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Comparacao de métodos para
quantificacao de bactérias nitrificantes

Comparison of methods for quantification of nitrifying bacteria
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RESUMO
A quantificacdo de bactérias nitrificantes € de extrema importancia para o
monitoramento de sistemas bioldgicos de tratamento que promovam a
nitrificacao. Neste trabalho, 15 amostras de efluentes coletadas em sisterma de
tratamento por lodos ativados (LA) foram analisadas de modo a quantificar
bactérias nitrificantes por meio de duas técnicas: tubos multiplos ou técnica
do numero mais provavel (NMP); e hibridacao in situ fluorescente (FISH).
Os resultados sugerem que houve uma tendéncia de se obter valores
diferentes para bactérias oxidadoras de amonia por meio da NMP em
comparacao com a FISH. Ndo obstante, a andlise estatistica revelou que a
diferenca de quantificacdo encontrada entre as técnicas ndo foi significativa,
indicando que ambas podem ser usadas. Para as oxidadoras de nitrito, ndo foi
possivel realizar comparacdo, uma vez que 0s géneros gue estavam sendo
determinados em cada uma das técnicas provavelmente eram diferentes.
Sendo assim, as técnicas NMP e FISH se mostraram métodos relativamente
simples e adequados para quantificacdo de microrganismos nitrificantes,

com vantagens e limitacdes inerentes a cada uma.

Palavras-chave: bactérias oxidadoras de amodnia; bactérias oxidadoras de

nitrito; hibridacao in situ fluorescente; lodos ativados; nimero mais provavel.

ABSTRACT
The quantification of nitrifying bacteria is of utmost importance
for monitoring biological treatment systems designed to promote
nitrification. In this study, 15 activated sludge samples were analyzed in
order to quantify nitrifying bacteria by two different methods: the most-
probable number (MPN); and the fluorescence in situ hybridization
(FISH). The results suggest that there was a tendency to obtain different
values for ammonia-oxidizing bacteria by MPN compared to FISH.
However, statistical analysis of these data revealed that the difference
found between the two technigues was not significant, indicating that
both can be used for quantification of ammonia-oxidizing bacteria. For
nitrite-oxidizing bacteria it was not possible to make this comparison,
since the bacterial genera that were being determined in each
technique were likely different. Thus, MPN and FISH technigues proved
to be relatively simple and suitable for guantification of nitrifying
microorganisms in sludge samples, each of them with advantages and

limitations.

Keywords: ammonia-oxidizing bacteria; nitrite-oxidizing bacteria;

fluorescence in situ hybridization; activated sludge; most probable number.
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INTRODUCAO

O nitrogénio é um composto que estd presente em diversos efluen-
tes industriais e domésticos e pode ser toxico ao ambiente. No esgoto
doméstico, a concentragdo de nitrogénio amoniacal estd em torno de
35 mg N-NH,"L" (ARAUJO et al., 2010), considerada extremamente
baixa quando comparada com efluentes como de industria frigorifica,
170 mg N-NH,*. L (REGINATTO et al., 2005), ou de coqueria, de 330
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2650 mg N-NH *.L'' (TOH & ASHBOLT, 2002). A remogdo de nitro-
génio é um aspecto importante do tratamento de dguas residudrias, e
geralmente é realizada por processos bioldgicos tais como nitrificagdo e
desnitrificagdo. As bactérias nitrificantes tém como principais represen-
tantes aquelas pertencentes aos géneros Nitrosormonas — responsaveis
pela oxidagio do fon aménio (NH,*) a nitrito (NO,") — e Nitrobacter —

responsaveis pela oxida¢ao do nitrito a nitrato (NO,"). Tendo em vista a
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importancia ambiental desses microrganismos, torna-se relevante a sua
quantifica¢do, principalmente na monitoragao de sistemas biol6gicos
de tratamento desenvolvidos para promover a nitrificagdo.

Tradicionalmente, as bactérias nitrificantes vém sendo quantifica-
das por meio da técnica convencional dependente de cultivo — tubos
multiplos ou técnica do numero mais provavel (NMP) — apesar da
possibilidade de esse método subestimar essa populagio, devido a carac-
teristica das bactérias de formarem aglomerados, e/ou da diferenga de
cultivo entre as diferentes espécies de oxidadoras de amonia. A NMP
permite estimar a densidade da popula¢do microbiana presente sem
contagem individual das células ou colonias. Microbiologistas frequen-
temente estimam o tamanho das popula¢des com base na maior dilui-
¢do na qual o crescimento pode ser obtido. Entdo, se o crescimento foi
observado na diluigdo 10, mas ndo na 10°, o nimero de células via-
veis é estimado estar entre 10*e 10°. O teste de varias aliquotas de uma
série de diluicdes sucessivas, junto com célculos estatisticos e inter-
polagdes, fornecem estimativas muito mais precisas (ALEXANDER,
1982 apud KIELING, 2004). Além disso, esse método detecta e estima
a populacdo dos diferentes grupos de microrganismos nas amostras.
Pressupde-se que, na incubagio de cada tubo que recebeu o in6culo,
0s microrganismos apresentardo crescimento, acarretando mudangas
caracteristicas no meio de cultura. Como ocorrem resultados negativos
em alguns dos tubos, a NMP do microrganismo na amostra analisada
pode ser estimado a partir do nimero e da distribuigdo de tubos que
apresentaram reagao positiva.

A técnica de hibridagéo in situ fluorescente (fluorescence in situ
hybriditazion — FISH) é um método direto para contagem de células,
que consiste na utilizagdo de sondas de oligonucleotideos marcadas
com corante fluorescente e complementares a uma determinada regido
do RNAr 16S. Cada célula ativa contém entre 10° e 10° ribossomos,
e parte destes sio os RNAs ribossomais. Algumas regides dos RNAs
ribossomais estao acessiveis para a hibridagao, indicando que é possi-
vel ligar a sonda a certa regido do RNAr 16S. Dependendo das sondas
utilizadas, a FISH pode ser usada para detectar microrganismos de
diferentes niveis filogenéticos (diferentes grupos funcionais e diferen-
tes géneros). Para a hibridagéo in situ fluorescente, o alvo das sondas
marcadas ¢ o RNAr 16S ou 23S. Dessa forma, a intensidade do sinal
obtido pela hibridagio é dependente da atividade metabolica da célula
no momento da fixagéo e, portanto, da taxa de crescimento da célula.

Assim sendo, a andlise in situ de populagdes bacterianas pela
técnica FISH é mais apropriada para a analise de bactérias fisiolo-
gicamente ativas, ou seja, aquelas encontradas em ambientes ricos
em nutrientes (como sistemas de tratamento de aguas residudrias,
por exemplo) e ndo em ambientes pobres em nutrientes (como
solo). Devido a grande especificidade da intera¢ao da sonda com o
RNAr alvo, o limite de detec¢ao da técnica é de 10° a 10* células por
mL (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). A FISH vem sendo
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amplamente empregada para a quantificagdo de diferentes géneros de
bactérias nitrificantes, tanto oxidadoras de amdnia quanto de nitrito
em sistemas de tratamento.

O objetivo deste trabalho foi quantificar bactérias nitrificantes pre-
sentes em amostras de lodo aerébio — oriundo de um sistema conven-
cional de lodos ativados (LA) — por meio de NMP e FISH. Os resul-
tados foram comparados e analisados estatisticamente, evidenciando
as vantagens e desvantagens de cada uma das técnicas para aplicagdo

na area de saneamento.

MATERIAIS E METODOS

Amostras

Com o objetivo de se comparar técnicas distintas de quantificagdo de
bactérias nitrificantes, presentes em sistemas de tratamento de aguas
residudrias, foram realizadas 15 coletas de amostras de lodo, prove-
nientes do tanque de aerag¢do do sistema de lodos ativados da Estagdo
de Tratamento de Esgoto de Arrudas (ETE Arrudas), da Companhia
de Saneamento de Minas Gerais (COPASA), que trata esgoto domés-
tico da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. Esse sistema de LA
foi escolhido no presente trabalho por se tratar de um sistema em
escala real, em que a disponibilidade de amostra de lodo era constante,
e pelo fato de que ndo se tinha informacdo prévia sobre a atividade
nitrificante desse sistema. Consequentemente, os dados gerados neste
trabalho foram importantes para se ter maior conhecimento do fun-
cionamento do sistema ao longo do tempo. Posteriormente, as amos-
tras foram submetidas as técnicas NMP e FISH. Cerca de 2 litros de
amostra de lodo foram coletados em frascos de pldstico (previamente
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos) hermeticamente
fechados. As coletas foram realizadas em diferentes épocas, no periodo

de abril de 2008 a dezembro de 2009.

Tubos multiplos ou nimero mais provavel

Neste trabalho, foi adotado o método proposto por Alexander e Clark
(1982) para andlise de solos, o qual foi adaptado para andlise de lodos
por Kieling (2004). Uma aliquota de 100 mL da amostra de lodo aer¢-
bio foi macerada em frasco contendo 50 g de pérolas de vidro, sob agi-
tagdo manual por 20 minutos e diluida em dgua de dilui¢do (1 mL de
K,HPO, 0,2 M, ¢, 0,25 mL de KH,PO, 0,2 M em 250 mL de dgua des-
tilada), por meio de dilui¢ao seriada.

Para quantificagdo das bactérias oxidadoras de amoénia e das
oxidadoras de nitrito, foram utilizados, respectivamente, os meios
de cultura amdnia-carbonato (0,30 g de (NH4)ZSO4; 1,00 g K.HPO;
0,03 gde FeSO,.7H,0; 0,30 g de NaCL; 0,30 g de MgSO,.7H,0; 3,33
g de CaCO,, em 1 L de 4gua destilada) e nitrito-carbonato (0,006 g
de KNO,; 1,000 g K,.HPO,; 0,300 g de NaCl; 0,100 g de MgSO,.7H,0;
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0,030 g de FeSO,.7H,0; 1,000 g de CaCO,; 0,300 g de CaCl,, em

1 L de 4gua destilada). Foram feitos cinco tubos para cada dilui¢éo.

Apds trés semanas de incubagio a 28°C, foi feita a leitura dos tubos

utilizando o reagente de nitrato (50 mg de (C6H5)2NH e 25 mL de

H2S04 concentrado) e o reagente de Griess-Ilosvay, formado por

trés soluc¢des diferentes:

o solugdo a. 0,6 g de 4cido sulfanilico, 20,0 mL de HCI concentrado
e completar para 100,0 mL 4gua destilada;

o solugdo b. 0,6 g de alfa-naftilamina, 1,0 mL de HCI, completar para
100,0 mL de dgua;

o solugio c. 16,4 gde CH3COONa.3H20 em 100,0 mL de 4gua destilada.

De acordo com o nimero de tubos que apresentaram resultados
positivos nas cinco repeticdes de cada dilui¢io, consultou-se a tabela
de NMP (AWWA; APHA; WEEF, 2005), encontrando o valor de NMP.
mL" de oxidadoras de amdnia e de oxidadoras de nitrito, na amos-

tra inoculada.

Hibridacado in situ fluorescente

Para a preparagdo das amostras e posterior hibridacao, foi seguido o pro-
tocolo de Amann, Ludwig e Schleifer (1995). Cerca de 2 mL de amostra
do lodo ativado foram fixados em solugdo de paraformaldeido 4% em
tampdo fosfato de sédio (PBS 130 mM de NaCl, 7 mM de Na,HPO,,
3 mM de NaH,PO,; pH 7,2) e posteriormente hibridados com as sondas
descritas no Quadro 1, na qual é apresentada, ainda, a concentragio de
formamida e de solu¢do de NaCl utilizada para cada uma delas e sua
respectiva especificidade. Apos a hibridag¢do, as amostras foram cora-
das com solugdo de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) a 10 mg.mL",
e observadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX-50) equi-
pado com cdmera colorida refrigerada (QcolorR5C). Apos a contagem,
foi feita uma estimativa do niimero total de células por mL de amostra

e ainda do numero de células hibridadas por mL.

Analise estatistica dos resultados

Na comparag¢ido do nimero de bactérias nitrificantes nas amostras,
determinadas por NMP e FISH, foi aplicado o teste t de Wilcoxon
para amostras pareadas, que é um equivalente do teste t de Student

para dados com distribui¢do ndo normal. Como tais contagens foram

preparadas a partir de uma mesma amostra de LA a suposi¢do do
pareamento se aplica, apesar de as metodologias serem distintas.
A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software
Statistica 6.1 (versdo 2003). Nesta andlise, foi adotado um nivel de

significancia (o) igual a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagio dos resultados da quantificagdo de bactérias oxidadoras
de amonia e de nitrito em 15 amostras de lodo aerébio, obtidos por meio
das técnicas NMP e FISH, é apresentada no Quadro 2. Pode-se verificar
que, com a técnica FISH, foi encontrado um niimero maior de bactérias
Nitrosomonas por mL de lodo (da ordem de 10" a 102 células a mais por
mL) em 6 das 15 amostras analisadas, quando comparado com o valor
encontrado pela técnica de NMP (Quadro 2). Esses resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos por Konuma et al. (2001) e Schmidt et al.
(2002). Nesse ultimo trabalho, os autores verificaram pela FISH um
ndimero maior de bactérias Nitrosomonas por mL de lodo (da ordem de
10" a 10%), quando comparado com os valores encontrados pela NMP, o
que poderia indicar que a técnica dos tubos multiplos subestima a quan-
tidade de bactérias oxidadoras de aménia na amostra. Além disso, o tra-
balho de Schmidt et al. (2002) mostrou que, quando a NMP foi usada
para quantificar bactérias oxidadoras de amonia, os resultados foram
da ordem de 10* e 10° células.mL’; no entanto, essas mesmas bactérias
ndo foram detectadas por meio da FISH, indicando provavelmente que
elas deveriam estar presentes, mas abaixo do limite de detecgdo da téc-
nica. No presente trabalho, fato semelhante pode ter ocorrido quando
se utilizou a NMP para quantificar as bactérias oxidadoras de nitrito,
ou seja, elas foram determinadas por essa técnica apresentando valores
da ordem de 10%e 10° células.mL" (em 6 das 15 amostras analisadas), e
para essas, assim como para as demais amostras, células de Nitrobacter
néo foram detectadas por meio da técnica FISH. A detec¢do com FISH
(com a sonda especifica para Nitrobacter) foi obtida para uma dnica
amostra somente (LA07), como consta do Quadro 2.

Nao obstante, para essa mesma amostra (LA07) a determinagao de
bactérias oxidadoras de amonia tanto por NMP quanto por FISH apre-
sentou resultado na mesma ordem de grandeza. Ja o grupo de amostras

de LAO8 a LA15 apresentou valores de bactérias oxidadoras de aménia

Quadro 1- Sondas de oligonucleotideos utilizadas na hibridacao in situ fluorescente.

Especificidade Sequéncia5’ -3 FA (%) NaCl (mM)° Referéncia
Nso190 Amaioria das oxidadoras de amonia, da subclasse | - xrecccreerTTTCTCC | 30 2 Mobarry et al. (1996)
Proteobacteria, incluindo Nitrosormonas
Nit3 Nitrobacter CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 56 Wagner et al. (1996)
Ntspat62 Nitrospira GGAATTCCGCGCTCCTCT 35 80 Daims et al. 2000)

*Todas as sondas foram marcadas com Cy3 na extremidade 5’ “concentracdo de formamida usada no tampdao de hibridacao; "concentracao de NaCl usada no tampao de

lavagem; FA: formamida.
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(determinados por NMP) superiores (cerca de 3 a 8 ordens de grandeza
maior) em relacio aos valores obtidos pela técnica FISH (com a sonda
Ns0190). Sendo assim, foi possivel verificar que houve uma tendéncia
de se obter valores maiores para bactérias nitrificantes (preferencial-
mente do género Nitrosomonas) pela técnica NMP em comparagdo
com FISH em oito amostras de LA coletadas em diferentes épocas.

Para verificar se a diferenca de quantificagdo encontrada entre as téc-
nicas era estatisticamente significativa, utilizou-se o teste t de Wilcoxon
para amostras pareadas. Apos a realizacdo do teste, a hipétese H para
Nitrosomonas nao pode ser rejeitada, uma vez que foi encontrado um
valor p maior que 0,05 (p=0,272096). Portanto, para um universo
amostral de 12 amostras por grupo, para Nitrosomonas, o teste suge-
riu que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as contagens
de bactérias nitrificantes desse género realizadas pelas duas técnicas
(FISH e NMP). Portanto, para a determinagio de bactérias oxidadoras
de amonia, os dois métodos de quantificagdo sdo equivalentes estatisti-
camente a um nivel de significAncia de 5%, tendo como ressalva o fato
de que o universo amostral contemplou 12 amostras.

E importante ressaltar, ainda, que devido ao fato de as conta-
gens das amostras LA09, LA10 e LA15 terem ultrapassado o limite
maximo da tabela da NMP, esses resultados nao foram incluidos no
teste estatistico, mas foram apresentados no Quadro 2. Na Figura 1,
por sua vez, é apresentado um exemplo de resultado positivo da

hibridagdo com a sonda Nso0190, especifica para a maioria das

oxidadoras de amonia, da subclasse B Proteobacteria, incluindo
Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio, Nitrosococcus, Nitrosolobus
(MOBARRY et al., 1996).

Por meio da técnica FISH, foi possivel verificar também que as
15 amostras apresentaram numero total de células por mL bastante
préximo (resultados ndo apresentados), o que é um indicio de que
os valores obtidos sdo confidveis, uma vez que as amostras foram
oriundas do mesmo reator, porém de periodos diferentes. Entretanto,

o nimero de bactérias oxidadoras de amonia (células hibridadas

10 microns )
10 microns

Figura 1 - Andlise de hibridacao in situ fluorescente das bactérias
oxidadoras de aménia. (A) Células coradas com DAPI (4,6 "-diamidino-
2-phenylindol). (B) células hibridadas com a sonda Nso190 (especifica
para a maioria das oxidadoras de aménia, incluindo Nitrosomonas).
O circulo mostra os agregados de células de Nitrosomonas.

Quadro 2 - Resultados da quantificacdo de bactérias nitrificantes (oxidadoras de aménia e de nitrito) obtidos pelas técnicas nimero mais provavel
e hibridacao in situ fluorescente.

PSR eckE NMP de FISH com Nso190 NMP de FISH com Nit3 FISH com Ntspa662

g oxidadoras de aménia (Nitrosomonas) oxidadoras de nitrito (Nitrobacter) (Nitrospira)
(NMP.mL") (células.mL") (NMP.mL") (células.mL") (células.mL")

LAOT1-17/04/08 350 x 104 1,21 x10°(#696 x 10%) 240 x10° ND ND

LAQ2 - 26/06/08 240 x 104 693 x 10° (116 x 109 220 x10° ND ND

LAO3 - 03/09/08 350 x10* 145 x 107 (3646 x 109 2,80 x10* ND ND

LAO4 - 25/09/08 160 x10° 104 x 107 (£2,01 x 10°) 350 x10* ND ND

LAO5 - 01/10/08 240 %104 6,80 x 106 (111 x 10°) 160 x10° ND ND

LAOG - 14/01/09 240 x10° 1,88 x 10°(£3,23 x 109 920 x 10# ND ND

LAO7 -18/02/09 540 %106 251 x10° (#5332 x 10°) >160 x 107 459 x10°(#320 x 109 | 150 x 107 (351 x 10°)

LAO8 - 05/05/09 240 x10° 297 x 10/ (567 x 10°) 280 x 10/ ND 2,70 x 10/ (+1,28 x 10°)

LAQ9 - 24/06/09 >160 x 10" 151 x 107 (844 % 10°6) 160 x 10" ND 348 x 107 (363 x 10°)

LA10 -14/07/09 >160 x 10° 2,55 x 10° (843 x 10°) 1,70 x10° ND 322 x 107 (#4,35 x 10°)

LATT - 11/08/09 9220 x 10° 298 x 10° (£5]16 x 10°) 400 x 108 ND 443 x 107 (5,64 % 10°)

LA12 - 09/09/09 160 x 10" 6,20 x 10° (£1,87 x 10°) 350 % 10° ND 316 x 107 (£3,23 x 10°9)

LLA13-08/10/09 920 x 10° 512 x 10 (£140 x 10°) 120 x 107 ND 160 x 107 (£145 x 10°)

LA14 - 29/10/09 160 x 10 2,71 x10° (4,02 x 10°) 240 % 10" ND 303 %107 (#9,01 x 10°)

LA15-17/1210 >160 x 10B 2,21 x10° (£116 x 109 160 x 108 ND 2,32 x107 (#351 x 10°)

*Os valores entre parénteses representam o desvio-padrdo de trés contagens diferentes; LA: lodos ativados; ND: ndo detectado, nenhuma célula apresentou sinal com essas
sondas. Esse resultado significa que esses géneros podem estar ausentes ou presentes - nesse Ultimo caso, abaixo do limite de detec¢ao da técnica (10°a 10* células. mL.
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com a sonda Nso190) variou consideravelmente, de 0,05 a 1,55%,
em relacdo ao total de células. Essa diferenca pode ser decorrente
da variagdo da atividade nitrificante no reator (em diferentes perio-
dos). O sistema de LA da ETE Arrudas néo foi projetado, original-
mente, para nitrificar — os aeradores nao ficam ligados o tempo
todo e, portanto, a concentragdo de oxigénio dissolvido no sistema
varia bastante —, mas alguma oxida¢do da amoénia a nitrito ocorre
nesse sistema, e isso pdde ser confirmado pela baixa propor¢ao de
bactérias oxidadoras de amonia determinadas por meio da técnica
FISH. Em reator com atividade nitrificante intensa, Juretschko et
al. (1998) verificaram, por meio da FISH, que as bactérias oxida-
doras de amoénia compreendiam de 10 a 20% do total de células.

Com relagdo as bactérias oxidadoras de nitrito, nao foi possivel
realizar a comparagdo entre as duas técnicas, pois verificou-se que
estavam sendo quantificados grupos (géneros) diferentes de bactérias
oxidadoras de nitrito em cada uma delas. A técnica NMP quantifica
aquelas oxidadoras de nitrito capazes de crescer no meio de cultura
utilizado, sendo que Nitrobacter é o género predominante neste meio,
porém ndo o unico. Pelo Quadro 2, pode-se verificar que, com a sonda
especifica para Nitrobacter, esse género foi detectado pela técnica FISH
somente na amostra LA07, indicando auséncia dessas células ou pre-
senca abaixo do limite de detecgdo da técnica nas 14 amostras restantes.
Na Figura 2 ¢ apresentado o tnico resultado positivo obtido da hibri-
dagdo com a sonda Nit3, especifica para Nitrobacter. Posteriormente,
quando foi aplicada a sonda especifica para Nitrospira (Ntspa662),
verificou-se a presenga dessas células em 9 das 15 amostras de lodo
analisadas (Quadro 2). Esses resultados indicam que foram determi-
nados diferentes géneros de bactérias oxidadoras de nitrito nas amos-
tras por cada uma das técnicas e que, portanto, a comparagdo entre
estas ndo se aplica.

Tal resultado é interessante e coerente, e reflete as diferencas ine-
rentes a cada técnica. A NMP esta quantificando as oxidadoras de

nitrito capazes de crescer no meio de cultura especifico — portanto,

10 microns 10 microns

Figura 2 - Anadlise de hibridagao in situ fluorescente das bactérias
oxidadoras de nitrito. (A) Células coradas com DAPI (4°,6 -diamidino-
2-phenylindol). (B) células hibridadas com a sonda Nit3 (especifica
para Nitrobacten).
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diferentes géneros de oxidadoras de nitrito poderiam crescer, dentre eles
o género Nitrobacter. Segundo a literatura, como Nitrospira cresce
muito lentamente comparado ao Nitrobacter, raramente o primeiro
género é recuperado a partir das técnicas tradicionais de cultivo. Por
outro lado, a FISH se baseia na contagem direta com as sondas espe-
cificas para cada género de oxidadoras de nitrito (como Nitrobacter e
Nitrospira); portanto, a soma das porcentagens de hibridagdo obtidas
com cada sonda especifica refletiria mais precisamente o nimero de
oxidadoras de nitrito presente em uma amostra. Vale ressaltar que,
no presente trabalho, nido foram utilizadas as sondas especificas para
os outros géneros de oxidadoras de nitrito por exemplo, o Nitrospina.

Nao obstante, os resultados obtidos neste trabalho, para bac-
térias oxidadoras de nitrito, por meio da técnica FISH, estdo de
acordo com aqueles obtidos por Juretschko et al. (1998). Os auto-
res verificaram, em um sistema de LA tratando esgoto industrial
com concentragdo elevada de amonia (5.000 mg.L"), que 9% do
total de células hibridaram com a sonda para Nitrospira, enquanto
que células de Nitrobacter nao foram detectadas (ou estavam pre-
sentes abaixo do limite de detec¢do da FISH), indicando que nesse
sistema células do género Nitrospira foram as responséveis pela oxi-
dac¢do do nitrito a nitrato.

Os autores Wagner et al. (1996) também reportaram baixa ativi-
dade in situ de Nitrobacter em varios sistemas nitrificantes naturais
e em sistemas de engenharia. Na realidade, tem-se observado que
as espécies de Nitrospira descritas até o momento crescem muito
devagar em cultura pura quando comparadas com as de Nitrobacter
spp. (JURESTCHKO et al., 1998). Assim, especula-se que a impor-
tancia de Nitrobacter na oxida¢ao de nitrito (no ambiente e em sis-
temas de engenharia) tenha sido superestimada, ja que esse foi o
género mais comumente encontrado (por meio das técnicas tra-
dicionais de cultivo). Varios trabalhos usando técnicas molecula-
res — baseados na extra¢ao de DNA e na anadlise de sequéncias de
RNAr 16S — vém encontrando predominéancia de Nitrospira em
sistemas nitrificantes. Portanto, ndo é estranho que, em 93% das
amostras de LA da ETE Arrudas analisadas no presente trabalho,
ndo foram detectadas células do género Nitrobacter, e sim do género
Nitrospira. E importante salientar que o sistema de LA desse local
ndo foi projetado, originalmente, para promover a remogao biol6-
gica de nitrogénio, mas alguma nitrificagdo ocorre nesse sistema,
assim como a remogéo de nitrogénio total — que ¢, em média, de
50%, segundo Oliveira e Von Sperling (2008). Isso explicaria a ocor-
réncia de Nitrospira na biomassa de LA, uma vez que esse género
tem constante de afinidade pelo nitrito menor, quando comparado
a Nitrobacter (BLACKBURNE et al., 2007), e, portanto, écapaz de
sobreviver e se desenvolver em ambientes com baixa concentragio
de nitrito. De acordo com Daims et al. (2000), na maioria das esta-

¢oes de tratamento de dguas residudrias domésticas, a concentragdo
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de nitrito é pequena, entdo prevalece o género Nitrospira; mas, em
estagdes em que ocorre aumento temporario da concentragio de
nitrito, ou esta varia espacialmente, ambos os géneros podem coexistir.

E importante salientar que, apesar de a NMP poder subestimar o
ndmero real de bactérias nitrificantes na amostra, devido ao longo tempo
de geragao das nitrificantes (MATULEWICH; STROM;FINSTEIN, 1975),
e ao fato de elas formarem grandes aglomerados de células dentro dos
flocos de LA (WAGNER et al., 1995), nem todos os géneros de bactérias
oxidadoras de amonia e de nitrito crescem nas condicoes de cultivo for-
necidas. Ndo obstante, esta técnica pode ser realizada em qualquer labo-
ratorio de microbiologia,ndo necessitando de equipamentos e reagentes
caros. Ja a FISH, apesar de também ser relativamente simples, requer
equipamentos mais sofisticados, e o custo de cada sonda marcada com
composto fluorescente é elevado, o que pode dificultar a sua realizagao
para muitos laboratdrios. Uma provavel razio para a diferenca entre os
ndimeros encontrados é o fato de a técnica NMP ser um método depen-
dente do cultivo, o que significa que, nela, quantificam-se células que
conseguiram crescer ou que se adaptaram ao meio de cultura; e aque-
las de dificil cultivo ndo crescerao. A FISH, ao contrério, ¢ um método
direto, independente do cultivo, que, portanto, fornece uma quantifica-
¢do mais real das bactérias presentes na amostra. Entretanto, o limite de
deteccio dessa técnica é de cerca de 10° a 10* células.mL?' (AMANN;
LUDWIG; SCHLEIFER, 1995), e populagdes que estejam abaixo desse

valor na amostra podem nao ser detectadas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que houve uma tendéncia de se obter
valores diferentes (maiores ou menores) para bactérias oxidadoras de
amonia (preferencialmente do género Nitrosomonas) pela técnica NMP
em comparagdo com a FISH. Uma provével razao para os diferentes
numeros encontrados deve-se ao fato de a primeira ser um método
dependente do cultivo que, portanto, quantifica células que conse-
guiram crescer ou que se adaptaram ao meio de cultura, enquanto as
de dificil cultivo (ou de crescimento muito lento) ndo cresceram. Jd a
FISH é uma técnica direta, independente do cultivo, que detecta as
células ativas e que, portanto, deve fornecer quantificagdo mais precisa

das bactérias presentes na amostra em fun¢ao da sonda usada. Porém,

assim como qualquer outra técnica, a FISH também possui um limite
de detec¢do, que nesse caso é de 10* a 10* células.mL"' (AMANN;
LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). Portanto, sdo detectadas as populagdes
que estejam em concentragao igual ou superior a esse valor. Nao obs-
tante, a andlise estatistica dos dados obtidos revelou que a diferenga de
quantificagio encontrada entre as técnicas no foi significativa (a um
nivel de significAncia de 5%), indicando que ambas podem ser usadas
para a determinagéo da abundéncia de bactérias oxidadoras de aménia.

A comparagdo entre as técnicas para a quantificagdo de bacté-
rias oxidadoras de nitrito nao foi possivel de ser realizada, uma vez
que os géneros que estavam sendo determinados em cada uma delas
eram diferentes (provavelmente Nitrobacter por NMP, e Nitrospira
por FISH). Sendo assim, as técnicas NMP e FISH se mostraram
métodos relativamente simples e adequados para quantificagéo de
microrganismos nitrificantes em amostras provenientes de sistemas
de tratamento de dguas residudrias, com vantagens e limitagdes ine-
rentes a cada técnica. E importante ressaltar, ainda, que o sistema
de LA da ETE Arrudas néo foi projetado para nitrificar; porém, os
resultados encontrados neste trabalho sugerem que alguma nitri-
ficagdo ocorre no local.

Em suma, a escolha da técnica para quantificagao das bacté-
rias nitrificantes dependerd, portanto, dos equipamentos e dos
recursos disponiveis em cada laboratério, bem como do nivel de
informacao que se deseja obter, uma vez que com a FISH pode-
-se quantificar os diferentes géneros de oxidadoras de amonia e
nitrito, e com a NMP a quantifica¢do é geral, sem indicagdo de

qual género esta presente.
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