pela flo-
culagdo, pertencem aos géneros Achro-
mobacterium, Chromobacterium (Flavo-
bacterium) ¢ Pseudomonas. Sao bastone-

tes gram-negativos, com agao proteoliti-’

ca. A Zoogloea forma massas gelatinosas,
reconheciveis ao microscopio porque
formam estruturas dendriticas.

Dentre as bactérias filamentosas,
a Sphaerotilus natans € a mais comum em
lodos ativados, caracterizando-se pela
presenca de bainha e ramificagdo falsa.
Séo filamentos finos e, em geral, os sep-
tos celulares ndo sdo visiveis. H4 outras
bactérias que podem estar presentes no
processo, como T hiotrix, Beggiatoa € No-
cardia, além de outras espécies.

Um crescimento excessivo de bactérias
filamentosas dificulta a decantagao do lo-
do, causando um estado chamado intu-
mescimento. filamentoso do lodo. Por isso,
é necessdrio um controle constante da

concentragao de filamentos como preven-
¢do de um problema que, se ndo cuidado a
tempo, pode levar & perda de s6lidos em
suspensao pelo efluente.

Fungos

Os fungos ndo sao muito comuns em
lodos ativados e, quando presentes, em
geral sdo Deuteromicetos (fungos imper-
feitos). Com maior freqiiéncia sdo en-
contradas espécies do género Geotrichum.
Quando se desenvolvem em excesso,
também sdo passiveis de provocar intu-
mescimento do lodo. Podem predominar
em processos em que se verifique acen-
tuada queda de pH.

Microfauna

Sao freqiientemente encontrados or-
ganismos de diversos géneros, que podem
ser agrupados de acordo com a Tabela 1.

METODOLOGIA PARA ANALISE
QUALITATIVA E QUANTITATIVA

Como ndo € possivel contar todos os
organismos de uma amostra, os méiodos
de contagem sdo estatisticos. Por isso es-

Tabela 1 - Agrupamento de organismos de diversos géneros.

Grandes Grupos

Géneros Freqiientes

Classe Ciliata
a) ciliados livre-natantes

b) ciliados pedunculados
¢) ciliados livres, predadores do floco
Classe Mastigophora - flagelados

Classe Sarcodina - amebas

Paramecium, Colpidium, Litonotus,
Trachelophyllum, Amphileptus, Chilodonella
Vorticella, Operculdria, Epistylis, Charchesium
e as suctdrias Acineta e Podophrya

Aspidisca, Euplotes, Stylonychia,

Oxytricha,

Bodo, Cercobodo, Mona sp, Oicomona sp,
Euglena sp, Cercomona sp, Peranema

Amoeba, Arcella, Actinophrys, Vahlkampfi,
Astramoeba, Difflugia, Cochliopodium,

Classe Rotffera - rotfferos Philodina, Rotaria, Epiphanes
Classe Nematoda - nematdides Rhabditis
Filo Anelida - anelfdeos Aelosoma




tao sujeitos a erros de grandeza varidvel,
dependendo do nimero de campos ou de
faixas contados ao microscépio, e do cui-
dado na execugio da andlise.

Coleta e preservacéo
de amostras

A amostra € coletada no tanque de
aeragdo, préximo 2 sua saida. Para tanto,
podem ser utilizados frascos de polietile-
no, de polipropileno ou de vidro, que se-

rdo preenchidos apenas até a metade de-

seu volume de modo a manter oxigénio
em sua parte superior, necessdrio i sobre-
vivéncia da microfauna durante o trans-
porte das amostras. O volume de amostra
necessério 2 andlise € pequeno, nio exce-
dendo a 10 ml.

O ideal € que a andlise seja feita ime-
diatamente apds a sua coleta, para se evi-
tarem alteragdes na composi¢do da mi-
crofauna. Conservantes ou preservativos
quimicos ndo podem ser utilizados, uma
vez que a andlise € realizada in vivo. Caso
as amostras devam ser analisadas em lo-
cais distantes do ponto de amostragem,
recomenda-se manté-las 3 temperatura de
40 C durante o transporte e estocd-las em
laboratério e em geladeira, o menor tem-
po possivel, ndo devendo ultrapassar 48
horas.

Calibragcdo do microscopio

A calibragdo correta do microscépio &
fundamental para se realizar a contagem
de organismos. Utiliza-se um reticulo (ou
ocular micrométrica) de Whipple, coloca-
do na ocular reguldvel do microscépio.
Esse reticulo é tragado num disco de vi-
dro e dividido precisamente em 100 qua-
drados iguais, sendo um dos quadrados
centrais subdividido em 25 quadrados
menores. Na calibracdo do reticulo de
Whipple, verifica-se quanto mede a 4rea
da imagem que ele delimita colocando-se
na platina do microscépio uma ldmina em
escala micrométrica de 1 mm subdividido
em 10 pm ou em 100 pm; superpon-
do-se a imagem da escala ao reticulo,
observa-se quanto mede cada divisdo do

reticulo. O aumento utilizado deve ser de
100 ou 200 vezes.

Técnica de contagem em
cdmara de S. R.

A cémara de S. R. - Sedgwick-Rafter
(9,15) € comumente usada nas contagens
de protozodrios e filamentos. Tem capa-
cidade de 1 ml, com dimensées de 50 mm
x 20 mm. Nio pode ser utilizada com ob-
jetivas de aumento maior que 16 vezes.
Para aumentos maiores, existem objetivas
apropriadas.

O esquema na Figura 3 mostra o modo
de completar o volume da cimara com a
amostra liquida, utilizando-se uma pipeta
e introduzindo-se a amostra por um lado
da camara, de forma a permitir que o ar
possa sair pelo outro lado. Antes do inicio
da contagem, deixa-se a amostra decantar
por 5 min.

A contagem pode ser efetuada tanto
por campos, cada um correspondendo 3
drea do reticulo de Whipple, quanto por
faixas, tendo a faixa 50 mm de compri-
mento e a largura do reticulo de Whipple.
Realiza-se a contagem por campos quan-
do a amostra tem uma densidade elevada
de microrganismos (dez ou mais por cam-
po). Os campos sdo escolhidos aleatoria-
mente, distando de 5 mm a 7 mm das bor-
das. Obtém-se o resultado em organismos
por mililitro a partir dos campos conta-
dos, fazendo-se o cdlculo de acordo com
a férmula

C x 1 000 mm®/ml
AxDxF

N/ml =

onde:

C = niimero de organismos contados

A = drea de um campo (4rea da imagem
do reticulo de Whipple), mm?

D = profundidade de um campo (profun-
didade da cimara de Sedgwick-
Rafter, 1 m), mm

F = niimero de campos contados

O valor resultante ainda precisa ser
ajustado, multiplicando-se pelo fator de
dilui¢do ou dividindo-se pelo fator de

S e o=
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Figura 3 - Cimara de contagem de Sedgwick-Rafter, mostrando a maneira de colocar a amostra.

concentragdo. A contagem por faixas é
efetuada quando a concentragdo de mi-
crorganismos ¢ baixa. O ntimero de orga-
nismos por mililitro € obtido a partir da
seguinte férmula:

C x 1 000 mm>*/ml
LxDxWxS

N¢/ml =

onde:

C = niimero de organismos contados

L = comprimento de cada faixa (com-
primento da cdmara de Sedgwick-
Rafter), mm

D = profundidade de uma faixa (profun-
didade da camara de Sedgwick-
Rafter), mm

W = largura de uma faixa (largura da
imagem do reticulo de Whipple),
rnm .

S = ndmero de faixas contadas

Igualmente, o resultado da férmula
serd ainda multiplicado pela diluicdo ou
dividido pela concentragdo da amostra.
Para se obter uma melhor qualidade de
resultados, € recomenddvel a utilizagdo
das seguintes condicoes:

— usar 0 mesmo microscépio € o mesmo
aumento para todas as contagens de
uma amostra de mesma origem;

— definir 0 mesmo nimero de faixas ou

campos a serem contados, para todas as
contagens de amostras de mesma ori-
gem,;

— definir uma faixa de diluicdo adequada
para o tipo de amostra analisada; su-
gere-se também que, se necessdrio va-
riar a diluicdo definida, isso seja feito
pelo fator de dois para concentrar ou
diluir; por exemplo:
dilui¢do definida — 1:10
dilui¢do minima — 1:5
diluicdo mdxima — 1:20

— a amostra deve ser bem homogeneizada
antes de se retirar a aliquota para dilui-
¢do e para andlise. :

Aplicacao da técnica de contagem
em microfauna

Andlises quantitativas e qualitativas
deverao ser realizadas diariamente, ou
trés vezes por semana, em cidmara de S.
R. (9,15). A andlise inicial ¢ qualitativa,
observando-se a amostra em lAmina/lami-
nula, para anotar o estado dos flocos, a
presenca de bactérias livres e de outros
elementos, para identificar os protozod-
rios e micrometazodrios etc. Somente de-
pois € que se deve proceder a contagem
dos microrganismos, em sua totalidade ou
por grupos especificos.




Critérios a serem seguidos para as
anadlises quantitativas

— 0s microrganismos sio contados em um

nimero pré-determinado de campos,
ao microscépio e, entdo, aplica-se a
férmula adequada para o cdlculo do
nimero total de microrganismos por
mililitro;

— a contagem direta da amostra ndo di-
luida € preferivel, pois elimina a mani-
pulagdo; geralmente, porém, a concen-
tragdo de sélido € tal que ndo permite
sua realizacdo sem dilui¢do; mesmo os
organismos nao identificados precisam
ser contados e seu esquema relacionado
no verso da folha de anotagdo para
posterior identificagdo;

— na contagem de campos aleatdrios sdo

também incluidos os organismos que
tocam as linhas demarcatérias de cima
ou da esquerda do reticulo de Whipple;
0s que tocam as linhas demarcatdrias
de baixo ou da direita devem ser igno-
rados; sugere-se a contagem de dez
campos aleatSrios, localizados na re-
gido central da cAmara, a cercade 6a 7
mm de suas bordas (ver Figura 4);
quando a contagem ¢ realizada por fai-
xas, utiliza-se o comprimento total da
cdmara; a contagem serd facilitada se
forem marcadas linhas de referéncia no
fundo da cimara, como mostra a Fi-
gura 5; sugere-se a contagem de duas a
trés faixas; aplica-se, entdo, a férmula
adequada para o cdlculo do niimero de
microrganismos por mililitro.

L S A HA
2 2
% Z
% shuk bttt ks X 7
Z P = £y
75 REGIAG Pama ! d ;
ﬂ CONTAGEM i
% IS S S %
%2 2
7
/////////////////////// 4

dz8g 7mm

Figura 4 - Contagem na cimara de Sedgwick-Rafter, por campos.
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Figura 5 - Contagem na cdmara de Sedgwick-Rafter, por faixas.
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Técnica de medida e contagem de
filamentos e fiocos

A medida para a contagem de fila-
mentos ¢ de flocos é efetuada com a
amostra do tanque de aeragdo diluida
1/500 a 1/2 000 em é&gua destilada (9,
12,15). A diluicdo é feita num béquer de
1,5 1 e homogeneizada num aparelho
jar-test durante 1 min, a 100 rpm, repro-
duzindo condigdes similares as existentes
no tanque de aeragdo, ou pode ser tam-
bém executada por agitagdo manual com
um bastdo de vidro, durante 1 min.

Tomar uma aliquota adequada da
amostra com uma pipeta de ponta larga (8
mm), devidamente calibrada, de modo a
ndo danificar os flocos e transferi-la para
a cAmara de contagem de Sedgwick-
Rafter. Contar de duas a quatro faixas ao
microscépio, com reticulo de Whipple
aferido, em aumento de 100 a 200 vezes.
Os flocos sao medidos pelo seu didmetro
méximo e assinalados nos seguintes inter-
valos: 0,5 a2 wm, 2 a 10 pm, 10 a 25
pm, 25 a 50 pm, 50 a 100 pm, 100 a
200 pm, 200 2 400 p.m, 400 a 800 p.m,
e maiores que 800 p.m. Os filamentos sdo
contados e medidos pelas seguintes faixas
de tamanho: 0 a 10 pm, 10 2 25 pm, 25
a 50 wm, 50 a 100 pm, 100 a2 200 pm,
200 a 400 pm, 400 a 800 p m, e maiores
que 800 pm. Os filamentos maiores que
800 pm sdo considerados individual-
mente. As medidas de filamentos e flocos
sdo efetuadas ao mesmo tempo, de modo
que o niimero e o comprimento de fila-
mentos sejam assinalados para uma faixa
especifica de tamanho de flocos. Os fila-
mentos ndo-ligados a flocos sdo medidos e
contados como livres. Filamentos ramifi-
cados sdo contados como dois, uma vez
que exercem influéncia mecénica nos flo-
cos (Figura 6).

Interpretacdo das analises

A realizacdo regular de andlises mi-
croscépicas de um lodo em aeragao serve
para indicar ao operador as diversas ten-
déncias do processo de lodos ativados:

Figura 6 - Medida de filamentos ramificados.

demonstra a eficiéncia da remogdo de
matéria orginica e da sedimentacdo do
lodo; indica a adequacdo da aeragdo em-
pregada e uma eventual presenga de com-
postos téxicos, bem como pode revelar a
ocorréncia de sobrecargas orgéanicas. Es-
ses indicadores se prestam, entdo, para
sugerir ou a realizacdo de outras medidas
fisico-quimicas ou mudangas na operagao
do sistema, de tal forma que seja mantido
o desempenho desejado.

Para exemplificar a metodologia
apresentada, serd adotado, em particular,
o tratamento convencional do esgoto do-
méstico por lodos ativados. As Figuras de
7 a 12 ilustram aspectos de lodo encon-
trados ao exame microscopico sob au-
mento de 125 vezes. A microfauna asso-
ciada ao lodo serd observada de acordo
com os grandes grupos anteriormente ci-
tados. Os esquemas apresentados no
Anexo 2 servirdo para a identificagdo
detalhada dos organismos encontrados
(11,16).

Estudos realizados pela CETESB com
esgotos domésticos — cujas caracteristicas
estdo descritas na Tabela 2 — nos quais foi
utilizado sistema de lodos ativados com

-reatores de Mistura Completa, de quatro

compartimentos e de oito compartimentos
aerados em série, operando sob as condi-
coes apresentadas na Tabela 3, mostram
um comportamento com relagdo a mi-
crotauna, descrito na Tabela 4.
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Figura 8 - Lodo com boas caracterfsticas, onde se observa um micrometazo4rio no canto direito
inferior e uma coldnia del gzedqnculados préxima ao centro do campo.
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Figura 10 - Lodo corh boas caracterfsticas, onde se observa uma col6nia de biliados
pedunculados,
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Figura 11 - Lodo com intumescimento filamentoso (8¢ = 1,0 dia).

i .
Figura 12 - Lodo disperso (Pinz-point, 0 = 28 dias).

*————
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A andlise de esgotos domésticos pode
apresentar grandes wariagdes, tanto den-
tro de uma mesma amostra quanto em
amostras consecutivas. Assim, é razodvel
que o didmetro médximo dos flocos varie
entre 10 pm e 800 pm, ou que a con-
centracdo de bactérias filamentosas oscile
entre 10! e 108 bac/ml. Desse modo, para
uma interpretagdo correta dos resultados
obtidos nestas medidas, recomenda-se
correlaciond-las convenientemente, de
acordo com os critérios expostos na Ta-
bela 5. ) _

Entre os microrganismos encontrados
em lodos ativados operando com esgotos
domésticos, algumas espécies sdo consi-
deradas indicadoras das condigdes de de-
puragdo do sistema de tratamento. A Ta-
bela 6 indica os microrganismos € as ca-
racteristicas de processo a eles associadas.

E importante salientar que cada siste-
ma de lodos ativados se comporta como
um ecossistema tnico, dependendo das
caracteristicas do esgoto doméstico
afluente, da configuragdo hidrdulica do
sistema, da idade do lodo, da temperatura
e da concentragdo de oxigénio dissolvido.
Portanto, os valores apresentados na Ta-
bela 4 podem variar bastante a cada caso.

Tabela 2 - Faixas de variagio das

caracterfsticas principais dos
esgotos domésticos utilizados.,
Parfmetros Faixa
DQO 300a 660 mg Oy/1
DBO 1102310 mg Op/1
SS 40a 190 mg/1
NKT 16a37 mg N/
PT 2,5a7,0mgP/1

Tabela 3 - Faixas de operacéo para os sistemas
de lodos ativados.

Parimetro Faixa

Tempo de detengdo

hidr4ulico (0 h) 2 a 12 horas
Idade do lodo (0. ) 3a15dias
Remog3o de DQO 80295 %
SSVTA 100022 500 mg/l
IVL 502700 ml/g
pH 6a7,5
Temperatura 18a25°C
oD - 326 mg/l

Tabela 4 - Anflise microbiana tfpica para um
lodo ativado operando com esgoto

doméstico.
Ordem de
Grupo grandeza
(org/ml)
Ciliados livres 103 a 104
Ciliados pedunculados 103 a 104
Rizépodes 102 a 104
Flagelados 102 a 103
Rotfferos 102 a 103
Nemat6ides 10! a 102
Anelfdeos ol a 102
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Tabela 5 - Relagdo entre os tamanhos de filamentos e flocos, e as caracterfsticas do lodo.

Caracterfsticas

Lodo disperso (pint-point)

Provével intumescimento do lodo *

Lodo em boas condigSes

Muito provével intumescimento do lodo

Provével intumescimento do lodo

Filamento (bac/ml) Flocos
10! a 102 Pequeno difmetro
(<50 pm)
102 a 106 Pequeno difmetro
(<50 pm)
Médio a grande dismetro
(> 1002300 pm)
109 a 108 Pequeno a médio didmetro
(<100 wm)
Grande difmetro
(> 150 pm)
> 108 -

Intumescimento do lodo

(*) Intumescimento do lodo ou bulking filamentoso.

Tabela 6 - Microrganismos indicadores das condigGes de depuragdo (9,15).

Microrganismos

Caracterfsticas do processo

Predominfncia de flagelados e riz6podes

(ciliado pedunculado) e baixa concentragio
de ciliados livres

Predominéncia de anelfdeos do gén. Aelosoma

Predominfncia de ﬁlamentos

Predominfncia de flagelados Deficiéncia de aeragdo, m4 depuragio e
sobrecarga organica

Predominincia de ciliados pedunculados e livres Boas condigdes de depuragio

Presenca de Arcella (riz6pode com teca) Boa depuragio

Presenca de Aspidisca costata Nitrificagdo

(ciliado livre)

Presenca de Trachelophyllum (ciliado livre) 0, alta

Presenca de Vorticella microstoma Efluente de m4 qualidade

Lodo jovem, caracterfstico de infcio de
operagio ou 0, baixa

Excesso de oxigénio dissolvido

Intumescimento do lodo ou bulking
filamentoso *

(*) Para caracterizar o intumescimento do lodo & necess4rio avaliar os flocos.
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Anexo 1

Nomenclatura

DBOs - Demanda Bioquimica de Oxigénio (20° C, 5 dias) (mgO,/1)
DQO — Demanda Quimica de Oxigénio (mgO,/1)

HNO, - Acido nitroso

IVL - Indice Volumétrico de Lodo(ml/g)

NH; — Nitrogénio amoniacal

NKt - Nitrogénio Kjeldahl Total(mg N/I)

NO, - Nitritos

NO; - Nitratos

OD - Oxigénio Dissolvido (mg/1)
pH - Potencial hidrogeni6nico
Pr - Fosfato Total (mg P/1)

S.R. — Sedgwick-Rafter

SS — Sélidos em Suspensdo (mg/1)

SSVTA - Sélidos em Suspensdo Voldteis no Tanque Aeragio (mg/I)

8, — Tempo de detencdo hidrdulico (horas)

6. — Idade do lodo (dias)

Anexo 2

A microfauna mais freqiiente

As figuras que seguem sdo desenhos
ampliados dos protozo4rios e micrometa-
zodrios mais freqiientes em lodos ativados
(11,16). No filo Protozoa encontram-se
os seguintes grupos: classe Sarcodina, que
corresponde as amebas e tecamebas;
classe Mastigophora, que compreende os
flagelados; classe Ciliata, com os ciliados

livres e ciliados pedunculados.

A classe Rotifera compreende os ro-
tiferos, sendo os géneros principais Phi-
lodina, Rotaria e Epiphanes. A classe
Nematoda e o filo Anelida sdo geralmente
representados pelos géneros Rhabditis e
Aelosoma, respectivamente. Os rotiferos
nemat6ides e anelideos sdo metazodrios.




- Difflugia urceolata —(200— 300 . m)

. Difflugia lebes — (400 . m)

. Difflugia oblonga — (60 — 580 W m)

- Difflugia bacillifera — (145 — 160 . m)

. Centropyxis aculeata — (100 — 150 Wm)

. Pamphagus mutabilis — (40 — 100 K m)

. Chlamydophrys stercorea — (18 — 20 Kwm)
. Chlamydophrys minor — (17 L m)

. Cochlippodium bilimbosurn — (24 — 56 K m)
. Cyphoderia ampulia - (60 - 200 [1%4:))

- Euglypha alveolata — (50 — 100 . m)

* 12. Euglypha tuberculata — (45 — 100 o m)

13. Trinema lineare — (35 W m)

14. Arcella vulgaris — (30 - 100 K m)

14 a. Vista superior

15. Arcella discoides — (70 — 260 . m)

15a. Vista superior

16. Arcella dentata — (95 L m)

16 a. Vista superior

17. Heterophrys myriopoda — (65 — 80 K m)
18. Astradisculus sp—(13-17 pm)

:19. Pompholyxophrys.punicea — (25 — 30 ®wm)

Esquemas 1 a 19 - Filo Protozoa, Classe Sarcodina
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20. Periacineta buckei — (110 . m)
21. Acineta limnetis — (80 . m)
22. Podophrya fixa — (40 — 60 p. m)

/ Tren
I

23. Sphaerophya magna — (75 L m)
24. Podophrya mollis — (40 . m)
25. Anarma brevis— (125 L m)

Esquemas 20 a 25 - Filo Protozoa, Classe Ciliata

‘ 26. Nuclearia simplex — (30 . m)

27. Hyalodiscus rubicundus — (50 — 80 . m)
28. Amoeba proteus — (100 — 600 W m)

29. Amoeba verrucosa —(100—200 p m)

30. Amoeba striata —(25-45 pm)

31. Amoeba radiosa — (30— 120 . m)
32. Amoeba limax — (50— 80 . m)

33. Vampyrella lateritia — (30 — 40 p. m)

Esquemas 26 a 33 - Filo Protozoa, Classe Sarcodina

34.
35.

36.
37.
38.

Vaginicola tincta — (85 p. m)
Vorticella nebulifera (var. Similis)
—(40-90 p.m) 41.
Vorticella microstoma — (55 p. m)
Vorticella campanula — (100 W m)
Vorticella aequilata — (50 p m)

. Opercularia coarctata — (50 | m)
. Zoothamnium arbuscula — (4 |, m)

Opercularia coarctata — (50 p, m)

. Epistylis plicatilis — (150 | m)
. Carchesium polypinum — (1,2 . m)
. Platycola decumbens — (90 . m)

Esquemas 34 a 44 - Folo Protozoa, Classe Ciliata

_—
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45. Trachelophyllum pusillum — (40 — 50. . m)- 62. Colpoda cucullus — (87 p m)

45 a. Pseudoblepharisma crassum— (200 | m) 63. Colpidium colpoda — (100 . m)

46. Spirostomum teres — (500 | m) '64. Tetrahymena pyriformis — (50 . m)

47. Spirostomum minus — (900 ® m)  65. Uronema griseolum — (42 . m)

48. Saprodinium putrinum — (35 — 40 @ m) 66. Platyophrya vorax —(60 . m)

49. Glaucoma scintillans — (50 . m) 67. Coleps hirtus — (60 w m)

50. Plagiopyla nasuta—(125 | m) 68. Didinium nasutum — (80 — 150 . m)

51. Acineria incurvata — (120 p m) 69. Didinium balbianii — (80 . m)

52. Metopus sp—(120—160 w m) 70. Chilodonella uncinata — (42 | m)

53. Oxytrichia fallax — (150 . m) 71. Chilodonella cracullata — (125 p. m)

54. Stylonichia mytilus — (150 | m) 72. Blepharisma lateritum — (150 — 300 . m)
55. Euplotes patella — (118 . m) 73. Litonotus fasciola — (100 — 140 w m)

56. Aspidisca costata — (32 . m) 74. Trachelium ovum — (330 . m)

57. Paramecium aurelia — (165 | m) 75. Dileptus anser — (155 . m)

58. Paramecium caudatum — (210 | m) 76. Amphileptus claparedei — (250 p m)

59. Paramecium multimicronucleatum — (275 pm) 77. Trachelophyllum apiculatum — (560 W m)
60. Paramecium bursaria —(130 . m) 78. Lacrymaria olor — (120 W m)

61. Paramecium trichium — (90 W m) 79. Enchelyodon elegans — (180 i m)

Esquemas 45 a 79 - Filo Protozoa, Classe Ciliata
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80. Spiromonas angusta — (10 W m)

81. Spiromonas socialis — (10 p. m)

82. Bodo sp—(6—15 pm)

83. Chlamydomonas sp — (25 . m)

84. Peranema trichophorum — (20— 110 . m)

85. Heteronema acus — (40— 100 p m)

86. Carteria globosa — (18 — 28 . m)

87. Distigma proteus — (45— 110 . m)

87 ab c. Mudancas de forma de acordo com
o metabolismo

88. Polytoma uvella — (15 - 30 ®wm)

89. Cyathomonas truncata - (15— 30 L m)

90. Bodo caudatus—(11-22 pm)

91. Bodo globosus —(9 - 13 pm)

92. Bodo lens — (6 —7 pm)

93. Euglena viridis — (35— 90 W m)

94. Chilomonas paramecium — (20 — 40 L m)
95. Cercobodo longicauda — (18 - 36 W m)
96. Oicomonas socialis— (10— 15 . m)

97. Oicomonas steinii —(16 — 17 . m)

98. Oicomonas termo —(5 -9 . m)

99. Monas amoebiana —(12 - 15 p. m)

100. Monas vulgaris — (14 - 16 w m)

101. Monas obliqua — (6 . m)

102. Monas minima — (4 -7 L m)

102a. Forma livre natante

103. Monas vivipara — (20 — 40 p. m)

103a. Forma livre natante

104. Cercobodo ovatus - (15— 19 W m)

105, Cercobodo craussicauda — (12 - 16 L m)
106. Cercobodo radiatus —(10 - 14 p.m)

Esquemas 80 a 106 - Filo Protozoa, Classe Mastigophora
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107. Epiphanes senta—(100 . m)
108. Rotaria citrinus — (200 W m)
109. Philodina roseolla — (250 - 300 . m)

110. Epiphanes brachionus —(100— 150 p m)
111. Philodinavus paradoxus —(200 — 400 p m)

Esquemas 107 a 111 - Classe Rotffera

112. Aesoloma hemprichi — (500 . m -2 mm)

113. Rhabditis sp - (500 . m -4 mm)

Esquema 112 - Filo Anelida

Esquema 113 - Classe Nematoda
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