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RESUMO 

A camada de escuma formada na superfície de decantadores de reatores UASB é constituída de materiais 
flutuantes remanescentes ao tratamento biológico. A hipótese deste trabalho é que a escuma abrigue 
microrganismos capazes de oxidar sulfeto e metano e, desta forma, contribua para minimização do mau odor e 
da emissão de metano, respectivamente. Adicionalmente, acredita-se que o metano também possa ser oxidado 
anaerobiamente dentro do reator UASB. Para a identificação dos microrganismos capazes de oxidar sulfeto, 
foram realizadas análises qualitativas por meio de microscopia óptica comum e contraste de fase. Para 
detecção dos microrganismos envolvidos na oxidação de metano, extraiu-se o DNA da escuma e juntamente 
com primers específicos realizou-se a reação de amplificação em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados 
obtidos da análise qualitativa demonstraram a presença de bactérias oxidadoras de sulfeto, tais como 
Beggiatoa sp., Thiotrix sp. e  Chlorobium sp. Em relação à técnica de PCR, o primer geral do grupo de 
metanotrófica aeróbias (A189f-A682r) detectou a presença destes microrganismos na escuma, assim como os 
primers específicos identificaram metanotróficas do tipo I: Methylobacter/Methylosarcina (A189f-Mb601r) e 
Methylococcus (A189f-Mc468r); e representantes do tipo II: Methylocapsa (A189f- Mcap630r ) e 
Methylosinus (II223f-II646r).  Além disso, os grupos de arquéias anaeróbias oxidadoras de metano (ANMEf-
907r) e de bactérias redutoras de sulfato (907-385) foram  também detectados na escuma.  
 
PALAVRAS-CHAVE: Escuma, Oxidação de Metano, Reator UASB, Sulfeto.  
 
 
INTRODUÇÃO  

Dentre as tecnologias de engenharia aplicadas no processo de tratamento de águas residuárias estão os 
biodigestores, tais como o reator anaeróbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB). Estes biorreatores 
são ecossistemas muito complexos, contém diferentes espécies microbianas que utilizam os compostos 
orgânicos biodegradáveis presentes nos esgotos domésticos como fonte de carbono e/ou energia e dessa 
forma, contribuem para a eficiência do tratamento na remoção da matéria orgânica.  
 
A escuma é um importante constituinte deste processo. Formada na superfície do decantador do reator UASB, 
dispõe-se como camada sólida composta por materiais com densidade menor que a da água e de difícil 
degradação (SOUZA et al., 2006). Estes materiais, juntamente com microrganismos filamentosos, formam 
uma trama que serve de habitat para diferentes microrganismos, tais como arquéias, bactérias, protozoários, 
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cianobactérias e algas, sendo as duas últimas responsáveis pela coloração predominantemente esverdeada da 
escuma. 
 
Um dos maiores problemas da degradação anaeróbia de águas residuárias é a presença de enxofre. Nestas 
condições, o sulfeto de hidrogênio é formado no processo de redução de sulfato. Dentre as espécies ionizadas 
(HS- e S2

-) e não-ionizadas (H2S) de enxofre, apenas o último é capaz de atravessar a membrana celular, sendo 
a forma mais tóxica de sulfeto que ocasiona a inibição dos microrganismos. Além disso, quando o sulfeto 
passa da forma dissolvida no efluente para a gasosa, ocorre exalação de maus odores em ambientes abertos. 
 
Nestas condições, uma possibilidade para controle de odor foi sugerida por Souza et al. (2006). Os autores 
consideraram a camada de escuma, como um filme biológico capaz de remover compostos reduzidos de 
enxofre por meio de microrganismos oxidadores de sulfeto.  
 
No tratamento anaeróbio, a comunidade microbiana transforma a matéria orgânica complexa em gases 
(principalmente metano e gás carbônico). A produção de metano (metanogênese) é a principal etapa em que 
ocorre a remoção efetiva da matéria orgânica carbonácea da fase líquida, uma vez que o metano é pouco 
solúvel em água. Entretanto, segundo Campos (1999), parcela significativa de metano pode permanecer 
dissolvida no líquido e, assim, sair com o efluente final tratado. Contudo, na camada de escuma, uma parcela 
do metano pode ser removida por meio da oxidação biológica, mediada pelas bactérias metanotróficas 
aeróbias que o utilizam como única fonte de carbono.  
 
As metanotróficas são freqüentemente detectadas em superfícies de sedimentos recobertos com água com alto 
teor de oxigênio dissolvido, ou na zona do metalímnio, entre as zonas anóxicas saturadas de metano e o 
epilímnio aeróbio. São fisiologicamente e filogeneticamente distintas e divide-se em dois grupos: gamma-
Proteobacteria, que inclui as metanotróficas do tipo I, e alfa-Proteobactéria, que inclui as metanotróficas do 
tipo II. Os microrganismos do tipo I crescem preferencialmente em altas concentrações de oxigênio e baixas 
concentrações de metano, em contraste com o tipo II de metanotróficas que crescem em baixas concentrações 
de oxigênio e nitrogênio e altas concentrações de metano (ZHENG et al., 2008).  
 
A oxidação de metano pode ocorrer também em ambientes anaeróbios, tais como sedimentos marinhos e áreas 
alagadas, como os pântanos. Os microrganismos responsáveis pela oxidação anaeróbia do metano (OAM) 
ainda não foram isolados e o mecanismo permanece desconhecido. Contudo, estudos moleculares mostram 
que as metanotróficas anaeróbias (ANME) são filogeneticamente afiliados com arquéias metanogênicas da 
família Methanosarcinales e dois grupos filogenéticos são reconhecidos: ANME-I e ANME-II. Além disso, 
com exceção da Mehylocella palustris, todas as metanotróficas possuem a enzima particulate methane 
monoxygenase (pMMO) que cataliza a oxidação de metano. 
 
As evidências da oxidação anaeróbia de metano são bem documentadas na literatura, baseado na modelagem 
geoquímica (WARD et al., 1987), isótopos estáveis (BURNS, 1998), perfil químico da água (BOROWSKI,  
PAULL e USSLER, 1999), estudos de inibidores (CHAN & PARKIN, 2000) e incubações de amostras com 
traçadores readioativos (THOMSEN, FINSTER e RAMSING, 2001). Os resultados destes estudos levaram a 
hipótese de que a oxidação anaeróbia de metano é mediada por um consórcio de arquéias e bactérias redutoras 
de sulfato (BRS). O metano é convertido por arquéias metanotróficas a dióxido de carbono e os subprodutos 
desta reação (metanol, hidrogênio molecular ou acetato) são subseqüentemente metabolizados por bactérias 
redutoras de sulfato (HALLAM et al., 2004).  
 
Sabe-se que o metano é um dos mais potentes gases do efeito estufa, apresentando potencial de aquecimento 
global aproximadamente 21 vezes superior ao do gás carbônico. Felizmente, o metano lançado na atmosfera é 
degradado por processos químicos. Contudo, a oxidação biológica de metano é responsável por remover mais 
metano do que a oxidação química. Acredita-se que em ambientes aeróbios e anaeróbios, a oxidação biológica 
do metano é responsável por remover o metano antes mesmo de atingir a atmosfera, diminuindo desta forma 
sua emissão. Assim, sem a oxidação biológica do metano, as concentrações deste composto na atmosfera 
seriam ainda maiores.  
 
Nesse contexto, a hipótese deste trabalho é que a escuma abrigue microrganismos aeróbios e microaerofílicos 
envolvidos na oxidação de sulfeto e na oxidação de metano e, desta forma, contribua para minimização de 
maus odores e da emissão de metano, respectivamente. Além disso, acredita-se também que o metano possa 
ser oxidado anaerobiamente dentro do reator UASB, o que explicaria parte da perda de metano reportada por 
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Ponto de coleta 
da escuma e 

efluente 

diversos autores. Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar a presença de bactérias oxidadoras de 
sulfeto e de metano em amostras de escuma de reator UASB, por meio de técnicas de microscopia óptica e de 
biologia molecular. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 

Neste estudo, foi utilizado um reator UASB, em escala piloto, destinado ao tratamento de esgotos domésticos. 
O reator era equipado com retentor de escuma, o que possibilitava a acumulação desta na superfície do 
decantador. O aparato experimental (Figura 1) foi instalado no Centro de Pesquisa e Treinamento em 
Saneamento (CePTS) da UFMG/COPASA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1: Vista do reator UASB e do decantador (ampliado, à direita). 

 
 
As amostras de escuma foram coletadas no decantador do reator UASB e encaminhadas ao Laboratório de 
Microbiologia do DESA/UFMG, para prosseguimento das análises. O volume de escuma totalizava-se entre 
15-18 mL, sendo completado para 50mL com tampão PBS 1X (NaCl 0,13M; Na2HPO4 0,7Mm; NaH2PO4 
0,3Mm; pH 7,2). Essas amostras foram lavadas com tampão PBS 1X e 50mL de cada amostra foram 
transferidas para o tubo Falcon e centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos. Para análise molecular, os 
sedimentos dessas amostras foram armazenados em tubos tipo Eppendorf de 2,0 mL e mantidos à temperatura 
de -20ºC.  
 
Para caracterização morfológica dos microrganismos presentes na escuma, realizaram-se análises 
microscópicas.  A solução ágar 1% foi aquecida em forno microondas por aproximadamente 1 minuto e 
distribuída sobre a lâmina de vidro. Após solidificação do ágar, foi colocada alíquota da amostra e, por 
conseguinte, a lamínula. A caracterização microbiana foi realizada no período de 14/08/07 a 18/08/08, por 
meio de microscopia óptica comum e contraste de fase no microscópio binocular da marca Olympus, modelo 
BX-50, com câmara acoplada para captura de imagem.  
 
Para outros microrganismos - algas e cianobactérias - foi necessário fixar a amostra de escuma com 1mL de 
lugol. A identificação dos microrganismos presentes na escuma foi possível com a utilização de chaves 
taxonômicas (ANAGNOSTIDIS e KOMÁREK,1988, KOMÁREK e ANAGNOSTIDIS, 1989, 1999 e 2005, 
SANT’ANNA e AZEVEDO,1989 e 2000, AZEVEDO e SANT’ANNA, 2003, BICUDO E MENEZES, 
2006). 
 
Para a extração do DNA microbiano da escuma do reator UASB foi utilizado o método descrito por Egli et al., 
(2003). O método consiste basicamente em lise celular química e mecânica, seguida de purificação dos ácidos 
nucléicos em fenol e clorofórmio. O material genômico purificado foi ressuspendido em água e mantido a -
20ºC. 
 
Foram realizadas três extrações da amostra de escuma e alíquotas de 5,0μL foram submetidas à eletroforese 
em gel de agarose 1,0% a 75 Volts por 45 minutos. Para se avaliar o tamanho dos ácidos nucléicos extraídos, 
utilizou-se como marcador de peso molecular, o Ladder 1Kb (Fermentas). Enquanto que, para estimar a 
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concentração de DNA no gel, foi utilizado o DNA Lambda na concentração de 300ng/µL. O lambda foi 
diluído 100X (3ng/µL) e no gel, aplicou - se 4µL do Lambda obtendo-se a concentração final de 12ng/µL. 
 
O gel de agarose foi corado em solução de brometo de etídio (0,5μg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta 
para verificação da extração do DNA genômico.  As imagens dos géis foram registradas por um sistema de 
captura de imagem. 

 
As extrações de DNA obtidas das amostras de escuma foram submetidas à amplificação por PCR, por meio de 
diferentes pares de iniciadores (primers) conforme o grupo de interesse. Na reação de amplificação dos 
fragmentos de DNA foram usados os seguintes reagentes, com suas respectivas concentrações, para um 
volume final de 25µL: tampão de PCR (1X); MgCl2 (1,5mM), dNTPs (200µM); primer forward (200nM) e 
primer reverse (200nM) ; enzima Taq polimerase (1,25U) e 1µL do DNA extraído.  

Todas as reações de PCR foram realizadas juntamente com um controle sem DNA (branco). O processamento 
da reação de PCR ocorreu no termociclador (Eppendorf). As reações foram realizadas em três eventos 
diferentes, ou seja, três reações de PCR independentes para o mesmo fragmento de interesse, para garantir a 
representabilidade dos resultados.  
 
A detecção do grupo geral de metanotróficas aeróbias foi feita por meio de PCR com gradiente de temperatura 
(primers A189F-682R, Tabela 1). Para os gêneros específicos de metanotróficas aeróbias, utilizou-se o 
produto de PCR (obtido com os primers para o grupo geral) como DNA alvo para a segunda reação de PCR, 
com primers específicos para os gêneros Methylobacter/Melhylosarcina, Methylococcus, Methylocapsa e 
Methylosinus. Enquanto que, para detecção dos microrganismos envolvidos na oxidação anaeróbia de metano, 
utilizou-se os primers ANMEf-907R e 907-385, para a detecção das arquéias anaeróbias oxidadoras de 
metano e bactérias redutoras de sulfato, respectivamente. As temperaturas utilizadas na programação para as 
amplificações do fragmento de interesse estão apresentadas na Tabela 1. 
 

Tabela 1:  Perfis de temperatura utilizados para cada par de primers na reação de PCR. 
Par de 
primers 

Grupo alvo Tamanho do 
fragmento 

Condição de amplificação Referência 

A189f  
A682r 

Grupo geral das 
metanotróficas 
aeróbias 

500 pb 94°C,45s;62-52°C,60s;72°C, 
180s      (30 ciclos) 

Horz et al., 2005 

A189f 
Mb601r 

Methylobacter/ 
Methylosarcina 

432 pb 94°C,45s; 56°C,60s; 72°C, 
3min (30 ciclos) 

Kolb et al., 2003 

A189f 
Mc468r 

Methylococcus 299 pb 94°C,45s; 62°C,60s; 72°C, 
3min (30 ciclos) 

Kolb et al., 2003 

II223f  
II646r 

Methylosinus 444 pb 94°C,45s; 62°C,60s; 72°C, 
3min (30 ciclos) 

Kolb et al., 2003 

A189f 
Mcap630 

Methylocapsa 461 pb 94°C,45s; 56°C,60s; 72°C, 
3min (30 ciclos) 

Kolb et al., 2003 

ANMEf  
907R 

Grupo geral de 
metanotróficas 
anaeróbias 

817 pb 94°C,45s; 57°C,60s; 72°C, 
3min (30 ciclos) 

Thomsen et al., 
2001 

907  
385 

Grupo geral de 
bactérias redutoras de 
sulfato 

522pb 94°C,30s; 63°C,60s; 72°C, 
60s (20 ciclos); 94°C,30s; 
53°C,60s; 72°C, 60s (10 

ciclos) 

Amann et al., 
1990 

   
Todas as reações de PCR iniciaram com desnaturação em 94°C por 3 minutos e finalizou com elongamento a 
72°C por 10 minutos, com temperatura de espera em 4°C. O PCR touch-down foi usado de 62°a 52°C. Depois 
de cada ciclo, a temperatura de anelamento decaiu 0,5°até atingir 52°C.  
 
 
RESULTADOS  

Os resultados da caracterização morfológica da escuma por observação em microscopia óptica estão 
apresentados na Figura 2, que corresponde às bactérias similares a Beggiatoa sp., Thiotrix sp. e Chlorobium 
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sp., respectivamente. Estas bactérias são capazes de oxidar sulfeto e produzir sulfato, além de acumular 
grânulos intracelulares de enxofre elementar para ser oxidado posteriormente, o que indica a importância das 
mesmas no ciclo do enxofre. Dentre estas bactérias, destaca-se Chlorobium sp., bactéria fototrófica 
anoxigênica, que sob condições anóxicas e na presença de luz, utiliza o sulfeto como doador de elétrons na 
fotossíntese anoxigênica. A incidência direta da luz e o contato do efluente com a escuma possibilita a 
realização da fotossíntese anoxigênica, entretanto, este dado não foi avaliado na prática. Ainda, outras 
morfologias bacterianas foram observadas tais como: bacilos, cocos e espirilos, além de filamentos de 
cianobactérias.  
 
              

 
             
 

 

Figura 2: Microrganismos presentes na escuma. A- Beggiatoa sp., B - Thiotrix sp. e C- Chlorobium sp. 
 
A extração do DNA pelo método de Egli et al., (2003) foi eficiente para extração de DNA da amostra de 
escuma conforme apresentado na Figura 3. Contudo, a análise da extração de DNA em gel de agarose mostrou 
que a quantidade de DNA extraído foi pequena, quando efetuada a análise quantitativa do DNA em relação ao 
DNA Lambda (Figura 3), totalizando em 12ng/µL de DNA extraído.  
 
Além disso, a extração apresentou “rastros”, que podem ser contaminantes como os ácidos húmicos, proteínas 
ou ainda resíduos dos reagentes da extração. O fato das bandas apresentarem mais claras, indicado por setas 
na Figura 3, pode ser devido à ocorrência da perda de DNA durante o processo de extração da amostra. 
Contudo, a qualidade e a quantidade de DNA não interferiram nas amplificações por PCR. 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Resultados da extração de DNA da amostra de escuma do decantador do reator UASB e DNA 
Lambda na concentração de 12ng/µL na última canaleta. 

 
Após as extrações de DNA das amostras de escuma, uma quantidade de DNA foi utilizada nas reações de 
PCR para detecção das metanotróficas aeróbias. A presença do grupo geral de metanotróficas aeróbias foi 
constatada por meio de reação de amplificação com o par de primers geral (A189F-A682R); o resultado da 
amplificação está apresentado na Figura 4, canaleta 7. Com o objetivo de identificar os gêneros de 
metanotróficas aeróbias foram utilizados os primers específicos para detectar Methylobacter/Methylosarcina, 
Methylococcus, Methylocapsa e Methylosinus e os resultados encontrados foram positivos para todos os 
organismos testados (Figura 4, canaletas de 2 a 6). A diversidade de metanotróficas aeróbias encontradas na 
escuma sugere que estes microrganismos possam estar realizando a oxidação do metano no efluente do reator 
UASB, visto que, são capazes de utilizar este gás como fonte de carbono e energia.  
 
O limite de detecção dos primers utilizados para investigação dos grupos de metanotróficas é de 101 a 102 

moléculas alvo/reação (KOLB et al., 2003). Portanto, os primers testados para os gêneros de metanotróficas 

A B C

ladder E2A E2B E2C    lambda 
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aeróbias foram capazes de detectar os representantes deste grupo mesmo quando estavam presentes em 
pequena quantidade. Considerando que o tipo I de metanotróficas cresce preferencialmente em altas 
concentrações de oxigênio e baixas concentrações de metano, os gêneros Methylobacter/Methylosarcina e 
Methylococcus podem estar presentes em menor quantidade, uma vez que a camada de escuma apresenta as 
condições favoráveis para o crescimento dos membros do tipo II, que crescem em baixas concentrações de 
oxigênio e nitrogênio e altas concentrações de metano (ZHENG  et al., 2008).  
 
Em concordância com os resultados encontrados, o estudo realizado por Halet et al. (2006) detectou estes 
microrganismos em condições mesofílicas durante a compostagem da matéria orgânica, e os grupos 
pertencentes ao tipo II foram predominantes sob altas concentrações de metano. Ainda, conforme Miguez et 
al., 1999, o gênero Methylosinus se adaptou nas condições do reator UASB, parcialmente aerado. Além desses 
estudos, RASTOGI (2007) observou grupos de metanogênicas e metanotróficas no biogás de um reator e 
concluiu que o biogás contém uma diversidade de metanotróficas aeróbias. 
 
  
 
 
 
 
 
 

Figura 4: Produtos de PCR da amostra de escuma correspondente à detecção de metanotróficas aeróbias. 1- 
Marcador de peso molecular (Ladder 1Kb, Fermentas), 2- Methylocapsa sp., 3- Methylococcus sp., 4- 

Methylobacter/Methylosarcina sp., 5- Methylosinus sp., 6- branco, 7- grupo geral de metanotróficas aeróbias.  
 

Em relação aos microrganismos envolvidos na oxidação anaeróbia de metano, os grupos de arquéias 
anaeróbias e bactérias redutoras de sulfato foram encontrados na escuma, conforme apresentado na Figura 5. 
A presença de metanotróficas anaeróbias (Figura 5a) na camada de escuma pode estar intimamente 
relacionada com a perda de sólidos provenientes do lodo anaeróbio em direção a camada de escuma. A 
presença destes microrganismos na escuma não necessariamente indica que estão metabolicamente ativos 
realizando a oxidação de metano, mas é um fator importante que sugere sua adaptação nas condições do reator 
UASB.  
 
Além disso, as bactérias redutoras de sulfato (Figura 5b) também foram detectadas na escuma, o que subsidia 
a possibilidade de oxidação anaeróbia de metano na camada de escuma. Segundo Hallam (2004), a conversão 
do metano a dióxido de carbono é realizada pelas arquéias metanotróficas e os subprodutos desta reação 
(metanol, hidrogênio molecular ou acetato) são subseqüentemente metabolizados pelas bactérias redutoras de 
sulfato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Produtos de PCR da amostra de escuma correspondente à detecção dos microrganismos envolvidos 

na oxidação anaeróbia de metano (indicado pela seta).  
a - arquéias anaeróbias; b- bactérias redutoras de sulfato. 

ladder ANME  B ladder  BRS 

a b 
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Apesar de não haver relatos na literatura sobre a oxidação anaeróbia de metano em reator UASB, Girguiz 
(2003) obteve crescimento de arquéias anaeróbias oxidadoras de metano juntamente com bactérias redutoras 
de sulfato em um bioreator de fluxo contínuo. Neste estudo, foi analisado o impacto da mudança do fluxo na 
comunidade OAM e observou-se que o grupo ANME-II apresentou maiores taxas de crescimento em regimes 
de menor fluxo em relação ao grupo ANME-I, que demonstrou maiores taxas de crescimento em regimes de 
maior fluxo. 
 
 
CONCLUSÕES 

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que: 
 
A escuma apresenta potencial para controlar o odor e a toxicidade causada pelo sulfeto, já que a mesma 
apresentou diversidade morfológica de bactérias similares a Beggiatoa sp., Thiotrix sp. e Chlorobium sp., as 
quais são capazes de remover enxofre por oxidação biológica.  
 
A detecção do grupo geral de metanotróficas aeróbias indicou a presença destes microrganismos na camada de 
escuma, os quais, possivelmente, estão envolvidos na oxidação aeróbia de metano proveniente do reator 
UASB, antes de sua emissão para a atmosfera.  
 
A detecção das metanotróficas Methylobacter/Methylosarcina, Methylococcus, Methylocapsa e Methylosinus 
na escuma indica alta diversidade de gêneros de metanotróficas representando diferentes tipos fisiológicos, o 
que sugere que a oxidação aeróbia do metano pode ocorrer sob diferentes condições ambientais (ex: 
concentração de oxigênio dissolvido, concentração de metano etc).  
 
O grupo de metanotróficas anaeróbias e bactérias redutoras de sulfato, envolvidos na oxidação anaeróbia de 
metano, foram presentes na camada de escuma do decantador do reator UASB. A presença das arquéias 
anaeróbias oxidadoras de metano na escuma provavelmente está relacionada com a presença de sólidos 
provenientes do interior do reator UASB.  
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