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RESUMO 

 

A oxidação anaeróbica de amônio (anammox) é uma via microbiana que pode remover 

simultaneamente o amônio e o nitrito por meio de bactérias que fazem um atalho no ciclo 

do nitrogênio. Essas bactérias possuem potencial na mitigação de ambientes poluídos, 

incluindo o tratamento de efluentes da aquicultura que são ricos de compostos 

nitrogenados. Considerando esses fatos, o objetivo dessa pesquisa foi realizar prospecção e 

isolamento de bactérias aerotolerantes com atividade anammox em ecossistema aquático 

continental (EAC) como base para desenvolvimento de processo biotecnológico, para 

melhoraria da qualidade do efluente de cultivo de organismos aquáticos através da redução 

do nitrogênio amoniacal total. Foram coletadas amostras de água e de sedimento em três 

pontos do Açude Santo Anastácio (Fortaleza – CE). Essas amostras foram enriquecidas 

com um caldo mineral seletivo para bactérias anammox (M1) e postas em jarra de 

anaerobiose por sete dias. Após diluições, as amostras foram inoculadas por meio da 

técnica Pour Plate em meio de cultura seletivo para anammox (M2) e outro meio não 

seletivo (M3). A partir disso, foi realizado Contagem Padrão em Placa (CPP), isolamento, e 

coloração de Gram. Foi verificado que o crescimento das unidades formadoras de colônias 

(UFC) bacterianas foi maior a partir das amostras inoculadas no meio M3. Além disso, 

tanto no meio M2 quanto no M3, as amostras de sedimento apresentaram maior quantidade 

de bactérias: 2,22 x 105 UFC/g e 7,15 x 106 UFC/g, respectivamente. Foram isoladas 27 

estirpes bacterianas, utilizando o critério de serem aerotolerantes e com crescimento em até 

cinco dias. Das estirpes identificadas, 74% foram isoladas do meio M2 e 26% do meio M3. 

A maioria das estirpes apresentou morfologia de bastonetes Gram-positivos e foram 

isoladas das amostras de sedimento. 

 

Palavras-chaves: Bactérias aerotolerantes. Atalho no ciclo do nitrogênio. Compostos 

nitrogenados. 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Anaerobic oxidation of ammonium (anammox) is a microbial pathway that can 

simultaneously remove ammonium and nitrite through bacteria that take a shortcut in the 

nitrogen cycle. These bacteria have the potential to mitigate polluted environments, 

including the treatment of aquaculture effluents that are rich in nitrogenous compounds. 

Considering these facts, the objective of this research was to carry out prospection and 

isolation of aerotolerant bacteria with anammox activity in continental aquatic ecosystem 

(CAE) as a basis for biotechnological process development, to improve the quality of the 

effluent from aquatic organisms through the reduction of total ammoniacal nitrogen. Water 

and sediment samples were collected at three points of the Santo Anastácio Dam (Fortaleza 

- CE). These samples were enriched with a selective mineral broth for anammox bacteria 

(M1) and placed in an anaerobic jar for seven days. After dilutions, the samples were 

inoculated using the Pour Plate technique in anammox selective culture medium (M2) and 

another non-selective medium (M3). Then, Standard Plate Counting (SPC), isolation, and 

Gram staining were performed. It was witnessed that the growth of bacterial colony-

forming units (CFU) was higher in the samples inoculated in the M3 medium. Also, in both 

M2 and M3 media, the sediment samples had the highest amount of bacteria: 2,22 x 

105CFU/g and 7,15 x 106 CFU/g, respectively. Twenty-seven bacterial strains were 

isolated, using the criterion of being air tolerant and growing in up to five days. Of the 

strains identified, 74% were isolated from the M2 medium and 26% from the M3 medium. 

Most strains showed Gram-positive rod morphology and were separate from sediment 

samples. 

 

Keywords: Air-tolerant bacteria. Shortcut in the nitrogen cycle. Nitrogen compounds. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento da aquicultura no Brasil ocorre devido ao clima favorável e 

a disponibilidade dos recursos hídricos naturais, como grandes bacias hidrográficas, litoral 

extenso e grande número de espécies aquáticas de água doce e água salgada (SIQUEIRA, 

2018). Entretanto, a atividade aquícola causa impactos ambientais negativos devido ao 

grande volume de água utilizado e aos efluentes gerados que são ricos em nutrientes que 

podem prejudicar os corpos hídricos receptores, caso não haja um tratamento adequado 

antes da liberação. 

As águas residuais resultantes do cultivo de animais destinados à alimentação 

são abundantes em nutrientes, como nitrogênio e fósforo, matéria orgânica, organismos 

patogênicos, compostos recalcitrantes provenientes de medicamentos (HENRY-SILVA; 

CAMARGO, 2018; SINGH et al., 2015). O descarte desses efluentes sem tratamento 

adequado resulta em consequências adversas para o ecossistema receptor. Além disso, a 

qualidade da água no viveiro pode tornar-se tóxica com a rápida acumulação de nitrogênio 

amoniacal total (NAT) devido à alta taxa de excreção metabólica dos animais e resíduos de 

ração depositados, causando efeitos negativos para o sistema ecológico e para a própria 

atividade (HOPKINS et al., 1995; PAEZ-OSUNA et al., 1998). 

Assim, tem-se investido em novas tecnologias para a melhoria e adequação 

desse agronegócio de forma a trazer desenvolvimento econômico sem pôr em risco a 

qualidade ambiental tornando a atividade ambientalmente sustentável. Os processos 

biológicos de tratamento são os mais empregados na remoção de nitrogênio de águas 

residuárias devido ao seu menor custo de operação. De maneira geral, o tratamento 

biológico tem por objetivo potencializar os processos que ocorrem na natureza (TATSI et 

al., 2003). 

Para a remoção biológica dos compostos nitrogenados dos efluentes existem 

vários processos como: nitrificação, desnitrificação e anammox. A oxidação anaeróbica de 

amônio (anammox) é uma via microbiana na qual, em condições anóxicas, bactérias fazem 

um atalho no ciclo do nitrogênio, convertendo a amônia em nitrogênio atmosférico usando 

o nitrito como aceptor final de elétrons (FLECK; TAVARES; EYNG, 2015). Esse processo 

apresenta uma alternativa mais sustentável, econômica e vantajosa de remover nitrogênio 

dos efluentes dentre os outros processos mais tradicionais (VAN HULLE, 2010). As 

vantagens são: maior taxa de remoção de nitrogênio, menores custos operacionais e 

utilização de espaços menores. 
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Diante desses benefícios, a presente pesquisa possui a finalidade de realizar 

prospecção e isolamento de bactérias anammox aerotolerantes como proposta de 

desenvolvimento de processo biotecnológico para mitigar os efeitos das águas residuais 

geradas na atividade da aquicultura. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Realizar prospecção e isolamento de bactérias aerotolerantes com atividade 

anammox em ecossistema aquático continental (EAC) como base para desenvolvimento de 

processo biotecnológico, capaz de melhorar a qualidade do efluente de cultivo de 

organismos aquáticos através da redução do nitrogênio amoniacal total, contribuindo para 

desenvolvimento econômico e ambiental da atividade aquícola. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Otimizar protocolo de detecção e isolamento de bactérias aerotolerantes com atividade 

anammox; 

• Quantificar bactérias anammox utilizando meio seletivo e não seletivo; em pontos 

distintos em amostras ambientais do açude santo Anastácio; 

• Isolar e caracterizar as estirpes bacterianas anammox aerotolerantes. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Impactos de resíduos de cultivo da aquicultura no ambiente 

 

Atualmente, uma parte das fazendas de aquicultura inclui tratamentos químicos, 

físicos e/ou biológicos dos efluentes para que eles possam ser lançados no ambiente de 

acordo com os padrões estabelecidos na legislação ambiental, ou para serem circulados e 

reutilizados no sistema de cultivo (Wang et al., 2018). O desenvolvimento dessa prática 

sem um tratamento prévio do efluente, pode devastar áreas de manguezal, destruir 

vegetação costeira, causar danos ecológicos aos estuários, como diminuição da quantidade 

de oxigênio dissolvido, eutrofização, destruição de hábitats de espécies nativas, 

contaminação e alteração ou perda da biodiversidade aquática (TANCREDO et al., 2011; 

HERBECK et al., 2013; FLECK, TAVARES, EYNNG, 2015; OLIVEIRA; SOUSA; 

SOBRAL, 2017). 

Os resíduos da aquicultura provêm principalmente da ração não consumida e 

excretada na forma de amônia pelas brânquias ou nas fezes (CRAB et al., 2007; TOVAR et 

al., 2000; MERIAC et al., 2014). De acordo com Gichana et al. (2018), nos peixes apenas 

1/3 dos nutrientes da ração são digeridos e convertidos em proteína animal, enquanto o 

restante é excretado no ambiente. Portanto, as águas de cultivo de organismos aquáticos 

estão associadas a elevada concentração de sólidos suspensos e de nutrientes (amônia, 

nitrito e nitrato), e isso impacta negativamente nos solos e nas águas que os recebem, 

causando eutrofização, aumento de turbidez da água, assoreamento e influência na 

adequação das águas residuais para reutilização (DU et al., 2015; KUMAR; LIN, 2010).  

Além disso, nos sistemas de cultivos o acúmulo desses compostos nitrogenados, que são 

altamente tóxicos, causa a morte de peixes e/ou camarões (Wang et al., 2019), ocasionando 

prejuízos zootécnicos e econômicos.  

Substâncias antimicrobianas e químicas vêm sendo utilizadas pelos produtores 

como tratamento para manter a qualidade da água, para prevenir doenças que afetam os 

organismos cultivados e aumentar a produção nos viveiros. Entretanto, o uso destes 

antimicrobianos pode causar o aumento da resistência de organismos patogênicos e atingir 

rios e lagos, provocando um desequilíbrio ambiental e afetando a saúde humana (ELER; 

MILANI, 2007). 

Novas tecnologias estão sendo testadas e implantadas para a produção da 

aquicultura e para a remoção de compostos nitrogenados das águas residuais de viveiros, 
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antes de serem lançados no corpo receptor. Pode-se citar a aplicação de processos como 

probióticos, bioflocos, nitrificação, desnitrificação e oxidação anaeróbia da amônia 

(anammox), que são utilizados para remover nitrogênio dos efluentes (DAVEREY et al., 

2013). 

 

3.2 O ciclo do nitrogênio e suas formas presentes no ambiente aquático 

 

O nitrogênio (N2) é o quarto elemento mais abundante na biomassa celular, e 

compõe estruturas orgânicas, como as proteínas e os ácidos nucléicos, DNA e RNA 

(STEIN; KLOTZ, 2016). No ambiente, o N2 existe em diferentes formas: amônia (NH3), 

nitrito (NO2
-), nitrato (NO3

-). A amônia é o componente mais abundante nos efluentes da 

aquicultura, pois é o produto mais comum no metabolismo protéico de organismos 

aquáticos (JIMÉNEZ-OJEDA; COLLAZOS-LASSO; ARIAS-CASTELLANOS, 2018). 

No ciclo do nitrogênio (FIGURA 1), os microrganismos estão presentes em 

todas as etapas e são responsáveis pela transformação do nitrogênio no ecossistema 

aquático. As principais etapas de transformações do ciclo do nitrogênio são: fixação, 

nitrificação, desnitrificação, anammox e amonificação.  

 

Figura 1 – Ciclo microbiológico do nitrogênio, incluindo o processo anammox.

 

Fonte: BERNHARD, 2010 
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A fixação do nitrogênio é um processo enzimático, no qual o N2 é convertido 

em nitrogênio biologicamente disponível, como a amônia (NH3) (BERNHARD, 2010). 

Essa etapa é fundamental para a obtenção de fonte de nitrogênio para os compostos 

químicos complexos dos organismos. Entretanto, a presença da ligação tripla (N≡N) na 

fixação do nitrogênio requer a atuação de microrganismos que possuam a enzima 

nitrogenase para romper essa ligação (VIEIRA, 2017). De acordo com Martinez-Romero 

(2006) o Domínio Bacteria e o Domínio Archae possuem os genes que codificam essa 

enzima. 

A nitrificação envolve duas etapas de conversão dos compostos nitrogenados. A 

primeira é a nitritação, no qual microrganismos oxidam a amônia (NH3) em nitrito (N02
-). E 

a segunda é a nitratação, que na presença de oxigênio os microrganismos oxidam nitrito 

(N02
-) em nitrato (N03

-) (JIMÉNEZ-OJEDA; COLLAZOS-LASSO; ARIAS-

CASTELLANOS, 2018). As bactérias que participam da nitrificação dividem-se e em dois 

grupos: bactérias oxidadoras da amônia e bactérias oxidadoras de nitrito (VIEIRA, 2017). 

Na desnitrificação, o nitrato pode ser reduzido a óxido nitroso (N2O), óxido 

nítrico (NO) e N2, e, por serem gases, podem ser facilmente perdidos no ambiente. Esse 

processo é benéfico no tratamento de esgotos pois reduz a carga de nitrogênio fixado no 

efluente, e, assim, diminui o crescimento de algas nas águas do corpo receptor (MADIGAN 

et al., 2016). 

O processo anammox é um atalho no ciclo do nitrogênio, no qual bactérias 

anaeróbias oxidam a amônia em nitrogênio molecular, utilizando o nitrito como aceptor de 

elétrons, produzindo nitrogênio gasoso (VAN LOOSDRECHT, 2017). Essa atividade é 

importante para o ciclo do nitrogênio marinho, uma vez que 50% da perda de nitrogênio 

nos ambientes marinhos e oceânicos ocorre por meio da oxidação de bactérias anaeróbias 

oxidadoras de amônia (JETTEN et al., 2009; HU et al., 2011). 

Na amonificação ocorre a formação de amônia livre (NH3) ou ionizada (NH4
+), 

por meio de bactérias que hidrolisam compostos nitrogenados provenientes de excretas de 

animais ou de restos de animais (HO, 2018). 

 

3.3 Bactérias anammox 

 

As bactérias com atividade anammox foram descritas primeiramente por Strous 

et al. (1999) que conseguiram purificar fisicamente células anammox em testes 
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laboratoriais. A primeira bactéria anammox foi denominada Canditatus Brocadia 

anammoxidans (KARTAL; KELTJENS; JETTEN, 2008).  

Essas bactérias são quimiolitoautótrofas, anaeróbias e possuem tempo de 

crescimento lento, de duas semanas (KALLISTOVA et al., 2016; VAN TEESELING et al., 

2015). São autotróficas, entretanto, diferentes das bactérias oxidantes de amônia aeróbias, 

elas fixam o gás carbônico por meio de uma via de acetil-CoA, que é amplamente 

distribuída em determinadas bactérias e arqueias autotróficas anaeróbias (MADIGAN et al., 

2016). Além disso, na transformação de amônio e nitrito para gás nitrogênio, as bactérias 

anammox não precisam de uma fonte externa de carbono, como o metanol (HAUCK et al., 

2016). 

Os organismos anammox possuem particularidades estruturais raras ou únicas, 

uma delas é o compartimento celular específico anamoxossomo (FIGURA 2), que 

compreende 50-70% do volume total das células (KARTAL; KELTJENS; JETTEN, 2008). 

Nessa estrutura, exclusivamente, ocorre o processo anammox e estão situadas todas as 

enzimas catabólicas das bactérias anammox, que são: hidrazina desidrogenase (HDH), 

hidroxilamina oxidorredutase (HOX), nitrito oxidoredutase (NRX), hidrazina sintase (HZS) 

(NEUMANN et al., 2014; ALMEIDA et al., 2015). 

 

Figura 2 – Compartimento celular das bactérias anammox.  

 
Fonte: Adaptado de NIFTRIK et al., 2004. 

Na esquerda: desenho esquemático. Na direita: seção fina criossubstituído de Candidatus 

”Brocadiaanammoxidans” visto por microscopia eletrônica de transmissão. 

 

As bactérias anammox podem ser encontradas em ambientes marinhos 

hipersalinos e profundos, em lagos, rios, estuários, em ecossistemas terrestres como 

pântanos, aquífero poroso contaminado, solo agrícola, sistemas artificiais e naturais com 
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zonas sem oxigênio (ZHANG et al., 2007; HUMBERT et al., 2010; WANG et al., 2012; 

ZHU et al., 2013; WANG et al., 2015; YANG et al., 2017). As descobertas dessas 

bactérias indicam que elas podem ter um amplo habitat ambiental e ser responsável por 

produzir N2 a partir de ecossistemas naturais e ser a principal fonte de nitrogênio para a 

atmosfera (BURGIN; HAMILTO, 2007; KARTAL; KUENEN; VAN LOOSDRECHT, 

2010; WANG et al., 2015). 

Apesar das bactérias anammox serem anaeróbias, foi identificado atividade 

anammox em reatores de estações de tratamento de águas residuais com oxigênio 

dissolvido superior a 5,0 mg/L na água bruta (LIU et al., 2008; JARDIN, HENNERKES, 

2012; JIA et al., 2012; ZHENG et al., 2016; XIA et al., 2019). Portanto, esses estudos 

apontam que as bactérias anammox podem ser aerotolerantes.  

 

3.4 Papel das bactérias anammox no tratamento de efluentes 

 

A remoção dos compostos nitrogenados das águas residuais da aquicultura é 

importante pois protege os ecossistemas aquáticos, sendo fundamental para lugares com 

fragilidade hídrica, como o Ceará. A tecnologia anammox é utilizada principalmente para a 

remoção desses compostos nos efluentes, no qual minimiza impactos significativos no 

ambiente natural e melhora as condições gerais de saúde da população humana.  

Por remover altas concentrações de amônia e nitrito da água sem produzir óxido 

nitroso e ser altamente eficiente e ecológica, a reação anammox, quando comparada com os 

processos de nitrificação e desnitrificação, é considerada a primeira opção para o 

tratamento de água residuais (JIMÉNEZ, COLLAZOS-LASSO, ARIAS-CASTELLANOS, 

2018). Este processo além de reduzir o consumo de oxigênio e o custo com aeração, ele 

controla e reduz a emissão de gases do efeito estufa como, por exemplo, o CO2, no qual este 

é consumido como carbono inorgânico pelas bactérias anammox (GAO; TAO, 2011).  

A aquicultura utiliza a tecnologia anammox por meio de reatores com 

diferentes configurações e, muitas vezes, adicionam a nitrificação parcial ao processo 

(VLAEMINCK et al., 2009; LIN et al., 2020). Esse processo possui alta eficiência, 

podendo remover cerca de 89% do nitrogênio das águas residuais e transformando-o em 

nitrogênio gasoso (RUSCALLEDA et al., 2010). Entretanto, sua aplicação e 

industrialização é difícil pois essas bactérias possuem uma taxa de crescimento lenta 

(tempo de duplicação de aproximadamente 11 dias), não estão disponíveis em culturas 

puras e podem ser inibidas sob condições de alta concentração de                                   
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oxigênio dissolvido (OD) (STROUS et al., 1998; PERSSON et al., 2014; PEREIRA et al., 

2017; ÇELEN‐ERDEM, 2020). 

O primeiro relato da presença de bactérias anammox nos sistemas de 

aquicultura foi realizado por Tal et al. (2006). Eles conseguiram identificar as células 

anammox tanto por microscopia quanto pelo isolamento de sequências genéticas, e medir a 

atividade anammox a partir de um biofiltro desnitrificante de um sistema de aquicultura 

marinha em recirculação (TAL et al., 2006). Van Kessel et al. (2010) foram os primeiros a 

provar a existência de bactérias anammox em cultivos de aquicultura de água doce, por 

meio de dados moleculares. Em ambos os estudos foi detectado baixa densidade 

populacional nos biofiltros dos sistemas, provavelmente isso ocorre devido ao fato que as 

bactérias anammox são anaeróbias e por isso crescem melhor nos compartimento onde há 

menos aeração (VAN KESSEL  et al., 2011; VAN KESSEL  et al., 2010). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local da coleta 

 

O açude Santo Anastácio está localizado no Campus Universitário do Pici da 

UFC (Fortaleza – CE) e pertence a bacia do Rio Maranguapinho. É abastecido pela Lagoa 

da Parangaba, que é alvo de lixos, efluentes, dejetos, resíduos de fontes pontuais 

(indústrias, domicílios) e fontes difusas (deposição atmosférica de poluentes, infiltração) 

(ARAÚJO; NETO; BECKER, 2016; VASCONCELOS; VIEIRA; FONTELES-FILHO, 

2008). Além disso, o açude possui alta densidade de macrófitas aquáticas e recebe 

diretamente efluentes clandestinos que influenciam no aumento da eutrofização, nas baixas 

concentrações de oxigênio e na morte de peixes (SÁNCHEZ-BOTERO et al., 2014). 

As bactérias anammox, por serem anaeróbias, são encontradas em ambientes 

eutrofizados, com baixas concentrações de oxigênio. Tendo em vista essas características, 

foram coletadas amostras de água e sedimento em três pontos do açude Santo Anastácio, 

Fortaleza (CE) (FIGURA 3), em dezembro de 2019. Durante a amostragem foi observada a 

presença de macrófitas aquáticas nos três pontos de coleta, sem detecção de chuva. 
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Figura 3 – Área de localização dos pontos de coletas de sedimento e da água (Açude Santo 

Anastácio – Fortaleza – CE).  

 

Fonte: Autora
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4.2 Procedimento da coleta 

 

As amostras de água foram coletadas com garrafas âmbar de um litro 

esterilizadas, totalmente preenchidas de água para evitar o mínimo de oxigênio. Para as 

amostras de sedimento foi utilizado o coletor de solo e armazenadas em sacos plásticos. 

Todas as amostras foram acondicionadas em um isopor e imediatamente conduzidas ao 

Laboratório de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciências 

do Mar (LABOMAR), para realizar as análises microbiológicas das amostras. 

 

4.3 Análises microbiológicas 

 

4.3.1 Meios de cultura utilizados 

 

O meio de cultura utilizado para o cultivo de bactérias anammox (M1) foi um 

meio mineral composto por elementos traços, elaborado por Qin e Zhou (2009) (TABELA 

1).  

 

Tabela 1 – Composição do meio cultura usado no enriquecimento das bactérias anammox 

(M1).  

Meio mineral  Microelementos  

Substâncias Concentração 

(g/L) 

Substâncias Concentração (g/L) 

KH2PO4 0,027 EDTA 0,0005 

MgSO4·7H2O 0,3 FeSO4 0,0005 

CaCl2 0,136 ZnSO4·7H2O 0,0004 

NaHCO3 0,5 CuSO4·5H2O 0,00025 

NH4Cl 0,11 MnCl2·4H2O 0,0001 

NaNO2 0,15 NiCl2·6H2O 0,0002 

  CoCl2·6H2O 0,00024 

  H3BO4 0,000014 

Fonte: Adaptado de Qin e Zhou (2009). 

 

Para o isolamento e purificação das bactérias foram utilizados dois meios de 

cultura. Um foi uma solução composta por elementos traços mais ágar (M2) (TABELA 2) 

elaborado por Qin e Zhou (2009). E o outro meio de cultura foi o Ágar peptona (M3). 
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Tabela 2 – Composição do meio de cultura para o isolamento e purificação das bactérias 

(M2). 

Substâncias Concentração (g/L) 

NH4Cl 1,0 

NaNO2 0,5 

Glucose 1,5 

MgSO4·7H2O 0,5 

KH2PO4 0,7 

CaCl2 0,3 

NaCl 0,2 

NaHCO3 0,5 

Ágar  17,0 

Fonte: Adaptado de Qin e Zhou (2009). 

 

O valor do pH dos meios de culturas M1 e M2 foram ajustados com NaHCO3 

para cerca de 7,6. 

 

4.3.2 Processamento das amostras 

 

Para o processamento das amostras, 10 g de sedimento e 10 ml de água de cada 

um dos três pontos de coleta foram homogeneizadas, separadamente, em erlenmeyers com 

90 ml do meio M1 para o enriquecimento das bactérias anammox. Em seguida, os 

erlenmeyers foram colocados em jarras de anaerobiose (PERMUTION) por 7 dias.  

Após este período, foram feitas diluições seriadas da primeira diluição até a 10-5 

em solução salina 0,85%, de cada ponto. Por meio da técnica Pour Plate, alíquotas de 1 ml 

das diluições foram inoculadas em placa de Petri, em duplicata, e cobertas separadamente 

pelos meios de cultura (M2) e (M3), incubadas em estufa bacteriológica a 35ºC por 48h 

(M3), 120h e 168h (M2). A quantificação bacteriana foi realizada por meio da aplicação do 

método de Contagem padrão em placas (CPP), considerando as placas que apresentarem 

valores de contagens entre 25 e 250 unidades formadoras de colônias (UFC) (DOWNES; 

ITO, 2001) (FIGURA 4). 
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Figura 4 – Fluxograma do processamento das amostras de sedimento e de água. 

 

Fonte: Autora. 

 

Para o isolamento das colônias de bactérias em tubos, foi utilizado o meio M2 e 

incubadas em estufa a 35ºC por 5 dias. 

 

4.3.3 Identificação morfotintorial 

 

A análise da morfologia e da estrutura da parede celular das bactérias foi 

realizada pela técnica de coloração de Gram, que permite identificar e diferenciar as 

bactérias em dois grandes grupos: Gram positivas ou Gram negativas (TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2012). A metodologia está representada na Figura 5. 
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Figura 5 – Fluxograma que representa a técnica de coloração de Gram. 

 

Fonte: Autora 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Contagem padrão em placa 

 

Na Tabela 3 têm-se o resultado da densidade populacional das bactérias 

aerotolerantes que foram cultivadas no meio de cultura seletivo para bactérias anammox 

(M2) e no meio não seletivo (M3). No meio M2, a amostra de sedimento coletado em P1 

apresentou a maior quantidade de unidades formadoras de colônia (UFC) (2,22 x 104). No 

meio M3, a amostra de sedimento de P3 teve a maior quantidade de bactérias expressas em 

UFC/g (7,15 x 106). 

 

Tabela 3 – Quantificação de bactérias aerotolerantes isoladas de amostras de sedimento e 

água do açude Santo Anastácio, Fortaleza – CE. 

Meios de cultura Amostras Pontos Bactérias aerotolerantes 

 

 

 

 

M2 

Água (UFC/mL) 

P1 1,85 x 103 

P2 7,25 x 101 

P3 9,3 x 101 

Sedimento (UFC/g) 

P1 2,22 x 104 

P2 7,55 x 102 

P3 3,6 x 102 

 

 

 

M3 

Água (UFC/mL) 

P1 3,1 x 106 

P2 3,4 x 106 

P3 4,95 x 106 

Sedimento (UFC/g) 

P1 2,95 x 105 

P2 1,67 x 106 

P3 7,15 x 106 

Fonte: Autora.  

 

O crescimento das unidades formadoras de colônias bacterianas foi maior a 

partir das amostras inoculadas no meio M3, por ser um meio de cultura não seletivo e, 

portanto, podem crescer vários grupos de bactérias. No meio M2 o crescimento de UFC foi 

menor por ser um meio seletivo para o crescimento de bactérias anammox cujo crescimento 

é mais lento em comparação a outras bactérias. 

Em relação ao crescimento bacteriano no meio M2, as matrizes água e 

sedimento apresentaram diferença observável na quantificação. A contagem de bactérias 

por grama de sedimento foi maior que aquela registrada a partir das amostras de água. Isso 

pode ser explicado pelas condições que os solos possuem como, por exemplo, altas 

concentrações de amônio e baixas concentrações de oxigênio, que são cruciais para a 
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ocorrência das bactérias anammox (JETTEN et al., 2009). Zhao et al. (2017) coletaram 10 

amostras de sedimentos de dois lagos poluídos na China (Lago Donghu e Lago Nanhu) e 

encontraram bactérias anammox em todos os pontos de amostragem, afirmando que as 

anammox existem amplamente em sedimentos altamente poluídos. 

A distribuição das bactérias aerotolerantes nos pontos de coletas do açude Santo 

Anastácio foi bem variável (GRÁFICOS 1 e 2).  No meio M2, as amostras de sedimento 

apresentaram as maiores contagens de unidades formadoras de colônias bacterianas nos três 

pontos. E o ponto 1 foi o que apresentou maior quantidade de bactérias, tanto no sedimento 

quanto na água (GRÁFICO 1).   

 

Gráfico 1 – Quantidade de bactérias aerotolerantes crescidas no meio M2, por pontos de 

coletas. 

 

Fonte: Autora.  

 

No meio M3, o ponto 3 foi o que apresentou maior crescimento de bactérias 

(UFC), tanto na água como no sedimento. No ponto 1 e 2, as amostras de água 

apresentaram maior quantidade de colônias em relação às amostras de sedimento 

(GRÁFICO 2). 
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Gráfico 2 – Quantidade de bactérias aerotolerantes crescidas no meio M3, por pontos de 

coletas. 

 

Fonte: Autora.  

 

Estudos afirmam que fatores como temperatura, carbono orgânico total, 

potencial redox e disponibilidade de substrato de amônio e nitrito, influenciam na 

distribuição e abundância das bactérias anammox em ambientes de água doce e na 

aquicultura (DANG et al., 2010;WU et al., 2012; HOU et al., 2013; SHEN et al., 2013; 

ZHANG et al., 2016; NAIR et al., 2020). No presente trabalho não foram feitas medições 

desses elementos, mas pressupõe-se que eles tenham influenciado na variação das unidades 

formadoras de colônias entre os três pontos de coleta do açude Santo Anastácio.  

 

5.2 Caracterização morfotintorial das bactérias 

 

Foram isoladas 27 estirpes das amostras de sedimento e de água do açude Santo 

Anastácio. O critério utilizado foi selecionar as estirpes aerotolerantes e as que tivessem 

crescimento em até 5 dias. Além disso, muitas estirpes escolhidas inicialmente não tiveram 

crescimento quando foram isoladas em ambiente aerado e outras demoraram meses para 

crescerem. Portanto, não houve representantes de todos os pontos da coleta. 
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A maioria das estirpes isoladas apresentaram morfologia de bastonetes Gram-

positivos (67%), seguido por bastonetes Gram-negativos (26%) e cocos Gram-positivos 

(7%) (GRÁFICO 3). 

 

Gráfico 3 – Frequência dos isolados bacterianos de acordo com a morfologia e 

característica de parede celular. 

 

Fonte: Autora.  

 

Das 27 estirpes, 20 (74%) estirpes foram isoladas do meio de cultura seletivo 

para as bactérias anammox (M2) e 7 (26%) do meio de cultura não seletivo (M3). Em se 

tratando da coloração de Gram e da morfologia das estirpes isoladas no M2, 14 (70%) 

estirpes são bastonetes Gram positivos, 6 (25%) são bastonetes Gram negativos e 1 (5%) 

são cocos Gram positivos (GRÁFICO 4).  
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Gráfico 4 – Frequência dos isolados bacterianos de acordo com a morfologia e 

característica de parede celular isoladas do meio de cultura M2. 

 

Fonte: Autora. 

 

Em relação às estirpes isoladas do meio M3, 4 (57%) estirpes são bastonetes 

Gram positivos, 2 (29%) são bastonetes Gram negativos e 1 (14%) é cocos Gram positivo 

(GRÁFICO 5). 

 

Gráfico 5 – Frequência dos isolados bacterianos de acordo com a morfologia e 

característica de parede celular isoladas do meio de cultura M3. 

 

  Fonte: Autora. 
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Segundo a literatura, as bactérias anammox possuem formas irregulares ou de 

cocos e são Gram-negativas (VAN NIFTRIK et al., 2004; VAN TEESELING et al., 2015).  

Santos et al. (2010) identificaram, em um reator anaeróbio com biofilme, células 

microbianas anammox no formato de cocos por meio de microscopia eletrônica de 

varredura. No presente trabalho, de todas as estirpes isoladas, nenhuma apresentou 

morfologia de cocos Gram-negativa, mostrando que essas estirpes com potencial atividade 

anammox apresentaram maior diversidade, em relação a morfologia e ao Gram, do que as 

estirpes anammox identificadas nas bibliografias.  

Qin e Zhou (2009) comprovaram que as bactérias anammox podem ser 

encontradas em diferentes gêneros bacterianos, ao detectar atividade anammox em 

bactérias do gênero Pseudomonas sp, isoladas de um biorreator de manta de lodo 

anaeróbico ascendente (UASB). Até então, pesquisadores tinham classificado as bactérias 

anammox em apenas cinco gêneros: Candidatus Kuenenia, Candidatus Brocadia, 

Candidatus Anammoxoglobus, Candidatus Jetteniae Candidatus Scalindua (KARTAL; 

KELTJENS; JETTEN, 2008).  

A representação da distribuição dos isolados de acordo com a morfologia e 

Gram em relação ao tipo de amostra (sedimento e água) está disposto no gráfico 6. Setenta 

e oito por cento (78%) das estirpes foram isoladas do sedimento, e vinte dois por cento 

(22%) da água.  

 

Gráfico 6 – Distribuição dos isolados de acordo com a morfologia e Gram em relação ao 

tipo de amostra (sedimento e água). 

 

Fonte: Autora.  

B+: Bastonetes Gram-positivos; B-: Bastonetes Gram-negativos; C+: Cocos Gram-positivos. 
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As estirpes Gram-negativas, característica das bactérias anammox (VAN 

TEESELING et al., 2015), foram mais frequentes nas amostras de sedimento do que da 

água. Shen et al. (2016) detectaram a presença e a atividade de bactérias anammox em 

sedimentos de tanques de aquicultura de água doce e este processo contribuiu com uma 

perda total de 2,1−10,9 gN/m2 de N2 por ano. Esse estudo mostrou que é possível isolar 

bactérias anammox de sedimentos e empregá-las na aquicultura para a remoção de amônia 

e nitrito.  

Apesar da representatividade dos isolados das amostras de água ser menor 

nessa pesquisa, Zhang et al (2017) e Xia et al. (2019) indicam que bactérias anammox 

podem ocorrer em sólidos suspensos de águas doces óxicas, por meio de microambientes de 

baixo oxigênio em volta/no sólido suspenso. Além disso, Xia et al. (2019) apontou que a 

taxa de anammox aumentou com a concentração de sólidos suspensos na água e com a 

diminuição da partícula, sendo significativamente correlacionada positivamente com a 

abundância bacteriana de anammox (p <0,01).  
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6 CONCLUSÃO 

 

Foi verificada a eficiência na otimização do protocolo para o isolamento e 

identificação morfotintorial de bactérias anammox no ambiente (água e sedimento) 

degradado, poluído e eutrofizado de um EAC, o Açude Santo Anastácio.  

As bactérias isoladas no meio M2 e M3 possuem potencial da atividade 

anammox, pois inicialmente foram isoladas no meio de cultura específico para o 

crescimento e enriquecimento das bactérias desse grupo (M1), em jarra de anaerobiose. 

Além disso, a maioria das estirpes foram isoladas das amostras de sedimento, mostrando 

que essa matriz em lagos/açudes eutrofizados apresenta grande potencial para o isolamento 

de bactérias anammox.  

Estes são os primeiros resultados de detecção de bactérias com potencial 

atividade anammox em corpos hídricos do Brasil e fornecem uma base para o isolamento 

de bactérias anammox no ambiente natural. 
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