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Resumo

SILVEIRA, Natélia Carolina. Avaliacao dos processos de Nitrificacdo parcial e Anammox
para o tratamento de efluente de fabrica de racdo animal. 2022. 146 p. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2022,

A producéo de insumos para fabricacdo de racdo animal, a partir de residuos de abatedouro de
aves, gera efluente contendo elevadas concentracGes de matéria organica e de nutrientes que
trazem diversos prejuizos ao meio ambiente e por isso tém sido alvo de estudos recentes. O
efluente de reator UASB usado no tratamento da agua residuaria de uma industria desse ramo,
contém residual de matéria organica e nitrogénio, sendo necessaria sua remog¢do para a
adequacdo ambiental do efluente final. O objetivo deste trabalho, é avaliar o processo de
nitrificacdo parcial, seguido do processo Anammox (NP/A) para dguas residuarias com altas
concentracfes de nitrogénio amoniacal e baixa relacdo C/N, como é o caso do efluente
estudado, uma vez que este processo ser considerado uma alternativa tecnicamente viavel e
economicamente favoravel para remocao de nitrogénio. A avaliacdo da NP foi feita utilizando-
se dois tipos de reatores: reator de leito estruturado (R1.1) que, na Etapa | apresentou eficiéncia
de oxidacdo de N-amoniacal de 30,6 + 15,4% para TDH de 6,5 + 0,8 horas e na Etapa Il
apresentou 42,8 + 12,3% de remocdo de N-amoniacal para TDH de 11,3 + 11,1 horas e reator
de biomassa suspensa (R1.2) que apresentou 49,2 + 19,4 de eficiéncia de remocdo de N-
amoniacal. Nas condic¢des adotadas, ambos os reatores se mostraram ineficientes para promover
a NP na proporg¢do adequada para a aplicacdo do processo Anammox. A carga de nitrogénio
aplicada ao reator Anammox variou de 1,3 a 6,1 gN.L1.d?, sendo a relagdo C/N constante e
igual a 0,5. Periodos com e sem corregdo das proporgdes estequiométricas dos componentes
nitrogenados, pela adi¢éo de nitrito, foram avaliados e apresentaram interferéncia na eficiéncia
de remocdo de nitrogénio total ao longo de 440 dias de operagdo que foi de 78,5 + 18,21%. A
manutencdo da nitrificacdo parcial nas proporgdes desejadas foi a etapa mais critica do uso
dessa tecnologia. Analises microbioldgicas tanto da biomassa aderida quanto da biomassa
suspensa, realizadas ao final de cada experimento, revelaram a baixa taxa de abundancia
relativa de microrganismos BOA e BON, e predominancia de microrganismos heterotroficos
desnitrificantes nos reatores destinados a nitrificacdo parcial, o que pode justificar a
instabilidade do processo para o tratamento da agua residuéria escolhida. No reator destinado
ao processo Anammox, as analises microbiolégicas do lodo granular em meio sintético e apds
a operacdo com agua residuaria real, indicaram o aumento de géneros de espécies
desnitrificantes heterotroficos, enquanto que a abundancia relativa das espécies que realizam a
oxidacao anaerdbia da amonia diminuia. Embora ambas as espécies possam coexistir de forma
sinérgica, a matéria orgénica contribuiu para o crescimento das espécies desnitrificantes e
reducdo da proporc¢do das bactérias responsaveis pelo processo Anammox.

Palavras-chave: NP/A, Anammox, desnitrificacdo heterotréfica, matéria organica



Abstract

SILVEIRA, Natélia Silveira. Two-stage partial nitrification-Anammox process for
nitrogen removal from animal feed processing wastewater. 2022. 146 p. These (PHD of
Science) — School of Arts, Sciences and Humanities, University of S&o Paulo, Séo Paulo,
2022,

The production of animal feed from slaughterhouse by products is a predominant waste
valorization route of the meat industry. This practice generates complex effluents containing
high concentrations of organic matter and nutrients. The UASB reactor effluent used in the
treatment of wastewater from a slaughterhouse by products in this field contains residual
organic matter and nitrogen, and its removal is necessary for the environmental adequacy of the
final effluent. The partial nitrification process followed by the Anammox process (PN/A) has
been considered a technically viable and economically favorable alternative, particularly for
wastewaters with high concentrations of ammonia and low COD/N ratios, such as case of the
studied effluent. The efficiency of the Anammox process depends on the synergy between the
existing species, in such a way that the organic matter is not inhibitory. The PN evaluation was
performed using two types of reactors: structured bed reactor (R1.1) which, in Stage I, showed
an ammonia oxidation efficiency of 30.6 + 15.4% for TDH of 6.5 £ 0.8 hours and in Stage Il it
showed 42.8 + 12.3% of removal of N-ammoniacal for TDH of 11.3 + 11.1 hours and suspended
biomass reactor (R1.2) which showed 49.2 + 19.4 N-ammoniacal removal efficiency. Under
the conditions adopted, both reactors proved to be inefficient to promote NP in the appropriate
proportion for the application of the Anammox process. The nitrogen loading rate (NLR) in the
Anammox reactor varied from 1.3 to 6.1 g N L™.d%, with a constant COD/N ratio of 0.5 + 0.1
mg COD.mg N, Periods with and without correction of the stoichiometric proportions of the
nitrogen components, by the addition of nitrite, were evaluated and showed interference in the
efficiency of total nitrogen removal over 440 days of operation, which was 78.5 + 18.2%.
Maintaining partial nitrification in the desired proportions was the most critical step in using
this technology. Microbiological analyzes of both adhered and suspended biomass revealed the
low rate of relative abundance of AOB and NOB microorganisms, and the predominance of
denitrifying heterotrophic microorganisms in the reactors intended for partial nitrification,
which may explain the instability of the process for the treatment of wastewater chosen. In the
reactor intended for the Anammox process microbiological analyzes of both adhered and
suspended biomass revealed a low rate of relative abundance of AOB and NOB
microorganisms, and a predominance of denitrifying heterotrophic microorganisms in the
reactors intended for partial nitrification, which may explain the instability of the process for
the treatment of the chosen wastewater. In the reactor intended for the Anammox process, the
microbiological analyses of the granular Anammox sludge performed before and after the
operation revealed an increase in the population of heterotrophic denitrifying bacteria, while
the relative abundance of Anammox species decreased. It was demonstrated that although both
microbial groups can coexist synergistically, the presence of organic matter contributed to the
growth of heterotrophic denitrifying species and impaired the growth of Anammox bacteria,
without affecting system performance.

Keywords: PN/A, Anammox granule, denitrification, organic matter
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1 Introdugéo

A reciclagem animal é uma atividade realizada em todo o mundo, indispensavel
para a sustentabilidade da cadeia produtiva de proteina animal. Essa atividade gera
beneficios ambientais, pois evita que os residuos oriundos do abate de animais sejam
destinados incorretamente (incineracdo) ou descartados em lixdes e/ou aterros. Ao
realizar o recolhimento e a destinacdo correta dos residuos das industrias, o setor da
reciclagem animal produz ingredientes que sdo utilizados por diversos setores:
alimentacdo animal, racGes para pets, agricultura, inddstria farmacéutica entre outras
(ABRA, 2020).

No processo produtivo, a proteina animal é extraida da chamada carcaca, parte
aproveitada dos animais, que representa o animal abatido, sangrado, desprovido da
cabeca, patas e, rabada, dentre outras caracteristicas peculiares a cada animal. Essas partes
ndo aproveitadas sdo os residuos do abate, representados principalmente pelo sangue,
cabeca, visceras, penas, cascos, aparas de gordura, além de residuos de processamento ou
industrializacdo da carne. O setor de reciclagem animal é formado por industrias que
processam esses residuos. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a
reciclagem animal é atividade de significativa importancia para o desenvolvimento
sustentavel, sendo classificada como uma “atividade de interesse publico” e importante
relevancia ambiental. Esta agroindustria recebe essa classificacdo, pois se responsabiliza
em retirar do ambiente os residuos do abate dos animais, que possuem alto potencial para
causar danos ambientais, sanitarios e econémicos, transformando-os em coprodutos
utilizados em diversas industrias.

No processo industrial para fabricacdo de farinha de origem animal, ocorre a
digestdo dos residuos sob elevada pressdo e temperatura, sdo gerados gases, cujo
condensado juntamente com as aguas de lavagem formam os efluentes liquidos, ricos em
matéria organica e nitrogénio.

Em 2020, a producéo nacional de farinhas de origem animal chegou a 3.633.273
toneladas, apresentando 6% de aumento em comparacao a 2010. Desta producéo, 188.744
toneladas, ou seja, 94% sdo destinadas a exportacdo, o que gerou US$ 98.020.000 de
receita, em 2020 (ABRA, 2020).

Tendo em vista 0 aumento na producdo de ragcdo animal com consequente aumento

na geracdo de residuos por essa atividade, torna-se necessario o estudo de tecnologias



para o tratamento dos efluentes gerados por essas industrias. A utilizacdo de sistemas
bioldgicos para remocéo da fracdo organica tem sido utilizada para remoc¢édo de matéria
organica no segmento industrial de producdo de proteina animal e nas industrias
associadas, como as de producdo de racdo. Portanto, torna-se necessaria a adogdo de
unidades de pos tratamento dessas aguas residudrias, uma vez que 0s sistemas de
tratamento em nivel secundario, em geral, sdo ineficientes na remocdo de nutrientes,
como no caso de sistemas anaerobios de tratamento (LI et al., 2017a; ZHU et al., 2017).

A remocdo de compostos nitrogenados de efluentes de reatores anaerobios requer
que esses compostos sejam oxidados em uma primeira etapa de nitrificagdo a nitrato ou
nitrito e, posteriormente, reduzidos a nitrogénio gasoso (N2). A nitrificacdo a nitrito é
denominada Nitrificacdo Parcial (NP). Existem muitas alternativas tecnoldgicas para a
remocao de nitrogénio de efluentes de reatores anaerdbios nas quais a nitrificacdo aerdbia
autotrofica (completa ou parcial) é seguida pela desnitrificagdo heterotréfica ou
autotrofica.

Entre os processos mais pesquisados recentemente sobre a desnitrificacao
autotrofica, encontra-se o processo Anammox (Anaerobic Ammonia Oxidation),
observado inicialmente por (MULDER et al., 1995). Os organismos responsaveis pelo
processo, denominados genericamente por bactérias Anammox, S380 0rganismos
quimioautotroficos que usam nitrogénio amoniacal como doador de elétrons e nitrito
como receptor de elétrons para produzir N2.

Assim, a remocgdo de nitrogénio de muitos efluentes pode ser obtida pela
combinagao dos processos NP e Anammox (NP/A) em sistemas com um ou mais reatores.

A empresa INCOFAP, produtora de insumos para fabricacdo de racdo animal,
possui um sistema de tratamento composto de reator de fluxo ascendente com manta de
lodo (UASB) e lagoa aerada, seguida por um sistema de flotacdo por ar dissolvido. O
sistema visa principalmente a remocdo de matéria organica. Para o presente estudo,
utilizou-se o efluente do reator UASB da empresa INCOFAP para avaliacdo de estratégias
para remocgdo da matéria orgénica renascente e da carga nitrogenada.

Dadas as caracteristicas do efluente citado, o estudo dos processos de remocao de
nitrogénio via Anammox apresenta otimas perspectivas, quando acoplado a nitrificacao
parcial. Assim, é imprescindivel estudar as condicdes operacionais que permitam a
remoc¢do da matéria organica remanescente e o nitrogénio do efluente de UASB para a

avaliacdo de sua aplicacdo para essa classe de agua residuaria.



2 HipOtese e objetivos

Hipotese A: O processo NP/A sera estavel em termos de oxidacdo do N-amoniacal a
nitrogénio gasoso.

Objetivo: Avaliar a estabilidade do processo de Nitrificagdo parcial/Anammox
em termos de eficiéncia de remocédo de nitrogénio e remocdo de DQO, tratando agua
residuaria real de industria de producdo de insumos para ra¢ao animal.

Hipotese B: O reator de leito estruturado serd capaz de proporcionar a ocorréncia da
oxidacdo do N-amoniacal a N-nitrito, a partir da selecdo das bactérias oxidadoras de
amonica (BOA) em detrimento das bactérias oxidadoras de nitrito (BON).

Objetivo: Verificar a ocorréncia da nitrificacdo parcial de uma agua residuéria
real, com alta concentracdo de N-amoniacal e baixa concentracdo de matéria organica,
em reator de leito estruturado sob baixas concentra¢des de oxigénio dissolvido (OD < 2,0
mgO2.LY).

Hipdtese C: O controle do tempo de retencdo celular (TRC) ir& proporcionar a lavagem
das BON e desta forma, favorecerd a nitritacao.

Objetivo: Utilizar um reator de biomassa suspensa, como estratégia de controle
da idade do lodo e, assim, criar condi¢cBes desfavoraveis para 0 crescimento e
permanéncia das bactérias oxidadoras de nitrito (BON) no reator.

Hipotese D: A matéria organica remanescente do processo de nitrificagdo parcial podera
ter efeito inibitorio sob a comunidade Anammox.

Objetivo: Estudar os possiveis efeitos inibitdrios da matéria organica, presente no
efluente anaerdbio em questdo, sobre o processo Anammox.

Hipotese E: Ao longo do periodo de operacgédo, havera predominancia de microrganismos
nitritantes no reator de nitrificacdo parcial e de microrganismos Anammox no reator
Anammox.

Objetivo: Verificar e comparar a composi¢cdo da comunidade microbiana, ao
longo dos experimentos.



3 Revisdo Bibliogréfica

3.1 Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio atua no metabolismo dos seres vivos, sendo o constituinte basico de
aminocidos, proteinas e &cidos nucléicos. Esta presente em todo ecossistema terrestre e
sob diferentes formas e estados oxidativos: nitrogénio organico (N-org), nitrogénio
amoniacal (N-amoniacal ou N — NH}"), nitrito (N-nitrito ou N — NO;), nitrato (N-
nitrato ou N — NO3), 6xido nitroso (N,0), 6xido nitrico (NO) e nitrogénio gasoso (N.).
Existem outras formas, mas estas sdo as diretamente ligadas aos processos escolhidos
durante a realizacdo deste trabalho.

As rotas bioquimicas envolvendo o nitrogénio sdo apresentadas na Figura 3.1, e
as reacoes simplificadas, que representam 0s processos de remocdo do nitrogénio,
desconsiderando a assimilacdo do nitrogénio pelas bactérias para a sintese do material
celular, séo apresentadas a seguir:

Nitritacdo
NH;} + 1,50, - H,0 + NO; Equagdo 3.1
Nitratacdo
NO; + 0,50, - NO3 Equacéo 3.2

Desnitrificacdo heterotrofica do Nitrato

2NO3 + 10H* + 10e~ - N, + 20H™ + 4H,0 Equacdo 3.3

Desnitrificacdo heterotrofica do Nitrito

2NO; + 6H* + 6e~ —» N, + 20H™ + 2H,0 Equacdo 3.4

Anammox simplificada

NH} +NO; - N, + 2H,0 Equacéo 3.5

Acoplamento Anammox com reducdo do Nitrato

NO3; + NHf + 2H* + 2¢e~ - N, + 3H,0 Equacéo 3.6



Figura 3.1- Principais rotas metabdlicas exploradas em sistemas biologicos de remocao
de nitrogénio
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A fim de evitar o desequilibrio no ecossistema, causados pelo excesso de
nitrogénio, deve-se investir em alternativas de remo¢do dos compostos nitrogenados.
Sistemas convencionais, que promovem a remoc¢do do nitrogénio do meio liquido, sdo
compostos por duas unidades. A primeira unidade destinada a nitrificacédo e a segunda a
desnitrificacdo. A unidade nitrificante é provida de aeracdo e requer baixa concentracdo
de matéria orgéanica no afluente. A desnitrifricagdo ocorre em uma unidade andxica, com
ou sem adicdo de fonte externa de carbono (AHN, 2006). Nestes sistemas, a biomassa
responsavel pela manutengdo dos processos estdo aglomeradas em flocos e sdo mantidas
em suspensao, nos reatores, por meio de aeradores ou agitadores. A biomassa do efluente
é removida em unidade subsequente de separacdo (ex. decantador). Os sistemas
convencionais demandam diversas unidades de tratamento e apresentam complexidade
operacional. Para alcancar niveis satisfatorios de eficiéncia de remocdo, € necessario o
controle da taxa de recirculagdo, da alcalinidade e a dosagem de carbono exdgeno. Devido
a complexidade dos sistemas convencionais, novas tecnologias estdo em
desenvolvimento, de forma a diminuir os custos de implantagdo, manutencéo e operacao

dos sistemas que visam a remocdo do nitrogénio do meio liquido. O processo



NP/Anammox (Equacédo 3.10) desponta como alternativa importante nesse cenario e sera
abordada no item 3.2.1.2.

3.1.1 Nitrificag&o parcial

Na nitrificagdo parcial, a oxidagdo do N-amoniacal € interrompida em N-nitrito,
reduzindo a necessidade de aporte de oxigénio e a disponibilidade de doadores de elétrons
para desnitrificacdo. Os processos de remogdo bioldgica do nitrogénio que utilizam a
nitrificacdo parcial apresentam menores custos operacionais e por isso, diversos estudos
séo realizados a fim de identificar e otimizar os parametros de controle que favorecem
este processo (CIUDAD et al., 2005; LIANG; LIU, 2007; WAKI et al., 2007).

Diversas sdo as estratégias estudadas a fim de verificar a viabilidade da
nitrificacdo parcial para diferentes tipos de dguas residudrias (esgoto doméstico, lixiviado
de aterro, esgoto municipal). A remocdo do N-amoniacal via N-nitrito pode ser obtida
com acumulo das bactérias oxidadoras de aménia (BOA) e/ou inibicdo ou lavagem das
bactérias oxidadoras de nitrito (BON). Isso ocorre devido a diferentes reacdes fisioldgicas
e também em resposta as condi¢des operacionais (GE et al., 2015).

Considerando a versatilidade das bactérias nitrificantes, a nitrificagdo parcial
apresenta, como vantagens, a reducédo de 25% no consumo de oxigénio dissolvido, além
da reducdo de 35% na producao de lodo e de 40% na demanda de DQO pela via nitrito,
quando comparada a desnitrificacdo via nitrato (Quadro 3.1) (NHAT et al., 2017;
STROUS et al., 1997; TANG et al., 2014; VAN DONGEN; JETTEN; LOOSDRECHT,
2001; VAN KEMPEN R.; MULDER JW.; UITERLLNDE C.A.; VAN
LOOSDRECHT, 2001).

Quadro 3.1 — Vantagens energéticas da nitrificagcdo parcial em relagdo ao processo de
nitrificacdo e desnitrificagcdo convencional

NH} +1,50, - NO; + H,0 + H* AG°
NH} +|20, > NO; + H,0+ HT AG°
L Economia de 25% de OD

—384,40 kJ Nitrificagdao parcial
—267,84 k] Nitrificacdo convencional

8NO; H3CH;CO07| + 5H' — 4N, + 6HCO; + 4H,0  AG®
8NO; H5CH;C007| + 3HY - 4N, + 10HCO4 + AG®
4H,0 L » Economia de 40% de fonte de carbono

—3077 k]  Desnitrificacdo via nitrito

—4076 k]  Desnitrificagdo convencional

Fonte: SILVA FILHO (2009)



Alguns fatores colaboram para que as BOA predominem em reatores. A atividade
das BON esta diretamente relacionada a concentracéo de aménia livre. Valores superiores
a 1,0 mgN-NHs.L? provocam um decréscimo exponencial da atividade das BON
(ANTHONISEN et al., 1976). A atividade das Nitrobacter apresentam melhores
resultados em temperaturas relativamente baixas, de 10 a 20°C. Assim, em temperaturas
superiores a 25°C, ha maior atividade das BOA em relacdo as BON, favorecendo o
acmulo de nitrito no meio (VERSTRAETE, W.; PHILIPS, 1998). A selecdo das BOA
pode ser favorecida pelo processo de lavagem das BON, submetendo o sistema a vazédo
de alimentacdo superior a velocidade especifica de crescimento das BON. A utilizagdo de
hidroxilamina para inibi¢cdo do crescimento das BON durante a etapa de nitrificacdo
parcial tem sido sugerida por alguns autores, como Cho et al. (2011); Okabe et al. (2011)
e Tang et al. (2014). A manutencéo da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) abaixo
de 1,0 mgO2.L favorece as bactérias oxidadoras de aménia (GUO et al., 2009; EGLI et
al., 2003; PARK, S.; BAE, W.; RITTMAN, 2009).

E geralmente aceito que baixas concentracdes de OD s&o melhores para o processo
de nitrificacdo parcial do que altas concentragdes de OD. Bao et al. (2017), estudaram a
inibicdo das BON no processo de nitrificagdo parcial, através da variacdo na concentracao
de OD. Durante o periodo de baixa concentracio de OD (0,3 + 0,14 mgO2.L), houve
aumento de 60% de abundancia relativa das bactérias Nitrospira (responsaveis pela
oxidacao do N-nitrito), o que resultou na nitrificagdo completa e estdvel do N-amoniacal
afluente. Apds o periodo com concentragéo de OD entre 1,5 e 2,0 mgO2.L %, foi alcangada
a nitrificagdo parcial e decaiu a abundancia relativa das Nitrospira. Verificou-se que a
mudanca brusca de uma condicéo de baixo OD para alto OD poderia inibir a atividade e
abundancia de bactérias oxidadoras de N-nitrito, o que favoreceu a nitritacéo.

Numerosos parametros (fatores individuais ou maltiplos) foram propostos, e a
viabilidade da nitrificacdo parcial também foi verificada em processos de tratamento
biolégico com varios tipos de efluentes. As principais estratégias de controle da

nitrificacdo parcial sdo temperatura, pH, OD, tempo de retencéo de lodo (GE et al., 2015).

3.2 Processos baseados na desnitrificacao autotrofica

A diversidade e a flexibilidade dos microrganismos envolvidos no ciclo do

nitrogénio permitem 0 avanco na proposi¢cdo de novos processos e tecnologias para



remoc¢do do N- amoniacal das aguas residuérias. Segundo Egli et al. (2003), o processo
convencional, apesar de amplamente empregado, apresenta desvantagens (ex. alto
consumo de oxigénio, requerimento de grande quantidade de matéria organica como
aceptor de elétrons e dificuldade de eliminacdo de altas concentragdes de nitrogénio)
quando comparado com as novas tecnologias, tais como a desnitrificacdo autotrofica,
nitrificacdo por via curta, sistemas de nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas (NDS) e

0 processo de nitrificacdo parcial seguido do processo Anammox (NP/A).

3.2.1 Anammox

A aplicagdo das bactérias Anammox fornece uma alternativa econémica as atuais
tecnologias de tratamento de aguas residudrias ricas em compostos nitrogenados. Esta
rota tornou-se importante nas pesquisas desde seus experimentos iniciais, datados de mais
de duas décadas atrés, e é considerada como um processo promissor, devido a reducéo de
90% dos custos operacionais, por ndo necessitar de fonte de carbono, pela menor
producdo de lodos devido a baixa velocidade de duplicacdo de microrganismos
Anammox e por ndo gerar gas carbonico (COz). Além disso, apresenta vantagens como
maior eficiéncia de remocao de nitrogénio e menores requisitos de area. E considerado
um processo neutro em termos energéticos. Kartal; Kuenen; Van Loosdrecht, (2010)
afirmaram que a implementacéao de processos de remocao de nitrogénio de alta taxa, como
0 Anammox, para o tratamento de aguas residudrias, oferece uma enorme oportunidade
de tornar o tratamento ndo apenas sustentavel, mas, também, uma base para a producao
de agua limpa que pode ser reciclada para diversos fins.

O processo de oxidacdo anaerdbia da amonia (Anammox) foi primeiramente
observado em reator desnitrificante de leito fluidizado (MULDER et al., 1995). Baseia-
se no metabolismo de bactérias quimiautotréficas, ou seja, que usam CO2 como a Unica
fonte de carbono (JETTEN et al., 1998; STROUS, M., HEIJNEN, J. J., KUENEN, J. G.,
& JETTEN, 1998). Sob condigdes anoxicas, 0 N-amoniacal € oxidado a nitrogénio
gasosos, utilizando o N-nitrito como aceptor de elétrons (Equacdo 3.5) (KARTAL;
KELTJENS; JETTEN, 2008; STROUS, M., HEIUNEN, J. J.,, KUENEN, J. G., &
JETTEN, 1998). A principal vantagem desse processo é tornar desnecessaria a adicao de

fonte de carbono orgéanico exdgena para que ocorra a reducdo de formas oxigenadas de



nitrogénio. A principal desvantagem é que o crescimento destes microrganismos € lento,
com tempo de duplicacdo de 11 dias (STROUS et al., 1998). A estequiometria global do
processo, é representada pela Equacdo 3.7 (VAN DE GRAAF et al., 1995).

Anammox

NH; + 1,32N0; + 0,066HCO; + 0,13H*

- 1,02N, + 0,26NO5 + 2,03H,0
Equacdo 3.7

Os microrganismos capazes de oxidar anaerobiamente o N-amoniacal, usando o
N-nitrito como aceptor de elétrons sdo conhecidos como bactérias Anammox. Na
classificacdo biologica, tem-se as bactérias Anammox pertencentes ao Dominio Bacteria;
Filo Planctomycetes; Classe Planctomycetia; Ordem Brocadiales; Familia Candidatus
Brocadiaceae e os Géneros “Candidatus Brocadia”, “Ca. Kuenenia”, “Ca. Scalindua”,
“Ca. Anammoxoglobus” e “Ca. Jettenia” (KARTAL et al., 2011).

As etapas metabdlicas envolvidas na oxidacdo anaerdbia do N-amoniacal ndo séo
totalmente conhecidas e os mecanismos propostos sdo apresentados na Figura 3.2.
Durante a oxidacdo do N-amoniacal, a hidroxilamina (NH20H) é utilizada como aceptor
de elétrons, formando a hidrazina (N2H4) como intermediario. A conversao da hidrazina
em nitrogénio gasoso gera elétrons que reduzem o N-nitrito a hidroxilamina (JETTEN et
al., 1998; KARTAL etal., 2011).

A conversdo da hidrazina em N2 pode ser descrita como uma reagdo que gera
elétrons equivalentes para a reducdo do N-nitrito em hidroxilamina. Esta reducéo do N-
nitrito e oxidacdo da hidrazina podem ocorrer em locais diferentes da mesma enzima
(Figura 3.2 A) ou as reacGes podem ser catalisadas por diferentes sistemas enzimaticos

conectados via cadeia de transporte de elétrons (Figura 3.2 B) (JETTEN et al., 1998).

Figura 3.2 - Mecanismos metabolicos possiveis e localizacao celular dos sistemas
enzimaticos envolvidos na oxidacao anaerobia do N-amoniacal

B
NH,0H \ y +NO, NH,4 NH,OH w SH* + NO,”
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I / R ‘)
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Fonte: Jetten et al. (1998)
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As bactérias Anammox possuem forma de cocos e um compartimento intracelular
provido de membrana, onde estdo localizadas enzimas que possibilitam a oxidacao
anaerdbia do N-amoniacal (FUERST; SAGULENKO, 2011). A elevada concentracédo de
citocromos na membrana das células confere coloracdo avermelhada caracteristica as
Anammox (JETTEN et al., 1998).

A utilizacdo destes microrganismos, que apresentam metabolismo singular, para
remocao de compostos nitrogenados no tratamento de efluente, estd em expansdo. Ha
vinte anos atrds, acreditava-se na lenta partida dos sistemas baseados em processo
Anammox e instavel desempenho do processo devido ao tempo de duplicagcdo em torno
de 11 dias, ao baixo rendimento de biomassa e da sensibilidade as condi¢cBes ambientais
(STROUS et al., 1998). Além disso, 0 emprego do processo Anammox, em larga escala,
ainda é limitado devido a necessidade de rigoroso controle do processo, e dos parametros
como pH, temperatura, concentracdo do substrato e de substancias inibitorias.
Atualmente, sdo apresentadas estratégias que integram avancos tecnoldgicos alinhados
com observacGes empiricas que permitem avancos na modelagem e na selecdo dos
microrganismos desejados (AGRAWAL et al., 2018; LI et al., 2018a, 2020).

Até 2017 existiam cerca de 114 instalacGes, em escala plena, utilizando o processo
Anammox no mundo (ALI; OKABE, 2015; LACKNER et al., 2014; MAO et al., 2017).
Destas, 88 estacdes estdo localizadas na Europa, a Asia conta com 13 e América do Norte
com 8 instalagdes. A maioria dessas estacOes de tratamento em larga escala foi instalada
de maneira que parte do fluxo é submetido a nitrificacdo parcial em unidade paralela ao
fluxo principal. Assim, a unidade em que ocorre 0 processo Anammox recebe uma fragao
do fluxo parcialmente nitrificado a N-nitrito. Em termos de taxa de carregamento, 0s
principais alvos sdo aguas residudrias de indastria de glutamato, aminoacidos e
abatedouros (MAO et al., 2017).

Com base nos principios fundamentais do processo Anammox, varias tecnologias
foram patenteadas nos ultimos anos. Em geral, os processos baseados em Anammox
podem ser divididos em sistemas de Unico estagio e sistemas de dois estagios (MAO et
al., 2017). Devido a lenta taxa de crescimento das Anammox e problemas de toxicidade,
0s processos de tratamento de &guas residuérias combinando nitrificagcdo parcial e
Anammox (NP/A) foram conduzidos principalmente com biofilme, com lodo granular e
com biomassa em suspensdo. O reator operado em bateladas sequenciais (RBS) foi

amplamente aplicado com sucesso no desenvolvimento do processo Anammox
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(DAPENA-MORA et al., 2004; STROUS et al., 1998). Os reatores de biofilme também
sdo adequados, uma vez que o oxigénio pode ser consumido pelas BOA em zonas
externas aerdbias e as Anammox podem se desenvolver nas zonas internas do biofilme,
portanto, andxicas (FUX et al., 2002; STROUS et al., 1997; TSUSHIMA et al., 2007;
TSUSHIMA; KINDAICHI; OKABE, 2007). A biomassa granular, em sistemas de Gnico
estagio, permite maior atividade Anammox e menor nitratacdo e vem demonstrando ser
uma étima estratégia, a exemplo reatores de leito fluidizado, reatores anaerébios de manta
de lodo e fluxo ascendente, reatores de batelada de e reatores gas-lift (AHN; HWANG;
MIN, 2004; LACKNER et al., 2014; SLIEKERS et al., 2003; STROUS et al., 1997).

Diferentes variedades de lodo Anammox nédo enriquecido tém sido usadas como
indculo das bactérias Anammox, incluindo lodo de nitrificacdo, de desnitrificacdo e
granulo aer6bio (TSUSHIMA et al., 2007; VAN DER STAR et al., 2007; VAZQUEZ-
PADIN et al., 2009). Todavia, estes estudos reportaram sobre o longo tempo de operacio
(meses) para que os reatores atingissem desempenho Anammox satisfatorio. Ja os
reatores que foram inoculados com lodo Anammox enriquecido obtiveram resultados
satisfatorios em poucas semanas (BONASSA et al., 2021a; VAN DER STAR et al.,
2007). O longo tempo de partida dos reatores Anammox é um dos principais desafios na
aplicacdo do processo. Assim, é necessario a escolha de um in6culo adequado e de
configuracdes dos reatores que favorecam a retencdo da biomassa durante o periodo de
partida.

Nos reatores onde a biomassa cresce na forma de biofilmes ou gréanulos, a
formacéo de agregados compactos aumenta a velocidade de sedimentacdo da biomassa,
melhora a retencdo e a quantidade de biomassa gque cresce em suspensao € minimizada
(FERNANDEZ et al., 2008). A formacio de granulos Anammox, implica em alta
concentracdo microbiana, o que supera a desvantagem do alto tempo de duplicagéo e
baixa taxa de crescimento (STROUS et al., 1998). A estrutura granular do lodo Anammox
também fornece uma comunidade bacteriana estavel capaz de resistir aos inibidores
ambientais, como N-amoniacal, N-nitrito, metais pesados, matéria organica, fosfatos e
sulfatos (JIN et al., 2012). Quanto maior a densidade dos granulos, maiores as forcas de
coesdo entre 0s microrganismos, resultando em menor acumulo de gases no interior dos
granulos, reducdo da lise celular e das perdas de substratos intermediarios importantes
(DAPENA-MORA et al., 2004). A escolha do lodo granular leva a projetos com reatores
compactos, que combinam curto tempo de retencdo hidraulica e longo e estavel tempo de
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retencao de solidos. Reatores com biomassa granular Anammox apresentam elevada taxa
de conversao do nitrogénio e, por isso, sdo alvos de varios estudos (MA et al., 2017; VAN
DER STAR et al., 2007).

O N-amoniacal frequentemente coexiste com a matéria organica em &guas
residuarias, como as de criacdao de animais. Na presenca de N-nitrito e matéria organica,
as bactérias desnitrificantes heterotroficas crescem mais rapidamente que as bactérias
Anammox e a desnitrificacdo heterotréfica supera o processo Anammox (ISAKA et al.,
2008; NI; RUSCALLEDA,; SMETS, 2012; TANG et al., 2010a; WANG; GAO, 2016).

Aguas residuarias com concentragio elevada de N-amoniacal e baixa
concentracdo de matéria organica biodegradavel, como a estudada nesse trabalho, podem
ser tratadas pelo processo Anammox, quando combinado com uma etapa anterior de
nitrificacdo parcial — NP/A (KUYPERS et al., 2003). O processo NP/A surge como uma
alternativa frente ao processo convencional de remocdo de nitrogénio amoniacal. Uma
vez que ocorre sob condi¢cdes autotroficas, nitrogénio e matéria organica podem ser
removidos em processos distintos (MA et al., 2016). Desta forma, a matéria organica
poderia ser removida quase que completamente em etapa anterior por processo anaerdbio
visando a producédo de metano. Permitindo a recuperacdo de energia a partir de diversos

tipos de aguas residuarias.

3.2.1.1 Parametros de controle e inibicdo do processo Anammox

Uma variedade de processos bioldgicos de remogdo de compostos nitrogenados €
encontrada em sistemas que visam a promoc¢do da atividade Anammox. Sdo eles:
Nitrificacdo parcial, desnitrificagdo heterotrofica e autotrofica. A ocorréncia exclusiva ou
conjunta de determinados processos depende da escolha e otimizacdo dos parametros
operacionais que irdo influenciar no aumento da atividade dos microrganismos desejados
(JIN et al., 2012).

A aplicacdo e industrializacdo do processo Anammox sdo dificultadas pelas
caracteristicas de crescimento das bactérias Anammox e pelos fatores de inibicdo
existentes nas aguas residudrias ricas em nitrogénio. As bactérias Anammox tém uma
taxa de crescimento lenta (tempo de duplicacdo a 30 /40 °C € de aproximadamente 10 a
14 dias) (JETTEN et al., 1998; VAN DER STAR et al., 2007), baixo rendimento celular
(0,11 gSSV.(gN-NH4")™1) e alta sensibilidade as mudancas nas condi¢Bes ambientais
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(JETTEN et al., 1998), o que as tornam extremamente dificeis de serem cultivadas.
Embora a taxa de crescimento possa ser aprimorada pela otimizacdo das condicfes
operacionais, a exemplo de Tang et al. (2011), que alcancaram tempo de duplicacdo de
4,8 dias, o cultivo permanece dificil. A complexidade da composicdo industrial dos
efluentes e esgotos dificulta o inicio do processo Anammox e torna o desempenho do
processo mais vulneravel, o que resulta em efeitos inibitorios na atividade Anammox (HU
et al., 2010; TANG et al., 2010a). No entanto, estudos recentes demonstram que estes
obstaculos podem ser contornados, de modo a favorecer a remocéo de nitrogénio e a
estabilidade operacional do processo (LI et al., 2020).

O processo Anammox sofre inibi¢do por muitos fatores, o que prejudica o estudo
de melhorias e a aplicacdo do processo. Uma variedade de substancias inibitorias, como
substratos (N-amoniacal e N-nitrito), matéria organica (matéria organica ndo téxica e
matéria organica toéxica), sais, metais pesados, fosfato e sulfeto, estdio comumente
presentes nas aplicacdes praticas. E os parametros mais importantes, na remocdo de
nitrogéneio total (NT), sdo: pH, temperatura, OD, substratos, configuracdo do reator,
TDH, tempo de retencdo celular ou idade do lodo (TRC), carga nitrogenada aplicada
(CNA) e estratégias de alimentacio (BONASSA et al., 2021a; GANIGUE et al., 2007).

Os principais parametros para promogao destes processos sao apresentados na Tabela 3.1.:

Tabela 3-1- Parametros operacionais que favorecem a ocorréncia dos processos
bioldgicos relacionados remocao do nitrogénio

Parametro Nitritacéo Nitratacéo Desnitrificacdo ~ Anammox
heterotrofica

oD >0,2 mg.L* >1,0 mg.L* <1,0 mg.L? <1,0
Temperatura  >25°C 10 a 43°C
pH ~7 6,7 a8,3
DQO - - Presente ;
N-nitrito <98 mg.L!
Amonia livre <250 mg.L™* <1,0 -

Alcalinidade 4,05 mgCaCOs 3,02 mgCaCOs
(mgN-NH4")?  (mgN-NHz")?

Fonte: Adaptado de Oliveira (2015)

Um parametro operacional critico para garantia continua da atividade Anammox
¢ a concentracdo de OD (JUNG et al.,, 2007; SLIEKERS et al., 2002). Baixas
concentracGes de OD acarretam em inibicdo reversivel. Strous et al. (1997) relataram

inibicdo reversivel do processo Anammox quando saturacéo do ar € menor que 2%. Egli
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et al. (2001) observaram inibicdo reversivel em baixas concentracdes de OD (saturacdo
do ar < 1%), sendo que em maiores concentracfes de OD, relataram inibicéo irreversivel.
Além do mais, a limitacdo da concentracdo de OD ¢é o fator primordial para selecdo dos
microrganismos nitritantes, garantindo a nitrificacdo parcial. Devido & maior afinidade
por oxigénio das BOA, hd acimulo de N-nitrito em reatores operados em baixas
concentragfes de OD. CondicGes limitantes de oxigénio podem oferecer ambiente
adequado para interacdo estavel entre microrganismos aerébios, como as Nitrosomonas
e bactérias anaerdbias oxidadoras de N-amoniacal, como as do grupo Brocadiales
(SLIEKERS et al., 2002; WANG et al., 2010).

A concentracao de bicarbonato é, também, importante para o0 processo Anammox.
Geralmente a adicdo apropriada de carbono inorganico pode promover o crescimento e
aumentar a atividade Anammox (LIAO et al., 2008). Ademais, a alcalinidade exerce
papel importante de tamp&o do meio, suavizando mudancas de pH no decorrer da reacéo,
evitando que intermediarios toxicos ao processo se formem inibindo, parcial ou
totalmente, os microrganismos com atividade Anammox (PAREDES et al., 2007).
Quando se combinam varios processos, em um Unico reator, 0s processos Anammox e
desnitrificacdo heterotrofica podem produzir alcalinidade suficiente para manter
constante o pH do meio, mesmo ocorrendo o consumo pela nitrificacdo parcial (WANG
etal., 2010).

O carbono organico tem sido apontado pelos efeitos adversos nas bactérias
Anammox (JIN et al., 2012a). A matéria organica, juntamente com o nitrogénio, tornou-
se uma grande preocupacédo nas aplicagdes do processo Anammox devido as possiveis
influéncias. Diferentes trabalhos relatam que altas concentracdes de DQO cessaram
completamente o processo Anammox (NI et al., 2012; TANG et al., 2010a).

Para maior aplicabilidade do processo Anammox em &guas residuarias reais, €
necessario conhecimento do efeito inibitorio causado pela matéria orgénica nos
microrganismos Anammox. Dois mecanismos diferentes foram propostos como modos
de inibicdo da matéria organica na atividade Anammox. O primeiro prediz que a alta
concentracdo de matéria orgdnica promove 0 crescimento de microrganismos
heterotréficos. Estas bactérias competem com as Anammox pelo N-nitrito. No tratamento
de aguas residudrias reais, na coexisténcia de bactérias Anammox e desnitrificantes, He
et al. (2015) ressaltaram a conveniéncia da aplicagdo do balanco de massa do reator como
abordagem adequada para permitir o estabelecimento funcional destas comunidades. O
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segundo mecanismo proposto para o efeito da matéria organica nas bactérias Anammox
se refere a matéria organica especial (como metanol, fenol e antibidticos), que €
considerada altamente téxica para a comunidade Anammox (JIN et al., 2012a). Esta
matéria organica toxica inibe, geralmente irreversivelmente, o processo Anammox por
envenenamento microbiano ou inativagdo enzimatica (GUVEN et al., 2005).
Experimentos em batelada demonstraram que a atividade Anammox diminuiu com o
aumento da concentracdo de metanol. A atividade maxima alcancada foi de 29% quando
5 mmol de metanol foi adicionado. Quando adicionado metanol ao sistema de
alimentacdo continua, a atividade relativa foi reduzida para 46% apds 80 horas. A adicéo
de metanol foi interrompida e a atividade ndo foi retomada, sugerindo inibicdo
irreversivel (ISAKA et al.,, 2008). Given et al. (2005) também observou a perda
irreversivel da atividade, em culturas de enriquecimento Anammox com 0,5 mmol.L de
metanol.

De acordo com Jetten et al. (1998) e Tomaszewski et al. (2017), pH e temperatura
sdo fatores importantes para controle e crescimento das bactérias Anammox. Estes
parametros tém influéncia direta nestas bactérias, pois intervém na determinacdo da
cinética reacional (PUYOL et al., 2013). De maneira generalizada, pode-se dizer que 0s
processos Anammox ocorrem na faixa de pH entre 6,7 a 8,3, com pH 6timo em 8,0 e em
ampla faixa de temperatura entre 20 a 43°C, com temperatura 6tima a 40°C (EGLI et al.,
2001; JETTEN et al., 1998; STROUS et al., 1997). Estudos iniciais com bactérias
Anammox relataram taxa de crescimento especifico de 0,0033 e 0,001 h e tempo de
duplicacéo (td) de aproximadamente 9 e 29 dias, respectivamente (JETTEN et al., 1998;
STROUS, M., HEIUNEN, J. J., KUENEN, J. G., & JETTEN, 1998; VAN DE GRAAF et
al., 1996). No entanto, estudos recentes mostram que a taxa de crescimento especifico

maximo (Umax) pode ser muito maior (Tabela 3.2).

Tabela 3-2— Taxas de crescimento e tempo de duplicacdo da biomassa Anammox em
diferentes temperaturas

Taxa de crescimento Tempo de T Referéncia
especifico (d1) duplicacdo (dias) (°C)
0,190 - 0,130 3,6-5,4 37 Tsushima; Kindaichi;
Okabe (2007)
0,140 4,9 30 Sobotka et al. (2017)
0,118 5,8 35 Liu; Ni (2015)

0,172 4,0 35 Liu; Ni (2015)
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Tabela 3-2 (continuacao)

0,210 33 30 Lotti et al. (2014)
0,334 2,2 30 Lotti et al. (2015)
0,0038 18 29 Laureni et al. (2015)
0,0088 79 12,5 Laureni et al. (2016)

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

Sobotka et al. (2017) demonstraram que a taxa de crescimento especifica
observada foi 0,14 d (ta + 4,9 dias) a 30°C, em um reator de batelada sequencial. Liu &
Ni (2015) mostraram que o0 aumento na concentracdo de ferro na alimentacao, de 0,03 e
0,09 mM, aumentou a taxa de crescimento especifico de 0,118 d* (ta 5,8 dias) para 0,172
d! (ta 4 dias) a 35°C. Lotti et al. (2015) demonstraram que a diminuicao gradual no tempo
de retencéo de lodo permitiu atingir pmax + 0,334 d* (tg 2,2 dias) a 30°C. Laureni et al.,
(2016, 2015) mostraram que a reducéo da temperatura de 29°C para 12,5°C resultou em
aumento do tempo de duplicacdo de 18 para 79 dias. Essas discrepancias indicam que
ainda existem muitos aspectos a serem estudados em relacdo ao processo Anammox. No
entanto, a lenta taxa de crescimento de biomassa geralmente esta relacionada a danos a
biomassa, em reatores em escala ampliada, o que é um problema significativo, pois a
restauracdo da biomassa é demorada. Para minimizar esse problema, é necessario um
desempenho estavel do processo (JIN et al.,, 2012a; TOMASZEWSKI; CEMA;
ZIEMBINSKA-BUCZYNSKA, 2017).

Indiretamente, pH e temperatura determinam a toxicidade dos dois substratos
basicos (N-amoniacal e N-nitrito), o que € significativo para o tratamento de altas cargas
de nitrogénio (FERNANDEZ et al., 2012). Tal interferéncia ocorre através da
determinagdo da concentragdo de amonia livre (AL) e &cido nitroso livre (ANL) em
equilibrio com o N-amoniacal, de acordo com Equacéao 3.8 e 3.9 (PARK; BAE, 2009):

Concentracdo de amdnia livre

17 N —NH} x 10PH
Al/:: ChL:: -

' 16334
14 e[ /(273+T)] + 10PH Equacdo 3.8

Concentracdo de 4cido nitroso

47 N — NO; 5
ANL= Cipy = — 2 Equagdo 3.9

14 -{6[2300/(273”,)] + 10PH} 4+ 1

Onde: Cac: AL: concentracdo de amdnia livre (mg NHz.L1); N-NH4*: Concentracéo de
N-amoniacal (mgN-NH4*.L?); T: temperatura (°C); Can: ANL: concentragdo de
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acido nitroso (mg HNO2.L™); N-NOz": Concentragdo de N-nitrito (mgN-NO2".L"
1).

Fernandez et al. (2012) detectaram reducdo de 50% na atividade da biomassa
granular Anammox, com concentracdo de amadnia livre de 38 mgN-NHs.L™. Reatores de
batelada sequencial apresentaram instabilidade no desempenho em concentracGes de
amonia livre superiores a 20-25 mgN.L™. Com longo prazo de exposi¢do da biomassa
Anammox a niveis de amonia livre superiores a 35-40 mgN.L, o desempenho do reator
tornou-se instavel com dréstica reducédo da eficiéncia de remogao de NT.

Tang Chong-Jian, Zheng Ping, Mahmood Q, (2010) avaliaram concentragfes dos
substratos N-amoniacal e N-nitrito que podem ser inibitorios ao processo Anammox em
dois reatores de biofilme com fluxo ascendente. Para CNA maior que 1,0 gN.L™.d? os
reatores se tornaram instaveis. A alta na concentracdo de aménia livre, de 57 para 178
mgN.L, acompanhou o aumento do pH de 8,7 a 9,05. O limite de tolerancia a amonia
livre, nesse estudo, foi superior aos anteriores, o que indica que reatores de biofilme
proporcionam condicdes adequadas para a tolerancia de niveis maiores de aménia livre,
pelas bactérias Anammox. No entanto, valores de pH extremamente elevados devem ser
evitados nos sistemas Anammox (JAROSZYNSKI et al., 2012).

Os efeitos inibitorios devem ser considerados em todas as etapas dos processos de
remoc¢do de nitrogénio. Como exemplo, o fenémeno da inibi¢cdo por aménia livre das
BOA e BON é apresentado em diversos trabalhos (GANIGUE et al., 2007; KIM; LEE;
KELLER, 2006; MA et al., 2016). As BON séo mais sensiveis a amonia livre na faixa de
0,1a1,0 mg.L?, enquanto as BOA sdo inibidas na faixa de 10 a 150 mg.L* (KIM; LEE;
KELLER, 2006). Como resultado, pode acorrer acumulo de N-nitrito ou de N-amoniacal,
caso o nivel de aménia livre no reator seja alto, prejudicando a etapa posterior de
tratamento por Anammox.

O N-nitrito € um substrato do processo Anammox que, em altas concentracdes,
tem efeito inibitorio e acarreta em instabilidade ao processo (DAPENA-MORA et al.,
2007; KIMURA et al., 2010). Os microrganismos Anammox sdo mais vulneraveis a
inibicdo por N-nitrito do que por N-amoniacal. Entretanto, o valor critico de N-nitrito
varia sob diferentes condi¢cdes e modos de operacdo (Tabela 3.3). Kimura et al. (2010),
em testes de alimentacdo continua, observaram inibi¢cdo da atividade Anammox em

baixas concentracGes de N-nitrito. Jetten et al. (1998) relataram que a biomassa granular,
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em solugdo contendo 100 mg N-NO2".L%, perdia completamente a atividade Anammox.
Fux etal. (2002) encontraram inativacdo irreversivel dos microrganismos Anammox ap0s
exposicdo a longo prazo de 40 mgN-nitrito.L. Outros estudos encontraram valores
maiores para a inibicdo da atividade Anammox. Egli et al. (2001) observaram desativacao
completa, em concentracdo de N-nitrito superior a 185 mgN.L™. Dapena-Mora et al.
(2007) relataram reducédo de 50% da atividade Anammox quando a concentracdo de N-
nitrito era de 350 mgN.L™.
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Tabela 3-3- Pesquisas com inibi¢do por N-nitrito da atividade Anammox

Biomassa Reator pH TDH T N-nitrito AL e/ou Efeito Referéncia
(h) (°C) mgN.L? ANL
mgN.L™*

Aderida - (Candidatus Kuenenia Reator de leito - - 36 >274 - Inibicéo Kimura et al.

stuttgartiensis, Planctomycetes KSU-  fixo - fluxo (2010)
1 and similar- Candidatus Brocadia  continuo

anammoxidans) Bateladas - 1-24 30 >750 - Inibicao Kimura et al.

(2010)

Lodo Anammox SBR - - - >100 - Inibicao Jetten et al. (1998)

Biomassa flocular — CSTR Bateladas 7,8 30 770 FA:47%  50% inibicdo  Dapena-Mora et al.

(2007)

Lodo granular, UASB Bateladas 7,3- 20 167 FA: 13-  Inibicdo Waki et al. (2007)

8,1 902

Lodo floculento desnitrificante Reator com 6,8 153 351 390 85% inibicao TANG Chong-

biofilme Jian, Zheng Ping,

Mahmood Q

(2010)

Lodo granular Anammox Batelada 78 - 37 224 59 Inibicdo 50%  Tang et al. (2010b)

Lodo granular Anammox EGSB - 6,8- 1,5- 35+1 768 134,4- Chen et al. (2011)

continuo 70 8,0 213,12

Biofilme Anammox Batelada 78 - 30 - ANL: 11 Biof. 70%, Fernandez et al.

floc. 100% (2012)

Biofilme Anammox SBR - Continuo - 24 30 <240 ANL: 0,5 Nao inibicao Fernandez et al.

(2012)

2Valores calculados a partir das concentrac8es iniciais experimentais apresentadas.
Fonte: Park et al., (2010)
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Com base nesses resultados, considera-se que a concentracao de N-nitrito afluente
de 280 mgN.L ™ pode, geralmente, ser considerada como o valor de alerta para o processo
Anammox. Atencdo deve ser dada quando a concentracdo de N-nitrito efluente exceder
100 mgN.L™?, devendo ser adotada alguma intervencdo para garantir a eficiéncia de
remocao de nitrogénio total e evitar o acumulo de N-nitrito no reator (JIN et al., 2012a).

O controle da concentracdo de substrato € uma estratégia importante para evitar a
inibicdo de bactérias Anammox. A diminuicdo da concentracdo do substrato a valores
mais baixos é, sem duvida, o meio mais direto de controle da inibicao (JIN et al., 2012a).
Porém, durante a partida do reator, esta estratégia se torna perigosa, pois pode levar a
inibicdo por falta de substrato (VAN DER STAR et al., 2007). Além disso, a exigéncia
de baixas concentracdes de substratos dificulta a aplicagdo do processo Anammox em
aguas residuérias reais que apresentam elevadas concentragdes de nitrogénio e que séo o
foco da aplicacdo Anammox. Para tanto, pode-se adotar a estratégia de recirculacdo do
efluente no tratamento de &guas residuarias reais com alta carga nitrogenada. Em
condicdes ideais de operacdo, a recirculacdo do efluente é vantajosa para a melhoria da
carga nitrogenada removida (CNR), ou seja, melhora na eficiéncia de remocéo de NT. Os
valores maximos toleraveis de CNA, em diversas condicdes experimentais, S&o
apresentados na Tabela 3.4.

Chen et al. (2010) estudaram o tratamento de agua residudria sintética através da
oxidacao anaerdbia do N-amoniacal em reator de biofilme de fluxo ascendente, a 35°C,
por 435 dias. As concentracfes dos substratos foram controladas pelo uso de diferentes
razdes de recirculacdo. A remocdo de NT média foi de 88,84%. A biomassa produzida
cresceu com atividade Anammox especifica de 1,8 gN.(gSSV)* e tempo de duplicagio
de 4,3 a 7,4d. A granulacédo e formacédo do biofilme contribuiram para o enriquecimento
da biomassa Anammox, enquanto a recirculacdo apropriada, aliada a temperatura
relativamente alta, ajudaram a promocdo da atividade especifica Anammox. Este é

considerado o fator chave para o processo eficiente e estavel das bactérias Anammox.
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Reator  Tipo de lodo T(°C) TDH pH N- N- Tempode CNAmax CNRmax Eficiénciade  Referéncias
(h) NHs*  NO2  operacdo Kgm=3d! Kgm~ remocgdo NT?
(d) *d? (%)
UFFBB Lodo 37 0,2-8 7,0- 20- 20-460 247 58,5 26 44 Tsushima et al.
desnitrificante 75 555 (2007)
UBF Lodo anaerébio  30+1 3,02- 75- 70- 70-315 - 2,5 1,99 79,6 Jin et
24 8,0 301 al.(2008a)
GLR Lodo - 6,7- 75 - - 86-100 10,7 8,9 83 Sliekers et al.
Anammox 43 (2003)
UASB Lodo 351 0,16- 6,8- 300 360 450 125 66,8- Tang et al.
Anammox 021 7,0 82,8 (2011)
UASB Lodo 35+1 0,11- 6,8- 200 240 450 137,1 69,8- Tang et al.
Anammox 0,15 7,0 84,6 (2011)
UASB Lodo granular 37 <24 7,5- 100- 100- 235 1,03 0,93 90 Ni et al. (2011)
Anammox 8,0 458 575
SBR Lodo ativado 30 +1 2,43- 75- 70- 70-301 - 2,73 2,01 74 Jinetal.
anaerébio 24 8,0 269 (2008a)
SBR Mix lodo 36,0+0,3 456- 7,2- 149- 9,6- 226-365 1,6 1,57 98 H. Lopez, et al.
ativado 884 8,7 1268 16614 (2008)
ABF Lodo 37 0,67- 7,2 93,3- 40,6- 97 19,1 11,5 60 Isaka; Sumino;
Anammox 3,0 350 330,7 Tsuneda

(2007)
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Tabela 3.4 (continuacao)

Reator  Tipo de T TDH pH N- N- Tempo de CNAmax  CNRmax  Eficiéncia de Referéncias
lodo (°C) (h) NHs*  NO; operagdo (d) Kgm=3d! Kgm remocéo NT?
3g-1 (%)
ABF Lodo 20- 067- 7,2 933- 40,6- 446 ~12 8,1 ~68 Isaka; Sumino;
Anammox 22 3,0 350 330,7 Tsuneda (2007)
CSTR Lodo 25- 48 7,5- 50- 50-260 280-310 0,23 0,22 96 Bagchl; Biswas;

anaerobio 38 8,0 200 Nandy (2010)
UFFBB: Reator de biofilme de leito fixo e fluxo ascendente; UBF: Biofiltro ascendente; GLR: Reator gas-lift; UAGSB: Leito de lodo granular Anammox upflow; UASB:
upflow anaerobic sludge blanket; SBR: reator de batelada sequencial; ABF: Biofiltro anaer6bio; CSTR: Reator de agitagdo continua.

2calculado a partir dos dados da literatura.

Fonte: Jin et al. (2012)
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A aplicacgdo de altas taxas de carga de nitrogénio, em reatores Anammox, leva a
queda na eficiéncia de remocéo de NT, resultando em instabilidade do processo (MA et
al., 2017). Ao estudar o efeito do substrato na estabilidade do processo Anammox, Tang
Chong-jian, Zheng Ping, Mahmood Q. (2010) avaliaram diferentes faixas de CNA (0,422;
0,963 e 1,711) kgN.m3.d* e observaram que, apesar da eficiéncia de remocdo de
nitrogénio amoniacal média ser de 70%, com o aumento da carga aplicada, houve
diminuicdo da taxa de remocéo do nitrogénio. Os autores associam a diminui¢do da CNR
ao efeito inibitério causado pela aménia livre presente no meio reacional, ap6s aumento
do pH de 6,8 a 8,7. Ma et al. (2017) estudaram o desempenho do processo atraves da
operacdo de um reator UASB-Anammox, apds varia¢oes da CNA (2,4; 3,6 e 5,6) kgN.m"
3.d%, e constataram queda significativa do pH e diminuicéo da eficiéncia de remocao de
NT por efeito da inibicdo por substrato.

A carga nitrogenada especifica aplicada, como j& mencionado, esta ligada a
concentracdo de biomassa no reator e ao valor da atividade especifica maxima Anammox
(DAPENA-MORA et al., 2004). Adicionalmente, para maior estabilidade e controle do
processo, o projeto de operacdo deve levar em conta a boa retencdo da biomassa no reator
e a manutencdo dos parametros operacionais. Um bom modelo experimental para cultivo
de microrganismos Anammox é através do reator em batelada sequencial (RBS). Este €
um reator capaz de reter a biomassa de forma eficiente e homogénea, o0 que permite a
otimizag&o das condicdes e evita 0 acumulo de N-nitrito até concentragdes inibitorias ao
processo Anammox (DAPENA-MORA et al., 2004).

Outras configurac@es de reatores também apresentam boa retencdo de biomassa.
Um reator gas-lift-Anammox alcangou conversdo de NT de 9,5 kgN.m=3.d"%, no primeiro
processo Anammox operado em larga escala (VAN DER STAR et al., 2007). Reatores
de leito fixo e de leito fluidizado também apresentam retencéo de biomassa adequada. No
entanto, o padrdo de fluxo dos reatores UASB faz com que o substrato seja distribuido de
forma heterogénea, ao longo da altura do reator. Este padrao de fluxo, além de limitar a
aplicacdo de reatores UASB para altas concentragdes de substrato, leva a mudancas na
composicao bioldgica do lodo com a altura do reator (MA et al., 2017a).

A operacdo de dois reatores UASB, contendo biomassa granular Anammox,
permitiu a comparacdo da influéncia da aplicacdo de alta e baixa concentragdo de
substratos (TANG et al., 2010b). No reator com baixa concentragéo de substratos (220 <

N-nitrito < 280 mg.L™?), houve variagdo significativa no desempenho quando a
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concentracdo de N-nitrito afluente atingiu 280 mgN.L™, com decréscimo da remogéo de
NT de 91 para 78%, o que revela a influéncia da inibi¢do por N-nitrito. No reator operado
sob alta concentragdo de substrato (320 < N-nitrito < 450 mg.L 1), os autores observaram
eficiéncia de remogédo de N-amoniacal e N-nitrito de 84% e 98%, respectivamente.
Apesar das diferencas morfoldgicas evidenciadas na microscopia eletrénica de
transmissdo e na microscopia eletrénica de varredura, o lodo granular contribuiu para o
alto desempenho do processo. Verificou-se que a aplicacdo da baixa concentracdo de
substrato em alta vazdo demonstrou ser mais eficaz para remocdo de alta taxa de
nitrogénio do que a aplicacao de alta concentracdo de substrato em baixa vazéo.

O reator de leito granular expandido (EGSB), estudado por Chen et al. (2011),
foi considerado tolerante ao substrato e capaz de tratar agua residuaria sintética contendo
alta concentracdo de N-amoniacal. O sistema apresentou eficiéncia de remocgédo de
81,57% quando a concentracdo de NT afluente foi de 1429,1 mgN.L* e CNA 22,87
kgN.m=3.d.

Outro importante fator para ocorréncia do processo Anammox € a estequiometria
do processo. E possivel observar a ocorréncia do processo Anammox quando a relagéo
N-NH4"/N-NO>" difere da relacdo 1/1,32 apresentada por Strous, et al. (1998). Outros
estudos demonstraram que o coeficiente estequiométrico da reacdo Anammox também
pode ser afetado pelo estado fisiologico das bactérias anaerdbias oxidadoras de aménia e
também sob diferentes condigdes experimentais. Yao et al. (2015) encontraram a relagao
N-NH4"/N-NO2" de 1/1,022 ao realizarem testes com e sem adicao de hidrazina com agua
residudria sintética e biomassa granular. Também usando agua residuéria sintética e lodo
granular Anammox em reator de membrana, Lotti et al. (2014) encontraram 1/1,146 como
relacdo estequiométrica, durante ensaios cinéticos, em que consideraram N-NH4* como
fonte de nitrogénio e nitrito/nitrato como par doador de elétrons para reducdo do carbono
inorganico durante o anabolismo.

Pouco se sabe sobre o efeito da razdo do substrato afluente no processo Anammox
(Zhu et al., 2017). Conforme relatado por Strous et al. (1998), uma propor¢do adequada
de 1/1,32 é necessaria para alcancar alta eficiéncia de remocao de nitrogénio. Desviando-
se desta razao, o desempenho da remocao de nitrogénio é afetado. No entanto, é comum
que ocorram flutuagcdes quando o substrato é &gua residuéria real. Zhu et al. (2017)
observaram que afluente com razdo N-NH4" /N-NO2" maiores que 0,5 apresentavam um

aumento na eficiéncia de remocédo de NT e, com a diminuicdo desta razéo para valores
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inferiores a 0,22, ocorreu inibigdo da atividade Anammox. A inibicdo foi maior quando a
razdo foi de 0,15. A concentracdo inibitoria de N-nitrito encontrada, ap6s 0s ensaios

cinéticos, foi de 462 mgN.L™, indicando a inibi¢do por excesso de N-nitrito.

3.2.1.2 Processo Nitrificacdo parcial/Anammox — NP/A

Para suprir a demanda de N-nitrito, em efluente industriais e esgoto doméstico que
ja contenham N-amoniacal, pode ser empregado o processo de nitrificacdo parcial

previamente ao processo Anammox (Figura 3.3 e Equagéo 3.10).

Figura 3.3- Processo NP/A para remocao de nitrogénio

NI_I*_l NH'L‘ /NO_Z
—_— NP ANAMMOX o,
100 50/50 90/10

Fonte: BAGCHI; BISWAS; NANDY (2012) modificado

NP/A
NH} + 0,850, > 0,44N, + 0,11NO5 + 1,43H,0 Equacsio 3.10

Por ser um processo autotrofico, ndo requer suplementacdo com fontes de
carbono para a desnitrificacdo e pouco excesso de lodo é produzido (AGRAWAL et al.,
2018). Como ocorre apenas a nitrificacdo parcial do N-amoniacal, ha economia na
quantidade de OD a ser fornecida e na alcalinidade requerida. Ha previsdo de economia
de 60% na energia gasta com aeracdo e 100% na demanda de fonte de carbono, quando
comparado com o processo de nitrificacdo/desnitrificacdo convencional. (KARTAL;
KUENEN; VAN LOOSDRECHT, 2010).

O processo NP/A foi implementado com sucesso no tratamento de efluente de
digestores anaerdbios de lodo do esgoto doméstico (JIN et al., 2019; MIAO et al., 2016)
e de &guas residuarias que contém altas concentracdes de N-amoniacal (FUX et al., 2002;
LI etal., 2017b; VAZQUEZ-PADIN et al., 2009).

A remocéo autotrofica do nitrogénio pode ser realizada em sistema composto por
dois reatores, um para nitrificacdo parcial e outro para o processo Anammox (DOSTA et

al., 2015). Outra possibilidade € que ambas as etapas ocorram em um Unico reator (ex.
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processo CANON), desde que a concentracdo de OD seja bem controlada (MA et al.,
2011; MIAO et al., 2016). Apesar do custo operacional para instalacdo do processo com
dois estagios ser maior, as vantagens da operacao do sistema sdo proeminentes quando o
enriquecimento das BOA e das bactérias Anammox é realizado em diferentes reatores,
evitando a competicdo do N-nitrito pelas Anammox e BON. Esse sistema pode permitir
a otimizacdo dos parametros de controle para cada microrganismo tornando possivel a
inibicdo do crescimento das BON (CAO et al., 2016a).

Durante o processo de NP/A, é essencial o controle da etapa de nitritacdo, a fim
de fornecer a proporcdo adequada ente N-nitrito e N-amoniacal para o estagio seguinte -
Anammox (JIN et al., 2019). Quando o processo NP/A ¢é realizado num Unico estagio, o
acumulo de N-nitrato é uma questdo critica, podendo resultar em alta concentracdo de
nitrogénio no efluente, diminuindo a eficiéncia de remocdao de nitrogénio total. Quando o
N-nitrito € consumido rapidamente pelas BON, ha limitacdo da atividade bacteriana das
Anammox (MIAO et al., 2016). Esse fenbmeno é mais comum quando ha flutua¢des na
qualidade da agua residuéria (JIN et al., 2019).

Dentre as estratégias estudadas para a promog¢do do processo de NP/A em um
unico estagio, Li et al. (2018) ressaltaram o equilibrio apropriado entre BOA e Anammox
conservacao das relagBes de sinergia e competicdo entre essas populacdes microbianas é
a existéncia de um sistema de retencdo da biomassa Anammox eficaz, uma vez que a
manutencdo da eficiéncia da nitrificacdo parcial torna-se dificil durante longos periodos
de operacgdo. E, por isso, diferentes estratégias para supressdo das BON em relacéo as
BOA durante o processo NP/A devem ser adotas. Dentre elas pode-se destacar: estrito
controle de OD (NHAT et al., 2017), manutencdo da concentracdo de N-amoniacal,
aeracdo intermitente (BAO et al., 2017; MIAO et al., 2018) e inibicdo pelo substrato
(GANIGUE et al., 2007; KIM; LEE; KELLER, 2006; MA et al., 2016).

A suscetibilidade e resiliéncia do processo NP/A frente as diferentes fontes de
instabilidade s&o pouco conhecidas (WELLS et al., 2017). O entendimento dessas
interferéncias, presentes nas aguas residuarias reais, pode levar a estratégias mais
preditivas para controle e estabilidade dos sistemas NP/A, independente se realizado em
unico estagio ou em dois estagios, levando & implementagdo de processo robusto.

Yamamoto et al. (2008) verificaram a estabilidade do processo NP/A, em dois

estagios, para o tratamento do licor resultante do processo fermentativo do efluente de
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suinocultura. Durante a nitrificacdo parcial, ndo houve acimulo de N-nitrato e a eficiéncia
de conversdo de N-amoniacal em N-nitrito foi de 58%, quando estudada CNA de 1,0
kgN.m=3.dL. Além disso, os autores afirmaram que &cido nitroso livre é um inibidor mais
potente da atividade das BON no longo prazo. Ja no reator Anammox, houve eficiéncia
de remocédo de NT estavel de 73%, mesmo com incremento de 27% na CNA (variacdo de
0,67 para 0,92 kgN.m3.d}). Ja a reducéo para CNA de 0,22, levou a queda na eficiéncia
de remogdo de NT para 55%. Os autores afirmaram que a DQO remanescente do processo
de NP foi a principal responsavel pela queda da atividade Anammox.

A estabilidade do processo NP/A foi avaliada, em escala piloto, no tratamento de
esgoto municipal. O reator de NP foi operado em sistema de batelada sequencial, com
aeracdo intermitente e concentragdo de OD de 2,5 + 0,2 mgO2.L™%, quando aeragéo era
ligada, e o TRC controlado para 4,6 + 1,1 dias. As bactérias Anammox foram
imobilizadas em biofiltro. No processo de NP, a lavagem das BON foi facilitada quando
a concentragdo de OD foi maior que 0,7 mgO2.L™. Através deste sistema, foi possivel a
selecdo das bactérias BOA em relacdo as BON, comprovada pelo aumento de 8% na
abundancia relativa das Nitrosomonas. O género Candidatus Brocadia e Asahi BRW_2
foram encontrados no interior do biofiltro e estes séo microrganismos comuns ao processo
Anammox (JIANG et al., 2018a).

Dosta et al. (2015) avaliaram o processo NP/A, em dois estagios, para o tratamento
de &gua residuédria de Estacdo de Tratamento de esgoto. A NP e também o processo
Anammox foram realizados em reator de batelada sequencial, com biomassa granular. A
caracterizagdo microbiana do reator de NP revelou predominancia de B-proteobacteria
que tem as Nitrosomonas como principal bactéria autotréfica oxidante do N-amoniacal.
As BON estavam abaixo do limite de detec¢do do método, o que revela inibigéo efetiva.
Analises microbioldgicas revelaram a presenca de biomassa heterotréfica no reator
Anammox, que continha Chlorobi e Chloroflexi como principais microrganismos, além
de Planctomycetes (7%) e Brocadia (1,4%) como o principal oxidante de N-amoniacal
detectado.

Chini et al. (2020) avaliaram o desempenho do processo NP/A com taxas
crescentes de CNA para agua de tratamento de efluente suino. O sistema suportou CNA
de até 3,27 + 0,13mgN. L™.d? com eficiéncia de remocdo de nitrogénio de 83%. Os
autores concluiram que o processo NP/A pode ser facilmente controlado apenas com o

monitoramento de OD e pH.
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A analise da Tabela 3.5, que apresenta a aplicagdo do processo NP/A para
diferentes tipos de aguas residuarias, revela que quando a NP/A ocorre em Unico estagio,
€ necessario controle mais seletivo do tempo de retencdo celular para as diferentes
biomassas presentes no reator (AGRAWAL et al., 2018; CHINI et al., 2020). Um longo
TRC é necessario para crescimento das bactérias Anammox. Por isso, reatores com
biofilme tém sido utilizados, principalmente com configuracdo de granulos ou material
suporte, quando aplicadas cargas nitrogenadas mais baixas. Em contraste, é preciso um
TRC curto para lavagem da biomassa floculenta (BON), mas que seja suficiente para

crescimento das BOA.
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Processo Agua residuaria Substrato T(°C) pH oD TDH Eficiéncia Referéncias
(mg.L-1)
NP/A Esgoto municipal 65 + 15 mg N-NHa.L™* 25 - 25+0,2 - 90% conversao N- Jiang et al.
1,5+ 0,9 mg N-NOs.L™ NHaz-N-NO2 (2018a)
NP/A Licor de digestao 100, 200, 300, 600 e 35 6,5 5 24h 78% Remocdo NT Yamamoto et al.
1000 mg N-NHa.L™*? (2008)
NP/A Sintética com 100 mg NT.L? 25 78— 55/0 8h 80% Remocao NT Xu et al. (2012)
hidroxilamina 8,2
NP/A Sintética 1,5 kgN.m?3 25 7,8 0,5-2,4 7h 95% Remocao NT Ciudad et al.
(2005)
NP/A Esgoto municipal 500 mg N-NHa.L? 30 7,2-74 PN:6,5 8h 88% Remocdo NT  Dosta et al. (2015)
NP/A Esgoto doméstico 50 mg NT.L* 32 7,5 0,17 6h - Miao et al. (2016)
NP/A Sintético 150 mg N-NHa.L? 37 7,8 2,0 3h 80% Remocao NT Choetal. (2011)
NP/A Sintético com 40-300 mg N-NHa.L* 35 7,8 0,0-2,0 4h 0% converséo N- Okabe et al.,
hidroxilamina NHaz-N-NO2 (2011)
NP/A Sobrenadante de 400-700mg N-NHa.L? 30 7,5-8,3 2,7 - - Vazquez-Padin et
digestor anaerobio al. (2009)
NP/A Sintético 103-263mg N-NHa.L* 29 75-79 - 10h/12h - Lietal. (2017b)
NP/A Sobrenadante 600g N-NH4.m3 30 7,52 14h Fux et al. (2002)
digestor ETE
NP/A Efluente suino 309-824mg N-NHa.L* 25 7,2-76 0,5 6h 83% Remocdo NT  Chini et al. (2020)

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022
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Todavia, o processo NP/A ndo é completamente entendido somente com a
avaliacdo do desempenho do reator, da composi¢do da comunidade microbiana e da
dindmica existente. Para tanto, os autores propdem uma estrutura metodologica que
destaca os parametros menos estudados até 0 momento e o vinculo entre eles, com énfase
na abordagem multiparametro para determinacdo da melhor estrutura para ocorréncia do
processo NP/A (Figura 3.4).

Figura 3.4 — Estratégias para projeto e operacdo de um reator NP/A em um ou dois

estagios
ON/OFE Supresséo BON Promogdo BOA e Anammox
Engajar BH
Baixo “ oD > Baixo (Anammox) — Alto (BOA)

Configuragdo, padrao de aeracdo e regime de alimentagdo

o,* N

il

Tempo Tempo

Padréo temporal do substrato

¥ Y

Minimize a disponibilidade de nitrito N-amoniacal residual (BOA e Anammox)
+ aerébio Inibicdo das Anammox por O,
Atraso na nitratagdo ap6s troca de anéxico Anoéxico e DQO - BH
para 6xido
Condigdes para inibigao Parametros do efluente
Recircular o lodo com aménia livre e Carbono inorganico suficiente

&cido nitroso livre

IN/OUT Wash out BON e BH Retengdo Anammox
Retencdo BOA
[
Controle TRC [ A @
Flocos + granulos/biofilme €9 o ©
X 9 = @ © @

“ Curt BO? em Ilocos,b_ TRC Anammox em biofilmes espessos
urto mas suticiente aerobio Biofilme/granulado longo TRC

Baixa influéncia C/N
A »
Reator hibrido

Selecédo do in6culo NP/A

SOlUGED o
reator | Um ou dois estagios + Modo crescimento da biomassa

PN/A

Legenda: BON: Bactérias oxidadoras de nitrito. BOA: Bactérias oxidadoras de amdnio. AnAOB: Bactérias
anaerdbias oxidadoras de amonio. BH: Bactérias heterotrdficas. TRC: Tempo de retencdo celular. C/N:
demanda quimica biodegradavel de oxigénio sobre nitrogénio.

Fonte: Agrawal et al. (2018) modificado
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3.2.1.3 Processo com acoplamento Anammox e reducdo do N-nitrato

A descoberta da oxidacdo anaerdbia da amoénia melhorou o entendimento do ciclo
do nitrogénio. Estudos foram estabelecidos de forma que a remocado completa do carbono
organico ocorra na primeira fase, para que, posteriormente, ocorra a remocdo do
nitrogénio.

A coexisténcia dos processos Anammox e desnitrificagdo heterotréfica pode ser
util para remocdao simultanea de matéria organica e nitrogenada, em um Unico sistema, ao
invés de uma cadeia sequencial de unidades de tratamento. A juncdo destes dois processos
pode contribuir também para o aumento da remocédo de NT do sistema (LI et al., 2016).
O acoplamento do processo Anammox e reducéo do nitrato garante economia de doadores
de elétrons, em comparacdo a desnitrificacdo tradicional (Equacdo 2.9). Durante a
desnitrificacdo do N-nitrato, 10 mol de elétrons sdo requeridos para formacao de 1 mol
de nitrogénio gasoso (Equacdo 3.3). No processo acoplado (Equacdo 3.6), apenas 2 mol
de elétrons sdo consumidos para producdo de 1 mol de N2 (WAKI et al., 2013).
Entretanto, a estratégia de inicializacdo dos processos combinados e seus mecanismos
microbiologicos raramente foram documentados (WANG et al., 2019).

Embora as bactérias Anammox tenham sido identificadas pela primeira vez em
um reator de desnitrificagdo (STROUS et al., 1998), a interacdo entre oS organismos
Anammox com os desnitrificantes heterotréficos e o papel dos compostos organicos no
processo Anammox ainda ndo sdo claros (KUENEN, 2008a). Entdo, nesse topico serdo
abordadas questbes relacionadas a coexisténcia de Anammox e desnitrificantes
heterotroficos para remocao simultanea de carbono e nitrogénio.

Como visto até 0 momento, a degradacdo de compostos carbondceos em aguas
residudrias ocorre com o uso de N-nitrito e N-nitrato por bactérias desnitrificantes. A
maioria dos microrganismos desnitrificantes sdo facultativos anaerobios/heterotréficos.
As reagdes globais de producdo de energia (catabolismo) e sintese celular (anabolismo)
da desnitrificacdo em presenca de &cido acético como fonte de carbono, séo apresentadas
(EquacBes 3.11 e 3.12). O ion hidroxila (OH") e parte do dioxido de carbono (CO2)

produzidos durante o processo sao retornados ao sistema.

1,6NO3 + CH3;COOH — 0,8N, + 2C0, + 1,2H,0 + 1,60H" Equagsio 3.11
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AG® = -843kJ.M™*

1,2NO5 + CH,COOH + 0,1NH;
- 0,1CsH,0,N + N, 1,5C0, + 1,3H,0 + 1,10H"

Equacéo 3.12

As bactérias desnitrificantes degradam a matéria organica na auséncia de OD para
obter energia para atividade celular e carbono para a sintese celular. O sistema respiratorio
do processo de desnitrificacdo € representado por quatro modulos (Fig. 3.5). Quatro
enzimas estdo envolvidas em um sistema de desnitrificacdo completa. A reducdo de N-
nitrato para N-nitrito é catalisada pela enzima nitrato redutase (nar). Tanto a sintese,
quanto a atividade dessa enzima, sdo inibidas pelo oxigénio. A segunda enzima nessa via
é a nitrito redutase (nir), que catalisa a conversdo de N2O (éxido nitroso) a NO (6xido
nitrico). A 6xido nitroso redutase (nos) € a Ultima enzima da rota e converte NO em Na.
A Oxido nitroso redutase é a enzima mais sensivel ao OD e € inibida por concentracdes
de OD inferiores a 0,2 mgO2.L . No entanto, alguns microrganismos desnitrificantes ndo
possuem sistemas de enzima chave-fechadura para desnitrificar completamente e a falta
desses sistemas enzimaticos pode permitir a producéo e acimulo de intermediarios livres
(KUMAR; LIN, 2010).

Figura 3.5 - Organizagdo modular da desnitrificacdo. Quatro mddulos representam os
sistemas respiratorios que utilizam (a) N-NOs’, (b) N-NOz2, (c) NO e (d) N20.
A desnitrificacdo completa (h) é alcancada somente quando todos os quatro
modulos estdo ativados. As sobreposicdes pareadas (e, g, f) dos modulos
respiratorios individuais ocorrem naturalmente em bactérias que utilizam
outros N-oOxido

-

e P be
S e N N\
/ / N AN
/" nar / \ nir, nor \\
/ [[NO5 €5 N0\ \\
I‘-‘ N0'3 - No_g |‘" L "‘. NO-} - Nlol‘l I‘|
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Fonte: Kumar and Lin (2010); Zumft (1997) modificado
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Existem alguns problemas na coexisténcia de Anammox e desnitrificagéo
heterotréfica. Em primeiro lugar, o acoplamento dos processos Anammox e
desnitrificacdo em um U{nico reator pode induzir a competicdo entre as espécies
autotroficas (Anammox) e heterotréficas desnitrificantes. A reacdo de desnitrificacdo é
termodinamicamente mais favoravel quando comparada a reacdo Anammox (AHN, 2006;
JETTEN et al., 1998). Isto porque os microrganismos desnitrificantes tém maior
coeficiente de crescimento (Y= 0,3 gSSV/gN-NHs") quando comparados com as
bactérias Anammox (Y= 0,066 + 0,01 gSSV/gN-NH4") (AHN, 2006; JETTEN et al.,
1998). Além disso, a taxa de crescimento dos microrganismos desnitrificantes
heterotréficos é quase cem vezes mais rapida do que Anammox. Por exemplo, a taxa de
crescimento do género Rhizobium, um microrganismo desnitrificante, ¢ de 0,35.h™,
enquanto que a da Candidatus Brocadia, um microrganismo Anammox, ¢ de 0,003.h
(EL HASSAN; ZABLOTOWICZ; FOCHT, 1985).

A outra questdo da coexisténcia entre os dois processos € a disponibilidade de N-
nitrito. Em ambientes ricos em N-nitrato, o processo Anammox depende de outros
processos para a redugdo do N-nitrato a N-nitrito. Sob condi¢des andxicas, 0 N-nitrato
pode ser reduzido por desnitrificantes ou por outras espécies que promovam a reducdo do
N-nitrato, conhecida como reducdo dissimilatéria do N-nitrato para N-amoniacal
(DNRA) e libera N-nitrito como intermediario. Posteriormente, o N-nitrito pode ser
utilizado por bactérias Anammox. No entanto, a reducdo da matéria organica nao é
possivel no caso da DNRA (TIEDJE, 1988; WANG et al., 2010).

A determinacdo da via a ser estabelecida pode ser feita através do controle da
razdo C/N. Alta relacdo C/N favorece a reducdo do N-nitrato a N-amoniacal através da
DNRA, devido ao alto poder redutor.

O acoplamento de Anammox e desnitrificacdo heterotréfica serd bem-sucedido
somente quando a reacdo de desnitrificacdo ndo estiver competindo com o Anammox
pelo N-nitrito. Ou seja, é preferivel que aconteca a desnitrificacdo parcial (KUMAR; LIN,
2010). Como as duas primeiras etapas da desnitrificacdo (N-nitrato a N-nitrito) e (N-
nitrito a Oxido nitroso) ndo sdo interligadas, pode ocorrer acumulacdo de N-nitrito
(SLIEKERS et al., 2002). Em escala laboratorial, a adi¢édo de acetileno e N2H4 como
inibidores da desnitrificacdo em reatores Anammox apresentam 6timos resultados (YAO
et al., 2015). Todavia, ndo é uma aplicacdo viavel em escala plena. Alternativamente, a

taxa de desnitrificacdo pode ser controlada pela adicdo regular de matéria organica
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biodegradavel (DONG and TOLLNER, 2003; METCALF, A.; EDDY, 2003; van RIJN
et al., 2006). Mas, dificilmente as bactérias Anammox poderiam suportar longo prazo de
operacdo sob alta carga organica.

Embora a coexisténcia dos processos Anammox e desnitrificacdo heterotrofica
seja complicada, diversos pesquisadores relataram a ligagdo bem sucedida entre eles, seja
em escala laboratorial, escala real e em ambientes naturais (BONASSA et al., 2021b;
HULTH et al., 2005; KUYPERS et al., 2003; WANG et al., 2010). A tabela 3.6 mostra
alguns estudos que relatam a coexisténcia de Anammox e desnitrificacdo e as condic¢oes
operacionais. Nela, pode-se observar que o desempenho das bactérias Anammox foi
baixo em sistemas com alta relacdo C/N. A razdo é que, em altas propor¢des C/N, os
microrganismos desnitrificantes e os DNRA s@o altamente competitivos com o0s
microrganismos Anammox. Portanto, a DQO do sistema deve ser mantida menor ou igual
ao requisito estequiométrico para desnitrificacdo do N-nitrato a N-nitrito, o que facilita o
acoplamento Anammox e desnitrificacdo heterotrofica. Os sistemas de biomassa aderida
sdo eficazes para o desenvolvimento das Anammox, mesmo quando operados com
concentracdo de OD um pouco mais elevada. Nesse caso, o excesso de OD pode ser
consumido por microrganismos desnitrificantes nas camadas mais externas, ocorrendo o

desenvolvimento de Anammox nas camadas anoxicas (mais internas).
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Tipo e natureza da
investigacao

Condicdes
operacionais

Principais resultados
experimentais

Observacgoes

Referéncias

NP/A em dois estagios

RBS Anammox +
desnitrificacdo parcial em dois
estagios.

N-nitrato produzido por
Anammox foi utilizado num

reator de desnitrificagéo parcial.

RBS - avaliagédo dos processos
Anammox e desnitrificacdo
heterotrofica na presenca de
matéria organica

Agua residuaria real
diluida

Reator Anammox:
CNA:1,3-6,3
gN.L*?
C/N:05+0,1

Fase I: &gua
residuaria sintética.
Fase Il: efluente do
reator de
desnitrificacdo
parcial

T:30x1°C
C/N-NOs: 3,0
N-NHs*": 150 mg.L*
N-NOs: 782 mg.L™*
DQO: 564 mg.L*
(sacarose)

pH 7,5

T 30-32°C

Reator NP:

Oxidacdo N-NH4*: 49%

Reator Anammox:

Eficiéncia oxidacdo 44,8 — 87,7%

Conversdao N-NOz™ a N-NO2" 80%
Remocao NT 94,06%

Remocao N-NH4": 44%
Remocdo N-NOs™: 93%
Remocédo DQO: 82%

A presenca de sacarose ajudou a
desnitrificacdo heterotrofica.

O N-nitrato é o produto da
oxidagdo Anammox preferido na
presenca de matéria organica

Ajustes nos compostos
nitrogenados para adequar o
afluente no reator Anammox.
A medida que aumentou o
CNA, aumentou o CNR

A taxa de acumulacdo do N-
nitrito foi de 80% com controle
do tempo de reacdo anoxico
(180 min no reator Anammox e
30 min para a desnitrificagéo
parcial) e da relacdo C/N.

Alta relacdo C/N influenciou
no baixo desemprenho
Anammox.

A0 mesmo tempo a remocao
do N-amoniacal (44%) se deve
a oxidacdo do N-amoniacal por
vias bioquimicas em ph <7,0

Silveira et al.
(2021)

Du et al.
(2015)

Sabumon
(2007)
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Tipo e natureza da
investigacao

Condicdes
operacionais

Principais resultados
experimentais

Observagoes

Referéncias

Reator UASB com um tanque de
decantagéo para remogao
anaerdbia de nitrogénio de
residuos de matadouro de porcos

NP/A em dois estagios com
posterior desnitrificacdo em uma
estacao de tratamento de dgua
residuéria que trata de lixiviados
de aterros sanitarios, Taiwan.

N-NHs*: kgN.m?3
N-NHs* N-NO2™:
0,83-1,02 kgN.m"
3.dia

DQO: 5,55
kgDQO.m?3

pH 8,2-8,5

T 35°C

TDH: 5 dias
Alcalinidade: 5150-
12400 mgCaCOsL*

N-NH4* 634 mg.L™?
N-NOs 0 mg.L™
N-NOz 3 mg.L?
DQO 554mg.L™*!
pH 7,9

T 30-33°C

TRC - 12-18 dias

Remocédo NT: 0,59-0,66 kgNT.m™
Remocédo DQO: 4,7-5,2
kg.DQO.(kg.N-NHs*)*

Remocdo N-NO2: 100%

Taxa remocgdo N-NH4"/ N-NO2:
1:1,13-1:1,65

Composicéo do gas produzido:
95% N2 e 5% CO2

Remocdo N-NH4* 80%

Remocéo de DQO 28%

NT removido com NP/A 68%

NT removido via desnitrificagéo
8%

Predominancia de bactérias
Anammox confirmada por FISH e
PCR. Além de bactérias
semelhantes a Planctomycetes.

A anélise dos gases produzidos
foi uma boa alternativa para
avaliacdo preliminar dos
microrganismos heterotréficos
no sistema.

Os microrganismos
desnitrificantes tem
crescimento muito mais rapido,
inicialmente, que 0s Anammox

O balancgo de massa do sistema
usando as equagoes
estequiomeétricas da
nitrificacdo, Anammox e
desnitrificacao é a melhor
abordagem para a avaliagédo do
processo SNAD. Diferentes
técnicas de microbiologia
molecular podem ser usadas
para a identificagdo de varias
espécies envolvidas no sistema
SNAD.

Ahn; Hwang;
Min (2004)

Wang et al.
(2010)
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Tipo e natureza da Condicdes Principais resultados Observacgoes Referéncias
investigacao operacionais experimentais

Anammox + desnitrificacdo NT: 820 mg.L™* Remocédo NT 97,8% Remocédo NT principal via Caoetal.
parcial em dois estagios. T: 28°C Remoc¢do N-NH4" 96,7% Anammox. (2016)
Efluente rico em N-nitrato C/N-NOs PCR confirmou presenca

(proveniente do Anammox) :3,0e2,0 Anammox e espécie

alimentava o reator de
desnitrificacdo parcial para
producédo de N-nitrito e depois
retornava ao reator Anammox.
Avaliacdo do Anammox durante
a digestdo anaerobia

N-NHs": 250 mg.L*
N-NOs~: 200 mg.L*
N-NOz: 250 mg.L™*
DQO: 5400 mg.L*
pH 7,55

T 37°C

TRC: 12-18 dias

Remocao N-NH4™: 22,5%
Remocdo N-NO2: 100%

Relacdo de consumo N-NH4*/ N-
NO2: > 1/1,32

Mais N-nitrito é consumido do que
0 necessario para Anammox. A
reducdo do N-nitrito ocorre
principalmente através da
desnitrificacao.

predominante foi
Candidatus_Brocadia.

A alta relacdo C/N, favorece a
competigéo dos desnitrificantes
e DNRA com Anammox.
Portanto, o controle da relacéo
C/N é um fator essencial para
estabelecimento do
acoplamento entre 0s grupos
desnitrificantes e Anammox.

Fonte: KUMAR; LIN (2010) modificado
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Como estudado até o momento, para estabelecimento do acoplamento entre
Anammox e desnitrificacdo sdo importantes alguns requisitos: 1 — Configuracéo de reator
com TDH e TRC adequados. 2 — Condig¢des ambientais favoraveis, OD, temperatura, pH,
alcalinidade e adequacdo da concentracdo de substratos (N-amoniacal, N-nitrito, N-
nitrato, DQO) sdo essencias. Reatores UASB apresentam uma boa configuracdo para
estabelecimento dos processos Anamox e desnitrificacdo (JIN et al., 2008b). Como a
principal limitacdo na aplicabilidade do processo é o tempo de duplicagdo das bactérias
Anammox, o reator destinado a este processo deve ser capaz de reter a biomassa de forma
eficiente. Ademais, a aplicacdo e o desempenho do reator dependem da sua estabilidade
em relacdo as flutuacdes nas concentracGes do substrato e vazdo. JIN et al. (2008)
relataram que o processo Anammox € mais tolerante ao choque hidraulico do que ao
choque na carga do substrato. Além da selecdo das configuracBes do reator, é essencial
conhecer as condicdes 6timas / favoraveis de crescimento dos microrganismos Anammox
e desnitrificantes.

A Tabela 3.7 mostra o efeito das condi¢cdes ambientais sobre microrganismos
Anammox e desnitrificantes. Sob condicGes acidas (pH <5), s@o observadas redugdes no
rendimento, taxa de desnitrificacéo e eficiéncia, por afetar a atividade das enzimas Nir e
Nor da via desnitrificante devido a formacéo de 6xido nitrico. A temperatura do sistema
afeta a taxa de consumo do N-nitrato pelas desnitrificantes e tem grande influéncia na
atividade maxima especifica das Anammox. A temperatura desfavoravel pode induzir
mudangas na expressdo genética do processo de desnitrificacdo e afetar a eficiéncia de
consumo dos substratos e o rendimento da desnitrificacdo. Por outro lado, as condicGes
aer6bias podem inibir reversivelmente as atividades Anamox e organismos
desnitrificantes. A inibicdo da atividade desnitrificante pode ser devida a competi¢do dos
elétrons entre a oxidase e a nitrito redutase. No entanto, a sensibilidade ao oxigénio esta
relacionada ao género microbiano. As condi¢cGes ambientais favoraveis para o0s
microrganismos Anammox e desnitrificante variam muito de acordo com o género
microbiano e sua atividade metabolica; assim, uma ampla gama de condi¢des ambientais

pode ser vista na literatura.
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Tabela 3-7— Efeito das condi¢6es ambientais sobre microrganismos Anammox e desnitrificantes

Parametros Anammox Desnitrificantes heterotroficos
Faixa adequada  Efeito quando fora da faixa Faixa adequada Efeito quando fora da faixa

oD 05-0,7 - Inibicéo reversivel da atividade. ~0,0 - A sensibilidade ao OD esta
- Sob condicdes de excesso de OD, pode relacionada ao género microbiano.
ocorrer oxidacdo indesejada do N-nitrito. - Inibir a reducdo de N-nitrito.

pH 6,7-9,5 - Em valores de pH muito alto ou muito 6-9 - pH &cido diminui a taxa de
baixo, pode ocorrer supressao da desnitrificacdo, devido a formacéo
atividade por alta acidez/alcalinidade. de 6xido nitroso (a pH <5).
- Inibigdo por amonia livre. - Afeta as enzimas Nir e Nor da via

desitrificante.
Temperatura (°C) 20-40 - Abaixo de 10°C, a atividade Anammox ~ 20-35 - Temperaturas altas e baixas

N-NH4": N-NOz

Substrato

Entre 1:1e 1:5

N2H4 e NH20H

é completamente interrompida.

- A atividade especifica é diretamente
proporcional a temperatura, que é maior
entre 35 e 40°C.

- A melhor razéo que néo seja o valor
estequiométrico (1:1,32) pode diminuir a
eficiéncia de remocédo de NT.

- O metanol e toxico e pode produzir
irreversibilidade.

C:Nentre0,8¢e
1,6

Metanol é o
preferido

podem causar alteracdes fisico-
quimicas na estrutura da membrana
celular.

- Em altas relagcdes C/N, a energia
livre de Gibbs é menos favoravel a
desnitrificacdo.

A atividade de Nar € inibida por
azida, tiocianato, cianeto,
dinitrofenol.

- A atividade do Nir pode ser
fortemente inibida pelo 6xido
nitroso.

Fonte: Kumar and Lin (2010) modificado
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Com o estudo dos trabalhos citados, pode-se resumir que o acoplamento dos
processo Anammox e desnitrificacdo heterotrofica pode ser estabelecido em um dnico
reator, desde que adotadas as seguintes etapas: (1) iniciar o processo Anammox sob
quantidades estequiométricas de N-NHz* e N-NOz (1:1,32) com lodo gréanular
Anammox; (2) manutencdo da concentracdo de OD em torno de 0,5 mgO2.L?! até a
remocao de N-amoniacal atingir o estado estacionario; (3) estimar a quantidade de N-
nitrato; (4) iniciar a desnitrificacdo heterotrofica adicionando DQO conforme o requisito
estequiométrico (1 mol de NOs™ por mol de DQO) para a conversao de N-nitrato em N-
nitrito e (5) andlise das atividades de bactérias Anammox e desnitrificantes usando
técnicas de balanco de massa dos reatores e técnicas de biologia molecular (KUMAR,;
LIN, 2010).

A andlise abrangente das caracteristicas das aguas residuérias afluentes é muito
importante antes do desenvolvimento do processo acoplado Anammox e desnitrificacao.
A razdo é que a proporcdo de N-NH4™: N-NO2" tem maior influéncia sobre o processo
Anammox do que sobre a desnitrificacdo, enquanto que a relacdo C:N tem maior
influéncia sobre a desnitrificagdo. Por outro lado, controlar o acoplamento entre os dois
processos é relativamente mais simples, por meio do balanco de massa do reator, do que
por operacdes biotecnoldgicas, isto €, controlar a atividade enzimatica (AHN; HWANG;
MIN, 2004; CHEN et al., 2009). Todavia, estimar a quantidade de espécies nitrogenadas,
ou seja, N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato, utilizados por espécies de Anammox e
desnitrificantes autotroficos ou heterotréficos € dificil no processo acoplado. A presente
pesquisa tem como objetivo contribuir no preenchimento das lacunas existentes,
aproximando a utilizacdo do processo Anammox para utilizacdo no pos tratamento de

efluente de UASB rico e N-amoniacal e com residual de matéria organica.

4  Material e métodos

4.1 Organograma experimental

O estudo do processo de nitrificacdo parcial sequido pelo processo Anammox foi
pensado para uma agua residuéria real e em dois reatores sequenciais, de tal forma a
facilitar a operacdo e ocorréncia da NP baseado em estudos anteriores. Em um primeiro

momento, com base no trabalho realizado por Almeida et al. (2018) foi estudada a
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ocorréncia da nitrificacdo parcial em reator de leito estruturado, com baixa concentragdo
de oxigénio dissolvido. Contudo, este sistema mostrou-se ineficiente, passando a etapa
de nitrificacdo parcial a ser estudada em reator de biomassa suspensa. O efluente
parcialmente nitrificado foi armazenado e utilizado posteriormente no reator Anammaox
(Figura 4.1).

Figura 4.1- Organograma dos experimentos. Em destaque estdo as etapas adotadas
durante o presente trabalho

| Reator de leito estruturado |

I

| Foi eficiente para NP? |—>| Ndo |—> AJUS{ESdOp.ararT]EUOS
operacionais

: 1

— Reator de

4_ iniciona Nio » biomassa
NP? suspensa

Estoque efluente P

parcialmente nitrificado [~

A4
Iniciou a
| NP?

Ajustes do parametros
operacionais até Ndo
ocorréncia da NP

Reator Anammox

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

4.2 Aparato Experimental

No presente trabalho, o processo NP/A foi avaliado em um sistema composto por
dois reatores sequenciais (Figura 4.2). O reator (R1) foi empregado para a nitrificagéo
parcial da agua residuéria, seguido de um reator de fluxo ascendente com biomassa
granular para desenvolvimento do processo Anammox (R2). Para facilitar a compreenséo,
0 primeiro reator testado para NP sera denominado de R1.1, que é um reator de leito
estruturado para aderéncia da biomassa (Figura 4.2 - A). O segundo reator testado para

NP sera denominado R1.2 e é um reator de biomassa suspensa (Figura 4.2 - B).
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Figura 4.2 - Esquema do aparato experimental, nos dois momentos (A — leito estruturado
e B — biomassa em suspensao) com as correntes de entrada e saida de cada
reator e componentes nitrogenados do meio reacional

(A) *a Lo
<« | [| oximeTRO R A N
: P >

COMPRESSOR — ﬂ; “7 > Efluente R2
3
g A
A

X X

Reciclo

Q
[A}
Afluente R1 ;

I«

N-NH*, 5% CO,
s
Pedra y
porosa
Afluente R2
REATOR R1.1 REATOR R2
NITRIFICAGAO PARCIAL L ANAMMOX
(B)
COMPRESSOR —————— OXIMETRO i
—————— : | COLETAN,
i ” DECANTADOR R ?
x| . Efluente R2
L
2
— 2
< | 2 T
S
o 2
°
—
Afluente R1 e
2
Pedra_| 95% Argonio
porosa 5% CO,
—
Afluente R2
| NITRIFICAGAO PARCIAL | ol [ ANAMMOX |

Fonte: SILVEIRA et al. (2021) modificado

Os reatores foram confeccionados em acrilico. O reator de leito estruturado,

apresentou as seguintes caracteristicas construtivas: diametro interno 21cm, didmetro
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externo de 22 cm e comprimento total aproximado de 57 cm (incluindo a altura da porgéo
conica), com volume total de 1,5L. O leito fixo estruturado foi montado a partir da fixagdo
de tiras de poliuretano (10x10x36) entre telas de aco inoxidavel alocadas na estrutura de
acrilico, resultando em um volume util de 1,0L. Foram utilizadas 9 tiras no total,

conforme apresentado na Figura 4.3.

Figura 4.3- Montagem do leito fixo estruturado de espuma de poliuretano

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

O reator R1.2 apresentou um volume util de 1,6 L, considerando o volume do
decantador. O reator R2 apresentou um volume 0til de 0,5 L. Os reatores foram mantidos
em camara de controle de temperatura a 37,0 = 1,1 °C. A vazdo da linha de reciclo nos
dois reatores foi mantida em trés vezes o valor da vazao de alimentagédo de cada reator.

A aeragdo continua dos reatores R1.1 e R1.2 foi realizada por meio de um
compressor de aquario (Big Air, A420) e um difusor de pedra porosa. O compressor foi
instalado em série a um rotdmetro e uma valvula para controle de vazéo, que foi ajustada
para a manutencdo de concentragdes de oxigénio dissolvido inferiores a 2,0 mg O2L. A
concentracdo de oxigénio dissolvido era verificada diariamente com o auxilio de oximetro

e corrigida sempre que necessario.

4.3 Operacdo dos reatores para nitrificacéo parcial

4.3.1 Reator R1.1

O reator R1.1 de leito estruturado foi estudado por 336 dias. O experimento foi
dividido em 2 etapas operacionais - |: TDH 6,5 + 0,8 horas; OD 1,0 + 0,3 mg.L e II:
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TDH 11,3 + 1,1 horas; OD 1,5 + 0,6mg.L ™ (Tabela 4.1), de acordo com os objetivos de

cada uma.

Tabela 4-1- Fases de operacdo do sistema e 0s pardmetros operacionais adotados

Fase TDH (h) OD (mg.LY) T (°C) Periodo (dias)
Inoculacéo 0,9+0,2 36+£12 0-6

Etapa | 6,5+08 10+0,3 36+08 7-101

Etapa 11 113+11 15+0,6 36,1+1,3 102 - 336

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

4.3.2 Reator R1.2

O reator R1.2, de biomassa suspensa, foi operado por 143 dias, com TDH de 9,8
+ 1,6 h, TRC de 6,4 + 3,1 d e CNA de 0,5 + 0,1 gN.L.d%. O efluente do R1.2 era

armazenado a temperatura ambiente para posterior uso como afluente do reator R2.

4.3.3 In6culo

Tanto o reator de leito estruturado, quanto o reator de biomassa suspensa, foram
inoculados com lodo aer6bio proveniente do sistema de lodos ativados da Estacdo de
Tratamento de Aguas Residuérias da fabrica de motores da Volkswagem, situada em S&o
Carlos, SP. Esse lodo apresentou atividade nitrificante significativa constatada em
trabalhos anteriores (BARANA et al., 2013; SANTOS et al., 2016 e ESPOSTO, 2018).

4.3.4 Adaptacdo do indculo

A fase de adaptacdo dos reatores de nitrificacdo parcial foi realizada utilizando
metodologia j& empregada em estudos no LPB que consistiu em alimentar os reatores
com uma mistura de ¥ do seu volume Util de lodo aerdbio e os outros % de dgua residuaria
(BARANA et al., 2013; GUERRERO; ZAIAT, 2018). Esta mistura foi deixada em
recirculacdo com controle da concentracdo de OD até a oxidagdo do N-amoniacal. O

acompanhamento do processo foi feito através de andlises de N — NH, N — NO; e



45

N — NO; . Estabilizado o consumo de N-amoniacal, iniciou-se a operagéo do reator com

a dgua residuaria real, diluida e filtrada.

4.35 Agua residuéria

A &gua residuaria alimentada ao reator R1 foi originada do efluente do reator
UASB proveniente da Estacdo de Tratamento da industria INCOFAP (Araraquara, SP),
fabricante de insumos para racdo animal (farinha de sangue, penas e 0ssos). Este UASB
realiza o tratamento de 100 m3.d* afluente com 813 + 257 mg N-NH4"L™* e eficiéncia de
remocéo de DQO de 75% para a carga organica aplicada de 0,41 + 0,13 kg DQO.m3.d™2.
Foram realizadas trés coletas ao longo da pesquisa. O efluente coletado, foi
homogeneizado e submetido a filtracdo simples em papel de filtro (5 um de poro) para a
remocao sélidos suspensos e 6leos e graxas residuais. Em seguida, foi diluido até que a
concentracio de N-amoniacal fosse, em média, de 200 mg N-NH4*.L%, e armazenado sob
refrigeracdo a temperatura de 3°C para preservacao das amostras. A Tabela 4.2 apresenta
a caracterizacdo do efluente de reator UASB apo0s a filtracdo e do efluente filtrado e
diluido.

Tabela 4-2- Caracterizagdo do efluente da fabrica de insumos para ragdo animal
(efluente filtrado) e do efluente apos diluicdo

Parametros (unid.) Efluente Efluente filtrado e
filtrado diluido

DBO (mg O2.L %) 195+ 10 20+ 10

DQO (mg O2.L %) 1292 + 36 45,3 £ 26,9

N-amoniacal (mg N.L™?) 1200+180 213,0 £50,3

N-nitrito (mg N.L™?) 0 03+05

N-nitrato (mg N.L™?) 0 08+1,0

pH 7,9+0,1 8,05 + 0,07

Alcalinidade a bicarbonato 723+43 614,1 £ 112,2

(mgCaCOa.L)

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022
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4.4  Operacdo do reator Anammox

O reator R2 foi operado por 440 dias e a operagdo foi dividida em seis fases
experimentais em que se avaliou a influéncia da carga nitrogenada aplicada. A Tabela 4.3

apresenta os parametros operacionais impostos em cada fase.

Tabela 4-3- Parametros operacionais do R2 em cada fase

* *
Fases Tempo de operacéo (dias) CNA TDH
gNLLd?! h
| - Efluente real® 52 1,5 4
Il - Efluente sintético 85 15 4
Il - Efluente real2 87 15 4
1V - Efluente real® 83 45 15
V - Efluente real? 48 6,0 1,0
VI - Efluente real® 85 6,5 1,0

*valores nominais. CNA: Carga nitrogenada aplicada TDH: Tempo de detengdo hidraulica
#Agua residuaria real parcialmente nitrificada com ajuste das proporcdes das espécies nitrogenadas
bAgua residuéria real parcialmente nitrificada sem ajuste das proporcGes das espécies nitrogenadas

Fonte: Natélia C. Silveira, 2022

As Fases | e 11 constituiram etapas de adaptacdo da biomassa. Na Fase I, avaliou-
se 0 comportamento da biomassa na presenca de um substrato logo ap6s o processo de
nitrificacdo parcial, mesmo ndo estando na estequiometria adequada ao processo
Anammox. Na Fase Il, o reator R1 foi alimentado com agua residudria sintética visando
fornecer o substrato mais adequado possivel ao processo Anammox, proporcionando o
enriquecimento da biomassa, favorecendo entdo a elevada eficiéncia de remogéo dos
compostos nitrogenados. Da Fase 11, 1V e V, a concentragdo de N-NO2 era ajustada
conforme a concentragdo de N-NH4* remanescente no efluente do reator R1. Diferindo
das demais fases, na Fase VI ndo houve necessidade de corre¢do da concentracdo das
espécies nitrogenadas, para valores proximos da estequiometria, na alimentacgéo do reator
R2.

Carga nitrogenada aplicadas (CNA) com médias nominais de 1,5 g N.L*.d* (Fase
I alll),459gN.Ltd? (Fases 1V), 6,0 g N.L1.d* (Fase V) e 6,5 g N.L1.d! (Fase VI)
foram avaliadas por meio da alteracdo do tempo de detencéo hidraulica (TDH) do reator
R2. As cargas de 1,5, 5,0, 6,0 € 6,5 (g N.L.d}) corresponderam a TDHs de 4,0, 1,5¢e 1,0

(horas), respectivamente.
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4.4.1 In6culo

A biomassa utilizada para inocular o reator R2 foi retirada de um reator Anammox
de fluxo ascendente e biomassa granular em operacdo no Laboratério de Processos
Biologicos da Escola de Engenharia de Sdo Carlos tratando agua residudria sintética e
submetido a uma carga nitrogenada aplicada de 1,0 0,15 g N.L1.d. A coleta do in6culo
foi realizada ap6s 380 dias de operacdo, quando o reator apresentava eficiéncia de

remocao de N-amoniacal superior a 80%.

4.4.2 Agua residuéria

Nas Fases I, Ill, IV e V o reator R2 foi alimentado com a agua residuaria
parcialmente nitrificada efluente ao reator R1, ap0s ajuste das proporcdes das espécies
nitrogenadas de forma a se obter uma relacdo estequiométrica molar de 1,0 N-NH4* para
1,32 N-NO2". Na Fase VI, ndo houve ajuste das proporc¢Ges das espécies nitrogenadas.
Feitas as correces, o afluente do reator R2 era armazenado em um galdo de 50 L, mantido
a temperatura ambiente e no qual uma vez ao dia era fluxionada uma mistura gasosa com
95% argonio e 5% CO:2 visando manter a concentracdo de OD inferior a 0,3 mg O2.L™.

Durante a fase I, foi utilizado como fonte de susbtrato para 0s microrganismos
Anammox agua residudria sintética, com a seguinte composicédo (g.L™): NaHCO3z 0.5,
KH2PO4 0.0272, MgS04.7H20 0.123, CaCl2 0.05. Foi adicionado 1,0 ml.L da solugdo
de elemento traco I, que é formada por (g.L™?): EDTA 5, FeSO4 5. Da solucédo elemento
traco 1, composta por (g.L?!): EDTA 15, ZnS0s.7H20 0.43, CoCl2.6H20 0.24,
MnCl2.4H2.0 0.99, CuSO04.5H.0 0.25, NaMo004.2H.0O 0.22, NiCl26H20 0.19,
NaSe04.10H20 0.21 e H3BO4 0.014, foram adicionados 1,25 ml.L™%. N-amoniacal e N-
nitrito foram adicionados a partir de solu¢Ges de NaNO2 e (NH4)2SO4. (VAN DE GRAAF
etal., 1996).

4.5 Monitoramento dos reatores

Amostras do afluente e do efluente dos reatores R1.1, R1.2 e R2 foram coletadas

e analisadas trés vezes na semana e a alimentagédo de cada reator preparada duas vezes na
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semana. A partir dos resultados das analises, foi possivel calcular as eficiéncias de
remocao de DQO e remocao de Nitrogénio Total, de oxidacéo do nitrogénio amoniacal e
a taxa de acimulo de N-nitrito - NAR (Equacédo 4.1 a 4.4).

Remogdo DQO (%) = 2224, ’ZZ"O“’_ DQOeriuente 5 10 Equagéo 4.1
afluente

Remocdo NT (%) =
(N-NHf+ N-NO; +N—NO3 ) afluente —-(N-NH; +N-NO3 +N—NO3 ) efluente .
(N-NH}+ N-NO; +N-NO3 ) afluente Equacéo 4.2

100

—NH, afluente™ N_NH4efluente

«100 Equacéo 4.3

N
Oxidagdo N-NH4 (%) = N-NHs o
- 4 afluente

(N-NO3) «+100 Equacdo 4.4

Taxa de acumulacéo de N-nitrito — NAR (%) = (N-NO; N-N0T)
- 2 - 3

Onde: DQOsfliente = Demanda Quimica de Oxigénio afluente (mg.L™); DQOefivente =
Demanda Quimica de Oxigénio efluente (mg.L™?); N-NHas*aflente = N-
amoniacal afluente (mg.L™); N-NHa"efiente = N-amoniacal efluente (mg.L™?);
N-NO2afivente = Nitrogénio na forma de Nitrito afluente (mg.L™); N-NO2efiuente
= Nitrogénio na forma de Nitrito efluente (mg.L™?); N-NOszafiuente = Nitrogénio
na forma de Nitrato afluente (mg.L™); N-NO3efiuente = Nitrogénio na forma de
Nitrato efluente (mg.L™)

4.6 Ensaio hidrodindmico

O ensaio hidrodinamico visa descrever o padrédo de escoamento dos reatores,
através da determinacdo da distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) e o modelo de
dispersdo que melhor descreve o comportamento hidrodindmico dos reatores.

O ensaio foi realizado com injegéo do tipo degrau que consiste na introdugéo de
tracador na corrente de alimentacdo, a qual é mantida constante durante todo o
experimento. A curva resposta serd sempre crescente até que se atinja a concentracéo do
tracador aplicada. Nos ensaios, utilizou-se uma solucédo de cloreto de sédio (NaCl) a
10000 mg.I"t como tragador, com base na metodologia descrita por (LEVENSPIEL,
2000).
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O ensaio com injecdo do tipo degrau resulta em uma curva resposta de
concentracdo versus tempo, que sera normalizada para uma curva denominada curva F,

construida a partir da relacéo:

F=-%

Equacdo 4.5

Cmax

A curva F é transformada na curva DTR (curva E). Para que as funcdes E e F
sejam relacionadas adequadamente, é necessario que se relacione a concentracao na saida
do tanque (Cr) com a concentracdo na corrente de entrada (Co) por meio da integral de

convolucéo, conforme Equacéo 4.6:

C(t) = fot Co (t —t").E(tdt' Equacéo 4.6
Como na injecdo do topo degrau Co é constante, a Equacdo 4.6 pode ser escrita como:
c(t) = [ E(t)dt' Equagio 4.7
Dividindo-se a Equacéo 4.7 por Co, chega-se a:

Cty _ [t prom e «
. = J, E(t)at Equacdo 4.8

Na Equacéo 4.8, C/C, é igual a funcdo F (ver Equacdo 4.5). Ent&o:

dF ~
E= o Equacao 4.9

Dessa forma, A curva E (DTR) pode ser obtida a partir de ensaio com injec&o tipo

degrau.

4.7  Analises fisico-quimicas

Amostras liquidas do afluente e do efluente dos reatores R1.1, R1.2 e R2 foram
analisadas para a determinagdo da concentracdo dos compostos nitrogenados (N-NH4",
N-NO2 e N-NO3’), bem como os valores de oxigénio dissolvido (OD), pH, DQO e
alcalinidade. As andlises foram realizadas de acordo com APHA (1998), exceto

alcalinidade, que foi medida de acordo com (KAPP, 1984).
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4.8 Andlise estatistica

A aderéncia dos dados a distribuicdo normal foi verificada por meio do teste
estatistico de Shapiro-Wilk no nivel de 95% de confianca. Com base nos resultados,
optou-se pela utilizacdo do teste ndo-paramétrico de Mann Whitney para comparacéo das
medianas, quando 0s conjuntos de dados ndo aderiam a normalidade. Quando 0s
conjuntos de dados aderiam a normalidade, optou-se pela utilizagdo do teste t de Student
para comparacdo das médias. O limite de significancia utilizado foi de p <0,05. Os
calculos foram realizados com o auxilio do software PAST 4 (University of Oslo, Oslo,

Noruega).

4.9 Balanc¢o de massa

O balanco de massa foi realizado considerando todas as formas nitrogenadas
presentes. O modelo foi desenvolvido utilizando a ferramenta SOLVER do Microsoft
Excel 2010 de modo a representar 0s processos que possivelmente estariam presentes no
reator e que de fato sdo responsaveis pela remocao nitrogénio da fase liquida. E néo foi
considerada a atividade heterotrofica relacionada ao ciclo do nitrogénio (bactérias
heterotréficas aerdbias) para remocao da matéria organica.

As equac0es utilizadas no modelo foram as equacdes 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5, ja
apresentadas neste trabalho. Para tanto, considerou-se que durante a desnitrificagdo via
nitrato foram consumidos 2,5 mg de DQO.L™? e durante a desnitrificacéo via nitrito foram
consumidos 1,7mg de DQO.L™.

4.10 Analises Microbioldgicas

4.10.1 Extracdo do DNA gendmico

Ao final da operagéo do reator R1.1 (336 dias), foram retiradas trés amostras da
biomassa em suspensao e do lodo aderido as hastes, a parede e na pedra porosa do reator.

Esta amostra foi denominada A1.
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Ao final da operagéo do reator R1.2 (145 dias), foram retiradas trés amostras da
biomassa em suspensdo e do lodo aderido as paredes do reator. Esta amostra foi
denominada Aoz.

No reator R2, foram realizadas duas coletas de biomassa granular. A primeira (As)
apos 80 dias de operacdo que o reator R2 estava sendo alimentado com agua residuaria
sintética. Nessa ocasido, a CNA era de 1,5 + 0,3 g N.L.d! e a eficiéncia de remogao de
NT de 86 + 7%. A segunda (Aas), apds 220 dias que o reator R2 estava sendo alimentado
com agua residuaria real (ao final da Fase V). Nos dois casos, foram retiradas trés
amostras da biomassa granular presente no interior do reator.

As amostras coletadas (A1, Az, As e Ag) foram lavadas com solugéo salina tampao
de fosfato (PBSx1) e centrifugadas para remocdo de impurezas e a biomassa Umida
preservada a -20°C. A extracdo do DNA gendmico foi realizado de acordo com o
protocolo de (GRIFFTHS, 2000). A concentracdo e pureza do DNA foram avaliadas
utilizando-se espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
EUA), sendo a relacdo de absorbancia (A260/A280) na faixa de 1,8 a 2,0, indicativa de
pureza dos acidos nucleicos (R. DESJARDINS; CONKLIN, 2011). A integridade do
DNA (> 10.000 pb) foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8%. As amostras

foram enviadas para a empresa Genone: SolucGes em biotecnologia.

4.10.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Foram utilizados os primers universais 341F (CCTAYGGGRBGCASCAG) e
806R (GGACTACNNGGGTATCTAAT) para amplificagédo do 16S DNAr de Bacteria.
O preparo de biblioteca foi realizado com utilizacdo do kit NEBNext® Ultra DNA
Library Pre Kit for Illumina (New England Biolabs, Ipswich, EUA) seguindo as
recomendac0es do fabricante. A biblioteca foi sequenciada na plataforma Illumina HiSeq
2000 e leituras pareadas de 250 pb foram geradas.

As leituras foram montadas e filtradas (QPhred > 33) para a remocdo de
sequéncias contendo bases de baixa qualidade. Quimeras foram detectadas (UCHIME
algorithm) e eliminadas. Apds o alinhamento das sequéncias, utilizou-se o algoritmo
UPARSE-OTU para a determinacéo de unidades taxondmicas operacionais (OTUs, do

inglés operational taxonomic units) com 97% de similaridade. A classificacdo
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taxonémica das OTUs foi realizada com o RDP classifier (Ribossomal Database Project;
http://rdp.cme.msu.edu/).

As sequéncias de nucleotideos foram depositadas no banco de dados Sequence
Read Archive (SRA) do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e esta
disponivel sob o nimero de acesso PRINA722874.

Para as amostras dos reatores R1.1 e R1.2 foi feita nova analise taxonémica de
acordo com metodologia empregada por Silva et al. (2021) diferenciando apenas o banco
de dados utilizados que foi 0 Midas Field Guide (DUEHOLM, M.S., NIERYCHLO, M.,
ANDERSEN, K.S., RUDKJZBING, V., KNUDSEN, S., THE MIDAS GLOBAL
CONSORTIUM, ALBERTSEN, M., NIELSEN, 2021). A anotacdo taxonémica dos

amplicons foi refinada por meio de buscas manuais na plataforma Blast.

4.10.3 Caélculos de indices ecoldgicos

A diversidade microbiana nos reatores bioldgicos foi avaliada de acordo com os
indices de diversidade, dominancia e riqueza relativa. Os indices foram calculados com
base no numero e intensidade relativa das bandas do DGGE. Nas amostras sequenciadas,
os indices foram obtidos com base no nimero de sequéncias das OTUs com 97% de
similaridade. O software utilizado para os calculos foi o PAST 3 (University of Oslo,
Oslo, Noruega). A diversidade de populag6es foi estimada com base no indice de Shannon
(H) (MAGURRAN, 1988), a dominancia (D) foi calculada de acordo com (HAMMER,
@., HARPER, D.A.T. A. T., RYAN, 2001) e o indicador de riqueza utilizado foi o
estimador Chao-1 (S1) que considera o nimero de populagfes raras na amostra acrescido
de um termo que traduz a possibilidade de encontrar novas popula¢des ndo descobertas
(CHAO; LEE, 1992).

4.11 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

Para as analises de MEV, foi utilizado o microscépio eletrdnico de varredura
ZEISS modelo SIGMA equipado com canhdo de elétrons por emissdo de campo (MEV-
FEG) e sistema de analise quimica qualitativa e quantitativa OXFORD para deteccdo de

elementos.
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As amostras foram preparadas com hexametildisilazane seguindo a metodologia
descrita por Nation (1983) e banho de prata para observacdo dos microrganismos aderidos

a mangueira de silicone acoplada a saida do reator.

4.12 Microscopia Otica de contraste de fase e de fluorescéncia

A caracterizacdo morfoldgica da biomassa foi realizada através da microscopia
Gtica de contraste de fase e de fluorescéncia em microscopico Olympus BX60, acoplado
a camera com captura de imagem e software Image-Pro Plus 4.5.

As amostra dos microrganismos foram extraidas por maceramento e compressdo
das hastes do leito estruturado do reator R1.1 e por raspagem superficial, no caso da
mangueira de silicone acoplada a saida do reator R1.2. J& os granulos presentes no reator

R2 foram separados por agitacdo com pérolas de vidro.

5 Resultados e Discussao

5.1 Nitrificagéo parcial

Os resultados do monitoramento dos reatores R1.1 e R1.2, destinados ao processo
de nitrificagéo parcial, seréo apresentados nos itens 5.1.1 e 5.1.2, respectivamente. Foram
analisadas a remog&o de nitrogénio, as concentragdes de OD, o consumo e/ou produgéo
de alcalinidade e o comportamento do pH.

Nositens 5.1.1 e 5.1.2 estdo apresentadas as discussdes sobre a influéncia das duas
diferentes alternativas de crescimento da biomassa na oxidag&o do nitrogénio amoniacal.

No item 5.1.2.4 estdo apresentados os resultados das analises microbioldgicas de

amostras que foram coletadas nos dois reatores no final de cada etapa.

5.1.1 Monitoramento do Reator de leito estruturado - R1.1

5.1.1.1 Ensaio hidrodindmico

A injecdo do tracador na forma de funcao degrau gerou a curva F(t), que representa

a massa de tracador que passa pelo reator em funcéo de t. A curva E(t) é a derivada da
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curva F(t), e representa a distribuicdo dos tempos de retencdo do tracador em funcéo de
t. a Figura 5.1 mostra as curvas obtidas a partir do ensaio hidrodinamico.

O TDH real obtido foi de 6,515 horas, muito proximo ao TDH tedrico (6 horas),
indicando que ndo houve atraso significativo ou qualquer outro tipo de anomalia de
escoamento, como caminhos preferenciais ou regides de estagnacao, recirculacdo do

fluido no reator, ou caminhos paralelos.

Figura 5.1- Curvas E(t) e F(t) obtidas a partir do ensaio hidrodindmico

0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000
t {horas)

E() ®F(t)

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

5.1.1.2 Adaptacéo do indculo

O consumo de N-amoniacal durante a fase de adaptacdo é apresentado na figura
5.2. Durante os 6 dias em que a mistura de lodo e &gua residuéria foi recirculada no
sistema, houve remocdo de 83% de N-amoniacal (Figura 5.2 A). A oxidacdo do N-
amoniacal levou a formacdo de N-nitrito ja no primeiro dia de adaptacdo e, nos dois dias
subsequentes houve formacdo de N-nitrato (Figura 5.3 B). Nos dltimos dias observa-se
que ocorreu a nitrificacdo completa do N-amoniacal, ja& que ndo foram observadas as

outras formas nitrogenadas.
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Figura 5.2 - Espécies nitrogenadas presentes durante o periodo de inoculacéo do reator
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Fonte: Natalia C. Silveira, 2022
A mudanca na coloracdo do leito estruturado antes e ap6s a inoculacdo é

apresentada na figura 5.3.

Figura 5.3 - Leito estruturado antes e apds o periodo de adaptacdo do lodo aerébio

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022
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5.1.1.3 Remoc&o de nitrogénio

Efluentes de reatores anaerobios, com altas concentracbes de nitrogénio
amoniacal e baixa concentragdo de DQO como a utilizada na presente pesquisa,
apresentam caracteristicas que propiciam o tratamento através do processo Anammox.
Para tanto, o estabelecimento do processo de nitrificacdo parcial se faz necessario,
previamente, para adequar as concentragdes de N-amoniacal e N-nitrito a0 processo
Anammox. Desta forma, no reator R1.1, avaliou-se a ocorréncia da nitrificacdo parcial da
agua residuéria.

Durante o periodo de inoculagdo (6 dias), o OD foi mantido a 1,2 + 0,4 mg.L™,
com o objetivo de favorecer a ocorréncia da nitrificacdo parcial. Quando a eficiéncia de
remocado de N-amoniacal atingiu 80%, iniciou-se a partida do R1.1 com a agua residuaria.

A fim de favorecer a ocorréncia do processo de nitrificacdo parcial no reator R1.1,
a agua residuaria utilizada como substrato foi mantida com concentracdes de N-
amoniacal proximas a 200 mg.L™ (CHEN et al., 2009; MIAO et al., 2018). Ganigué et
al.(2007) e Guo et al. (2009) observaram que concentragdes superiores a 150 mg.L ™ de
N-amoniacal podem ser inibitorias para as espécies oxidadoras de N-nitrito, 0 que
favorece a manutencéo da nitrificacdo parcial.

Inicialmente, a etapa | foi subdividida em 4 fases, nas quais variou-se a
concentracgdo de oxigénio dissolvido para valores entre 0,5 e 2,0 mgO2.L™t. Como ndo
houve diferenca estatistica significativa entre os resultados com diferentes concentragoes
de OD, considerou-se apenas a etapa como um todo. Sob TDH médio de 6,5 + 0,8 horas
e OD 1,0 + 0,3 mg.L?, o percentual de oxidagido média do N-amoniacal foi de 29,3 +
16,9% (Figura 5.4).
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Figura 5.4 — (A) Concentracao dos compostos nitrogenados e (B) oxigénio dissolvido
no reator R1.1
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Durante os primeiros 40 dias de operac¢do, ndo foi comprovado o acimulo de N-
nitrito ou de N-nitrato no meio reacional, mesmo tendo sido constatada a eficiéncia média
de remocdo de N-amoniacal de 27,3 + 19,6%, e a eficiéncia média de remocao de NT de
30,7 + 18,2% (Figura 5.4), o que poderia ser indicativo da ocorréncia dos processos
NP/Anammox no mesmo reator. De acordo com essa hipotese, ndo era observado o
acimulo de N-nitrito, uma vez que este estava ja sendo utilizado pelas bactérias
Anammox que poderiam ter se desenvolvido nas regides onde a transferéncia de massa
de oxigénio era limitada (CIUDAD et al., 2005).

Nestes primeiros 40 dias de operacdo, a mangueira de silicone acoplada a saida
do reator R1.1 apresentou coloracdo avermelhada. Indicativo do crescimento de
microrganismos Anammox (Figura 5.5). Durante este periodo, a concentracdo de OD no
reator era de 0,8 + 0,2 mgO2.L e 0 acimulo de N-nitrito foi de 96%, enquanto que a
oxidag@o de N-amoniacal foi de 29,4 + 20,2% (Figura 5.4). Todavia, ndo foi observado
acimulo de N-nitrato, como o esperado durante o processo Anammox, 0 que pode ser
explicado pela atuacdo das bactérias heterotréficas desnitrificantes na reducdo do N-
nitrato gerado pelas bactérias oxidadoras de aménia (AnAOB), utilizando carbono
organico como doador de elétrons (GIUSTINIANOVICH, et al., 2016). Tais observacoes
tém suporte no trabalho de Chen et al. (2009) que estudaram o desenvolvimento dos
processos de NP/A e SNAD no tratamento do esgoto sintético em um Unico reator.
Durante a etapa de nitrificacdo parcial, os autores citaram eficiéncia de remogéo de
nitrogénio total de 72% devido a estreita cooperacao entre as bactérias BOA e Anammox.
O reator de nitrificacdo parcial era operado com concentracdo de OD entre 0,5 - 0,7
mgO:2.L e a producéo de nitrato foi negligenciada, por ser considerada bem abaixo do
esperado para o processo. Também foi constatada alteragdo na coloragdo marrom para
coloragdo avermelhada, caracteristica as bactérias Anammox, na superficie do biofilme

do disco rotativo.
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Figura 5.5 - Mangueira de silicone acoplada na saida o R1.1, antes e depois de 90 dias
de operacéo

Fonte: Natélia C. Silveira, 2022

A andlise de microscopia de contraste de fase do lodo formado na mangueira de
silicone, com um aumento de 1250 vezes e a analise de MEV revelaram a formacéo de
cocos, bacilos e bacilococos (Figura 5.6 C), que sdo indicativos de microrganismos
autotrdficos nitrificantes, como os nitrosococos que convertem N-amoniacal a N-nitrito.
Nas figuras 5.6 A e 5.6 D, observam-se aglomerados de clusters que podem ser
indicativos da presenca de bactérias Anammox. Na imagem da microscopia (5.6 A), estes
clusters possuem uma coloracdo diferenciada das demais estruturas, que pode estar
relacionada a cor avermelhada caracteristica das bactérias Anammox. Nas Figuras 5.6 B
e 5.6 E, observa-se a presenca de ameba de teca e ameba Euglypha que sdo indicativas da
ocorréncia de nitrificagdo. Em 5.6 C, pode-se observar a heterogeneidade dos grupos
aderidos ao meio suporte, onde, além dos grupos supracitados, observa-se a presenca de
microrganismos filamentosos heterotroficos. Em 5.6 F, observam-se bacilos com

formacéo de fimbrias que auxiliam na adeséo destes grupos ao meio suporte.
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Figura 5.6 - Microscopia de contraste de fase (A e B) e Microscopia eletronica de
varredura (C, D, E e F) da mangueira de silicone acoplada a saida do reator R1
apos 20 dias de inicio da operacdo

Fonte: Natélia C. Silveira, 2022

Membranas gasosas de silicone tém se mostrado uma alternativa promissora para
a remocao de nitrogénio através do processo NP/A, ja que, nesses sistemas, elas sdo
usadas para permear o gas e transferir o oxigénio, sem a formacéo de bolhas no decorrer
do processo de difusdo (MARTIN e NERENBERG, 2012). Ribeiro; Rosseto; Souza
(2018) avaliaram o enriquecimento da biomassa Anammox e o inicio do processo de
NP/A em um Unico estagio, em reator de biofilme com membrana aerada. Com carga de
50 gN.m=3.d? (periodo 1) e 100 gN.m3.d? (periodo 1), apds 48 dias foi observada
atividade Anammox, permanecendo estavel apds 80 dias e a remocao media de nitrogénio
total chegou 78% no periodo | e de 61% no periodo 1I.

Apesar de a mangueira de silicone apresentar potencial para desenvolvimento de
microrganismos Anammox, 0s resultados encontrados nos primeiros 40 dias ndo se
mantiveram constantes e ajustes operacionais (variagdo da concentracdo de OD e
aumento na concentracdo de N-amoniacal no substrato) foram realizados a fim de
favorecer a nitrificagdo parcial. Ao final de 175 dias, a nitrificacdo parcial ndo estava
sendo alcancada, optou-se pelo aumento nominal do TDH de 6 para 12 horas e de OD de
1,0 £ 0,3 para 1,5+ 0,5 mg.02.Lt (LI et al., 2017b; THIRD et al., 2001). Na Figura 5.4,

é possivel observar que o incremento do TDH de 6,5 + 0,8 para 11,3 £ 1,1 horas e OD
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(Tabela 13), a partir do 175° dia, resultou em melhora na eficiéncia de oxidacdo 30,6
15,4 % para 43,0 + 12,6 %. A producédo de N-nitrito apresentou aumento de 25,4 + 21,7
mgN.L? para 34,1 + 32,0 mgN.L™, com aumento na producdo de N-nitrato de 5,6 + 9,4
mgN.L? para 63,1 + 29,2 mgN.L™, o que indica 0 aumento das bactérias oxidadoras de
N-nitrito. Liu et al. (2008), observaram que o consorcio Anammox adaptou-se ao efluente
contendo oxigénio dissolvido, a medida que o OD foi aumentado gradativamente de 0,04
até 8 mgO2.LL. A atividade maxima de oxidacdo do N-amoniacal foi ligeiramente
diminuindo apds exposicdo prolongada ao oxigénio. Wang et al. (2015), demonstraram
que as bactérias Anammox podem estar presentes em reatores aerobios destinados ao
tratamento tradicional de esgoto municipal, mesmo quando o OD excede 2 mgO2.L?, e
Isso demonstra uma capacidade mais robusta do que se pensava anteriormente.

Em sistemas de biomassa de crescimento aderido, a baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido levou ao acimulo de N-nitrito devido a resisténcia a difuséo, que é
capaz de limitar seletivamente as BON das BOA (BERNET et al., 2005). Quando
comparado aos varios trabalhos apresentados por Paredes et al. (2007), que estudaram os
efeitos do oxigénio dissolvido em reatores de nitrificacdo parcial com biomassa aderida,
é possivel concluir que o acimulo de N-nitrito foi maior em sistemas operados com 0,5
< OD < 1,0 mgO2.L%. No presente trabalho, quando a média de OD foi de 1,0 + 0,3
mgO:2.L* a taxa de acimulo de N-nitrito (NAR) foi de 88,8 + 17,0%, enquanto a relagio
N-NO2/N-NH4" efluente foi de 0,3 + 0,3. Ap6s a mudanca do TDH, a nitrificacéo parcial
foi alcangada nos primeiros 20 dias (Figura 5.4). Isto €, 50% do N-amoniacal afluente no
reator 1 foi convertida a N-nitrito, estando este efluente com composic¢do adequada para
alimentar o reator R2. Entretanto, a taxa de acimulo de nitrito decaiu para 31,2 £ 24,8%,
com o aumento da concentragdo de OD no meio para 1,5 + 0, 5 mgO2.L%, enquanto a
relacdo N-NO27/N-NH4" efluente foi 0,4 + 0,7. Esse resultado diverge do obtido por Jiang
et al. (2018b) que alcancaram NAR de 90% em um sistema de NP com relacéo efluente
N-NO2/N-NH4" de 0,96 + 0,18.

Park, S.; Bae, W.; Rittmann (2009) estudaram os limites operacionais que
favoreciam o acumulo de N-nitrito e concluiram que a concentracdo de OD deve ser
mantida abaixo de 1,0 mgO2.L " para que as BOA sejam favorecidas e as BON limitadas.
Segundo Ge et al. (2015), a concentracdo de OD necessaria para favorecimento das BOA
varia de acordo com o sistema empregado, devido a diferencas na transferéncia de massa

do oxigénio no sistema. Ciudad et al. (2005) estudaram a nitrificagdo parcial de aguas
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residuarias, em um processo de lodos ativados, com TDH de 7 horas, variando as
concentracdes de OD entre 0,5 e 2,4 mgO2.L e obtiveram acimulo maximo de N-nitrito
para OD = 1,0mg mgO2.L™. Porém, com OD de 1,4 mg mgO2.L™, obteve-se 0 maximo
de remogdo de N-amoniacal, sem acimulo de N-nitrito. Ruiz et al. (2003) conseguiram
actimulo de 65% de nitrito com OD de 0,7 mgO2.L™%, com valor médio de converséo de
amonia de 98%. Para OD menor que 0,5 mgO2.L™2, a remocdo de N-amoniacal foi menor,

0 que resultou em acimulo de N-amoniacal no meio.

Tabela 5-1 - Valores médios dos principais parametros de desempenho d reator R1.1 ao
longo da operacéo

Taxa de Eficiéncia . ) B DQO
acumulacdo  de oxidagao N-NH, N-NO, N-NOs Efluente TDH oD -
Etapas de nitrito 40 N-NH.* Efluente Efluente Efluente (mgDQO.L- pH (horas) (mgO,.L
© (mgNLY)  (mgNLY)  (mgNLh  (TIEEE )

NAR (%) (%) )

I 888+17,0 30,6154 119,0+£50,2 29,7+20,6 5,6%9,3 47,7+28,2 7,7+0,4 6,5+0,8 1,0+0,3

Il 31,2424,8 42,8+12,3 115,4+43,4 37,0+38,7 63,1+29,2 55,8+33,4 7,3+0,6 11,3+11,1 1,5+0,5

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

A relacdo C/N relaciona a disponibilidade e a competicdo por carbono organico e
N-amoniacal. O carbono organico facilmente biodegradavel que sustenta a atividade
heterotrofica resulta no estabelecimento de uma competicdo entre nitrificantes
quimioautotroficos e heterotroficos por oxigénio, nutrientes e espaco dentro dos
biofilmes, causando uma reducéo das taxas de nitrificacdo (OKABE et al., 2011). Apesar
da alteracdo da estratégia operacional, com aumento na relacdo C/N de 0,2 £ 0,2 para 0,4
+ 0,2 e aumento da concentragdo de OD de 1,0 + 0,3 mgO2.L ! para 1,5 + 0,5 mgO2.L™,
a producéo de N-nitrito ndo foi incrementada ou mantida constante. Entretanto houve
aumento da producéo de N-nitrato, para oxidacdo de N-amoniacal similar (Figura 5.4).
Esse resultado difere do encontrado por Hu et al. (2009) que demonstraram que a
nitrificacdo foi reduzida apo6s o suplemento de carbono organico na razdo C/N de 0,5 para
1,6. Todavia, em ambos os casos, mais tempo foi gasto para alcancar a nitrificacdo
completa. No caso do reator R1.1, o TDH na etapa Il foi quase o dobro do TDH estudado
na etapa I.

A operacdo do reator R1.1 ndo foi estavel e no 206° dia, houve uma queda de
energia, provocando a parada das bombas de alimentacéo e, desde entdo, o processo de

nitrificacdo parcial n&o foi mais reestabelecido.
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5.1.1.4 Alcalinidade e pH

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura sugere que o pH na faixa de 7,5
- 8,5 é mais adequado para inibicdo das BON. O pH ideal para espécies de Nitrosomonas
varia entre 7,9 e 8,2, enquanto para espécies de Nitrobacter varia entre 7,2 e 7,6 (SINHA,;
ANNACHHATRE, 2007). Além disso, o pH de 8,0 foi relatado como ideal para o
acumulo de N-nitrito em reatores em batelada, assim como o pH de 7,5 - 7,8 foi relatado
como favoravel para a nitrificacdo parcial de aguas residuaria de laticinios sob baixas
concentraces de OD (BAE et al., 2001). A nitrificacdo parcial leva ao consumo da
alcalinidade devido a producdo de protons H™ e, por consequéncia, pode ocorrer a
diminuicdo do pH, dependendo da capacidade tampéo do sistema, que pode inibir a reagéo
se inferior a 6,5 (PAREDES et al., 2007). Assim, fornecer ao reator concentracdo
suficiente de alcalinidade € um importante parametro de controle para manter o pH na
faixa necessaria para estimular o acimulo de N-nitrito.

Todavia, a fim de estudar o comportamento do processo de NP em realidades
préximas as utilizadas em escala plena, sem agregar mais custo ao processo de tratamento,
nenhuma adi¢éo de bicarbonato foi testada neste estudo, pare este tipo de agua residuéria.
Além disso, considerou-se que a adicéo de alcalinidade poderia resultar em aumento do
pH, com subsequente inibicdo por aménia livre, o que poderia afetar negativamente o
crescimento das BOA (NHAT et al., 2017). A Tabela 5.2 apresenta o resultado do
monitoramento do reator R1.1 em relacéo a alcalinidade e pH, respectivamente, para cada

etapa da operacao.

Tabela 5-2 - Balanco de alcalinidade em cada etapa para o reator R1.1

Alcalinidade  Alcalinidade Consumo Consumo Alcalinidade
< afluente efluente observado tedrico* consumida/N-
I NH4* removido pH pH
w mg CaCOsz.L? mgCaCOszL? mgCaCOs.L? mgCaCOs.L mgCaCOs/ afluente  efluente
! mgN-NH4*
| 523,1+214,0 364,4 + 255,6 216,1 + 150,5 4247 £179,3 53+3,8 8,1+0,1 7,7+04
Il 5225+5504 2180+1432 34941653  411,9+1548 47£39 81+£02 73%06

*Consumo teorico, considerando-se 50% do necessario para nitrificacdo completa.
Fonte: Natélia C. Silveira, 2022

Ganigué et al. (2012) apontaram que a razdo molar de 1,14, entre a alcalinidade
consumida e o N-amoniacal oxidado (HCOs:NH4"), foi usada como chave para controle

da conversdo de N-amoniacal em N-nitrito. Durante a Etapa I, 0 consumo unitario
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médio de bicarbonato para a nitritacdo foi de 5,3 + 3,8 mg CaCOs/mg N-NHa4 removida,
que equivale a razdo molar média de 2,0 + 1,8. Na Etapa I, a razdo foi de 4,7 £ 3,9 mg
CaCOs/mg N-NH4 removida, equivalente a razdo molar média de 2,3 + 1,6. Durante
todo o periodo experimental, a razdo de alcalinidade consumida por concentracdo de N-
amoniacal removido observada foi inferior a razéo teérica (Figura 5.7). Este consumo
de bicarbonato foi superior ao valor encontrado por Nhat et al. (2017) de 1,06 + 0,14 mg
CaCOs/mg N-NH4 removida.

Figura 5.7 — Raz0es observada e tedrica de alcalinidade consumida por N-amoniacal
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Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

O aumento do consumo da alcalinidade na etapa Il pode estar relacionado ao
aumento da concentracdo de OD de 1,0 + 0,3 mgO2.L* para 1,5 + 0,6 mgO2.L. O que
resultou em aumento da eficiéncia de oxidagdo do N-amoniacal de 30,6 + 15,4 para 42,8
+12,3%. A complexidade da agua residuéaria e a diversidade dos microrganismos do lodo,
sob as condi¢bes ambientais impostas, podem levar a processos oxidativos e redutivos de

compostos nitrogenados e outros influenciando nos valores de alcalinidade.
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O incremento da concentracdo da fonte de carbono inorganico pode tornar a
atividade da nitrificacdo parcial maior e o ciclo mais curto (CHEN; SONG; YUAN,
2021). No entanto, observou-se que a concentracdo de N-nitrato no efluente superou os
valores esperados (Figura 5.4), indicando que o fluxo de elétrons ndo ocorreu como
pretendido. Ap6s a mudanca das etapas, houve queda na concentracdo de alcalinidade
efluente, devido ao aumento da eficiéncia de oxidacdo do N-amoniacal de 30,6 + 15,4
mgN.L™? para 42,8 + 12,3 mgN.L*, mas ndo houve diferenca significativa na eficiéncia
de converséo a N-nitrito. A concentragéo de N-amoniacal efluente decresceu de 119,0 +
50,2 para 115,4 + 43,4 mg.N.L?, a concentracdo de N-nitrito aumentou de 29,7+ 20,6
para 37,0 + 38,7 mg.N.L ! e a concentracdo de N-nitrato aumentou de 5,6 + 9,3 para 63,1
+ 29,2 mgN.L. Chen; Song; Yuan (2021) observaram que o incremento de 300 mg.L™*
de bicarbonato resultaram em aumento da concentragédo de N-nitrato efluente, com queda
na eficiéncia de conversdo do N-nitrito, apresentando diferenca significativa entre a
eficiéncia de conversdo do N-nitrito e a eficiéncia de remoc¢do do N-amoniacal. Os
autores afirmam que o aumento do carbono inorganico favoreceu o crescimento das BOA
no sistema.

Além disso, a alcalinidade é um parametro crucial para controlar a fracdo de N-
amoniacal convertida em N-nitrito, visto que a oxidacdo de 1 mol de N-amoniacal requer
0 consumo de 2 mol de bicarbonato, de acordo com a estequiometria de nitrificagdo
parcial. Assim, o controle da razdo molar de N-amoniacal para alcalinidade em 0,5 deve
ser mantido para garantia da nitritacdo. Valores de razdo molar mais baixos podem
resultar em fracdo N-amoniacal ndo oxidada, o que € o caso, visto que o objetivo & atingir
um efluente adequado para o processo Anammox subsequente. Todavia, como mostrado
na figura 5.8 (b) na Etapa I, a média da razdo de N-amoniacal oxidado por alcalinidade
removida foi de 2,0 £ 1,8 mmol-N/mmol-CaCOs. Na Etapa I, esta razéo foi de 2,3 + 1,6
mmol-N/mmol-CaCOs, 0 que evidencia a ineficiéncia do processo de nitrificacdo parcial
nas condicdes estudadas e a ocorréncia de outros processos que consomem alcalinidade.

A presenca de amonia livre (AL) e &cido nitroso livre (ANL) associado ao pH do
meio pode atingir valores considerados toxicos tanto para as BOA quanto para as BON.
De acordo com Zhou et al. (2011), uma faixa de 0,011-0,07 mgN-HNO2.L? comeca a
inibir as BON enquanto a inibicdo completa ocorre em uma faixa de 0,026-0,22 mgN-
HNO2.L™. Ja a inibicdo das BOA ocorre em uma faixa de 0,42-1,72 mgN-HNO2.L™.
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Portanto, concentracdes entre 0,02-0,03 mgN-HNO2.L foram sugeridas como
adequadas para eliminar o microrganismos BON e estimular o crescimento das BOA.

Conforme mostrado na Figura 5.8(C), as concentrac@es de AL variaram durante o
tempo de operacdo com a variacdo do pH e da concentracdo de N-amoniacal. Na etapa I,
a concentracdo média de AL foi de 10,2 + 9,2 mgN-NHs.L™* e de ANL foi de 5,8 + 5,2
mgN-HNO2.L . Na etapa Il, a média foi de 6,6 + 6,6 mgN-NHs.L* e 2,8 + 3,0 mgN-
HNO2.L%, valores estes muito superiores aos considerados inibitérios para os
microrganismos BOA e BON (ANTHONISEN et al., 1976).

Nos primeiros 20 dias de operacdo, os valores de AL e ANL medidos foram de
0,4 + 0,3 mgN-NHz.L? e 1,4 + 1,6 mgN-HNOz.L?, respectivamente. E nesse curto
periodo, como ja mencionado, houve nitrificacdo parcial do efluente, deixando-o apto
para o tratamento Anammox.

Todavia, nos demais dias, os valores de AL e ANL estavam muito acima dos

valores considerados inibitorios o que prejudicou a ocorréncia da nitrificacéo parcial.
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Figura 5.8 — Perfil temporal do reator R1.1 para (a) concentracdo de alcalinidade afluente
e efluente e pH; (b) razdo entre amdnia removida e alcalinidade consumida;
(c) Amonia livre e &cido nitroso livre
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O uso do reator de leito estruturado para nitritacdo (NP) do efluente de UASB,
tratando a agua residuéria de industria de producdo de farinha de 0ssos e sangue,
demonstrou ser ineficiente nas condicdes testadas. O conceito para o emprego do leito
estruturado consiste na criacdo de area superficial para o crescimento da biomassa e
elevacdo do tempo de retencéo celular (TRC). A dificuldade do controle do tempo de
retencdo celular no reator de leito estruturado pode ser ter sido o grande responsavel pela
ineficéncia da NP, uma vez que reatores de biomassa aderida possuem tempo de retencao
celular elevados, o que inviabiliza a selecdo das espécies BOA responsaveis pela
nitritacdo. Diante dessa dificuldade, buscando uma forma mais eficiente de alcancar o
melhor desempenho na lavagem das BON, a NP foi estudada em reator de biomassa
suspensa, como mostrado no item 5.1.2. Em trabalho futuros, podem ser estudados outros
possiveis constituintes inibitorios (ex. sais) da 4gua residuéaria que poderiam ter levado ao
fracasso do estabelecimento e manutengéo da NP.

5.1.2 Reator de biomassa suspensa

5.1.2.1 Remocdo de nitrogénio

Durante os 143 dias de operacéo, o reator R1.2 apresentou eficiéncia média de
oxidacdo da amdnia de 49,3 + 19,4% para uma carga nitrogenada aplicada de 0,5 + 0,1
g N.Lt.de relagdo C/N de 0,2 +0,2 (Tabela 5.3).

Tabela 5-3 — Principais variaveis de monitoramento do desempenho do reator R1.2

Itens Parametros  Média Unidade

Afluente N-NO; 0.8+1.0 mg N.L*
N-NH, 213.0+50.3 mgN.L?
N-NO; 0.3+£05 mg N.L*
DQO 45.3 +26.9 mg DQO.L™*

Efluente N-NO3 41.0 £ 36.0 mg N.L*
N-NH, 107.0+49.0 mgN.L*?
N-NO; 40.0 + 36.0 mg N.L*
DQO 41.0+27.0 mgDQO .L*

Eficiéncia de remocéao N-NH4 49.3+194 %

Taxa de acumulagdo de N-nitrito (NAR)* N-NO; 47.7430.8 %

*A taxa de acumulacdo de N-nitrito (NAR) é um porcentagem do total de N-amoniacal removido, a saber:
NAR=N-NO; /(N-NO; + N-NO3")
Fonte: Natélia C. Silveira, 2022
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Os resultados de monitoramento do nitrogénio afluente e efluente do reator R1.2
estdo apresentados na figura 5.9.

Figura 5.9 - Resultados do monitoramento das diferentes formas de nitrogénio no reator
R1.2. (A) NT Afluente e NT efluente; (B) N-amoniacal efluente, N-nitrito e N-nitrato
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As condic¢des operacionais ndo foram adequadas para inibi¢ao do crescimento das

BON, uma vez que, como observado na Figura 5.9, houve formacgédo de N-nitrito e N-

nitrato.

Nos primeiros 99 dias, a eficiéncia de oxidacdo do N-amoniacal média foi de 41,0

+ 15,4 mg.L?, a relagdo de conversdo de N-amoniacal para N-nitrito foi de 0,3+ 0,2 e a
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relagdo de N-amoniacal para N-nitrato foi de 0,2 £ 0,2. Neste periodo, com a grande
formagéo das formas mais oxidadas de nitrogénio, ndo houve remocdo de NT (Figura
5.9B). Além da presenca de microrganismos BON e desnitrificantes heterotréficos, outro
fator que pode justificar o aumento de N-nitrito e N-nitrato, no efluente do reator R1.2,
foi o arraste de biomassa nitrificante para a saida do reator que ficou exposta ao ar e o
acimulo desta no recipiente em que o efluente era armazenado, favorecendo a
continuacdo do processo de oxidagdo mesmo fora de um ambiente controlado, como o
reator.

A partir do 120° dia, os niveis de N-NOz" no efluente sofreram gradativa
diminuigdo. Em contrapartida, os niveis de N-NOs” aumentaram a partir deste ponto. Este
comportamento poderia indicar o favorecimento da nitratacdo (ou nitrificagdo completa)
em detrimento da nitritagdo. Neste momento, a eficiéncia de oxida¢do do N-amoniacal
subiu para 69,2 £ 12,1% e a eficiéncia de remocéo de NT foi 40,8 + 32,8%. Entretanto,
ao se analisar todo o periodo de operacdo, a eficiéncia de remocao de nitrogénio
amoniacal foi de 49,3 = 19,4%, enquanto a remocéo de NT foi de 9,2 + 36,0%,

As estratégias utilizadas, tal e qual, ndo suprimiram o processo de nitratacdo, uma
vez que foi verificada uma producédo excessiva de N-NOs'.

A concentragdo de amonia livre no reator R1.2 foi de 2,6 + 2,3 mg N-NHa.L™.
Valores de pH 7,0 £ 0,5 e temperatura média de 37,0 + 0,5 ° C podem ter favorecido a
disponibilidade de aménia livre ao sistema. Entretanto, este ndo foi um fator para
supressdo das BON, como era o desejado para ocorréncia preferencial da nitrificagéo
parcial. Wang; Gao (2016) alcancaram a supressao das BON com niveis de amonia livre
entre 5 - 40 N-NHs.L? e baixo nivel de OD (<0,13 mgO2.L™?) em reator de biomassa
granular.

A concentracdo de &cido nitroso livre calculada no reator foi de 2,9 + 3,6 mg N-
N20.L?, sendo considerado inibitdrio entre 0,011 a 0,3 mg ANL.L? (YUN; ZHU;
NAKHLA, 2020). Todavia, para as condi¢Ges estudadas ndo houve inibicdo das BON,
mesmo com concentracdes de &cido nitroso superiores as indicadas na literatura. ZHOU
et al. (2011) relatam que a inibicdo por ANL varia de acordo com as diferentes
comunidades microbianas. Alem disso, diferentes espécies e linhagens dentro de um
mesmo género podem possuir tolerancias distintas ao ANL, isso porque o ANL afeta as
maltiplas vias metabdlicas das BOA (VADIVELU; KELLER; YUAN, 2007; ZHOU et
al., 2011).
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Durante este trabalho, observou-se que, além deste e dos fatores de controle
(temperatura, concentragcdo de OD), outro ponto importante em um sistema de biomassa
suspensa € o controle do tempo de retencdo celular (TRC) no reator. A operagdo
controlada pelo TRC é uma abordagem promissora para o sucesso da nitrificagdo parcial,
uma vez que, através deste controle do TRC, ocorre o favorecimento do crescimento das
BOA em detrimento das BON (NISHIMURA et al., 2012; REGMI et al., 2014). Baixos
valores de tempo de retencdo celular favorecem o crescimento das bactérias oxidadoras
de amonia e, consequentemente, o processo de nitrificagdo parcial (BLACKBURNE;
YUAN; KELLER, 2008; GANIGUE et al., 2007; HELLINGA et al., 1998; WU et al.,
2011). Os valores de TRC geralmente apontados como favoraveis para nitrificacéo parcial
estdo entre 2 a 8 dias (NISHIMURA et al., 2012; REGMI et al., 2014; WU et al., 2011).
Nishimura et al. (2012) conseguiram nitrificacdo parcial estavel com TRC de 4 dias
produzindo efluente com relagdo N-NO2 /N-NH4" de 1,25.

No presente estudo, a perda de solidos suspensos no efluente permitiu manter o
TRC em 6,4 £ 3,1 dias (Tabela 5.4), com oxidacdo parcial de 49,2% do N-amoniacal
(Tabela 5.5). Entretanto, a relagdo N-NO2z ef/ N-NHa4"af foi de 0,2 + 0,2, ou seja, 20% do
N-amoniacal foi oxidado a N-nitrito, em funcéo de outras rotas metabolicas de consumo
do N-amoniacal, como a nitrificacéo total (GANIGUE et al., 2012).

Tabela 5-4 - CondicOes operacionais do reator R1.2

_ TDH TRC T pH cna  Eficienciade
Dias oxidagdo
mgO..L* horas d °C gN.L1.d? (%)

143 15+05 9,8+16 6,4+3,1 37,1+0,6 7,0£0,5 0,5+0,2 492+19,4
Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

Tabela 5-5 — Relacdes e variaveis observadas no Reator R1.2

NAR AL Relacao* Relagao* Relagéo* ~
ANL Relacio*
(%) moN- 4 NNOzed N- N-NOsed N- N-NOzed/ N- ecé;gso
NHg Lt TN e NH af NH ar NHar
477+30.8 26423 2,935 0,2+0,2 0,2+0,2 04303 0,202

*Relag&o efluente/afluente.
Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

O desempenho da nitrificacdo parcial no reator R1.2 estd apresentado na figura
5.10. Nos primeiros 90 dias, foi alcangada uma taxa de acumulacédo de N-nitrito média de

65,5 + 23,6%, a concentracdo média de N-nitrito no efluente foi de 60,4 + 32,9 mgN-
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NO2.L* e a concentracdo de N-amoniacal média foi de 127,2 + 38,0 mgN-NHa.L™. No
entanto, houve queda no desempenho e a concentracdo de N-nitrito no efluente diminuiu
para 10,7 = 16,2 mgN-NO2.L™, repercutindo em queda na taxa de acumulagéo de N-nitrito
para 26,7 + 22,5%. Durante toda a operacdo, a concentracdo media de N-nitrato no
efluente foi de 41,8 + 35,6 mgN-NOs.L™, o que evidencia que o crescimento das BON
ndo foi suprimido. Chen et al. (2020) estudaram o processo NP/A em duas etapas e a
diminuicdo na concentracdo de N-nitrito foi atribuida ao processo de nitrificacdo e
desnitrificagdo simultdnea no reator, associado a presenca de microrganismos
desnitrificantes conforme apresentado no item 5.1.2.4. Esses microrganismos foram
predominantes nas analises de biologia molecular nos reatores R1.1 e R1.2 e estdo
associados a presenca de formas oxidadas de nitrogénio e a disponibilidade de matéria

organica.

Figura 5.10 - Desempenho do reator R1.2 em relacéo a nitrificacdo parcial durante a

operacao
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5.1.2.2 Oxigénio dissolvido

Durante o periodo de operacédo do reator R1.2, a concentracdo média de oxigénio
dissolvido no sistema foi de 1,49 + 0,47 mgO..L* (Figura 5.11).
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Figura 5.11 - Variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo da operagédo do

reator R1.2
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O controle da nitrificacdo parcial atraves do oxigénio dissolvido tem sido
amplamente estudado. Para sistemas de biomassa suspensa operando com limitacéo de
oxigénio (0,5 mgO2.L ™), foi obtida conversdo completa e estavel de N-amoniacal a N-
nitrito, independentemente da idade do lodo. Porém, quando ndo havia limitacdo de
oxigénio dissolvido, a idade do lodo tornou-se um parametro critico para a nitrificacdo
parcial (HANAKI; WANTAWIN; OHGAKI, 1990). Regmi et al. (2014a) realizaram o
controle operacional do processo de nitrificacdo/desnitrificacdo convencional através da
otimizac&o de estratégias de controle da aeragdo (>1,5 mgO2.L?), TRC e suplementagdo
de carbono. O sistema demonstrou ser eficiente para lavagem das BON e apresentou
acumulo de N-nitrito durante todo o periodo experimental e remocao de NT de 57 + 25%
quando aplicado TDH de 3 horas e TRC entre 4 — 8 dias. No entanto, o controle de OD
em niveis baixos pode ser responsavel pela ocorréncia de crescimento excessivo de
organismos filamentosos, diminuindo as propriedades de sedimentacdo do lodo o que
resulta em efluente de baixa qualidade (BAO et al., 2017). Além disso, o baixo
suprimento de OD continuamente também reduz a taxa de nitrificacdo e, portanto, estende
o tempo de retengdo hidraulica do sistema, dificultando a manutencdo das bactérias
nitrificantes no reator de NP.

A média de OD durante o procedimento experimental foi de 1,5 + 0,5 mgO2.L*,
e juntamente com outros fatores, se mostrou ineficiente para ocorréncia e manutencéo da

nitrificacdo parcial no reator R1.2. A dificuldade no controle e manutencdo da
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concentracdo de oxigénio dissolvido nos valores proximos ao recomendado na literatura
(< 1,0 mgO2.L) durante o procedimento experimental podem ter contribuido para a ndo
obtencdo de nitrificacdo parcial efetiva. Como o aparato escolhido para fazer a difusdo do
oxigénio era uma pedra porosa acoplada a uma bomba de aquério, a vazdo de ar era
instavel, apesar de ajustada duas vezes ao dia, através de uma valvula. Além disso,
algumas vezes, a biomassa crescia envolta da pedra porosa, obstruindo a passagem do gas
para 0 meio reacional, sendo necessario o aumento do fluxo de ar para atingir os niveis
de OD proximos ao desejado. Chen; Song; Yuan (2021) estudaram a NP a partir do
controle de pH e alcalinidade e observaram que a atividade do BON foi inibida quando
os niveis de oxigénio dissolvido estavam em, média, OD 0,4 mg.L™, fazendo com que a
concentracdo de N-nitrato diminuisse gradativamente no efluente e a concentracdo de N-
nitrito aumentasse gradativamente, alcancando 87,25% de acumulo de N-nitrito. De
acordo com os autores, na fase inicial da NP, a faixa de OD deve ser limitada a 0,2 — 0,8
mgO2.L?, e o pH deve ser controlado a 8,2 — 8,5. O baixo teor de OD pode inibir as BON
e um pH alto é benéfico para inibir a atividade das bactérias desnitrificantes. Apds a
estabilizacdo do processo, aumentar o teor de OD é importante para reduzir o tempo de
reacdo. De acordo com 0s autores, iniciar o processo de NP a partir do controle de OD
favorece a ocorréncia de perturbacdes, entdo a recomendacdo € que a partida seja

realizada através do controle de pH.

5.1.2.3 Alcalinidade e pH

A tabela 5.6 apresenta o resultado do monitoramento do reator R1.2 em relagéo a
alcalinidade e pH.

Tabela 5-6 — Balango da alcalinidade no reator R1.2

Alcalinidade Alcalinidade Consumo Consumo Alcalinidade
afluente efluente observado tedrico* consumida/N-
NHs* removido pH pH
mg CaCOsz.L* mgCaCOs.L! mgCaCOsL! mgCaCOs.L mgCaCOs/ afluente  efluente
! mgN-NH4*
614,2+112,2 1443 +112,1 504,1+172,4 389 + 165,5 6,9+9,1 8,0+0,1 7005

*Consumo tedrico, considerando-se 50% do necessario para nitrificacdo completa.
Fonte: Natalia C. Silveira, 2021

Em relagdo a faixa 6tima de pH para a nitrificacdo parcial, foram identificados

trés efeitos distintos nas bactérias nitrificantes. Um destes € o efeito nutricional e esta
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associado a disponibilidade do carbono mineral, que é usado como fonte de carbono para
0s microrganismos autotroficos nitrificantes. Com um pH baixo, as espécies de CO2
predominantes podem ser facilmente removidas da agua por separacao de fases. Por outro
lado, em valores elevados de pH, o carbono mineral estara presente principalmente nas
espécies de carbonato, que dificilmente podem ser assimiladas (PAREDES et al., 2007).
O reator R1.2 estava em operacdo sob pH de 7,0 £ 0,5, considerado baixo para
crescimento das BOA, o que pode ter refletido na ineficiéncia do processo de NP.

Dependendo da alcalinidade da agua residuaria, pode-se converter uma fragdo ou
mesmo a carga total de N-amoniacal em N-nitrito. No processo de nitrificacdo, para a
oxidagdo completa de 1,0 mg de N-NH4" sdo consumidos 7,14 mg de CaCOs ou 8,64 mg
de HCOs (METCALF, A.; EDDY, 2003; SINHA and ANNACHHATRE, 2007). Desta
forma, para a ocorréncia da nitrificagdo parcial de 50% do N-amoniacal afluente no reator
R1.2, seriam necessarios cerca de 400 mg CaCOs.L. O efluente usado como substrato
ao reator R1.2 apresentou alcalinidade de 504,1 + 172,4 mg CaCOa.L™?, sendo observado
a oxidacdo de 49,3 £ 19,4% do N-amoniacal. Todavia, o sistema se mostrou ineficiente
na interrupcdo da oxidacdo do N-amoniacal nesta etapa e 20% do N-amoniacal foi
oxidado a N-nitrato, prejudicando a obtencéo de um efluente adequado para ser usado no
processo seguinte.

Durante a operagdo, 0 consumo unitario médio de bicarbonato foi de 6,9 £ 9,1 mg
CaCOs/mg N-NH4 removida, que equivale a razdo molar média de 1,5 + 1,2. A razédo de
alcalinidade consumida por concentragdo de N-amoniacal removido observada, foi
inferior a raz&o teorica, tal fato pode ser justificado pela ocorréncia da desnitrificacdo
simultanea em que ha producdo de alcalinidade no meio reacional. O consumo de
bicarbonato foi inferior ao observados por Ahn (2006) para nitrificacdo que foi de 8,71
gHCOs/gN-NH4 convertido e superior aos valores encontrados por Nhat et al. (2017) de
1,06 £ 0,14 mg CaCOs/mg N-NHa4 removida e Van Dongen; Jetten; Loosdrecht. (2001)
de 4,36 mg CaCOs/mg N-NH4 removida, ao estudarem a nitrificagdo parcial. Todavia,
qguando comparado ao reator de leito estruturado (R1.1) foram obtidos valores mais
préximos dos estequiométricos.

A concentracdo de N-nitrato no efluente superou os valores esperados. Houve
gueda na concentracao de alcalinidade (Figura 5.12-A), resultando em um efluente com
106,8 + 48,5 mgN-NHa.L™ e eficiéncia de oxidagdo do N-amoniacal de 49,3 + 19,4%. A
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producdo de Nitrito média foi de 40,9 + 36,7 mgN.L™ e a de N-nitrato foi de 41,8 + 35,6
mgN.L* (Figura 5.10).

A razdo molar de N-amoniacal oxidado por alcalinidade consumida foi de 1,5 +
1,2 mmol-N/mmol-CaCOs, valor trés vezes superior ao esperado para a nitritagdo (Figura
5.12-B).

Conforme mostrado na Figura 5.12-C, as concentracdes de AL variaram durante
0 tempo de operacdo com a variacdo do pH e da concentragdo de N-amoniacal. A
concentragdo média de AL foi 2,6 + 2,3 mgN-NHs.L™ e de ANL foram 2,9 + 3,5 mgN-
HNO..L?, valores estes, muito superiores aos considerados inibitorios para os
microrganismos BOA e BON (ANTHONISEN et al., 1976), apesar de serem valores
inferiores quando comprado ao reator R1.1. Esse resultado demonstra que, se realizados
0s ajustes necessarios, o reator de biomassa suspensa pode apresentar melhor eficiéncia

no processo de NP quando comprado ao reator de leito estruturado.
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Figura 5.12 - Perfil temporal do reator R1.2 para (a) concentracdo de alcalinidade
afluente e efluente e pH; (b) razdo entre amoénia removida e alcalinidade
consumida; (c) Aménia livre e &cido nitroso livre
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Varios fatores ambientais influenciam a nitrificacdo parcial e alguns deles, ou uma
combinacéo deles, séo a base para o desenvolvimento da tecnologia NP/Anammox. Por
isso, no presente estudo, a dificuldade no controle da concentragdo de OD e a
indisponibilidade de alcalinidade nas dosagens adequadas foram alguns dos fatores que
influenciaram no desempenho do reator abaixo do potencial. Na pratica, todos eles sdo
dependentes da inibicdo ou limitacdo da segunda etapa de nitrificacdo ou formacéo de N-
nitrato (PAREDES et al., 2007).

5.1.2.4 Anaélise microbioldgica

Nas analises taxonémicas, as amostras coletadas no reator R1.1 (A1) foram
agrupadas em 123 OTUs e as amostras coletadas no reator R1.2 (A2) foram agrupadas em
151 OTU’s.

A diversidade das populacbes estimadas com base no indice Shannon e o

indicador de riqueza denominado Chao 1, séo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5-7 - Riqueza relativa e indice de diversidade das amostras

Amostra OTUs Chao-1(S1) Shannon (H) Good coverage (%)
A1 123 477,650 4,855 0,999

A2 151 362,500 5,149 0,999
Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

A amostra A1 proveniente do reator R1.1 apresentou menor diversidade (H =
4,855) quando comprado a amostra Az proveniente do reator R1.2. A riqueza das amostras
foi medida através do parametros Chao-1, considerando OTU’s com 97% de similaridade.
Observou-se que no reator de biomassa aderida houve maior diversidade de espécies,
devido a maior facilidade de crescimento de diferentes microrganismos aderidos a um
material suporte do que em biomassa suspensa (LEYVA-DIAZ et al., 2014). Ou seja, 0
crescimento em suspensdo demonstrou ser mais seletivo do que o crescimento aderido.

Todavia, a fim de investigar a baixa abundancia relativa e até mesmo a auséncia
de microrganismos que participam da nitrificacdo parcial nos reatores R1.1 e R1.2, foi
realizada nova andlise taxondmica com base no trabalho de Silva et al. (2021),
diferenciando apenas o banco de dados utilizados que foi o Midas Field Guide
(DUEHOLM, M.S., NIERYCHLO, M., ANDERSEN, K.S., RUDKJZBING, V.,
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KNUDSEN, S., THE MIDAS GLOBAL CONSORTIUM, ALBERTSEN, M.,
NIELSEN, 2021). Posteriormente, a anotacao taxonémica dos amplicons foi refinada por
meio de buscas manuais na plataforma blast.

A diversidade das populacdes estimadas com base no indice Shannon e o
indicador de riqueza denominado Chao 1, séo apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5-8 Riqueza relativa e indice de diversidade das amostras

Amostra OTUs Chao-1 (S1) Shannon (H) Good coverage (%)
A1 225 469,8 3,342 0,999
A2 189 4922 3,687 0,999

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

As amostras coletadas no reator R1.1(A1) foram agrupadas em 225 OTUs e as
amostras coletadas no reator R1.2 (Az) foram agrupadas em 189 OTU’s. Indicando que a
biomassa suspensa é mais rigorosa na sele¢cdo dos microrganismos quando comparada a
biomassa com crescimento aderido. Apesar disso, a amostra A1 proveniente do reator
R1.1 apresentou menor diversidade de espécies (H = 3,342) quando comprado a amostra
Az proveniente do reator R1.2 (H = 3,687), divergindo do esperado para um reator de
biomassa aderida. A figura 5.13 apresenta os microrganismos mais abundantes, presentes

em cada uma das amostras.

Figura 5.13 - Comparacao dos microrganismos presentes nos reatores R1.1 e R1.2
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O Reator R1.1 apresentou 57 OTUS com abundancia relativa superior a 0,1%
(Figura 5.14a). Destas, apenas 17 apresentaram abundancia relativa superior a 1,0%
(Figura 5.14b).

Figura 5.14 - Taxa de abundancia relativa dos microrganismos encontrados nas amostras
do reator R1.1, a partir do banco de dados Midas 4 (A) abundancia relativa
superior a 0,1% e (B) taxa de abundéancia relativa superior a 1,0%
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Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

O Reator R1.2 apresentou 67 OTUS com abundancia relativa superior a 0,1%
(Figura 5.16a). Destas, apenas 15 apresentaram abundancia relativa superior a 1,0%
(Figura 5.16b).
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Figura 5.15 - Taxa de abundancia relativa dos microrganismos encontrados nas amostras
do reator R1.2, a partir do banco de dados Midas 4 (A) abundancia relativa
superior a 0,1% e (B) taxa de abundéncia relativa superior a 1,0%
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Os filos com taxa de abundancia relativa maior que 0,3%, sdo apresentados na

figura 5.16. Apesar de apresentarem um bom nivel de diversidade, os filos que

apresentaram maior abundéancia relativa no reator de biomassa aderida (R1.1) foram:

Proteobacteria
Bacteroidota (5,29), Chloroflexi (3,18%) e Gemmatimonadota (1,27%). Ja no reator de

(54,08%),

Acidobacteria  (14,97), Desulfobacterota

(9,55%),
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biomassa suspensa (R1.2) os filos predominantes foram: Proteobacteria (57,16%),
Bacteroidetes (29,17%), Acidobacteria (5,69%), Myxococcota (3,45%), Gemmatimona
(0,94%), Desulfobacterota (0,81%) e Chloroflexi (0,06%).

Figura 5.16 -Taxa de abundéancia relativa dos filos encontrados nas amostras dos
reatores R1.1 e R1.2
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Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

O filo Proteobacteria é bastante diversificado filogeneticamente e inclui
microrganismos com grande variedade metabdlica (BROCK, T.D.; MADIGAN, M.T;
MARTINKO, 2006), cujos membros foram predominantes em ambos os reatores (Figura
5.16).

Dentre as ordens mais abundantes pertencentes a este filo, é possivel citar os
microrganismos dos géneros Ottowia e Limnobacter, ambos pertencentes a ordem dos
microrganismos desnitrificantes Burkholderiales. Os microrganismos pertencentes ao
género Limnobacter foram os mais abundantes no reator R1.1 e apresentaram queda de
21,26 para 4,86% na abundancia relativa na comparacao entre reatores de leito fixo e
biomassa suspensa (Figura 5.13). Membros do género Limnobacter tém sido
frequentemente detectados em varios ambientes, mas apenas duas especies deste género
foram isoladas e caracterizadas como heterotroficas e capazes de utilizar aerobiamente o
tiossulfato como fonte de energia, mas também s&o capazes de crescer em condi¢des
anaerodbias produzindo sulfato a partir de enxofre. Genes envolvidos na assimilacdo de

nitrato/nitrito foram encontrados nessa bactéria, sugerindo que séo capazes de produzir


https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsbYmKfjZfQIkEANokq9CecM2O5jZQ:1651136458437&q=Burkholderiales&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LVT9c3NEzPKLHMyjXMUuLUz9U3MCmoqrLU0s0ot9JPzs_JSU0uyczP088vSk_MyyzOjU_OSSwuzkzLTE4EiRdb5RelpBYtYuV3Ki3KzsjPAXIyE3NSi3ewMu5iZ-JgAAAhY8ksZQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi3vNLQsrb3AhWiHbkGHSYjDroQmxMoAXoECDwQAw
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nitrogénio a partir de nitrato/nitrito (CHEN et al., 2016). Wang et al. (2018) confirmaram,
através da analise de rede, que as bactérias Anammox poderiam sobreviver em ambientes
contendo certa quantidade de matéria organica, através de correlagcdes positivas com as
bactérias heterotroficas do género Limnobacter. J& 0s microrganismos pertencentes ao
género Ottowia sdo comuns em sistemas de lodos ativados, algumas espécies pertencentes
a este género apresentam crescimento anaerébio facultativo utilizando N-nitrito e N-
nitrato como aceptor de elétrons, e o produto da desnitrificacdo, neste caso, € 0 N20-.
Comparando-se os reatores R1.1 e R1.2 houve aumento na abundancia relativa destes
microrganismos de 1,65 para 5,20%. Wang et al. (2020) também observaram aumento
das bactérias desnitrificantes Ottowia no reator de NP ao avaliarem a evolugdo dos
compostos organicos no tratamento de aguas residuarias complexas.

Com a mudanga no tipo de crescimento da biomassa, de aderida para suspensa,
houve variacdo na abundancia relativa dos microrganismos pertencentes ao género
Denitratisoma, que apresentaram queda na abundéancia relativa de 4,50% no R1.1 para
0,82% do R1.2. Sdo microrganismos responsaveis pela desnitrificacdo via nitrito e foram
encontrados com abundéncia relativa de 3% no trabalho de Lu, H. et al., (2016), ao
estudarem os processos NP/A com lodo granular tratando dguas residuarias como baixa
razdo C/N. O reator foi operado com 0,8 mg.O2.L %, pH de 7,8 a 8,5 e 30°C, com taxa
média de remoc¢do de NT de 64,5%. Os autores consideram as bactérias Nitrosomonas,
Thauera e Denitratisoma como o0s principais responsaveis pela remocdo de nitrogénio,
revelando a existéncia de vérias rotas de desnitrificacdo, como a desnitrificacdo
autotrofica e a desnitrificacdo heterotrofica.

Usualmente, em reatores de NP para tratamento de aguas residuarias com alto teor
de N-amoniacal, predominam as bactérias pertencentes ao género Nitrosomonas (EGLI
et al., 2003; GANIGUE et al., 2009; QIAO et al., 2010; SLIEKERS et al., 2002). No
presente estudo, as Nitrosomonas ndo foram predominantes e houve queda na abundancia
relativa das Nitrosomonas, responsaveis pelo processo de nitrificacdo parcial, de 0,33
para 0,21% nos reatores R1.1 e R1.2, respectivamente. Estes baixos valores de ocorréncia
nos reatores destinados a nitrificacdo parcial podem explicar a baixa oxida¢do do N-
amoniacal a N-nitrito observada, e podem estar relacionados as caracteristicas da agua
residuaria estudada e a baixa concentracdo de N-amoniacal efluente, quando comparado
aos autores citados, que estudaram aguas residuarias com N-amoniacal na faixa de 500 a
2700 mg.L? (EGLI et al., 2003; GANIGUE et al., 2009; QIAO et al., 2010; SLIEKERS
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et al., 2002). Os filos mais abundantes nos estudos destes autores foram: Proteobacteria
e Bacteroidota que também foram os filos de ocorréncia expressiva nos reatores R1.1 e
R1.2.

Os microrganismos pertencentes a familia Comamonadaceae apresentaram
aumento de 1,91% no R1.1 para 9,0% no R1.2 e sdo conhecidos por participar da oxidacéo
aerobia da aménia (CHO et al., 2010; DOSTA et al., 2015), o que pode ter favorecido a
maior eficiéncia de oxidacdo do N-amoniacal observada no reator R1.2. Desta familia, o
género Comamona apresentou aumento de 0,26 para 10,35% de abundancia relativa com
a mudanca do tipo de crescimento de biomassa aderida para biomassa suspensa. Estas
bactérias possuem células filamentosas com importante participacdo no ciclo do
nitrogénio, na etapa de nitrificacdo. As Comamonas ndo sdo capazes de participar da
desnitrificagdo, exceto as espécies C. nitrativorans e C. denitrificans, que podem reduzir
N-nitrato a nitrogénio gasoso (GUMAELIUS et al., 2001).

Todavia, observa-se que que para reatores de nitrificacdo parcial, a abundancia
relativa de microrganismos que efetivamente participam do processo de oxidacdo do N-
amoniacal a N-nitrito, estd muito aquém do esperado. Dosta et al. (2015) avaliaram a
granulacdo em reatores de nitrificacdo parcial e Anammox e no reator de NP, as
Nitrosomonas foram as principais BOA, com 18,3% de abundancia relativa. Os autores
encontraram inesperadamente o género Rhodanobacter com 25% de abundancia relativa,
e 0s membros deste género ndo sao descritos como oxidantes de N-amoniacal. No entanto,
eles séo descritos como desnitrificantes e sua atividade redutora pode ser favorecida nas
concentracfes limitantes de OD, sendo que microrganismos BON também néo foram
identificados nas andlises realizadas pelos autores. Nas analises realizadas no presente
estudo, observou-se que o género Rhodobacter teve um aumento de 0,02% para 0,19%,
estes pertencem a familia Rhodobacteracea, na qual também fazem parte o género
rhodanobacter que apresentou um aumento significativo (0,02% — 3,17%). De acordo
com o Midas Field Guide (2021) e Wang et al. (2020), sdo microrganismos que
desempenham papel na desnitrificacdo e sdo encontrados em diversos estudos de sistemas
NP/A (L1 et al., 2018b; WANG et al., 2020a, 2020b; XIAO et al., 2021; ZHANG et al.,
2021).

O aparecimento de bactérias desnitrificantes indicou que as bactérias dominantes
mudaram de bactérias nitrificantes para bactérias desnitrificantes e o processo de
nitrificacdo foi alterado para ocorréncia da nitrificagdo e desnitrificagdo simultanea,
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favorecendo a remogéo de nitrogénio. Houve aumento na abundancia relativa do género
Thauera de 0,10 para 0,79% com a mudanca de biomassa aderida para biomassa
suspensa. O género Thauera € também considerado um tipo de bactéria desnitrificante
com habilidade de degradar compostos complexos (CAO et al., 2016b; ZHANG et al.,
2019). A presenga dos microrganismos do género Thauera poderia ser favoravel sob
condicOes de relagdo C/N-NOs entre 2,0 — 3,5, pois eles podem reduzir o N-nitrato a N-
nitrito (XIAO et al., 2021). Entretanto, nos reatores destinados a NP estudados, a relacao
C/IN-NOs foi muito além da faixa considerada benéfica ao processo de remoc¢do de
nitrogénio amoniacal ou da faixa que poderia favorecer o crescimento desses
microrganismos.

Outros microrganismos capazes de reduzir N-nitrato também apresentaram
aumento na abundancia relativa na comparacao entre os dois reatores, como as bactérias
Pseudomonas que aumentaram de 0,34 para 2,07%. Esses microrganismos utilizam o
oxigénio como aceptor final de elétrons, mas algumas espécies podem realizar a
desnitrificacdo e podem reduzir N-nitrato, N-nitrito e 6xido nitroso a nitrogénio gasoso,
na auséncia de oxigénio livre, permitindo o crescimento em ambientes andxicos (WANG
etal., 2019; WEN et al., 2017). As Thermomonas que apresentaram aumento de 0,02 para
0,41%, sdo microrganismos que podem atuar na desnitrificacdo assim como podem
participar da nitrificagdo. Estes dois géneros apresentaram correlagcdo positiva no
tratamento de &gua residuaria sintética através do processo simultdneo Anammox e
desnitrificacdo (WANG et al., 2019). Os microrganismos pertencentes ao género indicado
pelo numero 32885, que ndo foram observados no reator R1.1, apareceram com 0,74%
de abundancia relativa no R1.2, pertencem a familia Xanthomonadaceae e estdo
associados ao processo de desnitrificacdo (MERGAERT; CNOCKAERT; SWINGS,
2003). O género Dechlorobacter aumentou de 0,08% para 0,31% s&o microrganismos
anaeradbios facultativos e podem participar da desnitrificagéo.

Género 25484 aumentou de 0,13% para 3,38% e sdo microrganismos
heterotréficos pertencentes a ordem dos Polyangiales e a classe Myxococcota que sdo
geralmente encontrados em &guas residuarias de abatedouros suinos.

Microrganismos capazes de degradar matéria organica complexa também
apresentaram aumento na comparacao entre os reatores R1.1 e R1.2. Aumento de 0,01%
para 14,82% foi observado para os microrganismos desnitrificantes pertencentes ao
género 8672, que fazem parte da familia Saprospiraceae cujos membros sdo importantes
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para a quebra de compostos organicos complexos. Turneriella apresentaram aumento de
0,04% para 0,34%. Sao microrganismos estritamente aerdébios, com crescimento em
temperaturas de 30 a 37°C, consomem &cidos graxos de cadeia longa e alcoois como fonte
primaria de carbono e energia.

No reator R1.1, a relagdo N-NO2/N-NH*4 observada foi de apenas 0,3 + 0,2 na
Fase | e de 0,4 = 0,7 na Fase I, confirmando a defasagem no processo de NP, em TDH
6,5 £ 0,8. Com o0 aumento do TDH para 11,3 £ 11,1 houve melhora na formacéo de N-
nitrito, mas ainda inconsistente para o processo de NP a ser combinado com o processo
Anammox. No reator R1.2, a relagdo N-NO2/N-NH"4 observada foi de apenas 0,2 + 0,1,
indicando que 30% do N-nitrito resultante da oxidacdo do N-amoniacal foi consumido
por outras rotas. Parte do N-nitrito produzido poderia ser utilizada pelas bactérias
desnitrificantes (Rhodanobacter - 3,17% e Thauera 0,79%) e parte poderia ter sido
oxidada a N-nitrito, através do processo de nitritacdo realizados por bactérias BOA, como
as Nitrosomonas que apresentaram queda na abundancia relativa nos reatores R1.1 e
R1.2.

Diferindo dos microrganismos citados até o momento, alguns outros
microrganismos, apresentaram taxa de abundancia relativa reduzida com a mudanga de
biomassa aderida para biomassa suspensa. Microrganismos pertencentes a familia
Blastocatellaceae apresentaram queda de 49% entre os reatores destinados a NP, no reator
R1.1, apresentou 10,49% de abundancia relativa e no reator R1.2 apresentou 5,4%. Sao
microrganismos adaptados a uma ampla gama de valores de temperatura e pH e sdo
capazes de usar compostos proteicos complexos para o crescimento. A utilizacdo de agua
residuaria complexa, pode ter dificultado o crescimento destes microrganismos, visto que
poucos representantes sdo capazes de degradar compostos complexos de carbono
(HUBER, KATHARINA J.; PASCUAL JAVIER; FOESEL, BARBEL U;
OVERMANN, 2017). Microrganismos do género Thiobacillus decairam de 1,98% para
0,02% do reator R1.1 para 0 R1.2. Algumas espécies desse género utilizam o N-nitrato
como aceptor final de elétrons, por isso podem participar da desnitrificacdo. Com a
mudanga do tipo de biomassa, as Bryobacter que s&o microrganismos acidotolerantes,
mesofilicos e utilizam os aglcares como substratos preferidos também decairam de 2,43%
para 0,22%. Microrganismos do género 34394 decairam de 6,38% para 0,60% e fazem

parte do filo desulfobacterora e participam da redugdo do sulfato. As brachimonas



87

apresentaram queda de 7,28% para 0,95%, este género possui algumas espécies
desnitrificantes que foram isolados de um sistema de lodos ativados.

Etchebehere et al. (2001) relataram alta atividade desnitrificante em reator
tratando lixiviado de aterro sanitario e apresentaram crescimento em acetato, butirato,
propianato, etanol e outros substratos potencialmente toxicos pra microrganismos
pertencentes ao ciclo de remocéo do nitrogénio. Sao capazes de realizar a reducao anoxica
do nitrato, nitrito e 6xido nitroso para nitrogénio gasoso. O aumento de microrganismos
desnitrificantes no reator R1.2 em comparagéo ao reator R1.1.poderia justificar o aumento
na remocao de N-amoniacal observado, quando comparado ao R1.1.

Estes resultados demonstram que os reatores destinados a nitrificacdo parcial, ndo
foram capazes de realizar tal processo, mas apresentaram variada comunidade
microbioldgica com potencial de desnitrificacdo e, portanto, para trabalhos futuros,
podem ser avaliados o tratamento Anammox e desnitrificacdo para este tipo de agua

residuaria.

5.2 Monitoramento do reator R2

Os resultados do monitoramento do reator R2, destinado ao processo Anammox,
estdo apresentados nos itens 5.2.1 a 5.2.4. Foram analisadas a remocéo de nitrogénio, as
concentracdes de OD, o consumo e/ou producdo de alcalinidade e o comportamento do
pH.

No item 5.2.5 estdo apresentados os resultados das analises microbioldgicas das
amostras que foram coletadas no reator durante alimentacdo com agua residuéria real e

na fase com &gua residuéria sintética.

5.2.1 Remocéo de nitrogénio

Os 440 dias de operagéo, foram divididos em 6 fases, definidas em funcéo das
caracteristicas do afluente ao reator Anammox e CNA associada ao TDH. As médias e
desvio-padrao dos parametros de monitoramento do reator R2 séo apresentados na Tabela
5.9.



Tabela 5-9 - Parametros e condic¢des experimentais utilizadas no reator R2

88

o ol o i Aelirides D90 ogon  cua
horas mgN.L? mgN.L*? mgN.L? mgCaCOs.L*  mgDQO.L*! gN.L1.d?
'r(;a'ﬁ)ﬂ“e”te 3,740,7 11324444  51,9+348 22,6+10,6 1009756 741%259 0402 1,306
;i'n't;‘::‘ée”te 35:0,8 92,3t122  102,849,1 23,8126 366,6£82,3 111,0£19,3 05:01  1,5¢0,3
'rL'aI'aEﬂ“e”te 39+00 07,0:148 1093187 54,1+32,0 421,3+1546 13374395 05:01  16%0,3
IVOEMUCNe 15102 10114267 13768217 623:356 4891+1315 16608427 0601 4708
Xa;llfﬂue”te 11301 97,4258  127,8#332 60,7274 4549+1408  1215+418 04%02  509+13
é'a]bEﬂueme 1,0£0,1 83,0420,3  137,5+243 437479  5081+217,5 1370335 05:0,1  6,3%0,8

aAgua residuéria real parcialmente nitrificada com ajuste das proporcdes das espécies nitrogenadas
bAgua residuéria real parcialmente nitrificada sem ajuste das proporgGes das espécies nitrogenadas

Fonte: SILVEIRA et al. (2021)

Os resultados do monitoramento do nitrogénio afluente e efluente do reator R2

durante todas as fases estéo apresentados na Figura 5.17.
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Figura 5.17 - (A) Resultado do monitoramento de NT afluente e das formas nitrogenadas
presentes no reator R2; (B) concentracdo das espécies nitrogenadas e
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Na Fase I, o reator R2 foi alimentado diretamente com o efluente do reator R1,
destinado a NP, com razdo média de N-NO2/N-NH4" de 0,5 + 0,2. As proporcdes do
substrato, diferentes das requeridas estequiometricamente para 0 processo Anammox,
resultaram em instabilidade operacional com respeito a remocdo de N, que apresentou
eficiéncia média de remocdo de NT de 44,8 + 17,8% (Tabela 5.10). Observou-se no
efluente do R2 66,0 + 34,5 mgN.L ! na forma N-amoniacal (Figura 5.17). A biomassa no
R2 foi submetida a concentragdo média de amonia livre (AL) de 4,1 + 3,7 mg N-NHz L
(Tabela 5.10) que, embora relativamente baixa, pode ter causado a instabilidade do
processo Anammox neste periodo (JAROSZYNSKI et al., 2012). Durante a Fase I, houve
mudanca na coloracéo dos granulos Anammox de vermelho para marrom (Figura 5.18).
Alteracdo na coloracdo da biomassa também foi observada por Du et al. (2017) que
atribuiram tal mudanca ao aumento de microrganismos desnitrificantes heterotroficos no
lodo biolégico e langaram médo do uso de agua residudria sintética para restaurar a
eficiéncia do lodo granular Anammox. Segundo os autores, 0 uso da agua residuaria
sintética com as proporcdes adequadas dos constituintes previne o crescimento excessivo

das bactérias desnitrificantes heterotroéficas.

Figura 5.18 — Biomassa (A) exposta as relacdes amonia/nitrito préximas a
estequiométrica e (B) exposta a agua residuaria fora das concentracdes
estequiométricas ideais ao processo Anammox

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

Visando a recuperacdo da biomassa, durante a Fase 11, foi utilizada agua residuéria
sintética (VAN DE GRAAF et al.,, 1996) até estabilizacdo do processo Anammox
(DOSTA etal., 2015; DU et al., 2017). A concentracdo de N-amoniacal efluente diminuiu
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gradualmente e se manteve em 5,2 + 3,9 mgN.L?, apds quatro dias do uso da agua
residudria sintética, indicando a recuperacdo da atividade Anammox, com remocao de
NT para 86,0 = 7,3%. O efluente dos reatores R1.1 e R1.2 foi mantido em galdes plasticos
de 50 L, a temperatura ambiente, previamente a alimentacdo do reator R2. Durante o
armazenamento ocorreu oxidacdo de N-nitrito a N-nitrato, com alteracéo das respectivas
concentracfes, comparativamente a saida dos reatores R1.1 e R1.2. Diante disto, da fase
Il em diante, optou-se pelo ajuste da relagdo N-NH4*/N-NO2" afluente ao R2 para valores
préximos ao estequiometrico. Eficiéncias de remogdo de NT semelhantes as observadas
com o uso do meio sintético foram observadas nas fases seguintes (Figura 5.19),
indicando a importancia de se manter um equilibrio adequado entre as espécies de
nitrogénio, de acordo com a estequiometria tedrica da reacdo e que a presenca da matriz
complexa do efluente real ndo prejudicou o desempenho do reator Anammox.

Quando o CNA foi aumentado gradativamente nas Fases IV, V e VI, o
desempenho do reator R2 ficou praticamente inalterado em relacdo ao observado na Fase
I, em todos os principais parametros de desempenho avaliados (Tabela 5.10),
demonstrando a resiliéncia do reator ante o aumento de 3,7 vezes de CNA. A eficiéncia
média de remocdo de NT manteve-se acima de 80% (Figura 5.19), semelhante ao
encontrado por Du et al. (2015), que investigaram o processo de NP/A em dois estagios,

para tratamento de dgua sintética, e observaram remocao média de NT de 90%.

Tabela 5-10 - Principais parametros de desempenho do reator R2 em cada fase
experimental

Remocdo Remocdo Remocdo Remocédo AL CNR N- N-
Fases N-NHs  N-NOs NT DQO (mgN-  (gN.LLd NOs NOJ
(%) (%) (%) (%) NH,.L1) 1 N-NHs N-NH,

| 3824257 21.3+18.8 44.8+19.7 72.4+42.1 41437 06+05 0:2t0.2 0,540.2
Il 944442 150+47.3 86.0+7.3  81.9+18.2 0.7+0.6 13+02 03%01 1102

Il 92.6+7.1 315+33.7 82.9+94  82.6+19.9 0.9+0.9 1.4+03 06%04 1,2%03

IV 959475 249+32.1 812+115 88.1+10.9 0.7+1.7 38+08 0704 1,506
V  97.8+4.4 30.0+16.4 856+11.3 89.8+18.4 0.240.2 48+12 0.7/205 1,405
VI 988435 36.0+19.0 877456  93.9+43.1 0.240.5 55408 0602 1,808

AL: Amdnia livre (mg N-NHs.L?); CNR: Carga de nitrogénio removida (gN.L*.d"!); Razéo afluente de
N-NO3/N-NH4 e N-NO2/N-NHa.
Fonte: Natalia C. Silveira, 2022



92

Figura 5.19 — Concentracéo e eficiéncia de remocédo de NT ao longo do periodo
experimental
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O aumento de CNA foi acompanhado pelo aumento de CNR da fase 11 em diante
(Figura 5.20), ndo sendo observados efeitos inibitorios. Esse desempenho difere do
relatado por Ma et al. (2017), que observaram diminuicéo na eficiéncia de remocdao de
NT apds aumento da CNA de 2,4 para 5,6 g N.L™.d"* em um sistema UASB-Anammox,
a qual foi atribuida a inibicdo pelo substrato. Jin et al. (2012b); Li et al. (2021) e Tang et
al. (2011) constataram que a estrutura granular do lodo de Anammox proporciona uma
comunidade bacteriana estavel capaz de resistir a inibidores ambientais que, associada a
recirculacdo do efluente no R2, pode ter contribuido para a manutencdo da elevada
remocao de NT, mesmo com um aumento na CNA (ZHANG et al., 2016).

O valor de CNR médio, alcancado na fase VI, de 55 + 0,8 g NL1.d?, é
significativamente superior aos relatados anteriormente para outras tecnologias de
remocao de nitrogénio aplicadas a &guas residuais reais similares (ALMEIDA et al., 2018;
PAN et al., 2014; RINQUEST et al., 2019). Esse resultado demonstra o potencial da
aplicacdo de sistemas NP/A para esse tipo de agua residuaria complexa.
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Ao estudarem o processo Anammox em reator UASB, Zhang et al. (2016)
observaram que, & medida que o CNA aumentava, aumentava o CNR, mas a eficiéncia
de remocdo de NT diminuiu e, em dados momentos, ainda houve inibicao do crescimento
do lodo Anammox. O melhor resultado apontado pelos autores aconteceu com TDH 3
horas, CNA de 4,0 gN.L*.d? e CNR de 3,5 gN.L*.d? Segundo Li et al. (2021), a
formacéo de flocos foram os principais responsaveis pela faixa de CNR entre 0,6 e 1,21
gN.LL.d? em reator de NP/A tratando agua residudria sintética com concentragdo média
de 112,7 mgN-NHa.L™. A granulagio também foi apontada como principal fator para alta
taxa de remocao de nitrogénio de 74,3-76,7 gN.L™.d* para reator UASB Anammox sob
TDH 0,16 - 0,11 horas (TANG et al., 2011). Este CNR foi trés vezes maior ao encontrado
anteriormente por Tsushima et al. (2007) ao avaliarem o processo Anammox em reatores
de biofilme e alcancaram CNR de 26 gN.L.d%, até entdo a maior taxa de remogéo de
nitrogénio estudada.

Figura 5.20 — Carga organica nitrogenada aplicada (CNA) e carga organica removida
(CNR) do reator R2
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5.2.2 Amonia livre e cido nitroso livre

E bem conhecido que o desempenho do tratamento por Anammox é melhorado
com 0 aumento na concentracdo de substratos. No entanto, uma sobrecarga de substratos
tem o potencial de resultar em inibi¢do. Na figura 5,21 A, pode-se observar a variacdo da
AL ao longo do procedimento experimental. A Fase I, em que foi o usado o efluente sem
nenhum ajuste, apresentou a maior variagdo com concentracdo média de AL de 4,2 + 3,7
mgN-NHs.L™. Apos os ajustes realizados, a concentragdo de amonia livre foi decaindo
para valores médios de 0,6 = 1,0 mgN-NHz.L, enquanto a eficiéncia de remocéo de NT
aumentava, em relacdo a Fase I. A partir desta observacao, pode-se dizer que ndao houve
inibicdo pelo efeito da amodnia livre. H& grande discrepancia nas concentracfes de
inibicdo de AL apontadas na literatura. Alguns autores relataram ter observado limite de
inibicdo de AL abaixo de 2 mg.L! (JAROSZYNSKI et al., 2012; JUNG et al., 2007),
enquanto que, em alguns outros estudos, os efeitos do AL no processo Anammox néo
foram considerados importantes quando a concentracdo de AL estava abaixo de 13-15
mg.L"? (FERNANDEZ et al., 2012). Essas discrepancias podem ser atribuidas as
condi¢cdes operacionais, e, principalmente, a estrutura do lodo e as populagdes
microbianas. Além disso, o lodo usado pode conter diferentes tipos de bactérias
anaerobias oxidadoras de aménia (AnAOB) ou diferentes populacbes microbianas e,
portanto, diferentes capacidades de resisténcia para AL.

As diferentes espécies que realizam o processo de oxidacdo anaerdbia do N-
amoniacal e as condi¢Oes operacionais tambem estdo ligadas aos discrepantes valores de
N-nitrito relatados na literatura como inibitérios ao processo Anammox. Diversos autores
afirmam que o acido nitroso livre € o responsavel pelo efeito de inibi¢cdo do nitrito nas
bactérias anaerobias oxidadoras de amdnia (AnAOB) (DAPENA-MORA et al., 2007;
EGLI et al., 2001). A Figura 5.21B revela que a média de ANL ao longo do experimento
foi de 0, 9 + 3,9 mgANL.L™. E a maior média também ocorreu quando as concentragoes
de substratos ndo haviam sido ajustadas, na Fase | (1,4 + 4,2 mgANL.L™). Apods ajuste
das proporgdes estequiométricas, ocorreu diminuicdo no ANL que se manteve
praticamente inalterada, mesmo com aumento da CNA ao longo do experimento (Tabela

5.10) indicando que ndo houve inibigdo do processo Anammox.
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Ao estudarem o efeito da concentracdo de ANL na atividades das BOA, Jiménez
et al. (2012) concluiram que a inibicdo de ANL raramente afetara a taxa de nitritacéo,
quando o pH for superior a 7 e a concentragdo de N-nitrito inferior a 25 mgN-NO2.L™.
Portanto, as condigdes operacionais estudadas, além de ndo contribuirem para inibicao

por AL ou ANL para Anammox, também nao prejudicaram as espécies BOA presentes

no reator R2.

Figura 5.21 VariacOes na performance do reator R2
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Durante todo o procedimento experimental, foi observado um aumento da taxa de
remocao de nitrogénio (CNR), ap0s o ajuste da relacdo entre os compostos nitrogenados
para valores proximos aos da estequiometria do processo. Na Fase I, a alta concentracao
de AL (4,2 + 3,7 mgAL.L™) pode ter contribuido para a baixa CNR (0,6 + 0,5 kgN.m=.d"
). Na Fase I1, 0 uso de agua residudaria sintética favoreceu a diminuicdo da concentragéo
de amonia livre para 0,7 + 0,7 mgAL.L™ e aumento da CNR para 1,3+ 0,2 kgN.m=3.d?,
gue permaneceu praticamente estavel durante os 90 dias de operacdo. Da Fase Il em
diante, 0 aumento da CNR foi acompanhado pela diminui¢do gradativa de AL no meio
reacional, chegando a niveis de 5,5 + 0,8 kgN.m=.d> removidos e 0,2 + 0,5 mgAL.L™*

de amonia livre no reator R2 (Figura 5.22).

Figura 5.22 Variacdo entre AL e CNR ao longo do procedimento experimental
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Os resultados da presente pesquisa estdo de acordo com dados da literatura em
que valores de AL de até 15 mgN.L™* ndo foram considerados importantes para provocar
a instabilidade do reator Anammox. Na pesquisa realizada por Plaza; Trela; Hultman
(2011), o efeito negativo da AL no sistema Anammox foi reduzido a etapa de nitritacéo.
Os autores ndo observaram nenhuma inibicdo de AL até 15 mgN.L™, pois, assim que o
N-nitrito foi produzido, foi prontamente consumido e por isso apresentaram
concentragfes muito baixas.

O efeito da AL pode ser efetivamente minimizado quando a capacidade da
biomassa Anammox para remocao de nitrogénio (CNR) excede significativamente a taxa
de carregamento de nitrogénio (CNA). Alternativamente, o controle de AL abaixo das
concentragdes inibitorias permite maiores taxas de remocao de nitrogénio ao operar com
cargas de nitrogénio mais altas (JAROSZYNSKI; OLESZKIEWICZ, 2011).
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Embora tenha sido verificado que N-amoniacal e o N-nitrito de fato causam
inibicdo do processo Anammox, e que o efeito de inibicdo da pré-exposi¢do ao N-nitrito
sozinho é mais dramatico do que N-nitrito alimentado simultaneamente com N-amoniacal
(JIN et al., 2012b), as amplas faixas de N-nitrito e concentracdes de inibigdo de amonia
livre tornam as previs@es dificeis, o que dificulta o projeto de tecnologias baseadas em
Anammox. Os limiares de inibi¢do de pH, AL e ANL precisam ser mais explorados, uma
vez que o processo inibitdrio pode ser resultado da influéncia sinérgica de multifatores
(ZHANG et al., 2016).

5.2.3 Compostos nitrogenados e DQO

A maior parte do nitrogénio presente no efluente de R2 estava na forma de N-
nitrato, principalmente devido a alta concentracdo de N-nitrato afluente, mas também pela
producéo durante o processo Anammox. No entanto, as concentragfes de N-nitrato no
efluente foram sempre menores do que as concentracdes do afluente em R2, indicando a
ocorréncia de vias de transformacdo do N-nitrato. O reator também apresentou alta
eficiéncia de remocdo de DQO (Tabela 5.10), o que aponta para a ocorréncia de
desnitrificagdo heterotrofica. A média da DQO do afluente em R2 foi de 123,9 + 30,6 mg
DQO.L* (Figura 5.23), que poderia ser usada para desnitrificar o N-nitrato do afluente,

contribuindo para a remocao do NT além da remocéo de DQO residual.

Figura 5.23 Variagdo da concentracdo de DQO afluente e efluente no reator R2
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Os compostos organicos sao quimicamente complicados e estdo presentes em uma
ampla gama de concentracbes em aguas residuarias domesticas e industriais. Por
causarem impactos significativos na eficiéncia e estabilidade dos processos Anammox é
que os estudos mais recentes relatam como compostos organicos biodegradaveis e
recalcitrantes afetam a remoc&o de nitrogénio via Anammox.

Compostos nitrogenados e matéria organica estdo sempre presentes em aguas
residudrias passiveis de serem tratadas por processos Anammox. Aguas residudrias
domeésticas apresentam DQO biodegradavel entre 30% a 50% da DQO total. Efluente de
UASB tratando agua residuaria de producdo de racdo animal, a partir de residuos de
abatedouros de aves, como a estudada, apresentam concentracdo de N-amoniacal e DQO
entre 500-1500 mgN.L* e 500-1800 mgDQO.L™ e relagio DQO/N 0,5 — 3,0 (LACKNER
et al., 2014). No presente trabalho, a média de DQO afluente foi de 126,0 + 44,6
mgDQO.L?, a eficiéncia de remocdo média de DQO foi de 85,4 + 20,6% durante todo o
procedimento experimental do reator R2.

Em processo NP/A de dois estagios, 75% da DQO biodegradavel é removida no
reator de NP (WANG et al., 2020b) e a DQO biodegradavel residual flui para o processo
Anammox a jusante, estimulando o crescimento mixotrofico e a coexisténcias de
microrganismos heterotroficos, Anammox e AnAOB. Todavia, no presente trabalho, nos
reatores R1.1 e R1.2, destinados a NP, ndo houve remoc¢do de matéria orgéanica, e no
reator R2, a eficiéncia média de remocdo de DQO foi de 85,4 + 20,6% durante toda
operacdo (Figura 5.23). A DQO residual é composta principalmente por &cidos himico
e fadlvico que, em baixas concentracdes, podem estimular o crescimento Anammox
(Figura 5.24). O excesso de DQO recalcitrante, por sua vez, promove o0 crescimento de
microrganismos desnitrificantes heterotréficos que competem com as AnAOB por N-
nitrito (L1U et al., 2020).
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Figura 5.24 - Visdo esquematica do fluxo de carbono entre as populacGes envolvidas na
remocdo de N-amoniacal e matéria organica (Anammox, NP, desnitrificacéo,
DNRA e N-damo)
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baixo). EPS: substancia polimérica extracelular; SMP: produtos microbianos soluveis; AGV: &cidos graxos
volateis; OMA: microorganismos oxidantes de N-amoniacal; NOB: bactérias oxidantes de N-nitrito; CMX:
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metano depende de N-damo:nitrito/nitrato; DNRA: reducdo dissimilatdria de nitrato a amonio.

Fonte: Xiao et al. (2021) modificado

O balanco de massa de nitrogénio aplicado ao reator R2 (Figura 5.25) revelou que,
embora parte da remocdo de nitrogénio observada pudesse ser atribuida a vias
heterotréficas, o Anammox foi a rota de remoc¢do predominante em todas as fases
operacionais. Foi responsavel por, em média, 82,1 + 6,0% da remoc¢do de nitrogénio
observada ao longo de todo o experimento. A desnitrificacdo heterotrofica do N-nitrato e
N-nitrito representou, em média, 10,5 + 2,0 % e 7,4 + 6,0% da remocédo total de
nitrogénio, respectivamente. O acoplamento do processo Anammox e reducgéo de nitrato
também foi observado por Cao et al. (2016) e Wang et al. (2018).

A matéria organica residual do reator de NP favoreceu a ocorréncia de vias
heterotréficas no reator R2, o que poderia representar uma potencial ameaga ao processo
Anammox devido a competicao por N-nitrito, que néo foi observada no periodo de estudo.

Du et al. (2015) observaram a inibicéo da atividade de Anammox em um reator
NP/A de estagio Unico para razdes DQO/N maiores que 2. No presente estudo, no entanto,

a razdo media de DQO/N foi de 0,5 + 0,1 mg DQO, relacdo para qual, segundo Du et al.
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(2015) e Wang et al. (2019), as bactérias Anammox tém uma vantagem na competicéo
por N-nitrito sobre as desnitrificantes, o que contribuiu para a atividade Anammox
prevalecer durante toda a operagéo.

Figura 5.25 - Rotas de remocao de nitrogénio no reator R2 de acordo com o balango de
massa nitrogenado
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Fonte: Silveira et al. (2021) modificado

5.2.4 Alcalinidade e pH

Ao longo do procedimento experimental o pH afluente e efluente apresentaram a
média de, respectivamente, 7,28 + 0,28 e 7,88 + 0,64. A Figura 5.26 apresenta os valores
de pH afluente e efluente ao longo do experimento. E importante observar que o pH
efluente apresentou pouca variagdo total, atingindo um valor maximo de 8,51. Dessa
forma, € possivel afirmar que a inibicdo do processo de nitrificagdo por excesso de amonia
livre no foi significativa, uma vez que em valores inferiores a 8,0 ocorre a predominancia
do nitrogénio na forma de ion aménio (EPA, 1993), o que também ja foi comparado
anteriormente.
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Figura 5.26 Variacao do pH afluente e efluente ao longo da operacéo do reator R2
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Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

A Tabela 5.11 apresenta os resultados do monitoramento da alcalinidade, para
cada fase de operagéo do reator R2.

Tabela 5-11 - Alcalinidade para o reator R2

| - Efluente Il - Efluente  1l11- Efluente IV - Efluente V- Efluente VI - Efluente
real® sintético real? real? real? real®

Alcalinidade
Afluente 100,9+75,6 366,6+82,3 421,3+154,6  489,1+131,5  454,9+140,8  508,1+217,5
(mgCaCO0a.L?)
Consumo
tedrico 44123 0,3+0,3 05+05 0,3+0,6 0,1+0,2 0,1+0,2
(mgCaCOs.L?)
aAgua residuéria real parcialmente nitrificada com ajuste das proporcdes das espécies nitrogenadas
bAgua residudria real parcialmente nitrificada sem ajuste das proporgdes das espécies nitrogenadas

Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

No processo Anammox o consumo de alcalinidade é baixo (Tabela 5.11). Os
resultados indicam que ndo houve limitacdo de alcalinidade no reator R2, o que implicou

na manutencdo de pH préximo ao neutro em todas as fases operacionais (Figura 5.26).
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5.2.5 Analises microbioldgicas

Nas andlises taxondmicas, as amostras coletadas no reator R2 (A3 e A4) foram
agrupadas, respectivamente em 102 e 146 OTUs. A diversidade das populacdes estimadas
com base o indice Shannon e o indicador de riqueza, indicado como Chaol, sdo

apresentados na Tabela 5.12.

Tabela 5-12 - Riqueza relativa e indice de diversidade das amostras

Amostra OTUs Chaol Shannon Good coverage (%)
As 102 286.565 3.355 99,9

Az 146 354.543 3.340 99,9
Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

Verificou-se que a riqueza de espécies no reator R2 aumentou com a operagéao,
revelada pelas OTUs e Chaol (Tabela 5.12). A anélise desta tabela revela que a adicdo
de efluente real ja parcialmente nitrificado, aumentou a riqueza das espécies, quando
comparado ao periodo em que foi utilizado agua residuaria sintética, indicando que
grupos envolvidos na degradacdo da matéria organica e N-amoniacal foram favorecidos,
tal qual comprovado por De Almeida Fernandes et al. (2018) ao estudarem o efeito da
diminuicdo da temperatura no desempenho da remocao de nitrogénio e na diversidade
microbiana, em reatores SBR Anammox para tratamento de efluente sanitario pré tratado
anaerobiamente.

Os filos predominantes nas amostras coletadas no reator R2, tanto no inicio (A3)
quanto ao final da operacdo (A4) foram os mesmos (Figura 5.27). A saber: Chlorobi (A3:
49,25% e A4: 42,78%), Proteobaceria (A3: 18,49% e A4: 22,40%) e Armatimonadetes
(A3: 11,03% e A4: 17,39%). As bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria,
Chloroflexi, Planctomycetes, Acidobacteria, Chlorobi e Bacteroidetes estéo
frequentemente presentes em reatores Anammox, mesmo quando operados com
caracteristicas operacionais diversas, diferentes aguas residudrias e diferentes tipos de
indculos (CHO et al., 2010; LI et al., 2009).
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Figura 5.27 - Taxa de abundancia relativa dos filos encontrados nas amostras do reator
R2 (A3: agua residuaria sintética e A4: agua residuaria real)
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Fonte: Natalia C. Silveira, 2022

No reator R2, a ocorréncia do filo Chlorobi no inicio da operacéo foi de 49,25%
diminuindo para 42,78% ao final da operacdo do R2. Concomitantemente a esta
diminuigdo, houve aumento das Proteobactérias de 18,49% para 22,40%, que
comumente atuam no processo de desnitrificacdo heterotrofica, e tiveram o crescimento
favorecido pela presenca de matéria organica do efluente real durante a operacgéo do reator
R2. Este aumento é consistente com resultados obtidos por Cao et al. (2016a) ao
avaliarem a integracao dos processos de oxidacdo da aménia com nitrificacdo parcial para
tratar 4gua residuaria sintética com alta concentracao de N-nitrato e relagdo DQO/N-NOs°
igual a trés, observaram aumento de 32,9 % para 39,4% do filo Proteobactérias.

A adicdo de agua residudria real favoreceu a variedade microbiana, indicando que
a adicdo de efluente parcialmente nitrificado e contendo matéria organica influenciou a
dindmica da comunidade microbiana. Os filos de microrganismos favorecidos com a
mudanca da agua residuaria sintética para dgua residuéria real, foram: Proteobacterias
(18,49% para 22,40%); Armatimonadetes (11,03% para 17,39%), Chloroflexi (4,4% para
10,06%) e Ignavibacteriae (2,85% para 2,97%). Microrganismos do filo Chloroflexi
juntamente com o filo Proteobacteria sdo frequentemente encontrados em reatores
Anammox.

Houve presenca significativa das Proteobacterias, especificamente das

Betaproteobacteria. Dentro desta classe, 0s membros mais abundantes pertenciam as
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seguintes ordens: Rhodocyclales (As: 3,74; A4 8,72), Desulfurellales (As: 3,35; As4: 3,08),
Xanthomonadales (Aas: 2,88; As: 2,68), SC-1-84 (As: 1,18; A4: 0,9), Burkholderiales (As:
1,34; A4: 1,9), Rhizobiales (As: 0,55; A4: 0,29), Myxococcales (As: 0,5; As: 0,06),
Nitrosomonadales (As: 0,32; A4 0,16), Rhodospirillales (As: 0,09; A4 0,04) e
Sphingomonadales (As: 0,03; A4: 0,73) (Figura 5.28).

Os membros das ordens Rhodocyclales, Burkholderiales, Xanthomonadales e
Rhodospirillales sdo capazes de realizar a desnitrificacdo heterotrofica. Desta forma, a
operacdo do reator R2 com efluente real favoreceu o crescimento de bactérias
desnitrificantes pois a abundancia relativa das ordens que participam deste processo
aumentou de 8,05% (no periodo de uso da agua residuaria sintética) para 13,34% no final

da operacdo com agua residuaria real (Figura 5.28),

Figura 5.28 - Composicéo taxondmica das comunidades microbianas ao nivel ordem. As
OTUs com menos de 1% de abundancia (em cada amostra) foram incluidas no
grupo ‘Outros’ para melhorar a visualizacdo dos dados

e Agua residuariareal _ I-

0 5 10 15 20 25
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m Burkholderiales ~ mRhodospirillales Myxococcales Nitrosomonadales

m Sphingomonadales ® Rhizobiales ® Rhodospirillales  moutros
Fonte: Natélia C. Silveira, 2022

Microrganismos pertencente ao filo Armatimonadetes desempenham papéis
importantes em reatores NP/A. Estdo relacionados com o aumento de matéria organica
em condi¢Oes andxicas, que em consorcio com Planctomycetes promove maior remogao
de nitrogénio, incluindo transformacéo de nitrogénio inorganico e organico (WANG et
al., 2019).

Mesmo que em algum ponto do processo NP/A alguns desses filos tenham

competido com as bactérias BOA e Anammox, conforme o processo foi estabelecido
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dentro do reator R2, o numero de filos identificaveis no sistema de remocdo de N
aumentou e a eficiéncia de remoc¢édo de NT também apresentou aumento.

A presenca de bactérias desnitrificantes heterotréficas em reatores Anammox
pode afetar consideravelmente o processo, uma vez que esses microrganismos podem
competir com bactérias Anammox, que sdo autotréficas, pelo aceptor de elétrons N-
nitrito, que é utilizado por ambos grupos microbianos. Como as bactérias heterotroficas
sdo capazes de crescer mais rapidamente em relacdo as autotroficas, acabam por eliminar
as bactérias Anammox na competicdo inibindo sua atividade (DU et al., 2015). No
presente trabalho, o rapido crescimento das bactérias heterotroficas, foi inibido pela baixa
relacdo DQO/N do reator 0,5 £ 0,1 mgDQO/mgN, desta forma a atividade Anammox
prevaleceu durante todas as fases operacionais, mesmo sendo observado que o filo
Planctomycetes, apresentou diminuigdo de 76% na abundéancia relativa, neste filo, estdo
incluidas as bactérias funcionais Anammox (KUENEN, 2008b). Os niveis decrescentes
do filo Planctomycetes foram acompanhados pelos niveis crescentes do filo Chloroflexi,
como também observado no estudo de (WANG et al., 2019). Os filos Chloroflexi e
Bacteroidetes tem um papel importante no processo de granulacdo do lodo
(FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2013). Este processo, ¢ favorecido pela presenca de
matéria organica residual no reator, apoiando a producdo de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que atuam como importantes precursores na microbiota dos granulos
Anammox, adesdo e agregacao, beneficiando a formacéo e estabilidade da estrutura da
comunidade microbiana. A producédo de EPS é afetada pela CNA e afeta indiretamente a
caracteristica do lodo, eficiéncia de remocao de nitrogénio, comunidade de bactérias e
consorcios com outras bactérias (BONASSA et al., 2021a). O filo Cloroflexi apresentou
aumento de 4,41% para 10,06% e em consorcio com bactérias Anammox pode absorver
o material celular das bactérias Anammox em decomposicdo (KINDAICHI et al., 2012;
MENG; ZHOU; MENG, 2019a).

Membros do filo Chloroflexi incluem bactérias com metabolismo diversificado
que séo frequentemente encontradas em reatores Anammox (LEAL et al., 2016). Eles
podem degradar amido, agUcares e peptideos (HUG et al., 2013) e, portanto, podem estar
envolvidos na remocao de matéria organica observada no presente estudo. Dentro deste
filo, sequéncias relacionadas a Anaerolineacea, foram detectadas e apresentaram
aumento de 1,54% para 5,80% com o uso da agua residuéria real. Esta ordem é composta
por bactérias anaerdbias e heterotroficas que foram relatadas em diferentes ambientes
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incluindo reatores Anammox (LEAL et al., 2016). Microrganismos fermentativos do tipo
Anaerolineacea e Ignavibacteria (1,21 — 0,45%) participam da reducéo dissimilatoria de
N-nitrato para N-amoniacal (DNRA) oxidando macromoléculas organicas em pequenos
acidos organicos e Hz, enquanto reduzem N-nitrato a N-nitrito (DU et al., 2017; HU et
al., 2018). Um estudo recente sugeriu que o excesso de bactérias DNRA fermentativas
levou a um desempenho deteriorado do processo Anammox ao competir com o0 AnAOB
por N-nitrito e outras necessidades metabdlicas (KEREN et al., 2020).

Apesar da presenca de carbono organico ndo prejudicar a remocdo de NT do
sistema, ela foi desfavoravel ao crescimento dos géneros associados a atividade
Anammox, demonstrado pelo aumento de 3,69% para 8,66% na abundancia relativa das
Denitratisomas com concomitante diminuicao das espécies responsaveis pala oxidacao
do N-amoniacal como o género unidentified_SJA-28, de 48,61% para 41,82%. As
Denitratisomas sdo bactérias Gram-negativas e possuem metabolismo estritamente
oxidativo. Algumas espécies podem realizar metabolismo oxidativo através da respiracdo
de N-nitrato e N-nitrito, indicando sua participacdo como desnitrificantes. As condicdes
ideais de crescimento ocorrem entre 28 e 30°C e pH entre 7, e 7,2. A partir dos dados
fisicos-quimicos, observa-se que este aumento das desnitrificantes, se dd no momento em
que a desnitrificacdo via nitrato foi a rota responsavel por 11,7% da remoc¢édo de NT, ja
gue a amostra foi coletada ao final da Fase V (Figura 5.27).

O género Thauera, identificado como a bactéria funcional para desnitrificacéo
parcial com alta produgéo de N-nitrito em estudos anteriores (CAO et al., 2016a; DU et
al., 2017) foi detectada no presente estudo com abundancia muito baixa (0,04% e 0,00%),
indicando que a desnitrificacdo parcial que estava ocorrendo no reator ndo era realizada
por microrganismos deste género. Este resultado também foi observado por De Almeida
Fernandes et al. (2018).

Em relacdo as bactérias envolvidas na remocéo autotrofica de nitrogénio, bactérias
oxidantes de aménia (BOA), bactérias oxidantes de nitrito (BON) e bactérias Anammox,
0 género Nitrosomonas foi detectado com 0,32% na amostra A3 e decaiu para 0,17%
quando reator operou com agua residuaria real. Os organismos nitrificantes aerdbicos,
como Nitrosomonas, sdo anaerobios facultativos que também podem metabolizar N-
amoniacal e N-nitrito anaerobiamente, mas sua taxa metabdlica é pelo menos 30 vezes
menor que a do Ca. B. anammoxidans (SCHMIDT et al., 2003). Nitrosomonas spp. foram
0s BOA predominantes com abundéncias relativas entre 1-5% em reatores NP/A. A
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matéria organica é capaz de estimular o crescimento das bactérias heterotréficas que
competem com as BOA por oxigénio dissolvido. Embora algumas espécies de BOA,
como Nitrosomonas europaea, possa utilizar o piruvato, lactato e acetato para
crescimento anaerdbio, suas taxas maximas de crescimento sdo muito menores do que as
desnitrificantes que crescem em acetato (por exemplo, pma: 0,03-0,05 d? vs. 3.7 d !
(SCHMIDT, 2009). Com a adicao de glicose (C/N = 1), tanto a abundancia relativa quanto
a atividade de BOA em reatores NP/A diminuiram substancialmente (WEN et al., 2016).
Além disso, compostos organicos recalcitrantes (por exemplo, acidos hdmicos) em
efluentes de digestdo anaerdbia podem causar a desativacdo enzimatica ou limitacdo de
difusdo de BOA no processo NP/A (ZHANG et al., 2018). Nao foram detectadas bactérias
do género Nitrospira quando em &gua residudria sintética e com apenas 0,1% de
abundancia relativa na amostra com agua residuéria real, o que difere do crescimento
excessivo frequentemente relatado em reatores NP/A, correspondendo a 3-16% da
comunidade microbiana total, devido a dificuldade da supressdo das BON em reatores
NP/A (LIU et al., 2017).

A partir do balan¢o de massa realizado durante todo o periodo experimental,
constatou-se que a 82,1 = 6,0% da oxidacdo da amonia ocorreu através do processo
AnammoxX. E 0s géneros de maior abundancia relativa encontrados no reator R2 (Figura
5.29) foram unidentified_SJA-28, com 48,61% e 41,88% no inicio e fim da operacdo do
R2 e unidentified Fimbriimonadales com 11,03% e 17,39% no inicio e fim da operac&o,
ambos sdo responsaveis pela oxidagdo do N-amoniacal a N2 através do processo
Anammox. Microrganismos do género Candidatus Brocadia, que atuam diretamente no
processo Anammox, foram encontrados com baixa abundancia relativa nas amostras do
reator R2 (0,86 e 0,29%). A abundancia relativa destes microrganismos pode ter sido
afetada pela disputa entre as bactérias heterotroficas desnitrificantes (XIAO et al., 2021).
Estes géneros também foram encontrados no trabalho de Meng; Zhou; Meng., (2019b) ao
estudarem os impactos da variacdo da temperatura na remocdo de NT em reatores de

biofilme Anammox.
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Figura 5.29 - Taxa de abundancia relativa dos géneros encontrados nas amostras do
reator R2 (A3 e A4)
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A abundancia de filos e genes bacterianos também pode mudar ao longo da
operacdo dos reatores NP/A. Fan et al. (2020), demonstraram que de acordo com a
concentracdo de amonia (70 — 490 mg.NHs-N.L ™), a diversidade e abundancia relativa
da comunidade microbiana dos filos Planctomycetes, Proteobacteria e Chloroflexi
modularam o processo. Chini et al. (2020), observaram em um reator NP/A, tratando
aguas residuaria de abatedouro sob taxas de CNA progressivo de até 300 mg.NHz-N.L™!
(1,22 g.NL'.d"!) a 800 mg.NHs-N.L™! (3,27 g.NL'.d"!), mudancas na composicdo da
comunidade microbiana, que se adaptaram de acordo com a concentracdo de NT de cada
fase. Em maiores concentracdo de substrato, Planctomycetes, Proteobacteria e
Chloroflexi também foram detectados. Do filo Plactomycetes, observou-se maior
abundancia de Candidatus Brocadia, como principal género de bactérias Anammox.
Como ja apresentado, no presente estudo, 0 CNA varioude 1,6 a6,3 g.NL'.d"!, e os filos
predominantes, foram Chlorobi, Proteobaceria e Armatimonadetes.

A aplicacdo de altas carga de nitrogénio podem estimular a atividade de
Anammox, produzindo mais produtos microbianos soltveis (PMS) para bactérias DNRA
fermentativas, que por sua vez repdem N-nitrito para o meio reacional (KEREN et al.,
2020). No presente trabalho, microrganismos da familia Anaerolineaceae, que participam
da DNRA, aumentaram (As: 1,57 para As: 5,83) com o aumento da CNA e CNR.
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Entretanto, diferindo do esperado, as bactérias AnAOB, que podem ser também
representados pela familia Brocadiaceae, diminuiram (As: 0,86 para As: 0,29) com o
aumento da CNA e CNR.

Processos combinados como NP/A e desnitrificagdo parcial Anammox (DP/A)
dependem de extensa coopera¢do metabodlica entre AnAOB e outros grupos microbianos
para alcancar a remocéo eficiente de nitrogénio. Os reatores Anammox convencionais
podem atingir a eficiéncia de remocdo de nitrogénio superior a 70% com a adicdo de
acetato (C/N: 0,5-1,4). Em todos os reatores Anammox, especialmente aqueles sob
condigdes convencionais, 0 ANAOB representou apenas 0,1-38% de toda a comunidade,
deixando o restante dominado por outras populacdes (XIAO et al., 2021). E por isso, 0s
efeitos dos compostos organicos no metabolismo das populacBes coexistentes e suas
interagdes metabolicas com AnAOB tém recebido mais atengdo atualmente.

As associagOes funcionais de remocdo de nitrogénio que podem descrever 0s
processos existentes no reator R2 (Figura 5.30) sdo: Os microrganismos
unidentified_SJA-28 e unidentified Fimbriimonadales utilizam o N-amoniacal (fornecido
pela agua residuaria) e N-nitrito (fornecido pelas Nitrosomonas - quando no R1 e pelas
Denitratisomas) para gerar N2 gasoso. O N-nitrato e 0s produtos microbianos sollveis
(PMS) fornecidos pelas unidentified_SJA-28 e unidentified Fimbriimonadales podem ser
utilizadas como substrato para as Limnobacter e Bryobacter, que por sua vez protegem
as unidentified_SJA-28 e unidentified Fimbriimonadales da inibicdo por oxigénio e
matéria organica. Em resumo, as bactérias Anammox (unidentified_SJA-28, unidentified
Fimbriimonadales e Candidatus Brocadia) podem sobreviver no ambiente com matéria
organica, devido a interacBes positivas com algumas bactérias heterotroficas
(Limnobacter e Bryobacter), que podem proteger as Anammox em ambientes hostis
(WANG et al., 2018).
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Figura 5.30 Interacdes propostas entre as principais associagdes funcionais de remocao
de nitrogénio no sistema NP/A.
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6 Conclusao

Um sistema NP/A de dois estagios foi investigado para remog&o de nitrogénio de
um efluente real de fabrica de racdo animal, pré-tratado em um reator UASB. Constatou-
se que, para o0 bom funcionamento do sistema, € fundamental a ocorréncia da nitrificacéo
parcial no reator R1, que ndo foi alcancada no presente trabalho, o que resultaria em
concentragOes de N-nitrito e N-amoniacal no efluente préximas a razdo estequiométrica
ideal para que ocorra a reagdo Anammox.

Para o processo de nitrificacdo parcial, foram testadas duas configuragdes. Na
primeira, foi usado reator de biomassa aderida (reator de leito estruturado) e na segunda,
optou-se pelo reator de biomassa suspensa. O uso do reator de leito estruturado (R1.1) se
mostrou ineficiente devido a impossibilidade de controle do tempo de retengéo celular,
que prejudica o crescimento dos microrganismos BOA e dificulta a lavagem dos

microrganismos BON. Nas condicdes estudadas, ambas as configuracfes ndo levaram a
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oxidacdo de parcela da amonia a nitrito, nas concentracdes estequiométricas, para
ocorréncia a manutencao do processo Anammaox.

Diferindo do esperado, as analises microbioldgicas, revelaram que o reator de
biomassa suspensa apresentou maior diversidade de espécies quando comprado ao reator
de biomassa aderida. A presenca de microrganismos heterotroficos desnitrificantes foi
predominante em todas as situacOes avaliadas, revelando que a existéncia de matéria
organica, mesmo em baixas concentracdes, pode facilitar o crescimento destes
microrganismos, j& que possuem vantagens metabdlicas quando comparados aos
microrganismos autotroficos.

A dificuldade no controle da concentracdo de OD no meio reacional e a
indisponibilidade de alcalinidade na concentracdo adequada foram alguns dos fatores que
prejudicaram o desempenho dos reatores R1.1 e R1.2. Foi comprovado que varios fatores
ambientais influenciam no processo de nitrificagdo parcial. O estudo da influéncia desses
fatores isoladamente e combinados é de grande importancia para o desenvolvimento da
tecnologia NP/A. Mais pesquisas Sd0 necessarias para investigar a baixa taxa de
abundancia relativas de microrganismos BOA e a atividade indesejada de BON no estagio
de nitrificacdo parcial.

O reator Anammox foi submetido a cargas nitrogenadas de 1,3a6,3gN L '.d!
e apresentou remocdo consistente de NT, acima de 80% de eficiéncia independente do
CNA, desde que a relacdo estequiométrica de N-nitrito e N-amoniacal fosse respeitada.

No reator R2, o processo Anammox foi a principal via de remogéo de nitrogénio,
responsavel por, em média, 82,1 + 6,0% da remocéo total de NT durante todo o periodo
experimental. A desnitrificacdo heterotrofica ocorreu no reator R2, devido a presenca de
matéria organica residual no efluente do reator nitrificante (R1). Esta via ndo afetou
significativamente o desempenho do sistema. Em vez disso, permitiu que o efluente fosse
polido, com uma remog¢do média de DQO de 85,4 + 20,6% sendo observada no reator R2.

Analises de biologia molecular revelaram que o uso de aguas residuais reais
favoreceu o crescimento de bactérias heterotr6ficas em conjunto com microrganismos
Anammox.

O processo Anammox mostrou-se robusto e resiliente quando aplicado a aguas
residudrias reais de processamento de racdo animal que ainda contenham matéria

organica residual.
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