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RESUMO
Nesse estudo, microrganismos metanotróficos foram enriquecidos 

a partir de lodo proveniente de um reator UASB tratando esgotos 

domésticos em reator em batelada sequencial (RBS) com meio 

autotrófico contendo nitrito e nitrato. As eficiências médias de remoção 

de nitrito e nitrato foram de 68% e 53%, respectivamente, provavelmente 

devido à atividade heterotrófica desnitrificante. A detecção de arquéias 

dos grupos ANME‑I e ANME‑II foram realizadas por PCR durante 

todo período de cultivo. A  estrutura da comunidade microbiana 

presente no inóculo e enriquecida no RBS após 100 dias de operação 

foi estudada por pirosequenciamento. Os resultados das análises 

demonstraram que a comunidade enriquecida no reator foi diferente 

à inoculada. Os filos dominantes no inóculo foram Synergistestes, 

Firmicutes e Euryarchaeota, ao passo que na biomassa enriquecida 

Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chloroflexi e Proteobacteria 

predominaram. As condições de cultivo do RBS reduziram a abundância 

de Methanobacterium (8% para 1%) e selecionaram bactérias 

metanotróficas como Methylocaldum, Methylocistis e Methylosinus. 

As sequências de Methylocaldum sp. apresentaram abundância relativa 

de 2.5%. A presença e elevada predominância do filo Verrucomicrobia 

na biomassa enriquecida do RBS sugere que outras espécies de 

metanotróficas, ainda pouco conhecidas, relacionadas a este filo 

podem estar presentes no reator. O  potencial de oxidação anaeróbia 

do metano foi determinado para ambas amostras e revelaram que a 

atividade metanotrófica da biomassa foi aproximadamente três vezes 

maior que a do inóculo. Em suma, estes resultados sugerem que o 

inóculo usado e as condições de cultivo aplicadas foram adequados 

para o enriquecimento de metanotróficas. 
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ABSTRACT
In this study, methanotrophic microorganisms were enriched from 

sludge derived from a UASB reactor treating domestic sewage. The 

enrichment was performed in a sequencing batch reactor (RBS) with an 

autotrophic medium containing nitrite and nitrate. The nitrite and nitrate 

removal efficiencies were 68% and 53%, respectively, probably due to 

heterotrophic denitrification. Archaeal cells of the ANME‑I and ANME‑II 

groups were detected by PCR throughout the whole cultivation period. 

The microbial community composition of the biomass present in the 

inoculum and enriched in RBS after 100 days of operation was investigated 

and compared with the help of data obtained from pyrosequencing 

analyses. Pyrosequencing analysis demonstrated that the community 

enriched in the reactor had differing composition from the inoculum. The 

dominant phyla detected in the inoculum were Synergistestes, Firmicutes 

and Euryarchaeota while in the enriched biomass Planctomycetes, 

Verrucomicrobia, Chloroflexi and Proteobacteria predominated. 

The cultivation conditions applied decreased the abundance of 

Methanobacterium (from 8 to 1%) and selected for methanotrophic bacteria 

such as Methylocaldum, Methylocistis and Methylosinus. Sequences of 

Methylocaldum sp. accounted for 2.5% of the total reads. The presence and 

high predominance of Verrucomicrobia in the enriched biomass suggest 

that other unknown methanotrophic species related to this phylum might 

also have occurred in the reactor. The potential for anaerobic oxidation 

of methane was determined for both samples and revealed that the 

methanotrophic activity of the enriched biomass was almost three times 

greater than in the inoculum. Taken together these results indicated that 

the inoculum used and the cultivation conditions applied were adequate 

for the methanotrophic enrichment. 
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INTRODUÇÃO 
Atualmente, as emissões significativas do gás metano (CH4) vêm sendo 
relacionadas às fontes antrópicas, como o uso do solo para a pecuária, 
agricultura e emissão por processos de tratamento e armazenamento 
de resíduos sólidos e efluentes líquidos, como aterros sanitários e rea‑
tores anaeróbios (REEBURGH, 2007; KNITTEL & BOETIUS, 2009)

Dentre as fontes acima, destaca‑se o tratamento anaeróbio de esgoto 
doméstico através de Reatores Anaeróbios de Fluxo Ascendente e de 
Manta de Lodo (do inglês, Upflow Anaerobic Sludge Blanket ‑ UASB), 
que no Brasil, é uma tecnologia bem estabelecida para o tratamento 
de esgoto doméstico (CHERNICHARO, 2007). A comunidade micro‑
biana presente no reator UASB degrada a matéria orgânica na ausência 
de oxigênio em produtos como gás carbônico, gás sulfídrico e metano. 
Na fase gasosa, o metano pode ser coletado e usado como fonte de 
energia, mas dissolvido no efluente é difícil para ser recuperado, prin‑
cipalmente sob baixas temperaturas (LUESKEN, 2011). A liberação de 
metano dissolvido no efluente também pode contribuir para o efeito 
estufa (CAKIR & STENSTROM, 2005; BOGNER et al., 2008; LUESKEN, 
2011; SOUZA & CHERNICHARO, 2011).

Recentemente, alguns trabalhos detectaram microrganismos meta‑
notróficos, em amostras de água doce, oceanos, pastagens, arrozais 
(HANSON & HANSON, 1996) sob condições aeróbias e sedimentos de 
lagos de água doce, lodos de digestores, zonas marinhas anóxicas sob 
condições anaeróbias (ETTWIG et al., 2008; HU et al., 2009; KNITTEL 
& BOETIUS, 2009; LUESKEN et al., 2011b).

A oxidação aeróbia do metano é realizada por bactérias metanotrófi‑
cas da classe γ‑Proteobacteria, família Methylococcaceae (Tipo I) e classe 
α‑Proteobacteria, famílias Methylocystaceae e Beijerinckiaceae (Tipo II) 
(WHITTENBURY & KRIEG, 1984; BOWMAN; SLY; STACKEBRANDT, 
1995; HANSON & HANSON, 1996; LIEBNER & WAGNER, 2007). 
Dentro de α‑Proteobacteria, o gênero Sphingopyxis sp. MD2, isolado 
de um cultivo microbiano foi relacionado à remoção simultânea de 
metano e compostos sulfurosos voláteis (como H2S, methanethiol e 
dimetil sulfeto) utilizando o oxigênio como aceptor de elétrons para 
ambos compostos. O metano é oxidado a CO2, ao passo que os compos‑
tos sulfurosos são oxidados a sulfato via H2S (LEE; KIM; CHO, 2012). 
Além do filo Proteobacteria, algumas bactérias acidófilas pertencentes 
ao filo Verrucomicrobia também foram relatadas por Dunfield et al. 
(2007) como oxidadoras de metano.

A oxidação anaeróbia do metano (OAM) é um mecanismo que pode 
ser mediado por arquéias anaeróbias (ANME) subgrupos ANME‑1, 
ANME‑2 (relacionadas à Methanomicrobiales e Methanosarcinales) 
(BOETIUS et al., 2000; ORPHAN et al., 2002) e ANME‑3 (relacio‑
nada à Methanococcoides spp (KNITTEL& BOETIUS, 2009) ou ainda 
por bactérias pertencentes ao filo NC10 (HINRICHS et al., 1999; 
VALENTINE, 2002; NAUHAUS et al., 2005; ETTWIG et al., 2009). 
A OAM realizada por ANME é usualmente acoplada à redução do 

sulfato, que produz quantidades relativamente baixas de energia, ou à 
redução de nitrato (BARNES & GOLDBERG, 1976; MEULEPAS et al., 
2010; SMEMO & YAVITT, 2011). 

A oxidação realizada por bactérias do filo NC10 é um processo 
designado como N‑DAMO, Nitrite‑Dependent Anaerobic Methane 
Oxidation (ETTWIG et al., 2009). Nessa reação, o metano é parcial‑
mente oxidado resultando em compostos orgânicos como metanol ou 
acetato, que são subsequentemente usados para desnitrificação pro‑
duzindo dióxido de carbono (CO2) e gás nitrogênio (N2) (ETTWIG 
et al., 2009; LUESKEN, 2011). De acordo com Ettwig (2010), estudos 
de isótopos estáveis sugeriram que microrganismos relacionados ao filo 
NC10 poderiam fabricar seu próprio oxigênio molecular retirando‑o do 
óxido nitroso proveniente da redução do nitrito. Sendo assim, o oxigê‑
nio produzido seria utilizado para oxidar metano por uma via aeróbia 
em um ambiente anaeróbio.

Pesquisas anteriores demonstraram o enriquecimento de micror‑
ganismos desnitrificantes a partir de sedimentos de valas agrícolas 
(ETTWIG et al., 2008; ETTWIG et al., 2009). Raghoebarsing et al. 
(2006), enriqueceu N‑DAMO utilizando como inóculo sedimentos de 
água doce. Hu et al. (2009) também enriqueceu este grupo de micror‑
ganismos a partir de um inóculo misto contendo sedimentos de água 
doce, lodo de digestores e lodo de retorno do sistema de lodos ativados. 

No Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento da Universidade 
Federal de Migas Gerais (UFMG) (CEPTs/DESA/COPASA), Garcia 
(2009) detectou bactérias e arquéias metanotróficas na escuma e no 
lodo, respectivamente, em diferentes reatores UASB tratando esgo‑
tos domésticos. Não obstante, a identificação e enriquecimento desses 
microrganismos não foi realizada, tampouco foram feitos ensaios para 
comprovar o potencial de oxidação aeróbio e anaeróbio de metano, por 
parte das amostras investigadas 

Diante disso e da escassez de trabalhos a respeito desse grupo de 
microrganismos em amostras de lodo proveniente exclusivamente 
de reatores UASB tratando esgoto doméstico, o presente trabalho teve 
como objetivo enriquecer microrganismos metanotróficos, incluindo 
metanotróficos relacionados ao processo N‑DAMO, em um reator em 
batelada sequencial (RBS), a partir de lodo anaeróbio proveniente de 
um reator UASB. Pretendeu‑se ainda verificar a atividade metanotró‑
fica do inóculo e da biomassa enriquecida para estabelecer o potencial 
de oxidação anaeróbia do metano por esses microrganismos. 

MATERIAL E MÉTODOS

Lodo de Inóculo e aparato experimental
O lodo proveniente de um reator UASB tratando esgotos domésticos 
de Belo Horizonte foi utilizado como inóculo para enriquecer micror‑
ganismos metanotróficos devido a estudos prévios que detectaram 
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arquéias metanotróficas por PCR nessas amostras (GARCIA, 2009) 
com os pares de primers ANME‑F e 907R (THOMSEN; FINSTER; 
RAMSING, 2001) sugerindo, portanto, que eles poderiam estar pre‑
sentes. Para o enriquecimento desses microrganismos, um fermentador 
de vidro em escala de bancada de 1,3 L (BioFlo110®, New Brunswick 
Scientific Co.,Enfield, CT, USA) foi utilizado. O equipamento possui 
controle automático de temperatura (manta aquecedora), eletrodo de 
pH, agitação, sensor de oxigênio dissolvido (OD) e sensores de nível 
para controlar o afluente e efluente do interior do RBS.

A temperatura foi mantida a 35°C (HU et al., 2009) e o pH per‑
maneceu no intervalo de 6,8 a 7,5 (LUESKEN, 2011). As condições de 
anaerobiose foram mantidas injetando‑se gás N2 (99.99%) no meio 
líquido e na atmosfera livre do frasco de alimentação. Na atmosfera 
do reator, fluxionava‑se diariamente gás metano (99,9%) a uma vazão 
de 100 mL.min‑1 durante 3 minutos. 

O reator foi alimentado com o meio autotrófico com composição 
similar à previamente descrita por Luesken et al. (2011a). A concen‑
tração final de nitrito e nitrato no meio foram 100 mg.L‑1 e 25 mg.L‑1, 
respectivamente. 1 L de lodo de UASB foi utilizado como inóculo a 
uma concentração de 16 g.L‑1 de STV.

O fermentador foi monitorado durante um período de 241 dias sob 
a forma de RBS e tempo de detenção hidráulica (TDH) de 47 horas, 
compreendendo dois ciclos de operação de 23,5 horas cada, que incluí‑
ram três fases:
1.	 fase de alimentação (3 horas), na qual 500 mL de meio de cultura 

eram adicionados ao reator (sob contínua agitação) e permaneciam 
reagindo com a biomassa por cerca de 20 horas;

2.	 fase de sedimentação da biomassa (30 minutos), na qual a agitação 
era desligada permitindo a decantação da biomassa;

3.	 fase de retirada do meio (30 minutos), na qual 500 mL de efluente 
eram retirados. 

Procedimentos analíticos
As concentrações de nitrito e nitrato afluentes e efluentes foram moni‑
toradas três vezes por semana. A concentração de NO2‑N foi deter‑
minada colorimetricamente, de acordo com o método 4500 NO2‑B 
(APHA, 2005). Através do método, obteve‑se nitrogênio na forma 
de nitrito (N‑NO2

‑) que foi convertido à concentração de NO2
‑ para 

análises gráficas dos resultados. Sólidos totais voláteis também foram 
determinados de acordo com APHA (2005).

A concentração de nitrato foi analisada via cromatógrafo iônico 
(Metrohm, Herisau, Switzerland) com supressão química e detector de 
condutividade, através do método 4110B (APHA, 2005). 

Análises estatísticas utilizando‑se o programa Statistica 8.0 foram 
realizadas para comparar a eficiência de remoção de nitrito e nitrato 
ao longo dos diferentes períodos de operação do RBS. Para esta análise, 
utilizou‑se o teste de Kruskall‑Wallis (α=5%). Comparações entre as 

concentrações afluentes e efluentes de nitrito e nitrato em cada período 
também foram avaliadas através do teste de Mann‑Whitney (α=5%). 

Análise da comunidade microbiana 
presente no inóculo e na biomassa 
do reator em batelada sequencial

Detecção através de PCR

A biomassa do RBS foi amostrada nos dias 0 (inóculo), 100 e 191 dias 
de operação. O RBS foi subdividido em 3 períodos operacionais, clas‑
sificados como período 1 (dias 1 a 100), período 2 (dias 101 a 191), 
período 3 (dias 192 a 241). Ressalta‑se, portanto, que a subdivisão em 
períodos foi determinada em função das coletas de biomassa para os 
ensaios de oxidação do metano e análises moleculares.

Para análises moleculares, 10 mL das amostras do inóculo e da 
biomassa do reator foram coletadas, centrifugadas a 14.000 rpm por 
10 minutos e o pellet foi usado para os estudos. O DNA foi extraído 
usando o protocolo descrito por EGLI et al. (2003). As concentra‑
ções de DNA total foram estimadas através de um espectrofotômetro 
NanoDrop (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). A par‑
tir do DNA obtido, fragmentos da subunidade 16S do gene do RNA 
ribossomal foram amplificados utilizando‑se iniciadores específicos 
para microrganismos metanotróficos. Para detectar arquéias meta‑
notróficas utilizaram‑se os primers ANME‑F e 907R (THOMSEN; 
FINSTER; RAMSING, 2001). 

Para a detecção de metanotróficas desnitrificantes, foi realizada 
uma PCR direta com os iniciadores A189_b (LUESKEN et al., 2011b) 
e o 682R (HOLMES et al., 1995), de acordo com metodologia descrita 
por Ettwig et al. (2009). Para a detecção de Candidatus Methylomirabilis 
oxyfera (bactéria pertencente ao filo NC10), foi realizada uma PCR nested 
com os iniciadores A189_b e cmo682 (LUESKEN et al., 2011b). O pro‑
duto desta reação foi utilizado em um segundo PCR com os iniciadores 
cmo182 e cmo568 (LUESKEN et al., 2011b). A presença e o tamanho 
dos fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose 
1%, através da aplicação de uma alíquota de 2 μL do produto da PCR. 

Pirosequenciamento 454

A técnica do pirosequenciamento foi utilizada para análise da comu‑
nidade microbiana das amostras do inóculo e 100 dias de opera‑
ção do RBS. O DNA genômico foi extraído de acordo com Egli et al. 
(2003) e purificado usando‑se o kit de purificação Wizard® Genomic 
DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). O DNA total 
foi estimado utilizando o Espectrofotômetro NanoDrop (NanoDrop 
Technologies®, Wilmington, DE, USA).

O DNA foi precipitado em etanol 95% e seco à 50ºC. As amostras 
desidratadas foram enviadas para o Instituto de Agrobiotecnologia de 
Rosario (INDEAR, Santa Fe, Argentina) onde o pirosequenciamento foi 
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realizado usando um equipamento 454 GS‑FLX (Life Sciences, Roche). 
Barcodes com 10 pb foram incluídos para cada amostra. Os genes 
RNAr 16S foram amplificados com primers para a região v4: 515F (5’‑ 
CACGACGTTGTAAAACGACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA‑3’), 
no qual uma sequência adaptadora (tag) foi incluído e 806R 
(5’‑CAGGAAACAGCTATGACCGGACTACVSGGGTATCTAAT‑ 3’). 
As sequências foram analisadas utilizando‑se o software Quantitative 
Insights Into Microbial Ecology (QIIME) (CAPORASO et al., 2010). 
Todas as sequências obtidas foram depositadas na base de dados 
Sequence Read Archive (SRA) do National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) sob o número de acesso SRP049924. As sequências 
com comprimento inferior a 200 pb, coeficiente de qualidade menor 
que 25, homopolímeros de tamanho maior que 6 e bases ambíguas 
foram removidas. Para a definição das unidades taxonômicas ope‑
racionais (UTO), utilizou‑se o algoritmo UCLUST (EDGAR, 2010) 
adotando‑se similaridades de 97%. As sequências foram classificadas 
usando‑se a ferramenta Ribomossal Database Project (http://rdp.cme.
msu.edu/classifier/classifier.jsp).

Os índices de diversidade alfa Shannon‑Wiener (H’), Equitabilidade 
de Pielou (J’) e diversidade beta (Bray‑Curtis) de cada amostra foram 
calculados através do software Past (versão 3.0). As UTOs classificadas 
como diferentes gêneros de metanotróficas foram selecionadas e usa‑
das para a construção de uma árvore filogenética por meio do software 
MEGA 4 (TAMURA et al., 2007) por meio do método neighbor‑joining. 
Realizou‑se o teste de Bootstrap para 1000 recombinações para realizar 
uma estimativa de confiança da árvore.

Ensaio do Potencial de Oxidação Anaeróbia do 
Metano e determinação da atividade metanotrófica
Para a realização dos ensaios, utilizou‑se o Procedimento Operacional 
Padrão da Rede PROSAB Microbiologia (GARCIA, 2009) modificado 
de Mcdonald et al. (1999). A atividade metanotrófica inicial e no dia 
191 foram realizadas com lodo de inóculo do reator UASB e lodo cole‑
tado do RBS após 191 dias de operação, respectivamente. 

Cerca de 20 mL de lodo e/ou biomassa do reator foram previa‑
mente lavadas com tampão fosfato salino (PBS 1X: 130 mM NaCl; 
10 mM Na2HPO4.12H2O, 3 mM NaH2PO4.H2O; pH 7,2) centrifugados 
por 10 minutos a 4.000 rpm. O pellet foi ressuspendido em 20 mL de 
meio de cultura (LUESKEN et al., 2011a), homogeneizado e as alíquotas 
distribuídas em frascos de antibiótico de 110 mL previamente autocla‑
vados. Após a distribuição, os frascos foram vedados com batoques de 
borracha (butila) e lacres de alumínio. Posterimente, para o estabeleci‑
mento de condições anaeróbias no interior dos frascos, a atmosfera de 
cada frasco foi “lavada” com gás inerte (N2, 99,99%), através da intro‑
dução de uma agulha de entrada de gás e outra de saída no meio do 
batoque de borracha, durante 2 minutos. 

Na atmosfera vazia de cada frasco, adicionou‑se 20 mL de metano 
(99,9%) por meio de uma seringa esmerilhada. Entretanto, no caso dos 
frascos contendo lodo de inóculo (oriundo de reator UASB) como este 
apresentava produção de metano, a adição do gás metano bem como a 
determinação do consumo deste composto, só foram realizadas após 
a diminuição da atividade metanogênica. Esse declínio do volume de 
metano no headspace dos frascos foi monitorado duas vezes por semana 
através das coletas de biogás e análises cromatográficas. 

Para a o lodo de inóculo (UASB), os ensaios foram realizados em tri‑
plicata utilizando‑se uma triplicata de lodo autoclavado como controle. 
Para os ensaios com a biomassa enriquecida, realizou‑se os ensaios em 
duplicata, uma vez que a retirada excessiva de biomassa do reator pode‑
ria prejudicar o experimento de enriquecimento. As amostras foram 
incubadas em agitador orbital a 250 rpm a uma temperatura de 30ºC. 

Realizou‑se amostragem de 1 mL de gás contido no headspace duas 
vezes por semana a fim de verificar a queda da porcentagem de metano 
nos ensaios. O gás coletado foi injetado em cromatógrafo gasoso (Perkin 
Helmer Auto System equipado com detector de condutividade térmica – 
TCD). As análises cromatográficas ocorreram utilizando‑se o gás He 
como gás de arraste e temperatura da coluna em 220ºC. Cada corrida 
teve o tempo de duração total de 4,5 minutos, sendo que o tempo de 
retenção do metano ocorreu por volta de 2,75 min. 

O volume de metano foi calculado a partir da porcentagem de 
metano encontrada, pelo volume do headspace do frasco. O valor resul‑
tante foi dividido por 100, para obter‑se o volume de metano contido 
nas amostras. A porcentagem de metano foi obtida utilizando‑se o gás 
padrão (47,1% de CH4, 25% de CO2, 2% de H2, 5%CO e 20,9%N2) de 
composição e área conhecidas. 

Gráficos de séries temporais foram plotados e, as taxas de consumo 
de metano foram calculadas a partir da derivada do volume em fun‑
ção do tempo (dV/dt) nos pontos correspondente aos dias analisados. 
Como resultados, utilizou‑se o valor da mediana das taxas. O valor 
da mediana das taxas calculado foi dividido pela massa de lodo ino‑
culada (g.STV) pra obtenção da atividade metanotrófica dos ensaios.

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Enriquecimento em reator em batelada sequencial
A Figura 1 apresenta as concentrações de nitrito e nitrato (afluentes e 
efluentes) e eficiência de remoção ao longo dos 241 dias de operação 
do reator, divididos em 3 períodos (P1, P2 e P3). O periodo 1 (P1), teve 
duração de 100 dias, e correspondeu à fase inicial de operação do rea‑
tor. Esta foi marcada, inicialmente, pelo consumo intenso de nitrito, o 
qual, por volta do 50° dia, diminuiu. Para o nitrato, o consumo mais 
intenso ocorreu nos 100 primeiros dias. 
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Durante P1, possivelmente a desnitrificação heterotrófica foi o pro‑
cesso predominante. A atmosfera anaeróbia e a presença de nitrito e nitrato 
permitiram a estabilização da matéria orgânica oriunda do inóculo e da 
própria biomassa. Após o consumo da matéria orgânica prontamente 
disponível, teve início o processo de respiração endógena das bactérias 
heterotróficas desnitrificantes, uma vez que o meio de cultura era auto‑
trófico e não poderia garantir suplementação necessária a estas bactérias.

O período 2 (P2) caracterizou‑se pela continuidade no decai‑
mento do consumo de nitrato e nitrito e durou aproximadamente 
90 dias. Nessa etapa, exauriu‑se qualquer fonte externa de substratos 
orgânicos, o que resultou em significativa redução da atividade desni‑
trificante. As concentrações de nitrito e nitrato efluente oscilaram, em 
alguns momentos foram altas (próximas às concentrações afluentes), e, 
em outros, baixas, não sendo possível estabelecer uma tendência nítida 
de consumo. Não obstante, foi observada diferença significativa entre 
as concentrações afluentes e efluentes de nitrito e nitrato durante o 
período (Mann‑Whitney, p=0 para nitrito e nitrato; α=5%), indicando 
que ambos aceptores foram consumidos.

O período 3 (P3) foi marcado por uma redução ainda mais elevada 
no consumo de nitrito e nitrato (Mann‑Whitney, p=0 para nitrito; e 
p=0,00001 para nitrato; α=5%).

Os resultados de eficiência de remoção de nitrito e nitrato no inte‑
rior do reator para todo o período avaliado apresentaram média para 
nitrito de 68 % (±24%) (mediana=70%) e média para nitrato de 53% 
(±22%) (mediana=53%). Para verificar a existência de diferenças sig‑
nificativas para a eficiência de remoção de nitrito e nitrato entre os 
períodos amostrados (P1 a P3), a análise de variância não paramétrica 
Kruskall Wallis foi utilizada (α=5%).

A eficiência de remoção de nitrito no período P1 apresen‑
tou diferença significativa em relação aos demais períodos (valor 
de p=0,0020 e 0,0001, respectivamente, para P2 e P3). Os perío‑
dos P2 e P3, entretanto, não apresentaram diferenças significati‑
vas quando comparados entre si (p=0.6721). Ao que tudo indica, 
o período P2 parece ser um período de transição entre as fases 2 
e 3, e tal fato poderia justificar a ausência de diferença estatística 
entre estes períodos.
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Para os dados de nitrato, observou‑se a mesma tendência, anterior‑
mente apresentada para nitrito, apontando diferença significativa de 
P1 com os demais períodos (p=0 para P2 e P3). De acordo com a aná‑
lise estatística, não houve diferença entre os períodos 2 e 3 (p=0,1176).

Para melhor compreensão dos dados, gráficos do tipo Box‑plot foram 
construídos com dados referentes às eficiências de remoção de nitrito e 
nitrato ao longo dos períodos. A Figura 2 apresenta os dados obtidos. 

A partir das análises gráficas bem como das análises estatísticas 
pode‑se verificar que o período 1 e 3 apresentaram, respectivamente, 
o maior e menor consumo para ambos os aceptores de elétrons. A pre‑
sença de arquéias metanotróficas no interior do reator poderia justi‑
ficar o consumo do nitrato, que, assim como reportado na literatura 
(ETTWIG et al., 2009; HU et al., 2009) é preferencialmente consumido 
pelas arquéias na oxidação do metano. O nitrito disponível é consu‑
mido pelas bactérias metanotróficas desnitrificantes (filo NC10) (ETTWIG 
et al., 2009). Entretanto, dados preliminares de detecção via PCR não 
detectaram bactérias do filo NC10 nas amostras da biomassa do RBS. 

Nesse sentido, o consumo simultâneo de nitrito e nitrato pode 
indicar o crescimento de grupos microbianos distintos que serão dis‑
cutidos no próximo item.

Análise da comunidade microbiana 
do inóculo e enriquecida no reator

Detecção por PCR com primers 

específicos para metanotróficas

Arquéias metanotróficas do grupo ANME foram detectadas através da 
PCR com iniciadores específicos (ANME‑F/ 907R), nas amostras do 

inóculo bem como na biomassa do reator nos períodos P1 (1‑100) e 
P2 (101‑191) conforme apresentado na Figura 3. 

Os microrganismos do grupo ANME pertencem ao filo Euryarchaeota 
e estão relacionados às arquéias metanogênicas, que, dentro de alguns 
grupos, são capazes de realizar a metanogênese reversa. De acordo 
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Figura 3 – Detecção por PCR com os primers ANME‑F e 907R para o 
RNAr 16S de arquéias metanotróficas. (1) Padrão de peso molecular 
(Ladder Express); (2) inóculo; (3) biomassa do RBS durante o período P1; 
(4) biomassa do reator em batelada sequencial durante o período P2; 
(5) controle negativo.
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com estudos do gene RNAr 16S, os grupos ANME ‑1, ANME‑2 e 
ANME‑3 não são monofiléticos e a distância filogenética entre estes 
é grande podendo apresentar uma similaridade que varia entre 75 e 
92% (KNITTEL & BOETIUS, 2009). Orphan et al. (2002) mostraram 
que as células de ANME‑I e ANME‑II assimilam o carbono do metano 
durante a OAM. Além da identificação através do gene RNAr 16S, as 
populações de ANME têm sido identificadas pelo uso de biomarca‑
dores específicos lipídicos e pelo uso de isótopos de carbono estáveis 
(KNITTEL & BOETIUS, 2009).

Metanotróficas desnitrificantes pertencentes ao filo NC10, tal como 
o gênero Candidatus Methylomirabilis oxyfera, não foram detectadas 
por PCR usando os primers descritos por Ettwig et al. (2009).

Composição da comunidade microbiana por 

pirosequenciamento 454

O pirosequenciamento das amostras do inóculo e da biomassa enri‑
quecida após 100 dias de operação do reator (P1), gerou 4.843 e 
8.838 sequências de alta qualidade, respectivamente, totalizando 
13.681 sequências recuperadas. A maioria das sequências possuía 
entre 200 a 220 pb e foram agrupadas em 407 unidades taxonômicas 
operacionais (UTO). Entre o total de UTOs analisadas, apenas 2,7% 
foram comuns às duas amostras.

A composição da comunidade microbiana em nível de filo, para 
as duas amostras analisadas, é apresentada na Figura 4. Os filos mais 

abundantes, em ambas as amostras foram Synergistetes (53±37%), 
Planctomycetes (21±14%), Verrucomicrobia (18±13%), Firmicutes 
(13±3%), Chloroflexi (12±8%), Proteobacteria (11±8%), Euryarchaeota 
(8±5%), Acidobacteria (6±4%), Actinobacteria (2±2%), Bacteroidetes 
(2±1%), Nitrospira (1%), OP10 (1%), BRC (1%). Outros filos, tais como 
Gemmatimonadetes, Spirochaetes e WS3 estiveram presentes em baixa 
abundância (≤0,2%). Para as amostras do inóculo, os filos mais abundan‑
tes foram Synergistetes (53%), Firmicutes (13%) e Euryarchaetoa (8%), 
ao passo que, para a amostra enriquecida após 100 dias de cultivo, pre‑
dominaram os filos Planctomycetes (21%), seguidos do Verrucomicrobia 
(18%) e Chloroflexi (12%). 

As duas amostras analisadas apresentaram diferenças na comu‑
nidade microbiana quando o índice de similaridade de Bray Curtis 
foi calculado. O índice apresentou valor baixo (0,01) evidenciando 
baixa similaridade entre as amostras, indicando que as comuni‑
dades são bem diferentes em relação à composição e abundância 
das UTOs. Portanto, sugere‑se que o meio de cultura utilizado, 
bem como as condições operacionais do reator, exerceram forte 
pressão seletiva modificando a comunidade microbiana ao longo 
dos 100 dias de cultivo, inibindo o crescimento de Synergistetes, 
diminuindo sua pressão competitiva, e com isto, o crescimento 
das outras espécies menos competidoras foi favorecido, aumen‑
tando assim suas abundâncias e equitabilidade da comunidade. 
O grupo Firmicutes também teve sua abundância reduzida no 
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reator ao longo do cultivo (Figura 4), indicando que as condições 
do reator (meio autotrófico) não eram favoráveis para o desen‑
volvimento destas bactérias que em sua maioria são fermentado‑
ras e geralmente estão presentes em sistemas anaeróbios com alta 
concentração de matéria orgânica.

Os índices de Shannon (H’) e Equitabilidade de Pielou (J´) foram 
analisados e também mostraram que houve diferença entre as comu‑
nidades presentes no inóculo e após 100 dias de operação do reator 
(Tabela 1). Para o índice de Shannon, os resultados indicaram grande 
diversidade entre as duas comunidades microbianas analisadas. Dessa 
forma, o índice de Equitabilidade (J´) apresentou valores inferiores a 
1, sugerindo heterogeneidade de espécies para ambas amostras. Não 
obstante, um pequeno aumento entre as amostras do inóculo e bio‑
massa do reator foram observadas podendo indicar uma tendência à 
uniformidade da comunidade ao longo do período de cultivo e ope‑
ração do reator. 

Comparação dos grupos taxonômicos mais abundantes

Para a construção dos gráficos dos táxons mais abundantes, conside‑
rou‑se as ordens e os gêneros presentes em abundância relativa igual 
ou acima de 1% (WANG et al., 2012). Do total de 407 UTOs obtidas 
a partir do pirosequenciamento, 62,16% foram classificadas em nível 
de ordem e 36,1% foram classificadas em nível de gênero. A Figura 5, 
apresentam, respectivamente, as ordens e os gêneros iguais ou acima 
de 1% presentes nas amostras.

Microrganismos predominantes no lodo do inóculo
No lodo de UASB utilizado como inóculo do RBS, foram predominan‑
tes os gêneros da ordem Synergistales (Synergistetes): Aminobacterium 
(18%), Aminomonas (23%), Synergistes (6%) e Cloacibacillus (1%) 
(Figura 5). Esses microrganismos são anaeróbios estritos, fermenta‑
dores de aminoácidos e foram relatadas em trabalhos anteriores em 
sistemas de tratamento de esgotos (GANESAN et al., 2008; MAC 
CONELL, 2014). Esses microrganismos disponibilizam ácidos gra‑
xos de cadeia curta para as arquéias metanogênicas, presentes em 
elevada abundância (8%) nesse sistema (SILVA, 2012; COSTA et al., 
2014). Bactérias pertencentes à ordem Clostridiales também foram 

encontradas no inóculo e depois tiveram sua abundância relativa 
reduzida ao longo do enriquecimento e cultivo. Essas bactérias são 
fermentadoras e geralmente encontradas em sistemas anaeróbios 
(CARDINALI‑REZENDE et al., 2013).

Outro gênero predominante no inóculo foi o Methanobacterium 
(8%), pertencente ao filo Euryarchaeota. Os microrganismos do 
gênero Methanobacterium são arquéias metanogênicas hidrogeno‑
tróficas (LECLERC et al., 2001; 2004). Leclerc, Delgènes e Godon 
(2004) também detectaram em um digestor anaeróbio, a dominância 
de Methanobacterium. Segundo o autor, o gênero supracitado, junta‑
mente com Methanobrevibacter, Methanospirilum, Methanoculleus e 
Methanocorpusculum são os gêneros de hidrogenotróficas mais fre‑
quentemente isolados em reatores anaeróbios. Methanobrevibacter, 
e Methanospirilum estiveram presentes no lodo de inóculo, porém 
em baixa abundância (inferior a 0,2%). O gênero Methanosaeta, for‑
mado por bactérias acetoclásticas, também foi detectado no inóculo 
em baixa abundância (cerca de 0,2%). Raskin et al. (1994) utilizando 
sondas de oligonucleotídeos complementares ao RNAr 16S, identi‑
ficou em amostras de digestores anaeróbios de lodo de esgoto, os 
gêneros Methanosarcina e Methanosaeta como os mais abundan‑
tes na amostra.

Além dos gêneros relatados, verificou‑se a presença da família 
Veillonellaceae, filo Firmicutes, em 5% de abundância no inóculo. 
Cardinali‑Rezende et al. (2013) relataram a predominância deste filo 
em amostras de lodo de reator UASB. O pirosequenciamento não per‑
mitiu a classificação destas sequências em nível de gênero. Membros da 
família Veillonellaceae são gram‑positivos, quimiorganotróficos, anae‑
róbios e morfologicamente diversos, apresentando formas de bacilos, 
cocos e vibriões (VOS et al., 2009).

Sequências de bactérias do filo BRC1 (1%) e OP10 (0,5%) 
foram detectadas. O filo BRC1 foi descrito na literatura sendo 
representativo de arrozais, mas além destes ambientes, já foram 
detectados em sedimentos anóxicos marinhos (DONACHIE; HOU; 
LEE, 2004) e em reator Anammox (PEREIRA et al., 2014). Tessaro 
(2012) através de um experimento de DNA‑SIP 13CH4, identificou, 
além de microrganismos metanotróficos (gênero Methylocaldum), 
microrganismos do filo OP10, o qual o metano marcado havia 
sido incorporado. Este fato sugere a importância desse filo junto 
à oxidação do metano, embora seu papel permaneça desconhe‑
cido na literatura.

Bactérias redutoras de sulfato relacionadas à OAM em ambien‑
tes marinhos, tais como Desufosarcina, Desulfococcus e Desulfobulbus 
não foram detectadas no inóculo, tampouco após 100 dias de cul‑
tivo. Entretanto, outros gêneros de redutoras de sulfato, tais como 
Desufobacter, Desulfovibrio e Desulfohabdus foram encontradas, sendo 
os dois primeiros gêneros no inóculo e o último presente na amostra 
após 100 dias de enriquecimento.

Tabela 1 – Análise da diversidade das amostras do inóculo e reator em 
batelada sequencial (100 dias de operação) por meio de índices de 
Shannon e Equitabilidade.

Inóculo RBS – 100 dias

Número de Sequências lidas 4.843 8.838

Riqueza 201 UTOs 221 UTOs

Shannon (H´) 3,11 (±0,3) 3,51(±0,3)

Equitabilidade de Pielou (J´) 0,58 (±0,04) 0,65 (±0,04)

RBS: reator em batelada sequencial; UTO: unidades taxonômicas operacionais.
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Figura 5 – Composição da comunidade microbiana presente no inóculo e após 100 dias de operação. (A) Nível taxonômico de ordem; (B) Nível 
taxonômico de gênero. As unidades taxonômicas operacionais com abundância relativa inferior a 1% estão representadas como outros (ordens 
ou gêneros).
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Gêneros predominantes no reator 
após 100 dias de enriquecimento e cultivo
Grande diversidade de níveis taxonômicos foi encontrada na biomassa 
do reator após 100 dias de cultivo (fase P1). Os microrganismos pre‑
sentes em maior abundância, envolvidos na oxidação do metano e con‑
sumo de nitrato e nitrito serão descritos. 

Planctomycetes

Este filo foi detectado em maior abundância (21%) (Figura 4). Bactérias 
pertencentes ao filo Planctomycetes possuem grande número de caracte‑
rísticas distintas e não usuais, como parede celular sem peptideoglicano, 
compartimentalização interna, além de características moleculares úni‑
cas em seus genes RNAr. São aeróbias facultativas, quimiorganotróficas 
com exceção dos microrganismos responsáveis pela oxidação anaeróbia 
da amônia (anammox), gram‑negativas (em sua maioria) e de cresci‑
mento lento. Algumas espécies pertencentes ao gênero Planctomyces 
são capazes de crescer em meio anaeróbio e reduzir nitrato a nitrito. 
Além disso, já foram relatadas em sistemas de tratamento de efluentes 
e lixiviados de aterros sanitários (KRIEG et al., 2010).

Dentro deste filo, predominou a família Planctomycetaceae (16%), 
composta por microrganismos aeróbios, comumente descritos em 
águas oligotróficas, eutróficas e também no solo (KRIEG et al., 2010). 
O gênero Planctomyces esteve presente em abundância relativa de 5%. 
Membros desse gênero crescem em temperatura a 35ºC, temperatura 
de operação do reator, são aeróbios ou anaeróbios facultativos, de cres‑
cimento lento, quimiorganotróficos e são encontrados principalmente 
em águas poluídas (KRIEG et al., 2010).

Verrucomicrobia

O filo Verrucomicrobia abriga microrganismos gram‑negativos, qui‑
miorganotróficos (maioria) e presentes em vários ambientes, incluindo 
solos, lixiviados, etc. Recentemente, isolaram‑se membros metanotró‑
ficos termoacidófilos (DUNFIELD et al., 2007).

Dois subfilos são de grande importância, o subfilo 3 obtido de aná‑
lise do gene RNAr 16S em amostras provenientes de solo e ambientes 
marinhos (CRUZ‑MARTINEZ et al., 2009; KRIEG et al., 2010) e o 
subfilo 6, predominantemente recuperado de ambientes onde ocorre 
a emissão de metano mostrando, portanto, evidências do consumo de 
metano (NIEMANN et al., 2006).

Dentro do filo Verrucomicrobia, os gêneros mais abundantes iden‑
tificados foram Prostecobacter e Opitutus. Os dois gêneros são forma‑
dos por microrganismos gram‑negativos, quimiorganotróficos e anae‑
róbios (KRIEG et al., 2010).

Euryarchaeota

Dentro deste filo, o gênero Methanobacterium foi identificado com 
abundância relativa de 8% no inóculo, mas foi detectado com 1% de 

abundância após 100 dias de operação. Portanto, evidenciando que as 
condições de seleção e cultivo em meio autotrófico não foram favo‑
ráveis às arquéias metanogênicas. Não obstante, segundo Boetius 
et al. (2000), diferentes linhagens associadas com Methanosarcinales, 
Methanobacteriales (ANME 1, ANME 2) ou Methanococcoides (ANME 3) 
são responsáveis pela oxidação anaeróbia do metano (através do pro‑
cesso de metanogênese reversa). Portanto, a presença de arquéias 
metanogênicas no reator (ainda que em baixa abundância) pode indi‑
car que estas estariam envolvidas na oxidação anaeróbia do metano 
(BOETIUS et al., 2000).

Proteobacteria

Dentro deste filo, identificou‑se uma diversidade de microrganis‑
mos pertencentes às classes alfa, beta, gama e delta Proteobacteria, 
porém, apenas os microrganismos relacionados às metanotróficas 
foram descritos. Das 407 UTOs obtidas, 5 foram afiliadas à família 
Methylococcaceae (UTOs 79, 186, 251, 371, 366) e 3 estiveram relacio‑
nadas à Methylocystaceae (UTOs 94, 98 e 286). As três últimas UTOs 
não foram incluídas na árvore, uma vez que foram representadas por 
número de sequências (reads) inferior a três. A árvore filogenética afiliada 
ao grupo de metanotróficas está representada na Figura 6. O número 
de sequências recuperadas dentro de cada UTO estão indicadas entre 
parênteses. A barra de escala representa divergência de 10%. O gênero 
Methylacidiphilum foi utilizado como outgroup. A árvore filogenética 
foi construída pelo método Neighbour‑joining e Bootstrap para 1000 
recombinações. Os valores de bootstrap (> 55%) que suportam cada 
ramo estão indicados. Os nomes e número de acessos no GenBakn são 
apresentados na figura.

A presença de metanotróficas aeróbias em ambientes anóxicos 
(ou anaeróbios), como foi o caso do reator do presente estudo, foi 
relatada anteriormente. Ferrer et al. (2011) identificaram sequências 
de Methylocaldum sp. e Methylococcus em sedimentos anóxicos de 
um lago raso (Laguna de Carrizo, Madri, Espanha) através da análise 
do RNAr 16S da comunidade microbiana presente nesse sedimento. 
Schubert et al. (2006) também detectaram a ocorrência de células de 
metanotróficos tipo I em zonas anóxicas do Mar Negro. Além destes, 
Cvejic et al. (2000) cultivaram metanotróficos Methylocaldum tepidum 
e Methylocaldum szegediense em um fermentador com fluxo contínuo 
de metano e com concentração de oxigênio dissolvido abaixo de 5%

Dentro da família Methylococcaceae, o gênero Methylocaldum foi 
detectado. Esse é formado por bactérias gram‑negativas, em forma de 
cocos ou bacilos, arranjos simples ou diploides, moderadamente ter‑
mofílicas, que crescem a temperatura até 40ºC, o que justificaria seu 
crescimento no reator operado a 35ºC. Estas bactérias utilizam ape‑
nas metano ou compostos de C1 como fonte de carbono e energia e 
assimilam carboidrato via Ribulose Monofosfato (LIEBERMAN & 
ROSENZWEIG, 2004). A outra família Methylocystaceae é composta 
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de microrganismos em formato de pequenos bastonetes a reniformes, 
que utilizam metano como fonte de carbono e energia e a via serina 
para fixação de carbono. Dentro desta família, identificou‑se o gênero 
Methylocystis, que crescem em meio contendo sais de nitrato. Este gênero 
pode ser enriquecido e isolado a partir de sedimentos microaerofíli‑
cos e aeróbios de água doce, solo e amostras de esgoto (BRENNER; 
KRIEG; STAKEY, 2005).

Consumo biológico de Nitrito e Nitrato no interior do 

reator em batelada sequencial

O consumo de nitrito e nitrato é justificado principalmente pela presença 
de microrganismos heterotróficos desnitrificantes no interior do RBS. 
Dentro deste grupo, estão os microrganismos dos gêneros Pseudomonas, 
Clostridium, Comamonas, Acidovorax, Variovorax assim como vários 
outros gêneros das famílias Bradyrhizobiaceae, Comamonadaceae, 
Acetobacteraceae, Rhodocyclaceae e ordem Rhodospirillales. A maioria 
das bactérias desnitrificantes são anaeróbias facultativas e quimiorga‑
notróficas (MAC CONELL, 2014).

Conforme já mencionado, a presença de arquéias também pode‑
ria contribuir para o consumo de nitrato. Além desses, a presença de 
microrganismos facultativos como Thermomonas (redução de nitrato 
a nitrito) e Pseudoxanthomonas (redução de nitrito a óxido nitroso) 
também foram identificados. O gênero Nitrospira, que compreende 
bactérias aeróbias autotróficas responsáveis pela oxidação de nitrito a 
nitrato, também foi detectado. Em estudos anteriores, Nitrospira, foi 
detectada em reatores anammox, portanto, sob condições anaeróbias 
(COSTA et al., 2014; PEREIRA et al., 2014).

Determinação da taxa de consumo 
de metano e atividade metanotrófica 
A taxa de consumo de metano para as amostras do inóculo e amostra 
do reator após 191 dias de cultivo, foi determinada conforme descrito 
na metodologia. A Figura 7 mostra os valores da taxa de decaimento de 
metano nos dois ensaios realizados, utilizando‑se como base os valo‑
res da mediana. Pode‑se observar que, para as amostras do inóculo e 
biomassa do reator, os valores da taxa de consumo de metano por dia 
foram, respectivamente, 0,6 mL.CH4.dia‑1 e 0,8 mL.CH4.dia‑1 (Tabela 2). 
A atividade metanotrófica para ambas as amostras também foi calculada 
e é apresentada na Tabela 2. Verificou‑se que a atividade metanotrófica 

Figura 6 – Árvore filogenética das unidades taxonômicas operacionais relacionadas às sequências de bactérias metanotróficas.
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para o inóculo e biomassa do reator em batelada sequencial após 191 
dias de operação.



Tabela 2 – Mediana da taxa de consumo de metano e Atividade Metanotrófica das amostras.

Amostra
Taxa de consumo CH

4
STV Volume g.STV Atividade Metanotrófica

(mL.CH
4
.dia‑1) (g.L‑1) (mL) (Biomassa) (mLCH

4
/gSTV.dia‑1)

Inóculo 0,6 5,0 20 0,1 6,0

Biomassa RBS 0,8 2,3 20 0,046 17,3

*Os cálculos da taxa de consumo estão detalhados na metodologia; RBS: reator em batelada sequencial.
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da amostra retirada do reator foi quase que três vezes maior quando 
comparada com a atividade metanotrófica do inóculo, sugerindo que 
houve seleção e enriquecimento de biomassa oxidadora de metano no 
reator a partir das condições de cultivo fornecidas, e, portanto maior 
atividade metanotrófica foi medida na amostra do reator. 

CONCLUSÕES
O cultivo de microrganismos metanotróficos a partir de lodo de 
UASB como inóculo em RBS foi realizado com sucesso. A fase ini‑
cial de enriquecimento e cultivo (100 primeiros dias) foi distinta dos 
demais períodos de operação do reator e foi marcada pelo consumo 
intenso de nitrito e nitrato evidenciando atividade de desnitrificação 
heterotrófica. A presença de ANME foi confirmada para os períodos 

P1 e P2 de operação do reator. Os filos mais abundantes identificados 
nas amostras a partir do pirosequenciamento foram Planctomycetes, 
Verrucomicrobia, Chloroflexi e Proteobacteria. Gêneros relacionados à 
arquéias (Methanobacterium) e bactérias metanotróficas (Methylocaldum, 
Methylocistis e Methylosinus) foram identificados na biomassa do rea‑
tor após 100 dias de operação, indicando que as condições de cultivo 
foram seletivas, favorecendo esses grupos. A atividade metanotrófica da 
biomassa do reator após 191 dias de cultivo foi quase três vezes maior 
que a atividade metanotrófica do lodo de inóculo. Portanto, esses resul‑
tados indicam que o inóculo utilizado (lodo de UASB) bem como as 
condições de cultivo empregadas foram adequadas para promover a 
seleção e enriquecimento de microrganismos metanotróficos, porém, 
metanotróficos desnitrificantes (relacionados ao filo NC10) ainda não 
foram detectados.
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