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RESUMO

A extração de petróleo  em plataformas marinhas gera  uma grande quantidade de

efluente contaminado com compostos tóxicos e recalcitrantes. Grande volume de água é

gasto no processo de extração do óleo, consequentemente grande volume de efluente é

gerado. De acordo com as normas ambientais,  o efluente, antes de ser reutilizado ou

descartado, deve ser tratado. Dentre as formas de tratamento, o biológico por meio de

Lodos Ativados tem sido o mais aplicado pelas indústrias, por apresentar baixo custo e

boa eficiência de remoção de poluentes. A remoção biológica de amônia pode ser feita

por microrganismos autotróficos que oxidam o nitrogênio amoniacal a nitrato passando

por nitrito sob condições aeróbias, ou então, por meio de um processo que vem sendo

muito  observado  em  estações  de  tratamento  de  efluentes,  onde  um  mesmo

microrganismo heterotrófico realiza a nitrificação heterotrófica e desnitrificação aeróbia

simultaneamente. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência de remoção de

amônia  e  monitorar  a  nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia  de seis  isolados

bacterianos  provenientes  de  lodo  ativado  de  estação  de  tratamento  de  efluentes  de

terminal de petróleo. Para isso foi realizado a extração do DNA dos isolados, seguido de

sequenciamento e amplificação por PCR dos genes Nap = Nitrato redutase peripalmática;

NarG= Nitrato redutase de membrana; NirS=  Nitrito redutase para óxido nítrico (citocromo

cd1  nitrito  redutase);  NirK=  Nitrito  redutase  para  óxido  nítrico;  NorB=  Óxido  nítrico

redutase; NosZ= Óxido nitroso redutase; HaoF=  Hidroxilamina a nitrito, que são genes

que codificam para enzimas relacionadas com a nitrificação heterotrófica e desnitrificação

aeróbica. Foi realizada a avaliação de remoção de amônia por teste colorimétrico e da

produção do gás nitrogênio através de cromatografia gasosa. Os resultados mostraram

que  os  seis  micro-organismos  possuíram  a  capacidade  de  realizar  o  processo  de

nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbica, sendo assim promissores para utilização

em estações de tratamento de efluentes.



ABSTRACT 

Oil extraction in marine platforms generates a large amount of effluent contaminated

with toxic and recalcitrant compounds. Large volume of water is spent in the oil extraction

process,  therefore  large  volumes  of  effluent  is  generated.  In  accordance  with  the

environmental standards, the effluent before it is reused or discarded, should be treated.

Among the forms of treatment, the biological through Activated Sludge has been the most

used by industry, to present low cost and good pollutant removal efficiency. The biological

removal  of  ammonia  can  be  made  by  autotrophic  microorganisms  which  oxidize  the

ammonia nitrogen to nitrate through nitrite under aerobic conditions, or else by a process

which  has  been  widely  observed  in  wastewater  treatment  plants,  where  a  same

microorganism heterotrophic performs heterotrophic nitrification and aerobic denitrification

simultaneously.  The  objective  of  this  study  was  to  evaluate  the  ammonia  removal

efficiency  and  monitor  the  heterotrophic  nitrification/aerobic  denitrification  six  bacterial

isolates  from  activated  sludge  of  oil  terminal  effluent  treatment  plant.  To  this  was

accomplished extraction of DNA isolates, followed by sequencing and PCR amplification of

genes Nap = Nitrate reductase peripalmática; Narg = Nitrate reductase membrane; NIRS

=  nitrite  reductase  to  nitric  oxide  (cytochrome  cd1  nitrite  reductase);  NIRK  =  nitrite

reductase to nitric oxide; Norb = nitric oxide reductase; NosZ = Nitrous oxide reductase;

HaoF = hydroxylamine nitrite, which are genes encoding enzymes related to heterotrophic

nitrification and  aerobic denitrification. Evaluating removal colorimetric assay for ammonia

and the production of nitrogen gas by gas chromatography was conducted. The results

showed  that  the  six  microorganisms  possess  the  ability  to  perform  the  process  of

heterotrophic nitrification/denitrification aerobic, thus being promising for use in sewage

treatment plants.
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1. INTRODUÇÃO

Atualmente o Brasil é um dos principais países produtores de petróleo. Com isso

há um grande impacto ambiental associado a essa atividade, uma vez que é gerado um

grande volume de efluente com compostos recalcitrantes (ANP, 2015). 

A água  de  produção  gerada  no  processo  de  extração  do  petróleo  é  formada

basicamente  pela  junção  da  água  de  formação,  que  está  presente  naturalmente  nos

reservatórios de petróleo, e a água de injeção, que é injetada acrescida de adjuvantes

necessários para realizar a extração (Dan, 2001).

Para cada barril  de petróleo extraído são gerados cerca de 246 a 340 litros de

efluente que deve ser tratado. Essa água de produção tem uma composição complexa,

contendo além de matéria  orgânica,  metais pesados, hidrocarbonetos,  amônia e altos

teores  de sais  (Osaka,  2008),  que podem ser  tóxicos  para  o  meio  ambiente  quando

descartados. 

Portanto antes de ser descartada, a água de produção deve passar primeiramente

por um tratamento até que atenda os padrões de exigências mínimas estabelecidos pela

legislação ambiental vigente. A resolução do Conama 393/2007 especifica as condições e

padrões permitidos para o descarte do efluente, para isso é necessário que seja realizado

o tratamento  do efluente,  diminuindo assim o  impacto  causado pelo  seu descarte  no

ambiente (Abou-Elela et al., 2010).

Atualmente existem diferentes tecnologias aplicadas ao tratamento de efluentes,

tais como floculação, flotação, lodos ativados, filtragem em membrana, entre outras. A

escolha da tecnologia empregada varia de acordo com o tipo de efluente a ser tratado. No

caso da água de produção gerada pelo processo de extração do petróleo o tratamento

biológico por meio de lodos ativados tem sido mais utilizado, pois apresenta um menor

custo operacional e uma alta eficiência de remoção de matéria orgânica e nutriente (Da

Motta et al., 2003; Lefebvre e Moletta, 2006).



O processo de lodos ativados consiste basicamente na mistura, agitação e aeração

do afluente junto ao lodo ativado no reator (tanque de aeração), seguido da separação do

lodo do efluente tratado em uma etapa de decantação. Após separação do lodo ativado,

este é retornado para o sistema, e o efluente tratado é recolhido e parte do lodo ativado,

que é basicamente biomassa microbiana, é descartado quando em excesso (Figura 1)

(Jordão & Pêssoa, 2005). 

Figura 1. Esquema das unidades biológicas do sistema de lodos ativados.

Dentre os compostos tóxicos presentes na água de produção, o nitrogênio é um

dos que possui grande importância. O despejo de efluente com altas cargas de nitrogênio

nos corpos receptores pode causar eutrofização do meio,  sendo prejudicial  aos seres

vivos e ao meio ambiente. A remoção biológica de nitrogênio consiste em diversas etapas

realizadas por  diferentes grupos de microrganismos que transformam o nitrogênio,  na

forma que se encontra no efluente, em nitrogênio gasoso (N2).

O processo de remoção de nitrogênio é constituído por três etapas, amonificação,

nitrificação e desnitrificação. A amonificação é uma etapa em que o nitrogênio orgânico é

transformado em nitrogênio amoniacal. A nitrificação é uma etapa que pode ser realizada

por espécies de bactérias e archaeas. Como requisitos para que ocorra é necessário que

o ambiente  esteja  aeróbio  e  tenha a  presença de nitrogênio  amoniacal  (Limpiyakorn,

2013).  O  processo  de  nitrificação  consiste  na  passagem  da  amônia  a  nitrato  sob

condições aeróbias e é dividido em duas etapas. A primeira etapa consi9ste na oxidação



da amônia a nitrito,  que pode ser realizada por bactérias dos gêneros  Nitrosococcus,

Nitrosospira e Nitrosomonas  e por algumas espécies de arqueias pertencentes ao filo

Thaumarchaeota (Uemoto e Saiki, 2000). Enquanto que a segunda consiste na oxidação

de  nitrito  a  nitrato  por  bactérias  dos  gêneros  Nitrobacter,  Nitrospira,  Nitrospina  e

Nitrococcus (Oren, 2002).

Todos  os  grupos  de  micro-organismos  nitrificantes  descritos  previamente  são

autotróficos, utilizam o CO2 como fonte de carbono e amônia como fonte de energia, tais

micro-organismos possuem um crescimento muito fastidioso (Souza, 2013).

A desnitrificação é a última etapa do processo de remoção de nitrogênio e consiste

na transformação do nitrato, produto final da nitrificação, em gás nitrogênio  (N2). É um

processo anóxico, onde na ausência de O2, os micro-organismos utilizam o nitrato como

aceptor final de elétrons (Vazoller et al., 2001). É um processo sequencial de redução dos

compostos nitrogenados, conforme demonstrado pela reação a seguir:

NO3
- → NO2

-→ NO (gás) → N2O (gás) → N2 
Cada etapa é realizada por uma enzima distinta,  redutase dissimilatória do nitrato

(Nar), redutase do nitrito (Nir), redutase do óxido nítrico (Nor) e redutase do óxido nitroso

(Nos), respectivamente. Diversos gêneros de bactérias já foram descritos como capazes

de realizar a desnitrificação, como: Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus,

Micrococcus,  Proteus,  Hiphomicrobium,  Chromobacterium,  Halobacterium,  Moraxella,

Neisseria,  Paracoccus,  Azospirillum,  Rhodopseudomonas,  Thiobacillus,  Vibrio,

Xanthomonas e Klebsiella (Rittman & Langeland, 1985).

Entretanto, além da rota previamente descrita, existem mais duas vias metabólicas

envolvidas  nos  processo  de  remoção  de  nitrogênio,  ambos  consistem  um  micro-

organismos transformando amônia à nitrogênio gasoso e tais processos tem sido muito

estudados em sistemas de tratamento de efluentes. A primeira foi descoberta na década

de 90 e foi  chamada de processo ANAMMOX (Woolard & Irvine,  1995)  e a segunda

descrita  na  década  de  70,  chamada  nitrificação  heterotrófica  acoplada  com  a



desnitrificação aeróbia (Castignetti, 1984). 

O  processo  ANAMMOX,  observado  primeiramente  em  sistemas  anaeróbios  de

tratamento de efluentes, consiste na  oxidação do íon amônio diretamente a nitrogênio

gasoso usando o nitrito como aceptor final de elétrons sob condições anaeróbias estritas

(Woolard & Irvine, 1995). É um processo autotrófico, onde um dos subprodutos é o nitrato

(NO3
-), que representa cerca de 10% de todo o nitrogênio removido em um reator (Bonfá

et.al,  2013).  Os  gêneros  já  descritos  como  envolvidos  no  processo  são  Candidatus

Brocadia  anammoxidans,  Candidatus  Kuenenia  stuttgartiensis,  Candidatus  Scalindua

wagneri,  Candidatus  Anammoxoglobus  propionicus (Kartal  et  al.,  2007)  e  Candidatus

Jettenia asiatica (Quan et al., 2008).

O  processo  de  nitrificação  heterotrófica/desnitrificação  aeróbica  é  realizado  por

bactérias  heterotróficas,  utilizando  um  substrato  orgânico  como  fonte  de  carbono

(Castignetti, 1984), assim o crescimento é mais rápido quando comparado as bactérias

autotróficas envolvidas no processo de nitrificação convencional (Robertson e Kuenen,

1983). Entretanto, apesar de ser um processo conhecido há algum tempo, ainda pouco se

conhece sobre seu metabolismo, como genes e rotas envolvidos neste processo. E um

ponto importante, do ponto de vista biotecnológico, é que estas bactérias, nitrificantes

heterotróficas,  são capazes de realizar  o  processo de desnitrificação na presença de

oxigênio, possibilitando a remoção completa de amônia em um mesmo reator (Third et al.,

2005).

Assim,  dada  a  importância  dessas  bactérias  no  processo  de  tratamento  de

efluentes, vários estudos têm caracterizado espécies capazes de realizar esse processo,

tais  como:  Alcaligenes  faecalis (Joo  et  al.,  2005),  Bacillus  sp.  (Yang  et  al.,  2011),

Pseudomonas sp. (Wan et al., 2011), Pseudomonas stutzeri (Zhang et al., 2011), Bacillus

methylotrophicus (Zhang et al., 2012),  Acinetobacter sp. (Yao et al., 2013),  Halomonas

campisalis (Guo et al., 2013) e Aeromonas sp. (Chen et al., 2014). 



Assim,  torna-se  necessário  ampliar  os  estudos  a  respeito  dos  microrganismos

nitrificantes  heterotróficos/desnitrificantes  aeróbios  para  o  melhor  entendimento  do

processo  e  consequentemente  possibilitar  sua  aplicação  monitorada  em  sistemas  de

tratamento de efluentes que necessitam remover a amônia. Neste contexto, o objetivo

deste estudo foi monitorar a nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia e a remoção

de  amônia  em seis  bactérias  isoladas  de  lodo  ativado  de  estação  de  tratamento  de

efluentes de terminal de petróleo. 

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Obtenção e cultivo dos isolados 

Em experimentos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa Laboratório de

Genética de Bactérias em colaboração com o Laboratório de Imunovirologia Molecular,

ambos na UFV, Viçosa, MG, já havia isolado e selecionado seis bactérias (1.27, 1.35,

2.22,  2.23,  2.26  e  2V)  de  uma  amostra  de  lodo  ativado  proveniente  do  sistema  de

tratamento  de  lodo  ativados  do  Terminal  Marítimo  Almirante  Barroso/TEBAR  (São

Sebastião/SP).

Os  isolados  foram  cultivados  em  Erlenmeyer contendo  50  mL de  meio  HMN,

específico para bactérias nitrificantes heterotróficas (composição do meio g/L) : 0.66 g de

(NH4)2SO4, 4.72 g de piruvato de sódio, 0.50 g de KH2PO4, 0.50 g de Na2HPO4, 0.20 g de

MgSO4.7H2O, 30.0 g de NaCl, 2.00 mL da Solução de elemento traço, pH 7.5. Solução

Traço, g/L:  57.10 g de EDTA2Na, 3.90 g de ZnSO4.7H2O, 7.00 g de CaCl2.2H2O, 1.00 g de

MnCl2.4H2O,  5.00  g  de  FeSO4.7H2O,  1.10  g  de  (NH4)6Mo7O24.4H2O,  1.60  g  de

CuSO4.5H2O, 1.60 g de CoCl2.6H2O, pH 6.0) (Zhang et al.,  2012).  Os mesmos foram

mantidos sob incubação a 30oC, sob rotação de 150 rpm, sendo realizado o repique a

cada 30 dias.



2.2 Extração do DNA

Foi  realizada  a  extração  de  DNA de  cada  isolado  de  acordo  com o  protocolo

proposto por Pospiech & Neumann (1995). Uma alíquota de 5 mL foi utilizada para obter

um concentrado de células por centrifugação (10 minutos a 3.000 g) em tubos novos de

1,5 mL. O pellet foi ressuspendido em 500 µL de tampão SET (20 mM de Tris, 75 mM de

NaCl e 25 mM de EDTA). Foi adicionado lisozima na concentração final de 1mg/mL e

incubado a 37 °C por 30 minutos. Foi adicionado SDS 10% na proporção de 1/10 do

volume e proteinase K na concentração final de 0,5 mg/mL, e posteriormente foi realizado

a incubação por 1 hora. Foi adicionado NaCl 5 M na proporção de 1/3 do volume total. Foi

adicionado 1 volume de clorofórmio e realizado a  homogeneização por  30  minutos a

temperatura  ambiente.  O  material  foi  centrifugado  por  10  minutos/17.900  xg  e  o

sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo tubo de 1,5 mL. O isopropanol foi

adicionado  na  proporção  de  1  volume  e  foi  realizado  a  homogeneização  ate  a

visualização do DNA. Para descarte do isopropanol foi realizado a centrifugação por 10

minutos a 17.900 xg e o pellet foi  lavado com etanol 70% gelado e seco ao ar. O DNA foi

ressuspendido em 50 µL de água Mili-Q.

2.3  Amplificação  de  genes  relacionados  com  a  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação aeróbia

Após  a  extração  de  DNA dos  seis  isolados,  as  amostras  foram  submetidas  à

amplificação  por  PCR  (reação  em  cadeia  da  polimerase)  dos  genes  que  codificam

enzimas  relacionadas  com o  processo  de  nitrificação  e  desnitrificação  (Figura  2).  As

amplificações do DNA foram feitas em triplicata e um controle positivo que consiste no

lodo bruto proveniente da estação de tratamento foi utilizado. Os pares de  primers que

foram utilizados na PCR estão dispostos na Tabela 1.



As reações foram realizadas para volume final de 50 µL, contendo 10 µL de tampão

da enzima 5X, 3 µL MgCl2 (25 mM), 0,5 µL de cada primer (200 µM), 1,0 µL de dNTP (10

mM),  0,2  µL  de  enzima   GoTaq®  Flexi  DNA  Polymerase (5,0  u/µL)  (Promega)  e,

aproximadamente 50 ng de amostra de DNA. As reações de PCR foram desenvolvidas

em termociclador modelo Veriti  (Applied Biosystem-EUA). Os amplicons foram checados

em gel de agarose 1%, com marcador molecular de 1 Kb (Avatti), corado com GelRed

(Uniscience),  e  a  imagem  foi  visualizada  e  capturada  em  transluminador  (Applied

Biosystems).  

Tabela 1- Primers e programas utilizados para a amplificação dos genes relacionados com a

nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbica.

Enzimas Primer Referência Programas

Nitrato
redutase

periplasmática

NAP1
(Zhu et al.

2012)
94º C por 5 min, 35 ciclos (94º C por 30 s, 59º C
por 30 s, 72º C por 1 min) e 72º C por 7 min.

NAP2

Nitrato
redutase de
membrana 

NarG-A241f
(Auclair et
al. 2010)

94 º C por 5 min, 35 ciclos (94º C por 30s, 50º C
por 40s, 72 º C por 1 min) e 72 º C por 7 min.

NarG-631r

Nitrito
redutase para
óxido nítrico 

NirSF
(Wan et al.

2011)
94º C por 5 min, 35 ciclos (94º C por 45s, 56ºC
por 45s, 72º C por 45s) e 72º C por 10 min.

NirSR

Nitrito
redutase para
óxido nítrico

NirKF
(Wan et al.

2011)
94º C por 5 min, 35 ciclos (94º C por 45s, 56ºC
por 45s, 72º C por 45s) e 72º C por 10 min.

NirKR

Óxido nítrico
redutase

NorBF
(Wan et al.

2011)
94º C por 10 min, 30 ciclos (94º C por 1min, 55ºC
por 1min, 72º C por 1,5min) e 72º C por 10 min.

NorBR

Óxido nitroso
redutase

NosZF

(Wan et al.
2011)

94º C por 10 min, 30 ciclos (94º C por 1min, 58ºC
por 1min, 72º C por 1,5min) e 72º C por 10 min.

NosZR

Oxidação
Hidroxilamina

a nitrito

HaoF1
(Yang et al.

2015)

94º C por 5 min, 10 ciclos (94º C por 1min, 50ºC
por 1min, 72º C por 1,5min), 20 ciclos (94º C por
1min, 54ºC por 1min, 72º C por 5min) e 72º C por
10 min.HaoF3



As enzimas utilizadas e suas respectivas funções foram Nap = Nitrato redutase

peripalmática; NarG= Nitrato redutase de membrana (respiração anaeróbica do nitrato);

NirS=  Nitrito redutase para óxido nítrico (citocromo cd1 nitrito redutase);  NirK= Nitrito

redutase para óxido nítrico; NorB= Óxido nítrico redutase; NosZ= Óxido nitroso redutase;

HaoF=  Hidroxilamina a nitrito.

Figura 2. Enzimas relacionadas aos processos de nitrificação e desnitrificação.  Fonte:  KEGG -

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

2.4 Avaliação da eficiência de remoção de amônia

A taxa de remoção de amônia foi avaliada por teste colorimétrico no meio de cultivo

HMN seguindo a metodologia de Chaney e Marbach (1962). As análises foram realizadas

em microplacas de 96 poços, contendo em cada poço: 5 µl de meio de cultivo inoculado

com  cada  isolado,  100  µl  de  reagente  de  fenol  (50  g  de  fenol  sólido,  0,25  g  de

nitroprussiato de sódio, completar para 1000 ml com água destilada) e 100 µl de reagente

de hipoclorito (25 g de NaOH, 16,9 ml de hipoclorito com 4-6% de cloro, completar para

1000 ml com água destilada). As placas foram incubas por 20 minutos a 39 °C, e então a

absorvância foi lida no comprimento de onda de 630 nm no espectrofotômetro Multiskan

GO  (Thermo  Scientific).  Como  controle  positivo,  foi  adicionado  5  µl  de  lodo  ativado

cultivado em HMN, e como negativo, foi adicionado  5 µl de HMN sem inóculo. As análises



de remoção de amônia foram realizadas ao longo de 7 dias, quando a taxa de remoção

permaneceu constante. As análises foram realizadas em triplicata.

2.5 Detecção de N2 e N2O através de cromatografia gasosa

Para validação da ocorrência da nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia,

foram monitoradas a produção dos gases N2 e N2O por cromatografia gasosa (GC), em

parceria com o CPQBA/UNICAMP. Um e meio mililitros de cada isolado foram inoculados

em 15 ml de meio HMN contidos em frascos de 30 mL. Os frascos foram hermeticamente

fechados e a atmosfera no interior do tubo foi saturada com oxigênio (99,5% de pureza),

uma vez que o processo de nitrificação é aeróbio, e também para garantir que todo o

nitrogênio  detectado  fosse  proveniente  do  processo  de  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação aeróbia. Os tubos foram incubados a 30° C com agitação de

150 rpm. O controle negativo foi feito utilizando o meio HMN sem inóculo, e o positivo

utilizando o lodo ativado inoculado em meio HMN. As amostras de gás foram coletadas

em três pontos, 0, 5 e 10 dias, usando uma seringa coletora de gás de 1 ml. Um volume

de  100  microlitros  de  gás  foi  aplicado  em  um  cromatógrafo  gasoso  acoplado  com

espectômetro de massa (Cromatógrafo a gás Agilent, modelo HP-6890 acoplado a detetor

seletivo  de  massas  Agilent,  modelo  HP-5975)  equipado  com uma coluna  HP-Plot  5A

molecular sieve column (30 m x 0.32 mm x 25 µm) (Sigma Aldrich).  O modo SIM foi

escolhido para detectar os picos característicos de N2 e NO2, e as temperaturas da coluna

para detecção dos gases foram 35 e 200 °C, respectivamente. O gás He foi  utilizado

como gás de arraste com um fluxo de 3 ml/min (Yao et al.,  2013). As análises foram

realizadas em duplicata.



2.6 Identificação taxonômica dos isolados bacterianos

Os isolados obtidos foram submetidos ao sequenciamento da região conservada

do  gene  DNAr  16S.  Para  isso,  o  DNA das  bactérias  foi  extraído  como  descrito  por

Pospiech & Neumann (1995).  Após extração, o DNA foi  submetido à reação de PCR

utilizando  o  par  de  primers  10f  e  1100r  (Lane  et  al.,  1991),  homólogos  a  regiões

conservadas do gene RNAr 16S do Domínio Bacteria. Para tanto, aproximadamente 30

ng de DNA foram usados em reações independentes de 50 µL que continham 0,5 pmol/

µL de cada oligonucleotídeo, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, tampão 1X da enzima e

2,5 U de Taq DNA Polimerase. As amplificações foram realizadas com temperatura inicial

de 94 °C por 1 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 mim, 72 °C por 2 min,

seguidos de 5 min a 72 °C de extensão final. Os amplicons foram checados em gel de

agarose 1%, corado com GelRed com GelRed (Uniscience), e a imagem foi visualizada e

capturada em transluminador (Applied Biosystems).  

Os fragmentos do DNAr 16S amplificados a partir de cada isolado foram purificados

utilizando  GFX  96  PCR  Purification  Kit  (GE  Health  Care)  e  sequenciados  em

sequenciador  automático  ABI:  Big  DyeTerminator v.3.1  Cycle  Sequencing (Applied

BioSystems),  tampão Save Money (Tris-HCl 0,1M, MgCl2 0,5mM), 3,2 mols dos primers.

Esta etapa foi realizada pela Divisão de Recursos Microbianos (Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas - CPQBA/UNICAMP).

2.8 Montagem dos contigs e análise taxonômica 

As  sequências  parciais  do  gene  RNAr  16S  obtidas  com  cada  primer foram

montadas em um contig (sequência única combinando os diferentes fragmentos obtidos)

com ajuda do programa phredPhrap (Ewing et.al, 1998) e comparadas com as sequências

de  RNAr  16S  de  organismos  representados  nas  bases  de  dados  Genbank



(http://www.ncbi.nem.nih.gov)  e  RDP  (Ribosomal  Database  Project,  Wisconsin,  USA,

http://www.http://rdp.cme.msu.edu/),  usando  as  rotinas  BLASTn  e  SequenceMatch,

respectivamente.

3. Resultados e Discussão

3.1 Avaliação da eficiência de remoção de amônia

Os resultados da avaliação da remoção de amônia pelos isolados ao longo de sete

dias  estão  representados  na  Figura  4.  Como  pode  ser  observado,  após  3  dias  de

inoculação a taxa de remoção de amônia foi de 100% para a maioria dos isolados. Este

resultado condiz com o encontrado na literatura, mostrando que o processo de remoção

de amônia por esses isolados pode ocorrer de maneira mais eficiente do que o processo

de  nitrificação  autotrófica,  onde  os  microrganismos  possuem crescimento  mais  lento,

consequentemente a remoção de amônia é mais lenta (Yao, et al., 2013; Zheng, et al.,

2012). 

 Figura 4. Taxas de remoção de amônia obtidas pelo teste colorimétrico para os seis isolados
analisados. 



3.2 Avaliação da nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia através de 

cromatografia gasosa

Através da detecção qualitativa  do gás nitrogênio  por  cromatografia  gasosa foi

avaliado a ocorrência do processo de nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbica.

Como observado na Figura 5, todos os seis isolados apresentaram um pico maior que o

controle negativo, que consistia no meio sem inoculação de nenhum micro-organismo,

sendo assim, houve a produção do gás nitrogênio por todos eles. Dentre todos isolados, o

1.27 e o 2.26 foram os que apresentaram um pico de menor intensidade. O mesmo pode-

se observar para a remoção de amônia, esses isolados foram os que mais demoraram a

atingir 100% de remoção. 

Figura 5. Detecção do gás nitrogênio por cromatografia gasoso pelos isolados bacterianos após
10 dias de inoculação. 



3.3  Amplificação  de  genes  relacionados  com  a  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação aeróbia

Como pode ser observado na Figura 3 as enzimas Nap e Hao estão relacionadas

com o processo de nitrificação e as enzimas NirS, NirK, NosZ e NorB estão relacionadas

com o processo de desnitrificação. A enzima NarG é uma nitrato redutase de membrana,

onde o nitrato é reduzido a nitrito como forma de obtenção de energia, estando assim

associado a respiração anaeróbia de alguns microrganismos (CHENEBY, D. et al., 2003).

Figura 3. Metabolismo do nitrogênio. Enzimas: 1-Nap, 2- NarG, 3-NirS, 4- NirK, 5- NorB, 6- NosZ,
7- Hao. Fonte: KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Ao observar os resultados na Tabela 2, nota-se que com exceção do isolado 2.26,

foi  possível  a  amplificação  de  genes  relacionados  tanto  a  nitrificação  quanto  a

desnitrificação para todos os microrganismos, incluindo o controle. Isso foi um forte indício

de  que  esses  microrganismos  eram  capazes  de  realizar  a  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação aeróbica,  uma vez  que possuem as enzimas relacionadas

com os  dois  processos.  No  isolado  2.26,  não  foi  possível  a  amplificação  dos  genes

testados,  sendo  assim,  presume-se  que  este  isolado  realiza  nitrificação



heterotrófica/desnitrificação aeróbica utilizando outra via, diferente das conhecidas até o

momento.  

Tabela 2-  Resultados das amplificações dos genes que codificam enzimas relacionadas aos
processos de nitrificação e desnitrificação.  (+) houve amplificação; (-) não houve amplificação. (C+:
Lodo  bruto)  Enzimas:  Nap  =  Nitrato  redutase  peripalmática;  NarG=  Nitrato  redutase  de  membrana
(respiração anaeróbica do nitrato); NirS=  Nitrito redutase para óxido nítrico (citocromo cd1 nitrito redutase);
NirK= Nitrito  redutase  para  óxido nítrico;  NorB= Óxido nítrico  redutase;  NosZ= Óxido  nitroso redutase;
HaoF=  Hidroxilamina a nitrito.

Isolados Nap NarG NirS NirK NorB NosZ HaoF

1.27 + - - - - - -
1.35 + - + - + + -
2.22 + - + - + + -
2.23 + - + - + + -
2.26 - - - - - - -
2V + - + - + + +
C+ + - - - - + +

3.4 Identificação Taxonômica dos isolados bacterianos

Os resultados da análise taxonômica mostraram que a maioria dos isolados foram

afiliados ao gênero  Pseudomonas e Rhodococcus  (Tabela 3). Esses gêneros já foram

amplamente  descrito  por  obter  espécies  capazes  de  realizar  a  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação aeróbica (Zhang, et al., 2011; He, et al. 2016; Li, et al.; 2015).

Entretanto espécies do gênero Gordonia ainda não haviam sido descritas como capazes

de realizar a nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbica.

Tabela 3-  Identificação taxonômica dos isolados.

Isolado Identificação taxonômica
1.27 Rhodococcus ruber DSM43338
1.35 Reenviado para sequenciamento
2.22 Pseudomonas sp.
2.23 Pseudomonas sp.
2.26 Gordonia amicalis
2V Pseudomonas stutzeri SD136



4. CONCLUSÃO

 
-  Os  microrganismos  testados  são  capazes  de  realizar  a  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação aeróbia simultânea;

-  O  isolado  2.26  (Gordonia  amicalis)  é  capaz  de  realizar  nitrificação

heterotrófica/desnitrificação  aeróbia  simultânea  porém  possivelmente  utilizando  outros

genes ou outra via, diferente das conhecidas até o momento;

- Mostram-se uma boa alternativa para melhorar o processo de remoção de amônia em

estações de tratamento de efluentes, pois apresentam uma boa eficiência na remoção da

amônia  em  um  curto  espaço  de  tempo,  e,  além  disso,  realizam  as  duas  etapas

simultaneamente, podendo ser realizadas nas mesmas condições para um biorreator.
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