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Resumo

Os efluentes hospitalares sdo considerados contaminantes emergentes em aguas residuais de
estacdes de tratamento de esgoto, e tem gerado uma preocupacao crescente nos Gltimos anos.
Com avango na producdo de novos medicamentos, € inevitdvel sua maior distribuicdo e
aplicacdo, visando melhora na saide. Todavia, é importante ressaltar que os farmacos séo
complexos desenvolvidos e usados com o objetivo de promover efeitos bioldgicos especificos
e serem excretados com facilidade, na sua forma original ou como metabdlito. Quando
excretados, seu destino € uma estacdo de tratamento, que utiliza a mesma metodologia para
tratar os afluentes urbanos, sendo assim, qualquer descontaminacéo dos efluentes hospitalares
é fortuita e inerente ao processo de tratamento. Esse estudo apresenta uma analise comparativa
entre trés estacOes de tratamento localizadas em Barretos — SP, sendo que duas delas recebem
os residuos gerados pelo Hospital do Cancer, um dos maiores e mais sofisticados centros de
tratamento oncoldgico da América Latina. Nos anos de 2022 e 2023, foram realizadas coletas
durante as quatro esta¢Oes do ano, a fim de entender as diferencas e as similaridades encontradas
entre as estacdes de tratamento. As estacOes foram avaliadas sob trés areas de investigacao: (i)
andlise do material presente na biomassa das estacGes por Espectroscopia de Infravermelho,
Andlise elementar e avaliagdo dos paramentos fisico-quimicos para estabelecer uma
comparacdo com o aceito pela legislagio ambiental (ii) analise do microbioma por
sequenciamento do gene ribossomal 16S em conjunto com mapeamento de oligonucleotideos
e (iii) caracterizacdo fenotipica de suscetibilidade antimicrobiana em conjunto com a
identificacdo bioguimica dos microrganismos. Os resultados, mostram uma similaridade tanto
na analise do material presente na biomassa, quanto na identificacdo microbioldgica e
abundancia relativa dos microrganismos nas trés estacfes de tratamento, principalmente no
esgoto bruto sem tratamento. Todavia, vale ressaltar que em relacdo a resisténcia microbiana,
as estacOes de tratamento que estdo ligadas ao despejo diario dos residuos do Hospital do
Cancer, apresentam indices mais elevados de fendtipos resistentes, do que quando comparado
com a estacdo que recebe apenas o afluente urbano, sendo isso atrelado hd um problema de
salde publica que merece atengdo de drgdos ambientais.

Palavras-Chave: Saneamento basico. Impacto farmacéutico. Resistencia microbiana. Analise

comparativa.



Abstract

HOSPITAL EFFLUENTS AND THER RELATIONSHIP WITH
SEWAGE TRATMENT PLANTS WITH EMPHASIS ON THE
MICROBOLOGICAL COMPOSITON

Hospital effluents are considered emerging contaminants in wastewater of sewage treatment
plants and have generated increasing concern in recent years. With advancements in the
production of new medications, their wider distribution and application for health improvement
are inevitable. However, it is important to highlight that pharmaceuticals are complex
compounds developed and used to induce specific biological effects and are easily excrete
either in their original form or as metabolites. When excreted, their destination is a treatment
plant that employs the same methodology to treat urban effluents. Consequently, any
decontamination of hospital effluents is incidental and inherent to the treatment process. This
study presents a comparative analysis of three treatment plants located in Barretos — SP, Brazil.
Two of these plants receive waste generated by the Cancer Hospital, one of the largest and most
sophisticated oncology treatment centers in Latin America. In the years 2022 and 2023, samples
were collected during all four seasons to understand the differences and similarities among the
treatment plants. The plants were assessed in three investigative areas: (i) analysis of material
present in the plants biomass using Infrared Spectroscopy, Elemental Analysis and assessment
of physicochemical parameters to establish a comparison with standards set by environmental
regulations, (i) microbiome analysis through 16S ribosomal gene sequencing combined with
oligonucleotide mapping, and (iii) phenotypic characterization of antimicrobial susceptibility
in conjunction with biochemical identification of microorganisms. The results show similarities
in both the analysis of material in the biomass and microbiological identification and relative
abundance of microorganisms in the three treatment plants, particularly in the untreated raw
sewage. However, it is worth noting that concerning microbial resistance, the treatment stations
linked to the daily disposal of waste from the Cancer Hospital show higher levels of resistant
phenotypes compared to the station receiving only urban effluents. This is tied to a public health

issue that warrants attention from environmental agencies.

Keywords: Basic sanitation. Pharmaceutical impact. Microbial resistance. Comparative

analysis.
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1. Introducao

Os produtos farmacéuticos e seus metabolitos, sdo considerados um grupo de
micropoluentes emergentes (ME), que sdo reconhecidos e caracterizados devido a sua presenca
em quantidades vestigiais entre diferentes matrizes ambientais e organismos vivos (ABBASI et
al., 2022). Os ME sdo potencialmente perigosos e tém atraido uma preocupacdo mundial
crescente nos ultimos anos. Esses compostos sdo considerados um dos problemas ambientais
em maior crescimento da atualidade. Devido a aplicabilidade em complexos de salde, os
medicamentos sdo compostos que contém substancias que sdo metabolizadas em diferentes
graus, e apos seu uso sao lancadas em aguas residuais (AL-QAIM et al., 2014; CHONOVA et
al., 2016)

Os farmacos sdo compostos bioativos, ou seja, tém o objetivo de promover efeitos
bioldgicos especificos no organismo. Apos administradas, essas substancias séo absorvidas e
distribuidas pelo corpo, parcialmente metabolizadas e finalmente excretadas em suas formas
originais, conjugadas, ou como metabolitos (HEBERER, 2002).

Quando excretadas, essas substancias tém como destino o esgoto, que
posteriormente, ird para uma estacdo de tratamento, que normalmente emprega processos
bioldgicos como tecnologia, ndo utilizando técnicas complementares, ou seja, qualquer
remocao desses compostos é fortuita e inerente ao processo de tratamento (FRANCISCO DE
AQUINO et al., 2013).

Os hospitais sdo fontes criticas e importantes de lancamento de farmacos que
entram nos esgotos municipais. Estes farmacos sdo considerados de importancia ambiental,
devido as quantidades consumidas, toxicidade e persisténcia no ambiente, sendo prevalentes,

os betabloqueadores, analgésicos, anti-inflamatorios, horménios esteroides, citostaticos e
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drogas para tratamento de cancer, compostos neuro-ativos, agentes redutores de lipideos no
sangue, antiparasitas e antibioticos (CARVALHO; PENTEADO, 2009)

Dessa forma, motivado pela importancia e complexidade do entendimento de como
esses farmacos podem estar atuando sobre a microbiota de diferentes estagdes de tratamento de
esgoto (ETES), esse estudo apresenta uma analise comparativa entre trés ETEs localizadas em
Barretos, cidade localizada no estado de S&o Paulo, sendo que duas dessas estacdes recebem os
afluentes gerados pelo Hospital do Cancer de Barretos, um dos maiores e mais sofisticados

centros de tratamento oncol6gico da América Latina.
1.1. Motivacéo e Escopo

Desde a década de 1970, diversas pesquisas tém sido realizadas a fim de entender
como os ME descartados nas ETEs, podem causar problemas ambientais, interferindo
diretamente na microbiota das estagdes. Algumas pesquisas (BOILLOT et al., 2008; NIEMI et
al., 2020; TAMBOSI et al., 2010; VERLICCHI, 2021) tém demonstrado a interferéncia desses
poluentes nas aguas residuais quando comparado ao esgoto urbano.

Os hospitais sdo os principais responsaveis pelo lancamento de farmacos em ETEs.
A presenca desses compostos, pode impedir o crescimento de microrganismos que habitam o
lodo e contribui para o desenvolvimento de bactérias diferentes quanto aos padrdes fenotipicos
de suscetibilidade antimicrobiana, devido aos compostos quimicos ambientais. Essas bactérias
influenciam diretamente a comunidade microbiana da estagdo, mudando sua estrutura e funcéo,
podendo acarretar em mudancas nos corpos receptores (TIWARI et al., 2020).

As aguas residuais hospitalares sdo compostas pelos efluentes de diversos servigos:
cozinha, lavanderia interna, sistemas de aquecimento e refrigeracdo, laboratorios,
departamentos de radiologia, ambulatérios, centros transfusionais e enfermarias. Devido a
natureza e quantidade dos micro poluentes que eles abrigam, essas substancias ativas de
medicamentos e seus metabdlitos, estdo normalmente estio presentes em concentragdes de pg/L
(VERLICCHI et al., 2012).

Assim considerando-se que 0s hospitais sdo pontos criticos de propagacdo de
micropoluentes, pelos motivos expostos previamente, a analise e comparacdo da microbiota de
estagcdes de tratamento € de grande importancia. Nesse sentido respostas sobre a interferéncia
de ME sobre a microbiota de &guas residuais das estacdes poderdo explicar as alteracfes
relacionadas ao seu funcionamento e, consequentemente reduzir os impactos ambientais ao

sistema de saneamento.
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1.2. Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar, em trés areas de investigacéo, se os efluentes
gerados por um grande hospital instalado em uma cidade de médio porte do noroeste paulista,
impactam sobre as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas gerais no esgoto bruto e no
liquido tratado das ETEs.

1.3. Objetivos Especificos

Para fins de analise, este trabalho foi dividido em objetivos especificos, a saber:

e Analise das propriedades Fisico-Quimicas, com objetivo de comparar a biomassa
presente nos sistemas de tratamento.

e Analise do perfil genotipico caracteristico de espécies microbianas, com o intuito de se
obter um panoroma com todos 0s microrganismos presentes e compara-los entre as
estacOes de tratamento.

e Analise do perfil fenotipico da suscetibilidade antimicrobiana a diversos antibiéticos,
com o objetivo de separa-los em organismos resistentes, intermediarios ou sensiveis,
assim como realizar sua identificacdo bioquimica.

Correlacionar os diversos resultados e compreender a influéncia do hospital na
microbiota das esta¢Oes de tratamento.

1.4. Organizacgao da dissertacéo

Na introducdo foi apresentada a preocupacdo emergente com descarte dos
micropoluentes oriundos dos hospitais nas ETES, e de que forma podem estar alterando o
microbioma das estagdes. O restante do texto esta organizado em outras quatro secdes. Na
Secéo 2 é apresentada a fundamentacéo tedrica com os conceitos relevantes para entendimento
do trabalho, tais como: estruturacdo e niveis de tratamento das estagdes, as metodologias
aplicadas nos sistemas de tratamentos com foco nas lagoas de estabilizacdo e tecnologia por
lodo ativado, os tipos de tratamento (mecénico, fisico, quimico e bioldgico), os efluentes
hospitalares e suas caracteristicas, os principais antibioticos utilizados no Brasil e os impactos
no meio ambiente e na salde. Na secdo 3 é exposto de forma detalhada o procedimento

experimental, desde a amostragem, coletas, mapeamento e as metodologias utilizadas nas areas
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especificas de: microbiologia, biologia molecular e fisico-quimica. Na se¢do 4 sdo expostos 0s

resultados do estudo e por fim, na secdo 5 estd apresentado a concluséo do trabalho.
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2. Fundamentacédo Teorica

A gestdo e o tratamento dos efluentes hospitalares sdo questfes de preocupacgéo
atual em um ndmero crescente de paises em todo o mundo. Neste capitulo é apresentado a
fundamentacg&o tedrica que embasa o funcionamento das estacdes de tratamento, 0s parametros
estabelecidos pela legislagdo para langamento de efluentes, a presenca de produtos
farmacéuticos em aguas residuais, a presenca de bactérias multirresistentes a antibidticos, o0s
impactos ambientais, na salude e também na populacdo causados pela presenca dos

micropoluentes em aguas residuais.
2.1. As Estagdes de Tratamento

O planejamento envolvido nas operagdes e construcdo das ETES, deve ser bem
caracterizado, levando em consideracdo os seguintes aspectos: objetivos do tratamento, nivel
do tratamento e estudos de impacto ambiental no corpo receptor. O processo para projetar as
estacOes de tratamento, conta com diversas particularidades: (a) necessidade de otimizacdo de
desempenho das estagdes; (b) confiabilidade de processos de tratamento e selecdo de
parametros adequados de projeto; (c) controle de odor; (d) estratégias de controle de processo;
(e) expansdo da capacidade de tratamento e (f) eficiéncia energética nos processos de
tratamentos de esgotos (BOLZANI et al., 2022).

A implementacdo de ETE, depende das caracteristicas do afluente e é feita com
base em alguns pardmetros previamente analisados, como custo, viabilidade, eficiéncia,
praticidade, confiabilidade, impacto ambiental, producdo de lodo, dificuldade de operacéo,

requisitos do pré-tratamento e formacao de subprodutos potencialmente toxicos, para que seja
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feita a escolha da tecnologia adequada para cada tratamento. A remoc¢do dos poluentes é
realizada através de processos mecanicos, fisicos, quimicos e bioldgicos, nos quais 0s setores
responsaveis empregam metodologias de baixo custo e simples operacdo por razdes econdmicas
e de praticidade. N&o existe um Unico método capaz de realizar o tratamento de forma eficiente,
isso porque os afluentes apresentam elevado grau de complexidade, sendo necessario uma
combinacdo de diferentes métodos para trata-los (CRINI; LICHTFOUSE, 2019).

A confiabilidade de um sistema de tratamento de esgoto, pode ser definida como a
probabilidade de se conseguir um desempenho adequado por um periodo especifico, sob
determinadas condi¢Ges. Em termos de desempenho de uma estacdo de tratamento, a
confiabilidade pode ser entendida como a porcentagem de tempo em que se conseguem as
concentracdes esperadas no efluente para cumprir com os padrfes de langamento. Assim, as
ETEs serdo completamente confidveis se ndo houver falha no desempenho, ou seja, se nao
houver violacdo dos limites preconizados pelo projeto construtivo e pelas legislacGes
ambientais. A falha do processo de tratamento ocorrera sempre que o padrdo de langamento for
excedido (OLIVEIRA; VON SPERLING, 2008).

2.1.1. Legislacdo Ambiental

As estacBes de tratamento utilizam as abordagens necessarias no processo de
descontaminacéo e purificacdo dos efluentes, conforme estabelecido pela legislacdo. O 6rgéo
responsavel por estabelecer as diretrizes de lancamento de efluentes em corpos receptores no
Brasil &€ o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da resolugdo n° 430
estabelecida em maio de 2011 e n° 357 estabelecida em margo de 2005 (CONAMA, 2005,
2011).

O capitulo 111 “Diretrizes para a gestdo de efluentes” do documento que estabelece
as normas para lancamento de efluentes, determina as condic¢des e padrdes de lancamento de
efluentes, sendo fornecido pelo Ministério do Meio Ambiente, por meio do CONAMA,
ressaltando a importancia do monitoramento e controle dos efluentes gerados por fontes
potencialmente poluidoras dos recursos hidricos, estabelecendo a necessidade do
acompanhamento periddico das aguas residuais lancadas nos corpos receptores com base em
amostragem representativa (CONAMA, 2010).

A Tabela 1 complementa os parametros fisico-quimicos permitidos pela legislacéo

ambiental para o langcamento de efluentes.
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Tabela 1: Padrdes permitidos pelo CONAMA para Langamento de Efluentes Secéo 11

Parametros Padroes
pH >5e<9
<40°C
Temperatura (corpo receptor ndo deveré exceder 3°C)
Turbidez <40 NTU
Materiais sedimentaveis <1mLL?

Vazdo de langcamento

Oleos e graxas

< 1,5 vezes a vazdo média do agente poluidor
Minerais: < 20 mg.L*
Vegetais e animais: < 50 mg.L™*

Materiais flutuantes Auséncia
Demanda Bioquimica de Oxigénio Remoc&o minima: 60%
Arsénio total <0,5mg.L?
Bério total <5,0mg.L?
Boro total <50mg.L?
Cadmio total <0,2mg.L?
Chumbo total <0,5mg.L?
Cianeto total <1,0mg.L?
Cianeto livre <0,2mg.L?
Cobre dissolvido <1,0mg.L?
Cromo hexavalente <0,1mg.L?
Cromo trivalente <1,0mg.L?
Estanho total <4,0mg.L?
Ferro dissolvido <15,0mg.L?
Fluoreto total <10,0 mg.L?
Manganés dissolvido <1,0mg.L?
Mercurio total <0,01 mg.L*?
Niquel total <2,0mg.L?
Nitrogénio amoniacal total <20,0mg.L?
Prata total <0,1mg.L?
Selénio total <0,30 mg.L?
Sulfeto <1,0mg.L?
Zinco total <5,0mg.L?
Benzeno <1,2mg.L?
Cloroférmio <1,0mg.L?
Dicloroeteno <1,0mg.L?
Estireno <0,07 mg.L?
Etilbenzeno <0,84 mg.L?
Fenois totais <0,5mg.L?
Tetracloreto de carbono <1,0mg.L?
Tricloroeteno <1,0mg.L?
Tolueno <1,2mg.L?
Xileno <1,6mg.L?

Fonte: Adaptado de Resolu¢do CONAMA n°430/2011

2.1.2. Sistemas de Tratamento de Esgoto

De acordo com METCALFY (1991), o processo operacional que compde as ETESs
€ composto por operagdes unitarias que ocorrem concomitantemente e sua integracdo é
responsavel pelo tratamento da agua residual. Essas operacGes sdo estabelecidas da seguinte

forma:
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a) OperacOes Fisicas: Método de tratamento no qual as forcas fisicas sdo
predominantes, ou seja, triagem, mistura, floculagdo, sedimentagdo,
flotagéo e filtragdo.

b) OperagBes Quimicas: Parte do tratamento na qual ocorre a remogéo ou a
conversao dos contaminantes pela adi¢do de produtos quimicos ou por meio
das reacdes quimicas, como por exemplo, precipitacdo, adsor¢do e
desinfeccao.

c) Operacdes Bioldgicas: A remocdo dos contaminantes é feita por meio da
atividade biologica dos microrganismos, na qual ocorre a remoc¢do da
matéria organica, carbonacea, nitrificacao e desnitrificacéo.

O processo de descontaminacdo dos poluentes pode consistir de até quatro etapas
principais sucessivas, com inicio no tratamento preliminar ou pré-tratamento (fisico e
mecanico), tratamento primario (fisico e quimico), tratamento secundario ou de purificacéo
(biologico), tratamento terciario ou final (fisico e quimico). Adicionalmente, existe a disposi¢éo
final ou o tratamento do lodo formado (derramamento supervisionado, reciclagem ou
incineracdo) (CRINI; LICHTFOUSE, 2019)

2.1.3. Pré Tratamento

Os sistemas de tratamento sdo constituidos de etapas (operagdes unitarias), que
objetivam a remocdo dos poluentes. O objetivo do pré tratamento é a retirada dos sélidos
grosseiros, flutuantes e matéria mineral sedimentavel, por meio da utilizagdo de grades,

desarenadores (caixas de areia), caixas de retencdo de 6leo e gorduras (GIORDANO, 2004).

2.1.4. Tratamento Primario

O tratamento primario consiste na remocdo de sélidos inorganicos e da matéria
organica em suspensdo. A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) é removida parcialmente e
0s sélidos em suspensdo totais (SS) quase totalmente. Os processos de tratamento primario
incluem a decantagdo primaria ou simples, flotacdo, neutralizacdo e precipitacdo quimica com
baixa eficiéncia (NUNES,2012).
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2.1.5. Tratamento Secundario

O principal objetivo do tratamento secundario é a remogdo da matéria organica
(MO). A MO pode estar presente como DBO na sua forma soltvel, ou seja, quando ndo temos
sua remocao por métodos fisicos, sendo sedimentada durante o processo, ou na forma de DBO
em suspensdo quando ha permanéncia em massas mais finas que ndo foram removidas no
tratamento priméario. Além disso, nessa etapa é possivel que seja realizado a remogéo de sélidos
inorganicos, principalmente nitrogénio e fosforo. E importante citar que esse tratamento é
baseado em processos bioldgicos, no qual reagbes bioquimicas sdo realizadas por
microrganismos, acelerando o processo de tratamento. Existem diversas metodologias que
podem ser aplicadas nessa etapa, como por exemplo, tratamento por lodo ativado, lagoas de
estabilizacdo, reatores anaerobicos com alta eficiéncia, lagoas aeradas, filtros bioldgicos, e a

precipitacdo quimica com alta eficiéncia (SPERLING, 2007).
2.1.6. Tratamento Terciario

Para se obter um efluente com alta qualidade, é empregado o tratamento terciario,
que utiliza uma tecnologia baseada na adsor¢do de carvdao ativado, osmose reversa,
eletrodialise, troca ibnica e filtros de areia com objetivo de realizar a remoc¢do de compostos
toxicos e ndo biodegradaveis, remocdo de nutrientes e oxidacao quimica (NUNES,2012). Nesta
etapa, ocorre a remocdo de organismos patogénicos, geralmente com uso de processos
oxidativos, com uso de cloro livre ou 0zonio.

A Tabela 2, exemplifica de forma geral a remocao que acontece durante os niveis
de tratamento na ETE.

Tabela 2: As diferentes remogdes de substancias em cada nivel de tratamento em uma ETE

Nivel de Tratamento Remocao
Preliminar Solidos Suspensos (Areia e Materiais grande)
Primério _ Séli(’qu Suspe_nsos Deczjln_téveis
DBO associada a matéria organica dos So6lidos em Suspensao (SS)
DBO associada a matéria organica particulada e a que ndo totalmente
Secundario eliminada no tratamento primario
DBO soldvel
Nutrientes
Organismos Patogénicos
. Composto ndo biodegradaveis
Terciario

Metais
Solidos inorganicos dissolvidos
Restante dos s6lidos em suspensao
Fonte: Adaptado de (SPERLING, 2007)
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Segundo SPERLING (2007), a eficiéncia de remocdo de um pardmetro no

tratamento ou em uma etapa do tratamento é dada pela Equacgéo (1)

Ca— Ce
E= ———.

100 1
a (1)

Onde:

E = Eficiéncia de Remocao (%)

Ca = Concentragio do Parametro no Afluente Poluente (mg.L™)

Ce = Concentracdo do Pardmetro no Efluente Poluente (mg.L™)

A condugcdo das estratégias adotadas nas rotinas operacionais das ETES provém do
equilibrio ou do custo-beneficio obtido entre os indicadores de desempenho ambiental, desde
que vinculados a qualidade do efluente e aos indicadores econdmicos que estdo atrelados aos
custos operacionais. Dessa forma, a avaliacdo da eficiéncia é de extrema relevancia, uma vez
que as estacdes de tratamento fazem parte do grupo do saneamento basico e, consequentemente,
da sustentabilidade econémica (SOUZA et al., 2021).

2.1.7. Lagoas de Estabilizacéo

Uma das formas mais comuns e usadas para tratamento de efluentes é por meio das
lagoas de estabilizacdo. Essas lagoas utilizam uma tecnologia mais barata e simples no sistema
operacional, “mimetizando” um processo natural. A maior dificuldade encontrada em lagoas
de estabilizacdo é a necessidade de uma grande area para que seja realizado sua construcdo. Por
esse motivo, algumas cidades precisam optar por metodologias compactas, como por exemplo,
a utilizacdo do sistema de lodo ativado.

De forma geral, essas lagoas sdo biorreatores que recebem diariamente aguas de
baixo fluxo, relativamente rasas, construidas para armazenar residuos especificos e através de
processos bioldgicos realizam a estabilizacdo da MO. O tratamento biolégico pode ocorrer em
condicOes anaerdbias, facultativas ou aerdbias, de acordo com a disponibilidade de oxigénio
dissolvido, da atividade biologica predominante, da carga organica afluente, das caracteristicas
fisicas de cada unidade destinadas a tratar aguas residuarias brutas ou efluentes pré tratados,
por processos naturais e artificiais (FILHO, 2007).

As lagoas anaeroébias tém como principal funcéo a remocdo da DBO e dos SS. Estes
solidos séo sedimentados no fundo da lagoa, sendo digeridos, posteriormente, pela acdo das

bactérias anaerdbias. A reducdo de DBO somente ocorre ap06s a formacao de acidos produzidos
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pelos microrganismos acidogénicos, sendo posteriormente, convertidos em metano, dioxido de
carbono e agua pelos microrganismos metanogénicos. Neste tipo de lagoa, a redugdo de
coliformes ndo é significante, quando comparadas com as facultativas e de maturacdo (VON
SPERLING, 2002).

As lagoas facultativas, tém como foco principal, a remocéo da DBO e de patdgenos.
O processo de estabilizacdo da matéria organica ocorre em trés zonas distintas: zonas aerdbia,
facultativa e anaerdbia. A presenca de oxigénio nessas lagoas é suprida pelas algas, que
produzem, por meio da fotossintese, oxigénio durante o dia e 0 consomem durante a noite. A
zona fotica, parte superior, a MO dissolvida é oxidada pela respiracdo aerdbia, enquanto na
afotica, zona inferior, a MO sedimentada é convertida em dioxido de carbono, agua e metano
(FILHO, 2007).

A Figura 1 apresenta o sistema ilustrativo de uma lagoa de estabilizacdo, que conta
com dois processos, 0 primeiro é o tratamento realizado pela lagoa anaerdbia e posteriormente
pela lagoa facultativa.

Figura 1: Sistema Lagoa Anaerdbia - Lagoa Facultativa

SISTEMA: LAGOA ANAEROBIA - LAGOA FACULTATIVA Corpo
receptor
Grade Desarenador Medid 9!’ Lagoa anaerdbia Lagoa facuua"vaﬁ. I'-.':'I:':I':':':'-:',
de vazéo (i

|
1|
_.,_.F ﬁ_'-—..—__’ \‘: :rf_’ ":: } :: ;’ — .'I.',l.'-'.‘-':‘
+ ‘1. |:|
i !
| 4 4
Fase Fase
solida solida

Fonte: Adaptado de SPERLING (2002)

2.1.8. Tratamento por Lodo Ativado

O sistema de lodos ativados € amplamente utilizado, em nivel mundial, para o
tratamento de despejos domésticos e industriais, em situagdes em que é necessaria elevada
qualidade do efluente e reduzidos requisitos de area. No entanto, o sistema de lodos ativados
inclui um indice de mecanizagdo superior ao de outros sistemas de tratamento, implicando uma
operacdo mais sofisticada e de maiores consumos de energia elétrica (SPERLING, 2012).

O sistema consiste em um processo de oxidacdo aerada (oxidagdo de compostos
organicos e inorganicos do afluente). Trata-se de um processo biologico que faz parte de uma
rede complexa de associacao entre: bactérias, protozoarios, fungos e metazoarios (BURGESS;
QUARMBY; STEPHENSON, 1999). Todo esse processo é denominado como uma

comunidade, uma vez que para um bom funcionamento do tratamento e, para geracdo de
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efluente de alta qualidade, é necessario uma cooperagao entre 0s microrganismos presentes
dentro do sistema, sendo que cada um tem sua importancia. A analise microbioldgica do lodo
é capaz de fornecer informagbes sobre o desempenho da ETE, sendo que as mudancas nas
condi¢bes ambientais provenientes do afluente, ou de um algum processo da operacdo pode
levar a alteracdo do lodo, influenciando nos processos de biodegradacéo e nas caracteristicas
do efluente tratado (SANTOS et al., 2009).

A Figura 2 representa o fluxograma tipico do sistema de lodos ativados
convencionais.

Figura 2: Sistema Convencional de Lodo Ativado

Tanque de Decantador
Giade Desarerador Medigdo de Aeragao Secundario
vazao
L = >
= g —
' !
fase fase Corpo
solida solida Receptor
Y
Recirculagdode v
Lodo fase solida

Fonte: Adaptado de SPERLING (2012)

O sistema de lodo ativado compfe uma relagdo mutualistica, uma vez que 0s
microrganismos dependem um do outro para que a agua residual seja tratada de forma eficiente.
E necessario que as bactérias consumam a MO (destinada para seu metabolismo) para realizar
a limpeza do efluente. Todavia, é importante ressaltar que apesar de ser um sistema
relativamente simples, ele é cercado de variaveis que podem interferir e afetar todo o sistema
de tratamento, como por exemplo, a combina¢do da microbiota bacteriana, a mudanca do
afluente recebido, alteracdo de parametros fisico-quimicos como pH, temperatura, turbidez e
condutividade (B. AHANSAZAN, 2014).

2.1.9. Efluentes hospitalares em ETES

Tal como apresentado, todo o sistema das ETEs é monitorado com o intuito de
cumprir os parametros estabelecidos pelo 6rgéo regulador para que se possa realizar o despejo
de forma ambientalmente correta dos efluentes gerados. Todavia, é importante ressaltar que, a

maioria dos sistemas de tratamento é focado no tratamento bioldgico, nao objetivando um grupo
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especifico, ou seja, 0os compostos provenientes dos hospitais ndo recebem um tratamento
adequado para seu padrdo de langamento.

Dessa forma, um problema ambiental mundial é o despejo das &guas residuais dos
hospitais, uma vez que, dentro do complexo de saude, diversos farmacos, como antibioticos,
analgésicos, horménios, substancias para tratamento de cancer, entre muitos outros que podem
ser lancados na sua forma original ou como metabolito apds a absorcdo no corpo do individuo

e ndo recebem um tratamento adequado nas ETES.
2.2. Efluentes Hospitalares

Os produtos farmacéuticos sdo um grupo grande e diversificado de compostos
projetados para prevenir, curar e tratar doengas e por esse motivo, eles ttm sido usados em
quantidades significativas em todo o mundo. Seu uso e consumo estdo aumentando
consistentemente devido as descobertas de novos medicamentos. Apds a ingestdo, esses
compostos sofrem processos metabolicos no organismo. Fracfes significativas do composto
original sdo excretadas na forma ndo metabolizada ou como metabdlitos em esgoto bruto e
sistemas de tratamento de aguas residuais. Porém, vale ressaltar que as ETES ndo sdo adequadas
o suficiente para atingir altas eficiéncias de remocao para o espectro de micropoluentes (JELIC
etal., 2011; VERLICCHI; AL AUKIDY; ZAMBELLO, 2015).

A pouca ou quase nenhuma regulamentacdo relativa as aguas residuais hospitalares
no mundo, ou mesmo que exista, ndo é conhecida internacionalmente, pois foi publicada no
idioma nacional/regional em cada pais ou cidade adotado. Mesmo que em alguns lugares exista
regulamentacéo, os efluentes hospitalares (EFH) séo caracterizados e tratados no mesmo grupo
dos efluentes urbanos (EFU). Porém ja foi retratado no trabalho de KHAN e colaboradores
(2021) que o conjunto de produtos farmacéuticos em efluentes é maior em estacdes que estejam
conectadas com hospitais.

2.2.1. Contaminantes Emergentes

Segundo AL-QAIM (2014), os produtos farmacéuticos sdo considerados um grupo
de contaminantes emergentes em aguas residuais e um dos problemas ambientais em ascensao
da atualidade. Sendo assim, o afluente gerado pelos hospitais contém uma multiplicidade de
agentes tdxicos ou persistentes, como solventes, detergentes, radionuclideos, produtos
quimicos, patdgenos, radioisdtopos, desreguladores enddcrinos, contraste para raios X
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substancias bactericidas, anti-inflamatérios ndo esteroides, betabloqueadores, antibidticos,
antiepilépticos, medicamentos antivirais e antipsicoticos que sdo langados nas ETEs (KHAN et
al., 2021).

O metabolismo dos farmacos em um organismo inicia-se por diversas reagdes
bioquimicas de hidroxilacédo, epoxidacéo, reducéo, hidrolise e adi¢do de grupos funcionais. Em
seguida, moléculas enddgenas altamente polares ligam-se aos metabdlitos formados nas reacoes
anteriores ou aos proprios farmacos originais ndo-metabolizados, de forma a torna-los mais
sollveis em &gua, facilitando assim a sua excrec¢do. Ao contrario de outros microcontaminantes,
tais como pesticidas e poluentes industriais, cujas concentracdes no meio ambiente tenderdo a
diminuir nos proximos anos devido a restri¢cdes legais, é esperada uma ampliacdo no consumo
dos farmacos em decorréncia dos seus efeitos benéficos a salide, podendo, consequentemente,
resultar em aumento na sua ocorréncia no meio ambiente. Dependendo das caracteristicas
quimicos dos farmacos, eles podem ser encontrados no ambiente como seus produtos originais
ou metabolitos dentro da faixa de 5 a 90% (QUOC TUC et al., 2017; TAMBOSI et al., 2010).

2.2.2. Impactos Ambientais

O lancamento constante de compostos gerados pelos hospitais nas aguas residuais
das ETEs traz uma preocupacdo em relacdo ao impacto ambiental que eles podem estar
causando tanto na alteracdo de algum pardmetro durante o processo de tratamento, quanto ao
efluente que sera despejado no corpo receptor. Apresentado no trabalho de PANOUILLERES
(2007), os EFH sdo misturas complexas capazes de gerar grandes problemas ambientais, pois
sdo de 5 a 15 vezes mais toxicos que os EFU classicos.

O efeito dos produtos farmacéuticos pode variar de espécie para espécie devido a
diferenca na expressao génica do mesmo gene entre as espéecies ou devido a alteragdo na
solubilidade ou poténcia dos medicamentos devido a ligagdo dos produtos farmacéuticos com
moléculas organicas presentes em locais ambientais (TIWARI et al., 2020).

As alteragOes que os EFH podem causar tanto na microbiota das ETES, quanto no
ecossistema aquatico que recebe o efluente ap6s o tratamento sdo diversas, e, algumas das
consequéncias sdo: interferéncia negativa na reproducao de peixes ap6s contato com compostos
estrogénicos e a inibicdo especifica de fotossintese em algas causado por betabloqueadores e
fluoxetina (ESCHER et al., 2011).

Uma preocupacdo que merece destaque, é a resisténcia microbiana, isso porque no

ambiente hospitalar, ha uso excessivo de antimicrobianos, provocando mudancas ambientais
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significantes, que traz como consequéncia, selecdo de clones de bactérias e fungos resistentes.
De fato, a pressdo seletiva favorece a transferéncia horizontal intra e interespécies de genes de
resisténcia. Além disso, 0s metais pesados e desinfetantes, com acdo bactericida, também

podem favorecer a persisténcia de bactérias resisténcias a antibiéticos (HOCQUET, 2016).
2.2.3. Bactérias Resistentes aos Antibioticos (BRA)

A resisténcia dos microrganismos aos antibidticos afeta potencialmente as
estruturas microbianas e representa um risco para a saude publica (WANG et al., 2015). As
aguas residuais fornecem a biomassa microbiana um habitat considerado ideal, uma vez que é
composto por uma abundancia de nutrientes, se tornando adequado para transferéncia de genes
as bactérias nativas que podem adquirir plasmideos e outros elementos genéticos que codificam
a resisténcia antimicrobiana de bactérias. Todo o processo estabelecido nas ETES (mecanicos,
fisicos, quimicos e bioldgicos) pode afetar o destino dos antibi6ticos e afetar de diferentes
maneiras 0s microrganismos (MOs) presentes e, consequentemente o desenvolvimento e
disseminacdo de resisténcia no meio ambiente (R1ZZO et al., 2013). Além disso, a presenca de
MOs patogénicos pode incluir alguns que sdo multirresistentes a antibiéticos, metais pesados,
radiois6topos, organohalogénios (proveniente do uso de alvejantes) e residuos de drogas
(PANOUILLERES, 2007).

Algumas bactérias merecem atengdo especial quando se trata da resisténcia e
permanéncia nos hospitais. Relatado no trabalho de HOCQUET (2016) a bactéria Escherichia
coli produtora de 3-lactamase de espectro estendido, responsavel pela infec¢do do trato urinario
é favorecida em EFH pela grande quantidade de antibidticos e desinfetantes que podem
propiciar a elas genes de resisténcia. A Pseudomonas aeruginosa € um patégeno prevalente nas
infeccdes relacionadas a assisténcia e a saude. A multirresisténcia e capacidade de formar
biofilmes, é a maior expressdo fenotipica, e por consequéncia as aduas residuais hospitalares
constituem um nicho ecoldgico de importancia para expressao destes perfis.

A evolucgdo de microrganismos resistentes € mediada por mutac@es, transferéncia
horizontal de genes e outros mecanismos genéticos. Acredita-se que a transferéncia conjugativa
via elementos genéticos mdveis como plasmideos, seja comum e tenha o potencial de transferir
genes de resisténcia para bactérias de mesmos filos ou dos ndo relacionados (HASSOUN-
KHEIR et al., 2020).
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2.2.4. Os Antibiéticos antibacterianos mais usados no Brasil

Entre 2016 e 2018, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), publicou o relatorio
referente a vigilancia do consumo de antibidticos, com participacdo de 65 paises, incluindo o
Brasil. O intuito desse levantamento foi monitorar o consumo de antimicrobianos. De acordo
com esse levantamento, para o Brasil, em primeiro lugar de consumo no grupo dos antibiéticos
aparecem o0s beta lactamicos, principalmente as Penicilinas, Carbapenens, Cefalosporinas,
Clavulanotas e Monobactamicos seguido pelo grupo dos macrolideos, quinolonas, e também as

sulfonamidas e trimetoprima.

2.3. Trabalhos Correlatos

Nesta secdo sdo apresentados os trabalhos que abordam temas como: o impacto dos
farmacos nas aguas residuais e as mudancas na estrutura quimica, fisica e biologica dos EFH,

assim como suas implicacdes no meio ambiente e na salde humana.

2.3.1. As caracteristicas dos EFH

A geragéo de efluentes tende a aumentar conforme o desenvolvimento mundial. Isto
esta associado principalmente ao aumento da populacdo ao decorrer dos anos e a melhora das
condicdes socioeconémicas que sdo oferecidas para a sociedade. Sendo assim, a producéo de
efluentes € um dos pontos ambientais e de saneamento que esta sofrendo mudancas
significativas, quando atrelados aos residuos hospitalares.

Devido a melhora nas condigdes de salde e bem-estar, no desenvolvimento de
novos medicamentos, nas técnicas cada vez mais avancadas no tratamento de pacientes, hd um
aumento na quantidade de residuos que sdo gerados pelos hospitais, e consequentemente esses
residuos passam por transformagdes quimicas, fisicas e biologicas durante o processo até chegar
em uma estacdo de tratamento. De acordo com VARELA (2013), a complexidade das &guas
residuais aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas e sua composigéo varia de acordo
com varios fatores, como origem, nimero de habitantes e o status social e econémico da
populacdo. Entre os principais constituintes das &guas residuais estdo os microrganismos,
materiais organicos biodegradaveis e ndo degradaveis (detergentes, pesticidas, gorduras,
corantes) e outros compostos (nitrogénio e fosforo) e metais (Hg, Cr, Cd e Cu). Além disso, 0s

contaminantes emergentes, que incluem produtos farmacéuticos como horménios e antibioticos
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sdo exemplos de contaminantes organicos ndo degradaveis de aguas residuais, cuja persisténcia
ao longo do ciclo urbano da &gua é considerada de grande preocupagéo.

ZHANG (2020), destaca que, embora a maioria dos produtos farmacéuticos seja
encontrado em baixas concentragcdes no ecossistema, a mistura e interagcdo desses compostos,
apresentam maior toxicidade e impactos ambientais graves do que isolados. Assim, 0S riscos
que farmacos podem atribuir as dguas residuais, foram divididos em trés categorias:

a) Perigos Fisicos: Substancias radioativas utilizadas em terapias e diagnostico de

medicina nuclear.

b) Perigos Quimicos: Farmacos que sdo parcialmente metabolizados e excretados
pela urina de pacientes nas ETES sem qualquer pré—tratamento.

c) Perigos Biologicos: Variedade de microrganismos patogénicos (bactérias,
protozoéarios, helmintos e virus) que sdo provenientes das fezes de humanos
infectados.

Os EFH contém uma variedade de composto nocivos ao ambiente, como por
exemplo os horménios, os antibidticos, contrastes utilizados em raio X e alguns patégenos, que
sdo muitas vezes, provenientes do hospital. Os sistemas convencionais utilizados em estacGes
de tratamento ndo sdo projetados com o objetivo de tratar essa categoria de afluente. Além
disso, esta bem documentado que os ME ndo sdo completamente removidos pelo processo
convencional de tratamento por lodo ativado, que é a técnica mais utilizada em todo o
mundo(NOGUERA-OVIEDO; AGA, 2016), o que pode acarretar em um processo de
modificacdo da microbiota do sistema devido ao descarte diario desses compostos, e por

consequéncia favorecer o desenvolvimento de bactérias resistentes a antibioticos.

2.3.2. O ambiente e a saude

Qualquer produto farmacéutico com fator de excrecdo superior a dez por cento deve
ser considerado importante a0 meio ambiente. Foi demonstrado que a descarga de produtos
farmacéuticos no ambiente aquatico pode levar a uma interferéncia potente, mesmo em niveis
muito baixos de miligramas. Esses residuos farmacéuticos e vestigios quimicos colocam em
risco o equilibrio ecoldgico e a saude publica. A liberacdo desses contaminantes para 0 meio
ambiente, inicialmente poluido nas aguas superficiais, subterrdneas e no solo, pode levar a
graves surtos de doencas transmissiveis e epidemias (KHAN et al., 2022).

Alguns riscos para a satide humana e ambiental s&o comumente associados as aguas

residuais e seu tratamento. Entre eles estdo a liberacdo de compostos organicos volateis, a
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persisténcia de microrganismos patogénicos e compostos tdxicos ou mutagénicos no efluente

final ou, quando h& desinfecgéo, de seus subprodutos (VARELA, 2013).
2.4. Consideracdes finais

Nessa secdo foi apresentado um espectro que relaciona o tratamento realizado nas
estacOes de esgoto com os afluentes que séo gerados pelos hospitais. Foi retratado em diversos
estudos que os micropoluentes podem interferir nas aguas residuais das ETEs. Sendo assim,
esse estudo apresenta um panorama comparativo relacionando ao despejo de ME em aguas
residuais, bem como ressalta a importancia deste contexto para areas geograficas (Barretos),

onde a caracterizacdo genotipica e fenotipica ainda ndo tinham sido abordadas.
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3. Descricao experimental do projeto

O estudo foi desenvolvido com o intuito de realizar uma avaliacdo comparativa,
analisando as diferengas e similaridades encontradas em trés ETEs sob diferentes pontos de
investigacdo: analise fisico-quimica para correlagdo entre os microrganismos (1); andlise
genotipica para identificagdo do microbioma (2) e analise microbioldgica fenotipica sobre
suscetibilidade antimicrobiana (3). Os micropoluentes provenientes do Hospital de Cancer de
Barretos foram considerados e comparados em aguas residuais das estagdes que recebem o
afluente de origem hospitalar + urbana (AFHU) comparando-se com uma estacdo que nao os
recebe, sendo seu afluente somente urbano (AFU).

1) Anélise Fisico — Quimica: Caracterizagcdo do material presente na biomassa das

ETEs, por meio da técnica instrumental de Espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR) e Analise Elementar (CHN). Os resultados foram

complementados pelas analises de rotina de acompanhamento de processo de

tratamento de esgoto conforme exigido pela legislacdo, com o objetivo de realizar
comparac0es e avaliar o funcionamento e eficiéncia das estagcdes de tratamento de
esgoto em relacdo ao sistema afluente — efluente.

2) Anélise Genotipica: Caracterizagdo do microbioma por meio do sequenciamento
genético do gene ribossomal 16S, (regido V3+V4) presente em bactérias e arqueas
com mapeamento de oligonucleotideos, além da bioinformatica para identificacéo
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taxonémica (Filo, Classe, Ordem Familia e Género), indice de diversidade e sua
abundancia relativa entre as amostras.

3) Analise Fenotipica: Caracterizacdo fenotipica de suscetibilidade antimicrobiana dos
MOs encontrados nas trés ETEs. Analise da resisténcia microbiana dos MOs das
estacOes que recebem os AFHU em comparacdo com a estacdo que recebe o AFU,

com a identificacdo bioquimica desses organismos.

3.1. Area de Estudo

3.1.1. Municipio de Barretos

O Municipio de Barretos esta localizado no Estado de S&o Paulo, na mesorregido
de Ribeirdo Preto. Situado a uma latitude 20°33'26" Sul e a uma longitude 48°34'04" Oeste, a
uma altitude de 530 metros e ocupa uma area territorial de 1.566,161 km2. A populacédo
estimada de Barretos em 2022 foi de 122.485 habitantes (IBGE). A Figura 3 apresenta 0 mapa
do Municipio de Barretos, no estado de Séo Paulo.

Figura 3: Mapa de Localizagdo do Municipio de Barretos - SP
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Fonte: Autoria Propria. Usando: QGIZ [software GIS]. Versdo 3.28.0 QGIZ Geographic Information System.
Open-Source Geospatial Foundation Project , 2022.
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3.1.2. Hospital do Cancer de Barretos

O Hospital do Céancer que é conhecido pelo nome popular de Hospital do Amor
(HA), foi fundado em 1962 e é um dos maiores e mais sofisticados centros de tratamento
oncoldgico da América Latina. Atualmente, o hospital realiza cerca de quatro mil atendimentos
médicos por dia, com 120 leitos, que recebe uma média diaria de 200 pacientes para o
tratamento quimioterapico (KLEIN et al., 2021). Além do atendimento médico, o Hospital do
Amor, conta com um o instituto ao ensino e pesquisa (IEP), que tem como objetivo a elaboragéo

de relatdrios cientificos com foco no tratamento oncoldgico.
3.1.3. Sistema de Tratamento de Efluentes

Barretos conta com um sistema de tratamento de &gua e esgoto dividido em sete
estagcdes. As ETEs recebem os afluentes de Barretos e das cidades vizinhas. Para esse estudo
foram selecionadas trés estacOes de tratamento que estdo representadas na Figura 4. Além das
estacOes tambeém esté representando o Hospital do Cancer, que é o local de origem dos AFHU.

Figura 4: Localizacdo das ETEs e do HA em Barretos — SP
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Fonte: Autoria Propria. Usando: QGIZ [software GIS]. Versdo 3.28.0 QGIZ Geographic Information System.
Open-Source Geospatial Foundation Project hitp://qgis.osgeo.org, 2022.
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A selecdo das ETEs seguiu dois requisitos: a origem do afluente (urbano ou
hospitalar) e o sistema operacional utilizado (lagoa de estabilizagdo ou sistema de lodo ativado.
Essas estagdes sdo intituladas como:

a) Estacdo de Tratamento Il (ETE 1)
b) Estacdo de Tratamento Il (ETE I1I)
c) Estacdo de Tratamento IV (ETE IV)

A Figura 5 esquematiza a divisdo das estacfes conforme seu afluente e o sistema

de operacéo utilizado para o tratamento.

Figura 5: Relacdo das ETEs com seu afluente e sistema de tratamento

ETEII ETE IIT ETEIV
. || Residuo Urbano || Residuo Urbano
— Residuo Urbano + Hospitalar + Hospitalar
Lagqa anaerobia Lagqa anaerobia Sistema de Lodo
' seguida de lagoa —{ seguida de lagoa - Ativad
facultativa facultativa tivado

Fonte: Autoria Propria

3.2. Coletas

A pesquisa contou em sua totalidade com quatro coletas realizadas de acordo com
as caracteristicas sazonais dos anos de 2022 (outono, inverno e primavera) e 2023 (verdo). A
Tabela 3 apresenta o numero de coletas, o periodo, ano e a estacdo em que foram realizadas.

Tabela 3: Data, Ano e Estacéo de cada coleta

Coletas Data Ano Estacdo
Coleta 1 Junho 2022 Outono
Coleta 2 Julho 2022 Inverno
Coleta 3 Novembro 2022 Primavera
Coleta 4 Janeiro 2023 Verdo

Fonte: Autoria Propria
Foram selecionados trés pontos de coleta (PdC) para cada estacéo (l1, 11, IV) a fim

de realizar uma amostragem capaz de representar um panorama completo de cada ETE. Cada

PdC foi denominado conforme a seguir:
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A. ETEII
i.  Entrada Esgoto Bruto Il (EEB II)
ii.  Saida da Lagoa Facultativa Il (SLF II)
iii.  Saida do Esgoto Tratado Il (SET II)
B. ETE Il
i.  Entrada Esgoto Bruto Il (EEB I111)
ii.  Saida da Lagoa Facultativa Il (SLF 11)
iii.  Saida do Esgoto Tratado Il (SET II)
C. ETEIV
i.  Entrada Esgoto Bruto IV (EEB V)
ii.  Saida do Taque de Aeragdo IV (STA IV)
iii.  Saida do Esgoto Tratado IV (SET IV)
A Figura 6 apresenta 0 metodo de coleta individualizada das amostras nas ETEs.
Com auxilio de um balde e um funil, cada amostra foi coletada do PdC e transferida para o pote
de armazenamento.

Figura 6: Coleta em amostra

s 5

As Figuras 7, 8 e 9 apresentam os pontos onde foram realizadas as coleta das trés
ETEs, seguindo a ordem horizontal (da esquerda para direita), as EEB; SLF e STA e SET, das
estacdes I, 111, 1V, respectivamente.
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Figura 7: Pontos de coleta da ETE Il

e

. Fonte: Kutria Propr'laA
Legenda: A = Entrada Esgoto Bruto Il; B = Saida da Lagoa Facultativa Il; C = Saida do Esgoto Tratado 1l

Figura 8: Pontos de coleta da ETE Il

w3

' onte: Autoria Propria
Legenda: D = Entrada Esgoto Bruto I11; E = Saida da Lagoa Facultativa I1l; F = Saida do Esgoto Tratado Il

Figura 9: Pontos de coleta da ETE IV

Fonte: Autoria Prépria
Legenda: G = Entrada Esgoto Bruto IV; H = Saida do Tanque de Aeracéo IV; | = Saida do Esgoto Tratado IV
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Para cada analise, fisico-quimica, genotipica e fenotipica, foram coletados, 9
garrafas PET (1,5 L), 9 Tubos de Falcon (50 mL), 9 Tubos Falcon (15 mL), respectivamente.
O volume de coleta foi adequado de acordo com a quantidade de amostra necessaria para cada
analise. As analises fisico-quimicas, necessitaram de um volume maior, devido a quantidade e
tipo de andlises utilizadas nesse trabalho. Para as analises genotipicas foi necessario biomassa
total de 0,59 de cada amostra, utilizando-se tubos falcon de 50mL e as analises fenotipicas
utilizou-se 1-2 mL por analise, em tubos de 15 mL. As amostras foram levadas para o
laboratorio de microbiologia da Faculdade de Medicina de Rio Preto (FAMERP), e foram

armazenadas em freezer -20°C até o0 momento dos ensaios.
3.3. Analise Fisico — Quimicas

3.3.1. Liofilizador

Foi utilizado o Liofilizador, marca Thermo Fisher Scientific, modelo
SuperModulyo220 Freeze Dryers, submetido a temperatura < 40°C e vécuo final de 1 torr. As
amostras (200mL) foram previamente congeladas em tubos de 500mL em freezer -20°C,
posteriormente passavam por um processo de resfriamento adicional com nitrogénio liquido

para serem inseridas no liofilizador.
3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Na andlise de FTIR, foram preparadas pastilhas de 100 mg (branco e amostras),
utilizando KBr (seco em estufa a 120°C/12h), almofariz de agata e pastilhador proprio para
confeccdo de pastilhas de infravermelho de 13 mm de didmetro. O procedimento exige a
obtencdo de um po fino e homogéneo, no caso do branco (~100mg de KBr) e para amostras
(Img de amostra / 400mg de KBr) para ser submetido a prensa hidraulica sob pressdo de 5
toneladas/cm? por 5 minutos. Posteriormente as pastilhas foram retiradas do pastilhador,
embrulhadas em papel aluminio e armazenadas em um dessecador. As analises foram realizadas
em um espectrofotdmetro de infravermelho marca Bruker, modelo Vertex 70, acompanhado
por microcomputador com o software Opus v.7.2 em leitura por Absorbancia (64 varreduras e
resolugdo espectral de 4 cm™). Foi realizado a compensagéo atmosférica, correcdo de linha de
base e smooth. Os graficos foram obtidos e normalizados utilizando o software Originlab para

plataforma Windows.
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3.3.3. Analise Elementar (CHN)

Foi utilizado método de combustdo a seco, com uso do Analisador Elementar,
marca Perkins Elmer, modelo 2400, acompanhado do software EA 2400 Data Manager. O
padrdo analitico de referéncia foi a acetanilida (acetanilide), nas concentracdes elementares de
C=71,09%; H=6,71%; N=10,36%. Para pesagem das amostras foi utilizado uma balanca
analitica de 5 casas decimais, com uma quantidade aproximada de (~10mg), pesadas em capsula

de estanho, apropriadas para a analise.
3.3.4. Parametros Fisico — Quimicos

Foi fornecido pelo Laboratorio de Servico Autdénomo de Agua e Esgoto de Barretos
(SAAEB), o resultado dos seguintes parametros fisico-quimicos referentes aos anos de 2022 e
2023: Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), pH,
Sélidos Suspensos Totais (SS), Sulfato, Sulfeto e a eficiéncia de remocao em porcentagem (%)
de cada estacdo. Da mesma forma, foi disponibilizado os valores referentes ao tempo de
detencdo hidraulica de cada ETE do ano de 2022, que estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Tempo de detencéo hidraulica das ETES do ano de 2022

ETEs Tempo de Detencdo Hidraulica
I 15 dias (vazdo média de 202 m3/h)
" 24 dias (vazdo média de 509 md/h)

\% 24 horas (vazdo média de 240 m3/h)
Fonte: SAAEB
Abreviacdo: ETEs = Esta¢des de Tratamento de Esgoto

Além disso, foram analisados trés parametros em laboratério. O pH foi medido
utilizando um pHmetro da marca Simpla EC140, previamente calibrado com tampéo de 7 e 4.
A Condutividade Elétrica (CE), foi medida utilizando um condutivimetro da marca Simpla
EC150 calibrado com solucéo padrdo de condutividade 1413uS cm. E por fim, foi analisado
a Turbidez, com um turbidimetro da marcas DEL LAB, calibrado com as solucGes padrdes
fornecidas pela empresa, nas concentracGes de 0,1/10/100/800 NTU.
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3.4. Analise Genotipica
3.4.1. Amostragem

As amostras usadas na caracterizag¢do taxondémica foram coletadas em tubos Falcon
(50 mL), em seguida centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos, sendo descartado o
sobrenadante. Posteriormente, o precipitado € lavado com solucdo tampédo PBS x1 (NaCl 8,2
g.L%, Na2HPOa4 1,05 g.L, NaH2PO4 + H20 0,35 g.L!). Apds a centrifugacdo e descarte do

sobrenadante, a biomassa timida (pellet > 0,5 g) foi armazenada a -20°C.
3.4.2. Biomassa

Para se obter uma biomassa umida de pellet > 0,5 g, foi necessario realizar a juncao
de todas as amostras das quatro coletas que totalizaram o estudo. Sendo assim, a Figura 10,
apresenta um fluxograma que representa a juncdo para cada amostra de acordo com suas
caracteristicas especificas. No total foram nove amostras, divididas em trés grupos para cada
ETE.

Figura 10: Fluxograma das biomassas dos pontos de coleta das ETEs conforme os periodos
de 2022/2023

CEEn CErEm CEEN
EEB (0O+I+P+V) ‘ EEB(0O+I+P+V) EEB(D+I+P+“J}‘
- SLF(O+I+P+V) ‘ - SLF(O+I+P+V) —STA(O+I+P+VJ‘
SET(O+I+P+V) ‘ SET(O+I+P+V) SET(CI+I+P+T.-’)‘

Fonte: Autoria Propria
Abreviagdes: ETE = Esta¢do de Tratamento de Esgoto; EEB = Entrada Esgoto Bruto; SLF = Saida da Lagoa
Facultativa; STA = Saida do Tanque de Aeragdo; SET = Saida do Esgoto Tratado; O = Outono; I= Inverno; P =
Primavera; V= Verdo

3.4.3. Extracdo do DNA

O DNA gendmico da comunidade microbiana das amostras, foi extraido usando o
DNeasy® PowerSoil® Pro Kit, de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacio

(ng.uLt) e a pureza (relacio 260/280nm) do DNA extraido das amostras foi realizado no



45

Nanodrop 2000 9 Spectrophotometers (ThermoFisher Scientific), e a integridade foi verificada

por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
3.4.4. Identificacdo Taxondmica

As amostras de DNA foram enviadas a empresa NGS solu¢bes gendmicas
(Piracicaba, SP - Brasil) para o sequenciamento do gene 16S rRNA (regido V3+V4) e a analise
de bioinformatica basica para identificagdo taxondmica. A amplificagdo do gene 16S rRNA foi
realizada com set de primers 341F (5°- CCTACGGGNGGCWGCAG-3") (KLINDWORTH et
al., 2013); 806RB (5'- GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3") (CAPORASO et al., 2011). As

amostras estdo em processo de deposito no National Center for Biotechnology Information.
3.5. Analise Microbiologica Fenotipica

3.5.1. Cultura microbiolégica

A cultura microbiana das amostras foi realizada em placas de Petri contendo meio
de cultivo Brain Heart Infusion (BHI) Agar, espalhadas utilizando a alca de inoculacdo 10pL
estéril. As placas inoculadas foram incubadas invertidas em estufa bacteriologicas a 35-37°C
por 24 h. A partir da cultura, foi realizado o isolamento e sele¢do visual de dois tipos
morfoldgicos diferentes (GOMES, n.d). A Figura 11 apresenta o exemplo de separacao dos dois
tipos de coldnias de MOs para cada amostra das ETES, que posteriormente foram isoladas em
Agar BHI para semeacdo da cultura pura. Como mostra a ilustracdo, aspectos distintos
macroscopicos da coldnia estdo identificados como morfologia 1 e 2.

Figura 11: Separacdo de col6nias de MOs por morfologia

Morfologia 1
Morfologia 2

Fonte: Autoria Prépria
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3.5.2. Técnica de Coloracdo de Gram

Apos o crescimento, as coldnias foram submetidas a técnica de Coloracéo de Gram
para identificar o morfotipo e propriedade tintorial. Para a coloragdo o MO é fixado na lamina
por meio do calor, do bico de Bunsen. Segue-se com a coloracdo com corante cristal violeta,
lugol, descoloragdo com alcool-acetona e contra corante com fucsina. Os ensaios bioquimicos
de identificacdo microbiana foram conduzidos utilizando meios seletivos para Gram positivos,

Gram negativos e métodos de identificacdo especificos para cada um.
3.5.3. MOs Gram (-)

Os MOs fermentadores foram submetidos a identificagdo bioquimica utilizando
tubos de ensaio contendo EPM-MILi, fornecido pela empresa PROBAC DO BRASIL®
Produtos Bacteriologicos (Figura 12). Para essa identificacdo foram utilizados dois tubos de
ensaio, um contendo o meio EPM que é uma modificagdo do meio de Rugai e Araujo
(TOLEDQO, et al., 1982) utilizado para avaliar os seguintes parametros: producéo de gas por
fermentacdo da glicose, producdo de HS, hidrolise da uréia e desaminagdo do triptofano. O
tubo com o meio MILi é utilizado para avaliar a motilidade, producdo de indol e
descarboxilacdo da lisina. Os sete testes, quando considerados com os resultados da reacéo de
fermentagio da lactose (MacConkey Agar) permitem identificar presuntivamente algumas
enterobactérias (PROBAC DO BRASIL).

Figura 12: MOs fermentadores utilizando o KIT EPM-MILi

Fonte: Autoria Propria

Os MOs ndo fermentadores foram identificados utilizando dois kits de
identificacdo: O KIT NF Il PROBAC fornecido pela empresa PROBAC DO BRASIL®
Produtos Bacteriol6gicos, que é constituido por 8 tubos de ensaio, contendo: Agar MacConkey,

meios OF glicose com ¢éleo e sem Oleo, Maltose, Lactose, Descarboxilases de Moeller
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(Controle, Lisina, Arginina), Gelatina e fitas para determinacdo da Oxidase (PROBAC DO
BRASIL, [s.d.]). Também foi utilizado o MINI KIT NF — PROV, fornecido pela empresa
NEWPROV® Produtos para laboratorio, que é constituido por 10 tubos de ensaio, contendo:
meios OF-Glicose, OF-Base, Agar Cetrimide, Caldo BHI, Gelatina, Nitrato-Motilidade, Xilose,
Maltose e Lactose (NEWPROV,2020) (Figura 13). A leitura e a interpretacdo dos resultados
foi realizada seguindo as recomendag@es dos fabricantes.

: MOs néo fermentadores no MINI KIT NF — PROV

- T ! = B & Y

Figura 13

Fonte: Autoria Propria

3.5.4. MOs Gram (+)

A identificacdo dos MOs Gram (+) é feita de acordo com sua morfologia. Para 0s
MOs com a morfologia de Bacilo ou Cocobacilo, foram realizados trés ensaios bioquimicos:
catalase, oxidase e hemolise. Teste adicional para estreptococos, utilizando-se o teste rapido
denominado Alere BINAXNOWR® possibilitou a identificacdo de espécie S. pneumoniae. Ja os
MOs pertencentes ao género Staphylococcus, identificados em Manitol Agar conforme
apresentado na Figura 14.

Figura 14: Determinacio de Staphylococcus aureus utilizando Agar Manitol

..

Fonte: Autoria Propria
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3.5.5. Resisténcia Microbiana

Os perfis de resisténcia microbiana sdo levantados através dos Antibiotic
Susceptibility Testings (AST), também conhecido como antibiograma. O método de disco-
difusdo é uma prova in vitro, utilizando uma placa de Petri, no qual é aplicado um disco de
papel de filtro impregnado com antimicrobiano na superficie do &gar com semeadura prévia do
microrganismo na superficie. Um halo de inibicao sera formado na vigéncia de cepas sensiveis,
e o diametro sera medido qualificando como Sensivel, intermediario. Na auséncia de halo,
resisténcia (COSTA, 2016). O protocolo de execucdo do método de difusdo em disco foi
seguido segundo o Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
(BrCAST). Foram utilizados quatorze diferentes discos de difusdo com diferentes tipos de
antibidticos, os discos foram fornecidos pela empresa MACROMED® Produtos Hospitalares e
Laboratoriais. Os antibidticos usados e suas respectivas concentracdes estdo descritos na Tabela
5.

Tabela 5: Disco de difusdo com antibidticos utilizados para analise AST e suas respectivas

concentragoes
Sigla Antibidtico Mg
S Estreptomicina 10
p Penicilina 10
rd Rifampicina 5
sxt Sulfametoxazol/trimetoprim 25
e Eritromicina 15
tec Teicoplanina 30
va Vancomicina 30
cro Ceftriaxona 30
tob Tobramicina 30*
0X Oxacilina 1
f Nitrofurantoina 300
w Trimetoprima 5
pb Polimixina B 300
tim Ticarcilina/acido clavulénico 85

Fonte: Autoria Propria
Observagdo: * = As analises de sensibilidade utilizando o disco difusdo da tobramicina, se basearam em resultados
expressos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute na concentra¢do de 10ug.
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3.6. Analise Estatistica

Os dados dos parametros: Bario, Boro, Cobre, DBO, Fenol, Ferro Dissolvido,
Manganés Dissolvido, SS, pH, Zinco, Fluoreto, Mercurio, Cianeto, Oleos e Graxas, Sulfeto
Total e Sulfato, dos anos de 2019, 2020 e 2021, fornecidos pelo laboratério do SAAEB, foram
submetidos a ANOVA paramétrica ou ndo paramétrica, de acordo com sua condicdo de
homogeneidade de variancia, verificada pelo teste de Bartlett. Testes de compara¢fes maltiplas
de Duncan ou Kruskal-Wallis também foram utilizados. O software utilizado nas analises foi o
R versdo 4.1.3.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo sdo descritos os resultados e as discussdes obtidas das analises,
fisico-quimicas, genotipicas e fenotipicas das amostras coletadas nas estagbes do ano de 2022,
outono, inverno, primavera e verao de 2023, e estatistica dos parametros investigados dos anos
de 2019, 2020 e 2021. Com esses resultados € possivel avaliar qual o impacto que os ME podem
causar nas aguas residuais das ETEs, assim como, entender as diferencas e similaridades

encontradas entre as trés estagdes de tratamento.
4.1. Analises Fisico — Quimicas
4.1.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As Figuras 15, 16, 17 e 18 apresentam os espectros de absorbancia por FTIR das
ETEs Il, 1l e IV, dos PdC do outono, inverno, primavera e verdo. Além desses espectros, foi
feito uma analise comparativa entre a EEB de cada ETE (Figura 19), de acordo com o periodo
sazonal, a fim de entender se 0 AF que esta sendo lancado apresentava diferencas significativas
em relacdo a matéria da biomassa das estacGes. Para esses resultados, a principio esta
apresentado os espectros de absorbancia referente as estacdes do ano, e posteriormente a
explicacéo das principais bandas encontradas, i1sso porque 0s espectros se mostraram parecidos,

com diferencas sutis, que estdo indicadas, para todas as amostras.



Figura 15: FTIR das amostras liofilizadas, coletadas no Outono de 2022
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Figura 16: FTIR das amostras liofilizadas, coletadas no Inverno de 2022
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Figura 17: FTIR das amostras liofilizadas, coletadas na Primavera de 2022
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Figura 18: FTIR das amostras liofilizadas, coletadas no Verao de 2023
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Os espectros foram caracterizados por um nimero de bandas de absor¢do exibindo
intensidades variaveis. Uma banda por volta de 3400 cm™, atribuida ao estiramento O-H, uma
banda em torno de 2960 - 2850 cm™?, devido ao estiramento assimétrico de C-H alifatico; bandas
entre 1680 - 1630 cm™ relacionadas a estiramentos C=0 de amidas. Bandas entre 1400 cm™,
associada ao estiramento assimétrico de carboxilatos. Duas bandas entre 1200 — 1050 cm™, que
comumente sdo associadas as vibracdes C-O de polissacarideos, alcoois e fendis
(FERNANDES et al.,, 2004).A banda proxima de 1000 cm™? também pode representar o
estiramento Si-O.

No outono foi observado bandas em 1450 cm™, relacionadas as vibragdes C=C de
anéis aromaticos, para ETE Il e 111, enquanto na ETE IV, uma banda em torno de 1590 - 1550
cm?, relacionada a NH,. No inverno a ETE 11 e 111 apresentaram bandas em 1390 - 1370 cm'?
relacionadas ao dobramento CHs caracteristico de grupos metila e a ETE IV banda com
deformagéo axial assimétrica em torno de 1560 cm™, associada ao NO,. Na primavera a ETE
Il apresentou banda em torno de 1400 - 500 cm™ ! que pode estar relacionada com vibracdes
entre o carbono e halogénios, enquanto na ETE Ill e IV, bandas em torno de 1470 — 1420cm™!
associadas a0 CH2. No verdo bandas entre 1400 - 500 cm %, relacionadas com as vibragdes entre
carbono e halogénios (PAVIA, et al., 2015).

A Figura 19, apresenta os espectros das EEB de cada ETE de acordo com o periodo
sazonal.

Figura 19: FTIR da comparacdo das amostras liofilizadas EEB de acordo com o periodo
sazonal
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Bruto IV
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Em relagdo a comparacdo das EEB das trés ETEs nos quatro periodos do ano
apresentadas na Figura 19, conforme o periodo sazonal, percebe-se que ndo h& diferenca
qualitativa em relagdo aos espectros obtidos da ETE 1l, que é a estagdo que ndo recebe 0s
residuos do hospital em comparagdo com a ETE IlI e IV, que estdo ligadas ao despejo diario
dos residuos hospitalares. Os espectros apresentaram bandas com vibra¢des em estiramentos:

O-H, C-H alifatico, NH2, CH. e C-O (de polissacarideos, alcoois e fenois).

4.1.2. Analisador Elementar (CHN)

Os resultados obtidos em porcentagem de Carbono (C), Hidrogénio (H) e
Nitrogénio (N) estdo expressos nas Tabelas 6 e 7. Essa porcentagem ¢é calculada por meio da
relacdo massa/composi¢do da amostra. Também, esta representado a quantidade total (C-H-N)
e a relacdo C/N e H/C. Os resultados brutos referentes a essa analise estdo apresentados no
ANEXO A.

Tabela 6: Resultados obtidos pela Analise Elementar do Outono e Inverno, 2022

Outono Inverno
Média Total  Relacdo Média Total Relagdo
ETE PdC C H N CH-N C/IN HC| C H N C-HN C/N HIC
EEB 364 7,1 25 460 173 23338 45 25 408 157 16
Il SLF 132 20 21 174 74 18316 58 44 418 83 22
SET 13,7 18 13 168 120 16 (16,7 24 20 211 97 17
EEB 264 3,7 26 32,7 11,7 177|263 60 29 352 106 27
" SLF 204 31 28 263 85 181173 26 23 2272 8,7 18
SET 174 27 28 228 73 181|164 24 21 209 91 17
EEB 254 35 2,7 31,7 109 17255 45 25 325 119 21
v STA 255 34 43 331 70 16214 34 33 281 77 19
SET 176 29 32 236 65 19[227 36 36 299 73 19
Fonte: Autoria Propria
Abreviacdes: EEB = Entrada Esgoto Bruto; SLF = Saida da Lagoa Facultativa; STA = Saida do Tanque de
Aeracdo; SET = Saida do Esgoto Tratado

Amostra

Tabela 7: Resultados obtidos pela Andlise Elementar da Primavera de 2022 e Verdo de 2023
Primavera Veréo
Média Total Relagdo Média Total Relacdo
ETE PdC C H N C-HN C/N HIC| C H N C-H-N C/N H/C
EEB 253 34 23 310 131 16 (215 36 19 270 133 20
1 SLF 156 23 15 194 120 18 /209 31 26 266 94 18
SET 153 23 14 190 125 18 |148 22 15 185 114 18
EEB 234 34 24 292 115 1,7 |209 3,7 26 27,2 94 21
1l SLF 198 3,0 29 257 79 18 (163 25 21 209 90 18
SET 194 29 32 255 72 18 (165 25 27 216 71 1.8
EEB 376 74 19 469 228 23 (225 38 16 279 168 20
v STA 282 34 54 370 6,1 15 (216 34 39 289 6,5 1,9
SET 175 28 24 227 85 19 145 22 22 189 7,7 1.8
Fonte: Autoria Propria
Abreviagdes: EEB = Entrada Esgoto Bruto; SLF = Saida da Lagoa Facultativa; STA = Saida do Tanque de
Aeracdo; SET = Saida do Esgoto Tratado

Amostra
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Os resultados apresentados mostram uma similaridade entre as relagdes C/N e H/C.
Os valores H/C sdo maiores para as EEB das trés estacbes (entre 22,8 e 10,6), quando
comparado com os outros PdC. Isso pode ser explicado devido a presenca de materiais com
maiores niveis de insaturacdo. Apoés o tratamento, tanto para as SLF/STA quanto para SET 0s
valores apresentaram uma baixa, ficando em torno de 12,5 — 6,1, isso devido aos processos
utilizados dentro das ETES com objetivo de diminuir as insaturacdes e o nivel da MO. Esses
processos contam com sistemas que abrangem desde as entradas, contendo caixas de areia,
seguido do processo de decantacdo, processos quimicos e bioldgicos associados a cada tipo de
tratamento, nos quais 0s MOs séo 0s principais responsaveis pelo consumo e mineralizacdo da

MO na forma de gases, que terd como consequéncia uma diminui¢do do carbono remanescente.
4.1.3. Parametros Fisico — Quimicos (pH, Turbidez e Condutividade Elétrica)

Os resultados obtidos do pH, Condutividade Elétrica pS cm™ (CE) e Turbidez
(NTU) para os PdC das ETEs estdo expressos nas Tabelas 8 e 9, referente as coletas realizadas
no outono/inverno de 2022 e primavera/verdo de 2022 e 2023, respectivamente.

Tabela 8: Resultado do pH, Condutividade Elétrica e Turbidez dos PdC das ETEs referente
ao Outono e Inverno, 2022

Outono Inverno
CE Turbidez CE Turbidez
ETE PdC  pH (S cm) (NTU) PH (S cm) (NTU)

EEB 7,4+0,1 5305+35 1240 +42 | 74+01 9425+21 1045 £35

I SLF 73x01 140418 1145 +21 | 79+01 881,014 17905
SET 74+01 8895%64 47,7 £33 79+01 961085 232+1,0
EEB 7,7+0,1 647,028 54,9 +4;3 73+01 796,0+14 126,0 +28

I SLF 74+01 6030+14 59,9 £33 75+0,1 6755+0,7 81,3 £3,0
SET 74+01 688057 43,3 +4.2 76+01 5685%21 58,5+ 3,5
EEB 7,4%0,1 5765+49 66,8+ 1,4 74+01 7245+0,7 95,6 +2,1

IV STA 71+01 449,014 64,9+1,6 73+0,1 6565+0,7 67,5+0,7
SET 70+01 721,0+1/4 80,7+0,8 74+ 01 6720114 64,0+ 0,0

Fonte: Autoria Propria

Abreviagdes: EEB = Entrada do Esgoto Bruto; SLF= Saida da Lagoa Facultativa; STA = Saida do Tanque de
Aeracdo; SET = Saida do Esgoto Tratado.

Tabela 9: Resultado do pH, Condutividade Elétrica e Turbidez dos PdC das ETESs referente a
Primavera de 2022 e Verdo de 2023

Primavera Verdo
CE Turbidez CE Turbidez
ETE PdC  pH (uS cm) (NTU) PH  usem)  (NTU)

EEB 75%01 1066,0+1,4 1285+21 |74+0,1 957507 726=%32
I SLF 7,8+0,1 8870 £14 60,7 £0,6 73+0,1 6590+28 1155+21

SET 82+0,1 869,0 £14 35,7+0,0 71+01 5995+21 233+0,1
i EEB 7501 9885 21 106,5+0,7 |7+0,1 884,0+28 725+18
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SLF 75+01 705,0 £1,4 1060+14 |7,2+01 5780+28 57,005

SET 7,3+0,1 628,0+2,8 755+0,1 72+01 5775+0,7 42,7+0,0

EEB 7,101 7455+2,1 1355+35 |[7+0,1 711,0+28 115+14

IV STA 7101 7545+2,1 2060+14 |72+£0,1 6250+00 16515

SET 7,401 6235 £3,5 66,429 77+01 2950+4,2 187+04
Fonte: Autoria Propria

Abreviacdes: EEB = Entrada do Esgoto Bruto; SLF = Saida da Lagoa Facultativa; STA = Saida do Tanque de
Aeracdo; SET = Saida do Esgoto Tratado.

E possivel perceber por meio dos resultados das Tabelas 8 e 9 que 0s parametros
estdo dentro do estabelecido pela legislacdo, por meio das resolugdes n® 430/maio de 2011 e n°
357/marco de 2005 (CONAMA, 2005, 2011), que estabelece para o pH faixaentre>5e¢<9e
para a Turbidez < 40 NTU. N&o existe um padrdo de condutividade na legislacdo, porém, de
acordo com VON SPERLING (2007), as &guas naturais apresentam teores de condutividade na
faixa de 10 a 100 pS cm™, e em ambientes poluidos por esgotos domésticos ou industriais 0s
valores podem chegar até 1000 uS cm™.

A CE ¢é uma medida que remete a capacidade da dgua de conduzir corrente elétrica,
Ou seja, esta estd associada com a presenca de ions dissolvidos na agua. Quanto maior for a
quantidade de ions dissolvidos, maior serd a CE. E possivel perceber que para as trés primeiras
estacOes de coleta (outono, inverno e primavera), a condutividade ndo sofre mudancas bruscas
nos valores, diferente da estacdo do verdo que esses valores sdo menores desde as EEB, sendo
reduzida durante o processo. Esse movimento pode estar associado a fatores relacionados ao
clima, uma vez que em janeiro de 2023, coleta referente ao verdo, foi um periodo de indices
altos de chuvas. A Turbidez é outro parametro importante que influencia a qualidade da agua,
e esta relacionado com a quantidade excessiva de particulas em suspensdao em uma amostra. A
presenca dessas particulas afeta a propagagdo da luz pela &gua, e provoca a falta de
transparéncia, por isso € esperado que ao chegar na ETE a agua residual apresente niveis de
Turbidez mais altos, do que no momento de ser despejada no corpo receptor, 0 que esta de

acordo com os resultados observados nos dados das coletas.
4.1.4. Parametros Fisico — Quimicos (SAAEB)

Além desses resultados, foi fornecido pelo SAAEB alguns parametros, que foram
realizados em amostras no mesmo dia de coleta (Tabela 10). Também, foi cedido dados dos
trimestres do ano de 2022 das ETEs I, Il e IV (Tabela 11). Os parametros avaliados foram:
pH, SS, Sulfato, Sulfeto, DQO, DBO e a Eficiéncia das esta¢des.
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Tabela 10: Resultado dos parametros fisico - quimicos realizados pelo SAAEB

EEB SET EFICIENCIA
SS Sulfato Sulfeto DQO DBO SS Sulfato Sulfeto DQO DBO
ETE Periodo pH ml. mg. mg. mg. mg. | pH ml.  mg. mg. mg. mg. | DQO DBO
L? L? Lt L? L? L? L? Lt Lt L?
Outono 7,5 4,0 450 N.R 6500 3820(78 01 27,0 N.R 207,0 750 | 68% 80%
I Inverno 75 35 440 N.R 6050 3620(79 01 400 N.R 1040 450 | 83% 88%
Primavera 7,3 8,0 39,0 0,3 823,0 422,0(81 05 410 0,0 1510 ND | 82% N.R
Verdo 75 25 400 0,3 4720 3220|78 01 31,0 0,1 1350 700 | 71% 78%
Outono 6,8 45 37,0 N.R 6870 4220(76 03 260 N.R 156,0 500 | 77% 88%
n Inverno N.R N.R N.R N.R NR NR |NR NR NR NNR NR NR | NR NR
Primavera 7,0 45 38,0 0,3 616,0 362,076 01 290 0,2 229,0 450 | 630 88,0
Verdo 70 40 390 0,2 4580 301,073 01 29,0 0,2 162,0 550 | 650 820
Outono 76 55 NR N.R 6480 3620(71 20 NR N.R 307,0 90,0 | 53% 75%
v Inverno 74 40 NR N.R 5600 3420(72 10 NR N.R 220,0 850 | 61% 75%
Primavera 6,9 4,0 NR N.R 10140 703,0|73 20 NR N.R 2290 550 | 77% 92%
Verdo 70 40 NR N.R 5730 3420(74 40 NR N.R 1260 600 | 78% 82%
Fonte: SAAEB
Abreviacdes: ETE = Estacdo de Tratamento de Esgoto; EEB = Entrada do Esgoto Bruto; SET = Saida do Esgoto
Tratado; SS = Solidos Suspensos Totais; DQO = Demanda Quimica de Oxigénio; DBO = Demanda Bioquimica
de Oxigénio; N.R = Nao realizado; N.D = Néo detectavel
Tabela 11: Resultado dos parametros fisico - quimicos realizados pelo SAAEB referente ao
ano de 2022
EEB SET EFICIENCIA
SS Sulfato Sulfeto DQO DBO SS Sulfato Sulfeto DQO DBO
ETE Periodo pH ml. mg. mg. mg. mg. | pH mlL mg. mg. mg. mg. | DQO DBO
Lt Lt Lt L? Lt L? Lt Lt L? Lt
1°TRI 74 45 410 N.R 7360 389,0| 86 0,5 24,3 N.R 1960 950 | 73% 76%
" 2°TRI 76 45 455 N.R 6770 4020| 78 0,1 28,0 N.R 2153 83,0 | 68% 80%
TRl 76 4,0 39,3 03 629,00 375079 01 397 01 1351 550 | 78% 86%
4°TRI 75 58 450 09 6540 4020|80 06 400 0,2 230,0 90,0 | 65% 78%
1°TRI 68 38 430 N.R 596,00 352,0| 87 0,1 15,0 N.R 205 48 | 65% 87%
" 2°TRI 6,9 47 29,0 N.R 7180 3950]| 78 0,2 28,0 N.R 1870 40,0 | 74% 90%
3*TRI 7,3 5,0 29,5 N.R 5140 3320| 77 0,7 315 N.R 181,0 40,0 | 65% 88%
4TRI 72 248 357 0,3 559,0 348081 0.2 26,7 02 2420 67,0 | 57% 81%
1°TRI N.R N.R N.R N.R N.R N.R |[NR NR N.R N.R N.R NR | NR NR
N 2°TRI 72 572 N.R N.R 826 462 | 72 130 NR N.R 297 80 | 59% 81%

TRl 7,2 5 N.R N.R 685 402 | 7,2 10,3 NR N.R 229 82 | 67% 79%
4°TRI 7,1 53 N.R N.R 602 452 | 74 22 N.R N.R 263 81 | 63% 80%

Fonte: SAAEB
AbreviagBes: TRI = Trimestre; EEB = Entrada do Esgoto Bruto; SET = Saida do Esgoto Tratado; SS = Sélidos
Suspensos Totais; DQO = Demanda Quimica de Oxigénio; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; N.R =
N&o realizado

Em relacdo aos dados apresentados nas Tabelas 10 e 11, todos os parametros estéo
dentro da faixa do estabelecido da legislagdo, por meio da resolucéo n° 430/maio de 2011 do
CONAMA, sendo que para o pH, a faixa é entre > 5 e <9, a DBO necessita de uma remogao minima
de 60%, materiais sedimentaveis até 1 mL.L em teste de 1 hora em cone Imhoff e sulfeto em <

1mg.LL. E importante observar a relacdo da eficiéncia das ETEs, por meio dos valores
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atribuidos na DBO e DQO, nas quais as faixas de porcentagem se apresentam em torno de 53%
- 93%. Essas taxas sdo variaveis de acordo com a sazonalidade e também de acordo com a

particularidade de cada sistema.
4.1.5. Analise de Componentes Principais dos Parametros Fisico — Quimicos

Foi realizado uma Principal Component Analysis (PCA) utilizando os seguintes
parametros fisico-quimico: A DQO, DBO e SS, foram fornecidos pelo SAAEB enquanto o pH,
a Turbidez e a CE, foram avaliados no laboratorio ambiental da EMBRAPA/Instrumentacao.
Além desses, foi incluido na anélise as relagcdes C/N e H/C, provenientes do Analisador
Elementar. Esses dados foram avaliados tanto das EEB, quanto das SET das trés ETES. As
Figuras 20, 21, 22 e 23 apresentam as analises da PCA do outono, inverno, primavera e verao.

E importante citar que a primeira componente (Dim1) explica 52,3% e a segunda
componente (Dim2) explica 26,1% da variabilidade para o Outono (Figura 20). Para o inverno
a (Dim1) explica 60% e a (Dim2) explica 25% (Figura 21). Para a primavera, a (Dim1) explica
52,9% e a (Dim2) explica 24,8% (Figura 22) e por fim para o Verdo a (Dim1) explica 69,1% e
a (Dim2) explica 16,5% (Figura 23).

Figura 20: PCA das EEB e das SET referentes ao Outono, 2022
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0

Dim2 (26.1%)

’ ! ’ Dim1 (52.3%) 1 ‘ y
Fonte: Dados fornecidos pelo SAAEB em conjunto com as anélises realizadas dentro do Laboratério Ambiental
da EMBRAPA Instrumentagdo
Abreviagdes: ETE = Estacéo de Tratamento de Esgoto; IEEB Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de Tratamento Il;
IISET= Saida do Esgoto Tratado da Estagdo de Tratamento II; IIIEEB= Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de
Tratamento II1;; I1ISET= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento I1l; IVEEB = Entrada Esgoto Bruto
da Estacdo de Tratamento I1V; IVSET = Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento IV; DQO = Demanda
Quimica de Oxigénio; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; CN= Relacdo Carbono/Nitrogénio; HC =
Relagdo Hidrogénio/Carbono; CE = Condutividade Elétrica; SS = Solidos Suspensos Totais
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Figura 21: PCA das EEB e das SET referentes ao Inverno, 2022
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Fonte: Dados fornecidos pelo SAAEB em conjunto com as analises realizadas dentro do Laboratério Ambiental
da EMBRAPA Instrumentagdo
AbreviagBes: ETE = Estacdo de Tratamento de Esgoto; IIEEB Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de Tratamento Il;
IISET= Saida do Esgoto Tratado da Estagdo de Tratamento II; IIIEEB= Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de
Tratamento Il1;; IIISET= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento I1l; IVEEB = Entrada Esgoto Bruto
da Estacdo de Tratamento I1V; IVSET = Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento IV; DQO = Demanda
Quimica de Oxigénio; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; CN= Relacdo Carbono/Nitrogénio; HC =

Relagdo Hidrogénio/Carbono; CE = Condutividade Elétrica; SS = Solidos Suspensos Totais

Figura 22: PCA das EEB e das SET referentes a Primavera, 2022
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Dim1 (52.9%)
Fonte: Dados fornecidos pelo SAAEB em conjunto com as analises realizadas dentro do Laboratério Ambiental
da EMBRAPA Instrumentagdo
Abreviagdes: ETE = Estacéo de Tratamento de Esgoto; IIEEB Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de Tratamento Il;
IISET= Saida do Esgoto Tratado da Estagdo de Tratamento II; IIIEEB= Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de
Tratamento Il1;; IIISET= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento I1l; IVEEB = Entrada Esgoto Bruto

da Estacdo de Tratamento 1V; IVSET = Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento IV; DQO = Demanda
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Quimica de Oxigénio; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; CN= Relacdo Carbono/Nitrogénio; HC =
Relacdo Hidrogénio/Carbono; CE = Condutividade Elétrica; SS = Solidos Suspensos Totais

Figura 23: PCA das EEB e das SET referentes ao Verédo, 2023
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Fonte: Dados fornecidos pelo SAAEB em conjunto com as anélises realizadas dentro do Laboratério Ambiental
da EMBRAPA Instrumentagdo

Abreviagdes: ETE = Estacdo de Tratamento de Esgoto; IIEEB Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de Tratamento Il;
IISET= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento II; IIIEEB= Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de
Tratamento I1;; I1ISET= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento I1l; IVEEB = Entrada Esgoto Bruto
da Estac¢do de Tratamento IV; IVSET = Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento IV; DQO = Demanda
Quimica de Oxigénio; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; CN= Relacdo Carbono/Nitrogénio; HC =
Relag@o Hidrogénio/Carbono; CE = Condutividade Elétrica; SS = Solidos Suspensos Totais

A PCA apresentada nas Figuras 20, 21, 22 e 23, foram baseadas em analises fisico-
quimicas do esgoto bruto e do liquido tratado, com o intuito de fornecer de forma quantitativa
as caracteristicas da biomassa das ETEs. Sendo assim, observa-se que as EEB das estagdes I,
Il e IV estdo proximas, principalmente no outono, inverno e verdo, o que indica semelhanca
em relagdo aos parametros avaliados. Nota-se que na primavera, a EEB IV se distanciou das

EEB Il e 1ll, enquanto as SET se mantiveram mais proximas.
4.2. Andlise Genotipica por Biologia Molecular

4.2.1. Abundancia Relativa

A interferéncia de taxons foi realizada utilizando a versdo 138 do banco de
dados apresentando no trabalho de GLOCKNER et al. (2017). A sequéncia de bases do DNA
ribossdbmico 16S ndo é um método preciso para a classificagdo em nivel de espécie. Portanto,

as ASVs (Variantes de Sequenciamento de Amplicon) foram classificados a nivel de género.
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Conforme apresentado nos ANEXOS B e C, referentes a taxonomia dos MOs
classificados em filo e género, respectivamente, percebe-se que em relagdo as EEB das ETEs
I, 11l e IV, é notavel a similaridade entre os filos e géneros dos MOs encontrados. Sendo assim,
estdo expostos na ordem decrescente de porcentagem, as bactérias pertencentes aos filos das
Proteobactérias, Bacteroidetes, Campibacteretes e Firmicutes. Em relacdo ao género foram
encontradas maiores quantidades para Arcobacter, Tolumonas, Cloacibacterium, Rivicola,
Acinetobacter e Aeromonas. Em relacdo as SLF para ETE Il e Il e a STA para ETE 1V, nota-
se uma diferenca nas quantidades e distribuicdo dos MOs encontrados. Nos trés PdC, os filos
mais abundantes foram as Proteobactérias, representando 80% dos MOs encontrados na SLF
da ETE Il, seguido do Bacteroidetes, representando 30% do STA da ETE IV. Para a ETE Il
foi encontrado uma porcentagem de 39,16% do filo das Cianobactérias, se mostrando diferente
da ETE Il e IV, nas quais esse filo ndo foi observado. Em relacéo aos géneros mais abundantes,
a SLF da ETE Il apresentou maiores quantidades para Chromatiaceae e Dechlorosoma,
enquanto na SLF da ETE Il foi constatado Planktothrix e Rhodozyclaceae. Paraa STA daETE
IV, os filos encontrados em abundancia foram os Comamonadaceae e Pleomorphomonadaceae.
Por fim, a comparacdo entre a SET das trés ETES, mostrou que os filos sdo parecidos, sendo
diferenciados na porcentagem, apresentando Proteobactérias e Bacteroidetes. A ETE Il
apresentou quantidade significativa de Cianobactérias (46%). Em relacdo aos géneros da SET
da ETE Il, apresentou maiores quantidades de Arcobacter e Acinetobacter. Para a ETE Il foi
encontrado grande quantidade de Planktothrix (47%). Por fim, na ETE IV foram encontradas
quantidades maiores de Pleomorphomonadaceae e Comamonadaceae. De acordo com o
trabalho de CYDZIK-KWIATKOWSKA (2016) nas ETEs municipais predomina o filo das

Proteobactérias, sendo essas as maiores responsaveis pela remocéao de organicos e nutrientes.
4.2.2. Diversidade Alfa (a)

A diversidade alfa (o), indica a riqueza de espécies no nivel de comunidades
individuais(THUKRAL et al., 2019). A Figura 24 apresenta duas analises denominadas de
indice de Diversidade de Shannon (A) e a Diversidade de Simpsons (B), utilizadas para avaliar
a biodiversidade em ecossistemas. Utiliza-se a Analise de Shannon, para dizer que a
comunidade A é mais diversa do que a comunidade B, levando em consideracdo a riqueza das
espécies encontradas em conjunto coma equitabilidade das abundancias relativas das espécies.
J& a Analise de Diversidade de Simpson, foca na dominancia das espécies mais abundantes na
comunidade (MELO, 2008)
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Figura 24: Anélise de Diversidade Microbiana - Indice de Diversidade de Shannon e
Simpson

Shannon A Simpson B

©

©

@
'

Amostra
1-EEBII

a5 2-SLFII

©

©

o
'

3-SETII
® 4-EEBIIl

o
™
a
'
°

5-SLFIlI

3.0- e  6-SETII

Alpha Diversity Measure
Alpha Diversity Measure

7-EEBIV

o

@

=]
'

8-STAIV

9-SETIV
2.5-

135- @
13S- @
41S -
V1S

47s
V1S -

m
m
@

g33-

Fonte: NGS Solucbes Gendmicas

Legenda: A — indice Diversidade de Shannon; B — Diversidade de Simpson

Abreviagdes: EEBII Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de Tratamento Il ; SLFII = Saida da Lagoa Facultativa da
Estacdo de Tratamento I1; SETII= Saida do Esgoto Tratado da Estagdo de Tratamento II; EEBIII= Entrada Esgoto
Bruto da Estacgéo de Tratamento Il V; SLFIII = Saida da Lagoa Facultativa da Estacdo de Tratamento I11; SETIII
= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento I11; EEBIV = Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de Tratamento
IV; STAIV= Saida do Tanque de Aeragdo da Estacdo de Tratamento IV; SETIV = Saida do Esgoto Tratado da
Estacdo de Tratamento IV

Conforme apresentando na Figura 24, é possivel perceber uma similaridade de
abundancia (riqueza e equitabilidade) de espécies microbianas encontradas nas entradas dos
esgotos brutas das trés estacOes de tratamento nas duas analises propostas. Isso mostra, que
apesar da ETE Il ndo receber os residuos do hospital, quando é avaliada a 4gua residual sem
tratamento, os MOs encontrados sdo similares. Pode se observar uma semelhanca entre as
amostras SLF das ETEs Il e Il e isso pode ser explicado devido a utilizagdo do mesmo sistema
de tratamento (lagoa de estabilizacdo), enquanto na STA da ETE 1V, o sistema é diferente,
sendo realizado por lodo ativado. Por fim, as SET da ETE Il com a ETE IV, enquanto a ETE

111 apresenta diferengas na diversidade dos MOs encontrados.

4.2.3. PCA para Diversidade Microbiana

A PCA é uma técnica de estatistica multivariada utilizada para analisar inter-
relacbes entre um grande nimero de variaveis em termos de suas dimensdes inerentes. Na
andlise de componentes principais, as duas primeiras componentes explicam juntas 86% da
variabilidade dos dados dos indices. A primeira componente (Diml) explica 69% da
variabilidade e estdo correlacionados (coeficientes acima de 70%) a ela os indices apresentados
na Tabela 12.
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Tabela 12: Indices relacionados a primeira componente da PCA

Correlagéo POSITIVA Correlagdo NEGATIVA
e dominance_dbp e diversity fisher

e dominance_dmn e diversity_coverage

e dominance_absolute e evenness_pielou

e dominance_relative ® evenness_simpson

e dominance_simpson e evenness_bulla

e dominance_gini
e rarity_log_modulo_skewness
Fonte: NGS Solucfes Gendmicas

A segunda componente (Dim2) explica 17% da variabilidade e estdo

correlacionados (coeficientes acima de 70%) a ela os indices apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: indices relacionados a segunda componente da PCA
Correlagéo POSITIVA Correlagdo NEGATIVA

e rarity_low_abundance e dominance_core_abundance
e rarity_rare_abundance

efaith_phylogenetic_distance
Fonte: NGS Solucfes Gendmicas

Essa PCA, foi baseada em andlises estatisticas referentes a abundancia de
diversidade dos MOs, com o intuito de fornecer de forma quantitativa as caracteristicas de uma
comunidade. Conforme apresentado na Tabela 12, as correlagbes positivas, estdo descritas
como dominance_absolute e dominance_relative, que representam a abundancia absoluta das
espécies e a abundancia relativa das espécies mais abundantes, respectivamente
(MAGURRAN, A. E; MCGILL, B. J, 2011). Além desses também esta apresentado, a analise
dominance_dbp, que considera a maior proporcdo da espécie com maior nimero de individuos
e a dominance_dmn que é a soma da abundancia relativa dos dois taxons mais abundantes
(LOCEY; LENNON, 2016). A dominance_simpson, indica a probabilidade de dois individuos
escolhidos aleatoriamente se associarem a mesma espécie (THUKRAL et al., 2019), enquanto
a dominance_gini, se baseia na utilizacdo do coeficiente de Gini, uma medida que indica a
igualdade ou desigualdade em uma amostra. Para a correlagdo negativa, estd associado a
diversity_fisher, que é um indice paramétrico de diversidade que assume que a abundancia de
espécies segue a distribuicdo logaritmica, que descreve a relacdo entre 0 nimero de espécies e
0 namero de individuos nessas espécies (SEABY; HENDERSON, 2007), o evenness_pielou
exprime a andlise da equitabilidade, o qual refere-se ao padréo de distribuicdo dos individuos

entre as espécies, com valores variando entre 0 e 1, para um minimo e maximo de uniformidade,
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este indice mede a proporcdo da diversidade observada em relacdo a maxima diversidade
esperada (BIONDI DANIELA; BOBROWSKI ROGERIO, 2014).

No caso da Tabela 13, para a correlacdo positiva estdo expressos algumas analises
denominadas: rarity low_abundance e rarity_rare_abundance, que estdo associadas com a
proporcao relativa das espécies menos abundantes e a proporcao relativa das espécies nédo
essenciais, respectivamente (LOCEY; LENNON, 2016). A faith_phylogenetic_distance,

representa a soma dos ramos entre as espécies observadas em uma arvore filogenética.

Figura 25: PCA referente a Abundéncia Relativa dos PdC das ETEs
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Fonte: NGS Solucbes Gendmicas
Abreviagdes: IIEEB Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de Tratamento Il ; IISLF = Saida da Lagoa Facultativa da
Estacéo de Tratamento I1; IISET= Saida do Esgoto Tratado da Estagdo de Tratamento 1l; IIIEEB= Entrada Esgoto
Bruto da Estacédo de Tratamento 111 V; I1ISLF = Saida da Lagoa Facultativa da Estagdo de Tratamento I11; I1ISET=
Saida do Esgoto Tratado da Estacéo de Tratamento I11; IVEEB = Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de Tratamento
IV; IVSTA= Saida do Tanque de Aeracdo da Estacdo de Tratamento IV; IVSET = Saida do Esgoto Tratado da
Estacéo de Tratamento 1V

Conforme apresentando na Figura 25, se observa que as EEB das estacdes I, 111 e
IV estdo proximas, o que indica uma maior similaridade na abundancia de diversidade dessas
amostras, ou seja, esses dados indicam que, independentemente da origem do AF, essas
amostras apresentam caracteristicas parecidas em sua biodiversidade. O mesmo acontece com
as SLF das estacOes Il e 111, 0 que pode ser explicado devido as duas ETEs apresentarem a
mesma metodologia de tratamento, ficando diferente da STA, que utiliza uma metodologia
diferente no sistema de tratamento da agua residual. Quanto as amostras da SET, as estacgdes I1

e IV estdo mais préximas e se distanciam da Ill quanto a dimens&o 1.

II.SET
L]



4.3. Analise Fenotipica de suscetibilidade antimicrobiana

4.3.1. ldentificacdo das Bacteérias selecionadas nas ETES
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Conforme apresentado na Tabela 14, foram identificadas setenta e duas bactérias

de diferentes géneros e espécies.

Tabela 14: Identificacdo das bactérias conforme os PdC das esta¢fes do outono, inverno e
primavera de 2022 e veréo de 2023

ETE PdC

Identificacdo das Bactérias

Outono Inverno Primavera Verdo
EEB (1) Klebsiella spp. Shigella spp. Enterobacter spp. Stapgﬁlrzzc;ccus
EEB (2) Bacillus subtilis Kurthia spp. Pseudomonas spp. Bacillus subtilis
SLF (1)  Citrobacter spp. Bacillus subtilis ~ Enterobacter spp. Klebsiella spp.
Pseudomonas . . Staphylococcus .
I SLF(2) aeruginosa Escherichia coli spp. Klebsiella spp.
SET (1) Staphylococcus Kleb3|el_la Corynebacterium Acinetobacter spp.
spp. pneumoniae spp.
SET (2) Acinetobacter spp. Enterobacter Streptococcus spp.  Pseudomonas putida
aerogenes
EEB (1) Klebsiella spp. Citrobacter spp. Rothia spp. Escherichia coli
Streptococcus
EEB (2) Salmonellaspp.  Streptococcus spp. pneumoniae Streptococcus spp.
SLF (1) Klebsiella spp. Moraxella spp. Escherichia coli Streptococcus spp.
Il SLF(2) Proteus mirabilis  Escherichia coli ~ Streptococcus spp.  Streptococcus spp.
SET (1) Staph)sl:;l)ococcus Vibrio spp Corynesl;z?)ctenum Pseudomonas spp.
SET (2) Ochrobactrum Bacillus subtilis Corynebacterium Streptocogcus
anthropi spp. pneumoniae
Morganella . - Staphylococcus
EEB (1) morganii Bacillus subtilis spp. Enterobacter spp.
Yersinia Bactéria
EEB (2) Streptococcus spp. enterocolitica Filamentosa Staphylococcus spp.
STA (1) Pseudo_monas Lactobacillus spp.  Escherichia coli Escherichia coli
v aeruginosa
STA (2) Escherichia coli Shigella spp. Klebsiella spp.  Pseudomonas stutzeri
SET (1) Sarcina spp. Escherichia coli Streptocogcus Proteus mirabilis
pneumoniae
_ . Streptococcus
SET (2)  Escherichia coli Salmonella spp. pneumoniae Streptococcus spp.

Fonte: Autoria Propria
Abreviacdes: ETE = Estacdo de Tratamento de Esgoto; EEB = Entrada Esgoto Bruto; SLF = Saida da Lagoa
Facultativa; STA = Saida do Tanque de Aeragdo; SET = Saida do Esgoto Tratado

Entre as MOs identificados, as Enterobactérias foram prevalentes, nas amostras das

ETEs. Entre elas, diferentes géneros como: Klebsiella spp, Citrobacter spp, Enterobacter spp

e de importancia clinica, as cepas: Escherichia coli, Shigella spp, Salmonella spp e Yersinia
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enterocolitica. De menor importancia, Ochrobactrum anthropi, Morganella morganii, que
podem se apresentar como oportunistas.

Staphylococcus spp, de denominacgao generica Staphylococcus coagulase negativa
e a Staphylococcus aureus, foram comuns nas amostras. O Staphylococcus aureus, é
considerada responsavel por grande parcela de multirresisténcia em microrganismos
responsaveis por infeccbes hospitalares. Destacado no trabalho de FERREIRA (2015), as
bactérias do género Staphylococcus sdo sensiveis a temperatura alta, bem como a desinfetantes
e solugdes antissépticas, e podem sobreviver em superficies secas durante longos periodos de
tempo. O Staphylococcus aureus € uma das espécies bacterianas mais comuns, e é a mais
virulenta do seu género. A disseminacdo endégena desta bactéria é a mais corriqueira, sendo
responsavel por muitas das infecgbes adquiridas no hospital. O Streptococcus spp e a
Streptococcus pneumoniae, identificados, também em associacdo com doencas hospitalares,
foram comuns nas amostras.

O género Corynebacterium, pertencente a familia Corynebacteriaceae, representa
uma grande parcela da microbiota humana, sendo que algumas espécies podem ser oportunistas,
ou espécie patogénica como Corynebacterium diphtheriae, causador da Difteria. Foi
constatado crescimento do Vibrio spp., pertencente a familia Vibrionaceae, cujas espécies sdo
clinicamente importantes como patégenos em humanos. O grupo de Pseudomonas aeruginosa
e outras espécies, Pseudomonas spp., pertencentes a familia Pseudomonadaceae, foram isoladas
e merecem destaque por serem bactérias com elevado grau de patogenicidade, principalmente
em centros hospitalares, devido sua resisténcia a antibidticos e antissépticos. De menor
relevancia clinica, Bacillus subtilis, Acinetobacter spp, Rothia spp, Sarcina spp e Lactobacillus

spp foram identificados em algumas amostras (MOLINARO, et al., 2009)

4.3.2. Anélise da Resisténcia antimicrobiana

Seguiu-se o antibiograma, conforme as normativas estabelecidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), sendo dividido em trés categorias (CLSI, 2022).

a) Sensivel (S): A categoria “sensivel” significa que uma infec¢do por uma
determinada cepa pode ser tratada adequadamente com a dose de agente
antimicrobiano recomendada para esse tipo de infecgéo.

b) Intermediaria (I): A categoria “intermedidria” inclui isolados com
concentragdo inibitéria minima (CIM), que corresponde a mais baixa

concentracdo de um antimicrobiano responsavel por limitar o crescimento
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de uma bactéria, que se aproximam de niveis sanguineos e tissulares
atingiveis e para os quais as taxas de resposta podem ser inferiores aquelas
para isolados sensiveis.

c) Resistente (R): As cepas “resistentes” ndo sdo inibidas pelas concentragoes
sisttmicas dos agentes antimicrobianos geralmente atingiveis nos regimes
terapéuticos normais e/ou se inserem na faixa de maior probabilidade de
ocorréncia de mecanismos especificos de resisténcia microbiana.

A Figura 26 apresenta um exemplo de antibiograma com o halo de inibigé&o,
representando as trés categorias propostas da interacdo do microrganismo com o antibiotico:

Resistente; Intermediario e Sensivel.

Figura 26: Halo de Inibicdo avaliado em resistente, intermediario e sensivel

Fonte: Autoria Propria
Abreviacdes: R = Resistente; | = Intermedidrio; S = Sensivel

Os resultados obtidos de acordo com o halo de inibicdo expresso em mm estéo
apresentados no ANEXO D. Os valores de referéncia em relacdo ao halo de inibigdo para os
antibidticos de acordo com cada MO estdo descritos no ANEXO E. O AST avaliadoem R, | S
estdo apresentados na Tabela 15, para o outono, inverno e primavera de 2022 e verdo de 2023.
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Tabela 15: Avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana do Outono, Inverno e Primavera de
2022 e Verao de 2023, em seus respectivos PdC

ETE PdC Outono Inverno
p rd sxt e tec va cro tob ox w pb tim|p rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim
EEB1) R S * S * R R S S RSS * §S|*s * S * R R S S R S *
EEB (2) * * * * * * * * * R * R * * * * * * * * * * * R * *

I SLF) R S R SRR R S S RSS™* §|* * * * x *x *x R * R * R * *
SLF@ R * *» * * R R §S § R ** S SRS *S *R R S S RSS * S
SET1)) R *R S S S S S S sSsSsSS* SIRS* SRR R S S RSS * S
SET?) R * * SRR R S S R** * SRS * S * R R S S RSS * S
EEB() R S * S * R R §S S RSS * SIRS* S RRIR S S RRS * S
EEB@2 R R * S * R R R S * RR * R|S * * * | * 5§ § * R * * x

“I SLF(l) * S * S * R R S S R R R * S * * * * * * * * * * * * * *
SL(FQ R R R RRRR S S RRI * SIRS*SRRIR S S RRSR R S
SET(1) S * S S S S S S S ssSsS* S/IR**S *RR * * R ** x =«
SET(Z) R R * R R R R * * R * R * R * * * * * * * * * R * R * *
EEB(1) R R * * * R R R S RSS * R|R* * * *x * *x % * R * R * *
EEB(2) S * * * § * §S R * R ** * * RS * S RRR S S RSS * S

vy STAQ R* R * * R R S S§ R **S§ §|*RX* * * *x *x R * R**x
STA2) RS * I * R R S S RSR * 1|1 |RS SRR R S S RSS * §
SET(1) * * * R R * R * * R *R * * RR S RRR S S RSS * §
SET@2 * S * S RR R S S RRI * SIRS* SRRIR S S RSS * S

ETE PdC Primavera Verao

p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim|p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim
EEB (1) R R S *R R S S RIS * § |* *x * * * x & x g * R *
EEB (2) R * * R R R * * R R R * R * * * * * * * * * R * R * *

I SL(Fl) R S R S R R R S S RSS* SIRR* S *R R S S RSR?™*R
StF@ R * R SRR R R S RSR* SRS *S *RR S S RRSR S
SET(l) * * * * * * * * * * * * * * R * * S R R R I S R * * * S
SET(Z) S * R R S * S S * R * R * * * * * R R R * * * * * * * *
EEB(1) R * * * * R R * * R * * * * /R | * S RR R S S RSS * 8
EEB(2 S * S S S * S * * R ** * * RRRRR* S R * R**R *

n SLF1) R 1 R S * R R S S R S * S |R *R R * R R * R=* * *x x
SLF(2) S * * R * S R * R** * x|RR * * R * § R R R * * R *
SET(l) * * * * * * * * * * * * * * * * * R R R * * * R * R * *
SET(2) * * * * * * * * * R * * * * S * R R S * S * * R * R * *
EEB1) R * S S S R S S S RRI * SIRSR SRRWRS S RIS * S
EEB(2) * * * * * * * *x * *x * % *R*S S 1 S S R S RSR S

Vv STA()) R S R S * R R S S R SS SIRIT R SRR R S S RIS S
STA?Q) R S * S * R R R SRRI * | |**R * * R R * * R * * % *
SET(l)) R R 1 S R R R * * R ** * * I RR * RRR R R R RRR* |
SET?2 S RS S I * S R * R**R *|SR* *S§ * S R * R**R *

Fonte: Autoria Propria
Abreviacdes: ETE = Estagdo de Tratamento de Esgoto; EEB = Entrada Esgoto Bruto; SLF = Saida da Lagoa

Facultativa; STA = Saida do Tanque de Aeracdo; SET = Saida do Esgoto Tratado; p = penicilina; s =
estreptomicina; rd = rifampicina; sxt = sulfametoxazol/trimetoprima; e = eritromicina; tec = teicoplanina; va =
vancomicina; cro = ceftriaxona; tob = tobramicina; ox = oxacilina; f = nitrofurantoina; w = trimetoprima; pb =

polimixina B; tim = ticarcilina/acido clavulanico, * = Nao Realizado.
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Os resultados apresentados na Tabela 15 da avaliagdo da suscetibilidade

antimicrobiana estdo expressos nas Figuras 27 e 28, para as coletas realizadas na estagdo do

Outono e Inverno, de 2022 e Primavera de 2022 e Verdo de 2023, respectivamente.

Figura 27: Avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana da coleta do Outono e Inverno de

2022
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Fonte: Autoria Propria

Figura 28: Avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana da coleta da Primavera de 2022 e
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Fonte: Autoria Propria

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15 em conjuntos com as
Figuras 27 e 28, foi possivel notar que para a estacdo do outono foram realizadas 171 analises
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de AST. Dessas, 55, 65 e 51 corresponderam as analises dos antibioticos para ETE I, 11l e IV,
respectivamente. Na ETE II, foram identificados 23 fenotipos resistentes e 32 sensiveis. Para a
ETE IlI, foram detectados 35 fenotipos resistentes, 1 intermediario e 29 sensiveis e na ETE IV
foram constatado 29 fendtipos resistentes, 3 intermediarios e 19 sensiveis. Foram realizados
112 testes, nas coletas realizadas no inverno, sendo que 48 AST foram testados para a ETE I,
37 paraa ETE Il e 55 paraa ETE IV. Na ETE Il, 20 foram identificados como resistentes e 28
sensiveis. Para ETE Ill, 20 apresentaram fenotipo de resisténcia, 1 intermediario e 16 sensiveis
e para ETE 1V, 28 séo fendtipos resistentes e 27 sensiveis. A porcentagem de resisténcia em
conjunto com os fenotipos intermediarios encontrada nas ETES que recebem os residuos
hospitalares (I11 e IV) se mostram maiores, quando sdo comparadas a ETE Il para o outono e o
inverno.

Na estacdo da primavera, foram realizados 135 anélises de antibiograma, sendo 54
paraa ETE I, 29 paraa ETE 11l e 52 para ETE IV. Para ETE Il, foram registrados 32 fen6tipos
resistentes, 1 intermediario e 21 sensiveis. JA a ETE IlIl, apresentou 15 resistentes, 1
intermediério e 13 sensiveis. E na ETE 1V, foi detectado 25 resistentes, 5 intermediarios e 22
sensiveis. Diferente dos dados apresentados no outono e no inverno, os resultados em relacéo
a resisténcia microbiana foi parecida nas trés ETES, todas apresentando taxas de resisténcia com
maior de 50%. Para o verdo foram avaliados 145 interacGes entre os antibidticos com os MOs,
sendo 38 da ETE Il, no qual se obteve 24 fen6tipos resistentes, 1 intermediario e 13 sensiveis.
Na ETE Ill, foram avaliadas 47 interacdes, nas quais foram detectados 35 fendtipos resistentes,
1 intermediario e 11 sensiveis. E para a ETE IV foram avaliadas 60 interacdes, sendo 35
fenotipos resistentes, 5 intermediarios e 20 sensiveis. Nas coletas do verdo, apesar de todas as
ETEs apresentarem valores de resisténcia superior a 60%, as ETEs Il e IV apresentaram
porcentagens maiores quando comparadas com a ETE 1.

Com esses resultados, € possivel concluir que as ETES que estdo diretamente
ligadas ao recebimento das aguas residuérias provenientes do Hospital de Cancer de Barretos
apresentam porcentagens maiores para fenétipos resistentes de MOs, em contrapartida com a
ETE 11, que recebe apenas os AFU. Esses resultados podem ser comparados com 0S propostos
na revisao de HASSOUN-KHEIR , na qual foi apresentada uma comparativa entre a resisténcia
dos MOs provenientes de AFU e AFHU, e foi demonstrado frequéncias mais altas de resisténcia

em aguas residuais hospitalares do que em urbanas.
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4.3.3. Avaliacdo dos Antibidticos

Conforme apresentado na Tabela 16, esta apresentado a soma dos MOs resistentes
e sensiveis, dividido conforme as estagdes do ano e as ETES, com objetivo de avaliar qual(is)
foram os antibidticos com maiores niveis de capacidade de resisténcia e qual(is) apresentaram

maior sensibilidade na relagdo MOs com o medicamento avaliado.

Tabela 16: Avaliacdo dos Antibioticos em Resisténcia e Sensibilidade para as estagdes do
Outono, Inverno Primavera de 2022 e Verdo de 2023 em relacdo as ETEs II, 11l e IV
conforme a soma dos MOs

Resistencia Sensibilidade

Estacdesdo Ano ETE p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim
m 502 02 4 4 0 0 5010 0020 411 1 5 5 1331 5

Outono m 431 2 25 5 1 0 433 0 2/121 411 1 4 5 1 22 0 4
v 311 12 4 5 2 0 612 0 11220 1 1 0 1 3 4 0 21 1 2

M 300 01 4 4 1 0 6 01 0 0O(040 49000 4 4 044 0 4

Inverno m 300 0 2 3 3 0o 0 5211 0j220 3 0O 1 3 2 0020 2
Iv. 52 1 0 4 4 4 1 0 6 01 0 0|03 0 4 0 0 0 4 4 0 44 0 4

nm 404 2 3 4 4 1 0 5130 1220 310 1 3 3 0220 3

Primavera m 211 01 2 2 1 0 500O0 O|201 21 0 2 1 1 011 0 1
v 421 01 4 3 2 0 5201 0122 510 2 2 3 0110 2

m 310 12 4 3 0 0 412 2 1/000 3 00 0 2 3 111 0 2

Verdo m 422 45 2 2 3 1 6 02 2 0(j200 11 0 3 1 1 011 0 1
v 423 1 3 4 4 3 1 612 1 01201 311 2 2 3 012 0 3

Fonte: Autoria Propria
Abreviages: ETE = Estagdo de Tratamento de Esgoto; p = penicilina; s = estreptomicina; rd = rifampicina; sxt =

sulfametoxazol/trimetoprima; e = eritromicina; tec = teicoplanina; va = vancomicina; cro = ceftriaxona; tob =
tobramicina; ox = oxacilina; f = nitrofurantoina; w = trimetoprima; pb = polimixina B; tim = ticarcilina/acido
clavulanico

Os resultados apresentados na Tabela 16, mostram que o0s antibidticos que
apresentaram maiores niveis de resisténcia na relagdo MO com o medicamento foram:
Penicilina, Oxacilina e Teicoplanina e 0s que apresentarem maiores niveis de sensibilidade

foram: Ceftriaxona, Tobramicina, Sulfametoxazol/ Trimetoprima.

4.4. Estatistica

O ANEXO F, apresenta os resultados obtidos por meio da ANOVA com a intencéo
de realizar uma comparativa entre os anos de 2019,2020 e 2021. O teste utiliza a terminologia
“a”, “b” e “c” para indicar as diferencas e similaridades entre as variaveis, ou seja, se uma

variavel contém trés valores estabelecidos em “abb”, por exemplo, significa que um dos
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parametros difere dos outros dois de uma maneira significativamente maior. Da mesma forma,
se o teste apresenta um resultado “aaa”, significa que ndo ha diferenca significativa entre as
variaveis analisadas.

Sendo assim, analisando todos os parametros, foi possivel perceber que ha uma
maior similaridade entre os resultados do que uma diferenca, porém uma variavel chamou
atencdo. O Bario aparece em maiores concentracdes nas ETESs Il e IV do que na estacdo Il nos
anos de 2019 (AF) e 2021 (AF e EF), isso pode ser um indicativo a respeito do langamento de
contrastes que utilizam Bario como reagente, e sdo aplicados diariamente em pacientes em
centros hospitalares para a realizacao de radiografias e tomografias.

Segundo boletim divulgado pelo HA (FUNDACAO PIO XII), em 2019 as
radiografias e tomografias totalizaram em torno de 30 mil atendimentos, em 2020 em torno de
25 mil. Devido a pandemia do COVID-19 e a prevenc¢éo da sociedade em se manter isolado,
em 2020 houve uma gqueda no nimero de atendimentos, em torno de 5 mil, 0 que pode ser um
indicativo a respeito da diminuicao de contrastes contendo Bario para o sistema de esgoto e que

provavelmente voltara a subir devido a volta na normalidade dos atendimento
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5. Conclusoes

Com o avanco da ciéncia, principalmente na criacdo e aplicacdo de novos
medicamentos, atrelados aos fatores sociais e econdmicos, a tendéncia mundial é que haja um
aumento no consumo de compostos farmacéuticos em unidades de atendimento de saide. Com
pouca ou quase nenhuma legislacdo que controle e fiscalize o lancamentos desses compostos
nos sistemas de tratamento de esgoto, cresce a preocupacdo ambiental de como o0s
micropoluentes emergentes podem estar interferindo ao serem despejados nas aguas residuais
das ETEs. Com os resultados apresentados nesse trabalho, foi observado que existe uma
diferenca entre as estacdes de tratamento que recebem os AFHU em contrapartida com a estagédo
que recebe somente os AFU.

Em relacdo a analise microbioldgica fenotipica e genotipica, os MOs se mostraram
parecidos para os trés pontos de coletas avaliados nas trés estacfes de tratamento, além disso,
um ponto extremamente importante para este trabalho, foi observar a similaridade entre as
entradas dos esgotos brutos, para as trés estacdes, ou seja, o afluente, sem nenhum pré
tratamento apresenta uma diversidade similar de abundancia que foi comprovada por Anélise
Multivariada e pela identificacdo bioquimica dos MOs presentes nas amostras. Porém, mesmo
que 0s organismos sejam parecidos, quando se analisa a AST, os indicadores para niveis
resisténcia e intermediarios para as ETEs Il e 1V, sdo maiores do que quando comparado com
a ETE Il. Lembrando que as estacdes Il e 1V, recebem diariamente o residuo gerado pelo
Hospital do Amor, enquanto a ETE Il, recebe apenas o residuo urbano.

Avaliando os dados fisico-quimicos, tanto os realizados no Laboratério Ambiental

da EMBRAPA, em conjunto com as andlises da biomassa pelo FTIR e composicdo pelo CHN,
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quanto os resultados fornecidos pelo SAAEB, todos os parametros se mostraram parecidos e de
acordo com o proposto para o funcionamento correto de um sistema de esgoto, estabelecido
pela legislagdo ambiental. Merece destaque a PCA realizada desse conjunto de dados, que
mostra que em relacdo as similaridades encontradas quando compara-se 0s PdC das estagdes,
as entradas se mostram com maiores niveis de semelhanca, do que quando comparada com
outros pontos.

Finalizando, o resultado conjunto de todas as andlises realizadas nessa pesquisa,
mostram que apesar do afluente ndo sofrer alteracdes significativas tanto em sua composicao
quimica, quanto nos tipos de MOs encontrados, existe uma alteracdo em relacdo a resisténcia
microbiana, mostrando que quando se tem um despejo de residuos provenientes de um hospital,
existe maiores indicares de organismos resistentes. Isto mostra um problema potencial de satde
publica, que necessita de atencdo, uma vez que a utilizacdo de farmacos, tem se tornado maior
nos ultimos anos, e a falta de legislacdo em relacdo ao despejo desses contaminantes ainda é

€escassa.
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ANEXO A: Valores brutos da analise elementar. Resultado expresso em (%) do C, He

N pelo Analisador Elementar

ETE

PdC

Massa
(mg)

Qutono

C H N

Massa
(mg)

Inverno

C

H

N

Massa
(mg)

Primavera

C

H

N

Massa
(mg)

Verao

C

H

N

EEB (1)
EEB (2)
SLF (1)
SLF (2)
SET (1)
SET (2)
EEB (1)
EEB (2)
SLF (1)
SLF (2)
SET (1)
SET (2)
EEB (1)
EEB (2)
STA (1)
STA (2)
SET (1)
SET (2)

511
541
10,00
10,20
10,20
10,00
10,00
10,10
10,20
10,20
10,40
10,00
10,90
10,50
11,50
10,50
10,50
10,30

36,14 7,03 2,30
36,72 7,17 2,61
13,49 2,11 2,14
12,99 1,97 2,04
13,61 1,80 1,28
13,8 1,78 1,38
26,03 3,73 1,38
26,75 3,64 1,38
21,31 3,29 1,38
19,51 2,94 1,38
16,92 2,65 1,38
17,78 2,66 1,38
26,14 3,48 1,38
24,72 3,58 1,38
24,82 3,31 1,38
26,10 3,49 1,38
17,88 2,91 1,38
17,38 2,8 1,38

11,20
11,10
5,67
4,69
11,00
10,30
5,16
5,53
11,20
10,10
10,50
10,30
10,90
11,70
11,00
11,00
10,50
11,20

33,66
33,96
32,17
31,04
16,59
16,80
25,49
27,03
17,12
17,46
17,21
15,53
25,37
25,63
21,19
21,65
21,64
23,69

4,32
4,69
6,04
5,53
2,50
2,25
6,03
6,00
2,62
2,51
2,53
2,21
4,71
4,35
3,49
3,39
3,43
3,72

2,58
2,43
4,50
4,39
2,11
1,92
2,81
2,97
2,28
2,38
2,26
1,96
2,44
2,57
3,24
3,29
3,45
3,84

10,31
10,73
10,51
10,76
10,40
10,73
10,61
10,26
10,77
10,65
10,39
10,89
5,23
5,56
10,51
11,08
10,65
10,59

25,61
24,97
15,59
15,55
15,18
15,45
23,69
23,16
19,75
19,79
20,19
18,59
34,68
40,57
28,66
27,65
17,51
17,46

3,61
3,28
2,32
2,33
2,24
2,30
3,35
3,40
2,97
2,97
3,05
2,81
7,07
7,66
3,48
3,38
2,80
2,79

2,29
2,21
1,50
1,52
1,37
1,48
2,44
2,33
2,91
2,93
3,31
2,99
1,96
1,89
5,40
5,33
2,39
2,41

11,37
10,50
10,54
10,68
10,85
11,36
10,26
10,22
10,29
10,63
11,08
10,21
11,20
11,16
10,54
10,59
10,53
11,40

20,62
22,32
21,21
20,56
15,06
14,63
20,18
21,64
16,42
16,22
16,25
16,74
22,06
22,99
20,63
22,52
14,70
14,35

3,52
3,76
3,15
3,13
2,18
2,16
3,67
3,78
2,46
2,44
2,47
2,44
3,71
3,89
3,20
3,59
2,27
2,14

1,57
2,21
2,73
2,45
1,49
1,56
2,62
2,57
2,15
2,09
2,60
2,79
1,59
1,54
3,60
4,17
2,40
2,01

Fonte: Autoria Propria
Abreviacgdes: : ETE = Estacdo de Tratamento de Esgoto; PdC = Ponto de Coleta; EEB = Entrada Esgoto Bruto;
SLF = Saida da Lagoa Facultativa; STA = Saida do Tanque de Aera¢do; SET = Saida do Esgoto Tratado; C =

Carbono; N = Nitrogénio; O = Oxigénio
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ANEXO B: Taxonomia em categoria de filo expresso em porcentagem dos MOs

encontrados nas ETEs I, 111 e IV, conforme a Analise de Biologia Molecular
Filo EEBII SLFIl  SETH EEBIII  SLFII  SETHI EEBIV  STAIV SETIV
Acidobacteriota 0,35 0,00 0,00 0,32 0,05 0,03 0,11 0,17 0,25
Actinobacteriota 0,61 0,62 2,99 0,47 2,13 2,63 0,41 1,59 4,03
Armatimonadota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Bacteroidota 20,90 5,98 17,22 20,78 4,75 4,83 21,06 30,54 22,96
Bdellovibrionota 0,00 0,16 0,09 0,10 0,59 1,03 0,00 0,32 0,20
Caldisericota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04
Calditrichota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,18 0,90
Campilobacterota 30,76 1,29 13,93 24,76 0,32 0,11 22,14 0,06 0,74
Chloroflexi 0,00 0,37 0,34 0,00 0,14 0,16 0,00 3,06 151
Cyanobacteria 0,00 0,04 0,00 0,00 39,16 46,90 0,00 0,00 0,00
Deferribacterota 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Deinococcota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Desulfobacterota 2,56 1,38 1,07 1,82 0,95 0,61 0,84 0,59 0,94
Elusimicrobiota 0,09 0,02 0,02 0,12 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
Fibrobacterota 0,06 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Firmicutes 6,62 2,33 1,92 8,05 1,44 0,85 8,11 1,89 1,24
Fusobacteriota 1,83 0,00 0,53 2,69 0,00 0,00 4,02 0,24 0,20
Hydrogenedentes 0,00 0,12 0,03 0,00 0,03 0,12 0,00 0,08 0,04
Modulibacteria 0,10 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,02 0,05 0,00
Myxococcota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73 1,23
Patescibacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,86
Planctomycetota 0,00 0,39 0,08 0,00 0,41 0,25 0,00 0,04 0,07
Proteobacteria 3506 80,76 54,31 40,13 48,89 39,75 43,07 58,20 63,09
Spirochaetota 0,00 0,47 0,08 0,03 0,20 0,02 0,00 0,09 0,00
Synergistota 0,78 4,06 141 0,34 0,24 0,04 0,09 0,00 0,00
Verrucomicrobiota 0,25 2,02 5,97 0,21 0,71 2,63 0,10 0,94 1,68

Fonte: NGS Solucfes Gendmicas

Abreviagdes: EEBII = Entrada Esgoto Bruto da Estagdo de Tratamento Il ; SLFII = Saida da Lagoa Facultativa da
Estagdo de Tratamento Il; SETII = Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento Il; EEBIII = Entrada Esgoto
Bruto da Estacdo de Tratamento Il V; SLFIII = Saida da Lagoa Facultativa da Estacdo de Tratamento I11; SETIII
= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento Il1; EEBIV = Entrada Esgoto Bruto da Estacéo de Tratamento
IV; STAIV = Saida do Tanque de Aeracdo da Estacdo de Tratamento IV; SETIV = Saida do Esgoto Tratado da
Estacéo de Tratamento 1V
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ANEXO C: Taxonomia em categoria de género expresso em porcentagem dos MOs

encontrados nas ETEs I, 111 e IV, conforme a Analise de Biologia Molecular
Género EEBII SLFII SETII EEBIII SLFII SETHI EEBIV SLFIV SETIV
Planktothrix_NIVA-CYA_15 0,00 0,00 0,00 0,00 39,16 46,54 0,00 0,00 0,00
Rhodocyclaceae 1,79 1,58 3,25 2,10 13,82 12,56 1,34 2,76 8,39
Novosphingobium 0,00 2,97 1,47 0,00 7,68 4,95 0,00 7,38 5,16
Methylocystis 0,00 2,63 5,80 0,00 4,64 4,93 0,00 0,00 0,00
Alcaligenaceae 0,00 2,65 5,47 0,00 2,19 2,28 0,00 0,12 0,67
Thiolamprovum 0,00 0,00 0,00 0,00 4,33 2,21 0,00 0,00 0,00
Comamonadaceae 1,04 1,81 1,51 1,02 1,70 2,12 0,83 11,01 8,80
Methylococcaceae 0,00 0,04 0,07 0,00 1,91 1,92 0,00 0,00 0,00
Aeromicrobium 0,00 0,00 0,83 0,00 0,95 1,31 0,00 0,00 0,00
Chromatiaceae 0,00 30,48 0,35 0,00 0,69 1,18 0,00 0,00 0,00
Methyloparacoccus 0,00 0,86 1,48 0,00 1,15 1,11 0,00 0,00 0,00
LD29 0,00 1,38 4,33 0,00 0,20 0,97 0,00 0,00 0,00
Bdellovibrio 0,00 0,08 0,03 0,00 0,55 0,91 0,00 0,32 0,16
Rhizobiales_Incertae_Sedis 0,00 0,76 0,40 0,00 0,83 0,80 0,00 1,16 1,46
Luteolibacter 0,00 0,07 1,10 0,00 0,21 0,80 0,00 0,00 0,09
Sediminibacterium 0,00 0,26 2,49 0,00 0,53 0,69 0,00 0,13 0,21
Rhodanobacteraceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,55 0,00 0,08 0,05
Methylophilaceae 0,00 0,20 0,38 0,00 0,36 0,52 0,00 0,00 0,00
Rikenellaceae 0,80 1,42 0,73 0,61 0,72 0,50 0,20 0,07 0,06
Hungateiclostridiaceae 0,00 0,00 0,11 0,00 0,70 0,49 0,00 0,00 0,00
Alsobacter 0,00 0,47 0,51 0,00 0,44 0,48 0,00 0,00 0,04
Balneolaceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28 0,45 0,00 0,00 0,00
Candidatus_Competibacter 0,00 0,00 0,02 0,02 0,43 0,42 0,00 1,33 0,26
Flavobacterium 0,05 0,02 0,77 0,06 0,18 0,42 0,05 1,16 1,43
Desulfomicrobium 0,53 0,11 0,14 0,32 0,49 0,41 0,24 0,16 0,31
Ramlibacter 0,00 0,00 0,16 0,00 0,20 0,36 0,00 0,06 0,00
Cyanobium_PCC-6307 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00
hgcl_clade 0,00 0,00 0,60 0,00 0,12 0,34 0,00 0,00 0,12
Mycobacterium 0,04 0,07 0,00 0,06 0,42 0,32 0,00 0,74 3,40
env.OPS_17 0,00 0,03 0,00 0,00 0,10 0,31 0,00 0,02 0,17
Hydrogenophaga 0,00 0,65 0,93 0,00 0,55 0,27 0,00 0,00 0,00
Pedobacter 0,00 0,13 0,38 0,00 0,10 0,26 0,00 0,00 0,34
Lentimicrobium 0,32 0,51 0,30 0,34 0,21 0,25 0,12 0,00 0,00
Acidovorax 1,35 0,69 2,43 3,68 0,30 0,23 2,77 0,86 0,57
Arenimonas 0,00 0,07 0,07 0,00 0,16 0,23 0,00 0,00 0,00
Lentimicrobiaceae 0,00 0,02 0,00 0,00 0,22 0,22 0,00 6,94 7,77
Candidatus_Aquiluna 0,00 0,00 0,21 0,00 0,13 0,22 0,00 0,00 0,00
Acidibacter 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,22 0,00 0,07 0,11
Isosphaeraceae 0,00 0,39 0,08 0,00 0,34 0,22 0,00 0,00 0,04
CL500-29_marine_group 0,00 0,00 0,25 0,00 0,21 0,21 0,00 0,00 0,00
Chitinophagaceae 0,00 0,08 0,42 0,00 0,17 0,21 0,00 0,09 0,21
Roseomonas 0,00 0,41 0,29 0,02 0,20 0,20 0,00 0,12 0,23
Prosthecobacter 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,18 0,00 0,00 0,00
Aeromonas 2,83 0,30 2,41 1,95 0,23 0,15 4,37 0,34 0,43
MWH-UniP1_aquatic_group 0,00 0,08 0,58 0,00 0,20 0,15 0,00 0,00 0,00

Algoriphagus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00



Beijerinckiaceae
Pedosphaeraceae SH3-11
Rhodobacteraceae
67-14
Phenylobacterium
Pedosphaeraceae
NS11-12_marine_group
Lautropia
Sphingobacteriaceae
Fluviicola

Thauera
Macromonas
Ignavibacterium
Hydrogenedensaceae
Oxalobacteraceae
Terronas
Lacunisphaera
Verrucomicrobiaceae
Azospirillaceae
Cloacibacterium
Aquabacterium
Caldilineaceae
Desulfocapsaceae
BSV13
Terrimicrobium
Caulobacteraceae
Phaeodactylibacter
Polynucleobacter
GKS98_freshwater_group
Dechlorosoma
IMCC26207
GWF2-29-10
Paludibacter
Pseudomonas
Peredibacter
Arcobacter
Sporomusaceae
SM2D12
Romboutsia
Aquaspirillum
WCHB1-32
Desulfitobacteriales_fa
Fusibacter
Christensenellaceae_R-7_group
Desulfomonile
Micropepsaceae
Dinghuibacter
Aquimonas
Synergistaceae
Macellibacteroides
Anaerospora

#N/D
Silvanigrellaceae
Desulfobulbus

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,21
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,05
0,00
0,00
5,76
0,28
0,00
0,00
0,47
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,26
0,74
0,00
26,81
0,09
0,00
0,11
0,86
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,75
3,47
0,14
0,00
0,00
0,57

0,00
0,00
0,12
0,03
0,00
0,01
0,19
0,00
0,00
0,79
4,42
0,16
0,00
0,12
0,10
0,00
0,00
0,23
0,00
0,23
0,32
0,00
0,00
0,05
0,00
0,77
0,00
0,00
0,00
16,97
0,04
0,00
0,20
3,44
0,09
1,23
0,39
0,00
0,27
0,73
0,04
0,00
0,00
0,39
0,36
0,00
0,00
0,00
2,04
0,40
0,00
0,00
0,00
0,18

0,00
0,00
0,26
0,05
0,06
0,00
0,24
0,06
0,23
0,46
1,88
0,00
0,00
0,03
0,09
0,00
0,03
0,36
0,00
5,42
0,59
0,00
0,06
0,12
0,00
0,09
0,00
0,24
0,12
0,17
0,00
0,00
0,47
1,28
0,06

12,70

0,12
0,00
0,12
0,80
0,04
0,06
0,00
0,38
0,47
0,00
0,15
0,00
1,18
1,30
0,00
0,00
0,00
0,16

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,19
0,21
0,00
0,00
0,00
0,00
0,11
0,00
0,00
7,06
0,28
0,00
0,00
0,37
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,05
0,96
0,00

21,63

0,00
0,00
0,06
1,24
0,09
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,34
2,94
0,07
0,00
0,00
0,38

0,12
0,08
1,23
0,12
0,23
0,00
0,04
0,00
0,00
0,27
1,20
0,30
0,09
0,03
0,00
0,05
0,00
0,06
0,20
0,41
0,22
0,14
0,07
0,06
0,00
0,16
0,13
0,00
0,05
1,50
0,00
0,11
0,21
0,18
0,00
0,25
0,09
0,00
0,05
0,06
0,05
0,04
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,24
0,19
0,11
0,00
0,00
0,19

0,15
0,15
0,15
0,14
0,14
0,14
0,13
0,13
0,13
0,13
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,11
0,11
0,11
0,11
0,11
0,11
0,10
0,10
0,10
0,10
0,09
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,18
0,09
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
10,85
0,17
0,00
0,00
0,17
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,51
0,74
0,00
20,01
0,00
0,00
0,08
0,52
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,09
3,12
0,00
0,00
0,00
0,00

2,44
0,00
0,00
0,00
0,63
0,00
0,00
0,35
0,00
0,00
0,01
0,00
0,03
0,08
0,00
0,18
0,00
0,73
0,00
3,05
0,00
0,09
0,00
0,34
0,00
0,96
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
5,70
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,18
0,00
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,13
0,00
0,18
0,00
0,06
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1,10
0,00
0,00
0,00
0,70
0,22
0,02
0,12
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,04
0,00
0,31
0,00
0,93
0,00
2,30
0,00
0,00
0,00
0,31
0,00
0,83
0,00
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00
1,56
0,17
0,00
0,60
0,00
0,00
0,16
0,18
0,00
0,00
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,79
0,00
0,05
0,00
0,11



Sulfurospirillum
Candidatus_Megaira
Pirellula
Anaerocella
Paludibaculum

Clostridium_sensu_stricto_1

Anaerolinea
Bact-08
Fimbriimonadaceae
Meiothermus
Roseiflexaceae

M2PB4-65_termite_group

Leptospira
Moraxellaceae
Halomonadaceae
Cyclobacteriaceae
Brevifollis
Acinetobacter
Tolumonas
Paludibacteraceae
Microbacteriaceae
Spirochaetaceae
Desulfovibrio
Rivicola
Curvibacter
Methylotenera
Desulforegula
Reyranella
Phycisphaeraceae
NK4A214 group
Escherichia/Shigella
Saprospiraceae
FTLpost3

Erysipelatoclostridiaceae

Pseudohongiella
Streptococcus
Barnesiellaceae
Chitinophagales
Bacteroides
Bacteriovorax
Erysipelothrix
Megamonas
Aurantimicrobium
MSB-3C8
Anaerofilum
Blautia
Prosthecomicrobium
Enterobacteriaceae
Eubacteriaceae
Megasphaera
Anaerosinus
Lactococcus
Prolixibacteraceae
Orrella

1,94
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
2,40
6,18
1,54
0,00
0,00
1,01
4,76
0,00
0,00
0,32
0,00
0,00
0,00
0,20
0,00
0,00
0,00
0,00
1,63
0,00
0,00
3,75
0,00
0,00
0,52
0,00
0,00
0,03
0,49
0,00
0,59
0,80
0,35
0,16
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,18
0,00
0,24
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00
0,22
0,72
0,41
0,00
0,06
0,23
0,59
0,00
0,28
0,29
0,59
0,00
0,16
0,06
0,00
0,09
0,00
0,00
0,07
0,00
0,04
0,25
0,00
0,00
0,16
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,18
0,42
0,00
0,00
0,00
0,05
0,00

0,38
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,16
0,00
7,32
1,97
0,26
0,00
0,00
0,23
3,63
0,00
0,11
0,01
0,12
0,00
0,06
0,08
0,00
0,00
0,00
0,06
0,23
0,04
0,00
1,07
0,00
0,11
0,00
0,18
0,00
0,00
0,08
0,00
0,53
0,08
0,00
0,04
0,11
0,05
0,00

1,55
0,00
0,00
0,05
0,00
0,15
0,00
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
3,36
6,76
1,32
0,00
0,03
0,94
521
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,08
0,26
0,00
0,00
0,00
0,00
2,92
0,00
0,00
2,75
0,00
0,00
0,32
0,00
0,00
0,00
0,54
0,00
0,62
0,28
0,27
0,20
0,00
0,00
0,00

0,07
0,00
0,00
0,07
0,05
0,02
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,05
0,05
0,01
0,01
0,00
0,00
0,25
0,24
0,17
0,16
0,15
0,12
0,11
0,11
0,10
0,09
0,08
0,07
0,06
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,00

0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,23
0,00
0,00
0,00
0,00
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,27
7,65
0,38
0,00
0,00
0,47
8,62
0,00
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00
0,36
0,00
0,00
0,00
0,00
3,31
0,00
0,00
2,63
0,00
0,00
0,37
0,00
0,00
0,00
0,69
0,00
0,40
0,26
0,40
0,14
0,00
0,00
0,00

0,02
0,00
0,00
0,00
0,06
0,13
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,60
1,03
0,10
0,00
0,04
0,21
0,20
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
3,64
2,17
0,00
0,00
1,07
0,00
0,00
0,14
0,00
0,00
0,03
0,00
0,24
0,00
0,08
0,02
0,16
0,13
0,04
0,00
0,00
1,94
0,00
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0,08
0,02
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,47
0,58
0,00
0,33
0,00
0,21
0,78
0,00
0,00
0,10
0,00
0,00
0,00
0,05
1,64
0,71
0,00
0,00
0,53
0,00
0,00
0,37
0,04
0,00
0,06
0,00
0,12
0,00
0,17
0,06
0,10
0,07
0,04
0,03
0,00
1,70
0,00



Zoogloea
Prevotella
Pseudarcobacter
Leptotrichiaceae
Comamonas
Propionivibrio
Acetobacteroides
Dechloromonas
Aeromonadaceae
Hypnocyclicus
Enhydrobacter
Actinobacillus
Leptotrichia
Veillonella
Faecalibacterium
Conchiformibius
Parabacteroides
Formivibrio
Burkholderiales
Agathobacter
Lactobacillus
Neisseriaceae
Enterobacter
Pseudomonadaceae
Blvii28_wastewater-sludge_group
Laribacter
Acidaminococcaceae
Brachymonas
Pasteurellaceae
Subdoligranulum
Holophaga
Williamwhitmania
Dechlorobacter
Holophagaceae
Anaerovibrio
Anaeromusa-Anaeroarcus
Azospira

Dialister
Succinivibrio
Phascolarctobacterium
Bifidobacterium
Magnetospirillum
Elusimicrobium
Fusicatenibacter
Prevotellaceae
Ruminococcus
Uliginosibacterium
Bacteriovoracaceae
Opitutaceae
Marinilabiliaceae
UCG-002
Collinsella
Pleomorphomonas
Acetoanaerobium

2,99
1,32
1,60
0,64
0,99
1,32
0,63
0,35
1,69
0,82
0,29
0,62
0,30
0,10
0,24
0,22
0,25
0,33
0,14
0,25
0,00
0,09
0,00
0,45
0,32
0,28
0,08
0,03
0,11
0,18
0,35
0,00
0,31
0,00
0,13
0,09
0,10
0,15
0,18
0,07
0,18
0,19
0,09
0,11
0,18
0,06
0,06
0,00
0,11
0,03
0,00
0,10
0,10
0,15

0,12
0,00
0,06
0,00
0,16
0,10
0,00
0,00
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00

2,00
0,76
0,63
0,10
1,20
0,37
0,28
0,18
0,69
0,40
0,11
0,32
0,03
0,06
0,00
0,12
0,00
0,02
0,13
0,00
0,00
0,00
0,14
0,00
0,00
0,22
0,00
0,03
0,06
0,00
0,00
0,00
0,11
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

3,09
1,66
1,49
1,33
1,19
1,07
0,96
0,90
0,82
0,80
0,78
0,72
0,47
0,45
0,41
0,34
0,31
0,30
0,30
0,29
0,28
0,28
0,25
0,24
0,24
0,23
0,20
0,20
0,19
0,17
0,17
0,16
0,15
0,15
0,15
0,15
0,14
0,14
0,14
0,13
0,13
0,13
0,12
0,12
0,11
0,11
0,11
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,09

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,72
1,63
0,90
1,07
1,23
0,87
0,74
0,43
1,97
2,43
0,46
1,03
0,44
0,21
0,50
0,28
0,13
0,31
0,20
0,16
0,00
0,12
0,30
0,24
0,08
0,31
0,09
0,08
0,18
0,17
0,00
0,00
0,10
0,11
0,09
0,00
0,00
0,22
0,21
0,14
0,16
0,00
0,02
0,13
0,07
0,06
0,00
0,00
0,03
0,10
0,09
0,14
0,05
0,08

0,05
0,23
0,00
0,12
0,29
0,00
0,04
0,16
0,16
0,00
0,23
0,08
0,12
0,07
0,00
0,11
0,00
0,00
0,17
0,00
0,00
0,11
0,00
0,00
0,12
0,04
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,11
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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0,49
0,38
0,05
0,10
0,21
0,00
0,00
0,65
0,09
0,10
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,10
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,09
0,00
0,02
0,00
0,05
0,07
0,00
0,00
0,00
0,11
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00



Dysgonomonas
Fibrobacter
Actinomycetaceae
Holdemanella
Geobacteraceae
Sulfuricurvum
Insolitispirillum
Thiothrix
Alloprevotella
Xanthomonadaceae
Sphaerotilus
Catenibacterium
Candidatus_Moduliflexus
Atopobium
Vogesella
Mitsuokella
Ottowia

Moraxella
Muribaculaceae
Novispirillum
ST-12K33
Fusobacterium
KD1-131
Weeksellaceae
dgA-11 gut_group
Alistipes

Dorea

Sebaldella
Rhodospirillaceae
Actinomyces
Chryseobacterium
Oscillospiraceae
Desulfovibrionaceae
Monoglobus
Fibrobacteraceae
Roseimarinus
Acidaminococcus
Lachnospiraceae_ ND3007_group
Sutterella
Wolinella
Desulfobulbaceae
Selenomonas
Klebsiella
Enterococcus
Akkermansia
Diaphorobacter
Rahnellal
Lachnospira
Geobacter
Pectinatus
Parasutterella
Paenirhodobacter
Plasticicumulans
Pleomorphomonadaceae

0,06
0,06
0,14
0,00
0,00
0,12
0,06
0,51
0,18
0,04
0,00
0,13
0,10
0,06
0,01
0,11
0,03
0,00
0,00
0,03
0,07
0,08
0,07
0,00
0,13
0,00
0,06
0,00
0,00
0,08
0,02
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,07
0,07
0,06
0,04
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,18
0,03
0,09
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,09
0,09
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,09
0,00
0,09
0,07
0,00
0,00
0,09
0,07
0,08
0,04
0,00
0,12
0,02
0,00
0,00
0,13
0,10
0,06
0,00
0,04
0,08
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,09
0,08
0,00
0,02
0,00
0,00
0,03
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,13
0,10
0,08
0,07
0,07
0,05
0,05
0,04
0,03
0,01
0,01
0,01
0,00

0,00
0,00
0,10
0,00
0,09
0,00
0,00
0,16
0,00
0,00
0,06
0,04
0,05
0,00
0,00
0,00
2,52
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
10,99
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,14
0,00
0,00
0,07
0,02
0,00
0,15
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
1,83
0,00
0,00
0,00
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
18,92



Anaerolineaceae
Hyphomicrobium
Thermomonas
Alkanindiges
Bacteroidetes_vadinHAL7
BD1-7_clade
Calditrichaceae
Xanthobacteraceae
Niabella
Hyphomicrobiaceae
Sandaracinaceae
Steroidobacteraceae
Dietzia

Piscinibacter
Saccharimonadaceae
Tetrasphaera

SB-5

Rhizorhapis
Phaselicystis
Ellin6067

Taibaiella

oLB8
Defluviimonas
Sulfuritalea
Leptolinea
Sphingomonadaceae
Marmoricola
Ferruginibacter
Rhodobacter
Citrifermentans
PHOS-HE36
Sphingobium

Adb

Alicycliphilus
Treponema
Alkaliflexus
Candidatus_Omnitrophus
Runella
Thermoanaerobaculum
AAP99
Pirellulaceae
Lacihabitans
Anaerostipes
Myxococcaceae
Luteimonas
Nocardioides
Limnobacter
Vicinamibacteraceae
Rubinisphaeraceae
Anaeromyxobacter
Erysipelotrichaceae
Fluviicoccus
ADurb.Bin118
Ahniella

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,32
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,11
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,34
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

2,69
2,55
2,33
2,06
1,50
1,19
1,18
0,85
0,78
0,52
0,51
0,46
0,30
0,29
0,25
0,25
0,20
0,19
0,19
0,18
0,14
0,14
0,13
0,11
0,10
0,09
0,09
0,09
0,08
0,07
0,06
0,06
0,06
0,05
0,05
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
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1,26
1,12
1,58
1,45
1,42
1,54
0,90
0,78
0,17
0,14
0,98
0,38
0,07
0,31
0,86
0,00
0,10
0,21
0,14
0,08
0,09
0,06
0,11
0,19
0,18
0,06
0,00
0,04
0,34
0,07
0,06
0,02
0,07
0,00
0,00
0,00
0,13
0,07
0,06
0,05
0,02
0,10
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,29
0,14
0,12



Cephaloticoccus
Emticicia
Rhizobiaceae
Edaphobaculum
Haliangium
Caldisericum
SR-FBR-L83
Aurantisolimonas
BSV40

AKYH767

BSV26
Chitinivorax
Pajaroellobacter
Pedosphaeraceae_EIlin516
Spirosomaceae
Nitrosococcaceae
Syner-01
Pararhodospirillum
RBG-16-49-21
Leucobacter
Lactivibrio
Allochromatium
Acetobacteraceae
Candidatus_Xiphinematobacter
Microtrichaceae
Thermovirga
Microvirga
Anaerovoracaceae
Candidatus_Protochlamydia
Porphyrobacter
Chlorobium
Flexilinea
Aminiphilus
Limnothrix
ADurb.Bin063-1
Dyadobacter
Eubacterium
DMERG64
Parapusillimonas
Syntrophorhabdus
Endomicrobium
Streptococcaceae
Exiguobacterium
Arcobacteraceae
Trichlorobacter
Prevotellaceae_ UCG-001
Beggiatoa
Anaerosporomusa
UBA1819
Succinispira
Deferribacteraceae
Propioniciclava
Thiomonas
Erysipelotrichaceae_ UCG-003

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,29
0,13
0,06
0,05
0,04
0,04
0,04
0,03
0,02
0,01
0,01

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,14
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,66
1,54
0,59
0,40
0,32
0,28
0,26
0,18
0,18
0,16
0,16
0,14
0,13
0,12
0,08
0,05
0,05
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,19
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,56
0,13
0,00
0,08
0,86
0,00
0,00
0,00
0,09
0,00
0,10
0,00
0,07
0,00
0,38
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,23
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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0,11
0,09
0,07
0,06
0,06
0,04
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00



Prevotellaceae_ UCG-004
Alishewanella
Anaerovorax
Blastocatellaceae
Butyricicoccus
Camelimonas
Desulfarculaceae
Elizabethkingia
Fretibacterium
Gallicola
IMCC26134
JGI-0000079-D21
Magnetospirillaceae
Methylomonadaceae
Methylomonas
Paludibacterium
Pseudarcicella
Rheinheimera

S50 _wastewater-sludge_group
Selenomonadaceae
Silanimonas
Solitalea
Sphingoaurantiacus
Sporichthyaceae
Stenotrophomonas
Tabrizicola
Tannerellaceae
Thiovirga
Veillonellaceae

0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,03
0,29
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,06
0,00
0,00
0,02
0,05
0,03
0,05
0,00
0,00
0,00
0,02
0,34
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Fonte: NGS Solucfes Gendmicas

AbreviagBes: EEBII = Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de Tratamento Il ; SLFII = Saida da Lagoa Facultativa da
Estagdo de Tratamento I1; SETII = Saida do Esgoto Tratado da Estagao de Tratamento I1; EEBIII = Entrada Esgoto
Bruto da Estagdo de Tratamento Il V; SLFIII = Saida da Lagoa Facultativa da Estacdo de Tratamento I11; SETIII
= Saida do Esgoto Tratado da Estacdo de Tratamento I11; EEBIV = Entrada Esgoto Bruto da Estacdo de Tratamento
IV; STAIV = Saida do Tanque de Aeragdo da Estacdo de Tratamento IV; SETIV = Saida do Esgoto Tratado da

Estacdo de Tratamento 1V
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ANEXO D : Halo de inibigdo expresso em mm paraa ETE 11, 111 e IV de acordo com 0

PdC, realizadas para o Outono, Inverno e Primavera de 2022 e Verao de 2023

Halo de Inibi¢do (mm)

ETE  PdC Outono Inverno
p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim
EEB(1) 0 17 7 33 8 0 0 35 29 0 24 34 19 32 10 19 12 34 12 0 O 34 29 0 20 30 18 29
EEB(2) 13 17 17 18 30 19 18 11 21 0 19 0 O 15 25 30 21 22 40 37 19 30 17 0 8 19 13 34
" SLF() 0 17 0 28 0 0O 0O 33 29 0 23 31 19 33 13 28 17 22 33 21 20 0 27 0 20 O 10 13
SLF(2) 0 15 8 30 8 0 0 3 27 0 20 30 18 30 0 20 17 32 11 0 0 34 29 0 34 30 18 27
SET(1) 0 18 0 30 38 23 22 35 23 28 31 36 10 29 0 20 19 34 0 0O 0 32 28 0 18 28 14 30
SET(2) 0 16 6 32 0 0 0 32 23 0 18 27 17 28 0 20 18 35 15 0 0 34 26 0 19 32 16 30
EEB(1) 0 15 7 38 11 0 O 34 29 0 19 33 18 30 0 19 6 33 0 0O O 37 27 0 14 27 17 23
EEB(2) 0 O 11 18 8 0 O O 39 10 0O 0 23 0 30 15 27 20 20 22 30 32 30 0 30 9 17 40
" SLF(1) 12 28 15 33 17 0 0 31 25 O 0 18 38 43 18 25 49 40 23 24 23 37 18 24 49 20 50
SLF2) 0 0 0 0 O O O 30 40 O 13 25 38 0 19 15 38 0 0 0 40 29 0 13 33 0 32
SET(1) 35 25 46 38 40 29 27 36 29 30 22 40 15 40 0 17 20 37 24 0 0 39 24 0 25 30 15 7
SET(2) O 10 0 0 0O O 13 28 0 O O 19 0O 15 22 18 11 32 21 20 12 21 O 19 0 9 14
EEB(1) O 8 3 10 0 0 17 15 0 32 36 23 O 24 17 23 32 21 20 14 22 0 18 0 8 15
EEB (2) 25 40 32 35 31 27 0 28 0 21 40 0 33 17 9 34 0 0 0 35 25 0 22 30 11 26
v STA(1) 0 22 0 29 10 0 0O 34 24 0 13 32 21 29 30 0 40 35 35 20 22 0 25 0 24 40 10 38
STA(2) 0 21 9 15 8 0 O 35 28 0 27 18 18 0 20 0 38 0 0O O 34 30 0 23 33 23 33
SET(1) 20 21 20 0 0 7 0 24 38 0 12 20 31 0 7 18 36 0 0 0 36 28 0 24 35 20 23
SET(2) 19 28 18 34 0 0 0 27 37 0 O 14 23 36 0 17 18 30 0 0 0 33 27 0 23 29 17 30
ETE  PdC Primavera _ Veréo _
p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim p s rd sxt e tec va cro tob ox f w pb tim
EEB(1) 0 18 0 30 8 0 O 33 26 0 17 29 18 33 21 28 23 27 27 18 19 23 33 16 18 28 0 37
EEB(2) 0 15 10 0 0 0O O 18 32 0 O 0 19 O 10 16 20 28 30 20 20 8 25 0 23 0 8 14
. SLF(1) 0 19 0 31 0 0 0 34 29 0 22 30 18 28 9 12 18 12 0 O 40 18 0 27 0 17 9
SLF() 22 23 16 29 0 8 12 22 31 0 18 10 20 35 17 11 28 13 0 0 32 29 0 13 25 0 29
SET(1) 40 28 24 34 26 21 24 30 34 15 19 30 18 40 11 10 8 30 0 0 0 19 32 0 13 9 18 29
SET(2) 28 12 0 0 34 24 23 30 28 0 27 0 9 36 19 20 18 0 O O 15 26 27 11 19 10 18 34
EEB(1) 0 16 10 30 10 0 O 34 27 0 21 29 17 26 0 15 8 32 0 0 33 24 0 18 29 19 29
EEB(2) 24 14 38 30 26 23 26 26 16 0O 18 38 9 34 23 0 0 O 16 22 21 0 10 0 18 27 0 31
" SLF(l) 0 14 0 32 11 0 0 36 26 0 23 29 27 28 16 2215 0 O 10 9 20 36 0 11 11 19 30
SLF(@2) 29 0 36 24 13 16 24 21 15 0 15 30 0 36 12 28 22 12 19 22 0 O O 12 31 0 23
SET(1) 36 24 38 37 14 23 26 17 36 9 27 36 20 40 18 19 0 0 0 12 28 29 0 21 0 13 35
SET(2) 23 22 36 38 40 27 28 34 15 0 25 20 15 36 23 12 0 0 30 23 23 28 31 0 23 0 8 31
EEB(1) 24 22 26 33 29 10 16 28 32 0 15 12 21 36 O 18 0 32 0 O O 31 28 0 16 32 18 28
EEB(2) 30 20 30 37 33 24 24 10 30 14 27 30 18 35 18 27 37 18 16 16 18 11 42 0 22 0 21 25
Iv. STA(1) 0 17 0 29 9 0 0 33 26 0 22 2516 30 0 15 0 27 0 O O 30 23 0 17 23 15 23
STA(2) 0 17 13 27 13 0 O 17 26 0 O 13 16 19 14 19 0 30 16 0 0 20 31 0 17 15 21 25
SET(1) 15 0 18 30 0 O 10 23 31 0 11 12 26 24 0 0 10 O O 0 O O O O 10 O 9 17
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SET(2) 22 0 20 31 20 21 20 0O 16 0 23 28 0 30 30 0O 15 18 30 28 25 0 20 0 22 21 0 37

Fonte: Autoria Propria
Abreviagdes: ETE = Estacéo de Tratamento de Esgoto; PdC = Ponto de Coleta; EEB = Entrada Esgoto Bruto; SLF

= Saida da Lagoa Facultativa; STA = Saida do Tanque de Aeracdo; SET = Saida do Esgoto Tratado; p = peniciling;
s = estreptomicina; rd = rifampicina; sxt = sulfametoxazol/trimetoprima; e = eritromicina; tec = teicoplanina; va
= vancomicina; cro = ceftriaxona; tob = tobramicina; ox = oxacilina; f = nitrofurantoina; w = trimetoprima; pb =

polimixina B; tim = ticarcilina/acido clavulanico
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ANEXO E: Valores de referéncia avaliados em Resistente, Intermediario e Sensivel
para cada disco de difusdo de antibiotico em determinada concentracéo, de acordo com

0 microrganismo

Halo de Inibi¢do (mm)

Sigla Antibidtico Concentragdo Classificacdo do MO . | S
Acinetobacter spp. <28 - >29
Staphylococcus spp. <28 — >29
p Penicilina 10pg Enterococcus spp. <14 — >15
Streptococcus pneumoniae <19 - >20
Streptococcus spp. <3 - >24
S Estreptomicina 10pg Enterobactérias <11 12-14 >15
Staphylococcus spp. <16 17-19 >20
rd Rifampicina SHg Enterococcus spp. <16 17-19 >20
Streptococcus pneumoniae <16 17 —-18 >19
Enterobactérias <10 11-15 >16
Acinetobacter spp. <10 11-15 >16
sxt Sulfametoxazol 2519 Staphylococcus spp. <10 11-15 >16
Trimetoprima _ = >
Streptococcus pneumoniae <15 16 —18 >19
Vibrio cholerae <10 11-15 >16
Staphylococcus spp. <13 14-22 >23
e Eritromicina 159 Enterococcus spp. . <13 14—-22 >23
Streptococcus pneumoniae <15 16 — 20 >21
Streptococcus spp. <15 16 — 20 >21
tec Teicoplanina 30ug Staphylococcus spp. <10 11-13 >14
Enterococcus spp. <10 11-13 >14
Staphylococcus spp. <14 - >15
va \Vancomicina 30ug Enterococcus spp. . <14 15-16 >17
Streptococcus pneumoniae <16 - >17
Streptococcus spp. <16 - >17
Enterobactérias <19 2022 >23
Pseudomonas aeruginosa <I3 14-20 >21
cro Ceftriaxona 30ug Acinetobacter spp. <13 14-20 >21
Staphylococcus spp. <21 22-23 >24
Streptococcus spp. <24 25-26 >27
Enterobactérias <12 13- 14 >15
tob Tobramicina 10g Pseudomonas aeruginosa <12 13—-14 >16
Acinetobacter spp. <12 13-14 >17
Staphylococcus spp. <12 13-14 >18
Staphylococcus spp. <17 - >18
0X Oxacilina lug Streptococcus pneumoniae <19 - >20

Staphylococcus aureus <10 11-12 >13



Enterobactérias

f Nitrofurantoina 300ug Staphylococcus spp.
Enterococcus spp.
. . Enterobactérias
w Trimetoprim 5ug
Staphylococcus spp.
pb Polimixina B 300ug Pseudomonas aeruginosa
Enterobactérias
. Ticarcilina/ Pseudomonas aeruginosa
&cido clavuléanico .
tim 8549 Acinetobacter spp.

Staphylococcus spp.

<14
<14
<14
<10
<10
<11

<14
<15
<14
<2

15-16
15-16
15-16
11-15
11-15
15-19
16 —23
15-19

>17
>17
>17
>16
>16
>12

>20
>24
>20
>23

97

Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute
Abreviagdes: R = Resistente; | = Intermediéario; S = Sensivel
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ANEXO F: Estatistica ANOVA aplicado em parametros fisico — quimicos dos anos de
2019, 2020 e 2021

Varidvel Tipo  Ano Media PP
1 " v I 1" v
AF 2019 0,046c 0,069b 0,101a 0,008 0,004 0,006
AF 2020 0,033a 0,115a 0,054a 0,03 0,151 0,064
Bamg.L-1 AF 2021 0,025b 0,056a 0,063a 0,002 0,007 0,001
EF 2019 0,029a 0,063a N.R 0,001 0,033 N.R
EF 2020 0,026a 0,109a 0,046a 0,025 0,243 0,053
EF 2021 0,012b 0,030a 0,045a 0,006 0,004 0,006
AF 2019 0,038a 0,026a 0,024a 0,006 0,000 0,011
AF 2020 0,016 0,016 0,016 0,000 0,000 0,000
AF 2021 0,018a 0,044a 0,035a 0,003 0,002 0,021
B mg.L-1 EF 2019 0,045a 0,033a NR 0,002 0,008 N.R
EF 2020 0,016 0,016 0,016 0,000 0,000 0,000
EF 2021 0,018b 0,034a 0,018b 0,002 0,005 0,003
AF 2019 0,042a 0,026a 0,036a 0,029 0,011 0,008
AF 2020 0,018a 0,018a 0,019a 0,000 0,000 0,001
Cumg.L-1 AF 2021 0,018 0,018 0,018 0,000 0,000 0,000
EF 2019 0,018a 0,031a N.R 0,000 0,023 N.R
EF 2020 0,018 0,018 0,018 0,000 0,000 0,000
EF 2021 0,018 0,018 0,018 0,000 0,000 0,000
AF 2019 622a 434 a 742 a 384 336 508
AF 2020 339a 370a 431a 54 19 1
DBO (5 dias) AF 2021 529a 491 a 483 a 241 199 81
EF 2019 78a 152a N.R 34 189 N.R
EF 2020 121a 90a 88a 57 52 24
EF 2021 140a 128 a 108 a 40 8 11
AF 2019 0,136a 0,063a 0,124a 0,070 0,020 0,030
AF 2020 0,011a 0,003a 0,012a 0,006 0,000 0,013
Fenol mg.L-1 AF 2021 0,083a 0,060a 0018a 0,064 0,030 0,021
EF 2019 0,023a 0,073a N.R 0,028 0,091 N.R
EF 2020 0,019a 0,003a 0,022a 0,023 0,000 0,027
EF 2021 0,004a 0,051a 0,020a 0,001 0,031 0,021
AF 2019 0,149a 0,286a 0,242a 0,012 0,004 0,134
AF 2020 0,69a 1,062a 0,704a 0,177 0,135 0,162
Fe Dissolvido mg.L-1 AF 2021 1272a 0,766a 0,629a 1,759 0,151 0,291
EF 2019 0,070a 0,138a N.R 0,037 0,118 N.R
EF 2020 0,213a 0,720a 0594a 0,290 0,084 0,180



Mn Dissolvido mg.L-1

SSmg.L-1

pH

Znmg.L-1

Fluoreto mg.L-1

Hg Total pg/L

Cianeto mg.L-1

Oleos e Graxas Totais mg.L-1

EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF

2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019

0,540 a
0,032 a
0,080 a
0,067 a
0,044 a
0,068 a
0,076 a
0,125a
0,167 a
2,350 a
0,550 a
0,300 a
0,250 a
7,1a
76a
7,8a
7,8a
79a
75a
0,146 a
0,142 a
0,249 a
0,081 a
0,073 a
0,211a
24a
0,6b
18a
09a
09a
10a
0,0la
0,0la
0,01
0,0la
0,02a
0,01
0,005
0,008 a
0,005
0,005
0,007 a
0,005
330a

0,238 a
0,044 a
0,09 a
0,043 a
0,027 a
0,112 a
0,038 a
0,550 a
3,750 a
5,750 a
3,067 a
0,100 a
0,200 a
7,0
6,9a
70a
7,4a
7,8a
7,3a
0,177 a
0,166 a
0,251 a
0,112 a
0,100 a
0,148 a
34a
0,8a
0,6b
1,7a
0,7b
0,8a
0,0la
0,0la
0,01
0,0la
0,0la
0,01
0,005
0,008 a
0,005
0,005
0,007 a
0,005
32,0a

1,256 a
0,040 a
0,085 a
0,044 a
N.R
0,084 a
0,048 a
0,375
4,750 a
0,208
N.R
3,450 a
6,250 a
6,9a
70a
6,9 a
N.R
7,2a
7,0a
0,244 a
0,170 a
0,157 a
N.R
0,129 a
0,165 a
15a
0,6 ab
05b
N.R
06b
0,7 a
0,02a
0,01a
0,01
N.R
0,01a
0,01
0,005
0,007 a
0,005
N.R
0,009 a
0,005
1385a

0,685
0,006
0,016
0,034
0,021
0,045
0,092
0,707
0,707
2,333
0,636
0,283
0,212
0,6
0,1
0,5
1,3
0,4
0,0
0,037
0,064
0,221
0,021
0,047
0,216
0,1
0,0
0,1
0,3
0,0
0,1
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,000
0,004
0,000
0,000
0,002
0,000
19,8

0,127
0,001
0,024
0,000
0,010
0,035
0,001
0,212
0,354
1,061
2,499
0,000
0,141
0,1
0,0
0,1
0,9
0,2
0,1
0,011
0,130
0,057
0,072
0,086
0,018
4,1
0,0
0,2
0,9
0,1
0,1
0,00
0,00
0,00
0,02
0,01
0,00
0,000
0,004
0,000
0,000
0,002
0,000
8,5

1,350
0,014
0,041
0,008
N.R
0,023
0,038
5,657
2,475
1,414
N.R
3,606
6,718
0,1
0,1
0,1
N.R
0,1
0,4
0,112
0,098
0,015
N.R
0,022
0,091
0,2
0,0
0,3
N.R
0,1
0,1
0,02
0,00
0,00
N.R
0,00
0,00
0,000
0,002
0,000
N.R
0,005
0,000
169,0
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AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF
AF
AF
AF
EF
EF
EF

Sulfeto Total mg.L-1

Sulfato mg.L-1

2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021
2019
2020
2021

64,5 a
47,5a
145a
175a
10,0
6,245 a
0,025a
0,014 a
0,444 a
0,027 a
0,02a
102,03 a
8,23 a
24,67 a
26,45 a
16,69 a
29,76 a

92,0a
510a
123 a
10,0
10,0
0,347 a
0,023 a
0,004 a
0,007 b
0,031a
0,007 a

351,80 a

2290 a
2581a
67,32 a
19,67 a
24,17 a

102,0a
60,0 a
N.R
155a
10,0
3,767 a
0,021 a
0,039 a
N.R
0,021a
0,009 a
54,25 a
30,03 a
36,31a
N.R
26,00 a
60,28 a

70,0
46,0
6,4
10,6
0,0
7,715
0,002
0,018
0,593
0,018
0,026
85,17
7,46
4,99
6,58
1,39
20,41

9,9
31,1
4,0
0,0
0,0
0,341
0,025
0,001
0,010
0,020
0,001
468,53
0,49
4,23
65,59
10,84
2,80

2,8
49,5
N.R
7,8
0,0
3,794
0,018
0,036
N.R
0,011
0,008
15,63
17,64
15,91
N.R
29,70
4,19

Fonte: SAAEB
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Abreviacdes: B = Bério; B = Boro; Cu = Cobre; DBO = Demanda Bioguimica de Oxigénio; Fe = Ferro; Mn =
Manganés; SS = Sélidos Suspensos Totais; Zn = Zinco; Hg = Mercurio; AF = Afluente; EF = Efluente; DP =

Desvio Padrao.



