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RESUMO 

A pesquisa caracterizou a comunidade bacteriana desenvolvida em filtros biológicos 

percoladores (FBPs) utilizados no pós-tratamento de efluente de reator UASB. Os FBPs 

apresentavam configurações similares, porém um era preenchido por placas de polietileno e o 

outro, por placas intercaladas com espumas de poliuretano. O FBP de espuma apresentou 

maior retenção de biomassa e maiores eficiências de remoção de matéria orgânica carbonácea 

e íon amônio. Relações alimento/micro-organismo (g de DQOsolúvel /g de STV.d) estimadas 

para cada reator mostraram que as condições nutricionais eram mais escassas no FBP de 

espuma em virtude do maior acúmulo de biomassa nos seus compartimentos. Análises de 

pirosequenciamento mostraram que a comunidade bacteriana desenvolvida em cada reator foi 

completamente diferente, embora o filo predominante em ambos tenha sido Proteobacteria. 

No FBP de espuma, outros filos abundantes foram Verrucomicrobia e Planctomycetes, que 

incluem, respectivamente, bactérias oligotróficas de lento crescimento e com estrutura celular 

complexa, características de organismos K-estrategistas. No FBP de placa, entretanto, os 

outros grupos mais abundantes eram o filo Acidobacteria e a classe Clostridia, esta última 

conhecida por incluir bactérias generalistas de crescimento rápido, característica de 

organismos r-estrategistas. Dentro do ciclo do nitrogênio, o grupo predominante foi o de 

bactérias desnitrificantes. As abundâncias relativas de nitrificantes foram maiores no FBP de 

placa, entretanto, em termos absolutos, o meio-suporte de espuma teve maior quantidade 

dessas bactérias em virtude de sua maior capacidade de retenção de sólidos. A coexistência de 

nitrificantes, anammox e desnitrificantes nos compartimentos do FBP de espuma significa que 

diferentes vias metabólicas estavam envolvidas na remoção de compostos nitrogenados. 

Variações nas estruturas da comunidade bacteriana em geral, inclusive nas de AOB e de 

desnitrificantes, foram atribuídas principalmente às reduções nas concentrações de substratos 

(matéria orgânica, íon amônio, etc.) ocorridas ao longo dos compartimentos e ao longo do 

tempo. Conclui-se que o meio-suporte de espuma promoveu maior retenção de micro-

organismos e diversificação de condições ambientais no FBP, selecionando uma biomassa 

essencialmente constituída por micro-organismos de crescimento lento, mais eficiente na 

remoção de compostos orgânicos e nitrogenados, resultando no aprimoramento do sistema 

UASB-FBP. 
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ABSTRACT 

The study characterized the bacterial community developed in trickling filters (TF) used in the 

post-treatment of UASB reactor effluent. The TF had similar configurations, but one was 

filled with plates of polyethylene and the other, interspersed plates with polyurethane 

sponges. The sponge-TF showed higher biomass retention and higher removal efficiency of 

carbonaceous organic matter and ammonium ion. Food/ microorganism relationships (g 

CODsoluble / g TVS.d) estimated for each reactor showed that the nutritional conditions were 

scarcer in sponge-TF due to the higher biomass accumulation in their compartments. 

Pyrosequencing analyzes showed that bacterial community developed in each reactor was 

completely different, even though the predominant phylum has been Proteobacteria in both 

reactors. In the sponge-TF, other abundant phyla were Verrucomicrobia and Planctomycetes, 

which include, respectively, slow-growing oligotrophic bacteria and bacteria with complex 

cell structure, characteristics of K-strategist organisms. However in plate-TF, the other 

abundant groups were Acidobacteria phylum and Clostridia class, the latter known to include 

generalist fast-growing bacteria, characteristics of  r-strategist organisms. Within the nitrogen 

cycle, the predominant group was the denitrifying bacteria. The relative abundances of 

nitrifying were higher in TF-plate, however, in absolute terms, sponge packing media retained 

greater amount of bacteria because of its greater capacity for solids retention. The coexistence 

of nitrifying, denitrifying and anammox in sponge-TF compartments means that different 

metabolic pathways were involved in the removal of nitrogenous compounds. Variations in 

the structures of the bacterial community in general, including in the AOB and denitrifying, 

were attributed primarily to reductions in the concentrations of substrates (organic matter, 

ammonium ion, etc.) occurring along the compartments and over time. We conclude that the 

sponge packing media promoted greater retention of micro-organisms and diversification of 

environmental conditions in the TF, selecting a biomass primarily constituted of slow-

growing microorganisms, more efficient in the removal of organic and nitrogen compounds, 

resulting in enhancement of UASB-TF system. 
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1 INTRODUÇÃO 

A ampliação de serviços de tratamento de esgotos ainda é uma demanda constante para 

universalização dos serviços de saneamento no Brasil. Nos processos de decisão e escolha de 

tecnologias para o tratamento de esgotos sanitários, as agências de fomento têm buscado 

pesquisas que associem o desenvolvimento de tecnologias simplificadas e sustentáveis, 

compatíveis com o contexto econômico do país. 

Uma tecnologia simplificada de tratamento de esgoto doméstico bem-sucedida no Brasil tem 

sido os reatores anaeróbios de manta de lodo e fluxo ascendente, conhecidos como UASB, 

que apresentam as seguintes vantagens em relação a processos aeróbios de tratamento de 

esgotos: menor produção de lodo, baixo consumo energético, baixa demanda de área, baixos 

custos de operação, entre outras. Apesar das vantagens, os efluentes de reatores UASB ainda 

necessitam de etapa posterior de tratamento para remoção de matéria orgânica residual e de 

compostos nitrogenados, com vistas ao atendimento a padrões de lançamento de efluentes 

exigidos pela legislação ambiental. 

Uma alternativa de pós-tratamento de efluentes de reatores UASB, promissora no contexto do 

Brasil, é o uso de filtros biológicos percoladores (FBP). Experiências práticas têm mostrado o 

potencial do sistema UASB/FBP em atender os padrões de lançamento preconizados pelas 

legislações ambientais vigentes (ALMEIDA, 2012). Embora os FBPs apresentem potencial 

para redução da carga orgânica presente nos efluentes de reatores UASB, a tecnologia ainda 

precisa ser aprimorada para a remoção de agentes poluidores como o nitrogênio-amoniacal 

(N-NH4
+
) ou íon amônio (NH4

+
). Como se trata de um sistema fundamentalmente biológico, o 

conhecimento das comunidades microbianas contidas nos biofilmes e das dinâmicas de 

substratos nos efluentes é essencial para compreensão dos processos metabólicos, o que 

permitiria aprimoramento do sistema de tratamento. 

Para a melhor compreensão e identificação dos principais fatores que influenciam na 

nitrificação em FBPs pós-reatores UASB, vários estudos têm sido realizados no CePTS 

(Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento) da UFMG, localizado na ETE Arrudas – 

COPASA (Belo Horizonte/MG). Dentre eles, destacam-se o de Almeida (2009), que avaliou o 

desempenho de FBPs preenchidos com diferentes tipos de meio suporte no pós-tratamento de 

reator UASB e o de Missagia (2010), que realizou estudo da comunidade microbiana 
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desenvolvida nesses FBPs. Baseados nestes estudos, estratégias foram sugeridas para 

simplificação operacional de FBPs, bem como para aperfeiçoar o processo de nitrificação no 

sistema, tais como: o aumento da altura do compartimento reacional, aplicação de cargas 

orgânicas volumétricas menores (abaixo de 0,25 kg DBO/ m
3
.d), uso de meio-suporte 

inovador para retenção de biomassa e remoção de decantadores secundários. 

Tais estratégias foram, então, aplicadas nos FBPs do presente estudo, sendo um deles 

preenchido com meio-suporte convencional (placas de polietileno), no qual a biomassa cresce 

aderida superficialmente, e outro, constituído por espumas de poliuretano, no qual a biomassa 

cresce intersticialmente. De fato, o meio-suporte de espuma promoveu o aprimoramento na 

remoção de compostos orgânicos e nitrogenados no pós-tratamento de efluentes de reatores 

UASB (ALMEIDA, 2012).  

No campo da ecologia microbiana, ainda há um vasto mundo a ser conhecido. As ferramentas 

de biologia molecular têm proporcionado um grande avanço na microbiologia, uma vez que 

novos micro-organismos têm sido descobertos por meio de sequências de DNA isoladas de 

diversos ambientes. O conhecimento dos micro-organismos é fundamental para se 

compreender em um nível mais aprofundado o funcionamento dos ecossistemas, 

especialmente os sistemas de tratamento biológico de efluentes. Sob essa perspectiva, este 

trabalho buscou contribuir na compreensão da comunidade bacteriana que ocorre em filtros 

percoladores no pós-tratamento de efluente anaeróbio e como o tipo de meio-suporte 

influencia no seu comportamento e, portanto, no funcionamento do sistema de tratamento. 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar a comunidade bacteriana responsável pela conversão/remoção de matéria 

orgânica e compostos nitrogenados em dois filtros biológicos percoladores (um preenchido 

com meio-suporte de espuma e outro, com meio-suporte de placas), utilizados no pós-

tratamento de efluente de reator UASB tratando esgoto sanitário. 
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2.2 Objetivos específicos 

 Analisar a retenção de biomassa e a distribuição de substratos (matéria orgânica, 

compostos nitrogenados, oxigênio dissolvido, alcalinidade) nos dois diferentes tipos de 

meio-suporte; 

 Caracterizar a comunidade bacteriana desenvolvida em cada tipo de meio-suporte, e 

especificamente aqueles micro-organismos envolvidos no ciclo do nitrogênio; 

 Avaliar a influência das concentrações de substratos na estrutura da comunidade 

bacteriana ao longo da profundidade do FBP de espuma; 

 Avaliar a influência das concentrações de substratos na estrutura da comunidade 

bacteriana ao longo do tempo no FBP de espuma 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 O ciclo microbiano do nitrogênio 

O nitrogênio gasoso (N2), apesar de ser o componente mais abundante da atmosfera, é a forma 

mais estável do nitrogênio e somente alguns micro-organismos são capazes de utilizá-lo como 

fonte de nitrogênio celular através da fixação biológica (N2 + 8 H     2NH3 + H2) (etapa 7 da 

Figura 3.1). O processo é favorecido em ambientes com pouca disponibilidade de nitrogênio e 

parece não ser relevante em sistemas de tratamento de águas residuárias (KAMPSCHREUR 

et al., 2009). O NH4
+
 presente nas águas residuárias é oriundo principalmente de processos de 

decomposição da matéria orgânica nitrogenada, conforme descrito no item 3.1.1. 

Figura 3.1 – Esquema dos processos biológicos envolvidos no ciclo do nitrogênio 

 
(1) Oxidação aeróbia do íon amônio (AOA e AOB autotróficas e heterotróficas); (2) oxidação aeróbia 
de nitrito (NOB); (3) redução de nitrato a nitrito (micro-organismos desnitrificantes); (4) redução de 
nitrito a óxido nítrico (AOB e desnitrificantes); (5) redução de óxido nítrico a óxido nitroso 
(desnitrificantes); (6) redução de óxido nitroso a dinitrogênio gasoso (desnitrificantes); (7) fixação de 
dinitrogênio gasoso (não relevante na maioria dos sistemas de tratamento de águas residuárias); (8) 
oxidação anaeróbia de amônio a nitrito e nitrogênio gasoso (Anammox); Nitrificação completa 
compreende as etapas 1 e 2. Desnitrificação completa compreende as etapas 3 a 6. Alguns micro-
organismos são capazes de reduzir nitrito a íon amônio (redução dissimilatória de nitrato ou nitrito a 
amônio). Fonte: KAMPSCHREUR et al., 2009 

3.1.1 Amonificação 

Compostos orgânicos nitrogenados são substâncias frequentemente lançadas nas águas 

residuárias sanitárias, sendo encontrados nos resíduos fecais e de alimentos. As proteínas, um 

dos principais componentes das águas residuárias (40 A 60%; VON SPERLING, 2005), são 

colóides, insolúveis em água, e sofrem hidrólise pela ação de enzimas bacterianas, liberando 
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os aminoácidos. Outro importante composto orgânico de nitrogênio é a uréia (H2NCONH2), 

que constitui o maior componente da urina. Durante a decomposição de aminoácidos, uréia e 

nucleotídeos (originários da degradação de ácidos nucléicos) ocorre a liberação de grupos 

amina, processo denominado de amonificação. A amonificação resulta na produção de 

nitrogênio reduzido sob duas formas: amônia não ionizada (NH3) e amônia ionizada ou íon 

amônio (NH4
+
). A quantidade de cada forma é dependente do pH, sendo que em valores de 

pH menores que 9, a maior parte do nitrogênio reduzido está na forma de NH4
+
. 

Aproximadamente 60% dos resíduos nitrogenados em ETE estão na forma orgânica e 40 % na 

forma inorgânica, sendo que na maioria das estações de tratamento as concentrações de 

nitrogênio amoniacal afluente estão entre 25 e 30 mg/L (GERARDI, 2006). Amônia ionizada 

(NH4
+
) não é tóxica e é consumida por bactérias preferencialmente como nutriente. Por outro 

lado, a amônia (NH3) é tóxica, podendo afetar a saúde de peixes em concentrações acima de 

0,02 mg/L, sendo letal em concentrações entre 0,70 a 2,40 mg/L (PEREIRA & MERCANTE, 

2005). Águas residuárias também contêm diferentes espécies de fósforo que, juntamente com 

os compostos nitrogenados, podem causar eutrofização devido ao crescimento excessivo de 

algas. 

3.1.2 Nitrificação 

A remoção de N-amoniacal em águas residuárias geralmente é feita por processos biológicos 

de nitrificação (etapas 1 e 2 da Figura 3.1) e desnitrificação (etapas 3 a 6 da Figura 3.1). A 

nitrificação é uma etapa conduzida por dois grupos microbianos distintos: AOB (Ammonium 

Oxidizing Bacteria, ou bactérias oxidadoras de amônia) e NOB (Nitrite Oxidizing Bacteria, 

ou bactérias oxidadoras de nitrito). Bactérias nitrificantes são organismos de vida livre, 

encontrados no solo e na água, entrando nos sistemas de tratamento através das águas 

residuárias e por infiltração. Ambos os grupos são aeróbios e de metabolismo 

quimiolitoautotrófico, obtendo energia para atividade celular a partir da oxidação de 

compostos químicos (AOB a partir da oxidação da amônia, NOB a partir da oxidação de 

nitrito) e carbono para síntese celular a partir de uma fonte inorgânica, no caso CO2 na forma 

de alcalinidade bicarbonato (HCO3
-
) (GRAAF et al., 1995; GERARDI, 2006). Não obstante, 

algumas amostras de NOB apresentam crescimento mixotrófico, sendo capazes de utilizar 

compostos orgânicos como fonte de carbono (DAIMS et al., 2001). 

Com relação aos grupos microbianos envolvidos na nitrificação, a oxidação da amônia 

ionizada era frequentemente associada à atividade dos gêneros Nitrosomonas e Nitrosococcus, 
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enquanto que a oxidação do NO2
-
 era atribuída à atividade do gênero Nitrobacter. Com o 

advento das técnicas de biologia molecular, novos gêneros foram identificados e reportados 

como os responsáveis pelos processos. Entre eles destacam-se os gêneros Nitrosospira, 

Nitrosovibrio e Nitrosolobus na oxidação íon amônio, e os gêneros Nitrospira, Nitrospina, 

Nitrococcus e Nitrocystis na oxidação de nitrito (AHN, 2006). 

Nos mais diversos ambientes, a comunidade de NOB apresenta diversidade menor que a 

comunidade de AOB. O grupo das NOB inclui os gêneros Nitrobacter (Classe 

Alphaproteobacteria), Nitrococcus (Classe Gammaproteobacteria), Nitrospina (Classe 

Deltaproteobacteria) e Nitrospira, que corresponde um filo à parte, não filogeneticamente 

relacionado aos outros gêneros. Nitrococcus e Nitrospina constituem NOB de ambientes 

marinhos, enquanto Nitrobacter é o gênero dominante em solos. Embora o gênero Nitrospira 

tenha sido encontrado inicialmente em ambientes marinhos, vários estudos detectaram este 

gênero em outros ambientes (aquários de água doce, reatores de leito fluidizado, biofilmes 

removendo fósforo e lodos ativados), como também foi observado que esse gênero de NOB 

era o predominante (DAIMS et al., 2001; DIONISI et al., 2002). 

Schramm et al. (1999), analisando a nitrificação em biorreator nitrificante por meio de 

hibridação in situ fluorescente (FISH) e microssensores para avaliação das concentrações de 

substratos, observaram que os valores de Ks para Nitrosospira foram 40 mM de íon amônio e 

para Nitrospira, 10 mM de nitrito. Ks é a taxa de afinidade do micro-organismo pelo substrato, 

definida pela concentração de substrato que permite uma taxa de crescimento igual à metade 

do crescimento específico máximo do micro-organismo. Segundo os autores, estes valores 

eram 1 ou 2 ordens de magnitude menores que os de Ks da maioria das amostras de 

Nitrosomonas, inclusive N. europaea, e da maioria das espécies de Nitrobacter encontradas 

na literatura.  

No contexto ecológico, isso significa que entre as bactérias nitrificantes, Nitrosospira e 

Nitrospira são capazes de utilizar baixas concentrações de substratos mais eficientemente que 

as espécies de Nitrosomonas e Nitrobacter, respectivamente. Esse comportamento reflete o 

modelo mecanístico de Andrews e Harris (1986), que sugeriram a seleção de estratégias de 

vida r versus K para comunidades microbianas. A essência do conceito é que os micro-

organismos se esforçam para maximizar sua capacidade de sobrevivência em ambientes ricos 

ou pobres em nutrientes. Segundo os autores, ambos, r e K, podem variar dentro de uma 
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espécie e estão sujeitos a modificação. Micro-organismos r-estrategistas apresentam taxas de 

crescimento específico maiores, entretanto, com menor afinidade pelo substrato (maiores 

valores de Ks). Micro-organismos K-estrategistas apresentam crescimento mais lento, porém 

têm maior afinidade pelo substrato (menores valores de Ks). Portanto, com base nesse modelo, 

espécies de Nitrosospira e Nitrospira são consideradas K-estrategistas, enquanto que as 

espécies de Nitrosomonas e Nitrobacter, r-estrategistas. 

Em geral, o processo de nitrificação biológica ocorre segundo as equações estequiométricas 

referentes aos dois estágios do processo de conversão da amônia a nitrato, a saber (AHN, 

2006): 

Oxidação de N-amoniacal por bactérias oxidadoras de amônia ou AOB: 

55 NH 

4  + 76 O2 + 109 HCO 

3          C5H7O2N + 54 NO 

2  + 57 H2O + 104 H2CO3 

Oxidação de nitrito por bactérias oxidadoras de nitrito ou NOB: 

400 NO 

2  + NH 

4  + 4 H2CO3 + HCO 

3  + 195 O2         C5H7O2N + 3 H2O + 400 NO 

3  

Equação estequiométrica global para a completa oxidação de amônia a nitrato, 

incluindo a síntese celular: 

NH 

4  + 1,89 O2 + 0,0805 CO2         0,0161 C5H7O2N + 0,952 H2O + 0,984 NO 

3  + 1,98 H


 

Devido à quantidade de energia relativamente pequena obtida a partir da oxidação de NH4
+
 e 

NO2
-
, bactérias nitrificantes se reproduzem muito lentamente. Geralmente, estas bactérias 

representam menos de 10% da população bacteriana em sistemas de lodos ativados 

(GERARDI, 2006). Sob condições ótimas, o tempo de geração de bactérias nitrificantes é de 

aproximadamente 8-10 horas e sob condições não ideais, o tempo de geração é de 

aproximadamente 2-3 dias. Assim, tempos de retenção de sólidos (TRS) relativamente altos 

são requeridos para estabelecer uma população de bactérias nitrificantes capaz de promover 

efetiva nitrificação. 
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3.1.2.1 Nitrificação heterotrófica 

A nitrificação heterotrófica pode ser realizada por vários membros filogenéticos de bactérias e 

fungos que podem oxidar íon amônio ou reduzir nitrogênio a partir de compostos orgânicos a 

hidroxilamina, nitrito e nitrato. Estudos feitos com Paracoccus denitrificans, Alcaligenes 

faecalis, Pseudomonas putida e outras bactérias revelaram que esses micro-organismos são 

capazes de oxidar íon amônio a nitrito. Em algumas bactérias, tais como P. denitrificans, a 

atividade nitrificante heterotrófica está ligada à atividade desnitrificante (HAYATSU et al., 

2008). Um grande número de micro-organismos heterotróficos é capaz de converter nitrito a 

nitrato, tais como as bactérias Bacillus baldius e Burkholderia cepacia e várias espécies de 

fungos como Aspergillus wentii e Penicillium spp. (HAYATSU et al., 2008). Segundo os 

autores, a contribuição de heterotróficos na nitrificação em solos tem sido reconhecida e 

acredita-se que, sob condições desfavoráveis para bactérias nitrificantes autotróficas (por 

exemplo, forte acidez do solo), os micro-organismos nitrificantes heterotróficos efetivamente 

contribuam para a atividade nitrificante. 

3.1.2.2 Nitrificação desnitrificante 

Algumas espécies de Nitrosomonas podem nitrificar e desnitrificar simultanemente sob 

condições óxicas ou anóxicas, liberando óxido nitroso (N2O) ou nitrogênio gasoso (N2) como 

produto final. Por exemplo, Nitrosomonas eutropha é uma bactéria nitrificante 

quimiolitoautotrófica obrigatória e também um organismo desnitrificante, que utiliza H2 como 

doador de elétrons e NO2
-
 como aceptor final. N. europaea também produz N2O por 

desnitrificação (AHN, 2006). Acredita-se que o processo seja universal em AOB e contribui 

para produção de N2O em solos. O mecanismo da produção de N2 não está completamente 

esclarecido (HAYATSU, 2008). 

Segundo Hayatsu (2008), há três hipóteses que explicariam a ocorrência de desnitrificação em 

AOB: o NO2
-
 seria um aceptor de elétrons alternativo para AOB obter energia para o seu 

crescimento em ambientes com baixa concentração de O2; a utilização de NO2
-
 seria uma 

estratégia para remover o substrato de NOB, reduzindo assim a competição com NOB por O2;  

finalmente, o processo seria realizado para proteger as células de AOB dos efeitos do NO2
-
 

produzido durante a oxidação da amônia. 
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Desnitrificação também já foi observada em NOB. Várias amostras de  Nitrobacter são 

capazes de utilizar NO3
-
 como aceptor final de elétrons sob condições anóxicas (SHMIDT et 

al., 2003). 

3.1.2.3 Nitrificação em arquéias 

Arquéias oxidadoras de amônia (AOA – Ammonia- Oxidizing Archaea) foram isoladas pela 

primeira vez de um aquário de água salgada, tendo sido demonstrado seu crescimento 

quimiolitoautotrófico a partir da oxidação aeróbia de amônia a nitrito. Membro do 

Crenarchaeota (Domínio Archaea), o micro-organismo foi identificado como Nitrosopumilus 

maritimus, (KONNEKE et al., 2005). Esse micro-organismo também cresce utilizando CO2 

como fonte única de carbono como ocorre em bactérias nitrificantes. Estudos da presença de 

genes de Archaea envolvidos na oxidação da amônia assim como isolamento de outras 

arquéias marinhas nitrificantes têm revelado que Crenarchaeota marinhos desempenham 

papel mais dominante que as bactérias nitrificantes no ciclo do nitrogênio em oceanos 

(MADIGAN et al., 2010). 

Vários trabalhos têm detectado AOA em sistemas de tratamento de águas residuárias e em 

ambientes eutrofizados numa proporção bem menor que de AOB (PARK et al., 2006; 

WELLS et al., 2009; WEI et al., 2011; YAPSAKLI et al., 2011). Entretanto, Bai et al. (2012), 

investigando as abundâncias de AOA e AOB em 6 sistemas de tratamento de águas 

residuárias (3 de efluentes industriais e 3 de efluentes domésticos), encontraram que genes de 

amoA-AOA eram mais abundantes que genes de amoA-AOB em sistemas de tratamento 

doméstico, o que pode ser um indicativo de que AOA pode ter contribuição importante na 

oxidação de amônia, o que necessita de mais estudos. 

3.1.3 Oxidação anaeróbia da amônia – processo Anammox 

Até a década de 90 apenas processos aeróbios eram discutidos para a oxidação da amônia. 

Entretanto, Mulder et al. (1995) observaram a perda de amônia em um reator desnitrificante 

de leito fluidizado aplicado ao tratamento de efluentes de um reator metanogênico, que foi 

operado para degradação de resíduos de uma indústria de fermento na Holanda. Esse novo 

processo, no qual a amônia é oxidada anaerobiamente, foi denominado de Anammox 

(Anaerobic Ammonium Oxidation) e é mediado por bactérias do filo Planctomycetes, ordem 

Brocadiales (HARHANGI et al., 2011). Essas bactérias utilizam CO2 como fonte de carbono, 

amônia como doador de elétrons e nitrito como aceptor final de elétrons, apresentando 
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crescimento muito lento (em torno de 11 dias; VAN DER STAR et al., 2007). Este é um 

caminho metabólico diferente que combina a oxidação de íon amônio e redução de nitrito a  

nitrato em um único processo (etapa 8 da Figura 5.1). Bactérias anammox ainda não foram 

isoladas em culturas puras, sendo detectadas por meio de métodos moleculares. Tais métodos 

têm revelado a presença significante de populações de anammox em sistemas de tratamento 

de esgotos, ecossistemas aquáticos, etc., distribuídas dentro de cinco gêneros: Brocadia, 

Anammoxoglobus, Kuenenia, Jettenia e Scalindua. Os quatro primeiros são frequentemente 

encontrados em sistemas de águas residuárias e o último, até o momento, foi encontrado em 

ambientes naturais de água doce e marinha (HARHANGI et al., 2011). 

3.1.4 Desnitrificação 

É um processo alternativo de micro-organismos respirarem sob condições limitadas de O2 ou 

mesmo anóxicas, utilizando compostos nitrogenados inorgânicos como aceptores finais de 

elétrons. É uma das principais fontes de emissões de NO (óxido nítrico) e N2O na atmosfera 

(JETTEN, 2008). O processo pode ser desenvolvido por várias bactérias quimiorganotróficas, 

litoautotróficas, fototróficas e alguns fungos. Desnitrificantes autotróficos utilizam compostos 

de enxofre, hidrogênio, amônia ou nitrito como aceptores de elétrons (AHN, 2006). 

A maioria das desnitrificantes são bactérias anaeróbias facultativas heterotróficas, que podem 

utilizar uma grande variedade de compostos orgânicos (na forma de DBO solúvel), como 

doadores de elétrons para obtenção de energia e fontes de carbono, inclusive aqueles 

encontrados em águas residuárias. Apresentam rápido crescimento, sendo que a maioria com 

tempo de duplicação celular de aproximadamente 15 a 30 minutos. Sob condições anóxicas, 

as enzimas necessárias para o uso de NO3
-
 ou NO2

- 
são rapidamente formadas. Em sistemas de 

lodos ativados, essas bactérias estão presentes em bilhões por grama de partícula de floco e 

representam aproximadamente 80% de todas as bactérias floculadas e dispersas (GERARDI, 

2006). 

Usualmente, as atividades das enzimas envolvidas no processo são inibidas na presença de O2 

e a expressão dos genes que codificam as enzimas é suprimida. Contudo, alguns estudos têm 

mostrado que várias bactérias, tais como Paracoccus denitrificans, podem desnitrificar 

mesmo na presença de O2 (AHN et al., 2006; HAYATSU et al., 2008). Estas bactérias têm 

sido isoladas de diversos ambientes naturais e antrópicos com flutuações óxicas-anóxicas, 

indicando que desnitrificação aeróbia seria uma adaptação a estas condições e que tais 



 

 

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 11 

bactérias podem estar amplamente distribuídas nos mais diversos ambientes (HAYATSU et 

al., 2008). 

Durante o processo de desnitrificação, NO3
-
 é reduzido sequencialmente a NO2

-
, NO, N2O e 

N2. Várias enzimas redutases estão envolvidas na cadeia respiratória da desnitrificação, 

incluindo redutase de nitrato (nar ou nap), redutase de nitrito (nirS ou nirK), redutase de 

óxido nítrico (norB) e redutase de óxido nitroso (nosZ), conforme mostrado na Figura 3.2. 

Figura 3.2 – Esquema das etapas e enzimas envolvidas no processo de desnitrificação 

NO3
- NO2

- NO N2O N2

enzima nar ou nap

enzima nrS ou nirK

enzima norB

enzima nosZ  

A redução de nitrato a nitrito pode ser catalisada por dois tipos de redutases: nar ou nap. É o 

primeiro passo do processo, entretanto não é único para desnitrificação (JONES et al., 2008). 

A redução de nitrito a óxido nítrico é mediada pela nitrito redutase, um processo-chave na 

desnitrificação. Duas enzimas funcionalmente equivalentes são conhecidas: nirS, contendo 

citocromo cd1, e nirK, contendo cobre; entretanto, desnitrificantes só possuem uma das 

enzimas. Óxido nítrico é posteriormente reduzido a óxido nitroso por óxido nítrico redutases 

cNor ou qNor, codificadas por duas variantes do mesmo gene (norB) (JONES et al., 2008). A 

redução de óxido nitroso a N2 é a última etapa da desnitrificação e é catalisada pela óxido 

nitroso redutase, codificada pelo gene nosZ. Contudo, algumas desnitrificantes não têm a 

enzima, não sendo capazes de realizar a redução completa a N2. Os genes nirK, nirS e nosZ 

têm sido os mais amplamente utilizados para análise da diversidade e quantificação de 

bactérias desnitrificantes (YOSHIDA et al., 2010). 

Em aplicações agrícolas, a desnitrificação é um processo prejudicial, uma vez que é a causa 

de perdas de fertilizantes nitrogenados na agricultura. Além disso, o gás N2O produzido 

durante a redução de NO3
-
 está envolvido na destruição da camada de ozônio (ENWAL et al., 

2005). No tratamento de esgotos, no entanto, a desnitrificação é benéfica, uma vez que reduz 

a carga de NO3
-
 dos efluentes, diminuindo ou evitando o crescimento excessivo de 

cianobactérias e consequente eutrofização de corpos receptores. 
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O grupo das desnitrificantes inclui bactérias distribuídas em mais de 50 gêneros (ENWALL et 

al., 2005) e a maioria corresponde a membros filogenéticos de Proteobacteria. Gêneros mais 

comuns de desnitrificantes são Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus, Thiobacillus e 

Bacillus. Algumas arquéias halofílicas do gênero Halobacterium também são capazes de 

desnitrificar (RITTMAN & MC CARTY, 2001). Muitas bactérias desnitrificantes também 

reduzem anaerobiamente outros aceptores de elétrons como ferro férrico (Fe
3+

) e alguns 

aceptores orgânicos (MADIGAN et al., 2010). 

As bactérias desnitrificantes são geralmente heterotróficas, contudo, diversas bactérias, dentre 

elas os gêneros Pseudomonas, Paracoccus e Ralstonia, são quimiolitoautrotróficos 

facultativos, capazes de crescer na ausência de matéria orgânica, utilizando hidrogênio 

molecular (H2) como doador de elétrons e CO2 como fonte de carbono inorgânico 

(MADIGAN et al., 2010). Esses micro-organismos podem alternar entre o metabolismo 

quimiolitotrófico ou quimiorganotrófico, dependendo das condições nutricionais de seus 

hábitats. Thiobacillus denitrificans, por outro lado, é um exemplo de quimiolitotrófico 

obrigatório, pois utiliza somente compostos inorgânicos como doadores de elétrons para 

obtenção de energia (H2S, S
0
, S203

2-
, etc.) e CO2 como fonte de carbono (MADIGAN et al., 

2010). Outros desnitrificantes autotróficos podem utilizar amônia como aceptor final de 

elétrons (AHN et al., 2006). 

A Tabela 3.1 sumariza os principais processos biológicos do ciclo do nitrogênio, bem como 

alguns exemplos de procariontes envolvidos. 

Tabela 3.1– Processos essenciais e exemplos de procariontes no ciclo do nitrogênio 

Processos Exemplos de micro-organismos 

Fixação de N2 (N2 + 8H    NH3 + H2) 

- De vida livre 

Aeróbios 

Anaeróbios 

- Simbióticos 

 

 

Azobacter, cianobactérias 

Clostridium, bactérias púrpuras e verdes 

Rhizobium, Bradyrhizobium, Frankia 

Amonificação (N orgânico    NH4+) 
Bacillus, Clostridium, Proteus, Pseudomonas, 
Streptomyces 

Nitrificação (NH4
+
    NO3

-
) 

- Nitritação (NH4
+
    NO2

-
) 

- Nitratação (NO2
-
    NO3

-
)
 

 

Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus, Nitrosolobus 

Nitrobacter, Nitrospira, Nitrospina, Nitrococcus 

Desnitrificação (NO3
-
    N2) Bacillus, Paracoccus, Pseudomonas, Bradyrhizobium 

Anammox (NH4
+
 + NO2

-
    N2 + 2 H2O) Brocadia, Kuenenia, Jettenia, Anammoxoglobus, Scalindua. 

Fonte: adaptado de Madigan et al. (2010) 
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3.2 Remoção biológica de nitrogênio em sistemas de tratamento de 
águas residuárias – Sistema UASB-filtro biológico percolador 

Nos últimos anos, vários modelos de processos de eliminação de compostos nitrogenados têm 

sido desenvolvidos, focados em custo-benefício e baseados em nitrificação parcial (a amônia 

ionizada é convertida a nitrito, evitando a formação de nitrato), desnitrificação nitrificante ou 

sistemas combinados com anammox. A proposta desses processos, em geral, é promover a 

interação de bactérias nitrificantes aeróbias, bactérias anammox e/ou desnitrificantes sob 

condições limitadas de oxigênio com potencial para fazer uma remoção quase completa de 

amônia e carbono orgânico a N2 e CO2 (AHN, 2006; LAN et al., 2011; XU et al., 2014). 

No Brasil, o emprego de filtros biológicos percoladores com biofilme para o pós-tratamento 

de efluentes de reatores anaeróbios, particularmente reatores UASB, tem sido uma estratégia 

promissora para remoção de matéria orgânica carbonácea residual e amônia em águas 

residuárias (ALMEIDA, 2012). O sistema UASB-filtro biológico percolador apresenta 

inúmeras vantagens associadas em relação a outros processos de tratamento de águas 

residuárias. Primeiro, reatores UASB, como são processos anaeróbios, apresentam baixa 

produção de lodo, além de apresentarem baixa demanda de área, simplicidade operacional. A 

tecnologia tem grande aplicabilidade em países de clima quente, principalmente considerando 

o contexto dos países em desenvolvimento. 

O uso de filtro biológico percolador (FBP) como uma unidade de pós-tratamento faz-se 

necessário, uma vez que reatores UASB dificilmente são capazes de atender aos padrões de 

lançamento preconizados pelas legislações ambientais vigentes para remoção de matéria 

orgânica, nutrientes e organismos patogênicos (CHERNICHARO et al. 2001). Como se trata 

de um processo aeróbio, as vantagens associadas ao FBP em relação a outros são: a não 

necessidade de aeração mecanizada, baixo consumo energético, menor complexidade em 

termos de equipamentos, culminando, consequentemente, em maior simplicidade operacional 

e de manutenção. 

Os filtros biológicos percoladores são sistemas aeróbios, preenchidos com material grosseiro 

(pedras, britas, escória de alto-forno ripas ou material plástico), sobre os quais efluentes são 

aplicados. Micro-organismos, oriundos da própria água residuária, desenvolvem-se de forma 

aderida ao material de preenchimento ou meio-suporte. O líquido escoa rapidamente de forma 

descendente pelo meio-suporte, entretanto a matéria orgânica é adsorvida e degradada pela 
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película microbiana (VON SPERLING, 2005). No caso de FBPs pós-reator UASB, a 

quantidade de matéria orgânica por unidade de volume de filtro, em termos de DBO, é baixa, 

o que favorece o desenvolvimento de micro-organismos nitrificantes, em detrimento dos 

heterotróficos, e estimula a remoção de íon amônio por nitrificação. Uma das principais 

limitações associadas aos FBPs pós-reator UASB é a dificuldade de controle da idade do lodo,  

que, por sua vez, dificulta a manutenção de populações microbianas de baixo crescimento no 

reator, como é o caso de micro-organismos nitrificantes. 

A investigação sobre o comportamento dos parâmetros físico-químicos e da microbiota 

presente no biofilme, que afetam o processo de nitrificação em filtros biológicos percoladores, 

é de grande relevância para a melhor compreensão e identificação dos principais fatores que 

influenciam a remoção de N-NH4
+
 nesses sistemas. 

Na literatura, há poucos estudos microbiológicos com filtros biológicos percoladores de baixa 

carga em comparação àqueles com sistema de lodos ativados ou outros processos 

biotecnológicos de remoção de compostos nitrogenados. Especificamente com FBPs 

utilizados no pós-tratamento de efluentes de reator UASB (ALMEIDA et al., 2008), destaca-

se o de Missagia (2010), que avaliou a influência das condições ambientais proporcionadas 

por diferentes tipos de meio-suporte em FBPs (escória de alto-forno, anéis plásticos, aparas de 

conduíte e espuma de poliuretano denominada de Downflow Hanging Sponge ou DHS), 

utilizados no pós-tratamento de efluente de reator UASB, sobre a abundância e distribuição de 

bactérias nitrificantes e de bactérias em geral. A microbiota foi analisada em diferentes 

profundidades e em dois períodos de cargas orgânicas volumétricas (COV de 0,24 e de 0,38 

kg de DBO/ m
3
.d) sobre. Resultados de FISH e clonagem mostraram que, em todos os filtros, 

o topo apresentou maior diversidade de micro-organismos devido à maior disponibilidade de 

matéria orgânica (em termos de DBO) e oxigênio. Em todos os filtros, as determinações da 

quantidade de células bacterianas foram significativamente maiores na COV mais elevada 

enquanto houve significativo decréscimo na quantidade de nitrificantes, o que foi comprovado 

pela menor remoção de íon amônio. Especificamente, com relação ao filtro preenchido com 

espuma de poliuretano (DHS), foi observado aumento significativo de nitrificantes 

(AOB+NOB) do topo para o fundo, coerente com o decréscimo das concentrações de DBO e 

amônia ao longo do filtro. Dentre os tipos de meio suporte, o DHS apresentou maior 

abundância de todos os micro-organismos investigados, bem como maior diversidade de 

morfotipos detectados por microscopia de contraste de fase. 



 

 

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 15 

Baseados em estudos de Almeida (2008) e de Missagia (2010), foram adotadas estratégias 

para aperfeiçoar o desempenho de FBP pós-reator UASB que incluíram o aumento da altura 

do compartimento reacional; a aplicação de uma COV abaixo de 0,25 kg DBO/ m
3
. d com o 

objetivo de reduzir a carga afluente de matéria orgânica para propiciar o desenvolvimento de 

bactérias nitrificantes, aumentando a nitrificação; e, finalmente, o uso de dois tipos diferentes 

de meio-suporte (um de placas de polietileno e outro essencialmente de espumas de 

poliuretano) para avaliar a influência de diferentes mecanismos de retenção de biomassa na 

remoção de nitrogênio. 

Recentemente, Kubota et al. (2014), analisaram a composição da comunidade microbiana 

desenvolvida em reator preenchido com meio-suporte DHS e utilizado no pós-tratamento de 

efluente de reator UASB, em escala piloto, tratando esgoto municipal. As sequências 

genéticas, recuperadas por meio de clonagem, mostraram diferenças marcantes na 

composição da comunidade microbiana nas diferentes alturas e em diferentes estações. Os 

micro-organismos residentes predominantes nas partes superiores do reator foram 

responsáveis pela remoção de matéria orgânica, pois redução significante de matéria orgânica 

foi observada. Quantificação de genes de amoA, específicos de AOB, revelaram que as 

proporções de oxidadores de amônia variaram ao longo da profundidade do reator, com mais 

AOB colonizando o meio e porções inferiores do reator que no topo. 

3.3 Fatores interferentes no desenvolvimento e estabelecimento de 
nitrificantes em sistemas de tratamento biológico 

A nitrificação é considerada a etapa limitante na conversão de íon amônio nos sistemas de 

tratamento biológico devido à baixa taxa de crescimento das bactérias nitrificantes, que, 

geralmente, são mais sensíveis à presença de compostos orgânicos inibitórios, metais pesados 

e altas concentrações de substratos (apud BASSIN et al., 2012). Outros fatores, tais como 

oxigênio dissolvido (OD), temperatura, concentração de substrato e pH são os fatores 

ambientais-chave que controlam a nitrificação (FOCHT & VERSTRAETE, 1977; BAI et al, 

2012; WANG et al., 2012). Dominância entre espécies e rendimento de biomassa são 

principalmente controlados por diferentes taxas de utilização de NH4
+
 entre as espécies de 

AOB (LIMPIYAKORN et al., 2007). 

Vários aspectos ainda precisam ser investigados no processo biológico de conversão de íon 

amônio. Primeiro, os princípios ecológicos subjacentes às dinâmicas da comunidade de AOB 
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e a estabilidade da nitrificação e como eles se relacionam ainda são pobremente 

compreendidos (WANG et al., 2012). Segundo, estudos recentes têm comprovado a 

existência de outros grupos microbianos envolvidos na oxidação de íon amônio nos mais 

variados ambientes, tais como arquéias oxidadoras de amônia (AOA) e anammox (AHN, 

2006; BAI et al, 2012; WANG et al., 2012). 

3.3.1 Mecanismos de retenção de micro-organismos em filtros biológicos percoladores  

3.3.1.1 Adesão superficial – biofilmes 

Como dito anteriormente, os FBPs de configuração tradicional são preenchidos com material 

grosseiro e o principal mecanismo de retenção de micro-organismos é por meio de biofilmes.  

Biofilmes são organizações de células microbianas aderidas a uma superfície, envoltas por 

uma matriz adesiva excretada pelas células. A matriz geralmente é um mistura de 

polissacarídeos ou substâncias poliméricas extracelulares (EPS), podendo conter proteínas e 

ácidos nucleicos (Figura 3.3). Os biofilmes aprisionam os nutrientes necessários ao 

crescimento microbiano e ajudam a impedir o descolamento das células de superfícies 

presentes em sistemas de fluxo de corrente (MADIGAN et al., 2010). 

Figura 3.3 – Formação e estrutura de um biofilme 

 

(A) Adesão de um 
pequeno número de 

células a uma 
superfície sólida 

(B) Comunicação 
intercelular, crescimento 

e síntese de 
polissacarídeos 

(C) Aumento do 
crescimento e dos 

polissacarídeos 

Fonte: adaptado de Madigan et al. (2010) 

A vida em biofilmes confere diversas vantagens às populações microbianas, dentre elas: 

mecanismos de autodefesa, resistência às forças físicas que poderiam remover as células não 

Canais de água 

Polissacarídeos 

Micro-organismos 
livres 
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aderidas, aumentando a possibilidade de sobrevivência das células. Além disso, os biofilmes 

fixam as células microbianas em um nicho favorável, por exemplo, em superfícies onde os 

nutrientes são mais abundantes ou constantemente repostos. Como consequência, as 

quantidades e atividades microbianas são normalmente bastante elevadas nas superfícies 

(MADIGAN et al., 2010). 

Entretanto, no caso dos FBPs, o crescimento de biofilmes nos meios-suportes 

tradicionalmente utilizados é limitado, uma vez que o fluxo do meio líquido promove o 

descolamento dos micro-organismos, além da biomassa estar mais sucesptível à ação de 

predadores. 

3.3.1.2 Retenção intersticial – espumas de poliuretano 

A formação de biofilme em espumas de poliuretano é um método de imobilização de células 

microbianas utilizadas em um grande número de processos biotecnológicos. Este tipo de 

material promove maior retenção de biomassa e diversas condições ambientais, contribuindo 

para o aumento da nitrificação (ALMEIDA et al., 2008; TANDUKAR et al., 2006; DANIEL 

et al., 2009). A vantagem do uso desse meio-suporte é a aderência, seleção e sustentação de 

micro-organismos de crescimento lento, tais como AOB, além de promover a desnitrificação. 

Na literatura já é bem-compreendido e comprovado que a espuma de poliuretano é uma 

estratégia promissora no processo de nitrificação-desnitrificação no pós-tratamento de 

efluentes (DANIEL et al., 2009). 

Chen et al. (2009) descreveram um processo biotecnológico conhecido como SNAD 

(Simultaneous Nitrification, Anammox and Denitrification). Segundo os autores, o processo 

tem altos potenciais de remoção de nitrogênio (70% de remoção de nitrogênio total; 74% de 

remoção de amônia) e de DQO (94% de eficiência), ocorrendo em um só reator, sendo a 

maioria da amônia removida por bactérias anammox. A proposta desse processo foi promover 

a interação de nitrificantes aeróbias, anammox e desnitrificantes sob condições limitadas de 

oxigênio com potencial para fazer remoção quase completa de amônia e carbono orgânico a 

N2 e CO2. Contudo, as condições ótimas para o enriquecimento de micro-organismos e 

detalhes dos mecanismos intrínsecos ao processo SNAD ainda não são bem-compreendidos 

(LAN et al., 2011). 
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Woznica et al. (2010) exploraram a organização espacial de biofilmes nitrificantes 

desenvolvidos espumas de poliuretano. Os biofilmes foram desenvolvidos em reatores em 

escala de bancada, inoculados com lodo de sistema de lodos ativados e alimentados com 

efluente sintético. Os autores analisaram a microbiota por meio de tomografia de raio X, 

microscopia de eletrônica de escaneamento e microscopia eletrônica confocal laser 

combinada com hibridização in situ fluorescente (FISH). Vários modos de ligação das células 

microbianas à espuma foram mostrados, basicamente em três padrões distintos: (1) grandes 

agregados irregulares e camadas de biofilme na superfície da espuma; (2) agregados esféricos 

localizados na superfície externa do biofilme, compreendendo AOB em maior quantidade e 

NOB em pequenas quantidades (identificadas por meio de hibridação in situ fluorescente); (3) 

porções finas de biofilme aderidas à espuma. 

Varesche et al. (1997), analisaram a imobilização de lodo em matrizes cúbicas de espuma, 

que preenchiam um reator anaeróbio em escala de bancada, alimentado com efluente à base 

de glicose. Os autores também observaram três tipos distintos de organização da biomassa 

(Figura 3.4): (A) micro-grânulos mecanicamente retidos dentro dos poros da espuma, (B) 

micro-grânulos aderidos à espuma e (C) células dispersas aderidas a partículas. Tais 

observações estruturais foram semelhantes àquelas descritas por Woznica et al. (2010). A 

adsorção bacteriana depende de forças elétricas entre a célula e a superfície do substrato, 

forças de Van der Waals e ligação química (hidrofóbicas e iônicas), sendo predominantes 

aquelas que conduzem à atração entre as superfícies. Entretanto, vários estudos, citados por 

Varesche et al. (1997), mostraram que a retenção de biomassa em meios-suportes de espuma 

é predominantemente física (mecânica), nos quais micro-colônias ficam retidas dentro dos 

poros deste material. 

A conformação espacial dos micro-organismos dentro das espumas de poliuretano não 

apresenta uma estrutura bem-definida (como visto, por exemplo, em grânulos anaeróbios; 

VARESCHE et al., 1997). A estruturação dos micro-organismos otimiza a conversão de 

substratos e a transferência de produtos metabólicos entre as espécies. Contudo, o alcance 

desta estruturação é lento, resultando em longos períodos de partida dos reatores. Em espumas 

de poliuretano, entretanto, esta conformação é rapidamente atingida por causa do baixo nível 

de organização microbiana necessária em tal meio-suporte. 
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Figura 3.4 – Imagens de imobilização de biomassa em meio-suporte de espuma 

   
(A) Micro-grânulos retidos 

dentro dos poros da espuma 
(B) Micro-grânulos aderidos à 

espuma 
(C) Células dispersas aderidas 

a partículas 

Fonte: Varesche et al. (1997) 

Variações e mudanças nas condições ambientais dentro de espumas de poliuretano, tais como 

teor de matéria orgânica, concentrações oxigênio e nitrogênio podem afetar a composição da 

comunidade microbiana e da matriz de polímeros extracelulares do biofilme. Pouco ainda é 

conhecido sobre a identidade e o papel dos micro-organismos desenvolvidos em meios-

suportes de espuma, que são de grande interesse para engenheiros e microbiologistas 

(KUBOTA et al., 2014). 

3.3.2 Influência da carga orgânica 

Desde a década de 1970, estações de tratamento de águas residuárias têm combinado a 

oxidação de matéria orgânica carbonácea e nitrificação em um mesmo reator, entretanto, 

sabe-se que bactérias nitrificantes competem por O2 e espaço com heterotróficas, 

particularmente em biofilmes (AHN, 2006). Nos casos em que as COV aplicadas variam 

consideravelmente ao longo do ano, a estabilidade dos FBPs pode depender de estratégias 

operacionais como a recirculação do efluente final, que pode aumentar as eficiências de 

remoção de N-NH4
+
 em aproximadamente 20% (ALMEIDA, 2012). 

A atividade de AOB e NOB variam segundo o ambiente no qual ocorre o fenômeno (KOOPS 

& POMMERENING-RÖSER, 2001; ROWAN et al, 2003). Para que a nitrificação ocorra 

com boa eficiência é necessário que a concentração de matéria orgânica seja mínima, pois 

bactérias heterotróficas e bactérias autotróficas nitrificantes competem por O2, o aceptor de 

elétrons comum para ambos os grupos (OKABE et al., 1995). A competição entre bactérias 

heterotróficas e nitrificantes por substratos (oxigênio e amônia) e por espaço nos biofilmes 

50µm 10µm 5µm 
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tem grande importância prática, sendo alvo de muitas investigações. A competição em 

biofilmes pode resultar na formação de estruturas estratificadas, na qual bactérias 

heterotróficas com crescimento mais rápido localizam-se em camadas mais externas, onde a 

concentração de substratos é maior, enquanto que bactérias nitrificantes, de crescimento lento 

tendem a localizar-se mais profundamente no biofilme. Por esta localização espacial, a 

atividade das nitrificantes pode ser limitada pela concentração de oxigênio no interior do 

biofilme (OKABE et al., 2004; ZHANG et al., 1994). 

O processo de nitrificação, portanto, é dependente da carga orgânica aplicada ao reator: sob 

alta carga orgânica, a maior parte do oxigênio que se difunde no biofilme é utilizada por 

bactérias heterotróficas para oxidação da matéria orgânica. Por isso, é importante que a carga 

orgânica aplicada e a aeração do sistema sejam controladas (< 12 mg/ L de DBO solúvel, 

Tabela 5.2) a fim de favorecer o desempenho da biomassa nitrificante em detrimento da 

atividade heterotrófica. 

Missagia (2010), em concordância com vários trabalhos na literatura, observou forte 

correlação entre o aumento da COV e as abundâncias de bactérias heterotróficas e 

nitrificantes verificadas em FBPs utilizados no pós-tratamento de efluentes de reator UASB, 

demonstrando que a atividade das bactérias nitrificantes foi fortemente influenciada pelas 

mudanças de carga ocorridas sazonalmente pelas águas residuárias.  

Apesar da competição comumente observada entre AOB e heterotróficas, outros trabalhos 

apontam que a coexistência entre esses micro-organismos nos sistemas de tratamento pode 

significar uma possível relação sintrófica entre os grupos (RACZ et al., 2010). Jones e Hood 

(1980) observaram que a oxidação de N-NH4
+
 por Nitrosomonas spp. aumentou 150% quando 

cultivada com bactérias heterotróficas. As bactérias heterotróficas foram identificadas como 

Nocardia atlantica e Pseudomonas sp, cujo crescimento na presença de AOB também foi 

estimulado (uma ordem de magnitude). Neste trabalho, foi visto que ambas as bactérias, 

heterotróficas e autotróficas, parecem se beneficiar em culturas mistas, ao longo do tempo, 

chegando a concentrações similares àquelas encontradas no ambiente (no caso, estuarino; 10
2
 

células/mL). Uma vez que várias vitaminas, aminoácidos e outros compostos orgânicos 

estimulam o crescimento de AOB, os autores especularam que provavelmente as 

heterotróficas teriam produzido um ou mais desses substratos, estimulando o crescimento de 
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AOB. Por outro lado, uma vez que AOB são fixadores de carbono inorgânico, estas podem ter 

liberado carbono orgânico, o que teria mantido o crescimento das bactérias heterotróficas. 

3.3.3 Competição por oxigênio 

As razões para o baixo nível de competitividade de bactérias nitrificantes com heterotróficas 

são o seu lento crescimento e os altos valores de Km para o oxigênio (16 mM para espécies de 

Nitrosomonas, 62 mM para espécies de Nitrobacter e 1 mM para a maioria do heterotróficos) 

(BELSIER, 1979). 

A competição por oxigênio não se limita apenas com as bactérias heterotróficas. Na literatura, 

é amplamente reportado o efeito do OD na competição entre linhagens de AOB. Por exemplo, 

Park e Noguera (2004) observaram que a concentração de OD exerce uma pressão seletiva 

significante nas comunidades de AOB ao invés de promover a adaptação de AOB generalistas 

em sistemas de lodos ativados em escala plena e em reatores em escala de bancada. Avaliando 

o efeito do OD sobre comunidades de AOB em reatores em escala de bancada, os autores 

observaram que o reator com altas concentrações de OD (8,5 mg/L) foi dominado por 

linhagens de Nitrosomonas oligotropha, semelhantes ao lodo de inóculo (que continha 

também N. communis). Variação populacional ocorreu no reator com baixas concentrações de 

OD (0,12-0,24 mg/L), levando a emergência de linhagens relacionadas a N. europaea, sem no 

entanto, afetar a nitrificação. Os clones relacionados a N. europaea recuperados do reator com 

baixo OD, no entanto, eram de 2 clusters diferentes. No mesmo estudo, foram analisadas as 

comunidades de AOB de dois sistemas em escala plena (um com 0,2 a 0,8 mg/L e o outro 

com  0,6 a 7,4 mg/L) e foi observado que concentrações abaixo de 1mg/L de OD favoreceram 

o estabelecimento de uma população relacionada com N. europaea. 

Em estudos com biofilme removendo fosfato de um reator em batelada, em escala 

laboratorial, Gieseke et al. (2001), observaram que membros da linhagem de Nitrosomonas 

europaea e Nitrosomonas oligotropha dominaram as camadas externas do biofilme onde as 

concentrações de OD eram mais altas, enquanto que membros de N. oligotropha 

exclusivamente dominaram as camadas mais internas, nas quais a concentração de OD era 

menor. Os autores especularam que a coexistência de linhagens de AOB relacionadas a 

Nitrosomonas mobilis e N. europaea/ eutropha em seções limitadas por OD no biofilme 

poderia indicar uma associação sintrófica entre estes tipos de AOB, na qual linhagens de N. 

mobilis teriam uma afinidade mais alta por oxigênio, enquanto que N. europaea/ eutropha 
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usariam preferencialmente nitrito como aceptor final de elétrons, como demonstrado para 

algumas amostras sob condições limitadas de OD (GIESEKE et al., 2003). 

Outros trabalhos, no entanto, especularam a existência de AOB generalistas em sedimentos 

oxigenados por raízes em wetlands (BODELIER et al.,1996). A ausência de alterações nos 

perfis de DGGE mostrou que a estrutura da comunidade de AOB foi semelhante ao longo do 

tempo (KOWALCHUK et al., 1998), o que sugeriu uma adaptação das espécies já presentes a 

baixas concentrações de OD. O número e as atividades nitrificantes foram positivamente 

correlacionados. AOB generalistas apresentariam vantagens competitivas em relação a outras, 

por serem capazes de conservar a capacidade nitrificante durante períodos anóxicos e hábeis 

em reagir instananeamente à presença de oxigênio em ambientes com flutuações óxicas e 

anóxicas, tais como a rizosfera de plantas. Entretanto, os autores não excluíram a 

possibilidade de que outros organismos, tais como nitrificantes do grupo 

Gammaproteobacteria ou nitrificantes heterotróficas, serem responsáveis pelas flutuações 

sazonais no potencial das atividades de oxidação da amônia (KOWALCHUK et al., 1998). 

Lembrando que nessa época, pouco se sabia sobre bactérias anammox (descritas em 1995) e 

ainda não eram conhecidas as arquéias oxidadoras de amônia, as quais já foram encontradas 

recentemente em rizosfera de macrófitas de wetlands (WEI et al., 2011). 

Com relação à competição por oxigênio entre nitrificantes oxidadoras de NO2
-
 e oxidadoras 

de NH4
+
, estudos têm mostrado que as primeiras são mais sensíveis a limitações de oxigênio 

que as outras, uma vez que NOB têm menor afinidade pelo oxigênio que AOB (BELSER, 

1979; HANAKI et al, 1990b; SCHRAMM et al., 1999). Sabendo-se dos diferentes requisitos 

de O2 por AOB e NOB, uma estratégia muito utilizada em processos biológicos de remoção 

de nitrogênio, tais como CANON e SHARON, é o controle das concentrações de OD, de tal 

forma a minimizar o crescimento de NOB e promover diferentes níveis de acúmulo de NO2
-
, 

que pode ser reduzido a N2 por bactérias desnitrificantes, anammox ou até por algumas 

linhagens de Nitrosomonas sp. As vantagens incluem um requisito menor de oxigênio (25% 

menor), um menor consumo de carbono orgânico na desnitrificação (40% menos) e baixa 

produção de lodo (BOUGARD et al., 2006). 

Em relação à competição entre as linhagens de NOB em sistemas de tratamento de efluentes, 

diversos trabalhos na literatura têm mostrado que os gêneros tipicamente encontrados são 

Nitrospira e Nitrobacter, sendo que o primeiro é o predominante em sistemas de tratamento 
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de águas residuárias. Nitrospira são K-estrategistas e estão bem adaptadas a baixas 

concentrações de nitrito e oxigênio, enquanto que Nitrobacter são r-estrategistas e, por isso, 

somente se proliferam em altas concentrações de nitrito e oxigênio (SCHRAMM et al., 1999).  

3.3.4 Competição por íon amônio 

Além de ser substrato para nitrificação, o íon amônio é a fonte inorgânica de nitrogênio 

preferencialmente utilizada pelos micro-organismos, uma vez que já se encontra no estado de 

oxidação (-3) utilizado dentro das células. Contudo, quando o NH4
+
 não está disponível para 

síntese, muitos micro-organismos podem utilizar, como alternativa, formas oxidadas de 

nitrogênio, tais como NO3
-
, NO2

-
 e N2. Quando uma forma oxidada de nitrogênio é utilizada, 

os micro-organismos devem reduzi-lo ao estado de oxidação (-3) do íon NH4
+
, processo que 

requer elétrons e fonte de energia (RITTMAN & MC CARTY, 2001). 

Hanaki et al. (1990a) examinaram o efeito da atividade de bactérias heterotróficas sobre a 

atividade de nitrificantes em reatores em escala de bancada alimentados com várias 

concentrações de glicose e 80 mg/L de N-NH4
+
 como fonte de nitrogênio. Segundo os 

autores, ambos os processos, assimilação e oxidação, contribuem para a remoção de N-NH4
+
. 

A assimilação de íon amônio por heterotróficos foi proporcional à DQO consumida e 

significativamente reduziu a disponibilidade desse substrato para nitrificação. A assimilação 

de íon amônio ocorreu preferencialmente à nitrificação e somente o excedente foi consumido 

pelo último processo. 

Bassin et al. (2012), analisando reatores sequenciais nitrificantes em batelada, alimentados 

com efluente sintético com diferentes concentrações de sais, observaram perdas de nitrogênio 

da ordem de 12 a 14%, dos quais 5 a 8% podem ter sido utilizados no crescimento da 

biomassa. 

Segundo alguns autores, o destino do íon amônio no ambiente depende da relação C/N. Numa 

razão crítica, as bactérias heterotróficas podem consumir todo o nitrogênio mineral presente 

no sistema para assimilação de material celular. Razões inferiores ao valor crítico, com 

quantidades limitadas de carbono orgânico, os dois organismos competidores devem coexistir 

em situações steady-state (estáveis) (VERHAGEN et al., 1991). No caso de sistemas de 

tratamento biológico, no qual o carbono orgânico é representado pela DBO, razões de DBO/ 

N entre 5 e 10 parecem ser favoráveis ao processo de nitrificação (Tabela 5.2). 
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Com relação à nitrificação heterotrófica, pouco tem se discutido na literatura sobre sua 

relação com sistemas nitrificantes. Por exemplo, Arthrobacter sp. é um micro-orgnismo 

envolvido na nitrificação heterotrófica, capaz de oxidar íon amônio a hidroxilamina, ácido 

hidroxiâmico e nitrito (VERSTRAETE & ALEXANDER, 1972). Um micro-organismo 

relacionado a Arthrobacter soli foi recentemente encontrado por Bassin et al. (2012) em 

reatores sequenciais em batelada nitrificantes, alimentados com efluente sintético com 

diferentes concentrações de sais. Sabe-se que várias substâncias orgânicas e inorgânicas 

podem ser utilizadas como fonte de nitrogênio para nitrificação heterotrófica, sendo 

necessária uma fonte de carbono orgânico para o crescimento desses micro-organismos. 

Desde a descoberta das arquéias oxidadoras de amônia (AOA), sua presença também tem sido 

amplamente investigada em sistemas de tratamento de efluentes. Park et al. (2006) detectaram 

genes amoA de AOA em biorreatores de lodos ativados utilizados para remoção de amônia, 

com baixos níveis de OD e longo TDH. Todas as sequências recuperadas mostraram 

similaridade com outras previamente encontradas em solos e sedimentos. Entretanto, a 

contribuição de AOA na oxidação da amônia em sistemas de tratamento de águas residuárias 

ainda é desconhecida. Alguns estudos sugerem que a abundância relativa de AOA é muito 

pequena em relação a AOB em sistemas de tratamento de lixiviado (0,03 a 0,04% de AOA e 

1,0 a 2,3% de AOB dos genes totais; YAPSAKLI et al., 2011 ), assim como na rizosfera de 

macrófitas aquáticas de um reservatório eutrofizado (razão número de cópias de amoA-AOB / 

amoA-AOA variou de 1,36 a 41,90, WEI et al., 2012). 

Controversamente, Bai et al. (2012) encontraram resultados que sugerem a importância de 

AOA na nitrificação em sistemas de tratamento de efluentes domésticos. Os autores 

encontraram, por PCR em tempo real, maiores abundâncias relativas de genes amoA de AOA 

(6,3 x 10
5
 a 4,5 x 10

6
 cópias de gene amoA de AOA/ g contra 7,2 x 10

3
 a 1,7 x 10

5
 cópias de 

gene amoA de AOB/ g de peso seco de lodo ativado ou biofilme) em três sistemas tratando 

efluente doméstico, enquanto que as abundâncias de genes amoA de AOB foram maiores nos 

outros três sistemas tratando efluente tipicamente industrial (5,7 a 9,6 x 10
3
 cópias de gene 

amoA de AOA/ g contra 2,6 x 10
7
 a 3,6 x 10

9
 cópias de gene amoA de AOB/ g de peso seco 

de lodo ativado ou biofilme). Os autores acreditam que as características do efluente, ao invés 

do processo de tratamento, constituem o fator-chave na distribuição e abundância de AOA, 

sendo que estas parecem ser mais frágeis que AOB. 
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Outro grupo que pode contribuir para o consumo de íon amônio em sistemas de tratamento 

biológico é o das bactérias anammox. O cultivo de anammox é vantajoso em relação a AOB, 

por não necessitar de fornecimento de oxigênio, pois o aceptor final de elétrons é o nitrito, 

que é reduzido a N2, sendo assim possível a remoção simultânea de amônia e nitrito, sem 

necessitar das etapas de oxidação do nitrito e desnitrificação. A desvantagem do processo é o 

lento crescimento das bactérias anammox (em torno de 7 a 11 dias; VAN DER STAR et al., 

2007). Entretanto, na literatura, é possível encontrar a descrição de consórcios entre AOB e 

anammox (AHN, 2006). Em determinadas proporções e níveis de oxigênio, as AOB podem 

ser competidoras pelo N-NH4
+
 com anammox ou podem estabelecer uma relação sintrófica. 

Em consórcios de AOB e anammox, normalmente, 55 a 60% da amônia é convertida a nitrito 

por bactérias do tipo Nitrosomonas (AHN, 2006). O restante da amônia e o nitrito produzido 

servem de substratos para o processo Anammox. As águas residuárias afluentes devem conter 

altos níveis de N-NH4
+
 (acima de 0,5 g/L). Os processos de nitrificação parcial e Anammox 

podem ser desenvolvidos em compartimentos separados ou num só reator, como no caso do 

processo CANON. Neste, condições limitadas de oxigênio (abaixo de 0,5% de ar saturado) 

são fornecidas de tal forma que o ambiente é adequado para a interação estável entre micro-

organismos aeróbios do tipo Nitrosomonas e bactérias do tipo Planctomycetes (AHN, 2006). 

Alguns trabalhos na literatura apontam a ocorrência de bactérias anammox em processos de 

tratamento de efluentes com meio-suporte de espumas de poliuretano (CHEN et al., 2009). 

Com o desenvolvimento e acúmulo de biomassa, o oxigênio pode ser totalmente consumido 

em determinadas microrregiões, levando ao surgimento de micro-nichos anóxicos, 

apropriados para o desenvolvimento de bactérias anammox. As implicações deste fenômeno 

sobre a comunidade de AOB, tais como prevalência de micro-organismos, competição por íon 

amônio têm sido muito pouco exploradas na literatura. 

Outros trabalhos relatam a ocorrência de bactérias anammox simultaneamente com AOB em 

sistemas de tratamento de lixiviado em escala plena (YAPSAKLI et al., 2011). Por PCR em 

tempo real, os autores encontraram que as porcentagens de genes amoA-AOB em relação a 

genes de RNAr 16S de bactérias totais variaram de 1,0 a 2,3%, enquanto que os genes de 

anammox variaram de 0,14 a 0,19%. O autores esperavam encontrar alta concentração de 

bactérias anammox pelo fato de haver baixas concentrações de oxigênio e altas concentrações 

de amônia no lixiviado, entretanto, os altos conteúdos de matéria orgânica encontrados nos 
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compartimentos do sistema de tratamento (médias de 620 a 2871 mg/L de DBO) podem ter 

inibido o desenvolvimento desses micro-organismos. 

Entre as linhagens de AOB, sabe-se que a ocorrência de dominância de espécies e o 

rendimento de biomassa são controlados principalmente por diferentes taxas de utilização de 

amônia e oxigênio. Por exemplo, Nitrosomonas europaea possui valores altos de Ks (0,42-

0,85 mg de N-NH4
+
 /L; KOOPS & POMMERINING-ROSER, 2001) e menor afinidade por 

amônia em relação às outras espécies de AOB. Assim, linhagens relacionadas a esta espécies 

parecem preferir ambientes eutróficos, ricos em N-NH4
+
. Nitrosomonas oligotropha têm 

menores valores de Ks (0,027-0,059 mg/L; KOOPS & POMMERINING-ROSER, 2001) e, 

portanto, maiores afinidades pelo substrato, sendo conhecidas AOB presentes em sedimentos 

de água doce, solos e efluentes com baixas concentrações de amônia. 

Frequentemente, Nitrosomonas são encontradas em ambientes ricos em nitrogênio, tais como 

ETEs (GEETS et al., 2006). Analisando a rizosfera de macrófitas aquáticas de um 

reservatório eutrófico, Wei et al. (2012) encontraram tipos filogenéticos de AOB relacionados 

a N. ureae, que são adaptadas a ambientes ricos em íon amônio. As linhagens eram 

semelhantes a aquelas encontradas em ETEs. As análises filogenéticas revelaram que a 

concentração de N-NH4
+
 na coluna d’água pode ter influenciado na distribuição dos micro-

organismos oxidadores de amônia (WEI et al, 2011). 

Por exemplo, Nitrosomonas europaea, que é normalmente encontrada em hábitats altamente 

eutrofizados, pareceu dominar a comunidade de AOB no topo do filtro, mas desapareceu  no 

fundo, onde as concentrações de amônia eram menores. Por outro lado, Nitrosomonas 

oligotropha era mais abundante nos níveis mais baixos do filtro. Além disso, a população de 

AOB parece mudar ao longo do tempo, uma vez que a mesma estação foi investigada anos 

mais tarde e Nitrosomonas europaea não foi mais detectada pela sonda de FISH (LYDMARK 

et al., 2006). 

Conforme observado em diversos trabalhos, em geral, membro de clusters de Nitrosopira spp. 

e/ou Nitrosomonas oligotropha são AOB dominantes em ambientes com baixa concentração 

de N-NH4
+
, enquanto que clusters de Nitrosomonas europaea e Nitrosococcus mobilis 

predominam em ambientes ricos em íon amônio (LIMPIYAKORN et al., 2005). Efeitos de 

outros fatores, além de íon amônio ou espécies individuais de AOB em sistemas de tratamento 

ainda são pouco compreendidos. 
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3.3.5 Influência da alcalinidade 

A manutenção de níveis adequados de alcalinidade no sistema de tratamento (50 mg/L de 

CaCO3, Tabela 5.2) é fundamental para garantir carbono inorgânico para a síntese de micro-

organismos nitrificantes e para a neutralização de íons H
+
 gerados na nitrificação. De acordo 

com equações de oxidação e síntese celular utilizando medidas representativas de consumo de 

oxigênio e rendimento de Nitrosomonas e Nitrobacter (AHN, 2006), as taxas de consumo de 

O2 de AOB e NOB são, respectivamente, 3,16 mg de O2/ mg de N-NH4
+
 oxidado e 1,11 mg 

de O2/ mg de N-NO2
-
 oxidado. A quantidade de alcalinidade, em termos de CaCO3, requerida 

por mg de N-NH4
+
 oxidado é de 7,07 mg (AHN, 2006). Diminuição severa do pH pode 

ocorrer quando a alcalinidade da água residuária é reduzida em virtude da produção de ácidos 

durante o processo de nitrificação. A redução de pH para menos de 7 provoca a rápida 

diminuição das taxas de reação da nitrificação. Dessa forma, para evitar o prejuízo do 

processo, alcalinidade apropriada deve ser suplementada por adição química, por exemplo, 

com cal (AHN, 2006). 

A Tabela 3.2 sumariza os principais fatores ambientais que influenciam na nitrificação. Os 

FBPs empregados no estudo foram dimensionados para atender os requisitos mínimos para 

favorecimento da nitrificação, particularmente, em termos de concentrações de matéria 

orgânica, N-amoniacal e alcalinidade carbonato. 

Tabela 3.2 – Fatores ambientais que afetam a nitrificação e implicações recorrentes 

Fator Interveniente Implicações recorrentes 

Concentração de OD (interior do 
reator) 

 Micro-organismos nitrificantes são estritamente aeróbios e 
possuem elevada afinidade por oxigênio. Caso o oxigênio não 
seja suficiente para atender aos requisitos da biomassa 
heterotrófica e nitrificante a taxa de remoção de amônia 
decresce em função da competição por oxigênio, 
predominantemente capturado pela biomassa heterotrófica 
nas porções externas do biofilme. 

 A baixa disponibilidade de OD exerce maior impacto sobre o 
crescimento de oxidadoras de nitrito, podendo resultar em 
acúmulo de nitrito no sistema. 

Requisitos de O2 (fase gasosa) 

Nitrificação: > 1,8 mgO2/L. 

Ocorrência de acúmulo de nitrito: 
< 0,5 mgO2/L. 

*Não computados os requisitos 
de O2 para biomassa 
heterotrófica. 

pH e alcalinidade  A taxa de nitrificação declina substancialmente para valores 
de pH abaixo de 6,3-6,8. Baixos valores de pH podem 
ocasionar a formação de HNO2 (inibidor da etapa de 
nitritação) e indicam o aumento da concentração de íons de 
hidrogênio H

+
 e baixa alcalinidade residual. A inibição da 

atividade nitrificante com pH < 5,7 é também reportada. 

 Escassez de alcalinidade carbonato no sistema impede a 
síntese de micro-organismos nitrificantes por déficit de 
carbono inorgânico. 

pH ótimo para nitrificação: 
em biofilmes: 7,5-8,5. 

Alcalinidade residual mínima 
para nitrificação em sistemas 
com biofilmes: > 45 mg/L 
(observado) 50 mg/L 
(recomendado). 
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Fator Interveniente Implicações recorrentes 

Temperatura  O metabolismo microbiano e a taxa de remoção de amônia 
podem diminuir em ambientes com temperaturas abaixo de 
10 ºC. Para filtros biológicos percoladores, com temperaturas 
do ar variando de 10ºC para 20ºC a taxa de nitrificação pode 
aumentar por um fator de 1,5.  

 Sistemas com elevadas taxas de nitrificação são mais 
afetados pela temperatura do que sistemas onde a taxa de 
nitrificação tende a ser menor. Fatores como disponibilidade 
de oxigênio, predadores, cargas orgânicas podem dificultar a 
avaliação do efeito da temperatura em sistemas de 
tratamento de esgotos. 

Temperatura ótima para 
nitrificação: 28-36 

o
C (cultura 

pura). 

Taxas de crescimento específico 
(μ) variam em função da 
temperatura. A avaliação dos 
efeitos da temperatura no 
tratamento de esgotos apresenta 
complexidade em virtude dos 
demais fatores intervenientes. 

Concentrações de matéria 
orgânica  

 Para elevadas concentrações de matéria orgânica, a 
nitrificação diminui pois a biomassa heterotrófica compete 
com sucesso por oxigênio e espaço, reduzindo a fração 
volumétrica de nitrificantes no biofilme. 

 Matéria orgânica solúvel: intensifica o crescimento de micro-
organismos heterotróficos elevando espessura do biofilme, o 
que dificulta a transferência de substratos (O2 e N-NH4

+
) para 

porções internas do biofilme.  

 Matéria orgânica particulada: uma vez adsorvida na superfície 
do biofilme pode proporcionar resistência à transferência de 
massa. Posteriormente, a hidrólise do componente 
particulado é um mecanismo que resulta em fonte adicional 
de substrato para a biomassa heterotrófica. 

DBO total > 20 mg/L (ou 
30mgDQOsolúvel/L):  
Menores taxas de nitrificação em 
FBP. 

DBO solúvel < 12 mg/L:  
Favorável para ocorrência de 
nitrificação em FBPs. 

Relação DBO/NTK  Maiores relações DBO/NTK favorecem a predominância da 
biomassa heterotrófica no biofilme em virtude da maior taxa 
de crescimento específico e fluxo de síntese observado para 
esses micro-organismos. Adicionalmente, a síntese da 
biomassa heterotrófica diminui a concentração de formas 
reduzidas de nitrogênio como a amônia. 

 A predominância de micro-organismos heterotróficos dificulta 
a transferência de substrato (N-amoniacal e O2) não 
permitindo a coexistência de micro-organismos nitrificantes e 
heterotróficos no biofilme para elevadas relações DBO/NTK. 

DBO/NTK: 25 

Pouca disponibilidade de formas 
reduzidas de nitrogênio para 
nitrificação.  

DBO/NTK: 5-10 

Pode ser favorável ao processo 
de nitrificação, a depender das 
condições operacionais 
impostas. 

Compostos orgânicos e 
inorgânicos 

 Nitrificantes são sensíveis a vários compostos orgânicos e 
inorgânicos. Na presença de tais compostos as taxas de 
nitrificação tendem a diminuir. 

 Concentrações de N-amoniacal acima de 20 mg/L podem 
iniciar a inibição de micro-organismos oxidadores de nitrito. 

Sulfetos: 0,5 mg/L                     

N-amoniacal: 20mg/L 

Fonte: Almeida (2012) 

No presente estudo, os FBPs foram projetados de forma a atender aos requisitos 

discriminados na Tabela 3.2, conforme detalhado por Almeida (2012). Entretanto, no que diz 

respeito às concentrações afluentes de sulfeto em efluentes de reatores UASB tratando 

esgotos sanitários, estas comumente estão entre 7 e 11 mg/L (SOUZA, 2010), concentrações 
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suficientes para inibir o crescimento de nitrificantes. Tais aspectos serão observados na 

discussão dos resultados de caracterização da comunidade bacteriana. 

3.4 Biomassa e dinâmica de sólidos em FBPs 

3.4.1 Distribuição da biomassa e dinâmica de sólidos em FBPs 

Normalmente, o desenvolvimento da biomassa não é uniformemente distribuído ao longo da 

profundidade dos FBPs. Micro-organismos nitrificantes somente podem crescer quando seu 

substrato está disponível no afluente que percola o meio-suporte e variações diurnas de cargas 

e de temperatura podem resultar em falta de substratos na parte inferior dos FBPs. Predação e 

decaimento de biomassa também são fatores importantes que afetam o crescimento da 

biomassa (WIK, 2003; GUJER, 2009). 

A produção de biomassa, bem como o acúmulo, em FBP terciários é bastante pequena em 

virtude da predação por organismos mais complexos. Invasões maciças de larvas de mosca 

(Psychodidae) e alguns vermes (Naididae) consomem a biomassa, reduzindo seriamente o 

desempenho da nitrificação em FBPs terciários por períodos prolongados. O problema pode 

ser superado com aumento do TDH no FBP, uma estratégia que causa custos extras, como 

consumo de energia (GUJER, 2009). Missagia (2010) observou organismos de diversas 

complexidades, principalmente no topo de FBPs utilizados no pós-tratamento de reator 

UASB. Tais organismos incluíam protozoários e nematódeos (Diplogaster sp.) que podem ter 

sido responsáveis pela menor diversidade de bactérias nesta porção dos reatores. 

Estudos de Persson et al. (2002) mostraram que a quantidade de biomassa variou ao longo da 

profundidade dos FBPs. Os autores estudaram FBPs preenchidos com meio suporte plástico 

do tipo crossflow (fluxo cruzado), utilizados no tratamento de efluente municipal. A biomassa 

foi amostrada nas profundidades de 0,5, 3 e 5 m dos filtros, 3 períodos do ano de 1999 (abril, 

agosto e dezembro), correspondendo a diferentes condições operacionais ao longo do tempo. 

A quantidade de biofilme (em termos de peso seco) variou ao longo do ano e, geralmente, 

mostrou uma diminuição com a profundidade do FBP. 

Grandes variações na quantidade de AOB foram observadas nas três ocasiões de amostragem. 

Eles observaram quantidade relativamente modesta de AOB uma vez que o peso seco foi 

muito baixo no fundo do FBPs. Em abril, a quantidade de AOB foi comparativamente baixa a 

0,5 e 3 m e mesmo a proporção de AOB foi alta em 5 metros, a quantidade de AOB foi 
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relativamente modesta uma vez que o peso seco do biofilme era baixo no fundo. Condições 

antes da amostragem de abril: baixa carga de amônia e baixas temperaturas, que resultaram 

em pouca nitrificação. Em agosto as condições eram opostas e as quantidades de AOB 

estimadas foram as mais altas no topo do FBP, mas diminuíram acentuadamente com a 

profundidade. A mesma tendência de distribuição foi observada de AOB na FBP foram vistos 

nos resultados simulados. Os autores (PERSSON et al. 2002) especularam que durante 

condições favoráveis, grandes quantidades de AOB são esperadas nas partes superiores 

deixando apenas pequenas quantidades para sustentar populações de AOB nas partes 

inferiores. Inversamente, durante condições desfavoráveis, haverá menos AOB, porém 

uniformemente distribuídas ao longo do FBP. 

3.4.2 Desenvolvimento de biomassa heterotrófica em biofilmes autotróficos 

Vários trabalhos observaram que sistemas nitrificantes, primariamente considerados 

autotróficos por não fornecer nenhuma fonte de carbono orgânico, foram capazes de sustentar 

micro-organismos heterotróficos (KINDAICHI et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2010). A 

matéria orgânica necessária para a manutenção da biomassa heterotrófica originou-se de 

produtos microbianos solúveis, conhecidos como SMPs (Soluble Microbial Products), que 

foram liberados pela biomassa autotrófica durante metabolismo normal e no decaimento 

celular em culturas mistas. Entretanto, tais compostos são recalcitrantes e apresentam lenta 

biodegrabilidade em relação aos compostos orgânicos comumente encontrados em águas 

residuárias (NI et al., 2011b). Mesmo assim, avaliações matemáticas de dados experimentais 

reportados na literatura indicaram que o crescimento heterotrófico em biofilmes nitrificantes 

(30 a 50%) e em grânulos (30%) foi significativamente maior que o do lodo nitrificante (15%) 

(NI et al., 2011a). 

Isto explicaria a baixa porcentagem de nitrificantes comumente encontradas em sistemas 

biológicos, sugerindo que outros micro-organismos heterotróficos estariam contribuindo para 

a remoção de N-NH4
+
. Tal constatação passa a ser ainda mais importante, considerando que 

efluentes de reatores UASB possuem maior percentual de SMPs (45 a 65%) do que o esgoto 

bruto (AQUINO et al., 2009), sendo de menor biodegradabilidade. A influência do percentual 

de SMPs em efluentes de reatores biológicos na nitrificação e na comunidade microbiana 

desenvolvida em sistemas de pós-tratamento necessita ser melhor investigada. 
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3.5 Dinâmicas populacionais e abundâncias de micro-organismos 
nitrificantes em diversos sistemas de tratamento biológico 

Segundo Rowan et al. (2003), diversos estudos sugerem que há diferenças ecológicas e 

fisiológicas entre AOB e grupos relacionados identificados a partir de técnicas de biologia 

molecular. Ambientes naturais, com baixas concentrações de amônia, parecem abrigar 

Nitrosospira spp., enquanto que em sistemas de tratamento predominam Nitrosomonas spp. 

Nitrosospira é um gênero conhecido de AOB predominante em solos de florestas, pastagens e 

ecossistemas agrícolas, podendo ser introduzidas em meio aquático por lixiviação do solo. 

Gênero Nitrosococcus, também já foi observado como uma das AOB predominantes (mais de 

70% do total de AOB, junto com Nitrosomonas) em todos os reatores de bancada, com 

aeração intermitente e inoculados com biomassa de lodos ativados, utilizados no pós-

tratamento de efluentes de suinocultura (oriundos de sistema anaeróbio) (MOTA et al., 2005).  

Com relação a sistemas de tratamento, na literatura há vários estudos de estrutura de 

comunidades em sistemas de lodos ativados tratando os mais diferentes tipos de resíduos. 

Segundo Wang et al. (2010), a falta de consenso no tipo específico de AOB predominante em 

ETE sugere que o tipo de água residuária, assim como as características da ETE tais como 

intensidade de aeração, configuração do reator, tempo de retenção de sólidos (TRS) e tempo 

de detenção hidráulica (TDH) podem estabelecer ambientes significativamente diferentes e, 

dessa forma, selecionar tipos diferentes de AOB (PARK & NOGUERA, 2004). Apesar dessas 

diferenças, de modo geral, o desempenho da nitrificação não é afetado por causa da 

redundância funcional entre as diferentes linhagens de AOB, ou seja, a presença de espécies 

reservatórias que podem desempenhar a mesma função ecológica (SIRIPONG & RITTMAN, 

2007). 

Sendo assim, a estabilidade funcional não está necessariamente ligada à estabilidade da 

comunidade de AOB. Em estudos com reatores em batelada sequenciais em escala de 

laboratório, Wittebolle et al. (2009) mostraram que a comunidade de AOB, analisada através 

de genes de RNAr 16S, mudou semanalmente a uma taxa de 13 ± 5%  sem, no entanto, alterar 

a estabilidade funcional da nitrificação. Wells et al. (2009) observaram oscilações temporais 

nas populações de AOB em ETE em escala plena, enquanto que a nitrificação permaneceu 

estável. 
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Siripong & Rittman (2007) comprovaram a ocorrência de redundância funcional em processos 

de lodos ativados. Eles encontraram linhagens de AOB relacionadas às espécies de 

Nitrosomonas europaea e N. eutropha, N. oligotropha, N. communis e ao gênero Nitrosospira 

em todas as estações de tratamento. Linhagens de Nitrospira e Nitrobacter, gêneros de NOB, 

coexistiram nos sistemas. Dentre os fatores que variaram, somente a temperatura sazonal 

influenciou na comunidade nitrificante, especialmente o balanço entre Nitrospira e 

Nitrosomonas. Mesmo assim, observou-se a coexistências dessas populações durante o verão 

e inverno. 

Entretanto, isso não significa que alterações na comunidade microbiana sejam irrelevantes 

para a funcionalidade do sistema. Mudanças dramáticas podem acontecer na estrutura da 

comunidade microbiana e causar instabilidade funcional. Gentile et al. (2007) monitoraram 

dinâmicas na comunidade bacteriana em dois reatores desnitrificantes de crescimento disperso 

por cerca de meio ano e observaram que, durante o período de instabilidade funcional, com 

altas concentrações de NO3
-
 efluente, a estrutura da comunidade mudou consideravelmente. 

Dinâmicas moderadas na comunidade microbiana, ao invés de abruptas, parecem ser 

adaptações nos ambientes e são importantes para o desempenho estável dos sistemas de 

tratamento de efluentes (WANG et al., 2012). 

Wang et al. (2012) analisaram, por meio de T-RFLP, as dinâmicas populacionais da 

comunidade de AOB de um sistema em escala piloto tratando esgoto sanitário durante um 

período de um ano. Com exceção dos primeiros 60 dias, o sistema apresentava nitrificação 

estável durante todo o ano monitorado. A comunidade de AOB era constituída por clusters 

relacionados a Nitrosomonas europaea, N. oligotropha e N. communis. Os autores 

observaram que a taxa média de mudança (a cada 15 dias) das estruturas da comunidade de 

AOB era de 10 ± 8%. Correlações entre os perfis de T-RFLP e 10 parâmetros operacionais e 

ambientais foram testadas por análise de correlação canônica (Canonical Correlation Analysis 

– CCA) e teste de Mantel. Os resultados mostraram que as dinâmicas na comunidade de AOB 

correlacionaram-se mais fortemente com OD, amônia efluente, DBO efluente e temperatura, 

porém sem correlação estatisticamente significante com a eficiência de remoção de amônia. 

As análises de CCA mostraram que 51% das variações foram explicadas por fatores 

operacionais e ambientais determinísticos e 49%, por causas desconhecidas (WANG et al., 

2012b). 
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3.5.1 Comunidades microbianas em sistemas de lodos ativados 

Nielsen et al. (2010) propuseram um modelo conceitual de comunidades microbianas baseado 

na investigação microbiológica de 25 estações de lodos ativados na Dinamarca com ênfase na 

remoção biológica de fósforo. A maioria dos grupos bacterianos importantes envolvidos na 

nitrificação, desnitrificação, remoção de fósforo, fermentação e hidrólise foram identificados 

e quantificados usando métodos moleculares (FISH). Os autores observaram que um número 

limitado de espécies principais estava presente em todas as estações, constituindo cerca de 

80% do total das comunidades, mostrando que as comunidades microbianas nos sistemas de 

tratamento biológico de remoção de fósforo são mais similares e não muito diversas como 

algumas vezes tem sido sugerido. Os autores revisaram o conhecimento atual sobre estes 

micro-organismos e relacionaram as principais rotas metabólicas do fluxo de carbono com 

substâncias orgânicas específicas, as populações dominantes envolvidas nas transformações, 

interações interespécies e fatores-chave que controlam sua presença e atividade. 

Os autores acreditam que estações de tratamento biológico com ênfase na remoção de fósforo 

são um modelo perfeito e apropriado para estudos de ecologia microbiana em sistemas de 

tratamento de águas residuárias, uma vez que o sistema de tratamento é composto por 

unidades anaeróbias, anóxicas e aeróbias e que o modelo proposto poderia ser utilizado para 

testar teorias de ecossistema microbiano para o desenvolvimento de novos e aprimorados 

modelos quantitativos de ecossistemas, sendo benéfico para projeção futura e manutenção de 

sistemas de tratamento de efluentes. 

A composição das comunidades microbianas foi determinada 2 a 4 vezes por ano (durante 3 

anos) em cada planta utilizando 38 sondas de oligonucleotídeos de gêneros e espécies 

numericamente dominantes. Cada grupo funcional tinha tipicamente 3 a 7 espécies/gêneros 

em cada uma das 25 estações de tratamento. A sonda EUBmix detectou 60 a 90% de todas as 

bactérias presentes e 10 a 20% da comunidade microbiana era constituída por micro-

organismos não-identificados.  

Dentre os diversos grupos funcionais, bactérias nitrificantes constituíam cerca de 7% da 

comunidade microbiana total. No tanque aeróbio, especificamente, as nitricantes consistiam 

de dois grupos: AOB, principalmente espécies relacionadas a Nitrosomonas oligotropha e 

Nitrosospira e NOB, quase que exclusivamente as linhagens 1 e 2 de Nitrospira. Outras 

linhagens de AOB estavam ocasionalmente presentes, tais como Nitrosococcus mobilis. 
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Outras NOB, tais como Nitrobacter, Nitrococcus e Nitrospina não estavam presentes em 

números significantes nas estações. Ambos os grupos são tipicamente autotróficos, embora 

eles também sejam capazes de utilizar substratos orgânicos (crescimento mixotrófico) como 

fonte de carbono sob condições aeróbias ou anóxicas (NIELSEN et al., 2010). Nenhuma AOA 

foi identificada nos sistemas e membros de Planctomycetes, que inclui o grupo das bactérias 

anammox, não foram encontrados em números significantes. 

3.5.2 Abundâncias relativas de AOB e NOB em sistemas nitrificantes 

Em vários trabalhos na literatura, em diversos sistemas nitrificantes em escala plena, a 

porcentagem de nitrificantes é em torno de 10% da população total de bactérias (HARMS et 

al., 2003; GEETS et al., 2007; NIELSEN et al. 2010; YAPSAKLI et al., 2011). Por exemplo, 

Harms et al. (2003) observaram em um sistema de tratamento de esgoto municipal que as 

populações nitrificantes constituíam cerca de 12% da comunidade geral de bactérias, sendo 

2,9% de AOB e 8,6% de NOB (baseado na quantificação de genes de RNAr 16S). 

Yapsakli et al. (2011) identificaram e quantificaram por PCR em tempo real AOB, NOB, 

AOA e bactérias anammox em um sistema de tratamento de lixiviado em escala plena. Os 

resultados indicaram que todos esses micro-organismos coexistiram no sistema, porém a 

remoção de amônia foi atribuída principalmente à nitrificação. As populações de AOB 

(quantificação de genes amoA) e NOB (quantificação de genes de RNAr 16S de Nitrobacter 

sp. e Nitrospira sp.) compreendiam, respectivamente, 1,5% e 11,3% da comunidade de 

bactérias em geral. A quantidade estimada de Nitrospira sp. foi aproximadamente 20 vezes 

maior que a de Nitrobacter sp. Nos estudos de Limpiyakorn et al. (2005), as porcentagens de 

AOB em 12 sistemas de tratamento de esgoto municipal em escala plena variaram de 0,01 a 

2,8% do total de bactérias. Variações sazonais foram observadas na comunidade de AOB, a 

estrutura parecia ser a mesma, porém o que variou foram as quantidades de AOB. 

Alguns trabalhos, entretanto, apontam abundâncias de AOB relativamente altas. Análises de 

FISH realizadas por Persson et al. (2002) estimaram que as abundâncias de AOB nas 3 

profundidades de FBPs tratando esgoto municipal eram em torno de 16-45% da comunidade 

total. Matsumoto et al. (2010) observaram, por FISH, que 60 e 10% da biomassa ativa de 

grânulos nitrificantes era constituída, respectivamente, por AOB e NOB. Kindaichi et al. 

(2004) observaram que AOB e NOB constituíam respectivamente 20 e 30% da biomassa ativa 

do biofilme estudado. Entretanto, os últimos sistemas  eram escala de bancada e alimentados 
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com efluente sintético. Tais situações controladas poderiam favorecer o desenvolvimento de 

nitrificantes, particularmente de AOB. 

Altas concentrações de NOB em relação a AOB têm sido encontradas em vários trabalhos na 

literatura. Baseado em análises de PCR em tempo real, Dionisi et al. (2002) e Harms et al. 

(2003) encontraram, respectivamente, 195 e 5 vezes mais células de Nitrospira sp. que de 

AOB em sistemas em escala plena tratando esgoto municipal. Kindaichi et al. (2006) 

encontraram números de Nitrospira sp. (por análises de FISH e PCR em tempo real) cerca de 

2 a 3 vezes maiores que os de AOB numa situação de stady-state. Yapsakli et al. (2011) 

encontraram aproximadamente 10 vezes mais genes de RNAr 16S de Nitrospira que os genes 

de amoA. Os últimos autores acreditam que a dominância de espécies de Nitrospira sobre as 

de AOB pode ser um indicativo de que elas podem ter funções metabólicas além da oxidação 

de NO2
-
 e mais investigações são necessárias para compreensão da discrepância entre o 

número de genes destas bactérias e suas funções conhecidas. 

3.5.3 Quantificação de nitrificantes por PCR tempo real em diversos sistemas de 

tratamento 

A distribuição e a frequência de micro-organismos estão intimamente relacionadas com suas 

funções ecológicas e com seu sucesso competitivo, daí a importância de sua quantificação e 

avaliação da influência de fatores abióticos, tais como estrutura espacial do habitat, 

temperatura e disponibilidade de nutrientes. A quantificação de determinados micro-

organismos é um pré-requisito essencial para compreensão das relações funcionais e das 

dinâmicas populacionais nas comunidades microbianas. Esse conhecimento é valioso não só a 

partir de uma perspectiva de pesquisa fundamental, mas também por poder ajudar a aprimorar 

processos biotecnológicos como tratamento de águas residuárias, que dependem do bom 

funcionamento de complexas comunidades multi-específicas (DAIMS & WAGNER, 2007). 

Para a quantificação de bactérias totais, AOB e NOB (Nitrospira sp. e Nitrobacter sp.), 

utilizou-se a técnica de PCR em tempo real, uma técnica de alta sensibilidade, que tem sido 

empregada há alguns anos em estudos de quantificação de micro-organismos em geral. Na 

literatura, há vários trabalhos de quantificação de bactérias totais, nitrificantes e/ou 

desnitrificantes por PCR em tempo real em sistemas de tratamento de resíduos, dentre eles: 

sistemas de tratamento de esgotos municipais e industriais (DIONISI et al., 2002; GEETS et 

al., 2007; FIGUEROLA & ERIJMAN, 2010), tratamento de lixiviados (YAPSAKLI et al., 



 

 

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 36 

2011), em reatores tratando efluentes sintéticos (WITTEBOLLE et al., 2008), em reatores em 

escala de bancada (GRAHAM, et al., 2007; PARK et al., 2010) e em solos (ENWALL et al., 

2005). Uma das vantagens é a possibilidade de quantificação de várias amostras ao mesmo 

tempo, utilizando-se uma curva-padrão de DNA de concentração conhecida. 

O princípio da técnica é a quantificação dos fragmentos de DNA (amplicons) à medida que 

vão sendo sintetizados nas reações de PCR. O diferencial desta técnica para a PCR 

convencional é a presença de um corante fluorescente de DNA, denominado SYBR Green I, 

nos reagentes da reação. Após a adição do DNA da amostra desconhecida, moléculas do 

SYBR Green I ligam-se imediatamente nas duplas-fitas iniciais. Durante a PCR, a enzima Taq 

DNA polimerase amplifica a sequência do DNA-alvo e a cada fita-dupla de DNA recém-

sintetizada, o corante se liga. Conforme a PCR progride, mais amplicons são gerados e o 

resultado é um aumento na intensidade da fluorescência proporcional à quantidade de DNA 

sintetizado pela PCR. Quanto mais alto o número de cópias iniciais do DNA-alvo, mais 

rápido será observado o aumento significativo na fluorescência. 

3.5.4 Uso de pirosequenciamento 454 em estudos de ecologia microbiana 

A proliferação de projetos de sequenciamento de DNA em larga escala nos últimos anos tem 

impulsionado a busca de métodos alternativos para reduzir tempo e custo. O 

pirosequenciamento 454 é um método relativamente recente de sequenciamento massivo de 

DNA (MARGULIES et al., 2005). O método tem sido utilizado intensivamente em pesquisas 

de ecologia microbiana nos mais diversos ambientes, inclusive em sistemas de tratamento de 

águas residuárias (KIM et al. 2012; LEE et al. 2012; WANG et al. 2012a; Yu et al. 2012; 

SHANKS et al. 2013; SERKEBAEVA et al. 2013). A técnica é capaz de sequenciar 25 

milhões de bases, com 99 % precisão ou mais, em cerca de quatro horas (MARGULIES et al., 

2005). Segundo Xie et al. (2012), o pirosequenciamento 454 é uma ferramenta promissora 

para análise da diversidade microbiana em comparação com as metodologias convencionais, 

pois a técnica fornece uma visão aprofundada da estrututra e das dinâmicas das comunidades 

microbianas nos ecossistemas, o que ajuda a otimizar as condições de operação de sistemas de 

tratamento biológico. Além disso, populações bacterianas em baixa proporção (abundância) 

são detectadas. 

Para análises de genomas inteiros é feita uma fragmentação do DNA em segmentos de fitas 

simples de cerca de 100 pares de bases (Figura 6.5). No caso da análise de diversas amostras, 
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por exemplo, estudo da comunidade de micro-organismos, é feita previamente uma PCR com 

iniciadores de interesse, sendo que um deles é marcado com um barcode. O barcode é uma 

sequência de cerca de 10 nucleotídeos, específica de cada amostra, o que permite 

posteriormente a identificação da origem das sequências amplificadas. Cada fragmento de 

DNA é, então, imobilizado em micro-esferas de emulsão, nas quais ocorre uma nova PCR e, 

no final do processo, haverá uma série de cópias idênticas ao fragmento inicial de DNA. As 

micro-esferas são, então, depositadas em uma placa de fibra óptica contendo mais de um 

milhão de poços; cada poço comporta apenas uma micro-esfera. Assim, como no 

sequenciamento tradicional, o pirosequenciamento 454 envolve a síntese de uma cadeia de 

DNA complementar pela enzima DNA polimerase. Os quatro nucleotídeos (A, T, G. C) são 

aplicados sobre a placa numa ordem fixa e as reações de sequenciamento ocorrem 

simultaneamente na placa inteira. Toda vez que um nucleotídeo é incorporado à fita 

complementar, há a liberação de uma molécula de pirofosfato, que fornece a energia 

necessária para liberação de luz pela enzima luciferase, também adicionada ao sistema. Cada 

pulso de luz sinaliza que a sequência em análise incorporou uma base complementar àquela 

presente no sítio de inserção da fita de DNA, registrando-se, assim, a identidade dos 

nucleotídeos (MADIGAN et al., 2010). 

A Tabela 3.3 apresenta alguns estudos de ecologia microbiana em diversos ambientes. 

Particularmente, em esgotos brutos e sistemas de tratamento anaeróbio, os filos 

predominantes são Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Chloroflexi. Em ambientes de 

solo e alagadiços (tipo wetlands), observa-se também Planctomycetes e Verrucomicrobia 

como filos predominantes.  
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Tabela 3.3 – Diversidade de Bacteria encontrada em vários ambientes e determinada por pirosequenciamento 454 

Origem da amostra  OTUs encontradas (taxa mais abundantes)  Observações  N
o
 de sequências 
analisadas  

Referência  

Esgoto bruto de 13 
estações de 

tratamento nos 
Estados Unidos  

Proteobacteria (62,2%), Firmicutes (20,6%), 
Bacteroidetes (12,5%), Actinobacteria (1,7%), 
Fusobacteria (1,2%)  
Proteobacteria: Gammaproteobacteria (38,1%),  
Betaproteobacteria (18,7%), 
Epsilonproteobacteria (2,6%) , 
Deltaproteobacteria (1,6%), Alphaproteobacteria 

(1,1%)  

 

380.175 sequências 
obtidas de 13 amostras. 
Seleção randômica de 
17.000 sequências/ 
amostra  

Shanks et al. 2013  

Superfície de turfa de 
wetlands do norte da 

Rússia  

Maior riqueza de filos raros.Acidobacteria 
(35,5%±2.4%), Proteobacteria (±29,6%), 
Actinobacteria (9,5%±2.0%), Verrucomicrobia 
(8,5%±1,4%), Planctomycetes (5.8%±0,4%).  
Proteobacteria: Alphaproteobacteria 
(15,9%±1,7%), Deltaproteobacteria (7,1%±0,4%), 
Gammaproteobacteria (6,6%±0,4%).  

-Ambientes com 
taxas de acúmulo de 
carbono 10-30 

g/m
2
.ano (1/3 do pool 

de carbono), 
conhecidos como 
principal fonte de 
metano. 
-Contêm baixas 
concentrações de N, 
S e Fe, pH altamente 
ácido (abaixo de 4.0) 
- Acidobacteria, 
Verrucomicrobia e 
Planctomycetes 
mostraram uma clara 
preferência de 
crescimento ou em 
condições óxicas ou 
anóxicas. 

37.229 sequências com 
comprimento médio de 
430pb obtidas de 8 
amostras (média de 
4.653 
sequências/amostra).  
27 filos e 1.269 OTUs  

Serkebaeva et al. 

2013  

Subsuperfície de turfa 
de wetlands do norte 

da Rússia  

Acidobacteria (39,2%±1,2%), Proteobacteria 
(±23,5%), Actinobacteria (10,7%±0,5%), 
Planctomycetes (9,7%±0,6%), Verrucomicrobia 

(0,6%±0,2%).  
Proteobacteria: Alphaproteobacteria 
(25,8%±1.4%), Deltaproteobacteria (4,4%±0,3%), 
Gammaproteobacteria (2,1%±0,1%) 
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Origem da amostra OTUs encontradas (taxa mais abundantes) Observações 
No de sequências 

analisadas 
Referência 

14 sistemas de 
tratamento de esgoto 
na China  

Proteobacteria (21 a 53%), Bacteroidetes (11 a 
64%), Acidobacteria (1 a 27%), Chloroflexi (1 a 

17%)  
Proteobacteria: Betaproteobacteria (21 a 52%), 
Alphaproteobacteria (7 a 97%), 
Gammaproteobacteria (8 a 34%), 
Deltaproteobacteria (2 a 18%)  

Amostras coletadas no 
tanque de aeração de 
lodos ativados em 
escala plena  

139.951 obtidas de 14 
amostras. 

Wang et al. 2012a 

Reator anaeóbio de 
mistura completa em 
escala de bancada 
alimentado com 
efluente sintético 
contendo glicose  

- Inóculo de digestor anaeróbio: 
Proteobacteria (32.8%), Bacteroidetes (21.8%), 
Chloroflexi (2.5%), Sinergistetes (1.8%), 
Firmicutes (1.0%), bactérias não-classificadas 
(38.2%)  
- Reator a 50ºC: Firmicutes (85%), gênero 
predominante Lactobacillus  

A produção de ácido 
láctico aumentou 
consideravelmente a 
partir dos 50ºC.  

10.597 sequências 
selecionadas a partir de 
10 amostras (média de 
1513 sequências/ 
amostra)  

Kim et al. 2012 

7 digestores 
anaeróbios em escala 
plena  

Proteobacteria (20.5%), Bacteroidetes (19.7%), 
Firmicutes (17.8%) e Chloroflexi (4.8%)  

Filo não-classificado foi o maior (28.4±15.4%)  
- Maior proporção de sequências dentro de 
Firmicutes nos digestores termofílicos 
(24.3±10.5%) que nos mesofílicos (12.6±5.0%).  
- Maior proporção de Bacteroidetes nos 

digestores mesofílicos (22.0±9.2%) que nos 
termofílicos (17.0±9.2%)  

Variabilidade da 
comunidade 
bacteriana dentro dos 
digestores foi menor 
que entre digestores.  
Desempenho dos 
digestores e condições 
operacionais afetaram 
o perfil da comunidade 
bacteriana.  

83.774 sequências 

(487pb) a partir de 40 
amostras (média de 2094 
sequências/amostra);  
9051 OTUs  

Lee et al. 2012 

Wetlands costeiras do 

estuário do Rio 
Amarelo (China)  

Proteobacteria (40.45%), Bacteroidetes 
(23.54%), Firmicutes (9.01%), Actinobacteria 
(8.31%), Acidobacteria (1.74%), Chloroflexi 
(1.6%), Verrucomicrobia (0.21%)  

 

57.684 sequências (≥ 
200pb) a partir de 5 
amostras (média de 
11.537 sequências/ 
amostra)  

Yu et al. 2012 
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3.6 Avaliação de diferentes tipos de meio-suporte para retenção e 
desenvolvimento de biomassa nitrificante 

Com relação a estudos microbiológicos com filtros biológicos percoladores encontrados na 

literatura, há pouco estudos (PERSSON et al. 1999; ROWAN et al., 2003; JUHLER et al., 

2009; MISSAGIA, 2010; SUDARNO et al., 2010) quando comparado àqueles com sistema 

de lodos ativados. 

Especificamente com FBPs utilizados no pós-tratamento de efluentes de reator UASB 

(ALMEIDA et al., 2008), Missagia (2010) avaliou a influência das condições ambientais 

proporcionadas por diferentes tipos de meio suporte (escória de alto-forno, anéis plásticos, 

aparas de conduíte e espuma de poliuretano denominada de Downflow Hanging Sponge ou 

DHS), profundidades distintas e duas diferentes cargas orgânicas volumétricas (COV de 0,24 

e de 0,38 kg de DBO/ m
3
.d) na abundância e distribuição de bactérias nitrificantes e na 

diversidade microbiana (Domínio Bacteria), assim como no desempenho do reator (remoção 

de N-NH4
+
). Foi observado por análise microscópica e DGGE que em todos os filtros, o topo 

apresentou maior diversidade de micro-organismos devido à maior disponibilidade de matéria 

orgânica (em termos de DBO) e oxigênio. Por análise de FISH, observou-se que em todos os 

filtros, as contagens de bactérias totais foram significativamente maiores na COV mais 

elevada. A quantidade de nitrificantes sofreu redução, o que foi comprovado com a baixa 

remoção de N-NH4
+
. Especificamente, com relação ao filtro preenchido com espuma de 

poliuretano (DHS), foi observado um aumento significativo de nitrificantes (AOB+NOB) do 

topo para o fundo, coerente com o decréscimo das concentrações de DBO e N-NH4
+
 ao longo 

do filtro. 

A pesquisadora concluiu que, apesar de os filtros terem sido alimentados com o mesmo 

efluente, as diferentes composições e configurações dos materiais de enchimento resultaram 

no desenvolvimento de diferentes condições ambientais, que favoreceram um estabelecimento 

diversificado de espécies. Dentre os tipos de meio suporte, o de espuma de poliuretano 

apresentou maior abundância de todos os micro-organismos investigados, bem como maior 

diversidade de morfotipos detectados por microscopia de contraste de fase. 

Uma das principais limitações associadas aos FBPs é a dificuldade do controle da idade do 

lodo, o que, por sua vez, dificulta a manutenção de populações microbianas de baixo 

crescimento no reator, como é o caso de micro-organismos nitrificantes. Esse problema tem 
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sido resolvido com o uso de espumas de poliuretano como meio-suporte, uma vez que este 

tipo de material promove maior retenção de biomassa e diversas condições ambientais, 

contribuindo para o aumento da nitrificação (ALMEIDA et al., 2008; TANDUKAR et al., 

2006; DANIEL et al., 2009). A vantagem do uso desse meio suporte é a aderência, seleção e 

sustentação de micro-organismos de crescimento lento tais como AOB, além de promover a 

desnitrificação. Na literatura já é bem-compreendido e comprovado que a espuma de 

poliuretano é uma estratégia promissora no processo de nitrificação-desnitrificação no pós-

tratamento de efluentes (TAWFIK et al., 2006; DANIEL et al., 2009; ALMEIDA, 2012). 

Segundo Machdar et al. (1997), o uso de espumas possibilita a retenção intersticial de 

biomassa (20 a 25g de ST/L), maior idade do lodo (> 100 dias) e um maior TDH (em torno de 

2,5h). 

O primeiro sistema descrito na literatura baseado em espumas de poliuretano utilizado no pós-

tratamento de reator UASB foi o DHS (Downflow Hanging Sponge; MACHDAR et al., 2000; 

TANDUKAR et al., 2006; TAWFIK et al., 2006). Experiências práticas mostraram que as 

remoções de DBO, DQO e N-NH4
+
 no sistema UASB-DHS variaram em torno de 80 a 97%, 

81 a 84% e 61 a 80% respectivamente, com baixas concentrações de sólidos suspensos no 

efluente final, mesmo sem o uso de decantadores secundários. Tandukar et al. (2007) 

especularam que a remoção de nitrogênio total nesse sistema foi predominantemente realizada 

por desnitrificação heterotrófica, assumindo que a assimilação de nitrogênio para síntese 

celular foi inexpressiva. A fonte adicional de carbono para a desnitrificação heterotrófica 

seriam os materiais intracelulares oriundos de células inativas. Entretanto, os resultados de 

Almeida (2012) com um FBP preenchido por espuma sugeriram que a remoção de nitrogênio 

total não poderia ser explicada somente por um processo biológico e que outros (tais como 

síntese celular e bactérias anammox) são possíveis fatores intervenientes. 

Portanto, há pouca informação sobre a identidade e proporção de micro-organismos 

responsáveis por manter o processo de pós-tratamento de efluentes de reatores UASB. As 

condições ambientais promovidas por diferentes estratégias operacionais podem ser 

determinantes na seleção de micro-organismos especificamente mais adaptados às condições 

impostas, seja em meios suportes plásticos, onde a biomassa se desenvolve sobre uma 

superfície, ou em interstícios, como ocorre em meios essencialmente baseados em espumas de 

poliuretano. 
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3.7 Análises estatísticas 

3.7.1 Índices de diversidade α 

Os índices de diversidade, também denominados de medidas de diversidade α (alfa) ou 

índices de heterogeneidade, são valores obtidos a partir de expressões matemáticas e são 

principalmente utilizados em estudos ecológicos. Tais expressões levam em consideração 

tanto a uniformidade (equitabilidade) quanto a riqueza de espécies. O aumento do número de 

espécies ou da uniformidade das abundâncias aumenta a diversidade. 

O índice de Simpson (1949) foi o primeiro a ser usado em estudos ecológicos e mostra a 

concentração de dominância (D). O índice varia de 0 a 1 e, quanto mais próximo de 1, maior a 

dominância por uma ou poucas espécies. Para cálculo do índice, utiliza-se a equação abaixo 

(3.1): 

                                                                                                      (3.1) 

Onde ni é o número de indivíduos na espécie (ou OTU) i e N, o número total de indivíduos. 

Este índice exprime basicamente a abundância de espécies mais comuns, sendo 

consequentemente mais sensível a mudanças que ocorram nestas espécies (MAGURRAN, 

1988). Uma vez que D aumenta, a diversidade diminui, para converter a probabilidade de 

Simpson numa medida de diversidade, determina-se o índice D’, que é 1 - D. 

Entretanto, o índice de diversidade mais utilizado em estudos ecológicos é o de Shannon (H’), 

procedente da teoria da informação. Este índice dá maior peso para espécies raras e é obtido 

pela seguinte equação (3.2): 

                                                                                                          (3.2) 

Onde S é o número de espécies (ou OTUs), pi é a proporção da espécie (ou OTU) i, estimada 

como ni/N. Na prática, o valor máximo de H’ é ln S.  
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Comparando-se os índices de Simpson e Shannon, o primeiro atribui maior peso às espécies 

(no caso, OTUs ou grupos taxonômicos) mais abundantes, sendo consequentemente mais 

sensível a mudanças que ocorrem nestes grupos, enquanto que o segundo é influenciado pela 

riqueza de espécies (MAGURRAN, 1988). 

A equitabilidade, igualdade ou uniformidade refere-se ao padrão de distribuição de indivíduos 

entre as espécies, sendo proporcional a diversidade, exceto se houver co-dominância de 

espécie. Tais índices baseiam-se na relação entre a diversidade observada (H’) e a diversidade 

máxima (H’max), a qual seria possível numa situação em que todas as espécies fossem 

igualmente abundantes. O índice de equitabilidade mais amplamente utilizado é o de Pielou 

(J’), que consiste na razão do índice de Shannon (H’) pelo logaritmo de S (número de 

espécies), com valores situando-se entre 0 e 1. Outro índice utilizado para avaliar a 

equitabilidade de uma amostra é o de Evenness, também chamado de índice de uniformidade 

de Sheldon (1969), obtido a partir da fórmula: e
H
/S. 

O índice de Chao 1 estima a riqueza total utilizando o número de espécies representadas por 

apenas um indivíduo nas amostras (singletons), e o número de espécies com apenas dois 

indivíduos nas amostras (doubletons). A estimativa de riqueza é calculada pela equação 3.3: 

                                                                                                           (3.3) 

Onde Sc é a riqueza de espécies estimada, s é a riqueza observada, F1 é o número de espécies 

singletons e F2 é o número de doubletons.  

3.7.2 Análise de componentes principais 

A análise de componentes principais ou Principal Component Analysis (PCA) é um 

procedimento da estatística multivariada que utiliza uma transformação ortogonal para 

converter um conjunto de observações de variáveis (possivelmente correlacionadas) a um 

conjunto de valores de variáveis linearmente descorrelacionadas, chamadas componentes 

principais. Após os dados serem devidamente padronizados, uma matriz de semelhança 

baseada em índices de correlação de Pearson é elaborada. A partir desta matriz, determinam-

se os autovalores (valores próprios, eigenvalues) e autovetores (vetores próprios, 

eigenvectors), que são distribuídos num espaço multidimensional. Os indivíduos em estudo 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Transforma%C3%A7%C3%A3o_ortogonal&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Correla%C3%A7%C3%A3o_e_depend%C3%AAncia&action=edit&redlink=1
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são, então, projetados num espaço multidimensional, sem uma prévia hierarquia, baseando-se 

na co-variância ou na correlação de suas características. Os dados são transformados para um 

novo sistema de coordenadas, de forma que a maior variância por qualquer projeção fica ao 

longo da primeira coordenada (chamado primeiro componente – CP1), a segunda maior 

variância fica ao longo da segunda coordenada (CP2), e assim por diante. 

O uso principal da PCA é a investigação e consequente descoberta de relações entre os dados 

sem explicação ou interpretação prévia (MARDIA,1979). Tais observações, previamente não 

esperadas, podem ser fundamentais para interpretação dos dados. Apesar de antigas, as 

análises multivariadas só puderam ser utilizadas rotineiramente e incorporadas às análises de 

dados apenas recentemente, devido ao desenvolvimento de processadores computacionais 

mais rápidos. 

3.8 Análise crítica da literatura 

Diversos estudos encontrados na literatura têm mostrado que uma comunidade microbiana 

estática não é essencial para manter a funcionalidade de um sistema biológico. A comunidade 

microbiana muda ao longo do tempo, emergindo populações que são mais adaptadas às 

condições impostas (por exemplo, diferentes concentrações de substratos). 

A seleção de espécies microbianas é um fato comum durante o tratamento biológico, sendo 

governada principalmente pelas concentrações de substratos, tais como OD, NH4
+
, NO2

-
 e 

matéria orgânica. A configuração do reator é um fator importante na seleção de espécies no 

sentido de permitir ou não a mistura do líquido e homogeneização de nutrientes e na retenção 

e acúmulo dos micro-organismos na forma de grânulos, flocos ou biofilmes. 

Ao se alterar as condições operacionais impostas, a nitrificação pode até ser parcialmente 

prejudicada, mas o processo logo é retomado por causa da seleção de espécies, que 

apresentam características que as permitem sobreviver às novas condições ambientais. 

Sistemas que possuem meios suportes com altos índices de vazios apresentam vantagem em 

relação aos convencionais, por terem espaço disponível e permitirem o desenvolvimento de 

micro-organismos mais lentos, que seriam “lavados” do sistema. Assim, estes tipos de meio-

suporte podem contribuir para o aumento da eficiência de remoção de compostos 

nitrogenados. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_de_coordenadas
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Quando se trata de remoção de N-amoniacal em sistemas de tratamento biológico, comumente 

são estudadas as populações de AOB e NOB. A estrutura da comunidade nitrificante em 

sistemas de tratamento biológico, particularmente FBPs, parece estar relacionada 

principalmente a algumas populações de AOB relacionadas a Nitrosomonas europaea, N. 

oligotropha e N. communis e as de NOB, a Nitrospira e Nitrobacter. Sabendo-se que a 

comunidade nitrificante constitui uma pequena parcela da comunidade geral (até 

aproximadamente 10%), pouco se é discutido sobre o restante dos micro-organismos que 

compõe a comunidade geral e qual a influência destes na remoção de compostos 

nitrogenados. 

Apesar de estudos recentes incluírem a investigação de micro-organismos anammox e AOA, 

seria importante a investigação de outros organismos envolvidos no ciclo do nitrogênio, tais 

como nitrificantes heterotróficas e desnitrificantes que poderiam influenciar também na 

remoção de N-NH4
+
. Isto se torna mais importante quando se verifica que sistemas 

autotróficos também são capazes de desenvolver biomassa heterotrófica devido à liberação de 

SMPs. Considerando que os efluentes de reatores UASB possuem um percentual considerável 

de SMPs, é necessária uma investigação da comunidade microbiana geral, além da 

comunidade nitrificante, desenvolvida nos FBPs. 

O uso de meios-suportes alternativos com elevado índices de vazios, tais como os de espumas 

de poliuretano, tem sido bem-sucedido em sistemas de tratamento biológico, especialmente 

para remoção de N-amoniacal. Entretanto, há pouca informação sobre a identidade e 

proporção de micro-organismos desenvolvidos neste tipo de meio-suporte e suas interações 

ecológicas. Esse conhecimento é essencial para a compreensão de relações funcionais e de 

processos biológicos que se desenvolvem dentro dos sistemas de tratamento biológico, 

especialmente FBPs, o que permitiria o seu aprimoramento, por exemplo, para a nitrificação e 

desnitrificação. 
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4 HIPÓTESES E PREMISSAS 

A presente tese foi fundamentada considerando as seguintes hipóteses: 

1- Apesar dos FBPs serem alimentados com o mesmo afluente, oriundo de um reator UASB, 

as comunidades bacterianas que se desenvolvem e se estabelecem em ambos os FBPs são 

diferentes.  

Premissa: A configuração do reator é um dos fatores que influenciam no desenvolvimento da 

comunidade microbiana. Os meios-suportes têm configurações e características superficiais 

diferentes, propiciando diferentes condições ambientais em termos de acúmulo e retenção de 

substratos, disponibilidade de espaço para crescimento da biomassa, exposição ou não à luz, 

etc. 

2- O FBP preenchido por espuma apresenta maiores eficiências de remoção de matéria 

orgânica e de íon amônio devido à sua capacidade de reter maior quantidade de micro-

organismos de crescimento lento, tais como as bactérias nitrificantes.  

Premissa: As bactérias nitrificantes apresentam crescimento relativamente lento. Para 

promover a oxidação de N-NH4
+
, é necessário que tais bactérias encontrem condições ideais 

para o seu crescimento, com um TRS mais alto, o suficiente para o seu desenvolvimento. O 

uso de um meio-suporte que aumente o TRS dentro do sistema favorecerá o desenvolvimento 

de tais bactérias, impedindo que elas sejam “lavadas” do filtro. 

3- No FBP preenchido por espuma observa-se a ocorrência simultânea dos processos de 

nitrificação, desnitrificação e Anammox. 

Premissa: Com o crescimento dos micro-organismos aeróbios ao longo do tempo no meio-

suporte de espuma, o oxigênio disponível é totalmente consumido em algumas regiões do 

meio-suporte, originando nichos anóxicos. Estes nichos são ocupados por anaeróbios 

facultativos (desnitrificantes) e por anaeróbios obrigatórios (bactérias anammox). 

4- Mudanças na estrutura da comunidade bacteriana ocorrem ao longo da profundidade dos 

FBPs, apresentando diferenças consideráveis entre o topo e o fundo. 

Premissa: As concentrações de substratos (matéria orgânica, OD, N-NH4
+
, CaCO3) variam 

ao longo da profundidade de ambos os FBPs. Uma vez que a comunidade microbiana 
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responde de acordo com a disponibilidade de substratos, essas variações influenciam na 

diversidade e abundância dos micro-organismos. 

5- O aumento da carga orgânica aplicada nos FBPs entre os períodos monitorados provoca o 

aumento nas abundâncias de bactérias totais e a diminuição nas populações de nitrificantes, 

resultando em menor eficiência de remoção de íon amônio. Em caso de redução da carga 

orgânica, ocorre aumento nas populações de nitrificantes, aumentando as eficiências de 

remoção de N-NH4
+
. 

Premissa: O aumento na concentração de matéria orgânica favorece o desenvolvimento de 

bactérias heterotróficas, pois estas apresentam uma taxa de crescimento mais rápida que as 

nitrificantes. Dessa forma, as bactérias heterotróficas ganham na competição por oxigênio e 

espaço, impedindo ou minimizando o desenvolvimento de nitrificantes. 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Descrição do aparato experimental 

O aparato experimental, dimensionado para tratar os efluentes de origem doméstica, 

compreendia um reator UASB e dois FBPs (Figura 5.1A). O sistema UASB/FBP foi 

alimentado com o esgoto bruto afluente a uma ETE (ETE ARRUDAS, localizada em Belo 

Horizonte- MG) em escala plena, após o esgoto passar pela etapa de gradeamento e 

desarenação. As principais características do sistema UASB/FBP são apresentadas na Tabela 

5.1. 

A operação do sistema UASB/FBP ocorreu sem unidades de decantação secundária, no 

transcurso de 524 dias operacionais. Ambos os FBPs não foram previamente inoculados com 

lodo, sendo que os micro-organismos que colonizaram os meio-suportes vieram da própria 

água residuária (efluente do reator UASB). O primeiro FBP a entrar em operação foi o 

preenchido por placas (Figura 5.1C). Após 152 dias de funcionamento deste FBP, iniciou-se a 

operação do FBP preenchido por espuma (Figura 5.1C).  

Figura 5.1– Sistema UASB seguido por FBPs e materiais para retenção de biomassa 

 

(A) Sistema UASB seguido por FBPs. (B) Representação esquemática dos FBPs e 
principais componentes. (C) Materiais de enchimento utilizados na pesquisa. 

As características dos meios-suportes para retenção de biomassa de ambos os FBPs estão 

descritas na Tabela 5.1. Maiores detalhes dos FBPs pós-UASB são encontrados na tese de 

Almeida (2012). 

Reator 
UASB 

FBPs 

(a) 
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Tabela 5.1– Principais características do sistema UASB/FBP 

Características físicas e 
condições operacionais 

Reator 
UASB 

Filtro biológico percolador 
Comentários sobre os materiais de 

enchimento 
FBP de 
placa 

FBP de 
espuma 

Volume útil (m3) 16,8 1,90 1,85  FBP de placa: Constituído de placas 
corrugadas de polietileno. A biomassa se 
desenvolve sobre a superfície das 
placas, como em um típico sistema de 
biofilme. 

 FBP de espuma: Constituído de placas 
corrugadas de polietileno colocadas lado 
a lado, com placas de espumas fixadas 
sobre as placas corrugadas. Portanto, 
nesse meio suporte a maior porção da 
biomassa se desenvolve nos interstícios 
da espuma. 

Altura útil (m) 4,8 4,20 4,08 

Material de constituição Aço Polietileno Polietileno 

Vazão média aduzida (m³/d) 45,2 4,6 4,6 

TAS (m³/ m2.d) - 10-12 10-12 

COV (kgDBO/ m3.d) 0.71 0,38-0,80 0,38-0,80 

TDH (h)* 8.5-9,0 0,25 2,0 

*Os tempos de detenção nos FBPs foram determinados com o uso de traçadores radioativos, 
considerando as condições operacionais apresentadas nesse trabalho. 

Fonte: (ALMEIDA et al., 2012) 

5.2 Definição dos períodos operacionais 

Os resultados físico-químicos apresentados na tese referem-se ao monitoramento realizado 

por Almeida (2012). O monitoramento do sistema UASB-FBP foi dividido em três períodos. 

O período 1 (P1) iniciou-se após observação de um equilíbrio dinâmico aparente nas 

concentrações efluentes de N-NH4
+
 do FBP de espuma, constatando-se o estabelecimento do 

processo de nitrificação. Isso ocorreu cerca de 100 dias após a partida deste FBP. 

A partir desse momento, a divisão dos períodos foi conduzida conforme as cargas orgânicas 

volumétricas (COV) aplicadas aos FBPs. As vazões afluentes para ambos os FBPs foram 

mantidas em torno de 4,6 m
3
/d durante todo o período de monitoramento (Tabela 5.1). 

Variações sazonais nas concentrações de matéria orgânica nos esgotos brutos comumente 

acontecem, sendo responsáveis pelas variações observadas nas COVs aplicadas.  

Baseado nas cargas orgânicas do efluente do reator UASB, o período 2 (P2) foi iniciado 

quando as COV aplicadas começaram a aumentar (dia 201) e foi até o dia 303 (Figura 6.1). A 

partir desse dia, começou a ocorrer a diminuição sazonal das concentrações orgânicas dos 

esgotos brutos e efluentes do reator UASB. As concentrações de matéria orgânica tendem a 

ser menores no verão, em virtude do maior consumo de água pela população e pela incidência 

de chuvas, que ocasionam a diluição dos esgotos. Isto levou a uma redução significativa da 
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COV aplicada aos FBPs, o que caracterizou o início do período 3 (P3), que se estendeu até o 

dia 446. 

5.3 Análise dos parâmetros físico-químicos 

Parâmetros físico-químicos referentes à fase líquida (DQO, N-NH4
+
, N-NO2

-
, N-NO3

-
, 

CaCO3, pH, temperatura – Tabela 5.2) foram selecionados para apoiar as investigações sobre 

as populações de nitrificantes, anammox e desnitrificantes. Tais dados foram obtidos por 

Almeida (2012). 

Tabela 5.2 – Parâmetros físico-químicos investigados, frequência de amostragem e 

metodologia para a realização das análises no monitoramento (campanhas de amostragem) 
do sistema UASB/FBP 

Parâmetro Frequência de amostragem Metodologia Referência 

DQO total  2 a 3 vezes por semana Titulometria APHA (2012) 

DQO filtrada 2 a 3 vezes por semana Titulometria APHA (2012) 

STV Por coleta Método gravimétrico APHA (2012) 

N-NH4
+
 2 a 3 vezes por semana Digestão/titulometria APHA (2012) 

N-NO2
-
 2 a 3 vezes por semana Colorimetria APHA (2012) 

N- NO3
-
 2 a 3 vezes por semana Colorimetria Rodier (1975) 

CaCO3* 2 a 3 vezes por semana Titulometria APHA (2012) 

Temperatura 2 a 3 vezes por semana Potenciometria APHA (2012)) 

pH 2 a 3 vezes por semana Potenciometria APHA (2012) 

OD 2 a 3 vezes por semana Fotoluminescência APHA (2012) 

* Em pH próximo à neutralidade, como é o caso de águas residuárias, a principal contribuição para a 
alcalinidade é dos bicarbonatos (HCO3

-
). Entretanto, a metologia utilizada no presente trabalho 

baseiou-se na neutralização de íons capazes de reagir com ácidos, que incluem, além de HCO3
-
, 

CO3
2-

 e OH
-
. Portanto, os resultados de alcalinidade, discutido nos resultados, estão expressos em 

termos de mg/L de CaCO3. 

5.4 Coleta de biomassa e preparo das amostras 

Para coleta de biomassa do FBP de placa, uma placa corrugada foi retirada de cada um dos 

quatro módulos do sistema (ver módulos na Figura 5.2). As placas foram raspadas com o 

auxílio de uma escova de plástico (escova de lavar roupas) e lavadas com tampão fosfato 

salino (PBS – NaCl 0,13 M; Na2HPO4 7,0 mM; NaH2PO4; 3,0 mM; pH 7,2) para remoção do 

biofilme. O líquido recolhido de cada placa foi armazenado separadamente a 4ºC para análises 

microbiológicas. No dia seguinte, o líquido foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos e o 

sedimento foi pesado e aliquotado para análises de sólidos totais voláteis (método adaptado de 

APHA, 2012) e para análises moleculares (preservação a – 20 ºC). 
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Para o FBP de espuma, um pedaço de espuma foi extraído de cada módulo, conforme 

mostrado na Figura 5.3. Logo após, as espumas foram espremidas e lavadas várias vezes com 

tampão PBS. O líquido coletado de cada porção de espuma foi processado do mesmo modo 

como foi feito para o líquido coletado das placas do outro FBP. As quantidades de biomassa 

fresca removida de cada placa e de cada pedaço de espuma, bem como os resultados de 

análise de STV por compartimento, estão apresentados no Apêndice B. 

Esta metodologia de análise de sólidos foi adaptada de APHA (2012), uma vez que não eram 

líquidas e não era possível controlar ou limitar o volume de solução-tampão utilizado para 

retirada da biomassa. A biomassa foi sedimentada por centrifugação para remoção do líquido 

e analisada quanto ao conteúdo de sólidos totais (ST) e sólidos totais voláteis (STV). Os ST 

representam as frações do lodo orgânica (que contém a biomassa) e inorgânica (não envolvida 

nas funções biológicas). Por sua vez, a parte orgânica contém micro-organismos ativos, 

micro-organismos inativos e uma fração orgânica não biodegradável. Essa biomassa inativa 

provavelmente é maior no FBP de espuma, devido ao fato de este meio-suporte conseguir 

reter maior quantidade de sólidos do que o de placas. Como a parte orgânica do lodo não foi 

analisada em termos de atividade, isso não foi levado em consideração. 

Figura 5.2 – Imagens das placas corrugadas de polietileno amostradas do FBP de placa 

para coleta de biomassa 

 

(A) Aspecto da placa com 
biomassa. 

 
(B) Infestação de caramujos vista durante o P2 principalmente 

no compartimento inferior (4,20 m) do FBP 

 

(C) Aspecto da placa após a remoção da biomassa 
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Figura 5.3 – Imagens dos pedaços de espuma de poliuretano amostrados do FBP de 

espuma para coleta de biomassa 

 

 

(A) Amostragem dos pedaços de 
espuma 

 

(B) Detalhe da presença de larvas, encontradas 
principalmente nos compartimentos superiores (1,05 e 

2,10 m) do FBP 

 

(C) Aspecto das espumas antes e após a remoção da 
biomassa 

5.5 Análises moleculares 

A investigação microbiológica foi efetuada três vezes dentro de um período de 300 dias. As 

coletas das amostras foram feitas em três fases operacionais distintas com faixas de cargas 

orgânicas aplicadas de 0,50 a 0,73 kg de DQO/ m
3
. d no P1, 0,60 a 0,80 kg de DQO/ m

3
. d no 

P2 e 0,40 a 0,50 kg de DQO/ m
3
.d no P3. As concentrações de carga orgânica aplicada da 

terceira fase operacional foram significativamente menores que as das fases anteriores (teste 

de Kruskall Wallis, α = 5%; ALMEIDA, 2012). 

A comunidade microbiana foi investigada através das técnicas de PCR-DGGE (para 

determinar a estrutura da comunidade de AOB, e bactérias totais) e pirosequenciamento 454 

para determinar a composição da comunidade bacteriana (Figura 5.4). A determinação da 

abundância de alguns grupos bacterianos (AOB, NOB – Nitrospira e Nitrobacter, anammox, 

e desnitrificantes), bem como de bactérias totais, foi realizada através de PCR em tempo real 

com genes específicos (descritos na Tabela 5.3). Detalhes metodológicos de cada técnica 

usada serão descritos nos itens a seguir. 
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Figura 5.4 – Etapas das análises moleculares da biomassa amostrada nos FBPs 

Amostra de 
biomassa

(0,5 g)

Extração e purificação 
de DNA genômico

Amplificação (PCR) de 
genes de RNAr 16S de 

bactérias em geral

Análise da diversidade 
de bactérias

Quantificação de 
bactérias em geral e do 

ciclo do nitrogênio

Análise da diversidade da 
comunidade bacteriana

em geral

DGGEPCR em tempo real
Pirosequenciamento 

Amplificação (PCR) 
de genes específicos

 

5.5.1 Extração e purificação de DNA 

O DNA total foi extraído a partir 0,5 g de biomassa congelada, utilizando-se um método de 

físico-químico (adaptado de EGLI et al., 2003). Após pesar a biomassa em microtubos (2mL), 

adicionou-se tampão TEN (0,1M de NaCl, 10mM de Tris-HCl e 1mM de EDTA pH 8,0) e 

micropérolas de vidro, levando-os ao microdesmembrador (tipo bead-beater) para 

rompimento das células microbianas. O sobrenadante foi separado dos debris celulares em 

outro microtubo para prosseguimento das etapas de extração de ácidos nucleicos com 

soluções contendo fenol, clorofórmio e álcool isoamílico. Os ácidos nucleicos foram 

precipitados com isopropanol e acetato e preservados a – 20
o
C. As amostras de DNA foram 

purificadas com o kit Wizard DNA Clean-Up System (Promega), conforme as instruções do 

fabricante e preservadas a – 20ºC. Cerca de 1,5 L de cada extração foi aplicado em 

espectrofotômetro de ácidos nucleicos (Nanodrop, Thermocientific) para dosagem da 

concentração de DNA. Foram feitas duas extrações de DNA para cada amostra e os valores de 

concentração média estão apresentados no Apêndice A. 
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5.5.2 Amplificação de genes específicos por PCR 

Os grupos de micro-organismos selecionados para investigação nas amostras de biomassa dos 

FBPs foram de bactérias em geral (Domínio Bacteria), bactérias oxidadoras de amônia 

(AOB), bactérias oxidadoras de nitrito (NOB) dos gêneros Nitrobacter e Nitrospira, bactérias 

desnitrificantes, e bactérias anammox. Seis biomarcadores diferentes foram utilizados na 

detecção, análise da diversidade e/ou quantificação de micro-organismos e estão apresentados 

na Tabela 5.3. Quatro biomarcadores são específicos para o gene RNAr 16S. O primeiro 

delimita uma região universalmente conservada entre os micro-organismos do Domínio 

Bacteria (posições 1055-1070 e 1392-1406, baseado no RNAr 16S de Escherichia coli). 

Tabela 5.3 – Iniciadores específicos utilizados nas análises de biologia molecular 

* sequência da cauda GC: 5’ CCG CCG CGC GGC GGG CGG GGC GGG GGC ACG GGG 3’ 

O terceiro, quarto e quinto marcadores delimitam, respectivamente, regiões de RNAr 16S de 

Nitrospira (região com 151pb, baseado nas posições 1113 a 1264 de E. coli; DIONISI et al., 

2002), de Nitrobacter (região com 397 pb; DEBRANGE & BARDIN et al., 1995) e de 

bactérias do tipo anammox (região com 621 pb; VAN DER STAR et al., 2007). 

Para o estudo de AOB e desnitrificantes, optou-se por utilizar como biomarcadores os genes 

relacionados com a síntese de enzimas essenciais no metabolismo de cada grupo microbiano. 

Gene-alvo Grupo 
Par de 

iniciadores 
Sequência (5´para 3´) 

Tempera-
tura de 

anelamen
to (ºC) 

Referência 

RNAr 16S, 
região V8 

bactérias  
em geral 

1055F 

1392R* 

ATGGCTGTCGTCAGCT 
ACGGGCGGTGTGTAC 

53 
Ferris et al. 

(1996) 

Enzima amônia 
monooxigenase 
(amoA) 

AOB 
amoA-1F* 
amoA-2R 

GGGGTTTCTACTGGTGG 
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 

57 
Rotthauwe 

et al. 
(1997) 

RNAr 16S  
Nitrobacter 

sp. 
Nitro-1198f 
Nitro-1423r 

ACCCCTAGCAAATCTCAAAAA
ACCG 
CTTCACCCCAGTCGCTGACC 

58 
Graham et 
al. (2007) 

RNAr 16S  
Nitrospira 

sp. 
NTSPAf 
NTSPAr 

CGCAACCCCTGCTTTCAGT 
CGTTATCCTGGGCAGTCCTT 

60 
Kindaichi et 
al. (2006) 

RNAr 16S anammox 
Pla46F-
Amx667R 

GGATTAGGCATGCAAGTC 
ACCAGAAGTTCCACTCTC 

56 

Neef et al. 
(1998) 

Van der 
Star et al. 

(2007) 

Enzima  óxido 
nitroso 
redutase  

bactérias 
desnitrifican

tes 

nosZ F 
nosZ1622R 

CGYTGTTCMTCGACAGCC AG 
CGSACCTTSTTGCCSTYGCG 

55 
Enwall et 
al. (2005) 
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No caso de AOB, o gene-alvo é o amoA, que codifica a subunidade α da enzima amônia 

monooxigenase, uma enzima ligada à membrana celular que catalisa a primeira etapa de 

oxidação da amônia (ROTTHAWE et al., 1997). Esse gene tem sido intensamente investigado 

por vários trabalhos na literatura e o número de sequências parciais e completas disponíveis 

na base de dados internacional tem aumentado significativamente (JUNIER et al., 2010). No 

caso de desnitrificantes, como se trata de um grupo extremamente diverso de bactérias não 

relacionadas filogeneticamente, distribuídas em diferentes gêneros, o estudo com um único 

marcador de RNAr 16S seria inviável. Neste caso, o gene-alvo é o nosZ que codifica a síntese 

da enzima óxido nitroso redutase, responsável pela redução de N2O a N2 no processo de 

desnitrificação (ENWALL et al., 2005). Esse gene foi utilizado como marcador funcional 

para analisar a abundância de bactérias desnitrificantes. 

Para investigação da comunidade de AOB, foi utilizado o par de iniciadores amoA 1F e amoA 

2R nas reações da PCR para amplificar um fragmento de DNA de aproximadamente 491 

pares de bases (pb), correspondente ao gene que codifica a subunidade α da enzima amônia 

monooxigenase. Uma cauda GC (5’ CCG CCG CGC GGC GGG CGG GGC GGG GGC 

ACG GGG 3’) foi adicionada ao iniciador amoA 1F para evitar a desnaturação completa dos 

fragmentos amplificados. As reações foram feitas em volumes de 50 L contendo 10 L de 

tampão da PCR 5X (IV-B, Phoneutria, já incluído MgCl2), 0,4 L de dNTP (25 nM cada, 

Fermentas), 0,5 L de cada iniciador (30 pmol/L, Fermentas), 0,25L de enzima Taq DNA 

polimerase (5U/L, Phoneutria), 36,35 L de água bidestilada estéril e 2,0 L de amostra de 

DNA diluída (25 a 50 ng/ L). O programa da PCR consistiu de 4 minutos a 94 ºC de 

desnaturação inicial, seguida por 35 ciclos de desnaturação por 1 minuto (94 ºC), anelamento 

dos iniciadores por 1 minuto (temperatura de acordo com par, conforme especificado na 

Tabela 6.2) e extensão por 1 minuto (72 ºC). O programa era concluído com 10 minutos de 

extensão final a 72 ºC.  

5.5.3 Análise da estrutura da comunidade de bactérias oxidadoras de amônia nos FBPs 

por PCR-DGGE  

A análise da diversidade de micro-organismos foi feita para o grupo de bactérias totais e de 

bactérias oxidadoras de amônia (AOB) através da técnica de PCR- DGGE (MUYZER, 1999). 

Nas reações da PCR para DGGE, um dos iniciadores continha uma cauda de GC (5’ CCG 

CCG CGC GGC GGG CGG GGC GGG GGC ACG GGG 3’) na extremidade 5´ para evitar a 

desnaturação completa dos amplicons durante a migração no gel com gradiente desnaturante. 
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Os produtos resultantes da amplificação nas reações em cadeia da polimerase (PCR) com 

iniciadores para bactérias totais (1055F-1392RGC) e com iniciadores para AOB (amoA 1F-

GC e amoA 2R) foram adicionados em géis de poliacrilamida contendo agentes desnaturantes 

(uréia e formamida) para separação dos diferentes fragmentos de DNA de AOB. 

Os géis de DGGE de AOB continham 6% (p/v) de poliacrilamida (acrilamida-bisacrilamida 

(37,5:1), e gradiente desnaturante de 45 a 60% (solução 100% desnaturante contém 7 M de 

uréia e 40% de formamida). Os géis de bactérias totais tinham 8% de poliacrilamida e 

gradiente desnaturante de 50 a 80%. A corrida da eletroforese foi realizada a 60ºC, com 75V, 

durante 16,5 horas. Os géis foram corados com solução SYBR Gold (30 L de corante 

10.000X em 300 mL de tampão TAE 0,5X) e visualizados sob luz ultravioleta. As bandas 

observadas foram excisadas, adicionadas em 100 µL de água ultra-pura e preservadas a -20
o
C. 

Produtos da PCR com os iniciadores para o gene amoA foram feitos com o extrato das bandas 

e purificados conforme protocolo descrito no Apêndice F. O sequenciamento foi feito por 

eletroforese capilar em ABI3130, usando BigDye v3.1, em polímero POP7, pela empresa 

Valid Biotechnology (localizada na Escola de Veterinária da UFMG). As sequências foram 

comparadas com aquelas presentes no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) do NCBI (National Center of Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A árvore filogenética com sequências de amoA de AOB foi 

elaborada utilizando o programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007). 

Os primeiros géis realizados foram com produtos da PCR (gene amoA) das amostras do FBP 

de espuma (Figuras 6.20B e C). Nessa época ainda não se tinha padronizado um método para 

quantificação de produtos da PCR. Posteriormente, a imagem do gel de agarose dos produtos 

da PCR desse gel de DGGE foi analisada no programa ImageJ. Os resultados indicaram que 

os 45 µL de produto da PCR aplicados em cada canaleta continham entre 400 e 600 ng de 

DNA, exceto os dos pontos 1,05 e 4,20 m (P3), cujas concentrações eram em torno de 300 a 

350 ng. Nos outros géis de DGGE, a quantidade de DNA de cada produto da PCR foi 

estimada e padronizada, conforme explicado no Apêndice D. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.5.4 Quantificação de AOB, NOB, anammox e desnitrificantes por PCR em tempo 

real 

5.5.4.1 Obtenção dos plasmídios recombinantes para as curvas-padrão de DNA 

O DNA utilizado nas curvas-padrão dos ensaios da PCR em tempo real eram plasmídios 

recombinantes contendo gene específico, obtidos por meio de clonagem do produto da PCR 

em vetor plasmidial (kit pGem Easy Vector, Promega) segundo as instruções do fabricante. 

Para obtenção de plasmídios para quantificação de genes de RNAr 16S de bactérias em geral 

e de genes nosZ de desnitrificantes, utilizou-se DNA de cultura pura de Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 (cedida gentilmente pelo laboratório de Microbiologia Oral e 

Anaeróbios do ICB/ UFMG) e para quantificação de cópias do gene de RNAr 16S de 

Nitrobacter sp., utilizou-se DNA de cultura pura de Nitrobacter winogradskyi (DSM 10237). 

Para quantificação de cópias de genes de RNAr 16S de Nitrospira e anammox, utilizou-se 

DNA genômico obtido das amostras extraídas do FBP de espuma. Finalmente, para 

quantificação de cópias do gene amoA de bactérias oxidadoras de amônia, utilizou-se DNA 

genômico obtido de amostras de reatores de enriquecimento de anammox (CAMPOS, 2011). 

O fragmento de gene amoA, contido no plasmídio recombinante, apresentou 100% de 

similaridade com Nitrosomonas europaea, como mostrado na arvoré filogenética (sequência 

AOB 8, Figura 6.21). 

As colônias brancas (que continham o plasmídio recombiante) foram repicadas em placa com 

ágar Luria Bertani ou LB (2,5 g de triptona, 1,25 g de extrato de levedura, 2,5 g de NaCl, ágar 

LB e 250 mL de água destilada) estéril com o auxílio de palitos de dente estéreis. Após o 

repique, os palitos foram introduzidos em reações de PCR com iniciadores específicos para 

confirmação da presença na colônia repicada do inserto de DNA de interesse. Em caso de 

resultado positivo, as colônias repicadas e crescidas na placa com ágar LB foram raspadas e 

preservadas em 1 mL de caldo LB estéril (suplementado com 10% de glicerol) a – 80ºC. 

Para extração do DNA plasmidial, os clone recombinantes foram repicados em 3 mL de caldo 

LB estéril, crescidos durante 16 a 24 horas a 35ºC e submetidos à extração do plasmídio com 

o kit Illustra Plasmid Prep Mini Spin (GE Healthcare Life Sciences) conforme as instruções 

do fabricante. O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 

(Thermocientific). Após a quantificação do DNA plasmidial, alíquotas foram preparadas e 

congeladas a – 20ºC para elaboração das curvas-padrão nos ensaios de PCR em tempo real. 
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5.5.4.2 Preparo das diluições-padrão de DNA 

Diluições seriadas do DNA plasmidial foram feitas em água ultra-pura na proporção de 1:5. 

Para tanto, pipetou-se 2,0 µL do DNA plasmidial em 8,0 µL de água ultra-pura. Uma nova 

ponteira foi utilizada para homogeneizar a mistura para evitar contaminação com a diluição 

anterior. Pipetou-se uma alíquota de 2,0 µL no próximo microtubo, trocando-se novamente a 

ponteira e assim por diante. O número de cópias de plasmídios presentes nas diluições-padrão 

foi determinado considerando-se a equação 5.1 (WHELAN et al., 2003): 

Cópias de DNA = 6,02 x 10
23

 (cópias/mol) x quantidade de DNA (ng) 
                                  tamanho do DNA (pb) x 6,6 x 10

11
 (ng/mol/bp)                                 (5.1) 

Na qual o peso de cada nucleotídeo é de cerca de 330 daltons (ou 330 g/ mol). O peso de cada 

par de bases é 660 g/ mol (WHELAN et al., 2003). O tamanho do DNA foi definido como a 

soma do inserto (produto da PCR específico) mais vetor plasmidial (3015 pb). Alíquotas de 

2,0 µL de cada diluição foram adicionadas nas reações da PCR em tempo real, cujas curvas de 

amplificação foram utilizadas para elaboração da equação linear do experimento, explicada no 

item 5.5.4.4. 

5.5.4.3 Preparo das reações da PCR em tempo real 

As reações foram feitas em triplicata para cada amostra, para os controles-negativos e para 

cada diluição da curva-padrão de DNA. O mix utilizado foi o Maxima
TM

 SYBR Green/ ROX q 

PCR Master Mix 2X (Fermentas). Distribuiu-se 18,0 µL de mix em cada pocinho da 

microplaca (96 poços, Axigen, borda elevada). Alíquotas de 2,0 µL de DNA diluído (em 

torno de 5,0 ng/ µL) de cada amostra ou padrão foram adicionadas nos respectivos pocinhos. 

As reações foram homogeneizadas com ponteira, vedando-se a microplaca com selante óptico 

(próprio para reações da PCR em tempo real). 

A microplaca foi colocada em equipamento 7500 Real Time System (Applied Biosystems) e o 

programa da PCR compunha-se de 40 ciclos de desnaturação por 1 minuto (94 ºC), 

anelamento dos iniciadores por 1 minuto (temperatura de acordo com par, conforme 

especificado na Tabela 5.3) e extensão por 1 minuto (72 ºC). O programa se encerrava com a 

elaboração da curva de melting ou de dissociação, útil para checar a pureza dos produtos 

amplificados, aparecendo-se apenas um pico no gráfico. Esta etapa consistia de 15 segundos a 

95 ºC, 1 minuto a 60 ºC, 30 segundos a 95 ºC e 15 segundos a 60 ºC. 
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5.5.4.4 Determinação do número de cópias de genes dos grupos bacterianos 

O número de cópias de genes de cada grupo bacteriano presente nas amostras desconhecidas 

foi determinado por interpolação com a equação da reta (y = ax + b) gerada pela curva-padrão 

de DNA (plasmídeos recombinantes). Os termos da equação fornecidos pelo equipamento 

após os ensaios são: (y) valor de CT, que é o número do ciclo no qual o sinal de fluorescência 

cruza o Threshold (limiar de fluorescência traçado dentro da fase exponencial de todas as 

curvas de amplificação); (a) inclinação da reta; (b) interpolação com o eixo y. A Tabela 5.4 

apresenta as equações das curvas-padrão, bem como as eficiências dos ensaios realizados. 

Tabela 5.4 – Equações das curvas-padrão e eficiências dos ensaios da PCR em tempo real 

de quantificação absoluta 

Grupo-alvo 
Par de 

iniciadores 
Inclinação 

(slope) 
Eficiência 

(%) 
Equação da reta 

Bactérias em 
geral 

1055F/ 
1392R 

-3,135 108,4 y = -3,135x + 6,764 

Bactérias 
oxidadoras de 
amônia (AOB) 

amoA 1F/ 
amoA 2R 

-3,123 109,0 y = -3,123x + 7,378 

Nitrobacter sp. 
Nitro-1198f 

Nitro-1423r 
-3,290 101,3 y = -3,290x + 5,766 

Nitrospira sp. 
NTSPAf 

NTSPAr 
-3,321 100,0 y = -3,321x + 5,194 

Bactérias 
anammox 

Pla 46F/ 
667R 

-3,287 101,2 y = -3,287x + 5,363 

Bactérias 
desnitrificantes 

nosZ F/ 
nosZ 1622R 

-3421 96,0 y = -3,421x + 8,577 

 

O valor de x encontrado em cada amostra é o logaritmo da massa inicial do DNA de interesse. 

O exponencial de x (na base 10) foi determinado e, finalmente, esse valor foi utilizado na 

equação 5.1 para determinação do número de cópias de genes de cada grupo bacteriano em 

cada amostra desconhecida. 

5.5.5 Pirosequenciamento 454 

Na presente tese, foram selecionadas oito amostras diferentes de DNA para análise por 

pirosequenciamento, como mostrado na Tabela 5.5. 
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Tabela 5.5 – Amostras selecionadas para análise de pirosequenciamento 454 

Origem da 
amostra 

Compartimento 
(m) 

Período Objetivos 

FBP de 
espuma 

1,05 

P1 
Análise da comunidade bacteriana ao longo 
do FBP, particularmente diferenças entre 
topo e fundo. 

2,10 

3,15 

4,20 

FBP de 
placa 

1,05 
P1 

Análise da comunidade bacteriana presente 
no topo e no fundo do FBP e comparação 
com a comunidade desenvolvida no FBP de 
espuma. 4,20 

FBP de 
espuma 

1,05 
P3 

Verificar alterações ocorridas na comunidade 
bacteriana ao longo do tempo, 
particularmente no momento em que houve 
redução significativa das cargas orgânicas. 

4,20 

Representação esquemática da análise de pirosequenciamento está apresentada na Figura 6.5. 

O DNA genômico extraído foi purificado com o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification (GE Healthcare) de acordo com as especificações do fabricante. Após 

purificação, o DNA extraído foi desidratado em etanol 95% e enviado para o Instituto de 

Agrobiotecnologia de Rosário (INDEAR), na Argentina, para análise de pirosequenciamento 

(Figura 5.5) em equipamento 454 GS-FLX (Life Sciences, Roche). 

Figura 5.5 – Representação esquemática da análise de pirosequenciamento 454 

 

Fonte: adaptado de Margulies et al. (2005) 
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Os genes de RNAr 16S de bactérias em geral, contidos nas amostras de DNA, foram 

amplificados com os iniciadores para a região V4 do RNA ribossomal: 563F (5’-

CACGACGTTGTAAAACGACAYTGGGYDTAAAGNG-3’) e 802R (5’ –

CAGGAAACAGCTATGACC-3’). Uma sequência adaptadora (tag) foi incluída no iniciador 

563F, para que as sequências se ligassem às micro-esferas. No iniciador 802R, foi incluído 

um barcode (sequência com 10 pares de bases, específica de cada amostra para posterior 

identificação e separação das sequências), sendo utilizados oito tipos de barcodes. As 

amostras foram agrupadas em quantias equimolares, em concentração de 9,92 x 10
6 

moléculas 

de DNA/μL (tamanho dos amplicons: 336 pb). Em seguida, elas foram combinadas com 9,92 

milhões de microesferas magnéticas (beads) e amplificadas por meio de PCR em emulsão 

(MARGULIES et al., 2005). As microesferas, ligadas aos fragmentos de DNA, foram 

depositadas em distintos poços da placa de sequenciamento. 

Os dados obtidos pelo pirosequenciamento foram analisados por meio do programa QIIME 

(Quantitative Insights Into Microbial Ecology; CAPORASO et al., 2010a) para obtenção de 

dados estatísticos das amostras. O primeiro passo foi selecionar as sequências, adotando-se os 

seguintes parâmetros: comprimento maior ou igual a 200 pb e coeficiente de qualidade maior 

ou igual a 25. Dentre as sequências restantes, foram selecionadas somente as que possuíam o 

começo do barcode específico, com uma tolerância de até duas bases. 

Uma vez identificado, o barcode foi removido da sequência. Dessas sequências selecionadas, 

identificou-se o começo do iniciador forward (neste caso composto por tag + iniciador 

forward), que foi removido tolerando nesse caso até três substituições na sequência. Nas 

sequências do passo anterior, procedeu-se a busca e remoção do iniciador reverse no final das 

sequências – caso não fosse encontrado, removeu-se apenas o tag. Finalmente, foram 

removidas as sequências que apresentaram homopolímeros de tamanho maior ou igual a seis 

e/ou, ao menos, uma base ambígua. 

As unidades taxonômicas operacionais (Operational Taxonomic Units - OTUs) foram 

determinadas pelo o método UCLUST (EDGAR, 2010). Para a classificação taxonômica das 

OTUs representativas, utilizou-se o RDP-Classifier (Ribossomal Database Project; 

http://rdp.cme.msu.edu/), adotando-se limite de confiança de 0,5. Para limite de confiança 

maior ou igual a 0,5, observou-se similaridades maiores que 95% na região V4 do RNAr 16S 

de bactérias em geral depositadas na base de dados (CLAESSON et al., 2009). As sequências 

http://rdp.cme.msu.edu/
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representativas de cada OTU foram alinhadas usando-se o PyNast (CAPORASO et al., 

2010b) e a árvore filogenética, o FastTree (PRICE et al., 2009). 

5.6 Análises estatísticas 

Os índices de diversidade α foram calculados no programa PAST (HAMMER et al., 2012), 

enquanto que as análises de componentes principais (PCAs) foram realizadas no programa 

STATISTICA 6.0. 



 

rit  

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 
63 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Aspectos físico-químicos e monitoramento do sistema UASB-FBP 

Conforme descrito na metodologia (item 5.2), o monitoramento físico-químico do sistema 

UASB-FBP foi dividido em três períodos operacionais (P1, P2 e P3). Após a estabilização das 

concentrações efluentes de íon amônio e constatação do estabelecimento da nitrificação no 

FBP de espuma, iniciou-se o P1. A partir desse momento, o monitoramento foi dividido 

conforme as variações sazonais de cargas orgânicas. A Figura 6.1 apresenta a série temporal 

das cargas volumétricas orgânicas (COV) aplicadas aos FBPs, em termos de DQOtotal, 

oriundas dos efluentes do reator UASB. 

Figura 6.1 – Série temporal de COV aplicada nos FBPs e períodos de amostragem 

 

(A) Série temporal com as setas vermelhas indicando as 
datas de amostragem da biomassa 
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 (B) Períodos de COV aplicada com diferença 
estatística nos 3 períodos 

(teste de Kruskal Wallis,  = 5%) 

Observou-se que os três períodos apresentaram diferenças significativas quanto às COVs 

aplicadas (Figura 6.1B). O P1 (janeiro a abril/2010) foi marcado por grande variabilidade nas 

cargas orgânicas, provavelmente por ser um período de transição entre estação chuvosa e 

seca. Em P2 (abril a setembro/2010), as COVs aumentaram de 0,3-0,5 kg DQO/ m
3
. d 

(percentis 25 e 75%, respectivamente) para 0,5-0,6 kg DQO/ m
3
. Esse período abrangeu todo 

o inverno, estação na qual as COVs são maiores em virtude da menor quantidade de água nos 

esgotos. Em P3 (setembro/2010 a janeiro/2011), houve redução significativa das cargas 

orgânicas dos efluentes do reator UASB para 0,3-0,4 kg DQO/ m
3
. d, devido ao maior 

consumo de água pela população e à incidência de chuvas que ocorrem durante a primavera e 

verão. 
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Foram 346 dias de monitoramento físico-químico do sistema UASB-FBP. As setas vermelhas 

(Figura 6.1) indicam o momento em que a biomassa foi amostrada em ambos os FBPs. A 

biomassa foi amostrada no início do monitoramento em P1, no final do P2 e no final do P3. 

As concentrações afluentes de N-NH4
+
 (Figura 6.2) também foram diferentes ao longo dos 

períodos, mostrando a mesma tendência observada para as COV aplicadas, sendo 

proporcionais às quantidades de matéria orgânica (em termos de DQOtotal) presentes nos 

efluentes do reator UASB. Isto é coerente, uma vez que os íons N-NH4
+
 são resultantes das 

atividades biológicas de hidrólise e desaminação da matéria orgânica ocorridas no reator 

UASB. As concentrações de N-NH4
+ 

aumentaram do período 1 (percentis 25 e 75% entre 37- 

43 mg/L) para o 2 (44-48 mg/L) e reduziram significativamente no período 3 (percentis: 29-

35 mg/L) (Tabela 6.1).  

Figura 6.2 – Concentrações de N-amoniacal afluente aos FBPs (efluente do reator UASB) 

 

(A) Série temporal das concentrações efluentes de  
N-NH4

+ do reator UASB que alimentava os FBPs 
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(B) Concentrações de N-NH4

+ em cada 
período, com diferença significativa nos 3 

períodos (teste de Kruskal Wallis,  = 5%) 

 

As faixas de COV aplicada, de concentrações efluentes de matéria orgânica, de compostos 

nitrogenados, de alcalinidade e de eficiências de remoção estão apresentadas na Tabela 6.1. 

No que diz respeito às eficiências de remoção de matéria orgânica carbonácea do sistema, 

foram considerados os valores de DQOsolúvel dos efluentes, uma vez que esta constitui a parte 

dos sólidos orgânicos dissolvidos que são, em sua maioria, facilmente biodegradáveis. As 

eficiências de remoção de matéria orgânica no FBP de placas ficaram entre 25 e 64% 

(percentis 25 e 75%) em todo o período de monitoramento. O FBP de espuma, entretanto, 

sempre teve eficiências maiores: em P1, as eficiências de remoção de DQOsolúvel variaram de 
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47 a 61%, com aumento significativo em P2 para 57 a 74%, mantendo-se entre 55 e 79% em 

P3 (teste de Kruskal Wallis,  = 5%). 

Concentrações mínimas de nitrito foram detectadas nos efluentes dos FBPs (Tabela 6.1; 

Figuras 6.3 e 6.4), provavelmente porque este substrato estava sendo intensamente consumido 

biologicamente, por exemplo, por processos de nitrificação (oxidação de nitrito a nitrato), por 

desnitrificação (redução parcial ou completa de nitrito) ou por redução de nitrito a N2 

(processo Anammox). As menores concentrações de nitrito e maiores concentrações de nitrato 

nos efluentes do FBP de espuma (0,1-0,3 mg de N-NO2
-
 e 22-30 mg de N-NO3

-
/L) mostraram 

que as atividades microbiológicas de conversão e/ou remoção de compostos nitrogenados 

eram maiores do que no FBP de placas (1,0-2,4 de N-NO2
-
 e 9-17 mg de N-NO3

-
/L). 

Tabela 6.1 – Faixas de COV aplicada aos FBPs e concentrações efluentes de matéria 

orgânica e de compostos nitrogenados do sistema UASB/ FBP 

Efluente 
Período 

 
DQOsol 
(mg/L) 

N-NH4
+ 

(mg/L) 
N-NO2

- 
(mg/L) 

N-NO3
- 

(mg/L) 
CaCO3 
(mg/L) 

COV 
(kgDQO/ 

m3.d) 

UASB 

P1 54-88 37-43     247-267   

P2 97-140 44-48     291-319   

P3 58-85 29-35     219-248   

FBP de 
placa 

P1 34-61 17-25 1,3-1,9 9-15 109-132 0,3-0,5 

P2 42-65 22-27 1,0-1,7 12-17 130-150 0,5-0,6 

P3 31-59 14-19 1,9-2,4 9-14 91-121 0,3-0,4 

FBP de 
espuma 

P1 26-43 6 - 9 0,1-0,3 24-30 4-16 0,3-0,6 
P2 28-55 6 - 11 0,2-0,3 22-30 13-42 0,5-0,6 
P3 15-31 1 - 3 0,1-0,2 21-25 4-12 0,3-0,4 

Faixas de valores : 50% dos dados estão entre os percentis 25 e 75% 
(dados brutos de Almeida, 2012) 

Com relação ao FBP de placa (Figura 6.3B), não houve diferença significativa entre os 

períodos em termos de eficiência de remoção de N-NH4
+
, com a maior parte dos dados 

variando entre 40 a 59%. 
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Figura 6.3 – Séries temporais das concentrações efluentes de nitrito e nitrato e eficiências 

de remoção de N-amoniacal no FBP de placa 
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(B) Eficiências de remoção de N-amoniacal 
com diferença significativa em P1 (teste de 

Kruskal Wallis,  = 5%) 

O FBP preenchido por espuma apresentou melhor desempenho na nitrificação (Figura 6.4) 

quando comparado ao FBP preenchido por placas, com concentrações maiores de N-NO3
- 
e 

eficiências de remoção de N-NH4
+
, no geral, acima de 80%. Inicialmente foi bem variável em 

P1 (74-81%), o que indica que o FBP ainda estava instável. Resultados estatísticos mostraram 

que em P2, a eficiência se manteve em torno de 74-82%, porém com redução na variabilidade 

dos dados, o que indica que o FBP teve aumento de estabilidade na remoção de N-NH4
+
. Em 

P3, a eficiência de remoção de N-NH4
+
 aumentou significativamente para 89-93%. 

Figura 6.4 – Séries temporais das concentrações efluentes de nitrito e nitrato e eficiências 

de remoção de N-amoniacal no FBP de espuma 
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(B) Eficiências de remoção de N-amoniacal 

com diferença significativa em P3 
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Conforme mostrado na Tabela 6.2, as eficiências de remoção de matéria orgânica e de íon 

amônio no FBP de placas estiveram entre 25 a 64% de DQOsolúvel e 41 a 54% de N-NH4
+
. O 

FBP de espuma, entretanto, sempre teve eficiências maiores: em P1 e P2, a remoção de 

DQOsolúvel variou de 48 a 74% e a de N-NH4
+
, 77-86%; em P3, as remoções aumentaram, 

respectivamente, para 55-79% e 92-96%. O consumo de CaCO3 também foi maior no FBP de 

espuma, apresentando remoção entre 86 a 99%, bem maior que no FBP de placa (47-60%) em 

todo o período de monitoramento.  

Tabela 6.2 – Eficiências de remoção de matéria orgânica e amônia e consumo de 

alcalinidade nos FBPs pós-reator UASB 

Efluente 
Período 

 

Remoção 
de DQOsol 

(%) 

Remoção 
de N-NH4

+ 
(%) 

Consumo 
de CaCO3 

(%) 

FBP de 
placa 

P1 25-49 41-54 48-59 

P2 46-64 43-50 52-59 
P3 30-52 41-53 47-60 

FBP de 
espuma 

P1 48-63 77-83 94-98 
P2 57-74 78-86 86-96 
P3 55-79 92-96 95-99 

Faixas de valores : 50% dos dados estão entre os percentis 25 e 75% 
(dados brutos de Almeida, 2012) 

6.2 Caracterização da biomassa em termos de sólidos totais voláteis e 
DNA e distribuição de substratos ao longo dos FBPs 

6.2.1 Estimativas de STV e da relação A/M em cada FBP  

As estimativas de STV ao longo dos compartimentos (Figuras 6.5 e 6.6) mostraram, como 

esperado, que o FBP preenchido por espuma acumulou mais biomassa, em termos de 

concentração de STV, do que o FBP preenchido por placas, com valores variando de 1,7 a 7,2 

e 0,1 a 0,4 kg, respectivamente. Os resultados mostraram que o meio-suporte de espuma teve 

capacidade de reter quantidades de biomassa dez vezes maiores que o meio-suporte de placas. 

Isso porque no FBP de placa, a biomassa cresce superficialmente, aderida ao meio-suporte, 

enquanto que no FBP de espuma, a biomassa cresce nos interstícios do meio-suporte e, devido 

ao elevado número de vazios, ocorrem maior acúmulo e retenção de biomassa. A maior 

retenção de STV no FBP de espuma indica uma maior quantidade de micro-organismos 

retidos no meio-suporte, o que explicaria o maior consumo de substratos neste FBP. 
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A menor retenção de biomassa no FBP de placa está relacionada a dois fatores: o primeiro é o 

desprendimento do biofilme, em virtude do cisalhamento provocado pelo líquido quando o 

biofilme está espesso; o segundo é a maior vulnerabilidade da biomassa em relação a 

predadores, que fica mais exposta por se fixar superficialmente no meio suporte. 

Figura 6.5 – Estimativa da quantidade de sólidos totais voláteis (STV) ao longo das 
profundidades do FBP de placa 

 

(A) P1 (B) P2 (C) P3 

 

Os resultados de estimativa de biomassa do FBP de espuma foram semelhantes aos 

observados por Persson et al. (2002), que estudaram filtros biológicos percoladores 

preenchidos com meio suporte plástico (fluxo cruzado – crossflow) tratando efluente 

municipal. Neste trabalho, a biomassa foi amostrada nas profundidades de 0,5, 3 e 5 metros 

dos filtros e em 3 períodos do ano de 1999 (abril, agosto e dezembro), correspondendo a 

diferentes condições operacionais. A quantidade de biofilme (peso seco) variou ao longo do 

ano e geralmente mostrou uma diminuição com a profundidade dos FBPs. 

Figura 6.6 - Estimativa da massa de sólidos totais voláteis (STV) ao longo das 

profundidades do FBP de espuma 

 

(A) P1 (B) P2 (C) P3 

 

No caso do FBP de placas, não se observaram diferenças marcantes nas quantidades de STV 

entre topo e fundo (Figura 6.5), provavelmente porque este FBP tratava um efluente já com 

reduzidas concentrações de matéria orgânica, enquanto que os FBPs de Persson et al. (2002), 

tratavam efluente bruto. No caso do FBP de espuma, por possuir um maior TRS, a retenção de 

substratos ocorreu logo no primeiro compartimento, promovendo intenso consumo bacteriano, 

o que ocasionou uma diferenciação nas concentrações orgânicas ao longo do filtro. 
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Consequentemente, desenvolvimento de micro-organismos heterotróficos e de STV foram 

maiores no topo do FBP. Entretanto, observou-se uma tendência de diminuição da quantidade 

de STV no FBP de placas em P3, quando houve a redução significativa da matéria orgânica 

afluente. 

Com o fim de se estabelecer uma relação entre o substrato disponível por unidade de 

biomassa em cada FBP, estimou-se a relação A/M, por meio da seguinte fórmula (VON 

SPERLING, 2012): 

A =    Q.S0 

  M      V.Xv 

Onde: 

Q: vazão afluente (m
3
/d) 

S0: concentração de DQO afluente (ao invés de DBO5) (kg/m
3
) 

V: volume do reator (m
3
) 

Xv: concentração de STV (ao invés de SSV) (kg/m
3
) 

Valores de carga orgânica (em termos de kg de DQOsol/ m
3
.d) foram utilizados em 

substituição aos termos Q, S0 e V, uma vez que ela refere-se à quantidade de matéria orgânica 

aplicada diariamente ao FBP por unidade de volume de meio-suporte. As cargas orgânicas 

foram obtidas com base em valores médios de DQO solúvel (efluentes de reator UASB) dos 

últimos 7 dias anteriores à cada coleta de biomassa. A vazão média aduzida a cada FBP era de 

4,6 m
3
/ d (Tabela 6.1). A massa de STV de cada FBP foi obtida pela soma das estimativas 

encontradas em cada profundidade, que foram apresentadas nas Figuras 6.5 e 6.6. Os 

resultados são apresentados na Tabela 6.3. 

Tabela 6.3 – Valores estimados da relação A/M para cada FBP em P1, P2 e P3 

Período 
Carga aplicada 

(kgDQOsol/d) 

Massa de STV (kg) Relação A/M 

FBP de 
placa 

FBP de 
espuma 

FBP de 
placa 

FBP de 
espuma 

P1 0,24 1,66 10,98 0,15 0,02 
P2 0,48 1,12 20,65 0,43 0,02 
P3 0,31 0,56 21,82 0,55 0,01 

 

A relação A/M do FBP de placas aumentou ao longo do tempo, com valores muito superiores 

ao do FBP de espuma (da ordem de 6,6 a 38,7 vezes). Neste FBP, entretanto, a relação A/M 

reduziu longo do tempo (variando de 0,02 a 0,01 kg de DQOsol/ kg de STV . d), 
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principalmente em P3, quando houve redução significativa da carga orgânica. Estes resultados 

mostram que a carga de matéria orgânica disponível por unidade de biomassa no meio-suporte 

de espuma foi muito menor que no de placa. Isto sugere que no FBP de espuma, as condições 

nutricionais seriam favoráveis para micro-organismos adaptados a escassez de nutrientes 

(oligotróficos), enquanto que no FBP de placas, para micro-organismos adaptados a maiores 

abundâncias de nutrientes, sem limitação de substratos. 

6.2.2 Teores de STV, STF e de DNA por grama de biomassa  

A razão STV/ST encontrada nas amostras de lodo do FBP de placas variou ao longo do tempo 

(Figura 6.7). Em P1, as porcentagens de STV eram em torno de 70% em todas as 

profundidades. Em P2, houve uma pequena estratificação do conteúdo de STV do lodo, 

variando de 81% no primeiro compartimento a 63% no último. Em P3, os valores de STV 

encontrados nas quatro profundidades (do topo para o fundo) foram: 74, 62, 31 e 51%. 

Figura 6.7 – Teores de sólidos totais voláteis (STV) e sólidos totais fixos (STF) e 
concentrações de DNA por grama de STV nas amostras de lodo do FBP de placa 

  

(A) P1 (B) P2 (C) P3 
Concentrações de mg de DNA/g de STV: médias de duplicatas 

O aumento da parcela sólidos inorgânicos (STF) em P3, particularmente nos compartimentos 

inferiores do FBP, ocorreu por causa de uma infestação de caramujos ocorrida no final do P2 

e durante P3. Durante a remoção de lodo em P3, alguns caramujos eventualmente foram 

removidos e suas conchas contribuíram para o aumento da fração inorgânica (STF) da 

biomassa. Estas observações são confirmadas quando se observa as concentrações médias de 

mg de DNA/ g de STV (Figura 6.7) em P3, as quais mostraram um decaimento ao longo da 

profundidade. A predação por metazoários (larvas de insetos e pequenos caramujos) é um 

fator responsável pela redução da nitrificação em FBPs (PARKER et al., 1997; USEPA, 

1993; TCHOBANOUGLOUS, 2007). Esses organismos intensificam o desprendimento da 
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biomassa e a fragmentação da matriz microbiana, provocando a diminuição da abundância de 

bactérias no reator. 

Larvas de insetos e minhocas foram bastante encontradas nas espumas extraídas do 

compartimento superior do FBP de espuma (1,05 m), diminuindo ao longo do FBP e 

praticamente inexistentes no compartimento mais baixo (4,20 m). Portanto, efeitos de 

predação sobre a biomassa podem ter sido mais importantes nos compartimentos superiores 

do FBP de espuma. Por outro lado, estes efeitos foram bem menos intensos que no FBP de 

placas, pois, além do FBP de espuma conter uma quantidade maior de biomassa, esta se 

encontra mais protegida nos interstícios da espuma, enquanto que a do FBP de placas está 

mais exposta ao ataque de predadores por crescer superficialmente no meio-suporte. 

Com relação às porcentagens de STV do FBP de espuma (Figura 6.8), estas estiveram em 

torno de 60%, valores menores que os do FBP de placa. No geral, as amostras do FBP de 

espuma também tiveram concentrações médias de DNA por grama de STV menores e muito 

variáveis ao longo dos compartimentos. Ou seja, isso indica que nem todo o STV do lodo é 

constituído por micro-organismos, podendo compreender matéria orgânica (biodegradável ou 

não) que fica retida e acumulada no meio-suporte de espuma. Valores de correlação entre as 

concentrações de STV e de DNA foram muito diferentes entre os filtros, com valores de R
2
 de 

0,88 para o FBP de placa e 0,18 para o FBP de espuma (Apêndice C; Figura 0.1). 

Figura 6.8 – Teores de sólidos totais voláteis (STV) e sólidos totais fixos (STF) e 

concentrações de DNA por grama de STV nas amostras de lodo do FBP de espuma 

 

(A) P1 (B) P2 (C) P3 
Concentrações de mg de DNA/g de STV: médias de duplicatas 

Como no FBP de placas, também foi observada uma tendência de diminuição da porcentagem 

de STV do topo para o fundo, particularmente em P1 (61 a 56%) e P2 (67 a 62%). Em termos 

de concentrações de DNA/STV, a estratificação do topo para o fundo foi mais brusca, com 
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notáveis diferenças entre topo e fundo nos P1 e P2. Em P3, porém, estas concentrações 

médias não se diferiram muito ao longo dos compartimentos. 

O decaimento de DNA ao longo dos compartimentos implica no decaimento de micro-

organismos que, por sua vez, são influenciados pela disponibilidade de substratos na água 

residuária. A estratificação da biomassa é comumente observada em filtros biológicos 

percoladores e está relacionada principalmente às concentrações de matéria orgânica 

presentes em cada um dos seus compartimentos (WIK, 2003). Segundo o autor, as maiores 

concentrações se encontram nos compartimentos superiores, diminuindo ao longo das 

profundidades dos filtros em virtude do consumo da matéria orgânica pelos micro-organismos 

heterotróficos. À medida que a matéria orgânica vai sendo degradada, espera-se que a 

quantidade de bactérias diminua ao longo das profundidades dos FBP, permitindo um maior 

desenvolvimento de bactérias autotróficas, tais como as nitrificantes. Como as autotróficas 

têm uma taxa de crescimento específico mais lento, o rendimento de biomassa (em termos de 

STV e DNA) também deveria ser menor. 

6.2.3 Perfis físico-químicos ao longo das profundidades dos FBPs 

As Figuras 6.9 e 6.10 mostram um decaimento nas concentrações efluentes de substratos ao 

longo dos compartimentos dos FBPs, coerente com o decaimento de biomassa observado no 

item anterior. 

Figura 6.9 – Perfis de oxigênio dissolvido (OD), íon amônio (N-NH4
+) e nitrato (N-NO3

-) ao 
longo das profundidades do FBP de placa nos três períodos de monitoramento 
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Diferenças no decaimento de substratos entre os FBPs foram vistas também. No FBP de 

placas, devido à sua menor capacidade de retenção de sólidos e, consequentemente, de micro-

organismos, no geral, ele apresentou decaimento menos acentuado nas concentrações de 

DQOsolúvel (linhas azuis), N-amoniacal (linha verde) e de alcalinidade carbonato (linha 
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amarela) que o FPB de espuma ao longo das profundidades. A produção de nitrato (linha 

vermelha) foi bem menor também. 

Figura 6.10 – Perfis de oxigênio dissolvido (OD), íon amônio (NH4-N) e nitrato (NO3-N) ao 

longo das profundidades do FBP de espuma nos três períodos de monitoramento 
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Ainda com relação às Figuras 6.9 e 6.10, observa-se que as concentrações de alguns 

substratos diminuíram, enquanto que as de outros aumentaram. Há uma notória diversificação 

das condições físico-químicas entre topo e fundo dos FBPs. Basicamente, o topo caracterizou-

se por poucas concentrações de oxigênio, ausências de formas oxidadas de nitrogênio (nitrito 

e nitrato), porém grandes quantidades de alcalinidade carbonato e íon amônio resultantes da 

degradação anaeróbia da matéria orgânica efetuada no reator UASB. No fundo dos FBPs, em 

virtude da atividade biológica e da aeração natural ao longo dos reatores, predominaram 

condições físico-químicas contrárias às observadas no topo: baixas concentrações de íon 

amônio e alcalinidade carbonato, maiores concentrações de nitrato e nitrito (este, no FBP de 

placa) e de oxigênio. No FBP de espuma, as concentrações de nitrito efluentes (Figura 6.11) 

continuaram baixas ao longo de toda a produndidade, sugerindo consumo intenso desse 

substrato em todos os compartimentos. 

Figura 6.11 – Perfis de nitrito (NO2-N) ao longo das profundidades dos FBPs nos três 
períodos de monitoramento 
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Dois fatores estão envolvidos no acúmulo de nitrato ao longo da profundidade dos FBPs. Um 

deles é a falta de matéria orgânica carbonácea para o desenvolvimento de desnitrificantes ao 

longo do FBP, uma vez que a maioria das espécies têm crescimento preferencialmente 

heterotrófico. Outro fator seria a disponibilidade de oxigênio dissolvido na água residuária, 

que faz com que os micro-organismos desnitrificantes prefiram realizar a respiração via 

oxigênio como aceptor final de elétros, que é energeticamente mais favorável. Na maioria das 

espécies, a respiração via nitrato ocorre apenas sob condições anóxicas (MADIGAN et al., 

2010). 

6.2.4 Análise de componentes principais com base nas características físico-químicas 

dos efluentes 

Utilizando-se a análise de componentes principais (PCA), buscou-se investigar semelhanças 

ou diferenças entre os compartimentos dos FBPs a partir de um conjunto de dados obtidos de 

análises físico-químicas dos efluentes. Os parâmetros analisados eram relacionados ao 

desempenho da nitrificação em ambos os FBPs, sendo: concentrações de OD (mg/L), N-

amoniacal ou íon amônio (mg/L de N-NH4
+
), nitrito (mg/L de N-NO2

-
), nitrato (mg/L de N-

NO3
-
), alcalinidade carbonato (mg/L de CaCO3), DBOtotal (mg/L), DQOtotal (mg/L), DBOsolúvel 

(mg/L), SST (mg/L), SSV (mg/L), a razão N-NH4
+
/ OD (g/g), temperatura (

o
C) e pH. Os 

resultados da PCA mostraram que os três primeiros componentes (CP1, CP2 e CP3) 

explicaram quase 81% da variação entre os compartimentos (Tabela 6.4). 

Tabela 6.4 – Análise de componentes principais com base nas características dos efluentes: 
autovalores (eigenvalues) e porcentagens da variação explicadas por cada componente 

Componentes 
principais (CPs) 

Autovalores 
Porcentagem 
absoluta (%) 

Porcentagem 
acumulada (%) 

CP1 6,093 46,0 46,0 
CP2 3,146 24,5 70,4 
CP3 1,332 10,2 80,7 

Os parâmetros mais influentes (circulados em verde) foram aqueles relacionados aos 

substratos: DQOtotal, N-amoniacal, alcalinidade carbonato, com autovetores acima de 0,88 

(Figura 6.12). Estes parâmetros têm uma associação altamente positiva entre si. Primeiro, 

porque o aumento nas concentrações de matéria orgânica nos efluentes provoca aumento nas 

concentrações de íon amônio por causa dos processos biológicos de amonificação da matéria 

orgânica. 
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Segundo, o CO2 liberado de processos fermentativos ou respiratórios aeróbios da matéria 

orgânica reage com a água, produzindo a alcalinidade. No sistema, a maior parte da 

alcalinidade veio da digestão anaeróbia ocorrida no reator UASB. Portanto, matéria orgânica, 

N-amoniacal e alcalinidade são parâmetros intimamente relacionados, significando que 

quando há a diminuição em um, ocorre concomitantemente diminuição nos outros, como 

observado nas Figuras 6.9 e 6.10. 

A redução da alcalinidade ao longo dos compartimentos dos FBPs ocorreu por causa do 

consumo deste substrato como fonte de carbono inorgânico por micro-organismos 

autotróficos, incluindo as AOB e anammox. Portanto, os parâmetros NH4-N e CaCO3 

estiveram mais intimamente relacionados entre si, com valores de autovetores em torno de 

0,90 no CP1 (Figura 6.12). Por outro lado, estes dois parâmetros apresentaram uma relação 

antagônica com o parâmetro NO3-N, cujo autovetor foi igual a – 0,85 no CP1. Isto ocorreu 

porque o nitrato é um produto final do processo de oxidação do íon amônio. As concentrações 

de N-amoniacal decrescem ao longo das profundidades dos FBPs, em virtude do consumo por 

micro-organismos oxidadores de amônia, enquanto que as concentrações de nitrato 

aumentam, por causa da oxidação de nitrito por micro-organismos oxidadores de nitrito. 

O parâmetro NO2-N, entretanto, teve uma baixa correlação com íon amônio e nitrato 

(autovetor igual a 0,21 no CP1), porém intimamente relacionado ao parâmetro pH (autovetor 

igual a 0,20; circulado em laranja). Baixos valores de pH implicam em excesso de H
+
, que 

reagem com o nitrito, formando HNO2, reduzindo, portanto, as concentrações de NO2
-
 no 

meio. 

Os parâmetros DBO total, SSV, SST, DQO solúvel e a razão g de N-NH4/g de O2 também 

variaram positivamente conforme os anteriores. SSV e SST estiveram estritamente 

relacionados (circulados em amarelo), pois caracterizavam a porcentagem orgânica e 

inorgânica dos sólidos suspensos encontrados nos efluentes. Estes sólidos, geralmente, 

representam a biomassa excedente que se desprende do biofilme e vão para o efluente. A alta 

correlação entre os parâmetros indica que a proporção de sólidos fixos varia conforme a 

variação de sólidos orgânicos. Ou seja, se SST aumentam nos efluentes, há também aumento 

de SSV; e o contrário também. 
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Figura 6.12 – Projeção das variáveis físico-químicas que caracterizavam os efluentes do 

sistema UASB-FBP. Os três primeiros componentes explicaram 81% das variações entre os 
compartimentos 
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A DQO solúvel esteve intimamente relacionada com a razão de g de NH4-N/g de O2 

(autovetores 0,64 e 0,67 respectivamente) e ambos negativamente relacionados com OD 

(autovetor: -0,54). A DQO solúvel é a fração da matéria orgânica prontamente biodegradável. 

Como resultado da degradação desse substrato, houve simultaneamente a liberação de íons 

amônio. No FBP, a DQO solúvel diminuiu ao longo das profundidades em virtude do 

consumo microbiano por heterotróficos, e o íon amônio, por causa de micro-organismos 

autotróficos oxidadores de amônia, e por micro-organismos em geral como fonte de 

nitrogênio. As concentrações de oxigênio dissolvido aumentaram ao longo das profundidades 

dos FBPs, (Figuras 6.9 e 6.10), em virtude da aeração natural dos FBPs. O comportamento 

dos parâmetros DQO solúvel, g de NH4-N/g de O2 e OD, mostrou que quanto maiores as 

concentrações de DQO solúvel e da disponibilidade de íon amônio por grama de O2, menores 

eram as concentrações de OD nos efluentes. Isso significa que quanto maior as concentrações 

de DQO solúvel e da razão g de NH4-N/g de O2, maior é a atividade microbiana por processos 

aeróbios e, portanto, maior o consumo de OD. 
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O gráfico de projeção das amostras (compartimentos) sobre os eixos CP1 e CP2 (Figura 6.13), 

mostra que houve uma separação espacial nítida entre o FBP de espuma e o de placas 

(compartimentos delimitados em azul e verde respectivamente). O reator UASB foi 

representado também em outra região do gráfico (circulada em vermelho). Isto mostra que os 

três reatores eram totalmente distintos em termos de efluentes. 

Figura 6.13 – Análise de componentes principais com base nas características físico-

químicas dos efluentes. Os três primeiros componentes explicaram 81% das variações entre 
os compartimentos 
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Legenda dos efluentes:                S  FBP de espuma                       P  FBP de placa 

S1(1): profundidade 1,05 m em P1 
S1(2): profundidade 1,05 m em P2 
S1(3): profundidade 1,05 m em P3 
S2(1): profundidade 2,10 m em P1 
S2(2): profundidade 2,10 m em P2 
S2(3): profundidade 2,10 m em P3 
S3(1): profundidade 3,15 m em P1 
S3(2): profundidade 3,15 m em P2 
S3(3): profundidade 3,15 m em P3 

S4(1): profundidade 4,20 m em P1 
S4(2): profundidade 4,20 m em P2 
S4(3): profundidade 4,20 m em P3 
P1(1): profundidade 1,05 m em P1 
P1(2): profundidade 1,05 m em P2 
P1(3): profundidade 1,05 m em P3 
P2(1): profundidade 2,10 m em P1 
P2(2): profundidade 2,10 m em P2 
P2(3): profundidade 2,10 m em P3 
 

P3(1): profundidade 3,15 m em P1 
P3(2): profundidade 3,15 m em P2 
P3(3): profundidade 3,15 m em P3 
P4(1): profundidade 4,20 m em P1 
P4(2): profundidade 4,20 m em P2 
P4(3): profundidade 4,20 m em P3 
UASB(1): reator UASB em P1 
UASB(2): reator UASB em P2 
UASB(3): reator UASB em P3 

No FBP de placas ocorreu uma diferenciação clara do compartimento 1 para os demais 

(Figura 6.13). Em P2 e P3, entretanto, os três últimos compartimentos se assemelharam cada 

Compartimentos 

FBP de espuma 

Compartimentos 
FBP de placas 
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vez mais (ver aumento da proximidade dos pontos P1, P2 e P3, circulados em rosa). Isto 

indica que as maiores diferenças físico-químicas neste FBP ocorreram entre o topo e o 

segundo compartimento. A partir do segundo compartimento, entretanto, as condições físico-

químicas não devem ter sido muito alteradas. 

6.2.5 Conclusões do item 6.2 

Apesar de ambos os FBPs terem sido submetidos às mesmas condições operacionais, a 

configuração do meio-suporte influenciou sobremaneira no comportamento físico-químico de 

cada reator. O maior tempo de retenção de sólidos e de substratos proporcionado pelo meio-

suporte de espuma permitiu que a biomassa microbiana desenvolvesse em quantidades 10 

vezes maiores (em termos de STV) que no meio-suporte convencional, aumentando de 30 a 

40% as eficiências de remoção de N-amoniacal e de matéria orgânica carbonácea do sistema 

UASB-FBP. 

A maior retenção de biomassa seria um dos fatores que conferiram maior robustez do sistema 

frente a variações ambientais e à ação de predadores. Relações A/M mostraram que a 

disponibilidade de substratos nos dois FBPs era muito diferente, sendo que o FBP de placa 

apresentava valores muito maiores (6,6 a 38,7 vezes) que o FBP de espuma, indicando que as 

condições prevalentes neste último eram de escassez de substratos. 

6.3 Quantificação da comunidade bacteriana envolvida no ciclo do 
nitrogênio por PCR em tempo real 

6.3.1 Estimativa das concentrações de AOB, anammox, Nitrobacter, Nitrospira, 

desnitrificantes e bactérias totais por grama de STV 

As Figuras 6.14 e 6.15 apresentam os resultados das quantificações por PCR em tempo real de 

genes de bactérias totais (RNAr 16S) e daquelas relacionadas com o ciclo do nitrogênio por 

grama de sólidos totais voláteis (STV). Cabe ressaltar que, no caso de desnitrificantes, foram 

quantificados cópias do gene nosZ, envolvido na redução do N2O a N2. Portanto, somente as 

bactérias que realizam a desnitrificação completa foram quantificadas. 

Alguns trabalhos na literatura têm detectado arquéias oxidadoras de amônia (AOA) em vários 

sistemas de tratamento (WEI et al., 2011; YAPSAKLI et al., 2011). Na presente tese, porém, 
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investigações realizadas por PCR convencional com o par de iniciadores Arch-amoA 1F/ 

Arch-amoA não detectaram AOA (dados não mostrados). 

No FBP de placa, a quantidade total de genes de RNAr 16S de bactérias por grama de STV 

foi estimada em cerca de 10
11

 cópias (linha laranja, Figura 6.14). As abundâncias de genes 

específicos do ciclo do nitrogênio variaram ao longo dos compartimentos e ao longo do 

tempo. Dentro do ciclo do nitrogênio, os genes de desnitrificantes (linha azul) foram os mais 

abundantes, estando entre 10
9
-10

10
 cópias por grama de STV. Tendência de decaimento destes 

genes foi observada ao longo do FBP em P1 e P2. Em P3, houve uma redução destes genes 

nos três primeiros compartimentos, provavelmente em virtude da redução das concentrações 

de matéria orgânica ocorrida neste período. 

Figura 6.14 – Abundâncias de genes de bactérias totais, AOB, anammox, Nitrobacter, 
Nitrospira, desnitrificantes por grama de STV no FBP de placa 

 

 

Legenda: 
         Bactérias totais 

         Desnitrificantes 

          Nitrospira 

          Nitrobacter 

          AOB 

          anammox 

Os genes de Nitrobacter (linha verde; 10
8
-10

9
 cópias por grama de STV) apresentaram 

dinâmicas populacionais semelhantes às de desnitrificantes. Os genes de Nitrospira (linha 

roxa) foram os que mais se alteraram ao longo das profundidades deste FBP, aumentando de 

10
6
 para 10

9
-10

10
 cópias por grama de STV. Apesar do aumento de Nitrospira do topo para o 

fundo, as concentrações de NO2
-
 não foram reduzidas no fundo do FBP de placa (Figura 

7.11), pelo contrário, no geral, elas aumentaram. Fatores que podem ter influenciado no 

desenvolvimento de Nitrospira ao longo do FBP serão discutidos no item 6.3.2. 

As quantidades de genes de NOB foram maiores que os de AOB em ambos os FBPs, o que já 

foi reportado na literatura em outros sistemas de tratamento em escala plena (DIONISI et al. 

2002; HARMS et al. 2003; YAPSAKLI et al. 2011). Diante disso, conclui-se que ambos os 

sistemas não tinham limitações nas concentrações de OD, havendo oxigênio disponível para 
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manutenção de ambas as populações de oxidadoras de nitrito. Caso contrário, o 

desenvolvimento de NOB não seria possível, uma vez que são mais sensíveis às limitações de 

oxigênio e menos competitivas que as AOB. Outro ponto é a produção de NO2
-
 para 

manutenção das populações de NOB. As populações de AOB, mesmo em quantidade menor, 

eram ativas o suficiente para manter as populações de NOB ou, então, outros grupos 

microbianos poderiam estar envolvidos na produção de NO2
-
, tais como desnitrificantes que 

realizam a desnitrificação incompleta (redução de nitrato a nitrito). 

Com relação aos grupos oxidadores de amônia, as quantidades de genes de AOB foram 

maiores (linha azul; 10
7
-10

8
 cópias por grama de STV) que as de anammox (linha vermelha; 

10
5
-10

7
 por grama de STV). Embora as quantidades sejam diferentes, as dinâmicas 

populacionais dos dois grupos foram semelhantes: em P1, tendência de aumento das 

populações da profundidade 1,05 para 2,10m e diminuição nas profundidades inferiores; nos 

outros períodos (P2 e P3) houve aumento de ambas as populações ao longo das profundidades 

do FBP (com exceção da profundidade 4,20m em P3 para anammox). Isso pode ser explicado 

pelo fato das AOB produzirem nitrito, que poderia ser usado pelas anammox (na oxidação 

anaeróbia da amônia). Trata-se de uma associação sintrófica (e sinérgica) destes dois grupos. 

Mesmo em sistemas anóxicos (tais como reatores Anammox), as AOB estão presentes e são 

importantes para consumir o OD residual, além da produção de nitrito (XIAO et al., 2010). 

No FBP de espuma, a quantidade total genes de RNAr 16S de bactérias por grama de STV foi 

em torno de 10
11

 cópias de genes também (linha laranjada, Figura 6.15). Dentro do ciclo do 

nitrogênio, os genes mais abundantes foram também os de desnitrificantes (linha azul), em 

torno de 10
10

 cópias por grama de STV, com tendência de redução dos genes ao longo das 

profundidades. Ao contrário do que ocorreu no FBP de placa, as quantidades de genes de 

Nitrobacter (linha verde) e de Nitrospira (linha roxa) foram semelhantes (10
8
-10

9
 cópias), 

com tendência de decaimento ao longo do FBP. Os grupos que apresentaram maiores 

variações populacionais foram os de AOB (linha azul) e anammox (linha vermelha), com 

valores entre 10
6
-10

9
 cópias de genes por grama de STV. Observou-se uma distribuição 

diferenciada dos genes de AOB e anammox ao longo dos compartimentos do FBP e ao longo 

do tempo, indicando uma competição entre os grupos (provavelmente por íon amônio). 
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Figura 6.15 – Abundâncias de genes de AOB, anammox, Nitrobacter, Nitrospira, 
desnitrificantes e bactérias totais por grama de STV no FBP de espuma 

 

 

Legenda: 
         Bactérias totais 

         Desnitrificantes 

          Nitrospira 

          Nitrobacter 

          AOB 

          anammox 

Em P1, AOB predominou nos compartimentos superiores, enquanto que anammox, no 

terceiro compartimento (3,15m). A partir de P2, as populações se igualaram nos dois 

primeiros compartimentos, mas as de anammox ainda predominavam no terceiro. Em P3, 

genes de anammox passaram a predominar em todos os três primeiros compartimentos. No 

último compartimento (4,20 m), as quantidades de genes eram semelhantes entre AOB e 

anammox, menores que as encontradas nos outros compartimentos. Essa diminuição das 

populações no último compartimento ocorreu em virtude da reduzida quantidade de N-NH4
+ 

disponível e de nitrito (este último importante para o desenvolvimento de anammox), com 

concentrações praticamente iguais a zero (Figuras 6.11). 

Ao longo do tempo, à medida que o meio-suporte foi sendo colonizado (aumento em termos 

de STV), mais nichos anóxicos foram surgindo, ocorrendo aumento das populações de 

anammox (por exemplo, 10
6
 a 10

8
 no topo do FBP do P1 para P2). Discussão mais 

aprofundada sobre a relação AOB e anammox será apresentada no item 6.7.1. A distribuição 

de AOB ao longo de ambos os FBPs foi semelhante à observada por Persson et al. (2002), que 

quantificou a população de AOB ao longo de FBPs, preenchidos com meio suporte cross-

flow, tratando efluente municipal. Eles observaram que a população de AOB se distribuiu de 

forma diferente dependendo das condições ambientais estabelecidas dentro dos FBPs; em 

todo caso, houve uma quantidade muito baixa de AOB por peso seco de biomassa no fundo 

dos FBPs (3,3 ± 0,8 g de SS/m
2
 em abril; 4,5 ± 0,9 de SS/m

2
 em agosto; 7,9 ± 2,4 de SS/m

2
 

em dezembro). Em condições favoráveis (altas temperaturas e alta carga de amônia), as 

quantidades de AOB estimadas foram mais altas no topo do FBP (24,2 ± 8,9 de SS/m
2
 em 

agosto), mas diminuíram acentuadamente com a profundidade. Nestas condições, eram 
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encontradas maiores quantidades de AOB nas partes superiores, deixando apenas pequenas 

quantidades para sustentar populações de AOB nas partes inferiores. Inversamente, durante 

condições desfavoráveis (baixa carga de amônia e baixas temperaturas; 12,1 ± 4,9 de SS/m
2
 

em abril), havia menos AOB, porém uniformemente distribuídas ao longo do FBP. 

Apesar do FBP de placa ter maiores porcentagens relativas de NOB, particularmente de 

Nitrospira, os efluentes deste filtro apresentaram maiores concentrações de nitrito em relação 

ao FBP de espuma (Figura 6.11). Isto esteve relacionado ao desenvolvimento limitado da 

biomassa neste tipo de meio-suporte, pois esta frequentemente estava mais exposta à predação 

e ao estresse hidráulico, o que provocava o desprendimento do biofilme. O FBP de espuma, 

embora tenha apresentado porcentagem relativamente menor de oxidadoras de nitrito, em 

termos de biomassa total, conseguiu reter maior quantidade destas bactérias, havendo maior 

consumo de nitrito. Além disso, outro grupo microbiano que contribuiu para o consumo desse 

substrato foram as bactérias anammox, cujo desenvolvimento foi mais bem-sucedido no FBP 

de espuma (evidenciado pelo maior número de cópias de genes de anammox por g de STV). 

6.3.2 Distribuição relativa das bactérias do ciclo do nitrogênio e abundâncias em 

relação ao total de bactérias 

No FBP de placas, observou-se aumento da abundância relativa de bactérias do ciclo do 

nitrogênio ao longo das profundidades (linha rosa, variando de 3 a 12%) principalmente em 

virtude do aumento de Nitrospira (barra roxa, Figura 6.16). Membros deste gênero 

predominaram sobre Nitrobacter na maioria dos compartimentos, o que corroborou com 

resultados comumente encontrados na literatura (SCHRAMM et al., 1999; DAIMS et al., 

2001; DIONISI et al., 2002). Populações de desnitrificantes diminuíram relativamente, mas 

continuaram em termos de cópias por grama de STV (entre 10
9
 e 10

10
). 

Dois fatores que podem ter inibido o desenvolvimento de Nitrospira nos compartimentos 

superiores do FBP foram as concentrações de sulfeto e íon amônio presentes nos efluentes. 

Dados da literatura revelam que as concentrações de sulfeto presentes nos efluentes de 

reatores UASB tratando esgoto sanitário estão entre 7 e 11 mg/L (SOUZA, 2010). No 

presente trabalho, as concentrações de N-NH4
+
 variaram entre 29 e 48 mg/L (Tabela 6.1). Tais 

concentrações de ambos os compostos são, portanto, consideradas tóxicas para o 

desenvolvimento de oxidadores de nitrito (Tabela 3.2). Além de NOB, as concentrações de 
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sulfeto podem ter também inibido o crescimento de AOB e anammox logo nos primeiros 

compartimentos. 

Figura 6.16 – Distribuição relativa de genes de bactérias do ciclo do nitrogênio e 
abundância em relação ao total de genes de bactérias nas amostras do FBP de placa 

    

(A) P1 (B) P2 

 

(C) P3 

 

Já no FBP de espuma, observou-se diminuição das abundâncias relativas dos genes de 

bactérias do ciclo do nitrogênio ao longo das profundidades e ao longo do tempo (linha rosa, 

12 a 3%; Figura 6.17). No geral, as abundâncias de NOB (Nitrobacter e Nitrospira, barras 

verde e roxa, respectivamente) foram maiores no início do monitoramento e diminuíram ao 

longo do tempo, provavelmente em decorrência do desenvolvimento de anammox (barra 

vermelha). O consumo de nitrito por bactérias anammox pode ter sido o fator responsável 

pelo menor desenvolvimento de NOB, particularmente Nitrospira, no FBP de espuma. 
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Figura 6.17 – Distribuição relativa de genes de bactérias do ciclo do nitrogênio e 
abundância em relação ao total de genes de bactérias nas amostras do FBP de espuma 

    

(A) P1 (B) P2 

 

(C) P3 

6.3.3 Análise de componentes principais com base nas características físico-químicas e 

moleculares do lodo  

Foi realizada uma segunda análise de PCA, baseado nas características dos lodos amostrados, 

com o fim de identificar semelhanças ou diferenças entre os compartimentos dos FBPs. As 

características avaliadas no lodo foram: massa de STV (kg) por compartimento dos FBPs, 

concentração de DNA por STV (ng/g), número de cópias de genes por grama de STV (AOB, 

anammox, Nitrobacter, Nitrospira, desnitrificantes e bactérias totais), porcentagem de STV 

por grama de lodo fresco e as bandas observadas nos perfis de DGGE de bactérias em geral 

(Apêndice E). Os valores de concentração de DNA e de genes por grama de STV foram 

transformados em logaritmo (na base 10) e utilizados nos cálculos. Os resultados da PCA 

mostraram que os três primeiros componentes explicaram 52% da variação entre os 

compartimentos dos FBPs (Tabela 6.5). 
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Tabela 6.5 – Análise de componentes principais com base nas características dos lodos: 
autovalores (eigenvalues) e porcentagens da variação explicadas por cada componente 

Componentes 
principais (CPs) 

Autovalores 
Porcentagem 
absoluta (%) 

Porcentagem 
acumulada (%) 

CP1 9,115 25,3 25,3 
CP2 5,784 16,1 41,4 
CP3 3,762 10,4 51,8 

Embora as características dos efluentes no FBP de espuma tenham variado muito entre os 

pontos, o mesmo não foi observado em termos de biomassa. No gráfico da Figura 6.18, 

elaborado a partir dos dois primeiros componentes (CP1 e CP2), observou-se que os 

compartimentos do FBP de espuma (circulados em azul) estão muito mais próximos que os do 

FBP de placas (circulados em verde). 

Figura 6.18– Análise de componentes principais com base nas características físico-
químicas e biológicas dos lodos.Os três primeiros componentes explicaram 52% das 

variações entre os compartimentos 
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Legenda das amostras de lodo:   S  FBP de espuma                       P  FBP de placa 

S1(1): profundidade 1,05 m em P1 
S1(2): profundidade 1,05 m em P2 
S1(3): profundidade 1,05 m em P3 
S2(1): profundidade 2,10 m em P1 
S2(2): profundidade 2,10 m em P2 
S2(3): profundidade 2,10 m em P3 
S3(1): profundidade 3,15 m em P1 
S3(2): profundidade 3,15 m em P2 

S3(3): profundidade 3,15 m em P3 
S4(1): profundidade 4,20 m em P1 
S4(2): profundidade 4,20 m em P2 
S4(3): profundidade 4,20 m em P3 
P1(1): profundidade 1,05 m em P1 
P1(2): profundidade 1,05 m em P2 
P1(3): profundidade 1,05 m em P3 
P2(1): profundidade 2,10 m em P1 

P2(2): profundidade 2,10 m em P2 
P2(3): profundidade 2,10 m em P3 
P3(1): profundidade 3,15 m em P1 
P3(2): profundidade 3,15 m em P2 
P3(3): profundidade 3,15 m em P3 
P4(1): profundidade 4,20 m em P1 
P4(2): profundidade 4,20 m em P2 
P4(3): profundidade 4,20 m em P3 

Estes resultados mostram que, em termos de característica do lodo (perfis de bandas de 

DGGE, massa de STV por compartimento, concentração de bactérias/ g de STV, etc.), o FBP 

Compartimentos 
FBP de espuma 

Compartimentos 
FBP de placa 
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de espuma sofreu menos alterações que o de placa. O fato de o FBP de espuma reter maior 

quantidade de sólidos pode ter sido o fator mais influente na sua estabilidade funcional e 

eficiência de remoção/conversão de compostos orgânicos e nitrogenados, principalmente com 

relação à ação de predadores e ao desprendimento (perdas) de biomassa, conforme discutido 

no item 6.2.1. De fato, a variável kg de STV/ compartimento apresentou alto valor de 

correlação (– 0,82) na CP1, que explicou 25,3% da variação entre os compartimentos. 

6.3.4 Análise de componentes principais com base em todas as características dos lodos 

e dos efluentes 

Uma terceira PCA foi realizada com todas as características dos efluentes e dos lodos 

amostrados. Os resultados mostraram que os três primeiros componentes explicaram cerca de 

51,2% da variação entre os FBPs (Tabela 6.6). 

Tabela 6.6 – Análise de componentes principais com base nas características dos efluentes 
e dos lodos: autovalores (eigenvalues) e porcentagens da variação explicadas por cada 

componente 

 
Componentes 

principais (CPs) 
Autovalores 

Porcentagem 
absoluta (%) 

Porcentagem 
acumulada (%) 

CP1 13,399 27,3 27,3 
CP2 7,240 14,8 42,1 
CP3 4,482 9,1 51,2 

O gráfico elaborado a partir de CP1 e CP2 (Figura 6.19) mostrou novamente que os 

compartimentos do FBP de placa (circulados em verde) são bem distintos do FBP de espuma 

(circulados em azul). A dispersão entre os compartimentos do FBP de espuma foi que menor 

que a observada entre os do FBP de placa. Ainda, a organização das amostras neste gráfico foi 

mais semelhante àquela observada no gráfico baseado nas características do lodo, o que 

significa que as variações entre os compartimentos dos FBPs foram mais influenciadas pelas 

características do lodo do que propriamente pelas características dos efluentes. Conforme 

discutido anteriormente, a maior retenção de sólidos pelo FBP de espuma foi um dos fatores 

responsáveis pela menor variação observada entre os compartimentos. 

 

 



 

rit  

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 
87 

Figura 6.19 – Análise de componentes principais com base em todas as características dos 

efluentes e dos lodos.Os três primeiros componentes explicaram 51,3% das variações entre 
os compartimentos 
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Legenda dos compartimentos:     S  FBP de espuma                       P  FBP de placa 

S1(1): profundidade 1,05 m em P1 
S1(2): profundidade 1,05 m em P2 
S1(3): profundidade 1,05 m em P3 
S2(1): profundidade 2,10 m em P1 
S2(2): profundidade 2,10 m em P2 
S2(3): profundidade 2,10 m em P3 
S3(1): profundidade 3,15 m em P1 
S3(2): profundidade 3,15 m em P2 

S3(3): profundidade 3,15 m em P3 
S4(1): profundidade 4,20 m em P1 
S4(2): profundidade 4,20 m em P2 
S4(3): profundidade 4,20 m em P3 
P1(1): profundidade 1,05 m em P1 
P1(2): profundidade 1,05 m em P2 
P1(3): profundidade 1,05 m em P3 
P2(1): profundidade 2,10 m em P1 

P2(2): profundidade 2,10 m em P2 
P2(3): profundidade 2,10 m em P3 
P3(1): profundidade 3,15 m em P1 
P3(2): profundidade 3,15 m em P2 
P3(3): profundidade 3,15 m em P3 
P4(1): profundidade 4,20 m em P1 
P4(2): profundidade 4,20 m em P2 
P4(3): profundidade 4,20 m em P3 

Estes resultados sugerem que as menores variações nas características do FBP de espuma, 

particularmente da biomassa, podem ser o fator responsável pela sua maior estabilidade 

funcional na remoção/conversão de substratos em relação ao FBP de placas, mostrando uma 

maior capacidade de resistência a variações ambientais, tais como variações nas 

concentrações afluentes de substratos, ação de predadores, etc. 

6.3.5 Conclusões do item 6.3 

A configuração do meio-suporte influenciou sobremaneira na distribuição de substratos e no 

desempenho dos FBPs. A menor variação das características entre os compartimentos do FBP 

de espuma, influenciada principalmente pela quantidade de STV, mostrou que o meio-suporte 

de espuma conferiu maior robustez e estabilidade funcional ao reator. 

Compartimentos do 
FBP de espuma 

Compartimentos 
do FBP placa 
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Com relação ao ciclo do nitrogênio, o grupo de bactérias desnitrificantes foi o predominante e 

diminuíram do topo para o fundo em ambos os FBPs, coerente com a redução da matéria 

orgânica. As abundâncias relativas de nitrificantes foram maiores no FBP de placa. Em 

termos absolutos, devido à maior retenção de STV, o meio-suporte de espuma reteu maior 

quantidade de nitrificantes. Além disso, o desenvolvimento de anammox foi mais bem-

sucedido no FBP de espuma, sugerindo inclusive dominância sobre AOB em P3. 

Esses resultados indicaram que a oxidação de N-amoniacal no FBP de placa foi 

principalmente via AOB, enquanto que no FBP de espuma, coexistiam AOB e anammox. Esta 

conclusão confirma a hipótese 2, que afirma que o FBP de espuma é mais eficiente em reter 

maior quantidade de micro-organismos de crescimento lento envolvidos na oxidação da 

amônia. Além disso, a hipótese 3 foi confirmada com a observação simultânea de micro-

organismos envolvidos nos processos de desnitrificação, nitrificação e Anammox no FBP de 

espuma. 

As populações de nitrificantes e anammox não se reduziram em P2, mostrando que o aumento 

da COV não inibiu o seu desenvolvimento. Isso nega a hipótese 5, que afirma que o aumento 

da COV aplicada provocaria redução da comunidade nitrificante em virtude do 

desenvolvimento de bactérias heterotróficas, enquanto que a redução, provocaria o aumento 

da comunidade de bactérias nitrificantes. 

6.4 Caracterização e comparação da comunidade de AOB por DGGE 

Analisando-se a Figura 6.20A, observa-se que os perfis de bandas de AOB (obtidos através de 

PCR-DGGE) encontrados no FBP preenchido por placa foram similares em todas as 

profundidades e em todos os períodos amostrados. O FBP preenchido por espuma apresentou 

perfis de bandas diferentes (Figuras 6.20B e C), mostrando a predominância de três 

populações (AOB3, AOB4, AOB5) nos compartimentos superiores (1,05 e 2,10 m) e duas 

(AOB6 e AOB7) nos inferiores (3,15 e 4,20 m). 
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Figura 6.20 – Perfis populacionais de AOB nas diferentes profundidades de ambos os FBPs 

nos três períodos amostrados 

 

(A) FBP preenchido por placas. Bandas indicadas pela seta vermelha fora excisadas e 
sequenciadas 

 

(B) FBP preenchido por espuma. Bandas indicadas pela seta vermelha fora excisadas e 
sequenciadas 
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(C) Repetição da análise de DGGE dos perfis populacionais de AOB das amostras coletadas no 
primeiro período. Observar a estratificação das bandas, com predomínio de populações 
relacionadas a Nitrosomonas europaea nos compartimentos superiores e as relacionadas a 
Nitrosomonas oligotropha nos compartimentos inferiores. 

 

As sequências parciais de genes amoA identificadas, obtidas das bandas de DGGE, foram 

então comparadas com aquelas presentes no BLAST (Tabela 6.7). Todas as bandas, exceto 

AOB5 e AOB7, apresentaram 99% de similaridade com sequências da ordem 

Nitrosomonadales. 
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Tabela 6.7 – Identificação das bandas de DGGE associadas às Figuras 6.20A e 6.20B, 
tendo, como gene-alvo, parte do gene amoA. 

Origem da 
amostra 

Banda 
Ordem mais 

próxima 
Nº de 

acesso 
Gene amoA 

Simila-
ridade* 

FBP de placa AOB1 Nitrosomonadales JX233574 

Sequência isolada de 
sistema de tratamento de 
água residuária 

99% 

FBP de placa AOB2 Nitrosomonadales HQ822002 
Sequência isolada de um 
sistema de lodos ativados 

99% 

FBP de placa AOB3 Nitrosomonadales HQ832683 

Sequência de isolada de um 

sistema-piloto de 

bioaumentação para tratar 

efluente farmacêutico 

99% 

FBP de placa AOB4 Nitrosomonadales GQ911477 

Sequência isolada de raízes 

de macrófitas aquáticas 

flutuantes (WEI et al., 2011) 

99% 

FBP de 
espuma 

AOB5 Nitrosomonadales EU708496 

Sequência isolada de 
biorreator nitrificante em 
escala plena tratando 
efluente salino 

90% 

FBP de 
espuma 

AOB6 Nitrosomonadales EF431865 

Sequência isolada de ETE 
municipal e de tratamento de 

efluente de suinocultura 
99% 

FBP de 
espuma 

AOB7 Nitrosomonadales EU852714 

Sequência isolada de 
sistema de tratamento de 
águas subterrâneas e de 

distribuição de água potável 

97% 

*as porcentagens representam similaridades entre a sequência da banda do DGGE com as 
sequências mais próximas no GenBank. 

Uma árvore filogenética foi construída para comparação das sequências isoladas com 

sequências parciais de amoA de espécies de AOB já conhecidas e descritas (Figura 6.21). As 

duas populações principais (AOB1 e AOB2), identificadas no FBP de placas, relacionadas 

filogeneticamente a Nitrosomonas europaea. As populações identificadas nos compartimentos 

superiores do FBP de espuma (Figura 6.20) foram relacionadas com Nitrosomonas europaea 

(AOB3) e Nitrosomonas eutropha (AOB4). As populações presentes nos compartimentos 

inferiores (AOB6 e AOB7) foram relacionadas a Nitrosomonas oligotropha (cerca de 96,4% 

de similaridade). Tais linhagens são comumente encontradas em sistemas de tratamento de 

efluentes em escala plena (SIRIPONG & RITTMAN, 2007; LIMPIYAKORN et al., 2005; 

LYDMARK et al., 2006; WANG et al., 2012b). A banda AOB5 foi a única que apresentou 

similaridade muito baixa com sequências do gene amoA de espécies de Nitrosomonas 

conhecidas (cerca de 85%), portanto podendo indicar uma sequência nova. 
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Figura 6.21 – Associação filogenética das bandas do DGGE elaborada a partir de 

sequências parciais do gene amoA de AOB recuperadas de ambos os FBPs. 

A barra de escala representa 10% de divergência entre as sequências.A árvore filogenética foi 
construída no programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007). Foi realizado o teste de Bootstrap (500 
recombinações) com o método de UPGMA. A sequência AOB8 é referente ao plasmídio 
recombinante utilizado nos ensaios de PCR em tempo real. 

Em termos de concentrações de substratos ao longo dos períodos de monitoramento, 

observou-se que as flutuações ocorridas em cada período não alteraram a estrutura da 

comunidade de AOB no FBP de placas. A menor retenção de micro-organismos, bem como 

as menores mudanças em termos de concentrações de substratos ao longo das profundidades 

deste FBP (Figura 6.9) refletiram nas poucas populações encontradas, que estariam mais 

adaptadas às condições ambientais oferecidas pelo meio suporte de placas. 

A predominância de diferentes linhagens ao longo do FBP de espuma foi provocada pelas 

diferentes concentrações de N-NH4
+
 e condições ambientais presentes nos compartimentos do 

FBP preenchido por espuma. Alguns estudos na literatura reportaram o predomínio de 

Nitrosomonas europaea e Nitrosomonas eutropha em ambientes eutrofizados e ricos em N-

NH4
+
, e o de N. oligotropha em ambientes com baixos a moderado níveis (LIMPIYAKORN 

et al., 2005; LYDMARK et al., 2006). Estes resultados estão coerentes com os de perfis 

físico-químicos (Figura 6.10), nos quais as concentrações de N-NH4
+
, OD e alcalinidade 

presentes em cada compartimento eram diferentes, reduzindo do topo para o fundo. 
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Os perfis de DGGE (observados na Figura 6.37B) mostraram uma relação de r e K-

estrategista entre as populações de Nitrosomonas. Observou-se que populações relacionadas a 

N. europaea predominaram nos compartimentos superiores do FBP nos momentos de maior 

COV aplicada (P1 e P2). Com a redução das concentrações de N-NH4
+
 em virtude da redução 

significativa de COV em P3, ocorreu redução na diversidade de AOB na primeira 

profundidade (1,05 m) e, na segunda profundidade (2,15 m), houve uma tendência de inversão 

das populações predominantes para N. oligotropha, que apresentam vantagem competitiva em 

situações de baixas concentrações de N-NH4
+
. Neste período ocorreu redução das populações 

de AOB somente na primeira profundidade (Figura 7.20B). 

6.4.1 Conclusões do item 6.4 

O meio suporte de espuma promoveu uma diversificação de populações de AOB ao longo das 

profundidades do FBP. As maiores concentrações de matéria orgânica e de N-NH4
+
 

promoveram a seleção de populações relacionadas a Nitrosomonas europaea/N. eutropha nos 

compartimentos superiores do FBP (1,05 e 2,10m), enquanto que nos compartimentos 

inferiores (3,15 e 4,20m), populações relacionadas a N. oligotropha, adaptadas a menores 

concentrações de N-NH4
+
. No FBP de placa, foram encontradas somente duas populações 

predominantes relacionadas a N. europaea. A menor diversidade de bandas de AOB 

encontradas nesse FBP foi atribuída ao seu menor potencial de retenção de micro-organismos 

e às menores mudanças em termos de concentrações de substratos ao longo do filtro. Esta 

conclusão confirma parcialmente a hipótese 1, pois apesar dos FBPs apresentarem 

configurações diferentes, duas populações eram comuns em ambos os filtros. Os resultados do 

FBP de placa negam a hipótese 4, uma vez que não foram observadas diferenças das 

populações de AOB entre as profundidades e os períodos monitorados no filtro, entretanto a 

mesma hipótese foi confirmada com os resultados do FBP de espuma. 

6.5 Caracterização da comunidade bacteriana desenvolvida em cada 
tipo de meio-suporte por pirosequenciamento 

6.5.1 Caracterização da comunidade bacteriana em nível de filo 

Das oito amostras de DNA analisadas (discriminadas na Tabela 5.5), foram obtidas 25.065 

sequências (média de 3.133 sequências/ amostra). Os filos mais abundantes foram 

Proteobacteria (44,4± 7,6%), Verrucomicrobia (20,0 ± 12,9%), Planctomycetes (8,2 ± 4,6%), 
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Acidobacteria (8,1 ± 6,1%), Firmicutes (6,0 ±4,9%), Actinobacteria (2,2 ± 1,6%), 

Bacteroidetes (2,0 ± 1,3%), Chloroflexi (2,1 ± 2,3%) e Gemmatimonadetes (1,7 ± 1,9%). 

Dentro do filo Proteobacteria, as classes mais abundantes foram Alphaproteobacteria (52,5 ± 

6,5%), Gammaproteobacteria (28,3 ± 10,5), Betaproteobacteria (13,6 ± 7,2%) e 

Deltaproteobacteria (5,2 ± 2,5%). 

Bacteroidetes e Firmicutes são os principais filos encontrados na microbiota intestinal 

humana (BACKHED et al., 2005; ECKBURG et al., 2005), sendo os gêneros mais 

frequentes: Cytophaga, Flavobacterium e Bacteroides (filo Bacteroidetes) e Clostridium e 

Eubacterium (filo Firmicutes). O filo Proteobacteria é comum neste ambiente, mas 

usualmente não é o dominante (inclusive Escherichia coli). Sequências dos filos 

Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia são relativamente raras. 

Em esgotos brutos, estudos indicam que os filos predominantes são Bacteroidetes e 

Firmicutes (MA et al., 2013, SHANKS et al., 2013; Tabela 5.3), o que é coerente, uma vez 

que estes são oriundos da matéria orgânica fecal, basicamente de origem humana. Os gêneros 

Bacteroides, Clostridium e Eubacterium são de bactérias anaeróbias obrigatórias, 

fermentadores de açúcares e aminoácidos e, por isso, a presença e predominância destas 

bactérias também se justificam em sistemas de tratamento anaeróbios (MA et al., 2013). No 

presente estudo, porém, poucas sequências destes gêneros foram encontradas (menos de 

0,5%) e observou-se a predominância de filos que são raros na microbiota humana 

(Proteobacteria, Verrucomicrobia e Actinobacteria, Figura 6.22) em ambos os FBPs, o que 

denota a ocorrência de uma mudança total e completa na comunidade bacteriana ao longo do 

sistema de tratamento de esgotos domésticos. 

Uma das diferenças observadas entre os FBPs foi a maior detecção de membros do filo 

Synergistetes no FBP de placa. Estas bactérias são estritamente anaeróbioas e fermentadoras 

de aminoácidos. Têm sido encontradas, embora como constituintes minoritários, numa ampla 

variedade de hábitats anaeróbios, tais como trato gastrointestinal de insetos, sistemas de 

tratamento de esgotos, solos, poços de óleo, além de estarem implicadas em doenças 

periodontais em humanos (HUGENHOLTZ et al., 2009). 
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Figura 6.22 – Composição da comunidade bacteriana, em nível de filo, presente em ambos 

FBPs em P1, conforme os resultados de pirosequenciamento 
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6.5.1.1 Análises estatísticas com índices de diversidade α 

A Tabela 6.8 apresenta o número de sequências lidas, com similaridades maiores que 97% na 

região V4 do RNAr 16S de bactérias em geral, e o número de grupos taxonômicos analisados 

pelos índices de diversidade, assim como também na análise de PCA (item 6.5.1.2). As OTUs 

foram definidas até o nível taxonômico mais aprofundado possível. Muitas sequências (a 

maioria) não estavam classificadas até o nível de espécie ou gênero, por questão de limitação 

na identificação genética. Dessa forma, foi necessário assumir que OTUs identificadas desde 

o nível de família até filo representavam um só indivíduo, inclusive sequências de bactérias 

ainda desconhecidas. As sequências foram distribuídas num total 427 OTUs, entretanto, 

considerando as amostras individualmente, o total de grupos taxonômicos é variável, pois 

nem todas as OTUs foram detectadas em cada amostra e outras, foram específicas de 

algum(ns) compartimento(s) ou do tipo de FBP. 

Os resultados dos índices de Shannon, Simpson e Chao 1 (Tabela 6.8) mostraram que a 

diversidade diminuiu do topo para o fundo do FBP de espuma em P1. Estes valores estão 

coerentes com Missagia (2010), que também encontrou maior diversidade de organismos no 

topo dos reatores. A maior diversidade no topo é justificada pela maior variedade e 

disponibilidade de substratos (energia luminosa, matéria orgânica, íon amônio, alcalinidade, 

etc.), o que permite o desenvolvimento de micro-organismos diversos tipos metabólicos. 

FBP de espuma FBP de placa 



 

rit  

Programa de Pós-graduação em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hídricos da UFMG 
96 

Em P3, todos os índices indicaram que a diversidade se manteve maior em relação ao fundo 

do FBP de espuma. Alguns índices indicaram que a diversidade e a equitabilidade 

aumentaram tanto no topo quanto no fundo em relação a P1 (por exemplo, Shannon e 

Evenness), enquanto que o índice de Chao 1 indicou que a riqueza diminuiu. Ou seja, em P1 

havia maior riqueza de grupos menos abundantes que em P3, tanto no topo quanto no fundo 

do FBP. Isto significa esses grupos provavelmente desapareceram ao longo do tempo ou, o 

contrário, ocorreu aumento no número de indivíduos dentro destes grupos, reduzindo assim o 

número de singletons ou doubletons para o cálculo do índice de Chao 1. 

Tabela 6.8 – Análise da diversidade das amostras de ambos os FBPs por meio de índices 
de diversidade α 

 
S1 (1) S2(1) S3(1) S4(1) S1(3) S4(3) P1(1) P4(1) 

Número de 
sequências lidas 

2925 2840 3443 3731 2858 3091 3284 2894 

Número de grupos 
taxonômicos 

217 182 150 147 191 163 177 206 

Dominância (D) 0,03 0,04 0,09 0,09 0,02 0,05 0,04 0,04 

Simpson (D’ = 1-D) 0,97 0,96 0,91 0,91 0,98 0,95 0,96 0,96 

Shannon (H’) 4,23 4,05 3,62 3,44 4,39 3,75 3,92 4,07 

Chao 1 255,6 235,5 171,4 169,2 218,4 211,2 198,5 255,1 

Evenness (eH/S) 0,32 0,31 0,25 0,21 0,42 0,26 0,28 0,29 

Equitabilidade (J’) 0,79 0,78 0,72 0,69 0,84 0,74 0,76 0,76 

Dominância: quanto mais próximo de 1, menor a diversidade da amostra 
Simpson: quanto mais próximo de 1, maior a diversidade da amostra 
Shannon: quanto maior o valor, maior a diversidade da amostra 
Chao 1: quanto maior o valor, maior a diversidade da amostra 
Evenness e equitabilidade: quanto mais próximo de 1, maior uniformidade (igualdade) de indivíduos 
entre os grupos taxonômicos 

Legenda: 

S  FBP de espuma                                                 P  FBP de placa 
S1(1): profundidade 1,05 m no período 1 
S2(1): profundidade 2,10 m no período 1 
S3(1): profundidade 3,15 m no período 1 
S4(1): profundidade 4,20 m no período 1 

S1(3): profundidade 1,05 m no período 3 
S4(2): profundidade 4,20 m no período 3 
P1(1): profundidade 1,05 m no período 1 
P4(1): profundidade 4,20 m no período 1 

Ao se comparar os valores de Simpson (D’) e de Shannon (H’), observou-se que os de 

Simpson foram menos discriminantes que os de Shannon. Os valores de D’ foram 

semelhantes para os dois primeiros compartimentos do FBP de espuma em P1 (0,97 e 0,96) e 

iguais para os dois últimos (0,91) em P1 e para os compartimentos do FBP de placas (0,96). O 

índice também indicou aumento da diversidade em P3 no FBP de espuma (0,98 para o topo e 

0,95 para o fundo). Isto ocorreu porque o índice de Simpson atribui maior peso às espécies 

(no caso, grupos taxonômicos) mais abundantes, sendo consequentemente mais sensível a 
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mudanças que ocorrem nestes grupos. O índice de Shannon, por outro lado, é influenciado 

pela riqueza de espécies, considerando inclusive aquelas que contêm apenas um indivíduo 

(MAGURRAN, 1988). 

Com relação ao FBP de placa, os valores dos índices de Simpson e Shannon foram 

semelhantes (respectivamente, 0,96 e em torno de 4,0), mostrando que não havia diferenças 

significantes na diversidade entre topo e fundo do FBP. O mesmo ocorreu para os índices de 

dominância, Evenness e equitabilidade. Entretanto, no caso do índice de Chao 1, os resultados 

foram bem diferentes (topo: 198,5 e fundo: 255,1), indicando que o fundo apresentava maior 

riqueza de grupos taxonômicos menos abundantes que o topo do FBP. Não obstante, o fato de 

a diversidade ter sido semelhante ao longo do FBP de placa, conforme mostrado pela maioria 

dos índices de diversidade α, pode ter sido em virtude da pouca diversificação das condições 

ambientais oferecida pelo meio-suporte. 

6.5.1.2 Análise de componentes principais 

Para se avaliar diferenças entre os compartimentos dos FBPs em termos de estrutura da 

comunidade bacteriana, utilizou-se a PCA, uma vez que as medidas de divesidade α não são 

capazes de descrever o quanto as comunidades eram distintas (ou similares) entre si em 

termos de composição de espécies. A organização das sequências foi a mesma utilizada para o 

cálculo dos índices de diversidade, ou seja, 427 OTUs (item 6.5.1.1). Os resultados mostraram 

que os três primeiros componentes explicaram 57,5% da variação entre os FBPs (Tabela 6.9). 

Tabela 6.9 – Análise de componentes principais com base em todos os táxons do 
pirosequenciamento: autovalores (eigenvalues) e porcentagens da variação explicadas por 

cada componente 

Componentes 
principais (CPs) 

Autovalores 
Porcentagem 
absoluta (%) 

Porcentagem 
acumulada (%) 

CP1 104,304 24,3 24,3 
CP2 78,835 18,6 42,9 
CP3 63,091 14,7 57,6 

Os compartimentos do FBP de espuma em P1 apresentaram uma evolução da comunidade 

bacteriana do topo para o fundo (Figura 6.23). Comparando-se os FBPs em P1, observa-se 

que a distância entre topo e fundo foi maior no FBP de espuma, mostrando que as estruturas 

das comunidades bacterianas eram mais diferentes que no FBP de placas. 
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Figura 6.23 – Análise de componentes principais com base nos grupos taxonômicos 

detectados no pirosequenciamento. Os três primeiros componentes explicaram 57,5% das 
variações entre os compartimentos 
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Legenda: 

S  FBP de espuma                                                  P  FBP de placa 

S1(1): profundidade 1,05 m no período 1 
S2(1): profundidade 2,10 m no período 1 
S3(1): profundidade 3,15 m no período 1 
S4(1): profundidade 4,20 m no período 1 

S1(3): profundidade 1,05 m no período 3 
S4(2): profundidade 4,20 m no período 3 
P1(1): profundidade 1,05 m no período 1 
P4(1): profundidade 4,20 m no período 1 

Analisando-se o FBP de espuma ao longo do tempo, observou-se que a distância no espaço 

bidimensional entre topo e fundo foi maior em P3, mostrando maiores variações na estrutura 

da comunidade bacteriana. Estas variações foram maiores no topo do FBP, uma vez que a 

distância foi maior entre os pontos do S1 (1) e S1(3) do que entre os pontos S4(1) e S4(3). 

6.5.2 Caracterização da comunidade de bactérias envolvidas no ciclo do nitrogênio 

Para realizar uma discussão centrada no ciclo do nitrogênio, foram elaborados gráficos 

(Figuras 6.24, 6.25, 6.27, 6.28, 6.30, 6.31) com sequências, obtidas no pirosequenciamento, 

identificadas até o nível de gênero e família de bactérias reconhecidamente nitrificantes, de 

bactérias anammox e de desnitrificantes. Entretanto, houve várias sequências de micro-

organismos desconhecidos ou ainda não-cultivados, inclusive algumas bem frequentes (mais 

de 10% de abundância relativa), dos quais pouco se sabe sobre seu metabolismo ou nicho 

ecológico. Além disso, há várias sequências identificadas até o nível de ordem ou família que 
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poderiam incluir gêneros de bactérias envolvidas no ciclo do nitrogênio, o que pode estar 

subestimando os resultados. 

6.5.2.1 Caracterização da comunidade de AOB, NOB e anammox 

Analisando-se as sequências de populações nitrificantes, observou-se que, com exceção do 

fundo do FBP de placas (4,20 m), foram detectadas poucas sequências de AOB e NOB 

(menos de 1,5% de abundância em relação ao total de sequências; Figura 6.24). O principal 

grupo de AOB detectado foi o pertencente à família Nitrosomonadaceae. Os possíveis 

gêneros incluídos nesse grupo são Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrosospira, Nitrosovibrio. 

Em P1, dentre as amostras analisadas, esta família foi a mais abundante no fundo do FPB de 

placas (12% da abundância relativa). Embora as porcentagens relativas de 

Nitrosomonadaceae no FBP de placas tenham sido maiores, o FBP de espuma apresentou 

maiores quantidades absolutas de membros desse grupo, considerando o volume de STV 

retido nas espumas do meio-suporte. Portanto, esse é um dos fatores que explicam as maiores 

eficiências de remoção de N-NH4
+
 pelo FBP de espuma. 

Figura 6.24 – Composição da comunidade de AOB, NOB e anammox encontrados no topo 
e no fundo de ambos os FBPs em P1, conforme resultados do pirosequenciamento. 
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A ocorrência de bactérias anammox no meio-suporte de espuma foi confirmada com a 

detecção de sequências do gênero Candidatus Brocadia no fundo do FBP. Isto significa que 

ouma vez que o meio-suporte proporcionou condições ambientais (por exemplo, micro-nichos 

anóxicos) para o desenvolvimento desses micro-organismos. 

FBP de placa FBP de espuma 
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A ocorrência de outros processos biológicos envolvidos na remoção de N-NH4
+
 em sistemas 

de tratamento biológico tem sido citada em alguns trabalhos. Recentemente, Bassin et al. 

(2012) sugeriram que parte das perdas de nitrogênio observadas em sistema nitrificante 

(escala laboratorial) foi em decorrência da assimilação de N-NH4
+
 para crescimento 

microbiano (5 a 8% do N-NH4
+
 afluente). Além disso, os autores detectaram uma bactéria 

(relacionada a Arthrobacter soli) capaz de realizar nitrificação heterotrófica. Neste trabalho, 

entretanto, não foram encontradas sequências relaciondas a essa espécie ou gênero. 

A baixa abundância de NOB contrastada com a presença de nitrato e baixíssimas 

concentrações efluentes de nitrito sugerem que a diversidade de NOB poderia estar sendo 

subestimada. Alguns tipos de sequências detectadas em nível de classe e ordem poderiam 

incluir outros grupos de NOB. Por exemplo, sequências da classe Thermomicrobia, 

detectados no FBP de espuma poderiam ser da espécie Nitrolancetus hollandicus, um 

oxidador de nitrito recentemente isolado de um reator nitrificante (SOROKIN et al., 2012). 

Outra recente descoberta é a oxidação anaeróbia de nitrito por membros de Thiocapsa (ordem 

Chromatiales), uma bactéria fotoheterotrófica (SCHOTT et al., 2010). De fato a comunidade 

de nitrificantes pode ainda ser maior, uma vez que sequências não identificadas da ordem 

Chromatiales, além de Thiocapsa, podem incluir outros gêneros de NOB (Nitrococcus) e de 

AOB (Nitrosococcus). Outro gênero de NOB praticamente não detectado por 

pirosequenciamento foi Nitrobacter. Discussão mais aprofundada sobre esse resultado está no 

item 6.7.4. 

Observou-se que as abundâncias de nitrificantes (AOB+NOB) foram maiores no fundo do que 

no topo de ambos os FBPs, corroborando com os resultados de PCR em tempo real. Como 

discutido anteriormente, as concentrações de sulfeto encontradas em efluentes do reator 

UASB podem ter inibido do desenvolvimento de nitrificantes nos primeiros compartimentos 

dos FBPs. A presença de oxidadores de sulfeto obrigatórios e facultativos nos primeiros 

compartimentos (por exemplo, Thiobacillus, Thiotrichaceae, Rhodobacter; Figuras 6.25 e 

6.26) teria, então, papel fundamental para desenvolvimento de nitrificantes ao longo dos 

FBPs. 

6.5.2.2 Caracterização da comunidade de bactérias desnitrificantes 

De forma geral, observou-se a redução das abundâncias relativas de desnitrificantes do topo 

para o fundo do FBP de espuma (18,3% para 6,4%; Figura 6.25), enquanto que no FBP de 
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placas essa redução foi menos evidente (topo: 9,3%; fundo: 7,5%). Isto ocorreu porque a 

maioria das desnitrificantes encontradas é heterotrófica ou tem crescimento preferencialmente 

heterotrófico (Apêndice G; Tabela 0.6), predominando nas regiões superiores dos FBPs, onde 

havia maiores concentrações de matéria orgânica. 

Estes resultados estão coerentes com os de Xie et al. (2012), que observaram maiores 

porcentagens relativas de desnitrificantes no topo da coluna do que no fundo de um biorreator 

utilizado na remoção de nitrogênio de lixiviado de aterro sanitário. Kubota et al. (2014) 

também encontraram diferenças marcantes na composição da comunidade microbiana nas 

diferentes alturas e em diferentes estações em um reator preenchido por espuma, que tratava 

efluente de reator UASB. Grupos taxonômicos envolvidos na remoção e matéria orgânica 

foram principalmente encontrados nas partes superiores do reator. 

Figura 6.25 – Composição da comunidade de bactérias desnitrificantes encontradas no topo 
(1,05 m) e no fundo (4,20 m) de ambos os FBPs em P1, conforme resultados do 

pirosequenciamento. 
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A riqueza de OTUs foi semelhante entre topo e fundo de cada filtro, entretanto, as 

abundâncias relativas de cada OTU foram diferentes (Figura 6.25). Os grupos taxonômicos 

predominantes entre filtros também foram diferentes, embora havia alguns gêneros em 

comum (Roseomonas, Rhodobacter e Hyphomicrobium), configurando uma comunidade de 

desnitrificantes particular de cada filtro. No FBP de espuma, predominaram os gêneros 

Roseomonas, Bradyrhizobium e Rubrivivax. No FBP de placas, os gêneros predominantes 

foram Rhodobacter, Novosphingobium, Acidovorax, Thiobacillus e Paracoccus. Este 

FBP de placa FBP de 
espuma 
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resultado confirmou a hipótese de que as condições ambientais proporcionadas por cada tipo 

de meio-suporte levou ao estabelecimento de comunidades bacterianas diferentes em ambos 

os FBPs. 

O maior sucesso de Bradyrhizobium no FBP de espuma provavelmente deveu-se ao fato de 

serem micro-organismos quimiorganotróficos adaptadas a condições oligotróficas (ISHII et 

al., 2011), embora observou-se uma redução da abundância desse gênero no fundo do reator 

(Figura 6.31). Essas bactérias são tipicamente encontradas em solo, onde formam associações 

simbióticas com plantas leguminosas e fixam N2 atmosférico (MADIGAN et al., 2010). As 

condições ambientais propiciadas pelo meio-suporte de espuma (por exemplo, capacidade de 

retenção de substratos, alto TRS e alto TDH) podem ter sido o fator fundamental para o 

desenvolvimento dessas bactérias, simulando condições encontradas em solo. 

Outro gênero que teve maior sucesso no FBP de espuma foi Roseomonas, constituído por 

bactérias quimiorganotróficas, anaeróbias facultativas, capazes de redução de nitrato a 

nitrito, comumente isoladas de amostras clínicas de bacteremia e infecções humanas (JIANG 

et al. 2006). O gênero pertence à ordem Rhodospirillales, conhecida por incluir bactérias 

púrpuras, de metabolismo extremamente versátil, reconhecidamente desnitrificantes. Nos 

últimos anos, amostras de bactérias relacionadas ao gênero têm sido frequentemente isoladas 

de vários ambientes (JIANG et al. 2006). Martinez-Garcia et al. (2012) encontraram o gene 

pfuM, que codifica uma proteína do centro de reação de luz em bactérias fototróficas 

anoxigênicas, em genomas únicos amplificados relacionados a Roseomonas. Portanto, é 

plausível que Roseomonas também tenha as mesmas capacidades metabólicas que os outros 

integrantes da ordem Rhodospirillales. 

6.5.2.3 Caracterização em termos de grupos taxonômicos mais abundantes 

Segundo Nielsen et al. (2010), a composição exata de cada grupo funcional em um sistema de 

tratamento é primariamente determinada pela disponibilidade de substratos, mas se os 

substratos forem os mesmos, outros fatores influenciarão no resultado da competição dentro 

de um grupo ou entre grupos funcionais. Nielsen et al. (2010) observaram que, em estudo 

com vários sistemas para remoção de fósforo, a maioria dos grupos taxonômicos estavam 

presentes em quase todos os compartimentos dos sistemas de tratamento, porém em números 

variados. Isto indica que existe um número limitado de grupos taxonômicos centrais (core) e 
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que, apesar das variações em suas abundâncias serem significantes, eles constituem uma 

importante e frequente parte dominante das comunidades microbianas. 

A definição de grupos taxonômicos centrais varia entre os autores. Lee et al. (2012) definiram 

como centrais as OTUs maiores que 3% do número total de sequências lidas. Um total de 31 

OTUs obtidas a partir de 9051 foram eleitas como OTUs centrais e constituíam 36,4% do 

total de sequências. Wang et al. (2012a) considerou gêneros abundantes aqueles acima de 1%. 

No presente trabalho, observou-se que os grupos taxonômicos acima de 1% correspondiam 

mais da metade dos genes lidos nas amostras (Tabela 6.10). As porcentagems dos grupos 

dominantes (1 e 3%) aumentaram do topo para o fundo do FBP de espuma em P1 e P3, 

coerente com os resultados do índice de dominância D (Tabela 6.8). Entretanto, no FBP de 

placas, as porcentagens de OTUs dominantes foram maiores no topo do FBP, o que não foi 

mostrado pelo índice D. 

Tabela 6.10 – Abundâncias relativas dos grupos taxonômicos predominantes (1 e 3%) nos FBPs 

Legenda: 
S  FBP de espuma                                                  P  FBP de placa 

S1(1): profundidade 1,05 m no período 1 
S2(1): profundidade 2,10 m no período 1 
S3(1): profundidade 3,15 m no período 1 
S4(1): profundidade 4,20 m no período 1 

S1(3): profundidade 1,05 m no período 3 
S4(2): profundidade 4,20 m no período 3 
P1(1): profundidade 1,05 m no período 1 
P4(1): profundidade 4,20 m no período 1 

 

Os resultados da Tabela 6.10 também mostram que diferenças entre topo e fundo do FBP de 

espuma eram maiores que no FBP preenchido por placa, reforçando a hipótese de que as 

diferentes condições ambientais proporcionadas pelo meio-suporte (por exemplo, diferenças 

substanciais nas concentrações de substratos, alto TRS e TDH) ao longo do reator foram 

responsáveis pela diversificação e seleção de micro-organismos no FBP de espuma. 

Com o objetivo de explorar a fisiologia dos micro-organismos predominantes e compreender 

um pouco sobre os processos biológicos principais que ocorriam nos FBPs, foram 

consideradas as OTUs em nível de família acima de 3% (em pelo menos uma amostra) como 

grupos centrais. Isto porque a maioria das OTUs foi identificada até o nível de família e, 

embora existam famílias que exibem uma variedade de gêneros com características 

Abundância de OTUs 
(%) 

S1 (1) S2(1) S3(1) S4(1) S1(3) S4(3) P1(1) P4(1) 

Acima de 1% 57,2 60,4 70,0 72,4 59,7 65,8 68,1 64,2 

Acima de 3% 42,0 45,4 52,0 50,9 31,1 51,1 60,5 54,3 
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fisiológicas diferentes, as famílias foram caracterizadas com base no(s) gênero(s) mais 

abundante(s) (Apêndice G; Tabela 0.6). Outras OTUs, identificadas somente em níveis 

superiores (ordem, classe, filo) foram também consideradas, por terem abundância acima de 

3%. 

Observou-se que a diversidade de grupos taxonômicos dominantes entre os FBPs foi 

completamente diferente (Figura 6.26). Embora os valores de índices de Shannon tenham sido 

parecidos entre as amostras do topo do FBP de espuma (1,05m) e do topo (1,05 m) e fundo 

(4,20 m) do FBP de placas (em torno de 4,0), a estrutura da comunidade bacteriana 

considerando as OTUs predominantes foi completamente diferente. 

A maioria dos grupos bacterianos presentes nos FBPs é heterotrófica (Apêndice G; Tabela 

0.6). É importante ressaltar que mesmo em sistemas autotróficos (como reatores anammox 

alimentados com meio de cultura sem fonte de carbono) e reator nitrificante, a comunidade 

predominante é de heterotróficos conforme observado, respectivamente, por Costa et al., 

(2014) e Ye et al. (2011). Os grupos que predominaram no fundo do FBP de espuma 

provavelmente seriam adaptados a menores concentrações de matéria orgânica que aqueles 

predominantes no topo do FBP, uma vez que o perfil de matéria orgânica (em termos de 

DQO) diminuiu ao longo da profundidade do FBP. 

Figura 6.26 – Comparação dos grupos taxonômicos predominantes (acima de 3% em pelo 

menos uma amostra) no topo (1,05 m) e no fundo (4,20 m) de ambos os FBPs em P1 
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Baseado na caracterização físico-química de ambos os FBPs, a pouca diferenciação de 

condições ambientais ao longo do FBP de placa refletiu na sua comunidade bacteriana, que 

foi semelhante entre topo e fundo. Além disso, os grupos taxonômicos predominantes foram 

completamente diferentes daqueles desenvolvidos no FBP de espuma. As diferentes 

condições de disponibilidade de substratos (relações A/M; Tabela 6.3) e de retenção de micro-

organismos levaram, então, ao desenvolvimento de uma comunidade bacteriana específica 

para cada FBP. As relações A/M no FBP de espuma foram bem menores que no FBP de 

placas, sugerindo que os micro-organismos que se desenvolveram no primeiro FBP eram 

adaptados a condições oligotróficas. 

Poucos grupos microbianos dominantes eram comuns entre os FBPs (por exemplo, família 

Verrucomicrobiaceae). As condições ambientais impostas ao FBP de espuma selecionaram, 

de uma forma geral, populações oligotróficas neste FBP. Dentre os grupos predominantes 

neste FBP (Figura 6.26), destacam-se as famílias auto67_4W, Xanthomonadaceae, 

Bradyrhizobiaceae, Acetobacteraceae e Gemmataceae. Discussão mais aprofundada a 

respeito destas famílias será feita no item 6.6.1.3. 

No FBP de placas, entretanto, as condições ambientais eram menos discrepantes entre topo e 

fundo. Praticamente, as mesmas populações bacterianas foram encontradas ao longo do FBP, 

porém com uma redução menos brusca nas abundâncias de alguns grupos heterotróficos ao 

longo do reator. Dentre os grupos predominantes no FBP de placa, destacam-se a classe 

Clostridia (famílias Clostridiaceae e Peptostreptococcaceae), membros do filo Acidobacteria 

(classe Chloracidobacteria e família mb2424), família Caulobacteraceae, família 

Thiotrichaceae, ordem Rickettsiales e família Nitrosomonadaceae. 

A classe Clostridia é conhecida por incluir anaeróbios e fermentadores clássicos, de 

crescimento rápido ou r-estrategistas (NOLL et al., 2005; YAMADA & SEKIGUCHI, 2009). 

A família Clostridiaceae foi representada principalmente pelo gênero Fusibacter (2 a 10% de 

todas as sequências analisadas). Embora haja pouco conhecimento sobre Fusibacter e 

considerando as condições ambientais predominantes no FBP de placa (por exemplo, baixo 

TRS, alta relação A/M) é plausível que o gênero tenha um comportamento fisiológico 

semelhante aos outros Clostridia, sendo provavelmente r-estrategistas. Outro Clostridia 

predominante no FBP de placas foi a família Peptostreptococcaceae, com abundâncias de 3,3 

a 4,2% (topo e fundo, respectivamente). No FBP de espuma, as maiores abundâncias foram 
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nos compartimentos superiores (2,5 a 2,9%), diminuindo consideravelmente do topo para o 

fundo. 

A família mb2424 e a classe Chloracidobacteria pertencem ao filo Acidobacteria, cujas 

sequências são ubíquas no ambiente e intensamente detectadas em solos. Entretanto, o 

conhecimento fisiológico do filo ainda é escasso. Chloracidobacteria é um fotoheterotrófico 

com pouca versatilidade metabólica. Estudos indicam que essas acidobactérias crescem 

sintroficamente com outros micro-organismos (Apêndice G; Tabela 0.6). 

A ordem Ricktsialles é constituída por bactérias parasitas obrigatórias de artrópodes, cujas 

sequências foram encontradas em abundância especialmente no topo (3,5%), provavelmente 

em virtude de maiores quantidades de artrópodes (larvas de insetos) no FBP de placa. 

Membros da família Caulobacteraceae foram muito encontrados no topo e no fundo do FBP 

de placas, porém com pouca abundância FBP de espuma (0,7 -2,6% de abundância relativa). 

A família estava representada principalmente pelo gênero Phenylobacterium, que é um 

aeróbio obrigatório, especialista em degradar compostos xenobióticos (Apêndice G; Tabela 

0.6). As menores abundâncias deste gênero no FBP de espuma podem ter sido em virtude da 

competição com outros heterotróficos mais bem-sucedidos neste FBP. 

Ainda de acordo com a Figura 6.26, observa-se que as populações de oxidadores de sulfeto 

também foram diferentes entre os FBPs em P1. No FBP de placas, predominaram as famílias 

Rhodobacteraceae e Thiotrichaceae, enquanto que no FBP de espuma, Acetobacteraceae. 

Com exceção de Thiotrichaceae, que é aeróbio e oxidador de enxofre obrigatório, as outras 

famílias são membros das ordens Rhodobacterales e Rhodospirillales, conhecidas por incluir 

bactérias púrpuras não sulfurosas e oxidadoras de enxofre facultativas, desnitrificantes, 

podendo realizar fotossíntese anoxigênica (fixação de CO2 na presença de H2S como doador 

de elétrons). Estas bactérias apresentam metabolismo extremamente versátil, porém têm 

crescimento preferencialmente fotoheterotrófico (Apêndice G; Tabela 0.6). 

Em termos relativos, a família Nitrosomonadaceae foi mais detectada no fundo do FBP de 

placa. As abundâncias desta família no FBP de espuma estiveram entre 0,6-2,0%. A maior 

abundância de Nitrosomonadaceae no fundo do FBP de placa pode ter sido em virtude da 

diminuição das concentrações de sulfeto ao longo do FBP (discussão no item 6.3.2). Com 

relação ao FBP de espuma, o aumento de nichos anóxicos e a presença de bactérias anammox 
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(estas praticamente ausentes no FBP de placa) são fatores que podem ter influenciado no 

desenvolvimento de Nitrosomonadaceae, conforme discutido no item 6.7.1.1. 

6.5.3 Conclusões do item 6.5 

As condições ambientais proporcionadas pelos dois tipos de meio-suporte levaram ao 

desenvolvimento diferenciado de comunidades microbianas, conforme mostrado pelas 

análises de pirosequenciamento, confirmando assim a hipótese 1. Embora o filo predominante 

em ambos os FBPs foi Proteobacteria, observou-se que a comunidade bacteriana 

desenvolvida em cada FBP foi completamente diferente. No FBP de espuma, outros filos 

predominantes foram Verrucomicrobia e Planctomycetes, conhecidos na literatura por incluir, 

respectivamente, bactérias oligotróficas de lento crescimento e bactérias com estrutura celular 

complexa, características de organismos K-estrategistas. No FBP de placa, além de 

Proteobacteria, observou-se o predomínio de Firmicutes e Acidobacteria. Clostridia, membro 

mais abundante de Firmicutes, é conhecido por incluir bactérias generalistas de crescimento 

rápido, o que caracteriza organismos r-estrategistas. 

Estas informações estão coerentes com as relações A/M encontradas para cada reator, que 

mostraram que as condições nutricionais eram mais escassas no FBP de espuma, em virtude 

do maior acúmulo de biomassa nos compartimentos desse reator. O maior TRS do meio-

suporte de espuma favoreceu a retenção de micro-organismos e maior tempo de contato destes 

com os substratos, fundamentais para o desenvolvimento de micro-organismos de crescimento 

mais lento. Por outro lado, as condições de rápida passagem de substratos, em virtude do 

fluxo hídrico e da menor retenção de substratos no FBP de placa, privilegiaram o 

desenvolvimento de micro-organismos de crescimento mais rápido e adaptados a 

concentrações maiores de substratos quando comparados àqueles presentes no FBP de 

espuma. Não obstante, observou-se também a presença de micro-organismos especialistas em 

explorar determinados recursos (por exemplo, Phenylobacterium, Thiotrix e Thiobacillus), 

que apresentariam vantagens competitivas em relação aos outros generalistas. 

Quanto às bactérias envolvidas no ciclo do nitrogênio, observou-se a presença de AOB e 

anammox no FBP de espuma, enquanto que no de placa, somente AOB foi detectada. A 

presença de anammox no FBP de espuma indica que tais bactérias podem ter papel importante 

na remoção de nitrogênio em FBP pós-reator UASB, mostrando que outra via metabólica, 

além da oxidação por AOB, está envolvida na remoção de N-NH4
+
. Esta conclusão confirma a 
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hipótese 2, que afirma que o FBP de espuma é mais eficiente em reter maior quantidade de 

micro-organismos de crescimento lento envolvidos na oxidação da amônia; e a hipótese 3, 

que afirma que o meio-suporte de espuma ofereceria condições aeróbias e anaeróbias para o 

desenvolvimento simultâneo de bactérias nitrificantes, desnitrificantes e anammox. 

Bactérias desnitrificantes concentraram-se nos compartimentos superiores, diminuindo 

conforme a redução das concentrações de matéria orgânica. Roseomonas and Bradyrhizobium 

foram os gêneros de desnitrificantes mais abundantes no FBP de espuma. Roseomonas foi 

primeiramente descrito em amostras clínicas de bacteremia, contudo, nos últimos anos, tem 

sido detectado em vários ambientes. Bradyrhizobium compreende bactérias simbióticas de 

plantas leguminosas e sua dominância pode estar relacionada às condições ambientais 

promovidas pelo meio-suporte de espuma, que simularia àquelas encontradas em solo, uma 

vez que o gênero praticamente não foi detectado no FBP preenchido por placa. Neste FBP, a 

comunidade de desnitrificantes era mais diversa, porém menos abundante que no de espuma. 

6.6 Influência nas concentrações de substratos na estrutura da 
comunidade bacteriana ao longo da profundidade do FBP de 
espuma 

6.6.1 Caracterização da comunidade de bactérias envolvidas no ciclo do nitrogênio 

6.6.1.1 Caracterização de AOB, NOB e anammox 

Em P1, as abundâncias de nitrificantes e anammox variaram entre 0,9 a 2,2% (Figura 6.27). 

Maiores abundâncias de AOB foram vistas no segundo e terceiro compartimentos do FBP de 

espuma, coerentes com os resultados de Kubota et al. (2014), que analisaram a comunidade 

microbiana de um reator preenchido com meio-suporte DHS, tratando efluente de reator 

UASB. Eles observaram que as proporções de AOB variaram ao longo da profundidade do 

reator, com maiores abundâncias no meio e nas porções inferiores do que no topo. Com 

relação a Nitrospira, estas foram mais detectadas nos compartimentos inferiores, enquanto 

que bactérias anammox foram detectadas apenas no terceiro e quarto compartimentos. 
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Figura 6.27 – Composição da comunidade de AOB, NOB e anammox ao longo da 

profundidade do FBP de espuma em P1, conforme resultados do pirosequenciamento. 
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6.6.1.2 Caracterização da comunidade de bactérias desnitrificantes 

A caracterização da comunidade de desnitrificantes ao longo do FBP de espuma em P1 

(Figura 6.28) mostrou que gêneros Bradyrhizobium e Rosemonas predominaram não somente 

no topo e no fundo do FBP, como também nos outros compartimentos. Como discutido 

anteriormente, a predominância destes gêneros no FBP de espuma provavelmente foi devido 

ao seu maior TRS, que permite retenção de substratos e mais tempo para o desenvolvimento 

de micro-organismos de lento crescimento. Por exemplo, no caso de Bradyrhizobium, 

informações na literatura relatam que o gênero é constituído por bactérias estritamente 

quimiorganotróficas, oligotróficas e de crescimento relativamente lento (tempo de duplicação 

celular  8 h; BRENNER et al., 2005b). As baixas abundâncias do gênero no FBP de placa 

indicam que tais bactérias não conseguiam se desenvolver neste tipo de meio-suporte, que 

seria mais favorável ao desenvolvimento de micro-organismos de crescimento mais rápido 

e/ou adaptados a condições menos oligotróficas. 

Um gênero de bactéria desnitrificante que, ao contrário dos anteriores, aumentou ao longo da 

profundidade do FBP de espuma (Figura 6.28), foi Candidatus Koribacter, pertencente ao filo 

Acidobacteria. Embora membros do filo Acidobacteria tenham sido abundantes no FBP de 

placa (conforme discutido no item 6.5.2.3), este gênero não foi detectado no mesmo. Até o 

momento, há poucas informações fisiológicas a respeito de Koribacter. Traços de cultivo e 

estudos genômicos indicam que é um micro-organismo heterotrófico versátil, que utiliza 

açúcares simples a substratos mais complexos (hemicelulose, celulose e quitina) como fontes 
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de carbono, adaptado a baixas condições nutricionais e com capacidade de redução de nitrato 

a nitrito (WARD et al., 2009). 

Figura 6.28 – Composição da comunidade de bactérias desnitrificantes ao longo da 

profundidade do FBP de espuma em P1, conforme resultados do pirosequenciamento 
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6.6.1.3 Caracterização da comunidade com base nos grupos taxonômicos predominantes 

Ao se analisar a comunidade de grupos taxonômicos predominantes nos quatro 

compartimentos do FBP (Figura 6.29), verificou-se que alguns grupos diminuíram ao longo 

da profundidade do FBP, enquanto que outros aumentaram. O único grupo taxonômico que 

ficou mais uniformemente distribuído entre topo e fundo do FBP foi a família 

Acetobacteraceae, representada principalmente pelo gênero Roseomonas, cuja discussão já foi 

feita no item 6.5.2.2. 

A classe Chloracidobacteria e as famílias Comamonadaceae, Peptostreptococcaceae e 

Bradyrhizobiaceae reduziram-se do topo para o fundo do FBP de espuma. Tais grupos são 

constituídos por bactérias quimiorganotróficas e sua redução estaria vinculada à redução das 

concentrações de matéria orgânica ao longo da profundidade do reator. No caso de 

Chloracidobacteria, a presença restrita ao topo do FBP está também relacionada com a 

presença de luz, uma vez que a classe é constituída por bactérias fotoheterotróficas. 
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Figura 6.29 – Grupos taxonômicos predominantes (acima de 3% em pelo menos uma 

amostra) ao longo das profundidades do FBP de espuma em P1 
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Dentre os grupos que predominaram ao longo da profundidade do FBP, destacam-se aqueles 

relacionados ao filo Verrucomicrobia (famílias auto67_4W, Verrucomicrobiaceae, 

Chthoniobacteraceae). Dentre estes, a família auto67_4W, pertencente à ordem 

Pedosphaerales, foi o grupo taxonômico mais abundante em todos os compartimentos do 

FBP de espuma em P1, principalmente no fundo. 

Na literatura, as informações fisiológicas sobre o filo Verrucomicrobia são escassas, embora 

clones de genes de RNAr 16S desses micro-organismos vêm sendo recuperados de uma ampla 

variedade de ambientes. Alguns estudos indicam que essas bactérias sejam oligotróficas. Noll 

et al. (2005) observaram a predominância de verrucomicróbios na zona óxica de um 

microcosmo de solo inundado em estágio quase estável, sendo considerados como micro-

organismos K-estrategistas. Portanto, de acordo com as informações obtidas na literatura até o 

momento sobre o filo Verrucomicrobia e sobre a ordem Pedosphaerales (Apêndice G; Tabela 

0.6), supõe-se que os verrucomicróbios sejam bactérias heterotróficas, aeróbias, de lento 

crescimento, adaptadas a condições oligotróficas, o que condiz com as condições ambientais 

presentes no FBP de espuma. 

Outras bactérias quimiorganotróficas, incluídas no filo Planctomycetes (famílias 

Planctomycetaceae e Gemmataceae) e na família Xanthomonadaceae tiveram um 

comportamento semelhante ao dos verrucomicróbios, aumentando também do topo para o 
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fundo do FBP. Portanto, as informações microbiológicas, aliadas com aquelas obtidas pelos 

resultados físico-químicos, indicam que os níveis de oligotrofia devem variar entre os micro-

organismos presentes no FBP de espuma em virtude da diversificação das condições 

ambientais entre topo e fundo. Assim, as condições ambientais existentes nos compartimentos 

inferiores selecionaram populações microbianas ainda mais oligotróficas que aquelas 

presentes nos compartimentos superiores do FBP. 

6.6.2 Conclusões do item 6.6 

A composição de comunidade bacteriana envolvida no ciclo do nitrogênio variou ao longo da 

profundidade do FBP de espuma em P1, confirmando também a hipótese 4. Sequências de 

bactérias anammox foram detectadas no fundo do FBP, enquanto AOB foram mais 

abundantes nos compartimentos intermediários (coerentes com alguns resultados na 

literatura). NOB foram representadas por sequências de Nitrospira, encontradas em baixa 

abundância, principalmente nos compartimentos inferiores. Como observado no item 6.5.2.2, 

as bactérias desnitrificantes diminuíram ao longo da profundidade de acordo com a redução 

das concentrações de matéria orgânica e, no geral, a comunidade foi dominada pelos gêneros 

Bradyrhizobium e Roseomonas. Os resultados comprovaram que anammox, nitrificantes e 

desnitrificantes coexitiam nos compartimentos, confirmando mais uma vez a hipótese 3. Isso 

significa que diferentes vias metabólicas estavam envolvidas na remoção de compostos 

nitrogenados no reator. 

A detecção de grupos microbianos estritamente anaeróbios por pirosequenciamento (tais 

como Synergistetes, Peptostreptococcaceae e Fusibacter), confirma a existência também de 

nichos anóxicos no FBP de placa. Anammox, entretanto, não foi detectada, o que sugere 

outros fatores inibiram o desenvolvimento desta bactéria (por exemplo, o baixo TRS do meio-

suporte). 

A estratificação de substratos propiciada pelo alto TRS e TDH do meio-suporte de espuma, 

provocou uma seleção ecológica de diferentes grupos bacterianos. A redução de algumas 

populações ao longo do FBP de espuma (por exemplo, Bradyrhizobiaceae) e o aumento de 

outras (membros de Verrucomicrobia, Planctomycetes e Xanthomonadaceae) sugerem que os 

níveis de oligotrofia eram diferentes entre essas populações, de tal forma que as condições 

ambientais existentes nos compartimentos inferiores selecionaram populações microbianas 

ainda mais oligotróficas que aquelas presentes nos compartimentos superiores do FBP. 
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6.7 Avaliação da influência das concentrações de substratos na 
estrutura da comunidade ao longo do tempo no FBP de espuma 

6.7.1 Caracterização da comunidade de AOB, NOB e anammox 

Comparando-se a comunidade de nitrificantes e anammox desenvolvida no topo e no fundo 

do FBP de espuma em P1 e P3 (Figura 6.30), observa-se que as abundâncias de anammox 

aumentaram no topo do FBP. Isso indica que ambos os processos de oxidação de amônia 

ocorriam simultaneamente nesse compartimento. 

Figura 6.30 – Composição da comunidade de AOB, NOB e anammox encontrada no topo e 

no fundo do FBP de espuma em P1 e P3, conforme resultados do pirosequenciamento. 
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Três fatores podem ter favorecido o enriquecimento de anammox em relação a AOB no 

sistema: primeiro, o tempo operacional e o TRS, uma vez que o FBP já tinha quase um ano de 

operação em P3, com TRS observado dentro das espumas em torno de 90-130 dias 

(ALMEIDA, 2012). Segundo fator seria a maior afinidade por NH4
+
-N pelas bactérias 

anammox em relação a AOB. Terceiro, o aumento de nichos anóxicos dentro das espumas em 

virtude do crescimento microbiano e consumo de oxigênio nas porções externas. 

A redução significativa de N-NH4
+
 nos afluentes em P3 favoreceria o desenvolvimento de 

anammox, uma vez que estas têm maior afinidade por íon amônio que as AOB. Analisando-se 

as taxas de afinidade pelo substrato (Ks), observa-se que os valores de Ks para anammox são 

muito baixos (menores que 5µM para íon amônio e nitrito; KRIEG et al., 2010), 4 A 10 vezes 

menores que a maioria das AOB (BRENNER et al., 2005b). Entretanto, linhagens de 

Nitrosomonas oligotropha e N. urea também apresentam valores de KsNH4+ menores que 5µM 

P3 P1 
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(respectivamente 3,6 e 2,4 µM; BRENNER et al., 2005b). Destaca-se que linhagens 

relacionadas a N. oligotropha foram detectadas, por DGGE, principalmente nos 

compartimentos inferiores do FBP de espuma (mostrado no item 6.4). Então, um terceiro fator 

estaria influenciando na competição entre anammox e AOB, que é o aumento de nichos 

anóxicos no meio-suporte. Isso inibiria o crescimento de AOB, uma vez que estas são, em sua 

maioria, aeróbias obrigatórias, enquanto que anammox são anaeróbias estritas. 

Ainda de acordo com a Figura 6.29, observou-se que as populações de AOB e anammox 

reduziram-se no fundo do FBP em P3 provavelmente em virtude das reduzidas concentrações 

de N-NH4
+
 e CaCO3, que são substratos fundamentais para o desenvolvimento dessas 

bactérias. A redução de anammox neste compartimento pode ter influenciado no aumento de 

Nitrospira, uma vez que ambos os grupos competem por N-NO2
-
. 

6.7.2 Caracterização da comunidade de desnitrificantes 

A comunidade de desnitrificantes sofreu bruscas alterações em P3, principalmente no topo do 

FBP (Figura 6.31). Uma vez que a maioria das desnitrificantes detectadas é heterotrófica 

(Apêndice G; Tabela 0.6), a redução dessas bactérias foi atribuída à redução significativa das 

cargas orgânicas ocorridas durante este período. 

Figura 6.31 – Composição da comunidade de bactérias desnitrificantes encontradas no topo 

e no fundo do FBP de espuma em P1 e P3 
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Embora as abundâncias relativas de desnitrificantes tenham diminuído, a diversidade de 

gêneros aumentou, particularmente no topo, em função da redução dos gêneros ora 

predominantes em P1: Bradyrhizobium, Roseomonas e Koribacter (este último no fundo do 

FBP). Um dos gêneros que se desenvolveram, Dechloromonas, é um micro-organismo 

anaeróbio facultativo, especialista, envolvido na redução de clorato e perclorato a cloreto 

(BRENNER et al., 2005b). 

Sequências de Rhodobacter foram mais detectadas no topo do FBP. O gênero pertence à 

família Rhodobacteraceae, constituído por bactérias púrpuras não sulfurosas, 

fotoheterotróficas (Apêndice G; Tabela 0.6), encontrada em maior abundância no FBP de 

placa (Figura 6.26). Isso sugere que membros desta família também estejam adaptados a 

condições ambientais com maiores concentrações orgânicas. 

6.7.3 Outros grupos taxonômicos abundantes 

No que diz respeito a grupos predominantes no FBP em P1 e P3 (Figura 6.32), destacam-se as 

alterações ocorridas na comunidade, principalmente no topo. Primeiro, observou-se a redução 

das famílias Xanthomonadaceae e Bradyrhizobiaceae, predominantes em P1, tanto no topo 

quanto no fundo, provavelmente em virtude da redução significativa das cargas orgânicas em 

P3. A redução dessas populações pode ter levado a diminuição na competição por espaço e 

substratos (por exemplo, oxigênio) no meio-suporte de espuma, permitindo o aumento 

relativo de outras bactérias menos abundantes em P1. 

Dentre as bactérias que aumentaram no topo do FBP, destacam-se membros das famílias 

Methylocystaceae, Pirelullaceae e de grupos desconhecidos: filo candidato WS3 e a família 

candidata A4b, (classe Anaerolineae, filo Chloroflexi). A família Methylocistaceae é 

constituída por bactérias metanotróficas aeróbias que estariam degradando o metano 

dissolvido presente no efluente do reator UASB. Kubota et al. (2014) também encontraram 

essas bactérias no topo de um reator de espuma tratando efluente de reator UASB. 

A classe Anaerolineae é constituída por bactérias filamentosas, quimiorganotróficas, 

anaeróbias estritas. Alguns estudos sugerem que elas crescem somente em sintrofia com 

outros micro-organismos e que podem degradar material de origem (Apêndice G; Tabela 0.6). 

Quanto ao filo WS3, informações na literatura são muito escassas. Entretanto, estudos 
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sugerem que membros deste filo coexistem com bactérias do filo Chloroflexi em ambientes 

anaeróbios ou anóxicos (SCHNEIDER et al., 2013; COSTA et al., 2014). 

Figura 6.32 – Comparação dos grupos taxonômicos predominantes (acima de 3% em pelo 

menos uma amostra) no topo (1,05 m) e no  fundo (4,20 m) do FBP de espuma em P1 e P3, 
conforme resultados do pirosequenciamento. 
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A abundância de grupos dominantes também foi maior no fundo em relação ao topo em P3. 

Isso significa que apenas alguns grupos conseguiram se desenvolver nas condições ambientais 

existentes no fundo do reator, que, em termos de substratos, eram bem mais escassas que no 

topo. Entretanto, alguns grupos (famílias auto67_4W, Acetobacteraceae e 

Xanthomonadaceae) poderiam ser considerados micro-organismos residentes, uma vez que 

foram encontrados em todos os compartimentos (exceto no topo do FBP em P3) nos períodos 

analisados. 

Como ocorrido em P1, micro-organismos do filo Planctomycetes foram intensamente 

detectados nos compartimentos inferiores do FBP de espuma (famílias Gemmataceae e 

Pirellulaceae). Há poucas informações fisiológicas sobre estas famílias, sabendo-se até o 

momento que são bactérias aeróbias (algumas anaeróbias facultativas), comumente 

encontradas no ambiente (Apêndice G; Tabela 0.6). No geral, a morfologia celular é 

complexa, com estruturas membranosas intracelulares ou estruturas de fixação ao substrato, 

podendo formar aglomerações de várias células. 

P3 P1 
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Além de Planctomycetes, membros da família Rhodospirillaceae e do filo Gemmatimonadetes 

foram detectados em abundância no fundo do FBP em P3, indicando que tais bactérias 

também sejam adaptadas a condições extremamente oligotróficas, o que está coerente com 

alguns estudos encontrados na literatura (Apêndice G; Tabela 0.6). 

6.7.4 Comparação dos resultados de abundâncias relativas de bactérias do ciclo do 

nitrogênio obtidos por PCR em tempo real e por pirosequenciamento 454 

Algumas diferenças foram observadas entre os resultados de PCR em tempo real e do 

pirosequenciamento 454 (Figuras 6.33, 6.34 e 6.35). Por exemplo, as estimativas de 

abundâncias relativas de AOB, detectadas por pirosequenciamento, foram muito maiores que 

aquelas estimadas por PCR em tempo real. Tais diferenças ocorreram porque o par de 

iniciadores utilizado na PCR em tempo real tinha como gene-alvo aquele que codifica a 

enzima amoniamonooxigenase (gene amoA), enquanto que, no pirosequenciamento, o gene-

alvo era o de RNAr 16S. Geets et al. (2007) também encontraram maiores valores AOB e de 

outros grupos quanto estimadas pelos iniciadores de genes de RNAr 16S. Segundo os autores, 

os resultados podem ser divergentes porque o número de genes de RNAr 16S por bactéria é 

variável (de 1 a 13), enquanto que o número de genes funcionais, tais como o gene amoA, é 

menor, variando de 1 a 3 cópias. 

As abundâncias relativas de bactérias desnitrificantes também foram maiores no 

pirosequenciamento, pois foram selecionados gêneros de bactérias reconhecidamente 

desnitrificantes, porém que podem realizar a redução completa ou parcial de nitrato ou nitrito. 

No caso do PCR em tempo real, o gene-alvo foi um gene funcional, que codifica a enzima  

óxido nitroso redutase (gene nosZ), presente apenas em bactérias que realizam redução 

completa de nitrato ou nitrito a N2. Não obstante, ambas as técnicas mostraram que as 

desnitrificantes constituíam o grupo principal dentro do ciclo do nitrogênio. Além disso, a 

porcentagem relativa de desnitrificantes no topo do FBP de placa foi menor que no FBP de 

espuma em P1 (Figura 6.33). Entretanto, entre topo e fundo do FBP de placa, os resultados 

das duas técnicas são discordantes, o que poderia sugerir que as abundâncias de 

desnitrificantes não sejam muito diferentes ao longo deste FBP. 

Com relação à comunidade de AOB ao longo da profundidade, as abundâncias relativas foram 

muito diferentes no FBP de placa, indicando inclusive que a população de AOB constituía 

quase 12% da comunidade total em P1 (resultados do pirosequenciamento, Figura 6.35). 
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Entretanto, ambas as técnicas mostraram ausência ou presença insignificante de genes de 

anammox no topo e no fundo do FBP de placa. 

Figura 6.33 – Comparação das abundâncias relativas de bactérias do ciclo do nitrogênio 

estimadas, por PCR em tempo real e pirosequenciamento, em ambos os FBPs em P1 
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(A) PCR em tempor real 

Abundâncias relativas de genes específicos 
quantificados em relação ao total de genes de 
RNAr 16S de bactérias em geral (iniciadores 
1055F/1392R) 

(B) Pirosequenciamento 
Abundâncias relativas de sequências lidas de de 
genes de RNAr 16S, identificadas em nível de 
gênero ou família e específicas do ciclo do 

nitrogênio, em relação ao total. 

Com relação ao FBP de espuma, ambas as técnicas mostraram um decaimento de 

desnitrificantes ao longo da profundidade do reator em P1 (Figuras 6.33 e 6.34). Além disso, 

ambas as técnicas mostraram menores porcentagens de AOB no topo e no fundo do FBP de 

espuma em relação aos compartimentos intermediários, assim como maiores porcentagens de 

anammox na profundidade 3,15m em P1 (Figura 6.34). 

Figura 6.34 – Comparação das abundâncias relativas de bactérias do ciclo do nitrogênio 
estimadas, por PCR em tempo real e pirosequenciamento, ao longo do FBP de espuma em 
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Com relação Nitrospira, o gênero foi mais intensamente detectado por PCR em tempo real. 

Não obstante, ambas as técnicas mostraram uma distribuição mais uniforme do gênero entre 
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os compartimentos do FBP de espuma. Entretanto, no FBP de placa, ocorreu aumento dessas 

bactérias do topo para o fundo deste reator. 

Na Figura 6.35, observa-se que ambas as técnicas detectaram algumas cópias de genes de 

anammox no fundo do FBP de espuma em P1, com menor abundância (ou ausência) no topo 

do reator. Em P3, ocorreu o inverso: as duas técnicas indicaram aumento de anammox no topo 

do FBP, com pouca ou nenhuma detecção deste grupo e AOB fundo, provavelmente em 

virtude da escassez de íon amônio e alcalinidade. No caso de Nitrospira, os resultados em P3 

foram discordantes entre as duas técnicas, sendo provável que o gênero tenha permanecido 

uniformemente distribuído ao longo do FBP de espuma. 

Figura 6.35 – Comparação das abundâncias relativas de bactérias do ciclo do nitrogênio 

estimadas, por PCR em tempo real e pirosequenciamento, no topo e no fundo do FBP de 
espuma em P1 e P3 
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(A) PCR em tempor real 

Abundâncias relativas de genes específicos 
quantificados em relação ao total de genes de 
RNAr 16S de bactérias em geral (iniciadores 
1055F/1392R) 

(B) Pirosequenciamento 
Abundâncias relativas de sequências lidas de de 
genes de RNAr 16S, identificadas em nível de 
gênero ou família, específicas do ciclo do 

nitrogênio, em relação ao total. 

A baixa ou nenhuma detecção de Nitrobacter nas análises de pirosequenciamento pode ter 

sido em virtude da não identificação (até o nível de gênero) de sequências do 

pirosequenciamento relacionadas à ordem Rhizobiales (0,2 a 3,3% de abundância relativa) à 

família Bradyrhizobiaceae (0,1 a 5,5% de abundância relativa). Entretanto, tanto a ordem 

como a família são grupos extremamente heterogêneos, cujas sequências podem estar 

relacionadas a outros gêneros de fisiologia totalmente distinta da do gênero Nitrobacter (tais 

como Bradyrhizobium, Bosea, Hyphomicrobium, Rhodoplanes, etc.). 

P1 P3 P1 P3 
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6.7.5 Conclusões do item 6.7 

Os resultados analisados no item 6.7 também confirmaram a hipótese 4, uma vez que as 

estruturas das comunidades bacterianas eram diferentes entre topo e fundo no FBP de espuma 

em P3. A diminuição de populações de nitrificantes (AOB e NOB) neste período pode ter sido 

em virtude do aumento das populações de anammox, que competiriam com as nitrificantes 

por substratos (íon amônio, nitrito e alcalinidade). Esta conclusão nega a hipótese 5, que 

afirma que a redução da COV provocaria o aumento da comunidade nitrificante em 

detrimento do desenvolvimento de bactérias heterotróficas. 

As variações da estrutura da comunidade bacteriana em geral, inclusive na comunidade de 

desnitrificantes, foram atribuídas à redução significativa nas concentrações orgânicas durante 

o P3, causando redução de populações ora predominantes e promovendo aumento na 

diversidade de bactérias ao longo do FBP, principalmente no topo do reator. Não obstante, 

observou-se que alguns grupos bacterianos permaneceram abundantes em determinados 

compartimentos ao longo do tempo (por exemplo, membros de Chloracidobacteria no topo e 

membros das famílias auto67_4W, Acetobacteraceae e Xanthomonadaceae no fundo do 

reator), significando que são micro-organismos residentes, ocupando nichos importantes 

dentro deste tipo de FBP. 
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7 CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados da presente tese permitiram concluir que as diferenças de constituição e 

configuração entre os meios-suportes de adesão estritamente superficial de biomassa (placas 

de polietileno) e de retenção intersticial (espumas de poliuretano) influenciaram 

principalmente na retenção de biomassa e de substratos dentro de cada reator, o que levou ao 

desenvolvimento de comunidades bacterianas diferentes tanto entre os FBPs, quanto ao longo 

de suas profundidades. 

Uma vez que as comunidades bacterianas são selecionadas basicamente por suas estratégias 

de sobrevivência, as condições ambientais existentes em cada reator (TDH, TRS, 

disponibilidade de substratos por unidade de biomassa, concentrações de OD, etc.) permitiram 

o desenvolvimento de comunidades bacterianas diferentes entre os reatores. Por exemplo, 

observou-se a predominância de fermentadores de crescimento rápido (Clostridia) no FBP de 

placa, e de bactérias de oligotróficas de crescimento lento (Verrucomicrobia) e com estrutura 

celular complexa (Planctomycetes) no de espuma. 

A distribuição de biomassa e de substratos entre topo e fundo foi mais diferenciada no FBP de 

espuma, uma vez que os altos valores de TDH ( 2 horas) e TRS ( 100 dias) permitiram o 

desenvolvimento massivo de micro-organismos, maximizando o consumo de substratos em 

cada compartimento. A redução da disponibilidade de substratos limitantes (por exemplo, 

matéria orgânica, N-amoniacal, alcalinidade carbonato) selecionava os micro-organismos a 

serem desenvolvidos no compartimento seguinte, de tal forma que a comunidade bacteriana 

presente no topo do FBP era muito diferente da que estava no fundo, o que não era muito 

evidente no FBP de placa. A coexistência de nitrificantes, anammox e desnitrificantes nos 

compartimentos do FBP de espuma significa que diferentes vias metabólicas estavam 

envolvidas na remoção de compostos nitrogenados. 

Finalmente, o aprimoramento no sistema UASB-FBP foi alcançado com o uso espumas de 

poliuretano, devido ao fato deste tipo de meio-suporte promover maior retenção de micro-

organismos e diversificação de condições ambientais no FBP, selecionando uma biomassa 

essencialmente constituída por micro-organismos de crescimento lento, porém mais eficiente 

na remoção de compostos orgânicos e nitrogenados. 
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8 RECOMENDAÇÕES 

A partir dos resultados obtidos, recomenda-se a continuidade dos estudos nas seguintes linhas 

de investigação: 

 Alguns estudos na literatura mostram que uma parcela significativa da biomassa contida 

no meio-suporte de espuma permanece inativa. A comparação de análises de DNA e RNA 

da comunidade seria importante para verificar quais os grupos que estariam ativos na 

comunidade, uma vez que a análise por DNA representa todos os micro-organismos, 

enquanto que a análise por RNA detecta apenas sequências de micro-organismos ativos. 

Outras técnicas de análise in situ da biomassa, tais como live/dead podem também ser 

utilizadas para avaliar (e quantificar) células microbianas viáveis. 

 Embora não tenham sido detectadas neste trabalho, recomenda-se a continuidade da 

pesquisa de arquéias oxidadoras de amônia, utilizando-se outros pares de iniciadores. A 

análise da diversidade de arquéias por pirosequenciamento também seria interessante, uma 

vez que podem também ser encontradas arquéias metanogênicas e metanotróficas 

desnitrificantes, contribuindo para uma compreensão mais abrangente dos processos 

microbiológicos que ocorrem nestes FBPs. 

 O alto potencial do FBP de espuma em reter micro-organismos e as abundâncias 

encontradas de micro-organismos oxidadores de sulfeto e de metano (obrigatórios e 

facultativos), além de outros que estocam substratos de reserva (polifosfatos, 

polihidroxibutirato), sugerem que o FBP tenha outras potencialidades, além da remoção de 

matéria orgânica e compostos nitrogenados. Para trabalhos futuros, propõe-se, então, a 

investigação exploratória da remoção biológica de enxofre, metano e fósforo em FBPs pós-

reator UASB preenchido por espuma de poliuretano. 

 Uma grande parcela de micro-organismos ainda permanece desconhecida e investigações 

de pesquisa básica poderiam contribuir no conhecimento dos processos biológicos que 

ocorrem nos ecossistemas em geral, inclusive em sistemas de tratamento de efluentes e 

resíduos. Neste trabalho, por exemplo, cerca de 14 a 43% das sequências obtidas por 

pirosequenciamento, em cada uma das 8 amostras analisadas, foram relacionadas a 

grupos taxonômicos desconhecidos. Tais grupos foram identificados previamente por 

códigos, variando de filo a gênero, dos quais se têm pouca ou nenhuma informação 
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fisiológica. Alguns foram bem frequentes e, provavelmente, importantes no sistema de 

tratamento, como foi o caso da família auto67_4W do filo Verrucomicrobia. Isto mostra 

que estudos de isolamento e cultivo de micro-organismos e/ou análise de genomas 

completos seriam importantes para contribuir no conhecimento do papel ecológico 

desempenhado por esses micro-organismos no ambiente. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A – Concentração de DNA das extrações realizadas 

As concentrações médias de DNA das amostras de biomassa congelada extraídas de cada 

ponto dos FBPs estão apresentadas nas Tabelas 0.3 e 0.4. Foram realizadas duas extrações de 

DNA (uma em agosto/2011 e outra em fevereiro-março/2012). Para saber quanto de DNA 

havia em 0,5 g de biomassa congelada, multiplicou-se o volume total da extração purificada 

(50 L) pela concentração da amostra (em ng/L). Os valores foram divididos por 0,5 para se 

estimar a quantidade de DNA por grama de biomassa e divididos por 1000 para converter ng 

em g. 

Tabela 0.1 – Estimativa das concentrações médias de DNA por grama de biomassa nos 
diferentes pontos amostrados do FBP de placa 

1,05 2581,1 2012,5 2296,8 ± 402,1 258,1 201,3 229,7 ± 40,2

2,10 1876,9 2396,2 2136,6 ± 367,2 187,7 239,6 213,7 ± 36,7

3,15 1429,8 1973,7 1701,8 ± 384,6 143 197,4 170,2 ± 38,5

4,20 2175,4 2301 2238,2 ± 88,8 217,5 230,1 223,8 ± 8,9

1,05 2138,5 2329,5 2234,0 ± 135,1 213,9 233 223,4 ± 13,5

2,10 2061,2 1864,9 1963,1 ± 138,8 206,1 186,5 196,3 ± 13,9

3,15 1171,9 1696,7 1434,3 ± 371,1 117,2 169,7 143,4 ± 37,1

4,20 479,3 1247,5 863,4 ± 543,2 47,9 124,8 86,3 ± 54,3

1,05 2286,2 2153,7 2220,0 ± 93,7 228,6 215,4 222,0 ± 9,4

2,10 1303,7 972,4 1138,1 ± 234,3 130,4 97,2 113,8 ± 23,4

3,15 281,2 293,1 287,2 ± 8,4 28,1 29,3 28,7 ± 0,8

4,20 509,8 392,1 451,0 ± 83,2 51 39,2 45,1 ± 8,3

Média ± desvio 

(µg/g de 

biomassa)

Período

P1

P2

P3

Profundidade 

(m)

Média ± desvio 

(ng/L)

1ª extração 

(ng/µL)

2ª extração 

(ng/µL)

1ª extração 

(µg/g de 

biomassa)

2ª extração 

(µg/g de 

biomassa)

 
 

Tabela 0.2– Estimativa das concentrações médias de DNA por grama de biomassa nos 

diferentes pontos amostrados do FBP de espuma 

1,05 1651,8 1939,1 1795,5 ± 203,2 165,2 193,9 179,5 ± 20,3

2,10 960,5 1141,2 1050,9 ± 127,8 96,1 114,1 105,1 ± 12,8

3,15 764,8 1035,9 900,4 ± 191,7 76,5 103,59 90,0 ± 19,2

4,20 612,2 418,4 515,3 ± 137,0 61,2 41,8 51,5 ± 13,7

1,05 2158,4 2723,6 2441,0 ± 399,7 215,8 272,4 244,1 ± 40,0

2,10 1030,9 1134,5 1082,7 ± 73,3 103,1 113,45 108,3 ± 7,3

3,15 803,2 1065,7 934,5 ± 185,6 80,3 106,6 93,4 ± 18,6

4,20 1085,6 507,3 796,5 ± 408,9 108,6 50,7 79,6± 40,9

1,05 1151 692,1 921,6 ± 324,5 115,1 69,21 92,2 ± 32,4

2,10 748,2 941,7 845,0 ± 136,8 74,8 94,17 84,5 ± 13,7

3,15 1057,2 1235 1146,1 ± 125,7 105,7 123,5 114,6 ± 12,6

4,20 575,2 467,2 521,2 ± 76,4 57,5 46,7 52,1 ± 7,6

Período
Profundidade 

(m)

1ª extração 

(ng/µL)

2ª extração 

(ng/µL)

P2

P3

P1

Média ± desvio 

(ng/L)

1ª extração 

(µg/g de 

biomassa)

2ª extração 

(µg/g de 

biomassa)

Média ± desvio 

(µg/g de 

biomassa)
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APÊNDICE B – Estimativas da quantidade de sólidos totais voláteis por compartimento de ambos os FBPs 

Tabela 0.3 – Quantidades de biomassa removida do FBP de placa e estimativas das concentrações de STV 

Área superficial Volume da Biomassa fresca STV/ biomassa STV total STV/volume* kg de STV

Comprimento Largura da placa (m²) placa (m3) removida (g) fresca (g/g) removido (g) (kg/m3) (compartimento)

1,05 0,74 0,35 1,12 0,01 54,48 0,103 5,63 0,67 0,32

2,10 0,76 0,35 1,15 0,01 153,84 0,092 14,22 1,64 0,78

3,15 0,74 0,35 1,12 0,01 46,57 0,102 4,76 0,56 0,27

4,20 0,74 0,35 1,12 0,01 53,18 0,098 5,23 0,62 0,29

1,05 0,74 0,35 1,12 0,01 44,83 0,106 4,75 0,56 0,27

2,10 0,75 0,35 1,13 0,01 75,40 0,098 7,38 0,86 0,41

3,15 0,70 0,35 1,06 0,01 47,04 0,069 3,27 0,41 0,19

4,20 0,71 0,35 1,07 0,01 77,71 0,054 4,22 0,52 0,25

1,05 0,75 0,35 1,13 0,01 36,60 0,088 3,20 0,37 0,18

2,10 0,74 0,35 1,12 0,01 25,30 0,074 1,88 0,22 0,11

3,15 0,75 0,35 1,13 0,01 38,52 0,035 1,33 0,16 0,07

4,20 0,71 0,35 1,07 0,01 66,61 0,053 3,51 0,43 0,21

P3

Medidas da placa (m)
Período

Profundidade 

(m)

P1

P2

 
* Volume de meio-suporte por compartimento: 0,48 m

3
 

Tabela 0.4– Quantidades de biomassa removida do FBP de espuma e estimativas das concentrações de STV 

Volume da Biomassa fresca STV/ biomassa STV total STV/volume* kg de STV

Comprimento Largura Altura espuma (m3) removida (g) fresca (g/g) removido (g) (kg/m³) (compartimento)

1,05 0,18 0,18 0,015 0,0005 87,37 0,097 8,47 17,92 4,03

2,10 0,20 0,17 0,015 0,0005 51,12 0,080 4,07 8,19 1,84

3,15 0,18 0,17 0,015 0,0005 74,60 0,094 7,03 15,32 3,44

4,20 0,20 0,17 0,015 0,0005 47,84 0,079 3,80 7,45 1,67

1,05 0,17 0,15 0,015 0,0004 107,74 0,093 10,07 27,23 6,11

2,10 0,17 0,15 0,015 0,0004 114,16 0,085 9,71 26,27 5,90

3,15 0,20 0,16 0,015 0,0005 125,05 0,081 10,10 21,58 4,85

4,20 0,17 0,16 0,015 0,0004 82,25 0,081 6,67 16,87 3,79

1,05 0,19 0,17 0,015 0,0005 163,03 0,095 15,55 32,09 7,21

2,10 0,17 0,16 0,015 0,0004 132,95 0,078 10,43 26,33 5,91

3,15 0,20 0,17 0,015 0,0005 134,81 0,079 10,62 20,82 4,68

4,20 0,18 0,17 0,015 0,0004 86,77 0,092 7,98 17,92 4,02

P3

Período
Medidas da espuma (m)Profundidade 

(m)

P1

P2

 
* Volume de meio-suporte por compartimento: 0,22 m

3 
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APÊNDICE C – Análise de correlação entre concentrações de STV e DNA 

Valores de concentração de concentração de DNA (µg/ g de biomassa congelada; Tabelas 0.1 

e 0.2 do Apêndice A) e de STV (g/ g de biomassa fresca; Tabelas 0.3 e 0.4 do Apêndice B) 

foram correlacionados, com o intuito de verificar se a quantidade de DNA varia conforme a 

quantidade de sólidos orgânicos presentes na biomassa. Os resultados estão apresentados na 

Figura 0.1, mostrando que essa relação linear provavelmente acontece nas amostras do FBP 

de placa, enquanto que no FBP de espuma, essa relação não está clara, uma vez que os valores 

de R
2
 foram muito maiores no primeiro FBP (0,87 no FBP de placa e 0,18, no de espuma). 

Figura 0.1– Análise da correlação linear entre os valores de STV (g/ g de biomassa fresca) 
e de DNA (µg/ g de biomassa congelada) de cada FBP 

y = 2897,4x - 76,897
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APÊNDICE D – Quantificação de produtos de PCR para DGGE 

Para se padronizar a quantidade de DNA adicionada nos géis de DGGE com o intuito de 

comparar os perfis de bandas de cada amostra, 2 L (ou 4 L) dos produtos de PCR foram 

previamente quantificados em géis de agarose (2%), como mostrado na Tabela 0.5. Utilizou-

se 2 L Low Mass Ladder (Invitrogen), que contém 6 bandas de DNA de diversos tamanhos e 

quantidades pré-definidas como padrão de referência para quantificação de DNA. 

Para quantificação dos produtos de PCR gerados com o par de iniciadores 1055F/ 1392R-GC 

(para bactérias em geral) e com o par amoA 1F-GC / 2R (para bactérias oxidadoras de 

amônia) que tinham, respectivamente, cerca de 477 pb e 530 pb, foram utilizadas as bandas de 

400 pb e de 800 pb do Low Mass Ladder como referência. Cada uma dessas bandas 

continham cerca de 20 e 40 ng respectivamente. 
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Tabela 0.5 – Estimativa das concentrações de produtos de PCR  
com Low Mass Ladder e programa ImageJ 

P1(1) 16.138.894 68,2 17,1 283,0 16,5

P1(2) 17.733.966 75,0 18,7 283,0 15,1

P1(3) 16.381.723 69,2 17,3 283,0 16,4

P2(1) 16.687.087 70,5 17,6 283,0 16,1

P2(2) 15.919.380 67,3 16,8 283,0 16,8

P2(3) 15.531.773 65,7 16,4 283,0 17,3

P3(1) 16.042.794 67,8 17,0 283,0 16,6

P3(2) 15.301.501 64,7 16,2 283,0 17,5

P3(3) 15.082.187 63,7 15,9 283,0 17,8

P4(1) 16.483.723 69,7 17,4 283,0 16,3

P4(2) 17.148.258 72,5 18,1 283,0 15,6

P4(3) 15.579.430 65,9 16,5 283,0 17,2

Amostra
Área 

(pixels)

Massa de DNA 

no gel de 

agarose (ng)

Concentração do 

produto de PCR 

(ng/L)

Volume de 

produto de 

PCR (L)

Massa DNA no 

gel de DGGE    

(ng)

 

Área da banda de referência (20 ng): 4.731.690 pixels 

Legenda: 
P1(1): profundidade 1,05 m em P1 
P1(2): profundidade 1,05 m em P2 
P1(3): profundidade 1,05 m em P3 
P2(1): profundidade 2,10 m em P1 

P2(2): profundidade 2,10 m em P2 
P2(3): profundidade 2,10 m em P3 
P3(1): profundidade 3,15 m em P1 
P3(2): profundidade 3,15 m em P2 

P3(3): profundidade 3,15 m em P3 
P4(1): profundidade 4,20 m em P1 
P4(2): profundidade 4,20 m em P2 
P4(3): profundidade 4,20 m em P3 

As imagens dos géis de agarose digitalizadas foram analisadas no programa ImageJ 

((http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=video:analysis:gel_quantification_analysis), no qual 

estimou-se a área da intensidade da banda (em pixels) de referência e das amostras. Com os 

valores das respectivas áreas, por regra de três simples, estimou-se, então, a concentração de 

DNA presente em cada amostra conforme exemplo mostrado na Tabela 0.3. 

APÊNDICE E – DGGE com iniciadores para genes de RNA 16S de 
bactérias em geral 

As amostras de DNA, juntamente com uma amostra-padrão, foram submetidas a ensaios de 

PCR com iniciadores 1055F e 1392-RGC (Tabela 5.3). A amostra-padrão era uma mistura de 

DNA de várias amostras. Os produtos de PCR foram aplicados em géis de poliacrilamida 8% 

e o experimento conduzido conforme condições descritas no item 5.5.3 da Metodologia. 

O perfil de bandas gerado pelo produto de PCR da amostra-padrão foi utilizado como 

referência para avaliação da posição das bandas em geral nos dois géis, no intuito de se 

comparar e averiguar aquelas que eram comuns ou diferentes entre os mesmos (Figura 0.2). 

Após essa análise, foi feita uma matriz de presença e ausência de bandas (presente: valor 1; 

http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=video:analysis:gel_quantification_analysis
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ausente: valor 0), que foi utilizada nas análises de PCA, cujos resultados estão discutidos nos 

itens 6.3.3 e 6.3.4. 

Figura 0.2 - Perfis populacionais de bactérias em geral nas diferentes profundidades de 

ambos os FBPs 

 

(A) FBP de placa 

 

(B) FBP de espuma 

1,05m          2,10m         3,15m          4,20m     Padrão 

P1    P2   P3    P1    P2    P3    P1    P2    P3    P1    P2    P3 

1,05m          2,10m         3,15m          4,20m    Padrão 

P1    P2   P3    P1    P2    P3    P1    P2    P3    P1    P2    P3 
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APÊNDICE F – Purificação de produtos de PCR para sequenciamento 

Para cada 45µL de produto de PCR, segue-se o seguinte protocolo: 

1- Adicionar 11,25 µL de EDTA 125mM e 135 µL de etanol absoluto. 

2- Centrifugar a mistura em microcentrífuga a 13.000 rpm por 25 minutos em temperatura 

ambiente. Retirar cuidadosamente o sobrenandante. 

3- Adicionar 120 µL de etanol 70% para lavar o sedimento. Homegenizar por inversão. 

Centrifugar a 13.000 rpm por 10 minutos. 

4- Descartar o sobrenandante. Deixar o etanol restante evaporar por 20 minutos a 37
o
C ou 

overnight na temperatura ambiente. Ressuspender o DNA em 10 µL de água ultra-pura estéril. 

5- Quantificar o produto de PCR purificado com Low Mass Ladder conforme explicado no 

Apêndice D. 
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APÊNDICE G – Grupos taxonômicos mais abundantes nos FBPs detectados por pirosequenciamento 454 

Tabela 0.6 – Descrição resumida dos grupos taxonômicos com abundâncias relativas acima de 3% em pelo menos uma amostra 

Filo Família ou Ordem 
Gênero(s) mais 
abundante(s) 

Características fisiológicas 
Referência 

(s) 

Acidobacteria 

não identificada (classe 
Chloracidobacteria 

não identificado 

Uma espécie descrita, Candidatus Chloracidobacterium thermophilum, isolada de tapetes 
microbianos de fontes termais. Análises do genoma indicam que é um fotoheterotrófico, 
entretanto, não foram encontrados genes para síntese de aminoácidos essenciais e de 
fixação de carbono (não autotrófico), nem para degradação de substratos complexos e de 
redução de nitrato (não desnitrifcante). Crescimento lento (tempo de duplicação: 18h), exige 
baixas condições nutricionais e utiliza produtos finais da fermentação (acetato, butirato, 
propionato, lactato e glicolato). Sugere-se que necessita de crescimento em sintrofia com 
outros micro-organismos. 

Bryant et al. 
(2007), 

Costas et al. 
(2012) 

Família mb2424 (classe 
Acidobacteria-6) 

não identificado 

Membros de Acidobacteria são difíceis de cultivar em laboratório, exigem baixas condições 
nutricionais e longos tempos de incubação (existem representantes cultivados de apenas 5 
das 26 subdivisões atualmente existentes). São ubíquos e abundantes em solos, inclusive 
em ambientes poluídos e extremos, o que sugere que ocupam nichos importantes e 
potencialmente variados no ambiente. Postula-se que estas bactérias são de vida longa, 
dividem-se lentamente, exibem taxas metabólicas lentas, sob baixas condições nutricionais, 
adaptados para tolerar variações hídricas do solo. Detecção de membros da classe em 
reatores Anammox (pesquisas no DESA). 

Ward et al. 
(2009), 

Costa et al. 
(2014) 

Chloroflexi 
Família A4b (classe 

Anaerolineae) 
não identificado 

O filo Chloroflexi inclui bactérias verdes não-sulfurosas. Clones de genes de RNAr 16S têm 
sido detectados com abundância em vários ambientes, porém há poucos representantes 
isolados. Os isolados da classe Anaerolineae são anaeróbios, mesofílicos ou 
moderadamente termofílicos, filamentosos multicelulares, quimiorganotróficos (utilizam 
carboidratos, aminoácidos ou peptídeos). Apresentam lento crescimento (duplicação celular: 
48-92 horas), frequentemente associados com outros micro-organismos (sintrofia). Membros 
dessa classe são importantes tanto para formação de grânulos quanto na formação de 
bulking em sistemas de tratamento. Estudos em biofilmes nitrificantes autotróficos 
demonstraram o consumo SMPs, aminoácidos e carboidratos (produtos resultantes de lise 
celular). Detecção de membros da classe em reatores Anammox (pesquisas no DESA). 

Yamada & 
Sekiguchi 

(2009), 
Costa et al. 

(2014) 
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Filo Família ou Ordem 
Gênero(s) mais 
abundante(s) 

Características fisiológicas 
Referência 

(s) 

Firmicutes 

Clostridiaceae 

Fusibacter, 

Clostridium, 

Sarcina 

Fusibacter: heterotrófico (fermenta glicose e poucos carboidratos),halotolerante, 
anaeróbio obrigatório, reduz tiossulfato e enxofre elementar a sulfeto. Duas espécies 
conhecidas F. paucivorans (isolado de poço de petróleo) e F. tuninsiensis (isolado de 
reator anaeróbio tratando resíduos de oliva). 
Clostridium: heterotrófico, fermentador de aminoácidos e açúcares, anaeróbio 
obrigatório, formador de endósporo. Principal habitat é o solo. 
Sarcina: heterotrófico, fermentador de açúcares, anaeróbio obrigatório, acidotolerante. 
Encontrado em solo, lama, fezes e conteúdo estomacal.  

Vos et al. 
(2009) 

Peptostreptococcaceae 
Peptostreptococcus 

e outros não 
identificados 

Heterotrófico, anaeróbio obrigatório, fermentador de peptona e aminoácidos, não forma 
endósporo, membro da microbiota humana intestinal e vaginal. 

Gemmatimona-
detes 

Gemmatimonadales, 
ordem Ellin5290 

Gemmatimonadaceae 
e outros não 
identificados 

Gemmatimonadetes: Frequentemente encontrado em bibliotecas de genes de RNAr 16S 
isolados de solo (média de 2% das sequências). Maiores proporções encontradas em 
solos áridos, sugerindo adaptação a baixa umidade. Uma espécie conhecida: 
Gemmatimonas aurantiaca, é um aeróbio, acumulador de polifosfato, heterotrófico, 
adaptado a baixas concentrações de nutrientes, isolado de um reator em batelada 
sequencial aeróbio-anóxico. 

Zhang et al. 
(2003), 

DeBruyn et 
al. (2011) 

Planctomycetes 

Gemmataceae Gemmata 
Aeróbios, possuem estruturas crateriformes distribuídas por toda a célula. 
Quimiorganotróficos: utilizam como fontes de carbono: monossacarídeos (glicose, 
galactose, manose, xilose, ribose, ramnose), trissacarídeos (melezitose), salicina e amido. 

Krieg et al. 
(2010) 

Pirellulaceae A17 

Pirellulaceae: possuem uma organização característica (pirelulossomo), no qual 
ribossomos e nucleóide condensado estão inclusos por numa membrana 
intracitoplasmática. Utilizam como fontes de carbono: glicose, galactose, manose, xilose, 
ribose, fucose, ramnose, celobiose, melitzitose, inulina, salicina, amido, dextrina, acido 
glucourônico, N-acetilglucosamina, piruvato, pectina, lactose, maltose, melibiose, rafinose, 
sacarose, trealose. Tolerancia máxima a sais é 50% em água do mar artificial. 

Planctomycetaceae Planctomyces 

Aeróbios ou anaeróbios facultativos. Ocorrem mundialmente em águas doces eutróficas e 
oligotróficas, assim como em ambientes marinhos e estuarinos. Frequentemente 
associados com algas e cianobactérias. Carboidratos têm sido reportados como principal 
fonte de carbono para membros cultivados do gênero. Crescimento relativamente lento. 

Phycisphaeraceae e 
outras não identificadas 

não identificado 
Quimiorganótrofico. Crescimento em D-xilose sob condições anaeróbias. Redução de 

nitrato a nitrito é observada. São -glucosidase e -galactosidase positivos. 
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Filo Família ou Ordem 
Gênero(s) mais 
abundante(s) 

Características fisiológicas 
Referência 

(s) 

Proteobacteria 

Caulobacteraceae Phenylobacterium 

Uma espécie descrita: Phenylobacterium immobile. Aeróbio obrigatório que utiliza 
compostos xenobióticos (chloridazon, antipirina e pyramidon) como únicas fontes de 
carbono. Alta especialização nutricional, cresce também com L-fenilalanina. Isolado de 
solo. 

Brenner et 
al. (2005b) 

Bradyrhizobiaceae 
Bradyrhizobium, 

Bosea 

Bradyrhizobium: quimiorganotrófico (utiliza uma ampla variedade de carboidratos e 
sais de ácidos orgânicos como fontes de carbono), anaeróbio facultativo 
(desnitrificante). Produz polissacarídeos extracelulares (EPS). Algumas amostras 
podem crescer autotroficamente a partir de H2 e CO2. Capacidade de associar 
simbioticamente com plantas leguminosas e fixar N2 atmosférico. Pode acumular 

polifosfato e poli--hidroxibutirato. 
Bosea: quimiolitoheterotrófico (obtém energia a partir da oxidação de compostos de 
enxofre reduzidos na presença de carbono orgânico), desnitrificante. 

Methylocystaceae Methylosinus 
Aeróbio obrigatório, metanotrófico (utiliza metano ou metanol como única fonte de 
carbono e energia), fixador de N2 atmosférico. Encontrado em solo, sedimentos de 
água doce e águas subterrâneas. 

Rhodobacteraceae 
Rhodobacter, 

Paracoccus 

Rhodobacter: bactéria púrpura fototrófica de metabolismo versátil. Crescimento 
fotoheterotrófico ocorre sob condições anóxicas na luz com uma variedade de 
compostos orgânicos (ácidos orgânicos, aminoácidos, açúcares, alcoóis, compostos 
aromáticos) como fonte de carbono e elétrons. Crescimento fotoautotrófico é possível 
com H2S ou tiossulfato como doador de elétrons. Crescimento heterotrófico no escuro 
pode ocorrer sob condições aeróbias ou anaeróbias (desnitrificação ou fermentação). 

Polissacarídeos, ácido poli--hidroxibutírico e polifosfatos podem ser estocados. 
Podem fixar N2 atmosférico. Encontrada em ambientes de água doce eutróficos e 
sistemas de tratamento de esgotos. 
Paracoccus: anaeróbio facultativo, realiza desnitrificação completa. Crescimento 
quimiorganotrófico ocorre numa ampla variedade de compostos orgânicos. 
Crescimento quimiolitoautotrófico ocorre com CO2 como fonte de carbono e H2, 
metanol, metilamina ou tiossulfato como doadores de elétrons. Ocorre em água, solo e 
em sistemas de tratamento de esgotos. 

Rickettsiales não identificado 

Intracelular obrigatório, intimamente associado a hospedeiros artrópodes. Todos os 
membros deste gênero são considerados parasitas ou mutualistas. Infectam células do 
sistema mononuclear fagocitário, sistema hematopoiético ou endotélio vascular de 
vertebrados ou tecidos de helmintos e artrópodes. 
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Filo Família ou Ordem 
Gênero(s) mais 
abundante(s) 

Características fisiológicas 
Referência

(s) 

Proteobacteria 
Podem realizar 

Comamonadaceae 

Acidovorax, 

Hylemonella, 

Ramlibacter, 

Comamonas, 

Rubrivivax 

Membros desta família são isolados de solo, lodo, água ambientais naturais e 
industriais, contendo vários gêneros de desnitrificantes. 
Acidovorax: anaeróbio facultativo (redução de nitrato a nitrito), quimiorganotrófico 
(utiliza aminoácidos ácidos orgânicos e peptonas, cresce pouco em carboidratos), 
algumas amostras são quimiolitotróficas. 
Hylemonella: aeróbio obrigatório, quimiorganotrófico (utiliza somente carboidratos) 
Ramlibacter: anaeróbio facultativo (redução de nitrato a nitrito), quimiorganotrófico, 
acumula polihidroxialcanoato. Divisão celular ocorre em cistos e estes são resistentes 
à dessecação. 
Comamonas: aeróbio, quimiorganotrófico (utiliza aminoácidos, ácidos orgânicos e 
peptona, cresce pouco em carboidrato), algumas amostras desnitrificam (redução de 
nitrato a nitrito). 
Rubrivivax: bactéria púrpura fototrófica de metabolismo versátil. Crescimento 
fotoheterotrófico ocorre sob condições anóxicas na luz com uma variedade de 
compostos orgânicos como fonte de carbono e elétrons. Crescimento fotoautotrófico é 
possível com H2S ou tiossulfato como doador de elétrons. Crescimento heterotrófico 
no escuro pode ocorrer sob condições aeróbias ou anaeróbias (desnitrificação ou 
fermentação). 

Brenner et 
al. (2005b), 
Spring et al. 

(2004), 
Heulin et al. 

(2003) 

Acetobacteraceae Roseomonas 

A família pertence à ordem Rhodospirillales, conhecida por incluir bactérias púrpuras, 
de metabolismo extremamente versátil. Roseomonas foi primeiramente descrito em 
amostras clínicas isoladas de bacteremia e é constituído por bactérias anaeróbias 
facultativas, capazes de redução de nitrato a nitrito, quimiorganotróficos (oxidam 
vários carboidratos). Nos últimos anos, bactérias filogeneticamente relacionadas ao 
gênero têm sido isoladas de vários ambientes, sendo plausível que o gênero inclua 
espécies fototróficas e oxidadoras de sulfeto. 

Jiang et al. 
(2006); 

Martinez-
Garcia et al. 

(2012) 

Rhodospirillaceae não identificado 

A família Rhodospirillaceaea, que inclui as bactérias púrpuras não sulfurosas, com 
modo de crescimento preferencialmente o fotoheterotrófico, com metabolismo 
extremamente versátil. desnitrificação parcial, completa ou fermentação. 

Polissacarídeos, ácido poli--hidroxibutírico e polifosfatos podem ser estocados. 
Membros dessa família podem também fixar N2 atmosférico. São amplamente 
distribuídos em ambientes de água doce eutróficos e sistemas de tratamento de 
esgotos 

Brenner et 
al. (2005b). 
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Filo 
Família ou 

Ordem 
Gênero(s) mais 
abundante(s) 

Características fisiológicas 
Referência 

(s) 

Proteobacteria 

Nitrosomonadaceae não identificado 
Aeróbio, quimiolitoautotrófico (utiliza NH4

+
 como doador de elétrons e CO2 como fonte de 

carbono). 
Brenner et 
al. (2005b) 

Thiothrichaceae Thiothrix 
Aeróbio obrigatório, mixotrófico (utiliza H2S como doador de elétrons e compostos 
orgânicos fonte de carbono), algumas amostras podem crescer autotroficamente, utilizando 
fontes de carbono inorgânico. Acumula grânulos de enxofre intracelularmente. 

Brenner et 
al. (2005a) 

Xanthomonadaceae 

Thermomonas, 

Dokdonella, 

Pseudoxanthomonas, 

Ignatzschineria 

Thermomonas: anaeróbio facultativo (redução de nitrato e de nitrito), quimiorganotrófico 
moderadamente termofílico (crescimento entre 18 e 50

o
C), hidrolisa gelatina. Espécies T. 

fusca e T. brevis foram isoladas de biofilme desenvolvido em plástico poly(-caprolactone) 
utilizado como leito fixo de um reator desnitrificante. 
Dokdonella: aeróbio obrigatório, quimiorganotrófico, hidrolisa esculina, gelatina e caseína. 
Pseudoxanthomonas: quimiorganotrófico, anaeróbio facultativo (redução de nitrito a 
N2O), hidrolisa esculina, ureia, tirosina, caseína e gelatina. Amostras isoladas de diversos 
ambientes, inclusive solo contaminado com BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno). 
Ignatzschineria: aeróbio, quimiorganotrófico. Amostras isoladas de trato gastrointestinal de 
larvas e moscas adultas (ordem Diptera, família Sarcophagidae). 

Mergaert et 
al. (2003), 
Tóth et al. 

(2007),  
Ten et al. 

(2009) 

Verrucomicrobia 

Família auto67_4W não identificado 

Algumas amostras descritas na literatura, pertencentes à mesma ordem (Ellin514, Ellin516 
e Ellin518), foram isoladas de solo por incubação prolongada em meio goma gelana com 
xilana como única fonte de carbono e o gênero Pedosphaera foi proposto. São cocos 
sacarolíticos e suas sequências têm sido recuperadas quase inteiramente de solos, onde 
são tipicamente o segundo grupo mais abundante em nível de classe de Verrucomicrobia, 
constituindo 0-0,7% do total de clones. 

Sangwan et 
al.(2005); 

Krieg et al. 
(2010) 

Chthoniobacteraceae 

Chthoniobacter, 
Candidatus 

Xiphinematobacter, 
gênero DA101 

Chthobiobacter: aeróbio, heterotrófico, sacarolítico (utiliza mono-, di- , polissacarídeos e 
derivados), encontrado em solo. 
Candidatus Xiphinematobacter: bactéria é um simbionte citoplasmático obrigatório com  
transmissão maternal em nematódeos do grupo Xiphinema americanum. Krieg et al. 

(2010);  

Verrucomicrobia Verrucomicrobiaceae Prosthecobacter 
Quimiorganotrofico, oligotrófico, sacarolitico (usa predominantemente mono e dissacarídeos 
e seus derivados), aeróbio obrigatório. 

WS3 Família PRR-10 não identificado 
Poucas informações na literatura. Genes de RNAr1 16S, detectados por 
pirosequenciamento nas camadas mais profundas (anóxicas) de um tapete microbiano de 
lago hipersalino. Detecção do filo em reatores Anammox (pesquisas no DESA). 

Schneider 
et al. (2013); 
Costa et al. 

(2014) 
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