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RESUMO 

SILVA, Lívia Carneiro Fidélis, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
setembro de 2018. Nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia: 
caracterização de isolados e investigação das vias metabólicas. 
Orientadora: Cynthia Canedo da Silva. Coorientadores: Sérgio Oliveira de 
Paula, Mauricio Dutra Costa e Tiago Antonio de Oliveira Mendes. 
 
A água de produção proveniente do processo de extração de petróleo 

contem elevadas concentrações de amônia. Despejos desses efluentes 

podem ser prejudiciais ao meio ambiente e, por isso, antes de ser 

descartado, o efluente deve ser tratado. A remoção biológica de amônia 

pode ocorrer por diferentes vias: a nitrificação autotrófica aeróbia, seguida 

da desnitrificação anaeróbia (processos convencionais), que é uma via bem 

conhecida e consolidada, onde cada etapa é realizada por diferentes 

microrganismos, e a nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia 

(NH/DA), onde um único microrganismo heterotrófico é capaz de realizar as 

duas etapas em condições de aerobiose, conferindo vantagens em relação à 

nitrificação e à desnitrificação convencionais para aplicação em estações de 

tratamento de efluentes.  Porém, pouco se sabe sobre esse processo e 

sobre os microrganismos que o realizam. Assim, visando à otimização da 

remoção de amônia nas estações de tratamento, os objetivos deste trabalho 

foram isolar e identificar microrganismos capazes de realizar o processo de 

NH/DA de amostra de lodo ativado, avaliar a influência de fatores físico-

químicos sobre a remoção de amônia, e investigar as possíveis vias de 

remoção de amônia através do estudo do transcriptoma de um dos isolados 

capazes de realizar a NH/DA. Foram identificados seis isolados bacterianos 

nitrificantes heterotróficos/desnitrificantes aeróbios capazes de converter 100 

% de amônia em N2 em até 72 horas. Dos seis isolados, três foram 

identificados como Pseudomonas balearica, e os outros como Rhodococcus 

ruber, Pseudomonas stutzeri e Gordonia amicalis. Eles apresentaram perfil 

de resposta diferente em relação aos fatores físico-químicos estudados, 

porém, todos exibiram alta eficiência de remoção de amônia em diferentes 

fontes de carbono, relação C/N, concentrações salinas, pH e temperatura. O 

balanço de nitrogênio mostrou que, aproximadamente, 55 % de toda a 

amônia removida pelos isolados foi perdida na forma de N2, e 45 % foi 
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assimilada na biomassa microbiana.  Não foi possível detectar por PCR e 

genômica comparativa, os genes envolvidos no processo de nitrificação 

autotrófica no genoma dos isolados, entretando, os genes do processo de 

desnitrificação anaeróbia foram detectados nas espécies do gênero 

Pseudomonas, que também realizam esse processo, sugerindo o 

envolvimento de outras enzimas na via de NH/DA. O estudo do 

transcriptoma do isolado P. stutzeri 2v em condição de indução das vias de 

remoção de amônia mostrou que os genes envolvidos no processos 

convencionais não estão envolvidos na NH/DA, e que houve mudança na 

maquinaria de biossíntese e tradução proteica da célula, indicando que 

outros genes foram expressos durante o processo, possivelmente aqueles 

envolvidos na NH/DA. Foi observado também aumento na expressão de 

genes envolvidos em processos de óxido-redução, que podem estar 

diretamente envolvidas na NH/DA. Este trabalho mostrou que os isolados 

identificados possuem potencial para aplicação em estações de tratamento 

de efluentes visando a otimização do processo biológico de remoção de 

amônia, e que as enzimas envolvidas no processo de NH/DA são diferentes 

daquelas observadas nos processos convencionais.  
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ABSTRACT 

SILVA, Lívia Carneiro Fidélis, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
September, 2018. Heterotrophic nitrification/aerobic denitrification: 
isolated characterization and investigation of metabolic pathways. 
Adviser: Cynthia Canedo da Silva. Co-advisers: Sérgio Oliveira de Paula, 
Mauricio Dutra Costa and Tiago Antonio de Oliveira Mendes. 
 
Production water from oil extraction process contains high concentrations of 

ammonium. Discards of these effluents can be harmful to the environment 

and, therefore, before being discarded, the effluent must be treated. The 

biological removal of ammonium can occur through different routes: aerobic 

autotrophic nitrification, followed by anaerobic denitrification (conventional 

processes), which is a well known and consolidated route, where each stage 

is performed by different microorganisms, and the heterotrophic 

nitrification/aerobic denitrification (HN/AD), where a single heterotrophic 

microorganism is able to perform the two steps under aerobic conditions, 

conferring advantages over conventional nitrification and denitrification for 

application in effluent treatment plants. However, little is known about this 

process and the microorganisms that perform it. The aim of this work was to 

isolate and identify microorganisms capable of performing the HN/AD 

process from activated sludge sample, evaluate the influence of 

physicochemical factors on ammonium removal and investigate possible 

routes of ammonium removal by studying the transcriptome of one of the 

isolates capable of performing HN/AD. Six bacterial isolates HN/AD capable 

of converting 100% of ammonium into N2 within 72 hours were identified. Of 

the six isolates, three were identified as Pseudomonas balearica, and the 

others were Rhodococcus ruber, Pseudomonas stutzeri and Gordonia 

amicalis. They showed a different response profile in relation to the studied 

physicochemical factors, however, all showed high efficiency of ammonium 

removal in different carbon sources, C/N ratio, salt concentrations, pH and 

temperature. Nitrogen balance showed that approximately 55% of all the 

ammonium removed by the isolates was lost as N2, and 45% was assimilated 

into the microbial biomass. It was not possible to detect by PCR and 

comparative genomics the genes involved in the autotrophic nitrification 

process in the genome of the isolates, although the genes of the anaerobic 
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denitrification process were detected in the species of the genus 

Pseudomonas, which also perform this process, suggesting the involvement 

of other enzymes in the HN/AD pathway. The study of the transcriptome of 

the isolate P. stutzeri 2v in condition of ammonium removal pathway 

induction showed that the genes involved in the conventional processes are 

not involved in HN/AD and that there was a change in the biosynthesis 

machinery and protein translation of the cell, indicating that other genes were 

expressed during the process, possibly those involved in HN/AD. It has also 

been observed an increase in the expression of genes involved in oxide-

reduction processes, which may be directly involved in HN/AD process. This 

work showed that the identified isolates have potential for application in 

effluent treatment plants, aiming at the optimization of the biological process 

of ammonium removal, and that the enzymes involved in the HN/AD process 

are different from those observed in the conventional processes. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Durante o processo de extração e processamento do petróleo, grande 

volume de água é consumido, apresentando elevada relação de volume de 

água utilizado por volume de petróleo processado. Ao petróleo extraído, 

existe uma grande quantidade de água associada, que precisa ser separada 

antes da distribuição do óleo para as refinarias, denominada água de 

produção. Esta água consiste basicamente de água de formação que está 

presente naturalmente na formação geológica do reservatório de petróleo e 

é transportada para superfície junto com o óleo. Sua composição é 

complexa, contendo além de compostos carbonáceos, íons em solução com 

concentrações variadas, como o cloreto, sódio, cálcio, magnésio, sulfeto e 

amônia. Despejos de águas residuais contendo altas concentrações de 

nitrogênio podem ser tóxicos à vida aquática, causar a eutrofização e a 

depleção de oxigênio no meio ambiente afetando negativamente a qualidade 

da água. Dessa forma, de acordo com as exigências ambientais, a água de 

produção, antes de ser despejada no corpo receptor, ou reutilizada no 

processo de extração, deve ser tratada.  

Entre os tratamentos biológicos de efluentes, os sistemas aeróbios 

têm ganhado destaque devido à alta eficiência do processo, que consegue 

remover grande parte dos principais poluentes. A remoção biológica de 

nitrogênio acontece pela conversão do nitrogênio em sua forma encontrada 

no efluente para nitrogênio molecular (N2), que posteriormente é incorporado 

ao ar atmosférico, por meio da ação de diferentes grupos de microrganismos 

por diferentes vias metabólicas. A nitrificação autotrófica é a oxidação da 

amônia a nitrito, o qual é posteriormente oxidado a nitrato, por diferentes 

grupos de microrganismos autotróficos, bactérias e arqueias, em condições 

de aerobiose. O nitrato gerado é utilizado, em anaerobiose, como aceptor 

final de elétrons por microrganismos heterotróficos desnitrificantes.  

Outro processo de remoção biológica de amônia, que ainda é pouco 

estudado, mas que vem ganhando destaque para aplicação em sistemas de 

tratamento de efluentes (ETE) é a nitrificação heterotrófica/desnitrificação 

aeróbia (NH/DA). Neste processo um microrganismo heterotrófico realiza 
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simultaneamente a nitrificação e a desnitrificação em condições de 

aerobiose. Comparado aos outros processos convencionais anteriormente 

descritos, a NH/DA é vantajosa, pois as duas etapas ocorrem em aerobiose, 

economizando espaço físico nas estações de tratamento, e como 

microrganismos heterotróficos crescem mais rápido que os autotróficos, 

haverá economia de tempo, pois tornarão o processo mais rápido. Outra 

vantagem é que os microrganismos NH/DA removem matéria orgânica, além 

da amônia. Por isso, o conhecimento a cerca dos microrganismos NH/DA e 

suas rotas metabólicas se fazem necessários a fim de encontrar marcadores 

moleculares para modular e monitorar essas populações em comunidades 

microbianas presentes no lodo biológico de ETE. Conhecendo a dinâmica 

dessas populações dentro da comunidade, bem como suas necessidades 

metabólicas, será possível otimizar a remoção de amônia nas estações de 

tratamento de efluentes.  

Acreditamos que os microrganismos capazes de realizar o processo 

de nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia apresentam uma via 

metabólica comum para converter amônia em N2, composta por enzimas 

diferentes das que conhecidamente estão envolvidas nos processos de 

nitrificação autotrófica e desnitrificação anaeróbia. Dessa forma, o objetivo 

deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias capazes de realizar o 

processo de nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia de amostra de 

lodo biológico, e investigar os genes envolvidos nessa via de remoção de 

amônia, a fim de otimizar esse processo nas estações de tratamento de 

efluentes. 
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CAPÍTULO 1 

 

Revisão de literatura 

 

1. Água de Produção 

 

A água de produção (AP) é um subproduto gerado durante a 

produção de petróleo e gás durante o processamento primário (processo de 

separação óleo e gás). A AP é trazida à superfície juntamente com o 

petróleo e o gás e é composta basicamente pela água de formação (que 

está naturalmente presente na formação geológica do reservatório de 

petróleo), água de injeção (água inserida no reservatório para que o petróleo 

seja recuperado), e os produtos químicos adicionados durante o processo de 

extração (Patin, 1999; Amini et al., 2012). O volume de AP gerada com a 

extração do petróleo aumenta com a idade do reservatório, podendo atingir, 

à medida que o campo vai sendo explorado, um volume 10 vezes superior 

ao de petróleo extraído, representando aproximadamente 98 % do volume 

total de fluido que sai do poço (Stephenson, 1992; Igunnu et al., 2012; 

Alzahrani et al., 2014). 

Ela representa a corrente de efluentes líquidos de maior volume entre 

as atividades envolvidas na produção de petróleo, com uma estimativa 

global de 3 vezes a quantidade de água produzida para 1 de petróleo (Amini 

et al., 2012). Entre 2006 e 2016, a produção mundial do petróleo aumentou 

11 %, passando de 82,5 para 92,2 milhões de barris de petróleo por dia. Só 

no Brasil, essa produção subiu 44 %, aumentando assim a quantidade de 

água de produção gerada (BP, 2017).  

A composição da AP é bastante complexa, incluindo hidrocarbonetos, 

metais pesados, sólidos suspensos, materiais de natureza radioativa e 

nutrientes dissolvidos como fósforo e nitrogênio. Portanto o seu descarte no 

ambiente ou o seu reuso, devem atender às condições e padrões 

estabelecidos da Resolução do CONAMA 393/2007, específica para o 
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descarte contínuo de água de processo ou de produção e plataformas 

marítimas de petróleo e gás natural.  

As águas de produção provenientes da exploração de petróleo 

apresentam concentrações de nitrogênio amoniacal elevada e acima do 

valor permitido pela legislação. Alguns estudos mostram que essas 

concentrações podem variar de 22 a 800 mgL-1, com média de 85,4 mgL-1, e 

de acordo com a resolução do CONAMA, somente concentrações abaixo de 

20 mgL-1 são permitidas para que o efluente possa ser descartado (Gabardo 

2007, Lima 2008, Andrade 2009). O excesso de amônia no corpo hídrico 

pode acarretar inúmeros efeitos negativos ao meio ambiente e à vida 

aquática, desde a eutrofização de rios e lagos até a morte de organismos 

devido à sua toxicidade (Reinbold et al., 1982). Por isso, antes de ser 

descartada ou até mesmo re-utilizada para extração do petróleo, a AP deve 

ser tratada com a finalidade de remoção de diversos poluentes, incluindo a 

amônia.  

Diferentes tecnologias são empregadas, como a coagulação e a 

floculação, flotação, filtração em membrana e processos de oxidação 

avançada. Para a remoção de amônia, o processo biológico tem sido o mais 

utilizado, devido à boa qualidade do efluente tratado e alta eficiência de 

remoção (Van Haandel & Marais, 1999). Entre os tratamentos biológicos de 

efluentes, os sistemas aeróbios se destacam, devido à alta eficiência do 

processo, que consegue remover grande parte dos principais poluentes 

encontrados. Entre os sistemas aeróbios, destacam-se os sistemas de lodos 

ativados por possuirem grande flexibilidade de configurações, o que lhe 

permite maior eficiência na remoção de matéria orgânica e de nutrientes, 

como o nitrogênio (Freire et al., 2000; Da Motta et al., 2003).  

Devido à complexidade dos componentes do efluente, alguns 

processos de remoção de poluentes podem ser prejudicados. A presença de 

compostos como hidrocarbonetos e amônia, em altas concentrações, pode 

ser prejudicial para microrganismos envolvidos em diversos processos 

biológicos que ocorrem no lodo, além disso, o sal presente no efluente 

interfere negativamente nos processos biológicos, como a remoção de 

amônia. Por isso, a busca de novas tecnologias de tratamento de efluentes 
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tem crescido e se tornou fundamental para a melhoria do processo, uma vez 

que a produção do petróleo vem aumentando consideravelmente ao longo 

dos anos (Measures, 1975; BP, 2017). 

 

2. Remoção biológica do nitrogênio 

 

O nitrogênio pode ser encontrado em diferentes formas nos efluentes 

industriais, sendo as formas amoniacais (íon amônio e amônia) e orgânicas, 

tais como a uréia, alguns aminoácidos, poliaminas e ureídeos as mais 

comuns. Raramente são encontrados nitritos e nitratos. 

O nitrogênio amoniacal pode ocorrer na forma de amônia livre (NH3) 

ou ionizada (NH4
+), onde suas proporções dependem do pH e temperatura 

do meio. Em ambientes de pH ácido há predominância do íon amônio, 

devido ao aumento da concentração de H+. Em pH básicos, a concentração 

de H+ diminui, predominando a amônia (Butler, 1998).  

 

NH4
+ (aq) ↔ NH3(aq) + H+ (aq)    pKa = 9,25 

 

A amônia livre, em comparação à amônia ionizada, é muito mais 

tóxica. No processo de remoção, o substrato para a enzima que realiza a 

primeira etapa da nitrificação autotrófica, amônia monooxigenase, é a 

amônia. Porém, o íon amônio predomina em grande parte dos ambientes, e 

a medida que a amônia vai sendo consumida, o equilíbrio da reação se 

desloca de maneira que o íon amônio seja convertido em amônia.Em 

condições nas quais o pH do meio é maior que 11, a amônia se encontra na 

forma gasosa (Metcalf e Eddy, 2003; Pereira e Mercante, 2005).  

A remoção de amônia pode ser realizada biologicamente por 

diferentes grupos de microrganismos, incluindo bactérias, arqueias e fungos, 

por meio do metabolismo autotrófico, heterotrófico, em condições de 

aerobiose e anaerobiose. Esses diferentes processos serão descritos nos 

tópicos posteriores.  

 



6 
 

2.1. Nitrificação autotrófica  

 

 A nitrificação é um processo biológico, mediado por bactérias e 

arqueias, que ocorre naturalmente em sistemas onde existem condições 

aeróbias e a presença de nitrogênio amoniacal (Ferreira, 2000; Limpiyakorn 

2013). As bactérias e arqueias envolvidas na nitrificação são autotróficas, ou 

seja, utilizam o CO2 como fonte de carbono. Tais microrganismos realizam a 

nitrificação em condições aeróbias e são caracterizados por possuir um 

crescimento lento, ou seja, são microrganismos fastidiosos (van Haandel e 

Marais, 1999; Limpiyakorn, 2013). 

 Uma das formas em que o nitrogênio pode ser encontrado nos 

efluentes é na forma orgânica. O nitrogênio na forma orgânica é 

transformado em amônia por um processo mediado por bactérias, 

denominado amonificação. 

Uma vez que a amônia está presente no meio, ela é inicialmente 

oxidada a nitrito e, posteriormente, a nitrato no processo chamado 

nitrificação. Esta etapa é realizada pela ação de diferentes grupos de 

microrganismos, incluindo bactérias e arqueias, em aerobiose. Na primeira 

etapa da nitrificação, ocorre a oxidação da amônia a nitrito por bactérias dos 

gêneros Nitrosococcus, Nitrosospira e Nitrosomonas e por algumas espécies 

de arqueias do filo Thaumarchaeota (Uemoto e Saiki, 2000; Limpiyakorn, 

2013; Madigan et al., 2016). Na segunda etapa, ocorre a oxidação de nitrito 

a nitrato, realizada por bactérias dos gêneros Nitrobacter, Nitrospira, 

Nitrospina e Nitrococcus (Vanparys, 2006). Recentemente, Kits e 

colaboradores (2017) isolaram uma linhagem de Nitrospira inopinata capaz 

de realizar as duas etapas da nitrificação. Esses autores atribuiram ao 

processo o nome: Complete ammonia oxidation (COMAMMOX), oxidação 

completa da amônia a nitrato. As reações envolvidas nos processos de 

amonificação e nitrificação estão descritas abaixo: 

 

1. Amonificação 

R-NH2 + H2O + H+  ↔ R-OH + NH4
+ 
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2. Produção de nitrito - Nitritação 

NH4
+ + (3/2)O2 → NO2

- + H2O + 2H+ 

 

3. Produção de nitrato - Nitratação 

NO2
- + (1/2)O2 → NO3

- 

 

4. Reação global 

NH4
+ + 2O2 → NO3

- + 2H++ H2O 

 

  A etapa de produção de nitrito (nitritação) gera H+ como produto, 

ocasionando diminuição do pH, e uma vez que a nitrificação ocorre em 

condições alcalinas, a alcalinidade deve ser fornecida ao sistema por fontes 

externas, ou pode ser retirada da combinação da nitrificação com outros 

processos biológicos, como a desnitrificação, os quais fornecem alcalinidade 

ao meio (Van Haandel e Marais, 1999). 

 

2.2. Desnitrificação 

 

 O nitrato gerado pelo processo de nitrificação autotrófica é utilizado 

como substrato por outro grupo de microrganismos no processo de 

desnitrificação. Este processo consiste na redução do nitrato a nitrogênio 

gasoso pela ação das bactérias desnitrificantes. Quando o ambiente se torna 

anaeróbio e há presença de nitrato no meio, o nitrato é utilizado como 

aceptor final de elétrons (Vazoller, 2001). O nitrato é reduzido a nitrito, que é 

reduzido a óxido nítrico, que é posteriormente reduzido a óxido nitroso, que 

é finalmente reduzido a nitrogênio gasoso. A sequência de reações do 

processo de desnitrificação está mostrada abaixo 

  

NO3
- → NO2

-→ NO (gás) → N2O (gás) → N2 (gás) 

 

Bactérias heterotróficas anaeróbias facultativas são as responsáveis 

pela desnitrificação. Elas utilizam o oxigênio como aceptor final de elétrons 
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em ambientes aeróbios, e em ambientes anóxicos utilizam o nitrato. A 

desnitrificação pode ser realizada por diversos gêneros de bactérias como: 

Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus, Proteus, 

Hiphomicrobium, Chromobacterium, Halobacterium, Moraxella, Neisseria, 

Paracoccus, Azospirillum, Rhodopseudomonas, Thiobacillus, Vibrio, 

Xanthomonas e Klebsiella (Rittman & Langeland, 1985; Madigan, et al., 

2016). A desnitrificação é o último passo para a completa remoção do 

nitrogênio por via biológica. 

 

2.3. Nitrificação heterotrófica por fungos 

 

 A nitrificação heterotrófica pode ocorrer por diversas espécies de 

bactérias e fungos. Ela não está associada ao crescimento celular como na 

nitrificação autotrófica, nem está acoplada à síntese de ATP, portanto, não 

produz energia.  

A fungo Aspegillus flavus foi o primeiro isolado com a capacidade de 

nitrificar heterotroficamente, em 1954. Recentemente, outras espécies como 

Penicillium sp. L1 e Paecilomyces variotii também foram descritas como 

nitrificantes heterotróficas (Liu et al., 2016; Liu et al., 2017). A via proposta 

para o metabolismo de nitrificação dos fungos é orgânica e limitada somente 

a estes microrganismos. Ela envolve a oxidação de compostos orgânicos 

nitrogenados, como aminas e amidas, a uma hidroxilamina substituída, que 

é oxidada a um composto do tipo nitroso que finalmente é oxidado a um 

composto do tipo nitro (Paul, 2014). A sequência de reações está descrita a 

seguir:  

RNH2        RNHOH        RNO       RNO3        NO3
- 

 

A remoção biológica de amônia por fungos ainda é pouco estudada, 

porém, sabe-se que esse grupo tem uma contribuição significativa no cliclo 

no nitrogênio em ambientes como o solo. Além disso, o processo de 

nitrificação realizado por fungos é menos afetado por fatores físico-químicos 
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do que o realizado por bactérias, uma vez que os fungos são mais tolerantes 

à variações ambientais, como temperatura, umidade e pH.  

 

2.4. Nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia 

 

Embora tenha ganhado destaque há pouco tempo, o processo de 

nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia (NH/DA) foi primeiramente 

identificado na década de 80. Diferente da remoção biológica de amônia 

convencional (nitrificação autotrófica seguida da desnitrificação anaeróbia), 

neste processo a amônia é oxidada por microrganismos heterotróficos, que 

simultaneamente realizam a desnitrificação em condições aeróbias.   

Em 1972 foi isolada de esgoto a primeira bactéria heterotrófica capaz 

de nitrificar, a Arthrobacter sp. (Verstrae e Alexande, 1972). Alguns anos 

depois, em 1983, uma linhagem de Paracoccus denitrificans isolada de 

amostra de lodo ativado de uma estação de tratamento, foi descrita como 

capaz de realizar, simultaneamente, a nitrificação heterotrófica e 

desnitrificação aeróbica (Robertson e Kuenen, 1983).  

Recentemente, maior atenção se voltou sobre essas bactérias 

capazes de realizar este processo e seu potencial para aplicação em 

estações de tratamento de efluentes. Na última década, diversas espécies 

bacterianas foram descritas como capazes de realizar a NH/DA, 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), Aeromonas sp. (Chen 

et al., 2014), Zobellella taiwanenses (Lei et al., 2016) e Psedomonas putida 

(Xu et al., 2017).  

Comparada com o processo de remoção de amônia convencional, a 

NH/DA apresenta diversas vantagens: utilização de substrato orgânico, 

removendo além da amônia, a matéria orgânica do efluente; tolerância ao 

oxigênio tanto na etapa da nitrificação quanto na desnitrificação, fazendo 

com que o tratamento possa ocorrer em um único reator, podendo diminuir o 
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espaço físico necessário para construção das estações de tratamento; 

otimização no processo de remoção de amônia, uma vez que esses 

microrganismos, por serem heterotróficos, crescem muito mais rápido que os 

autotróficos; não se faz necessária a adição de alcalinizantes, uma vez que 

a alcalinidade gerada pelo processo de desnitrificação é capaz de equilibrar 

a mudança de pH no reator, corrigindo a acidificação causada pela 

nitrificação (Marazioti et al., 2003; Third et al., 2005). 

   

2.5. Enzimas e rotas metabólicas propostas para o processo NH/DA 

 

Embora a NH/DA seja um processo descrito na década de 80 e de 

elevado potencial para aplicação nas estações de tratamento, pouco se sabe 

sobre os microrganismos envolvidos neste processo, bem como seu 

mecanismo. Estudos na literatura que tentam desvendar essa rota tem se 

baseado no que se conhece dos processos convencionais de nitrificação 

autotrófica e desnitrificação anaeróbia. Uma estratégia utilizada pelos 

pesquisadores tem sido procurar pelos intermediários metabólicos 

(hidroxilamina, nitrito, nitrato, óxido nítrico, óxido nitroso) conhecidamente 

pertencentes à via da nitrificação autotrófica/desnitrificação anaeróbia, 

realizada pelo sintrofismo de dois grupos microbianos. Assim, pela detecção 

ou não destes compostos no meio, infere-se quais são as enzimas 

envolvidas no metabolismo do processo de NH/DA (Huang et al., 2013; Ren 

et al., 2014; Liu et al., 2015). Outra estratégia utilizada é buscar no genoma 

do isolado de interesse, por PCR (Reação em cadeia da polimerase), os 

genes que codificam as enzimas conhecidas envolvidas no processo de 

nitrificação autotrófica/desnitrificação anaeróbia, considerando que são as 

mesmas enzimas envolvidas em ambos os processos (Chen e Ni, 2012; 

Yang et al., 2015;  Huang et al., 2017). 

Tendo como base o processo de remoção de amônia convencional, 

sabe-se que três enzimas estão envolvidas na etapa de nitrificação: AmoA - 

amônia monooxigenase, que catalisa a oxidação de amônia a hidroxilamina; 

Hao - hidroxilamina óxido redutase, que catalisa a oxidação da hidroxilamina 

a nitrito, e Nar - nitrito oxido redutase, que catalisa a oxidação de nitrito a 
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nitrato. A presença ou ausência dessas enzimas pode ser inferida pelo 

consumo de amônia, produção dos intermediários hidroxilamina, nitrito e do 

produto final nitrato. 

O processo de desnitrificação anaeróbia, que é a redução do nitrato a 

nitrogênio gasoso ocorre por uma sequência de reações envolvendo 

diferentes enzimas que também são utilizadas nos estudos da via de NH/DA 

(Figura 1). 

 

 

Figura 1. Enzimas envolvidas na desnitrificação anaeróbia. NapA/NapB: nitrato redutase 

periplasmática - redução do nitrato a nitrito; NirS/NirK: nitrito redutase - redução do nitrito a 

óxido nítrico; NorB/NorC: óxido nítrico redutase - redução do óxido nítrico a óxido nitroso; 

NosZ: óxido nitroso redutase - redução do óxido nitroso a nitrogênio gasoso. FONTE: Ji et 

al. (2014). 

 

A enzima Nap - nitrato redutase periplasmática, que catalisa a 

redução de nitrato a nitrito, é encontrada quase que majoritariamente no filo 

Proteobacteria, é codificada pelo operon napFDAGHBC, onde NapA é a 

unidade catalítica da enzima. A unidade funcional da enzima é NapAB, 

enquando que NapC é associada a membrana para mediar a transferência 

de elétrons da quinona para NapAB. O gene nap foi detectado em isolados 

que realizam NH/DA, indicando que ele é possivelmente utilizado nesse 

metabolismo (Oguz et al., 2007). 

A segunda reação, a redução de nitrito para óxido nítrico, é catalisada 

pela enzima nitrito redutase. Duas enzimas não homólogas podem catalisar 

essa reação, uma que contém cobre e outra que contém um citocromo C, 

codificadas pelos genes nirK e nirS, respectivamente. Ambas ficam 
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localizadas no periplasma de bactérias gram-negativas, ou na membrana 

celular das gram-positivas. Os dois genes já foram encontrados em 

microrganismos desnitrificantes aeróbios, e podem estar envolvidos no 

processo NH/DA, porém, um microrganismo só possui uma ou outra (Ji et 

al., 2014). 

Outro gene já detectado em desnitrificantes aeróbios é o nor, que 

codifica a enzima Nor - óxido nítrico redutase. Esta enzima, ligada à 

membrana, é responsável pela redução do óxido nítrico para óxido nitroso, a 

terceira etapa da desnitrificação (Ji et al., 2014). 

A última reação, redução do óxido nitroso para nitrogênio gasoso, é 

mediada pela enzima periplasmática nos - óxido nitroso redutase, e assim 

como as outras, também já foi detectada em alguns microrganismos 

desnitrificantes aeróbios (Kraft et al., 2011). 

De acordo com os trabalhos encontrados na literatura, e tendo como 

base os genes envolvidos na nitrificação autotrófica/desnitrificação 

anaeróbia, pode-se observar que não é possível estabelecer um padrão 

entre os microrganismos já isolados e identificados como NH/DA (Tabela 1). 

Essa ausência de padrão pode ser reflexo de duas possibilidades: as 

enzimas responsáveis pela NH/DA serem diferentes daquelas envolvidas 

nos processos convencionais, e/ou as enzimas que realizam este processo 

são diferentes para diferentes microrganismos.  

Um estudo realizado por Zhang e colaboradores (2012) propôs uma 

via para o isolado Bacillus methylotrophicus L7: amônia sendo oxidada a 

hidroxilamina, pela enzima Amo, a hidroxilamina sendo oxidada a nitrito, pela 

enzima Hao. O Nitrito sendo reduzido a nitrogênio gasoso passando por 

óxido nitroso. Não foi detectada a produção de nitrato, porém, quando ele 

está presente no meio, é reduzido a nitrogênio gasoso (Figura 2). 

Em 2013, Huang e colaboradores propuseram também através da 

presença e ausência dos intermediários e amplificação de genes envolvidos 

desnitrificação, uma via metabólica para o processo de NH/DA para o 

isolado Acinetobacter sp. Y16: amônia sendo oxidada a hidroxilamina, pela 

enzima Amo, a hidroxilamina sendo oxidada a nitrito, pela enzima Hao. 

Diferente da via proposta para o isolado B. methylotrophicus L7, o nitrito é 
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reduzido a nitrogênio gasoso passando por óxido nítrico e nitroso. O nitrato 

também não foi detectado no meio, porém, quando o mesmo é adicionado, é 

reduzido a nitrogênio gasoso (Figura 3). 

 

Tabela 1. Enzimas envolvidas nos processos de remoção de amônia convencionais que já foram investigadas, por 

amplificação no genoma ou atividade enzimática, nos isolados descritos como nitrificantes 

heterotróficos/desnitrificantes aeróbios descritos na literatura. 

  Enzimas envolvidas na nitrificação autotrófica 
e desnitrificação anaeróbia 

 

Isolado Metodologia Amo Hao Nap NirS Nor Nos Referência           

Acinetobacter junii PCR  + + +   Yang et al., 2015 

Acinetobacter junii YB AE  + + +   Ren et al., 2014 

Acinetobacter sp.  AE + + + +   Huang et al., 2013 

Acinetobacter sp. Y1 AE  + + +   Liu et al., 2015 

Agrobacterium sp. LAD9 PCR   + +   Chen e Ni, 2012 

Alcaligenes faecalis NR AE  + - -   Zhao et al., 2012 

Bacillus sp. N31 PCR  + + +   Huang et al., 2017 

Enterobacter cloacae CF-S27 AE  + - -   Padhi et al., 2017 

Halomonas campisalis PCR   + + + + Guo et al., 2013 

Klebsiella pneumoniae CF-S9 PCR e AE  + + +   Padhi et al., 2013 

Pseudomonas aeruginosa PCR -  -  - + Kathiravan, 2013 

Pseudomonas fluorescens AE + + + +   Zhang et al., 2015 

Pseudomonas sp. ADN-42 PCR      + Jin et al., 2015 

Pseudomonas stutzeri YG-24 PCR   + +   Li et al., 2015 

Vibrio diabolicus PCR   +    Duan et al., 2015 

Zobellella taiwanensis DN-7 AE   + +   Lei et al., 2015 

Pseudomonas balearica 1.35* PCR - - + + + + Silva et al., 2018 

Pseudomonas balearica 2.22* PCR - - + + + + Silva et al., 2018 

Pseudomonas balearica 2.23* PCR - - + + + + Silva et al., 2018 

Rhodococcus ruber 1.27* PCR - - - - - - Silva et al., 2018 

Gordonia amicalis 2.26* PCR - - - - - - Silva et al., 2018 

Pseudomonas stutzeri 2v* PCR - - + + + + Silva et al., 2018 

*Isolados identificados neste estudo 

PCR = reação em cadeia da polimerase e AE = atividade enzimática 

Enzimas: Amo - amônia monooxigenase; Hao - hidroxilamina óxido redutase; Nap - Nitrato redutase periplasmática; NirS - nitrito 

redutase; Nor - óxido nítrico redutase e Nos - óxido nitroso redutase. (+) – detecção do gene ou de atividade enzimática, (-) não 

detecção do gene ou da atividade enzimática. Os espaços em branco significam que as enzimas não foram avaliadas.  
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Figura 2. Possível rota de NH/DA para o isolado Bacillus methylotrophicus L7. As linhas 

inteiras mostram os intermediários formados durante o processo de nitrificação, e as 

tracejadas durante a desnitrificação. FONTE: ZHANG et al. (2012) 

 

 

 

Figura 3. Possível rota de NH/DA para o isolado Acinetobacter sp. Y16. Amo: amônia 

monooxigenase – oxidação de amônia em hidroxilamina; Hao: hidroxilamina óxido redutase 

– oxidação da hidroxilamina em nitrito; NR: nitrato redutase – redução de nitrato a nitrito; 

Nir: nitrito redutase – redução de nitrito a óxido nítrico. FONTE: HUANG et al.(2016) 

 

Como mostrado anteriormente, os estudos que objetivaram investigar 

a rota metabólica dos microrganismos com metabolismo NH/DA são 

baseados em enzimas já conhecidas dos processos de nitrificação 

autotrófica e desnitrificação anaeróbia. A maioria dos microrganismos 

descritos como sendo NH/DA são também desnitrificantes anaeróbios 

facultativos. Dessa forma, a presença do gene que codifica uma enzima da 

via não indica que ela irá atuar no processo de NH/DA. Dada a importância 

desses microrganismos para o processo biológico de remoção de amônia 

em sistemas de tratamento de efluentes, estudos mais aprofundados devem 

ser realizados para detectar e identificar quais as enzimas estão diretamente 

envolvidas na NH/DA.  
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2.6. Fatores físico-químicos que afetam a NH/DA 

 

Assim como outros processos biológicos, a NH/DA também é 

influencidada por fatores físico-químicos, tais como a fonte de carbono, 

razão carbono/nitrogênio (C/N), temperatura, pH e salinidade (Zhang et al., 

2012; Huang et al., 2013; Ren et al., 2014) 

Diferentes fontes de carbono resultam em diferentes taxas de 

produção de energia para diferentes microrganismos. De acordo com a 

literatura, na NH/DA as fontes preferenciais são succinato, acetato e citrato, 

que estão envolvidos diretamente no ciclo do ácido tri-carboxílico, não 

excluindo a possibilidade de diferentes microrganismos terem diferentes 

preferências (Chen e Ni, 2012). 

Como a maioria dos microrganismos descritos como NH/DA são 

também desnitrificantes heterotróficos, a relação C/N é muito importante. A 

relação C/N observada para os microrganismos NH/DA é maior que dos 

desnitrificantes anaeróbios, podendo variar entre 5 a 10, ou até valores mais 

elevados, dependendo do microrganismo. Uma relação baixa indica baixa 

concentração de carbono, e consequentemente pouco crescimento 

microbiano, enquanto que uma concentração muito alta pode inibir o 

crescimento (Ji et al., 2014). 

Quanto à temperatura, os microrganismos NH/DA apresentam uma 

faixa ótima variando de 25 a 37 °C, valores observados para outras 

bacterias mesofílicas. Embora alguns isolados possam suportar e crescer 

bem em baixas (abaixo de 10 °C) ou altas temperaturas (acima de 40 °C), 

elas podem ser prejudiciais para o processo (Robertson et al., 1989; Joo et 

al., 2005).  

Em relação ao pH, o considerado ótimo para a NH/DA é em torno de 

7,0 – 7,5 para culturas puras. A nitrificação acidifica o meio, porém a 

desnitrificação alcaliniza, deixando o pH próximo do neutro (Thomas et al., 

1994). 

A salinidade é influencia diretamente os processos biológicos 

microbianos, bem como a NH/DA, reduzindo o crescimento dos 

microrganismos e a taxa de oxidação de amônia (Dalmacija et al., 1996). O 
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motivo para a diminuição do crescimento de bactérias não-halofílicas com o 

aumento da salinidade, é que parte do substrato consumido é gasto na 

síntese de “solutos compatíveis” usados no balanceamento da pressão 

osmótica da célula, o que implica em um alto custo energético para os 

microrganismos (Measures, 1975). De acordo com a literatura, os 

microrganismos que realizam o processo de NH/DA removem amônia com 

alta eficiência em concentrações salinas em torno de 3 % (Duan et al., 2015; 

Lei et al., 2015; Huang et al., 2017). 

Dada a importância do processo de NH/DA para aplicação em 

sistemas de tratamento biológico de efluentes e a ausência de informação 

sobre a biologia do processo, observamos que muito ainda deve ser 

explorado e elucidado. O processo de NH/DA é uma vantajosa alternativa 

em relação ao processo convencional, pelo fato de um único microrganismo 

ser capaz de realizar todas as etapas de remoção de amônia numa mesma 

condição, em aerobiose, refletindo em uma maior facilidade operacional, e 

consequentemente na redução dos custos, além das outras vantagens já 

apresentadas anteriormente.  Assim, um conhecimento mais aprofundado 

sobre os microrganismos envolvidos na NH/DA, bem como das vias 

metabólicas envolvidas neste processo se tornam de fundamental 

importância para a otimização do processo de remoção de amônia nas 

estações de tratamento de efluentes.  
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Resumo: Durante o processo de extração do petróleo, é gerado elevado 

volume de efluente contaminado com compostos tóxicos incluindo a amônia. 

O descarte desse efluente pode ser prejudicial para o ambiente e, por isso, 

antes de ser descartado, ele deve ser tratado. A remoção biológica da 

amônia pode acontecer por diferentes processos que envolvem grupos 

distintos de microrganismos. Um desses processos é a nitrificação 

heterotrófica/desnitriricação aeróbia (NH/DA), que embora seja pouco 

estudado, apresenta diversas vantagens em realação aos processos de 

remoção convencionais (Nitificação autotrófica e Denitrificação anaeróbia) 

para aplicação em estação de tratamento de efluentes. Dessa forma, o 

objetivo deste trabalho foi o de isolar e caracterizar microrganismos NH/DA 

provenientes de amostra de lodo ativado, bem como investigar os genes 

envolvidos no processo. Foram identificados seis isolados bacterianos com 

capacidade de transformar 100 % de amônia em N2 sob condições aeróbias 

em até 72 horas. A identificação taxonômica dos isolados mostrou que dos 

seis, três foram classificados como Pseudomonas balearica, e os outros 

como Rhodococcus ruber, Pseudomonas stutzeri, e Gordonia amicalis. 

Esses isolados foram investigados em relação aos fatores que poderiam 

influenciar o processo de NH/DA, e eles exibiram alta eficiência de remoção 

de amônia em diferentes fontes de carbono, relação Carbono/Nitrogênio, 

concentração salina, pH e temperatura. O balanço de nitrogênio mostrou 

que, para todos eles, aproximadamente 55 % de toda a amônia removida foi 

perdida na forma de N2, e 45 % assimilada na biomassa microbiana. Não 

foram detectados, por PCR e genômica comparativa, os genes que 

codificam as enzimas descritas nos processos de remoção de amônia 
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convencionais, sugerindo o envolvimento de outras enzimas no processo de 

NH/DA. Assim, concluimos que os isolados identificados neste trabalho 

possuem alto potencial para aplicação em estações de tratamento de 

efluentes visando a otimização do processo de remoção biológica de 

amônia. 

 
Palavras-chave: remoção de amônia, nitrificação heterotrófica/ 

desnitrificação aeróbia, tratamento de efluentes. 

 

1. Introdução 

 
 Os efluentes gerados durante a exploração do petróleo apresentam 

altas concentrações de nitrogênio, principalmente na forma de amônia, que 

quando lançados no corpo receptor podem ser tóxicos à vida aquática, 

causar eutrofização e depleção de oxigênio no meio (Ahn 2006; Munirasu et 

al., 2016). Segundo a literatura, as concentrações de amônia nestes 

efluentes podem variar de 22 a 800 mgL-1, e de acordo com a resolução do 

CONAMA, somente concentrações abaixo de 20 mgL-1 são permitidas para 

lançamento nos corpos hídricos (Gabardo 2007, Lima 2008, Andrade 2009). 

Por isso, antes de ser descartado, o efluente deve ser submetido à 

processos para remoção de nitrogênio, que incluem os físicos, químicos e 

biológicos. Este último é o mais utilizado devido à facilidade de 

implementação, baixo custo e boa eficiência de remoção do poluente (Da 

Motta et al., 2003).  

O processo mais convencional de remoção biológica de amônia 

aplicado em estações de tratamento de efluentes (ETE) consiste de duas 



29 
 

etapas sequenciais: nitrificação e desnitrificação. A nitrificação é a oxidação 

da amônia a nitrito, seguida da oxidação do nitrito a nitrato, por bactérias e 

arqueias autotróficas em condições de aerobiose. O nitrato formado serve de 

substrato para a desnitrificação, que é reduzido a nitrogênio gasoso por 

bactérias heterotróficas em condições de anaerobiose (Madigan  et al., 1997; 

Vanparys 2006; Limpiyakorn 2013). Entretanto, um processo que vem 

ganhando destaque para remoção biológica de amônia em ETE é a 

nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia (NH/DA), no qual um único 

microrganismo heterotrófico realiza simultaneamente a nitrificação e a 

desnitrificação em condições de aerobiose (Robertson e Kuenen, 1983).  

Nos últimos anos, diversas espécies foram descritas como nitrificante 

heterotrófico/desnitrificante aeróbio, a exemplo de: Paracoccus denitrificans 

(Robertson e Kuenen, 1983), Alcaligenes faecalis (Joo et al., 2005), 

Pseudomonas stutzeri (Zhang et al., 2011), Bacillus methylotrophicus (Zhang 

et al., 2012), Rhodococcus sp. (Chen et al., 2012), Halomonas campisalis 

(Guo et al., 2013), Zobellella taiwanenses (Lei et al., 2016). Apesar de ser 

pouco estudado e não ter sido completamente elucidado, o processo NH/DA 

quando comparado com o processo convencional de remoção biológica de 

amônia (nitrificação e desnitrificação), apresenta algumas vantagens, como: 

maior taxa de crescimento dos microrganismos, que são heterotróficos, 

resultando em maior taxa de remoção de amônia; possibilidade do processo 

de remoção ocorrer em único reator e em um únio estágio; remoção 

simultânea de amônia e matéria orgânica e não há necessidade de adição 

de alcalinizantes, já que a desnitrificação alcaliniza o meio (Marazioti et al., 

2003; Lei et al., 2016). 
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Embora apresente diversas vantagens, pouco se conhece sobre as 

vias metabólicas envolvidas no processo de NH/DA e os trabalhos que 

buscaram entender essa rota foram baseados no estudo das enzimas 

envolvidas nos processos de remoção convencional ou dos intermediários 

formados durante esse processo (hidroxilamina, nitrito, nitrato, óxido nítrico, 

óxido nitroso e N2(g)) (Padhi et al., 2013; Duan et al., 2015; Lei et al., 2015; 

Padhi et al., 2017). 

Assim como outros processos biológicos, a NH/DA também é afetada 

por fatores físico-químicos como fonte de carbono, relação C/N, pH, 

temperatura e salinidade. De acordo com a literatura, diferentes 

microrganismos NH/DA comportam-se de diferentes maneiras frente a esses 

fatores (Chen e Ni, 2012; Ji et al., 2014). Sabendo das vantagens desse 

processo, da falta de conhecimento de suas vias e do seu potencial para 

aplicação em ETE, esse trabalho teve como objetivos identificar isolados 

bacterianos provenientes de lodo ativado de ETE de petróleo capazes de 

realizar o processo de NH/DA, avaliar a influência de fatores físico-químicos 

como fonte de carbono, relação C/N, temperatura, pH e salinidade no 

processo de remoção, bem como investigar as possíveis vias metabólicas 

envolvidas nesse processo, visando a aplicação na remoção biológica de 

amônia em ETE. 
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2. Materiais e Métodos 

2.1. Isolamento bacteriano  

Para isolamento dos microrganismos, foi utilizada uma amostra de 

lodo nitrificante proveniente do sistema de tratamento de lodos ativados do 

Terminal Marítimo Almirante Barroso/TEBAR (São Sebastião/SP). A amostra 

de lodo foi enriquecida em quatro diferentes meios de cultivo visando o 

isolamento de microrganismos nitrificantes: 1- meio de enriquecimento para 

bactérias que oxidam amônia, 2- meio de enriquecimento para bactérias que 

oxidam nitrito, 3- meio de enriquecimento de nitrobactéria heterotrófica e 4- 

meio de enriquecimento de nitrobactéria mixotrófica. A constituição dos 

meios de cultivo utilizados está descrita na Tabela 1. O enriquecimento foi 

realizado incoculando 1 mL de lodo em 10 mL de cada um dos meios de 

cultivo em tubos Falcon de 50 mL. As culturas foram incubadas a 30 °C, a 

150 rpm por 90 dias. Com 60 e 90 dias foi realizada diluição seriada (10-2 a 

10-6), seguida do plaqueamento de uma alíquota de 100 µL de cada diluição 

em placas de Petri contendo ágar-nutriente para isolamento das bactérias. 

Foi realizada uma triagem de todos os isolados avaliando seu potencial de 

remoção de amônia em meio para nitrificantes heterotróficos HNM 

(Heterotrophic Nitrification Medium) (Zhang et al., 2012). Seis isolados com 

as maiores taxas de remoção de amônia foram selecionados para estudos 

posteriores e nomeados como 1.27 e 1.35 (isolados do meio 1) e 2.22, 2.23, 

2.26 e 2v (isolados do meio 2). 
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Tabela 1. Constituição dos meios de cultivo utilizados para enriquecimento de bactérias 

nitrificantes. 

Meios de cultivo Composição (gL-1) 

 

Meio 1: 

Bactérias que 

oxidam amônia 

 

2.92 g NH4Cl, 0.054 g KH2PO4, 0.074 g KCl, 0,1 g MgSO4, 6,16 g 

NaCl, 5 g CaCo3, 1 mL de solução de cresol e 1 mL de solução 

traço: 0,2 mM MnSO4, 0,8 mM H3BO3, 0,15 mM ZnSO4, 0,03 mM 

(NH4)6Mo7.O24, 2,5  mM FeSO4, 0,1 mM CuSO4 em 0,01 N de HCl 

 

Meio 2: 

Bactérias que 

oxidam nitrito 

 

1 g NaNO2, 0,5 g NaCl, 0,15 g KH2PO4, 0,05 g MgSO4, 0,03 g 

CaCo3, 0,001 g (NH4)6Mo7.O24, 0,00028 g FeSO4.7H2O. 

 

Meio 3: 

Nitrobactéria 

Heterotrófica 

 

 

1,5 g Extrato de levedura, 1,5 g Peptona, 0,55 g  

N-Piruvato 1 mL Solução traçoa, 100 mL Solução estoqueb. Ajustar 

pH para 8.6 com NaOH ou KOH 

 

Meio 4: 

Nitrobactéria Mixotrófica 

 

0,15 g Extrato de levedura, 0,15 g Peptona, 0,055 g N-Piruvato, 1 

mL Solução traçoa, 100 mL Solução estoqueb, 2 g NaNO2. Ajustar 

pH para 7.4 com NaOH ou KOH 

 

a
Solução traço (mgL-1): 33,8 g MnSO4. H2O, 49,4 g H3BO3, 43,1 mg ZnSO4. 7 H2O, 37,1 mg 

(NH4)6Mo7.O24, 25 mg FeSO4.7H2O, 25 mg CuSO4.5H2O 
b
Solução estoque (gL-1): 0,07 g CaCo3, 5 g NaCl, 0,5 g MgSO4 .7 H2O, 1,5 g KH2PO 

 

 

2.2. Identificação taxonômica dos isolados 

O DNA dos 6 isolados bacterianos foi extraído como descrito por 

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

em cadeia da polimerase utilizando os primers 10f e 1100r (Lane et al., 

1985), homólogos à regiões conservadas do gene RNAr 16S do Domínio 

Bacteria.  Os fragmentos de DNAr 16S amplificados foram purificados e 

sequenciados. As sequências de DNAr 16S obtidas foram comparadas com 
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as sequências depositadas no banco de dados Genbank 

(http://www.ncbi.nem.nih.gov) usando o BLASTn.  

Foram então selecionadas sequências de organismos referência bem 

como sequências de bactérias nitrificantes heterotróficas/desnitrificantes 

aeróbias relacionadas aos microrganismos identificados neste trabalho e já 

descritos na literatura para realização das análises filogenéticas. As 

sequências foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALW (Thompson 

et al., 1997) e analisadas com o software MEGA 7.0.18 (Tamura et al., 

2007). A construção de uma árvore filogenética para revelar a identificação 

taxonômica foi feita pelo método de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987), 

com valores de bootstrap calculados a partir de 1000 replicatas.  

 

2.3. Avaliação da remoção de amônia 

A taxa de remoção de amônia foi avaliada a cada 24 horas ao longo 

de 7 dias através de teste colorimétrico em meio HNM (Zhang et al., 2012) 

como descrito por Chaney e Marbach (1962) com modificações. As análises 

foram realizadas em microplacas de 96 poços, contendo em cada poço: uma 

alíquota de 5 µl de cultura de cada isolado crescido em meio HMN, 100 µl de 

reagente de fenol e 100 µl de reagente de hipoclorito. 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 nitrificante/desnitrificante cultivado em HNM, e como negativo, foi 

adicionado 5 µl de meio sem inóculo. Todas as análises foram realizadas em 

triplicata. 
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2.4. Avaliação da nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia  

Para validação da ocorrência da NH/DA, foi monitorada a produção 

dos gases NO, N2O e N2 por cromatografia gasosa (GC). Um e meio mililitro 

de cada isolado foram inoculados em 15 mL de meio HNM 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). Os tubos 

foram incubados a 30° C com agitação de 150 rpm. O controle negativo foi 

feito utilizando o meio HNM sem inóculo, e o positivo utilizando o lodo 

ativado nitrificante/desnitrificante inoculado em meio HNM. As amostras de 

gás foram coletadas ao final de 10 dias, usando 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 detector 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 procedimento foi realizado de 

acordo com Yao e colaboradores (2013). As análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

2.5. Caracterização dos isolados quanto aos fatores físico-químicos  

Os isolados selecionados foram caracterizados em relação a 

diferentes fatores físico-químicos: fonte de carbono, relação C/N, pH, 

temperatura e salinidade. Todos os fatores foram avaliados como variáveis 

independentes. Para tal, colônias dos isolados foram ativadas em 5 mL de 

meio LB, e depois um inóculo de 100 µL foi transferido para tubos plásticos 
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contendo 10 mL de meio HNM padrão, e depois transferido para outros 

tubos plásticos contendo meio HNM com diferentes condições estudadas. A 

cultura foi incubada a 30 °C sob agitação de 150 rpm durante 72 horas. A 

cada 24 horas, foram feitas a leitura da densidade óptica dos isolados no 

comprimento de onda de 600 nm e a análise de remoção de amônia. Para 

todos os fatores físico-químicos estudados, foi utilizado o meio HNM padrão 

com alteração apenas da variável, com exceção da fonte de carbono, onde 

foi utilizado a fonte que verificamos melhor crescimentos dos isolados. As 

condições avaliadas foram: fonte de carbono (piruvato de sódio, sacarose, 

acetato de sódio, citrato de sódio, succinato de sódio e glicose), relação C/N 

(4, 6, 8, 10 e 12); pH (3, 5, 7 e 9); temperatura (20, 25, 40, 35 e 40 °C); e 

salinidade (0, 3, 6, 9, 12 e 15 % de NaCl). Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. Durante o experimento de avaliação da influência do 

pH na remoção de amônia, o pH das culturas inoculadas em meio HNM foi 

monitorado e a quantificação de amônia do controle negativo foi realizada 

(meio HNM sem inóculo) para garantir que não estava havendo perda de 

amônia por volatilização. 

 

2.6. Balanço de Nitrogênio  

 O balanço de nitrogênio foi realizado em Erlenmeyer de 1 litro, 

contendo 250 mL de meio HNM. As colônias dos 6 isolados foram ativadas 

em 150 mL de meio LB, e uma alíquota foi transferida para 250 mL de meio 

HNM (de maneira que a densidade óptica fosse igual a 0,1), incubados a 30 

°C sob agitação de 150 rpm durante 72 horas. A cada 24 horas, foram 

realizadas medições de densidade óptica, amônia, hidroxilamina, nitrito e 
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nitrato. Ao final das 72 horas, o nitrogênio da biomassa foi calculado. Todos 

os experimentos foram realizados em triplicata.  

O crescimento celular foi monitorado medindo a densidade óptica em 

comprimento de onda de 600 nm em espectrofotômetro Multiskan GO 

(Thermo Scientific). A análise de amônia foi feita por colorimetria, segundo 

Chaney e Marbach (1962). A hidroxilamina foi determinada de acordo com 

Frear e Burrell (1995). Nitrito foi quantificado pelo método fotométrico do N-

(1-naftaleno)-diaminoetano, e o nitrato pelo método do ácido clorídrico, 

descrito segundo o Standard Methods - APHA (2012). Para calcular a 

quantidade de nitrogênio da biomassa, ao final das 72 horas, 250 mL de 

cultura foram centrifugados a 6.000 g por 10 minutos, e o precipitado foi 

seco em estufa a 55 °C até peso constante. Depois, o nitrogênio total foi 

medido pela metodologia de Kjeldahl (AOAC, 1995). A quantidade de 

nitrogênio gasoso foi determinada pela diferença em relação aos valores 

encontrados para hidroxilamina, nitrito, nitrato e nitrogênio total, 

considerando 100 % de remoção de amônia.  

 

2.7. Detecção de genes envolvidos na nitrificação autotrófica e 

desnitrificação anaeróbia 

Amostras do DNA genômico dos seis isolados foram submetidas à 

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

codificam enzimas conhecidamente relacionadas ao processo de nitrificação 

e desnitrificação. Os genes analisados foram: amo = amônia monooxigenase 

(Rotthauwe et al., 1997), hao = Hidroxilamina óxido redutase (Yang et al. 

2015), nap = Nitrato redutase periplasmática (Zhu et al. 2012); nirS=  Nitrito 
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redutase (citocromo cd1 nitrito redutase) e nirK= Nitrito redutase (Wan et al. 

2011); norB= Óxido nítrico redutase (Wan et al. 2011); nosZ= Óxido nitroso 

redutase (Wan et al. 2011. 

 

2.8. Genômica Comparativa 

Para verificar se as enzimas envolvidas nos processos de nitrificação 

autotrófica e desnitrificação anaeróbia estão presentes no genoma das 

espécies bacterianas observadas neste estudo, foi feito uma genômica 

comparativa utilizando genomas já depositados no banco de dados do 

GenBank. Para tal, foi feito o download de todos os genomas completos 

disponíveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information) aos 

quais os isolados deste estudo foram afiliados. O genoma dos isolados 

obtidos neste estudo ainda não foram sequenciados. Adicionalmente, 

também foi realizado o download pelo KEGG (KEGG: Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes) das sequências de aminoácidos de todas as enzimas 

conhecidamente envolvidas no processo de remoção de amônia. Os 

genomas dos isolados juntamente com as sequências das proteínas foram 

alinhados pelo BLASTn, e obedecendo a um critério de 20 % de identidade e 

25 % de cobertura, foram selecionados possíveis candidatos de proteínas 

nos genomas analisados que poderiam estar exercendo a mesma função 

das enzimas conhecidamente envolvidas na nitrificação autotrófica e 

desnitrificação anaeróbia. Essas sequências foram analisadas no PFAM 

(http://pfam.xfam.org/) (Finn et al., 2016), para determinação da sua função.  
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2.9. Análises estatísticas 

De acordo com o teste estatístico Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965), 

todos os conjuntos de dados seguiram distribuição normal, e portanto, todos 

os grupos foram comparados por análise de variância (ANOVA). Todas as 

análises estatísticas foram realizadas no software GraphPadPrism® (versão 

6.0). Valores com P ≤ 0,05 foram considerados para indicar diferença 

estatística a 95 % de confidência. 

 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Identificação taxonômica dos isolados bacterianos 

 A identificação taxonômica dos seis isolados selecionados, 1.27, 1.35, 

2.22, 2.23, 2.26 e 2v, mostrou que os mesmos foram afiliados a quatro 

espécies bacterianas, sendo que o isolado 1.27 apresentou 100 % de 

identidade com Rhodococcus ruber (número de acesso CP024890.1), os 

isolados 1.35, 2.22 e 2.23 foram afiliados a Pseudomonas balearica (número 

de acesso KX495190.2), com identidades de 95, 99 e 100 %, 

respectivamente, o isolado 2.26 apresentou 100 % de identidade com 

Gordonia amicalis (número de acesso KU904410.1), e o isolado 2v 

apresentou 100 % de identidade com Pseudomonas stutzeri (número de 

acesso KY616652.1). Para validação da classificação taxonômica dos 

isolados, uma árvore filogenética foi construída com as sequências parciais 

do gene RNAr 16S (Figura 1). As sequências do DNAr 16S dos isolados 

identificados neste trabalho foram depositadas no GenBank com número de 

acesso: 1.27 (MH021606), 2.22 (MH021607), 2.23 (MH021608), 2.26 

(MH021609) e 2v (MH021610). 
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Figura 01. Árvore filogenética baseada na sequência parcial do 16S rDNA dos 6 isolados 

bacterianos, sequências tipo (T) de bactérias relacionadas e as demais sequências são 

microrganismos NH/DA relacionados aos isolados. A árvore foi construída pelo método 

Neighbor-Joining com valor de Bootstrap representado nos ramos referente a 1000 

replicações. O número de acesso das sequências no GenBank é apresentadas entre 

parênteses.  

 

A árvore filogenética mostrou que os isolados se agruparam com as 

sequências dos organismos referencias (T) relacionados e com as dos 

microrganismos NH/DA, comprovando que os isolados 1.35, 2.22, 2.23 e 2v 

sejam mesmo afiliados ao gênero Pseudomonas, 1.27 ao gênero 

Rhodococcus e 2.26 ao gênero Gordonia. De acordo com a literatura, este é 

o primeiro trabalho que descreve Pseudomonas balearica e Gordonia 

amicalis como nitrificantes heterotróficas/desnitrificantes aeróbias.  



40 
 

Para verificar se os isolados 1.35, 2.22 e 2.23, afiliados a P. balearica, 

se tratavam de linhagens diferentes, foi realizado um RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) utilizando os primers descritos por Gutierrez et 

al. (2011) (Figura S1). Os três isolados apresentaram um perfil único de 

bandas, indicando três diferentes linhagens de P. balearica. 

 

3.2. Avaliação da remoção de amônia 

 Após 3 dias de incubação, os isolados P. balearica 1.35, 2.22, 2.23 e 

P. stutzeri 2v já haviam removido 100 % de amônia em meio HMN, a uma 

velocidade superior à do controle positivo (lodo nitrificante). Os outros 

isolados, embora tenham levado mais tempo, dentro de 5 dias já haviam 

removido toda a amônia (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2. Porcentagem de remoção de amônia dos isolados bacterianos ao longo do tempo. 

As culturas foram incubadas em meio HNM durante sete dias, e a quantificação da amônia 

foi avaliada a cada 24 horas.  
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Resultados encontrados na literatura mostram que isolados NH/DA 

são capazes de remover amônia em um período de 1 a 5 dias com alta 

eficiência, porém, quanto menor for o tempo de remoção, mais vantajoso se 

torna o processo (Zheng et al., 2012; Yao et al., 2013; Xu et al., 2017). Entre 

os seis isolados avaliados neste estudo, P. stutzeri 2v foi o mais eficiente.  

 

3.3. Validação do processo de NH/DA 

 A ocorrência do processo de nitrificação heterotrófica/desnitrificação 

aeróbia nos seis isolados foi avaliada em tubos hermeticamente fechados 

com headspace saturado de oxigênio. Tal condição garantiu que todo gás 

produzido era proveniente do processo biológico.  

Os resultados da produção dos gases mostraram que os seis isolados 

foram capazes de realizar nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia 

(Figura 3). 

Nenhum pico referente aos gases óxido nítrico e nitroso foi 

observado, somente o nitrogênio gasoso foi produzido. Apesar de ter sido 

uma avaliação qualitativa, todos os seis isolados apresentaram picos 

maiores do que o controle negativo (meio sem inóculo), mostrando a alta 

produção do nitrogênio gasoso. Dentre todos os isolados, R. ruber 1.27 e G. 

amicalis 2.26 foram os que apresentaram picos de menor tamanho, 

enquanto que P. stutzeri 2v foi o que apresentou o maior pico. Em relação à 

ocorrência da NH/DA nos reatores biológicos, quanto mais nitrogênio gasoso 

for liberado para atmosfera e menos nitrogênio for incorporado na biomassa 

microbiana melhor, uma vez que aumento da biomassa representa maior 

produção de lodo biológico. Este quando em excesso no biorreator deve ser 
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descartado, um processo custoso para as estações de tratamento de 

efluentes (Jordão e Pessoa, 2005). Neste sentido, o isolado P. stutzeri 2v 

mostrou-se o mais promissor para estudos e aplicações posteriores.  

 

 

Figura 3.  Análise qualitativa da produção de nitrogênio gasoso durante o processo de 

NH/DA. Uma amostra de lodo nitrificante em meio HNM foi utilizada como controle positivo, 

e o meio HNM sem inóculo como controle negativo. Eixo X = tempo, em minutos, de 

detecção do gás, e eixo Y = intensidade do sinal, quanto maior o pico, maior a quantidade 

de nitrogênio gasoso produzido.  

 

3.4. Efeito dos fatores físico-químicos na remoção de amônia via NH/DA

  

3.4.1. Fonte de carbono 

 Os isolados responderam de formas diferentes às fontes de carbono 

testadas (Figura 4). O uso de diferentes substratos afetou significativamente 

o crescimento e a remoção de amônia dos microrganismos. Os isolados P. 

balearica 1.35 e 2.23 e P. stutzeri 2v removeram 100 % de amônia quando a 

fonte de carbono foi piruvato de sódio, acetato de sódio, citrato de sódio e 
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succinato de sódio. O perfil do isolado R. ruber 1.27 foi similar aos 

anteriores, porém com acetato de sódio quase não houve remoção.  

A utilização do acetato de sódio como fonte de carbono é através da 

via do glioxilato, e como a taxa de remoção do isolado R. ruber 1.27 foi muito 

baixa com esse substrato, acreditamos ele não tenha os genes que 

codificam as enzimas necessárias para essa via. 

O isolado P. balearica 2.22 removeu 100 % de amônia com citrato e 

succinato de sódio, e o isolado G. amicalis 2.26 só obteve eficiência máxima 

de remoção com citrato de sódio. Como o citrato de sódio foi uma boa fonte 

de carbono para todos os isolados, essa fonte foi selecionada para ser 

utilizada nos experimentos posteriores.  

A glicose e a sacarose foram os substratos que refletiram em menor 

remoção de amônia para todos os isolados, resultados também encontrados 

em outros trabalhos (Ren et al., 2014; Liu et al., 2015).  De acordo com a 

literatura, para a NH/DA, as fontes preferenciais de carbono são succinato, 

acetato e citrato, que estão envolvidos diretamente no ciclo do ácido tri-

carboxílico (Chen e Ni, 2012). Embora fontes preferenciais de carbono 

reflitam em alta taxa de crescimento microbiano, os resultados evidenciaram 

que maior crescimento microbiano não indica necessariamente melhor 

remoção de amônia. Como observado para o isolado P. stutzeri 2v (Figura 

4), a taxa de crescimento com sacarose, com aproximadamente 20 % de 

remoção de amônia, foi estatisticamente igual a taxa de crescimento com 

succinato de sódio, com 100 % de remoção, permitindo-nos inferir que 

durante o processo de NH/DA possivelmente não há aumento excessivo da 

biomassa microbiana.  
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Figura 04.  Efeito da fonte de carbono sobre o crescimento ( ) e remoção de amônia ( ) 

dos isolados bacterianos após 72 horas de incubação em meio HNM. As fontes de carbono 

utilizadas foram: Piruvato de sódio (PS), Sacarose (S), Acetato de sódio (AS), Citrato de 

sódio (CS), Succinato de sódio (SS) e Glicose (G). 

 

3.4.2. Relação Carbono/Nitrogênio       

Os microrganismos nitrificantes heterotróficos/desnitrificantes 

aeróbios necessitam de um substrato orgânico como fonte de carbono e 

energia. A relação carbono/nitrogênio dos NH/DA em relação aos 

nitrificantes autotróficos deve ser consideravelmente maior.  
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Os resultados da influência da relação C/N na taxa de crescimento e 

remoção de amônia dos isolados mostraram que a melhor relação para 

todos os isolados foi 8 (Figura 5).  

 

Figura 05.  Efeito da relação C/N sobre o crescimento ( ) e remoção de amônia ( ) dos 

isolados bacterianos após 72 horas de incubação em meio HNM. 

 

Os isolados R. ruber 1.27, P. balearica 2.23 e P. stutzeri 2v 

apresentaram taxa máxima de remoção de amônia nas relações C/N 8, 10 e 

12. Os isolados P. balearica 2.22 e G. amicalis 2.26 removeram 100 % de 
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amônia quando a relação C/N foi igual a 8. Diversos trabalhos que avaliaram 

a relação C/N no proceso NH/DA também observaram que a melhor relação 

para maioria dos isolados foi 8 (Joo et al., 2005; Chen et al., 2012; Duan et 

al., 2015).  

Entretanto, o perfil de resposta dos isolados R. ruber 1.27, G. amicalis 

2.26 e P. stutzeri 2v foi semelhante nas relações C/N mais baixas, 4 e 6, 

condição que também apresentaram alta eficiência de remoção de amônia 

(Figura 5). Para uma possível aplicação desses microrganismos nas 

estações de tratamento de efluentes, uma maior eficiência de remoção com 

uma menor relação C/N seria o ideal, uma vez que fontes de carbono 

externas não precisariam ser adicionadas.  

 

3.4.3. Efeito da salinidade 

A salinidade influencia diretamente os processos biológicos 

microbianos, reduzindo o crescimento dos microrganismos e a taxa de 

oxidação de amônia (Dalmacija, et al., 1996). De acordo com a literatura, 

concentrações salinas acima de 4 % de NaCl fazem com que a eficiência de 

remoção de amônia caia drasticamente (Shoda, et al., 2014; Lei, et al., 

2015). Entretanto, microrganismos halofílicos possuem mecanismos de 

adaptação ao ambiente salino, e até onde se conhece, os NH/DA não são 

halofílicos, assim concentrações mais elevadas de sal podem afetar 

negativamente a taxa de crescimento e remoção de amônia (Measures, 

1975; Roberts, 2005).   

Nossos resultados mostraram que todos os isolados foram capazes 

de remover 100 % de amônia com 3 % de NaCl, porém os isolados R. ruber 
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1.27 e P. stutzeri 2v mantiveram a taxa de remoção de amônia elevada até 6 

% de NaCl (Figura 6). 

 

Figura 06.  Efeito da salinidade sobre o crescimento ( ) e remoção de amônia ( ) dos 

isolados bacterianos após 72 horas de incubação em meio HNM. 

 

Tais resultados foram considerados promissores, uma vez que 

dependendo do local de exploração do petróleo, a concentração salina da 

água de produção pode ser alta. Apesar da maior parte dos efluentes 

provenientes da exploração do petróleo chegarem nas estações de 
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tratamento com a salinidade próxima à encontrada na água do mar, 3,5 %, 

após a exploração da camada do pré-sal esta realidade vem sendo alterada 

(Petrobrás, 2012).  

Assim, conhecendo melhor o lodo biológico utilizado e 

consequentemente, sabendo da existência de isolados mais resistentes às 

flutuações das condições ambientais torna-se mais fácil a operação do 

sistema de tratamento biológico, não só para remoção de amônia, mas 

também para outros contaminantes. 

 

3.4.4. Efeito do pH 

Assim como outros microrganismos, os NH/DA também são 

fisiologicamente afetados pela variação de pH. Os valores considerados 

ótimos para que a NH/DA ocorra são em torno de 7,0 – 7,5.   

Os resultados mostraram que nenhum isolado foi capaz de crescer e 

remover amônia em valores de pH menores que 7, entretanto, todos 

alcançaram 100 % de remoção no pH 7 (Figura 7), evidenciando que os 

isolados NH/DA avaliados neste trabalho crescem e removem maiores taxas 

de amônia em pH neutro. Porém, os isolados R. ruber 1.27, P. balearica 2.22 

e 2.23 e P. stutzeri 2v mantiveram a eficiência de remoção até o pH 9, valor 

já considerado alcalino. Valores de pH baixo, onde o meio se torna mais 

ácido, favorecem a formação e a prevalência do íon amônio, como discutido 

no capítulo 1. Para que a nitrificação aconteça, a amônia, que é o substrato 

da enzima amônia monooxigenase, deve estar presente, e isso ocorre em 

situações de pH mais elevado, com meio mais alcalino.  
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Figura 07.  Efeito do pH sobre o crescimento ( ) e remoção de amônia ( ) dos isolados 

bacterianos após 72 horas de incubação em meio HNM. 

 

3.4.5. Efeito da temperatura 

  

Como é possível observar, os isolados R. ruber 1.27, P. balearica 

2.23 e P. stutzeri 2v responderam de forma similar à variação de 

temperatura, os três mantiveram 100 % de remoção de amônia em todas as 

temperaturas analisadas. Já os isolados P. balearica 1.35 e 2.22 e G. 

amicalis 2.26 alcançaram máxima eficiência de remoção apenas em 30 °C, 
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embora tenham removido aproximadamente 90 % de amônia em 40 °C. Nas 

temperaturas abaixo de 30 °C a remoção foi mínima (menor que 20 %) 

(Figura 8).  

 

Figura 08.  Efeito da temperatura sobre o crescimento ( ) e remoção de amônia ( ) dos 

isolados bacterianos após 72 horas de incubação. 

 

De acordo com a literatura, a temperatura ótima para os 

microrganismos NH/DA varia de acordo com a fisiologia de cada um, porém, 

quanto maior o intervalo de temperatura em que a remoção de amônia seja 
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máxima, melhor para a operação das estações de tratamento de efluentes 

(Guo et al., 2013; Huang et al., 2013; Liu et al., 2015; Lei, et al., 2016).  

 Os resultados obtidos na caracterização do NH/DA frente aos fatores 

físico-químicos mostraram que o perfil de resposta de cada isolado frente 

aos fatores foi diferente, inclusive para os três isolados identificados como P. 

balearica 1.35, 2.22 e 2.23, evidenciando mais uma vez que são linhagens 

diferentes. Esse comportamento variável é interessante para uma estação 

de tratamento de efluentes, visto que o lodo se torna mais resiliente caso 

haje alguma mudança nas condições físico-quimicas do efluente a ser 

tratado ou dos próprios biorreatores. Assim o processo biológico de remoção 

de amônia e de outros poluentes não ficará totalmente comprometido.  

 

3.5. Balanço de Nitrogênio 

 O balanço de nitrogênio mostrou que de toda amônia removida (100% 

de remoção em 72 horas), aproximadamente 45 % foi transformada em 

biomassa e 55 % em nitrogênio gasoso (Tabela 2). A diferença de produção 

de biomassa entre os isolados não foi estatisticamente significativa. Pela 

cromatografia gasosa não foi possível detectar a produção dos gases óxido 

nítrico e nitroso para nenhum dos isolados estudados (Tabela 2). Portanto, 

sabendo que não houve produção desses intermediários, foram monitoradas 

a produção de hidroxilamina, nitrito e nitrato por métodos colorimétricos, e 

não foi possível detectar nenhum deles. Como essas metodologias são 

muito sensíveis, a não detecção desses compostos pode ter ocorrido por 

eles serem rapidamente utilizados e transformados em nitrogênio gasoso, 

mostrando a habilidade desses isolados para remoção de nitrogênio.  
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Tabela 02. Balanço de nitrogênio dos isolados NH/DA avaliados neste estudo. 

 

*ND = não detectado 

 

 Trabalhos na literatura mostram que os microrganismos NH/DA 

utilizam aproximadamente 40 % da amônia removida para incorporação na 

biomassa, podendo variar de acordo com o microrganismo, e que os 

intermediários hidroxilamina, nitrito e nitrato, quando são detectados, estão 

presentes em quantidades traço (Chen et al., 2012; Ren et al., 2014; Jin et 

al., 2015).  

 Como discutido anteriormente neste trabalho, é importante que a 

remoção da amônia não esteja acoplada com o aumento da biomassa 

microbiana, uma vez que o excesso de biomassa pode se tornar um fator 

negativo para as estações de tratamento de efluentes.  

 

 3.6. Detecção dos genes envolvidos na remoção de amônia 

convencional 

 Como ainda não foi encontrado um marcador específico para o 

processo de NH/DA, os estudos sobre esse processo descritos na literatura 
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são realizados através da detecção dos genes que codificam as enzimas 

envolvidas na nitrificação autotrófica e desnitrificação anaeróbia (Chen e Ni, 

2012; Yang et al., 2015; Huang et al., 2017). Dessa forma, os genes que 

codificam as enzimas AmoA, HaoF, Nap, NirS, NorB e NosZ foram utilizados 

neste trabalho. 

 Não foi possível detectar nenhum gene que codifica as enzimas 

envolvidas no processo de nitrificação autotrófica no genoma dos seis 

isolados deste estudo. Já os genes envolvidos na desnitrificação anaeróbia 

foram identificados nos isolados P. balearica 1.35, 2.22 e 2.23 e P. stutzeri 

2v (Tabela 03, Figura S2). Esses isolados já foram descritos na literatura 

como desnitrificantes anaeróbios, então o fato deles possuírem os genes 

que codificam essas enzimas, não significa que elas estão sendo utilizadas 

no processo de NH/DA, até porque a desnitrificação convencional ocorre em 

anaerobiose o processo de NH/DA em aerobiose. 

 Nos isolados 1.27 e 2.26, identificados como Rhodococcus ruber e 

Gordonia amicalis, respectivamente, não foram detectados nenhum dos 

genes envolvidos no processo de remoção de amônia convencional. Essas 

duas espécies são gram-positivas, e de acordo com literatura, a maioria dos 

microrganismos capazes de NH/DA são gram-negativos (Zhang et al., 2011).  

 Os resultados deste estudo mostram que, embora alguns isolados 

tenham os genes que codificam algumas enzimas chaves do processo de 

desnitrificação, possivelmente não são essas enzimas que estão envolvidas 

no processo de NH/DA, e estudos moleculares mais aprofundados devem 

ser feitos para tentar elucidar a via metabólica envolvida nesse processo de 

remoção.  
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Tabela 03. Detecção dos genes envolvidos no processo de remoção de amônia 

convencional nos isolados identificados neste trabalho. Enzimas destacadas em vermelho - 

envolvidas no processo de nitrificação autotrófica; Enzimas destacadas em verde - 

envolvidas no processo de desnitrificação anaeróbia.  

 

 

Sinal de positivo (+): presença do gene no genoma do isolado e sinal de negativo (-): ausência do 

gene. AmoA - amônia monooxigenase; HaoF - hidroxilamina óxido redutase; Nap - Nitrato redutase 

periplasmática; NirS - nitrito redutase; NorB - óxido nítrico redutase e NosZ - óxido nitroso redutase. 

  

3.7. Genômica comparativa 

 A genômica comparativa foi realizada para investigar em detalhes as 

enzimas envolvidas na remoção de amônia que estão presentes nos 

genomas dos microrganismos relacionados aos deste trabalho, bem como 

minimizar as limitações da técnica de PCR, como a padronização da técnica, 

especificidade dos primers, amplificação inespecífica, que podem fazer com 

que cheguemos a resultados falso-negativos.  
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 Os resultados encontrados na análise comparativa do genoma 

mostraram que nenhum dos isolados avaliados possuiram os genes que 

codificam as enzimas envolvidas no processo de nitrificação autotrófica, 

indicando que outras enzimas estão participando dessa etapa na NH/DA 

(Tabela 4). 

Tabela 4. Análise comparativa das sequências de enzimas envolvidas em diferentes vias do 

ciclo do nitrogênio presentes nos genomas de isolados capazes de NH/DA disponíveis no 

banco de dados do GenBank.  

 

 

Sinal de positivo (+): presença do gene que codifica a enzima e sinal de negativo (-): ausência do 

gene que codifica a enzima no genoma.  

 
 

Para melhor entendimento, as vias metabólicas das quais as enzimas 

analisadas na genômica comparativa participam estão sumarizadas a seguir 

(Figura 9). 



56 
 

 
 

 
Figura 9. Vias metabólicas envolvidas nos processos de nitrificação, desnitrificação e 

assimilação do nitrato e as enzimas envolvidas em cada processo. Amo - amônia 

monooxigenase; Hao - hidroxilamina óxido redutase; Nar/Nxr - nitrato redutase / nitrito 

oxidoredutase; Nap - Nitrato redutase periplasmática; Nir - nitrito redutase; NorB - óxido 

nítrico redutase; NosZ - óxido nitroso redutase; Nas - nitrato redutase assimilatória; NR - 

nitrato redutase (NADPH); Nar - nitrato redutase ferredoxina; Nir - nitrito redutase 

ferredoxina e NIT-6 - nitrito redutase (NADPH). FONTE: KEGG: Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes, com modificações.   

 

 Os genes que codificam as enzimas envolvidas na redução 

assimilatoria do nitrato estão presentes em todos os genomas, uma vez que 

essa é a via na qual os microrganismos utilizam o nitrato diretamente para 

incorporação intracelular. Os genomas referentes aos isolados P. balearica 

1.35, 2.22 e 2.23 e P. stuzeri 2v, afiliados ao gênero Pseudomonas, 

possuem os genes que codificam as enzimas envolvidas na desnitrificação 

anaeróbia, exceto o gene nirK. De acordo com Shapleigh e Payne (1985) 

ambas as enzimas, NirK e NirS desempenham a mesma função, porém, o 

mesmo microrganismo é incapaz de ter as duas.  

Como discutido em sessões anteriores, a presença dos genes que 

codificam as enzimas envolvidas no processo de desnitrificação não garante 

que são essas enzimas que participam do processo de NH/DA, uma vez que 
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esses microrganismos já são descritos como desnitrificantes anaeróbios e 

precisam dessas enzimas para realizar esse processo. Por isso, acreditamos 

que o processo de NH/DA seja realizado por uma ou mais vias metabólicas 

diferentes das atualmente descritas. 

Na tentativa de resolver esta questão, o isolado P. stutzeri 2v foi 

selecionado entre os seis para aprofundarmos no estudo das enzimas 

envolvidas no processo de NH/DA através do estudo de seu transcriptoma 

em condição de indução da via. A seleção foi feita com base nos resultados 

obtidos neste trabalho, uma vez que este isolado apresentou melhor 

resposta nos testes de remoção de amônia, produção de nitrogênio gasoso 

e influência dos fatores físico-quimicos.  

 

4. Conclusões 

 Os seis isolados identificados neste trabalho são capazes de remover 

amônia em meio MHN e de transformar amônia em nitrogênio gasoso em 

condições de aerbiose, caracterizando o processo de NH/DA. O estudo da 

influência dos fatores físico-quimicos sobre o processo de remoção mostrou 

que os seis isolados respondem de forma diferente aos diferentes fatores. 

As condições em que cada isolado manteve 100% de remoção de amônia 

foram: R. ruber 1.27- fonte de carbono: piruvato, citrato e succinato de sódio, 

relação C/N: 8, 10 e 12, salinidade: 0, 3 e 6 %, pH: 7 e 9,  temperatura: 20, 

25, 30, 35 e 40 °C; P. balearica 1.35 - fonte de carbono: piruvato, acetato e 

citrato de sódio, relação C/N: 8 e 12, salinidade: 0, e 3 %, pH: 7,  

temperatura: 30 °C; P. balearica 2.22 - fonte de carbono: citrato de sódio, 

relação C/N: 8, salinidade: 0, e 3 %, pH: 7 e 9,  temperatura: 30 °C; P. 
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balearica 2.23 - fonte de carbono: piruvato, acetato, citrato e succinato de 

sódio, relação C/N: 8,10 e 12, salinidade: 0, e 3 %, pH: 7 e 9, temperatura: 

20, 25, 30, 35 e 40 °C; G. amicalis 2.26 - fonte de carbono: citrato de sódio, 

relação C/N: 8, salinidade: 3 %, pH: 7,  temperatura: 30 °C;  P. stutzeri 2v - 

fonte de carbono: piruvato, acetato, citrato e succinato de sódio, relação C/N: 

8,10 e 12, salinidade: 0, e 3 e 6 %, pH: 7 e 9,  temperatura: 20, 25, 30, 35 e 

40 °C. O balanço de nitrogênio mostrou que de toda a amônia removida, 

aproximadamente 55% é perdida na forma de gás e o resto é transformado 

em biomassa microbiana. Os isolados P. balearica 1.35, 2.22, 2.23 e P. 

stutzeri 2v que também são desnitrificantes anaeróbios possuem todos os 

genes que codificam as enzimas desta via, porém, a presença do gene não 

garante que ele seja expresso em condição de indução da via de NH/DA, e 

os isolados R. ruber 1.27 e G. amicalis 2.26 não possuem nenhum dos 

genes relacionados ao processo de remoção de amônia convencional. Esse 

trabalho mostrou que todos os isolados estudados possuem alto potencial 

para aplicação em estação de tratamento de efluentes para remoção de 

amônia e que estudos moleculares mais aprofundados devem ser realizados 

para um melhor conhecimento das vias do processo de NH/DA nos 

microrganismos avaliados.   
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Material Suplementar 

 

Figura S1. Perfil de bandas dos isolados P. balearica 1.35, 2.22 e 2.23 por RAPD.  O 

marcador molecular utilizado foi de 1 Kb, e as amostras foram aplicadas na seguinte ordem: 

marcador molecular (MM), branco (B), isolado 1.35, isolado 2.22 e isolado 2.23. 
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Figura S2.  Resultados das amplificações dos genes que codificam enzimas relacionadas 

ao processo de remoção de amônia convencional. A) gene que codifica a enzima nitrato 

redutase periplasmática - Nap, B) gene que codifica a enzima nitrito redutase - NirS, C) 

gene que codifica a enzima óxido nítrico redutase - NorB, e D) gene que codifica a enzima 

óxido nitroso redutase - NosZ. As amplificações foram feitas com o DNA extraído C = 

concentrado e D = diluído 10 vezes. MM= marcador molecular de 1 Kb. 
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Resumo:  

A nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia (NH/DA) 

corresponde ao processo de remoção de amônia em que um único 

microrganismo é capaz de transforma-la em N2(g) em condições aeróbias. 

Entretanto, ainda é um processo pouco elucidado, com limitado 

conhecimento sobre sua via metabólica. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

investigar os genes envolvidos na via de NH/DA no isolado P. stutzeri 2v 

através do estudo de seu transcriptoma. A padronização das condições do 

transcriptoma mostrou que a indução da via de NH/DA ocorreu em 4 horas 

após adição do inóculo ao meio de cultivo, e que a remoção de amônia foi 

dose dependente. Após a análise do transcriptoma em condições de baixa 

(0,16 gL-1) e alta (1,32 gL-1) concentração de amônia, os resultados 

mostraram que 29 genes foram super expressos, refletindo em uma 

mudança na maquinaria de biossíntese e tradução celular do isolado P. 

stutzeri 2v, indicando que outros genes foram expressos durante o processo 

de NH/DA, incluindo aqueles que codificam proteínas envolvidas em 

processos de óxido-redução. Os genes que codificam as enzimas envolvidas 

na nitrificação autotrófica e desnitrificação anaeróbia não tiveram sua 

expressão alterada, mostrando que os genes responsáveis pelo processo de 

NH/DA são diferentes daqueles envolvidos nos processos convencionais. 

. 

Palavras-chave: remoção de amônia; nitrificação; tratamento biológico; 

expressão diferencial de genes. 
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1. Introdução  

 

 A remoção biológica de nitrogênio pode acontecer através de 

diferentes processos que envolvem grupos microbianos e vias metabólicas 

distintas. Um desses processos é a nitrificação autotrófica seguida da 

desnitrificação anaeróbia, em que a amônia é removida e transformada em 

N2(g) pela ação conjunta de microrganismos autotróficos e heterotróficos, e 

duas condições atmosféricas são necessárias: aerobiose para a nitrificação 

e anaerobiose para a desnitrificação (Madigan  et al., 1997; Uemoto e Saiki, 

2000; Vazoller, 2001; Limpiyakorn, 2013).  

Outro exemplo é a nitrificação heterotrófica/desnitrificação aeróbia 

(NH/DA), processo realizado por um único microrganismo capaz de 

transformar a amônia em nitrogênio gasoso em uma única condição 

atmosférica, aerobiose (Robertson e Kuenen, 1983; Jin et al., 2011; Xu et al., 

2017). Este processo, descrito pela primeira vez em 1983, vem ganhando 

maior destaque nos últimos 10 anos, uma vez que a maioria dos isolados 

descritos na literatura como capazes de realizar a NH/DA terem sido 

isolados de estações de tratamento de efluentes (ETE) (Zhang et al., 2011; 

Chen et al., 2012; Chen et al., 2014).  

No contexto do tratamento biológico de efluentes, os microrganismos 

que realizam o processo de NH/DA oferecem algumas vantagens em 

relação aos convencionais, pois conseguem remover amônia em uma única 

condição de operação do reator, removem também a matéria orgânica e 

apresentam maior taxa de crescimento e resiliência que os autotróficos (Guo 

et al., 2013; Li et al., 2015; Lei et al., 2016; Silva et al., 2018).  
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Entretanto, ao contrário do processo convencional de remoção de 

amônia, que tem as enzimas envolvidas nas vias metabólicas bem 

elucidadas, a NH/DA ainda é limitada, pois pouco se conhece sobre seu 

metabolismo e sobre os microrganismos capazes de realizá-lo.  

Até o momento, os estudos que tentaram investigar essa via 

metabólica basearam-se nos processos convencionais, utilizando as 

enzimas envolvidas na nitrificação autotrófica e desnitrificação anaeróbia e 

seus intermediários (Chen e Ni, 2012; Guo et al., 2013; Huang et al., 2013; 

Padhi et al., 2017), porém, a maioria dos microrganismos NH/DA descritos 

são também desnitrificantes anaeróbios, dificultando ainda mais o 

entendimento deste processo. 

Assim, visto a importância da NH/DA para a remoção biológica de 

amônia em ETE e a ausência de informação sobre seu metabolismo, neste 

trabalho, foi investigada a via metabólica responsável por este processo 

através da análise do transcriptoma da linhagem bacteriana P. stutzeri 2v 

previamente isolada por nosso grupo de pesquisa e caracterizada como 

nitrificante heterotrófico/desnitriricante aeróbio. Um maior conhecimento da 

via metabólica da NH/DA possibilitará modular melhor os microrganismos 

capazes de realizar este processo, que resultará na otimização das 

condições operacionais do reator e, consequentemente, numa melhor 

performance da remoção biológica de amônia nas estações de tratamento 

de efluentes. 
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2. Materiais e Métodos 

2.1. Pseudomas stutzeri 2v 

A bacteria foi previamente isolada de amostra de lodo ativado 

nitrificante proveniente do sistema de tratamento de efluentes do Terminal 

Marítimo Almirante Barroso/TEBAR (São Sebastião/SP) por nossa equipe de 

trabalho. O isolado foi identificado como Pseudomas stutzeri, denominado 

pelo nosso grupo Pseudomas stutzeri 2v (número de acesso MH021610) e 

caracterizado como sendo capaz de realizar o metabolismo da  NH/DA. 

 

2.2. Padronização das condições para o estudo do transcriptoma 

Para avaliar a diferença significativa na expressão de genes 

envolvidos na NH/DA, primeiro foi verificado se a expressão era induzida. 

Para isso, o isolado foi inoculado em tubos plásticos de 50 mL contendo 10 

mL de meio para microrganismos nitrificantes heterotróficos (HNM) (Zhang 

et al., 2012), com diferentes concentrações de amônia (0,16 gL-1, 0,33 gL-1, 

1,32 gL-1 e 3,3 gL-1), a densidade óptica inicial do inóculo foi igual a 0,1 , e as 

culturas foram incubadas a 30 °C sob agitação de 150 rpm por 10 horas. A 

cada 2 horas, a densidade óptica e a remoção de amônia foram avaliadas. 

Fazendo uma análise de consumo de amônia por densidade óptica, foi 

possível determinar se a remoção de amônia tinha efeito dose dependente, 

indicando se a via de remoção era induzida ou não, e em qual momento 

ocorria essa indução. Uma vez que as condições estavam padronizadas 

para a indução da via de NH/DA, outro experimento foi realizado nas 

condições exatas para que a indução ocorresse, e fosse possível realizar o 

estudo do transcriptoma. 
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2.3. Indução da via NH/DA para obtenção do RNA 

Tendo as condições padronizadas, duas colônias do isolado P. 

stutzeri 2v foram ativadas em 15 mL de meio LB. Uma alíquota foi 

transferida para Erlenmeyers contendo 50 mL de meio de cultivo HNM com 

0,16 gL-1 e 1,32 gL-1 de amônia, em triplicata, com densidade óptica inicial 

0,1. As culturas foram incubadas a 30 °C sob agitação de 150 rpm por 2 

horas (tempo determinado na padronização). Após esse tempo, a remoção 

de amônia e densidade óptica foram medidas. Alíquotas de 1 mL de cultura 

foram retiradas para contagem de células viáveis e não viáveis com o 

corante iodeto de propídeo no citômetro de fluxo (BD FACS Verse, 

Biosciences). As células foram sedimentadas a 6.000 g por 10 minutos, e a 

extração de RNA foi feita com o reagente QIAzol®lysis (Qiagem) segundo 

instruções do fabricante. O RNA extraído foi quantificado, e tratado com 

DNAse RNAse free (Promega). O RNA tratado foi visualizado em gel de 

agarose 1 %, liofilizado, e enviado para sequenciamento RNAseq na 

Molecular Research DNA (www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, USA) pela 

plataforma Illumina HiSeq.  

 

2.4. Análises dos dados do RNAseq 

A pipeline utilizada para análise dos dados gerados pelo RNAseq foi 

realizada de acordo  com o trabalho de Conesa et al. (2016). Inicialmente, as 

sequências foram submetidas a uma análise de qualidade utilizando a 

ferramenta FastQC. As sequências de baixa qualidade e os adaptadores 

foram removidas utilizando a ferramenta Trimmomatic (Bolger et al., 2014). 
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O genoma de referência da espécie Pseudomonas stutzeri depositado no 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) (número de acesso 

NC_015740.1) foi indexado  através da ferramenta Bowtie2 (Langmead e 

Salzberg, 2012) e as sequências de alta qualidade provenientes do 

transcriptoma foram alinhadas contra ele, utilizando a ferramenta Tophat2 

(Kim et al., 2013). A acumulação diferencial de transcritos entre as 

condições estudadas foi avaliada pelo teste da razão de verossimilhança 

implementado no programa Cufflinks (Roberts et al., 2011), obedecendo a 

um p-valor de 0,001. Os transcritos diferencialmente expressos nas 

diferentes concentrações de amônia foram submetidos à uma busca no 

banco de dados Uniprot para anotação funcional. Uma rede de interações 

baseada nas funções dos genes diferencialmente expressos foi feita através 

do programa String, e uma análise para avaliar os processos biológicos que 

foram enriquecidos foi feita com a software GOanna (McCarthy et al., 2006). 

 

2.5. Análises estatísticas 

Todas as análises estatísticas foram feitas pelo software R-Studio, 

onde um teste t para comparar duas amostras foi aplicado, com base nos 

genes diferencialmente expressos. As replicatas foram avaliadas pela 

análise de componentes principais (PCA) implementado no software R. 

Valores com P≤0,001 foram considerados para indicar diferença estatística a 

99,9 % de confidência. 
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3. Resultados e Discussão 

3.1. Padronização das condições para o estudo do transcriptoma 

 O perfil de consumo de amônia por densidade óptica do isolado P. 

stutzeri 2v no período de 10 horas mostrou que a medida que a 

concentração de amônia aumenta, o consumo por unidade de densidade 

óptica também aumenta, revelando que o efeito foi dose-dependente durante 

as 4 primeiras horas (Figura 1).   

 

Figura 01. Valores normalizados do consumo de amônia por densidade óptica do isolado P. 

stutzeri 2v em diferentes concentrações de amônia. As análises foram realizadas a cada 2 

horas durante o período de 10 horas. 

 

 Esse efeito dose-dependente nos mostra que a medida que 

aumentamos a quantidade de amônia, houve aumento da expressão dos 

genes envolvidos na remoção, que fez com que o consumo de amônia 

aumentasse. Outro fator importante, foi que essa indução ocorreu nas 4 

horas iniciais do processo, mais precisamente nas 2 primeiras horas, onde 

maior quantidade de amônia foi removida. Como a concentração de 3,3 gL-1 
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de amônia é muito elevada e poderia sair da linearidade da curva padrão do 

teste colorimétrico, selecionamos as concentrações de 0,16 gL-1  e 1,32 gL-1  

de amônia, e um tempo de 2 horas para que a indução da via de NH/DA 

acontecesse, e o transcriptoma do isolado pudesse ser estudado. 

 

3.2. Indução da via NH/DA  

 Após 2 horas de incubação, o consumo de amônia por densidade 

óptica do isolado P. sutzeri 2v na menor concentração foi inferior ao seu 

consumo na maior concentração (Figura 2), indicando que houve indução da 

expressão dos genes envolvidos na via de remoção. A contagem de células 

por citometria indicou que 99 % das células estavam viáveis nas duas 

condições avaliadas (Tabela S1). Estes resultados indicaram que as 

condições de alta e baixa concentração de amônia foram ideais para o 

estudo do transcriptoma do isolado, e que a via do processo de NH/DA foi 

induzida dentro das condições previamente estabelecidas.  

 

Figura 2. Consumo de amônia por densidade óptica do isolado P. stutzeri 2v em alta e 

baixa concentração de amônia. 
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 A qualidade das extrações do RNA total das condições de alta e baixa 

concentrações de amônia foi adequada para que as amostras seguissem 

para o sequenciamento (Figura S1). 

  

3.3. Análise dos transcriptomas  

 

 Através de Análises de Componentes Principais foi possível observar 

que os dados de sequenciamento do mRNA das replicatas do isolado P. 

stutzeri 2v nas condições de baixa e alta concentrações de amônia foram 

semelhantes (Figura 3A).  

 Quando comparamos os dados obtidos pelos dois transcriptomas, 

observamos que setenta e dois genes foram expressos nas duas condições 

estudadas (Figura 3B), e que alguns sofreram regulação positiva, com 

aumento na sua expressão, e outros sofreram regulação negativa, com 

diminuição da expressão.  

Na condição de menor concentração de amônia, o isolado P. stutzeri 

expressou 52 genes exclusivos, enquanto na maior concentração foram 77 

genes exclusivos (Figura 3B). Tais resultados mostraram que houve um 

aumento na expressão de genes com o aumento da concentração de 

amônia.  

 Pela análise Volcano plot (Figura 3C) é possível observar os genes 

que foram diferencialmente expressos com significância estatística entre os 

dois tratamentos (acima da linha tracejada), aqueles que foram 

positivamente regulados (up regulados) e negativamente regulados (down 

regulados), com valores de Fold change (quantidade de vezes que o gene 
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foi mais ou menos expresso na condição de maior concentração de amônia 

em relação a de menor) acima de 2. E como podemos observar, um maior 

número de genes teve sua expressão regulada positivamente.  

 
Figura 03. Análise do transcriptoma do isolado P. stutzeri 2v em baixa e alta concentração 

de amônia. A) Análise de Componentes Principais das replicatas biológicas nas duas 

condições estudadas; B) Diagrama de Venn mostrando o número de genes que foram 

expressos especificamente em de cada condição e aqueles expressos nas duas; C)Volcano 

plot para mostrar os genes diferencialmente expressos regulados negativa e positivamente: 

vermelho – genes de expressão regulada negativamente com significância estatística; verde 

– genes de expressão regulada positivamente com significância estatística; azul – genes de 

expressão inalterada.  

 

 Como nosso objetivo era investigar quais as enzimas envolvidas no 

processo de NH/DA, focamos as análises subsequentes nos genes 
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diferencialmente expressos na condição de maior concentração de amônia e 

naqueles que foram positivamente regulados (Tabela 1 e 2).  

 Onze genes foram expressos com significância estatística na 

condição de maior concentração de amônia (Tabela 1). Dentre esses genes, 

dois chamaram atenção, o que codifica a Celulase com Domínio glicosil 

hidrolase e o que codifica o Citocromo c oxidase (destacados na Tabela 1 

em amarelo). O domínio glicosil hidrolase também está presente na enzima 

amônia monooxigenase, que realiza a primeira etapa da nitrificação 

autotrófica, oxidação de amônia a hidroxilamina. Já o gene que codifica a 

Citocromo c oxidase está diretamente envolvido em reações de oxirredução, 

e o processo de nitrificação e desnitrificação acontece através de sucessivas 

reações de oxirredução. Estes dois genes são fortes candidatos a compor a 

via da NH/DA do isolado P. stutzeri 2v. 

 

Tabela 1. Genes que foram expressos exclusivamente na condição de maior concentração 

de amônia (1,32 gL-1) pelo isolado P. stutzeri 2v. 

Código do gene no Proteoma Anotação Pfam p-value 

WP_003283978.1 Global regulator protein family 0,077901 

WP_013982284.1 Cellulase (glycosyl hydrolase family 5) 0,00215 

WP_013981187.1 PilZ domínio 0,000207 

WP_013982773.1 Phospholipase_D-nuclease N-terminal 3,26E-06 

WP_003298841.1 Outer membrane lipoprotein carrier protein 5,47E-07 

WP_013982942.1 'Cold-shock' DNA-binding domain 1,35E-05 

WP_003293422.1 'Cold-shock' DNA-binding domain 0,00215 

WP_013983347.1 Bacterial regulatory proteins, tetR family 0,00215 

WP_013983644.1 Iron-sulphur cluster assembly 0,000822 

WP_013983984.1 Prokaryotic Cytochrome C oxidase subunit IV 0,033678 

WP_003290642.1 30S ribosomal protein S21 0,000617 

Destacados em amarelo: genes relacionados com enzimas envolvidas em processos elucidados  de 

nitrificação e desnitrificação. 
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 Entre os 29 genes regulados positivamente (Tabela 2), todos os que 

estão destacados em amarelo participam de reações de oxirredução, com 

exceção do gene que codifica a proteína CsbD like, que é uma proteína de 

resposta ao stress. Esse último gene foi o segundo mais expresso, como o 

Fold Change igual a 15,64. Este resultado indica que a proteína CsbD like é 

importante em condição de alta concentração de amônia, e esta é um fator 

de stress para a bactéria. 

 

Tabela 02. Genes diferencialmente expressos que foram regulados positivamente com o 

aumento da concentração de amônia. 

Código do gene no 

proteoma 
Anotação do Pfam 

Fold 

Change 
p-value 

WP_003294452.1 Alanine-zipper, major outer membrane lipoprotein 16,78 0,003064 

WP_013982298.1 CsbD like - protein (ptna de resposta ao stress) 15,64 0,000306 

WP_013983005.1 Protein of unknown function 8,30 0,000331 

WP_011912999.1 Sulfurtransferase TusA 8,26 0,001586 

WP_003293518.1 50S ribosomal protein L32 7,70 5,16E-05 

WP_003298367.1 50S ribosomal protein L35 7,09 9,45E-05 

WP_011911750.1 Phosphate-starvation-inducible E 4,35 0,004822 

WP_003281814.1 50S ribosomal protein L36 4,08 0,002248 

WP_013982283.1 Protein of unknown function 3,87 0,012064 

WP_041771783.1 (Na+)-NQR maturation NqrM  3,75 0,000266 

WP_011912416.1 Protein of unknown function 3,54 0,00057 

WP_011912373.1 30S ribosomal protein S16 3,52 0,009666 

WP_013982479.1 Protein of unknown function 3,39 0,014046 

WP_003284185.1 50S ribosomal protein L33 3,36 0,0011 

WP_013982009.1 DNA-binding protein 3,29 0,004046 

WP_011913664.1 Heme exporter protein D  3,23 0,001508 

WP_041771612.1 50S ribosomal protein L28 2,93 0,006981 

WP_003282211.1 'Cold-shock' DNA-binding domain 2,81 0,000332 

WP_003246255.1 'Cold-shock' DNA-binding domain 2,60 7,47E-05 

WP_003281834.1 50S ribosomal protein L29 2,59 5,17E-05 

WP_013984129.1 Protein of unknown function 2,56 0,000175 

WP_013983373.1 BFD-like [2Fe-2S] binding domain  2,42 8,85E-05 

WP_003283670.1  NADH dehydrogenase  2,26 0,001049 

WP_003300856.1 Protein of unknown function 1,94 0,001923 

WP_026006463.1 Putative quorum-sensing-regulated virulence factor 1,90 0,000654 
Destacados em amarelo: genes potencialmente envolvidos no processo de NH/DA. 
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 Para avaliar se os genes que foram positivamente regulados tem 

alguma conexão funcional entre eles, utilizamos o conjunto de sequencias 

up reguladas no software String (Figura 4). A rede de interações gerada 

mostrou que os genes que codificam as proteínas da família Rps e Rpm 

estão correlacionados. De acordo com o banco de dados de famílias 

proteicas Pfam (Finn et al., 2016), estas proteínas são ribossomais e estão 

envolvidas no processo de tradução proteica, indicando que a maior 

concentração de amônia induziu um aumento na expressão de proteínas da 

maquinaria de tradução celular. Após verificarmos a correlação entre os 

genes positivamente regulados, avaliamos quais os processos celulares 

foram enriquecidos com o aumento da concentração de amônia (Figura 4B). 

Verificamos que os processos enriquecidos neste transcriptoma estão 

relacionados com a montagem de organelas celulares, processo de 

biossíntese, metabolismo de proteínas e tradução proteica.  

 As análises com os genes positivamente regulados mostraram que 

houve uma mudança na maquinaria de tradução proteica da célula na 

condição de alta concentração de amônia, indicando que outros genes são  

expressos e traduzidos, podendo ser as enzimas envolvidas no processo de 

NH/DA. 
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A 

 

 B 

 
Figura 4. Análises dos genes diferencialmente expressos regulados positivamente. A) Rede 

de interações dos genes baseado em suas funções obtida pelo programa String; B) Análise 

de enriquecimento de processos biológicos com o aumento da concentração de amônia 

pelo software GOanna. 
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4. Conclusão 

 
A padronização das condições de realização do transcriptoma 

mostrou que a indução da via NH/DA no isolado P. stutzeri 2v aconteceu nas 

4 primeiras horas após adição do inóculo em meio HNM. Mostrou também 

um efeito dose-dependente do consumo de amônia/densidade ótica a 

medida que a concentração de amônia aumentou. Não foi possível verificar, 

pela análise do transcriptoma, nenhum gene conhecidamente envolvido nos 

processos de nitrificação e desnitrificação já descritos, indicando que eles 

não participam da via NH/DA do isolado P. stutzeri 2v. Foi possível notar um 

aumento significativo da expressão de genes que codificam diferentes 

proteínas relacionadas com reações de oxirredução, que podem estar 

envolvidas no processo de NH/DA. Houve também um aumento significativo 

na expressão de genes que codificam proteínas envolvidas no processo de 

tradução proteica, evidenciando uma mudança na maquinaria de tradução 

indicando que, houve o desencadeamento da síntese de outras proteínas 

frente ao aumento da concentração de amônia. Portanto estudos 

subsequentes envolvendo mutagênese deverão ser conduzidos para 

verificar se estes genes que foram diferencialmente expressos e regulados 

positivamente estarão diretamente envolvidos com o processo de NH/DA.  
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Material Suplementar 

 

 

Figura S1. RNA extraído para estudo do transcriptoma do isolado P. stutzeri 2v em 

diferentes concentrações de amônia, antes e após o tratamento com DNAse. 
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Tabela S1. Quantificação de células viáveis nas replicatas do isolado P. stutzeri 2v nas 

diferentes concentrações de amônia para indução da via de NH/DA.  

Amostra 
Número de 

eventos 
% células 

vivas 
% células 

mortas 

0,16 g.L-1 C1 R1 1000000 99,80 0,20 

0,16 g.L-1 C1 R2 1000000 99,96 0,04 

0,16 g.L-1 C1 R3 1000000 99,94 0,06 

0,16 g.L-1 C2 R1 1000000 99,90 0,10 

0,16 g.L-1 C2 R2 1000000 99,95 0,05 

0,16 g.L-1 C2 R3 1000000 99,95 0,05 

1,32 g.L-1 C1 R1 1000000 99,84 0,16 

1,32 g.L-1 C1 R2 1000000 99,88 0,12 

1,32 g.L-1 C1 R3 1000000 99,89 0,11 

1,32 g.L-1 C2 R2 1000000 99,84 0,16 

1,32 g.L-1 C2 R2 1000000 99,92 0,08 

1,32 g.L-1 C2 R3 1000000 99,91 0,09 
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Neste trabalho identificamos seis isolados bacterianos capazes de 

nitrificar heterotroficamente e desnitrificar aerobicamente. Vimos que eles 

removem 100 % de amônia em diferentes fontes de carbono, relação C/N, 

salinidade, pH e temperatura, e que cada isolado responde de uma maneira 

e com níveis variados de resiliência, o que é desejável para aplicação em 

sistemas de tratamento biológico de estações de tratamento. Além disso, 

observamos que 45 % de todo o nitrogênio removido é transformado em 

biomassa microbiana, e o restante em N2(g), sem acumulo de intermediários 

gasosos óxido nítrico e nitroso no sistema.  

 A ausência dos genes que participam do processo de nitrificação 

autotrófica no genoma dos isolados indicou que outras enzimas podem estar 

envolvidas na NH/DA. E na tentativa de responder esta questão, um estudo 

do transcriptoma do isolado P. stutzeri 2v foi proposto. Assim foram 

estudadas duas concentrações de amônia, que constatamos serem as 

condições ideais para ativação da via de interesse. A análise do 

transcriptoma mostrou que as enzimas envolvidas na NH/DA não são as 

mesmas que realizam os processos de nitrificação autotrófica e 

desnitrificação anaerobica. Observamos entre os genes diferenciamente 

expressos na condição de maior concentração de amônia, diversos genes 

com expressão muito aumentada, entre eles genes envolvidos em processos 

de oxirredução e relacionados com a mudança da maquinaria proteica 

celular, indicando que novas proteinas poderão ser expressas em resposta 

ao aumento de amônia no meio, incluindo aquelas relacionadas com os 

processos de Nitrificaçao heterotrófica e desnitrificação aeróbia. A 

perspectiva do nosso trabalho será validar o envolvimento desses genes 

diferencialmente expressos e regulados positivamente no processo de 

NH/DA e assim, estabelecermos um marcador molecular para o 

monitoramento de populações de NH/DA em comunidades microbianas e 

até mesmo, elucidar a via metabólica completa responsável por este 

processo.  

 


