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RESUMO 
O presente estudo identificou os microrganismos presentes no biofilme formado em diferentes filtros de 
polimento construídos e instalados ao final de uma estação de tratamento de esgoto doméstico para remoção 
de microcontaminantes, cuja tecnologia utilizada é de lodos ativados convencional As unidades que 
compuseram o sistema de polimento proposto foram quatro colunas de areia misturada a proporção de 
90%:10% em volume com materiais adsorventes, sendo: coluna 1 - composta apenas por areia, coluna 2 – 
composta por areia e vermiculita, coluna 3 – composta por areia e carvão vegetal não ativado e coluna 4 – 
composta por areia e carvão vegetal ativado. Essas unidades foram operadas com taxa de aplicação hidráulica 
de 50 m³/m².dia. visando a remoção de Estrona, Estradiol e Etinilestradiol do efluente doméstico já tratado. 
Amostras das colunas foram retiradas sazonalmente da parte mais superficial da mesma, do meio e fundo para 
análises de citometria de fluxo e sequenciamento genético (Ion Torrent). Foi possível observar uma maior 
formação do biofilme nas amostras do topo das colunas e uma diferenciação entre a biota deste com as demais 
partes da coluna a nível de filo e gênero, corroborando com os resultados da remoção dos microcontaminantes. 
Porém, estatisticamente as diferenças não foram significativas entre os meios, tal como os índices de 
diversidade. A dominância de alguns grupos em cada estrato da coluna pode ser responsável pela diferença na 
altura do filtro, assim como a possível migração de espécies e condições do meio diferentes. Ademais, foi 
possível identificar grupos que podem estar relacionados com a degradação de microcontaminantes, fato este 
em investigação atualmente por outra pesquisa. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Biodegradação, Citometria de fluxo, Efluente Doméstico, Microcontaminantes, 
Sequenciamento Genético  
 
 
INTRODUÇÃO 
Com o aumento da utilização de fármacos, agentes de limpeza, pesticidas e alguns produtos de higiene 
pessoal, os microcontaminantes passaram a compor um preocupante grupo de contaminantes recalcitrantes 
presentes na natureza (FERNANDEZ et al., 2007). Assim, essas substâncias passaram a ser um ponto de 
preocupação para as autoridades responsáveis por garantir a segurança sanitária da população e também se 
tornaram objeto de inúmeras pesquisas nos últimos anos. Esses compostos possuem inúmeras vias de entrada 
no ambiente, sendo uma das principais os lançamentos dos efluentes sanitários, mesmo que tratados em nível 
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secundário, uma vez que as estações de tratamento de esgoto não são projetadas para a remoção desse tipo de  
substância (KOLPIN et al., 2002; NAKADA et al., 2006; SNYDER et al., 2003; TAN et al., 2007). 
 
Uma das maiores preocupações relacionadas aos  microcontaminantes é a sua toxicidade, podendo produzir 
efeitos adversos em organismos expostos a concentrações extremamente baixas (LUO et al., 2014). A 
ocorrência de microcontaminantes no ambiente aquático tem sido frequentemente associada ao aumento de 
incidência de câncer, desregulação endócrina e a resistência de microrganismos aos antibióticos (PRUDEN et 
al., 2006; WHO, 2002). 
 
As principais vias de degradação dos microcontaminantes são a fotodegradação, degradação biológica e 
sorção (adsorção ou absorção) (CIRJA et al., 2008). Grande parte das vias citadas ocorre em estações de 
tratamento de esgoto (ETEs) para remoção de macro poluentes, assim, por muitas vezes, as ETEs acabam 
removendo parcialmente os microcontaminantes, mesmo quando os mesmos não são o foco do tratamento 
(LUO et al., 2014). Entretanto, devido aos efeitos negativos supracitados, provocados pelos 
microcontaminantes, é necessário buscar um tratamento mais eficiente e de baixo custo, para viabilizar uma 
unidade com o intuito promover a remoção e/ou degradação desses poluentes com mais eficiência. Sendo 
assim, uma unidade de polimento que conjugue os efeitos favoráveis da utilização dos leitos bioativos e 
também de materiais adsorventes, se torna uma opção viável para o tratamento desse tipo de contaminante nos 
efluentes domésticos. 
 
Para tanto, foi proposta uma unidade de polimento composta por filtro de areia misturada a pequenas 
quantidades de materiais adsorventes, como vermiculita, carvão vegetal e carvão ativado. Neste caso, a função 
da areia foi permitir o crescimento aderido de um biofilme rico em microrganismos, e a função dos materiais 
adsorventes foi promover a sorção dos microcontaminantes e aumentar a sua biodisponibilidade aos 
microrganismos que são capazes de degradá-los (PAREDES et al., 2016). 
 
Entretanto, para conseguir avaliar quais os mecanismos de remoção atuam no processo de tratamento da 
unidade proposta e quais variáveis o afetam, é necessário compreender a dinâmica de formação dos biofilmes 
no material filtrante proposto, assunto esse escasso na literatura. É importante ressaltar que a biologia 
molecular possui diversas ferramentas que auxiliam na identificação e interpretação dos organismos presentes 
no biofilme formado em filtros. Uma das metodologias utilizadas é a citometria de fluxo, que permite a 
separação, contagem e classificação de micropartículas (SHAPIRO, 2005), tal como as células do biofilme 
formado.  
 
Além disso, utiliza-se também o sequenciamento genético, tornando possível a identificação exata de quais 
organismos estão presentes no meio filtrante. Dentre as metodologias utilizadas para o sequenciamento 
genético, para esta pesquisa utilizou-se o sequenciamento de nova geração, Ion Torrent, que permite a 
identificação das espécies presentes em uma amostra através de seu DNA ou RNA juntamente com uma 
prévia base de dados (LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION, 2011). Este método também permite a 
quantificação do material genético presente na amostra que é referente às espécies identificadas. 
 
 
OBJETIVOS 
O principal objetivo desse trabalho foi estudar a abundância e a dinâmica dos microrganismos existentes no 
biofilme formado em filtros utilizados para o polimento de efluente doméstico tratado em nível secundário, 
visando elucidar os mecanismos de remoção biológica de microcontaminantes nos sistemas de tratamento 
terciário.  
 
 
METODOLOGIA  
Filtros - A pesquisa foi desenvolvida em uma ETE projetada para tratar em final de plano, uma vazão de 
4,5m³/s, A tecnologia utilizada por esta estação de tratamento é a de lodos ativados convencional. 
 
Utilizou-se do efluente tratado por esta ETE como afluente de leitos filtrantes confeccionados em colunas de 
acrílico projetadas para remoção de microcontaminantes. Sendo assim, montou-se um aparato experimental, 
no final da referida estação de tratamento, desviando uma pequena parte da vazão do efluente tratado para 
alimentar as colunas. O desenho esquemático do aparato experimental está apresentado na Figura 1. O sistema 
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foi composto por uma bomba de esgoto, um pré-filtro de plástico, um reservatório de PVC de 1.000 litros, 
uma bomba peristáltica com saídas múltiplas e quatro colunas de acrílico, como pode ser visto nas Figuras 2, 3 
e 4. 

 
Figura 1 Desenho esquemático do aparato experimental 

   

 

Figura 2 (A) Bomba de esgoto 

  

Figura 3 (B) Pré-Filtro e   
(C) Reservatório 

 

Figura 4 (C) Reservatório, 
(D) bomba peristáltica e (E) 

colunas de acrílico 

Cada uma das colunas foi preenchida com um meio filtrante diferente de mesma altura (40cm). Além disto, 
todos os meios filtrantes foram colocados sobre um meio suporte formado por camadas de brita nº1 e nº2, com 
20 cm de altura, cada. A primeira coluna foi preenchida apenas com areia. Na segunda o preenchimento foi 
feito com uma mistura de areia com vermiculita na proporção de 90% : 10% em volume ocupado do material. 
A mesma proporção foi utilizada para a terceira e quarta colunas, que tiveram como enchimento areia + carvão 
vegetal e areia + carvão ativado granular. A proporção e metodologia foram adaptadas da literatura (ALVES, 
2008), que apresenta a mistura de materiais à areia como uma forma de ganho na capacidade de remoção de 
alguns contaminantes. 
 
Para a presente pesquisa, o sistema funcionou durante aproximadamente 3 meses com taxa de filtração de 50 
m³/m².dia, o que corresponde a uma vazão de 0,24 L/min. Esta taxa de filtração foi escolhida para simulação 
de filtros de média taxa. É importante observar que, para o crescimento e estabilização do biofilme dentro das 
colunas, o sistema foi operado durante 15 dias ininterruptamente, antes de começar as amostragens de cada 
fase.  
 
Para o bom funcionamento do aparato experimental foram estabelecidos procedimentos operacionais repetidos 
duas vezes por semana, a fim de melhorar a eficiência de tratamento e aumentar a vida útil do meio filtrante. 
Sendo assim, estabeleceu-se que em todo período experimental fosse dada descarga no fundo da caixa de 
1.000 litros e feita a limpeza do pré-filtro instalado. Dessa forma foi possível minimizar o aporte de sólidos 
responsáveis por colmatar o meio filtrante.  
 
Coletas das amostras - Para cada coluna foram coletadas amostras na superfície do filtro, no meio (a 10 
cm da superfície) e na base (a 40 cm da superfície). Todas as amostras abrangeram um horizonte inteiro da 
coluna, desde a parte mais externa até a mais interna e foram colocadas em tubos falcon de 15 ml. Em cada 

A 

B 
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coleta, o material foi separado para as preparações para a citometria de fluxo e sequenciamento genético. Os 
filtros ficaram em operação por 15 dias antes do início do experimento, momento este da primeira coleta. As 
outras amostragens ocorreram após 15 e 30 dias em relação à primeira amostragem. 
 
Citometria de fluxo - Conforme metodologia de coleta, amostras do biofilme das colunas foram extraídas e 
tratadas para posterior análise de citometria de fluxo na Universidade de Newcastle, na Inglaterra, no 
departamento de Engenharia Civil e Geociências.  
 
Foi feita a fixação das células, adicionando a cada tubo falcon, aproximadamente 2 ml de solução 1% 
glutaraldeído em água deionizada e armazenadas por no máximo 3 dias em câmara fria, a aproximadamente           
5 °C. Após o período de fixação, as amostras foram lavadas 3 vezes com solução tampão fosfato-salino (PBS) 
1x. Em cada lavagem, foi adicionado aproximadamente 2 ml da solução e centrifugado a 4.000 rpm por 20 
min. Após cada centrifugação, foi retirado com cuidado o sobrenadante. Após tais etapas, foi adicionado às 
amostras uma solução PBS 1X e etanol 50% em proporção 1:1 para conservação até a preparação para análise 
por citometria de fluxo utilizando SYBR Green. 
 
A extração do biofilme foi feita por adição de um total de 150 ml de solução TWEEN 5% à cada amostra, em 
um ciclo com três etapas de sonicação por ultrassom. Para isso, foi adicionado 50 ml de TWEEN 5% a todo o 
meio filtrante coletado a cada ciclo e a solução foi submetida a ondas de ultrassom com uma amplitude de 
43% e 2400J. O procedimento foi repetido mais duas vezes até atingir o volume total a ser adicionado. Após o 
procedimento as células que estavam aderidas ao meio passaram a estar presentes no meio aquoso. 
 
Para análise de citometria de fluxo foi utilizado o equipamento FACScan™, juntamente com o software 
CellQuest. A janela de detecção foi definida para partículas de dimensões relativas a bactérias e, portanto, 
somente os eventos identificados dentro desta janela foram considerados. As amostras foram diluídas quando 
necessárias a 10, 50, 100, 200 ou 500 vezes e foram consideradas para os cálculos de concentração. Após a 
análise de citometria de fluxo, todas as amostras foram filtradas a vácuo para pesagem após retirada de toda 
água por secagem em mufla. 
 

Sequenciamento genético (Ion Torrent) - Tal como as análises de citometria de fluxo, a extração do 
material genético, preparação do mesmo e sequenciamento (Ion Torrent) foram realizadas na Universidade de 
Newcastle, na Inglaterra, no Departamento de Engenharia Civil e Geociências. Sendo assim, essas amostras 
foram coletadas das colunas de polimento e armazenadas em freezer a -80°C até o momento de preparação 
para a análise.  

Para extração do DNA / RNA foi utilizado o kit MP FAST DNA SPIN, de acordo com o protocolo de 
especificação do mesmo, para 0,4g de amostra e para melhor homogeneização da amostra com a matriz de 
lise, o equipamento FastPrep foi utilizado. A região de interesse foi a de 16S, uma vez que, ela faz parte de 
uma subunidade dos ribossomos procariotos e possui uma baixa taxa de mutação, sendo assim, bastante 
utilizada para estudos de filogenia e classificação de espécies (WOO et al., 2008). 

O sobrenadante final da extração foi armazenado e utilizado para amplificação do material genético extraído 
pela metodologia de polimerase de alta afinidade pela reação de PCR em termociclador, utilizando valores 
específicos para cada etapa, como mostra a Tabela 1. 

Tabela 1 Valores para PCR no termociclador 

 Temperatura Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95°C 2 min 1 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

95°C 

56°C 

72°C 

30 seg 

30 seg 

45 seg 

30 

Extensão final 72°C 7 min 1 
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As reações foram feitas em um volume de 25 μl, dos quais 0,5 μl dNTP, 2,5 μl buffer, 0,25 μl enzima, 20,25 μl 
de água deionizada, autoclavada e filtrada, 0,5 μl primer F, 0,5 primer R e 0,5 μl do material genético. Vale 
ressaltar que o primer F também continha o marcador molecular já previamente definido e que foi identificado 
durante o sequenciamento para a separação de todas amostras. Estes marcadores foram para fragmentos de 
481 pb (V4f – V5r). 

A eficiência da PCR foi confirmada por gel de agarose (2%) a 100V por 1 hora. As reações com resultado 
negativo foram refeitas e quando necessário, o material genético foi extraído novamente. A partir disso, os 
produtos da PCR foram purificados utilizando AMPure XP Beads com o objetivo de remover regiões de 
amplificação que não são de interesse e impurezas. 

Os produtos de PCR já purificados foram quantificados no fluorômetro Qubit 2.0 para garantir a quantidade 
mínima necessária para o Ion Torrent. Portanto, para amostras com concentrações inferiores a 0,50 ng/ml os 
passos anteriores foram repetidos até atingir estas concentrações. Os casos em que mesmo após repetições não 
foi possível obter tal valor, foram descartadas para o sequenciamento genético.  

Para o sequenciamento genético (Ion Torrent) foi feito um pool com todas amostras, de maneira a garantir 
uma concentração final de 500 pM em um volume de aproximadamente 40 μl, conforme orientação do 
equipamento. Posteriormente, as amostras sequenciadas foram tratadas e comparadas com o banco de dados 
para identificação da filogenia. 

Nomeclatura - Para simplificar o entendimento das amostras, foi elaborado uma nomenclatura baseada no 
período de coleta, altura na coluna do filtro e o meio filtrante: 

 

Os meios variaram entre areia (A), areia + vermiculita (AV), areia + carvão ativado (ACA) e areia + carvão 
vegetal (ACV). As alturas podem ser no topo (T), meio da coluna (M) e base (B). Já o período de coleta foi 
início (I), metade do tempo de experimento (M) e final (F). Por exemplo, uma amostra coletada no topo do 
filtro de areia com vermiculita do final do experimento foi nomeada de acordo com o critério estabelecido 
como AVTF. 

Análise estatística - Todos cálculos estatísticos, de diversidade e dominância foram feitos de acordo com 
os pré-requisitos dos mesmos (HAMMER, 2012) e pelo software Past versão 3.13 (HAMMER; HARPE; 
RYAN, 2001). Para investigação de diferenças significativas foi feito o teste de Kruskal Wallis, considerando 
como significativo os valores de p<0,05, e para estes casos foi feito o teste U de Mann-Whitney para 
identificar entre quais amostras ocorre essa diferença. 

 
APRESENTAÇÃO E ANÁLISE DOS RESULTADOS 
Citometria de fluxo - Os resultados da citometria de fluxo estão apresentados na Figura 5 na unidade de 
bactérias por grama do meio filtrante. Para todos os filtros foi possível observar a variação do número de 
bactérias em cada altura da coluna do meio filtrante. No topo ocorreu um maior número de células em todas as 
unidades, porém para os meios com vermiculita e somente areia, ocorreu uma diminuição após a metade do 
experimento. Já no meio e fundo de cada filtro, ocorreram valores baixos quando comparados ao topo, sendo 
que somente na última amostragem foram detectados valores expressivos. Vale destacar que nessa fase, o 
meio composto por areia e vermiculita obteve valores mais elevados se comparados com os demais.   
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Figura 5 Resultados da análise de citometria de fluxo para cada altura na coluna dos filtros para as três 
amostragens 

A alteração na quantidade de organismos ao longo do tempo e entre as diferentes alturas nos filtros é 
explicado pela migração, colonização (GUCHI, 2015; HARRIS et al., 1978) e competição. Os organismos 
começam colonizando a parte superior do filtro e, à medida que ocorre competição entre eles, as espécies mais 
bem adaptadas são encontradas em maior abundância. Além disso, ocorre migração de várias espécies em 
busca de novos nichos e menor competição por recurso. As condições em cada altura também são importantes 
na seleção das espécies, porém com o presente estudo não foi possível fazer tais avaliações. Já a composição 
do biofilme foi melhor avaliada a partir dos resultados obtidos pelo sequenciamento genético. 

Ion Torrent - Algumas amostras não foram passíveis de serem sequenciadas, uma vez que mesmo após todo o 
processo de preparação das amostras, incluindo extração do material genético, PCR e purificação ainda 
permaneceram com concentração inferiores à exigida para o método de sequenciamento (0,50 ng/ml). Tal 
técnica exige a preparação de um pool de amostras com marcadores moleculares específicos e, a fim de se 
manter a qualidade dos resultados do Ion Torrent, foi decidido a exclusão das amostras em questão, sendo elas 
as da base e meio do filtro referentes a primeira e segunda coletas de todas as colunas. Tal fato corrobora com 
o resultado obtido pela citometria de fluxo, que também indicou quantidades baixas de bactéria por grama de 
meio para estes pontos. 

No tratamento das sequências obtidas pelo sequenciamento por Ion Torrent em consulta ao banco de dados, 
foi possível identificar as espécies a partir de filo e em alguns casos, até gênero e espécie. Porém, devido ao 
elevado número de informação e ao objetivo de descrição, o presente trabalho focou nos filos e gêneros mais 
abundantes. Para o primeiro caso, os filos selecionados foram os com abundância relativa superior a 0,1%, 
enquanto ao nível de gênero, superior a 2%. Porém, para os cálculos estatísticos, de diversidade e dominância 
foram consideradas todas as espécies presentes sem nenhuma seleção (aproximadamente 3700 espécies). Além 
disso, algumas espécies de interesse também foram investigadas. Ao todo foram encontrados 51 filos e 
aproximadamente 1870 gêneros. Os resultados para os filos podem ser observados nas Figuras Figura 6,Figura 
7,Figura 8 e Figura 9. 
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Figura 6Abundância relativa dos filos em filtro 
de areia por amostragem e altura na coluna 
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Figura 7 Abundância relativa dos filos em filtro 
de areia com carvão ativado por amostragem e 

altura na coluna 
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Figura 8 Abundância relativa dos filos em filtro 
de areia com vermiculita por amostragem e 

altura na coluna 
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Figura 9 Abundância relativa dos filos em filtro 
de areia com carvão vegetal por amostragem e 

altura na coluna 
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Como é possível observar pelos gráficos, em todos os meios filtrantes, por mais que se tenha filtrados os filos 
com abundância relativa acima de 0,1 %, os 12 mais dominantes, juntamente com um não identificado 
abrangeram quase a totalidade de todo o material genético encontrado nas amostras. Destacam-se, porém, os 
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Proteobacteria e Chloroflexi. A alta abundância relativa 
dos dois primeiros filos corroboram o resultado de Wagner e Loy (2002) que obtiveram tais filos com maior 
ocorrência, a partir de sequenciamento genético a partir da região de 16S, em estações de tratamento de esgoto 
doméstico. 

Entre todos os filos de bactéria, as Actinobacterias são o maior grupo taxonômico, distribuídas entre os 
ambientes aquático e terrestre. Também são encontradas como simbiontes em plantas, algumas patogênicas de 
animais e plantas, comensais gastrointestinais ou saprofíticos, principalmente os estreptomicetos. Em geral a 
temperatura ótima de crescimento é entre 25 e 30°C mas alguns indivíduos termofílicos crescem em 
temperaturas de 50 a 60°C (EDWARDS, 1993; KHAN; WILLIAMS, 1975; LUDWIG et al., 2012). São 
procariotos com parede celular e em sua maioria quimioheterotróficas com diversas fontes nutricionais. 
Através de enzimas extracelulares podem degradar proteínas, ácidos nucleicos, polissacarídeos e polímeros de 
vegetais além de expressarem sua importância na ciclagem de carbono. A maioria das espécies é dependente 
de oxigênio (BARKA et al., 2016; EDWARDS, 1993; ZIMMERMANN, 1990). Algumas actinobacterias se 
apresentam como potenciais organismos acumuladores de polifosfato (OAP) através da captação aeróbia de P 
após liberação em condição anaeróbia (SEVIOUR; MINO; ONUKI, 2003).  

Este filo foi um dos com maior abundância relativa nas camadas do topo dos filtros, o que pode ser explicado 
por várias espécies serem dependentes de oxigênio, porém não foi possível confirmar a condição aeróbia neste 
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estrato. Uma outra explicação para a elevada ocorrência é que a ETE em questão se utiliza de tratamento do 
esgoto por meio de lodos ativados com chicanas no início do reator. Esta conformação pode criar condições 
anóxicas ou anaeróbias antes da parte aerada do mesmo, o que favoreceria o metabolismo de bactérias 
acumuladoras de fósforo. 

Já o filo Bacteroidetes foi encontrado no topo de todos os filtros e teve uma abundância relativa com valores 
relevantes nos demais estratos. Este grupo está presente nos mais diversos meios aquáticos, composto por 
organismos quimiorganotróficos e várias espécies são capazes de degradar polímeros como celulose, quitina e 
pectina (STEVENS et al., 2005). Ademais, são capazes de degradar carboidratos e se adaptam bem a 
condições aeróbias (MA et al., 2013; MENG; HE, 2015), o que pode explicar a maior abundância nos topos 
dos filtros, tal como o que foi obtido por Choi, Kim e Ahn (2017), que observaram uma redução desse filo 
com a redução dos níveis de oxigênio em lodo adensado. 

As cianobactérias são amplamente dispersas, o filo existe a mais de 2,5 bilhões de anos e compreende 
inúmeros possíveis nichos em todo o planeta (MOREIRA; VASCONCELOS; ANTUNES, 2013). Composto 
por mais de 1000 espécies distribuídas em cerca de 150 gêneros o subgrupo é considerado um dos maiores 
entre os procariotos gram-negativos (STANIER et al., 1979). O filo é caracterizado por bactérias 
fotossintetizantes que apresentam clorofila a (WOESE, 1987). Singh e Olsen (2011) indicam que possuem alta 
taxa de crescimento. Adicionalmente, devido a uma incrível capacidade de bioacumulação e biossorçao podem 
ser aplicadas na fitoremediação para remoção de dióxido de carbono do ar e nutrientes e xenobióticos do 
esgoto (OLGUÍN; SÁNCHEZ-GALVÁN, 2012). Outro estudo de remediação de aguas residuais foi feito por 
Chinnasamy et al. (2010) onde o consorcio das espécies de cianobactérias Anabaena e Limnothrix e algumas 
algas verdes demonstraram uma redução de cerca de 99% de N-nitrato, 100% de N-amônia e 75% de F-
fosfato. PAHs, PHBs, fenóis e pesticidas são outros poluentes orgânicos que podem ser reduzidos pelo 
consorcio de cianobactérias e microalgas. (SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013). A importância de 
cianobactérias filamentosas foi descrita também com papel na degradação de matéria orgânica e inorgânica de 
resíduos sólidos e líquidos de agroindústrias (ANDRADE; COSTA, 2007; MARKOU; GEORGAKAKIS, 
2011; PHANG et al., 2000). 

Vale ainda destacar que como já descrito anteriormente, as cianobactérias desenvolveram exclusivamente a 
capacidade de gerenciar o uso da nitrogenase, essencialmente anaeróbia, e a produção de oxigênio como 
subproduto da fotossíntese. Sendo o único organismo diazotrófico capaz de realizar fotossíntese oxigenada, 
assumindo papel destaque como fixadoras de nitrogênio no meio aquático (BERMAN-FRANK; 
LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003). Devido a versatilidade em seu metabolismo foi possível encontrar 
espécies desse filo ao longo de todas as colunas e em todos os meios. 

Proteobacteria foi muito encontrado nas amostras da metade e fundo das colunas. Tal filo compreende a 
maioria das bactérias gram negativas (GUPTA, 2000) e antigamente eram conhecidas como purpuras 
(WOESE, 1987), porém, a atividade fotossintética propiciadora da coloração púrpura se restringe a apenas 
alguns organismos do filo (GUPTA, 2000). De maneira geral, possuem características fenotípicas e 
fisiológicas complexas incluindo bactérias de metabolismo fototrófico, heterotrófico ou quimioheterotrófico. 
Ademais, as proteobacterias exercem papel fundamental nesse caso sendo o filo que compreende quase a 
totalidade das bactérias nitrito-oxidantes (NOB) (SOROKIN et al., 2012). As proteobacterias compõem 
grande maioria na comunidade bacteriana de amostras de esgoto chegando a compor até 81% das amostras de 
sequenciamento genético de fases aeróbioas e anaeróbias do tratamento (WANG, ZHIPING et al., 2015; 
ZHANG; SHAO; YE, 2012). Essa característica tem sido demonstrada consensualmente em vários estudos 
com lodos ativados ou reatores de biofilme. (MA et al., 2013; MCLELLAN et al., 2010; MIURA et al., 2007), 
o que justificaria a elevada abundância relativa desses microrganismos em todas as amostras de todos os 
filtros, porém não é possível explicar a dominância no meio e fundo dos filtros. 

CHOI, KIM e AHN (2017) identificaram que as proteobactérias foram mais abundantes na camada externa da 
torta do lodo (27%), do que na região interna (21%). Isto indica que os microrganismos presentes no meio 
podem influenciar a colonização das diversas regiões. No presente estudo foi possível observar que somente a 
partir de um tempo (na última amostragem) foi possível sequenciar e identificar nas camadas do meio e fundo 
das colunas, indicando assim a possibilidade de uma migração das espécies e de diferentes condições em cada 
estrato dos filtros. 
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Organismos do filo Chloroflexi foram encontrados com abundância relativa considerável em todos os filtros, 
mesmo não sendo o mais dominante, foram mais presentes no topo e metade da coluna. Este filo já foi 
conhecido como o das bactérias “verdes não-sulfurosas” e abrange organismos com metabolismo 
fotoautotróficos (Chloroflexales), heterotróficos (Herpetosiphonales) e quimioheterotróficos termofílicos 
(Thermomicrobia) (BVI, 2001; HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998). Posteriormente foram adicionados 
os Dehalococcoidetes (redutores anaeróbios deshalogênicos de hidrocarbonetos clorados) e Anaerolinaae e 
Caldilineae identificadas em sistemas de tratamento de águas residuais e ambientes aeróbios ou anóxicos 
(YABE et al., 2010; YAMADA et al., 2006; YAMADA; SEKIGUCHI, 2009). Existem algumas espécies 
capazes de oxidar sulfetos com fixação de dióxido de carbono (fotoheterotrofico) (MADIGAN; BROCK, 
1977), outras de metabolismo autotrófico que usam o hidrogênio como aceptor final de elétrons (HOLO; 
SIREVÅG, 1986). 

Concordando com estudos prévios (SNAIDR et al., 1997; XIA, SIQING et al., 2010), o pirosequenciamento 
feito por de Zhang, Shao, & Ye, 2012 demonstrou que o filo Chloroflexi compunha apenas 3,4% das bactérias 
encontradas em 14 estacoes de tratamento por lodos ativados. Além disso, os Chloroflexi se apresentam de 
forma essencial para o processo com reatores de membrana submersa (MBR) e são o terceiro filo de maior 
dominância em lodos granulares desidratados (Miura et al., 2007). 

Quando consideradas todas espécies pelo meio, sem distinção da altura na coluna, não houve diferença 
significativa entre todos eles (H Chi2 0,4617 e p=0,5105). O mesmo ocorreu na comparação dos topos entre os 
meios filtrantes (H Chi2 1,619 e p=0,5365) e entre os topos do mesmo meio filtrante ao longo das 
amostragens: areia (H Chi2 0,09994 e p=0,7319), areia com vermiculita (H Chi2 0,4621 e p=0,2483), areia 
com carvão ativado (H Chi2 1,689 e p=0,2235) e areia com carvão vegetal (H Chi2 1,209 e p=0,3514). 

Ademais, quando comparadas às amostras da base (H Chi2 1,316 e p=0,1016) e do meio (H Chi2 1,47 e 
p=0,05293) da coluna entre os meios, também não houve diferença significativa. Porém nota-se que para as do 
meio, o valor de p foi muito próximo ao valor limite. 

Uma vez que as amostras da base e meio das colunas para todos os meios não foram passíveis de 
sequenciamento durante a primeira e segunda amostragem, os resultados obtidos nestas alturas ao final do 
experimento indicam a migração e colonização das espécies (GUCHI, 2015) e um ambiente diferente entre as 
estratificações ao longo da coluna (HARRIS et al., 1978). Portanto, cada filtro foi analisado separadamente, 
utilizando apenas os dados da última coleta de todas as alturas. 

A coluna preenchida com areia e vermiculita foi a única que não apresentou diferença significativa entre as 
alturas na coluna (H Chi2 0,6194 e p=0,1788), enquanto para os outros meios ocorreu o contrário: areia (H 
Chi2 2,748 e p=0,000905), areia com carvão ativado (H Chi2 6,412 e p=0,005587) e areia com carvão vegetal 
(H Chi2 8,496 e p=0,001444). O teste U de Mann-Whitney mostrou que na areia o topo apresentou aspecto 
diferente da base (0,0003205) e da metade da coluna (0,003874). O mesmo aconteceu para areia com carvão 
ativado (base - 0,002546, metade - 0,009961). Enquanto para areia com carvão vegetal, o topo se diferenciou 
apenas da base (0,0005145), porém a metade também se mostrou diferente da base (0,01198). 

Os índices de diversidade e dominância auxiliam na compreensão e confirmação da não ocorrência de uma 
variação sazonal em uma mesma altura e da existência de uma diferença na estratificação ao longo da coluna. 
Tais resultados encontram-se nas Figuras Figura 10, Figura 11Figura 12 e Figura 13. 
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Figura 10 Índice de diversidade e dominância de 
espécies em filtro de areia 
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Figura 11 Índice de diversidade e dominância de 
espécies em filtro de areia com carvão vegetal 
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Figura 12 Índice de diversidade e dominância de 
espécies em filtro de areia com vermiculita 
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Figura 13 Índice de diversidade e dominância de 
espécies em filtro de areia com carvão ativado 

 
 

    

Índice de diversidade de Shannon Dominância  

A diversidade observada foi semelhante em todos os filtros, o que não ocorreu com a dominância das espécies. 
Em todos os meios, com exceção de areia com vermiculita, observou uma menor dominância nas amostras do 
final para a base e metade da coluna. Esta dominância de espécies pode explicar a diferença significativa entre 
as partes da coluna e consequentemente indicar a estratificação do biofilme formado.  

Devido ao grande número de gêneros encontrados, estes foram filtrados a aqueles com abundância relativa 
maior que 2% e comparados entre os meios filtrantes afim de identificar possibilidade de seleção das espécies 
(Figura 14). É possível observar uma alta abundância relativa em todos os meios da Actinobacteria da família 
Intrasporangiaceae de gênero Janibacter. Tal gênero já foi encontrado em estações de tratamento de esgoto 
(MARTIN et al., 1997) e a pesquisa de Kong, Nielsen, & Nielsen (2005) demonstrou a atividade OAP em 
sistemas de remoção biológica de fosforo em grande escala e a identificação dos organismos apresentou uma 
alta relação próxima com gêneros da família Intrasporangiaceae. (NGUYEN et al., 2011). 

O mesmo ocorreu para Bacteroidetes da família Saprospiraceae, exceto para areia com carvão ativado. A 
filogenia dessa família foi baseada na região 16S e isoladas desde ambientes marinhas e de água doce, mas 
também de estações de tratamento de lodos ativados. Alguns membros estão associados a degradação de 
orgânicos complexos no meio ambiente. Eles se encontram em grande número nas aguas residuais onde 
desempenham um papel importante (ALBERS; SIEBERS, 2014)(MUNOZ; ROSSELLÓ-MÓRA; AMANN, 
2016). São colonizadores de bactérias filamentosas nos lodos ativados, onde apresentam capacidade de 
realizar e hidrólises de proteína e utilizar aminoácidos como fontes de carbono, não estando envolvidos na 
desnitrificação. (XIA, YUN et al., 2008).Em todos também foi expressiva a abundância relativa de outra 
Actinobacteria da família Norcadiaceae de gênero Gordonia.  
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Vale ressaltar a elevada abundância relativa no meio de areia, que não foi observado nos demais, de duas 
Cianobactérias, da família Planktothrix e outra do gênero Chlorella, mais especificamente C. vulgaris e de 
uma Proteobactéria da família Xanthomonadaceae do gênero Thermomonas.  

O gênero Planctothrix pertence à família Phormidiaceae na ordem Oscilatoria, comumente encontradas em 
águas eutrofizadas, grande maioria autotrófica com alguns heterotróficos facultativos. Pode ocorrer fixação de 
nitrogênio em ambiente anóxico ou com ausência de luz (Silva-Benavides & Torzillo, 2012). Algumas 
espécies podem produzir hepatotoxinas, conhecidas como microcistinas (MOREIRA; VASCONCELOS; 
ANTUNES, 2013). A utilização da associação de Planktothrix sp com Clorella sp foi a solução encontrada por 
Silva-Benavides & Torzillo, (2012) para alcançar uma taxa de remoção de nitrogênio de até 80% com retenção 
de 85% do CO2 como biomassa. 

O gênero Chlorella se mostrou polifilético e faltam variações morfológicas significantes (HUSS; SOGIN, 
1990). Vale ressaltar que, de acordo com o banco de dados utilizados, esta espécie foi enquadrada como 
cianobactéria, porém, de acordo com Guiry e Guiry (2017) ela se encaixa como Eucarioto do Reino Plantae, 
esta classificação pode ser devido a genes parecidos, íntrons. O seu uso inicialmente para tratamento de 
efluentes a nível terciário foi ampliado para substituição de lodos ativados com boa viabilidade econômica 
(CAI; PARK; LI, 2013; GONÇALVES; PIRES; SIMÕES, 2016). A remoção no nitrogênio acontece tanto 
pela assimilação de nitrato e amônia quanto pelo escape deste último, dado à elevação do pH. Já a remoção de 
fósforo acontece pela bioassimilação adsorção e precipitação, essa última, devido à elevação nos níveis de OD 
e pH. (ASLAN; KAPDAN, 2006; WANG, MENG et al., 2014). Espécies de Chlorella são amplamente 
utilizadas para tais estudos de remoção de nutrientes (GONZFILEZ, 1997; LEE; LEE, 2001; MCGRIFF; Y, 
1972). Chlorella sp. demonstraram altas eficiências de remoção de nitrogênio, fósforo e carbono  (WANG, 
LIANG et al., 2010). 

A espécie Chlorella vulgaris alcançou uma remoção de DBO de 98% e entre 50-90% aproximadamente de N 
e P com menos de cinco dias de retenção em efluentes de suinocultura(FALLOWFIELD; GARRETT, 1985). 
O consorcio de C. vulgaris com outras espécies também já foi estudado e apresentou potencial redução no 
tempo para atingir os padrões de lançamento no corpo d’agua receptor (GONÇALVES; PIRES; SIMÕES, 
2016; MCGRIFF; Y, 1972). 

As espécies do gênero Thermomonas são aeróbias, porém podem usar N como aceptor final de elétrons na 
ausência de O2 (BUSSE; KA, 2017)(MERGAERT; CNOCKAERT; SWINGS, 2003). Nos estudos de 
Mergaert et al. 2003 espécies de Thermomonas realizaram desnitrificação e temperaturas entre 28C e 35C e 
não cresceram em substratos orgânicos como glicose, maltose e N-acetilglicosamina. Elas também 
demonstraram ter importante papel em reatores combinados de micro-eletrólise e desnitrificação autotrófica 
(CEAD) compondo mas de 20% da microbiota dos sistemas (XING et al., 2016). Organismos da família 
Xanthomonadaceae , principalmente do gênero Thermomonas apresentam características genéticas especiais 
que lhes concedem um potencial inerente de decomposição de cianetos, o que justifica sua dominância na 
comunidade microbiana encontrada em analises taxonômicas das fases aeróbias e anaeróbias no esgoto de 
industrias de coque (WANG, ZHIPING et al., 2015). 
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Figura 14 Principais gêneros encontrados em cada meio filtrante
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Remoção dos microcontaminantes e a relação com a biota encontrada - Os compostos alvos da pesquisa 
de remoção de microcontaminantes foram: Estrona (E1); 17β-estradiol (E2); 17α-etinilestradiol (EE2). Os 
resultados mostraram uma elevada eficiência na remoção desses estrogênios nas colunas de polimento 
propostas, independentemente do meio filtrante testado. As Figuras 15,16, 17, 18,19 e 20 mostram as 
concentrações médias de entrada desses microcontaminantes nas colunas de polimento e a capacidade de 
remoção no tratamento proposto. 

A Figura 15 mostra as concentrações de Estrona, em ng/L, encontradas para o afluente e efluente do sistema 
de polimento. A Figura 16 mostra o nível de remoção desse DE para os eventos em que houve detecção no 
afluente do sistema. 

 

 

Figura 15 Concentração de E1 para o afluente e 
efluente do sistema de polimento 

 

Figura 16 Nível de remoção do E1 no sistema de 
polimento 

Para a coluna 1(Areia) foi observada um valor mediano de remoção de Estrona equivalente a 87%, a coluna 2 
(Areia+vermiculita) apresentou uma mediana de remoção de 80% enquanto as colunas 3 (Areia + Carvão 
vegetal não ativado) e 4 (Areia + Carvão vegetal ativado) apresentaram de 88% e 86% de eficiência de 
remoção (em termos medianos), respectivamente.  

O alto nível de remoção da Estrona nas colunas de polimento, pode ser explicado pela biodegradação desse 
composto nas colunas. A estrona possui logKd igual a 2,9 indicando alta tendência do contaminante a estar 
adsorvido nos sólidos provenientes do tratamento. Aliado a isso, esse composto possui logKbio maior que 100, 
o que indica que essa substância possui grande potencial para remoção por biodegradação. Ao se adsorver nos 
sólidos o E1 se torna biodisponível para degradação biológica nas colunas de polimento.  
 
De acordo com Joss et al. (2006) compostos com Kbio > 10 possuem remoção biológica acima de 90 %, o que 
se confirma ao analisarmos o comportamento da Estrona no sistema de polimento proposto. Corrobora com a 
hipotese de biodegradação desse DE a confirmação da presença das bacatérias Leptothrix discophora , P. 
putida, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, que de acordo com Sabirova et al., (2008) estão 
relacionadas com a degradação da estrona. 
 
Para o Estradiol, as Figuras 17 e 18 mostram as concentrações desse composto, em ng/L, encontradas para o 
afluente e efluente do sistema de polimento instalado ao final da ETE e o nível de remoção desse DE para os 
eventos em que houve detecção no afluente do sistema respectivamente. 
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Neste caso, a coluna 1, apresentou um valor mediano de 99% de remoção do Estradiol presente no afluente do 
sistema (efluente da ETE analisada), a coluna 2 mediana de remoção de 99% enquanto as colunas 3 e 4 
apresentaram medianas de remoção de 97% e 95% respectivamente. Assim como a Estrona, o Estradiol possui 
características de substância com elevada biodegradabilidade, o que explica o alto nível de remoção desse 
composto nas colunas de polimento testadas. Os materiais adsorventes fazem com que o E2 se mantenha 
biodisponível para ser biodegradado dentro do sistema (NAKADA et al., 2006). Corrobora com a hipotese de 
biodegradação desse DE a confirmação da presença das bcatérias Leptothrix discophora , P. putida, 
Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, que de acordo com Sabirova et al. (2008) e Forrez et al. (2009) 
estão relacionadas com a degradação do estradiol. 

Para o Etinilestradiol foram construídos os mesmos gráficos apresentados para os demais estrogênios, 
representados nas Figuras 19 e 20. Observa-se que a coluna 1 apresentou uma mediana de remoção de 99% de 
remoção do Estradiol presente no afluente do sistema (efluente da ETE analisada), a coluna 2 apresentou uma 
mediana de remoção de 98% enquanto as colunas 3 e 4 apresentaram mediana de 97% e 98% respectivamente. 

Observa-se um comportamento muito semelhante entre os três estrogênios apresentados ao serem submetidos 
a uma unidade de polimento que conjuga sorção e biodegradação para promover o tratamento de 
microcontaminantes. Isso ocorre, pois, a conformação molecular e propriedades químicas deles são similares. 
Segundo Tadkaew et al., (2011) a composição de uma determinada substância está relacionada às taxas de 
degradação dessa em um dado sistema, é o que ocorre no caso dos estrogênios avaliados nesse trabalho. Os 
três possuem estruturação semelhante que os conferem com característica de possuir elevada degradação na 
unidade de polimento proposta. Aliado a isso foram encontrados nos três casos biofilme formado na unidade 

 

Figura 17 Concentração de E2 para o afluente e 
efluente do sistema de polimento 

 

Figura 18 Nível de remoção do E2 no sistema de 
polimento 

 

Figura 19 Concentração de EE2 para o afluente e 
efluente do sistema de polimento 

 

Figura 20 Nível de remoção do EE2 no sistema de 
polimento 
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com a presença das bacatérias Leptothrix discophora , P. putida, Rhodococcus equi, Rhodococcus 
erythropolis, que de acordo com Sabirova et al. (2008) e Forrez et al. (2009) estão relacionadas com a 
degradação dos estrogênios. 
 
A Tabela 2 resume as espécies encontradas nos meios filtrantes das colunas assim como o nível de remoção 
dos microcontaminantes estudados nesse trabalho. É importante salientar que o nível de remoção encontrado 
está relacionado à biodegradação e a sorção, mecanismos presentes na unidade de polimento proposta. Não foi 
objeto desse estudo quantificar a parcela dos microcontaminantes removidos por sorção ou biodegradação.  

 
Tabela 2 Remoção dos microcontaminantes e espécies relacionadas encontradas 

Média de remoção do 
microcontaminante nas 
unidades de polimento 

Coluna de 
polimento 

Média de 
remoção 

Espécies encontradas 
relacionadas à 
biodegradação 

Referência 

Estrona - E1 

C1 - Areia 

87 

Leptothrix discophora, 
P. putida, P. putida 
MnB6, Rhodococcus 
equi e Rhodococcus 

erythropolis 
 

Sabirova et al. 
(2008) e 

Forrez et al. 
(2009) 

 

Estradiol - E2 99 

Etinilestradiol - EE2 99 

Estrona - E1 

C2 – Areia + 
Vermiculita 

80 

Estradiol - E2 99 

Etinilestradiol - EE2 98 

Estrona - E1 

C3 – Areia + 
Carvão Vegetal 

não Ativo 

88 

Estradiol - E2 97 

Etinilestradiol - EE2 97 

Estrona - E1 

C4 – Areia + 
Carvão Vegetal 

Ativo 

86 

Estradiol - E2 95 

Etinilestradiol - EE2 98 

 

CONCLUSÕES / RECOMENDAÇÕES 
O presente trabalho visou contribuir para o conhecimento e caracterização do biofilme formado em filtros de 
polimento para remoção de microcontaminantes em estações de tratamento de esgoto doméstico, assunto esse 
escasso na literatura pertinente. Este é o primeiro passo para a investigação da remoção de tais contaminantes, 
se ocorre por meio físico (sorção no meio) ou por degradação biológica. A comparação entre dados físicos 
com as espécies encontradas dará um melhor entendimento acerca do assunto, pesquisa essa que, já se 
encontra em andamento. 

Foi possível observar que ocorre uma estratificação do biofilme em diferentes alturas dos filtros e que uma vez 
as condições e a microbiota estabilizadas, ocorre pouca variação dos mesmos, caso não haja uma perturbação. 
Grande parte dessa diferença pode ser explicada pela dominância de alguns grupos em cada estrato. É de 
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importância que se investigue quais condições seriam essas, afim de se entender os processos biológicos que 
ocorrem, a seleção de espécies e consequentemente, otimizar o processo de remoção. 

Ademais, é possível concluir, a partir dos resultados apresentados que as colunas foram eficientes para a 
remoção dos três estrogênios avaliados, independentemente do meio filtrante utilizado para o tratamento. 
Observou-se estruturação química semelhante entre os compostos avaliados, o que justifica a equidade de 
comportamento desses no sistema de polimento proposto para esse trabalho. Tal semelhança também foi 
observada pela análise estatística a partir dos dados de espécies encontradas. 
 
Além disso, as três substâncias apresentam logKow > 3,0 o que lhes conferem a característica de serem 
lipofílicas e possuírem tendência moderada de estarem absorvidas nas matrizes sólidas. Outro fator importante 
é o logKd > 2,7 para os três compostos. Esse fator demonstra alta tendência do contaminante para a adsorção 
no lodo da ETE. Com essas características o contaminante se torna biodisponível para degradação biológica, 
que ocorre devido à uma terceira particularidade dos estrogênios de possuírem o Kbio > 10 o que caracteriza 
um grande potencial para remoção por biodegradação em determinadas unidades. 
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