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RESUMO

A agropecuaria desponta como um dos setores de maior expressao no
pais, e apesar de exercer extrema importancia econdémica e social, €
apontada como uma das principais atividades do agronegdcio brasileiro
responsavel pelo impacto ambiental das &aguas superficiais e subterréa-
neas. Considerando a remocéo biol6gica de nitrogénio, o processo de
desamonificacdo — que combina o processo de nitritacdo parcial com o
processo ANAMMOX em um Unico reator — surge como uma alternati-
va promissora para a eliminagéo de altas cargas de nitrogénio em efluen-
tes agropecuarios. Apesar de muito estudado nos Gltimos anos, ainda
existem desafios em torno da implementacdo e comportamento operaci-
onal desse processo. Sabendo disso, o principal objetivo deste trabalho
foi avaliar a partida e estabelecimento do processo de desamonificagdo,
bem como o estudo cinético das bactérias envolvidas, em um sistema de
reator Gnico com biomassa suspensa em escala laboratorial para a remo-
¢do de nitrogénio a temperatura ambiente. O reator foi inoculado com
uma concentracio de aproximadamente 2400 mgSST L™ de biomassa
nitrificante + ANAMMOX em uma respectiva proporc¢do de 58:200 (v v’
1) e alimentado com afluente sintético composto por aménio, macro e
microelementos. Os modelos matematicos de Andrews, Edwards | e
Monod, foram respectivamente os que melhor representaram o compor-
tamento da biomassa nitrificante, ANAMMOX e do reator de desamoni-
ficacdo durante os ensaios cinéticos realizados. O processo de desamoni-
ficacdo foi estabelecido apds o 52° dia de operagéo do reator, utilizando
a limitacdo de OD como grandeza operacional para o controle das velo-
cidades de oxida¢do da amo6nia em uma concentracdo de 0,14 + 0,03
mgO, L, trabalhando com uma carga de nitrogénio aplicado de 0,5454
kgN m™ d*, atingindo uma eficiéncia de remoc&o de aménia de 83,38 +
0,04 % e remogdo de nitrogénio total de 57,93 £ 0,05 %. Simultanea-
mente, 0 sistema mostrou ser uma ferramenta eficiente na reducdo de
gases de efeito estufa, emitindo concentra¢fes insignificantes de N,O
durante o experimento. A analise de FISH e gPCR demonstraram que a
maior parte dos microrganismos presentes no reator sdo do grupo das
BOA e ANAMMOX, o que torna a hiomassa do reator bastante enrique-
cida sem a necessidade de selecdo prévia de microrganismos.

Palavras-chave: Desamonificacdo. Remocéo de nitrogénio. Estudo
cinético.






ABSTRACT

The livestock production has emerged as one of the largest expression
chains in the Brazil, despite exercing extreme economic and social im-
portance, is considered one of the main activities of the Brazilian agri-
business with potential environmental impact of surface and groundwa-
ter. Considering the biological nitrogen removal, the deamonification
process — which combines partial nitritation and ANAMMOX process in
a single reactor — emerges as a promising alternative for nitrogen elimi-
nation at high loading rates in agricultural effluents. Although much
studied in recent years, there are still challenges around the implementa-
tion and operational behavior of this process. The aim of this study was
to evaluate the start-up and establishment of the deamonification pro-
cess, as well as the kinetic study of its bacteria, in a single reactor sys-
tem with suspended biomass at laboratory scale for nitrogen removal at
room temperature. The deamonification reactor was inoculated with a
nitrifying and ANAMMOX sludge at 2400 mgSST L™ in a respective
ratio of 58:200 (v v'*) and fed with synthetic medium composed of am-
monium, macro and microelements. Mathematical models of Andrews,
Edwards | and Monod were, respectively, the ones that best represented
the biomass behavior of nitrifying, ANAMMOX and DMX reactor dur-
ing the kinetic experiments performed. The deamonification process was
established after 52th day of reactor operation, using DO limitation as
the operating parameter to control the rate of ammonia oxidation in a
concentration of 0,14 + 0,03 mgO, L™, working a nitrogen loading rate
of 0,5454 kgN m™ d, reaching an ammonia removal efficiency of
83,38 + 0,04 % and total nitrogen removal efficiency of 57,93 + 0,05 %.
Simultaneously, the system proved to be an effective tool in reducing
greenhouse gases, emitting negligible N,O concentrations during the
experiment. The FISH and gPCR analysis showed that the reactor bio-
mass proved quite enriched without the needing of selection of microor-
ganisms.

Keywords: Deamonification. Nitrogen removal. Kinetic study.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, as cadeias produtivas das mais diversas areas
vém sofrendo pressfes quanto aos impactos ambientais que causam. Por
sua vez, a agropecuaria desponta como uma das atividades de maior
expressao no pais, e apesar de exercer extrema importancia econémica e
social, é apontada como uma das principais atividades do agronegécio
brasileiro responsavel pelo impacto ambiental das dguas superficiais e
subterréneas.

Os problemas ambientais causados pelos impactos da agropecua-
ria comegaram a aparecer na medida em que foram adotados os Siste-
mas de Producdo de Animais Confinados (SPACs). Esse modelo de
producdo concentra um grande nimero de animais em pequenas areas,
objetivando a diminuigéo dos custos produtivos e melhoria nos controles
sanitarios (KUNZ et al., 2009). Em contrapartida, um grande volume de
efluente é gerado na atividade produtiva e, associado a elevada concen-
tracdo de nutrientes (principalmente o nitrogénio e fdsforo) presentes
nos dejetos dos animais, tornaram-se o principal desafio de manejo da
atividade.

Uma das técnicas amplamente utilizadas com os efluentes agro-
pecuarios é a estocagem e disposicéo final no solo como biofertilizante.
Contudo, a emissdo de gases durante a estocagem em lagoas de armaze-
namento e a sobrecarga de nutrientes e metais no solo devido a disposi-
¢do inadequada, sdo questdes que tem limitado a utilizacdo da técnica.

Com relagéo ao nitrogénio, o principal problema do mesmo como
contaminante dos ecossistemas aquaticos e terrestres reside no potencial
toxico da aménia (NHz) para os peixes e na eutrofizagdo de ambientes
Iénticos e l6ticos que 0 mesmo causa quando, em conjunto com o fosfo-
ro, é disponibilizado para as plantas. Além disso, os compostos de nitro-
génio nos seus diferentes estados de oxidacdo, podem constituir graves
riscos para a salde humana, como indugdo a metahemoglobinemia (po-
pular “sindrome do bebé azul”) e a formagdo de nitrosaminas de conhe-
cido poder carcinogénico e mutagénico.

Nas aguas residuarias da agropecudria, a maior parte do nitrogé-
nio encontrado esta sob forma de nitrogénio amoniacal (NH; e NH,") e
nitrogénio organico (uréia, aminoacidos e proteinas). Porém, dependen-
do das condig¢bes do meio, pode também ser encontrado em suas formas
oxidadas: nitrito (NO;") e nitrato (NO3).

Para minimizar os impactos causados pela falta de manejo e con-
trole, os sistemas bioldgicos para remogdo de compostos nitrogenados
tém sido amplamente estudados (ZHU et al., 2008; METCALF &
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EDDY, 2003) e, preferencialmente, adotados no tratamento de aguas
residudrias. 1sso porque podem atingir elevadas eficiéncias de remogdo
das espécies nitrogenadas com baixo preco relativo e pouca mao-de-
obra, quando comparados a alguns processos de tratamento fisico-
quimicos (EPA, 1993).

Geralmente, o tratamento bioldgico para remocao de nitrogénio
envolve o processo convencional de nitrificacdo autotréfica e desnitrifi-
cacdo heterotréfica. No entanto, se utilizado, esse processo demanda
grande quantidade de oxigénio e alcalinidade para completar o ciclo de
remogdo. Sabendo disso, as pesquisas recentes em remogdo de nitrogé-
nio estdo voltadas para melhorar a eficiéncia e reduzir custos, otimizan-
do as estratégias de tratamento disponiveis ou buscando o desenvolvi-
mento de novos processos capazes de eliminar altas cargas de nitrogénio
nas aguas residudrias. Via de regra, estes novos processos buscam reali-
zar a eliminacdo do nitrogénio utilizando nitrito como aceptor de elé-
trons e ndo o nitrato (ZHANG et al., 2011; YANG e YANG, 2011;
YAMAMOTO et al., 2006).

Recentemente, com base nas metodologias de identificagdo de
micro-organismos e no tipo de metabolismo desenvolvido por popula-
cOes especificas, foi descoberta a possibilidade da ocorréncia de uma
mistura de processos em um mesmo reator, no qual as bactérias aerébias
oxidadoras de aménia (BOA) encontram-se em situacdo de simbiose
com as anaerdbias (ANAMMOX), perfazendo um consércio mais efeti-
vo para eliminacdo do nitrogénio (SLIEKERS et al., 2002).

Esse processo, denominado desamonificagdo (DMX), trata-se de
um novo segmento do ciclo do nitrogénio que combina o processo de
nitritacdo parcial com o processo ANAMMOX, ambos operando em
conjunto e em um mesmo reator. Em termos de reac&o, o processo DMX
consiste na oxidagdo parcial da ambnia a nitrito (pela atividade das
BOA) sob condicbes de oxigénio limitado e, subsequentemente, na con-
versdo do nitrito produzido junto com parte do amdnio remanescente a
nitrogénio gasoso (pela atividade de bactérias ANAMMOX), com uma
pequena producdo de nitrato.

A grande vantagem desse sistema reside na simplicidade de um
Unico reator para a completa remocéo de nitrogénio via nitrito e na utili-
zacdo do carbono inorganico como fonte para o crescimento celular, o
gue torna o processo completamente autotréfico. Ainda, devido a lenta
velocidade de crescimento das bactérias envolvidas no processo, o
mesmo produz pouco volume de lodo, além de preservar parte do oxigé-
nio durante a nitritacdo parcial, reduzindo os custos com tratamento
quando comparado ao processo convencional de nitrifica-
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cdo/desnitrificacdo (JETTEN et al., 2001; STROUS et al., 1998; VAN
DE GRAAF et al., 1996).

Usualmente, as pesquisas relacionadas a esse processo tém sido
conduzidas a elevadas temperaturas (30-35°C) (VEYS et al., 2010), pois
as mesmas favorecem a atividade de ambas as bactérias. No entanto,
estudos recentes vém tornando economicamente atrativa a possibilidade
de operar o processo em temperaturas mais baixas (25°C), mesmo que a
eficiéncia de remocao de nitrogénio seja reduzida (CHANG et al., 2013;
CUI, 2012).

Embora muito estudado nos Gltimos anos, devido ao resultado do
envolvimento de reacBGes bioquimicas complexas e diversos micro-
organismos no processo, ainda existem desafios em torno da implemen-
tacdo do sistema em grande escala. Isso porque a influéncia de fatores
externos como a concentracdo de substrato, bem como o crescimento
bacteriano e otimizacdo operacional ainda ndo estdo totalmente claros
nos trabalhos conduzidos em escala de laboratério, podendo causar ini-
bicdo ou desequilibrio do sistema. Sabendo disso, 0 estudo da cinética e
modelagem do processo de desamonificagdo podem ser ferramentas
valiosas para melhor compreender e utilizar essa tecnologia no futuro de
forma mais eficiente.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a partida e estabelecimento do processo de desamonifica-
¢do, bem como o estudo cinético das bactérias envolvidas, em um siste-
ma de reator Uinico com biomassa suspensa em escala laboratorial para a
remocao de nitrogénio a temperatura ambiente.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver e monitorar reatores para producdo e enriqueci-
mento de biomassa nitrificante e ANAMMOX para utilizacéo
como fonte de indculo;

- Partir, operar e estabelecer o processo de desamonificacdo em
um sistema de reator Unico com biomassa em suspensdo a tem-
peratura ambiente;
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Realizar ensaios de atividade especifica nitrificante, ANAM-
MOX e de desamonificacdo para modelagem matematica e ob-
tencdo de parametros cinéticos;

Caracterizar a hiomassa presente no reator DMX por analise de
FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation) e gPCR (reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A AGROPECUARIA E O MEIO AMBIENTE

A globalizacdo das cadeias produtivas fez com que fosse difundi-
do um mesmo padrdo de producdo em todo 0 mundo. Essa homogenei-
zacdo da atividade faz com que um pais, para permanecer competitivo,
minimize os custos de producdo, otimize a produtividade e persiga pa-
drdes de qualidade da matéria-prima estabelecidos pelo mercado inter-
nacional (VON SPERLING, 2005).

Neste contexto, a agropecuaria brasileira, a exemplo de outros se-
tores produtivos do agronegdcio, cresceu significativamente nos Gltimos
anos, ocupando lugar de destaque na matriz produtiva do pais e se des-
tacando como uma atividade de extrema importancia no ambito econd-
mico e social (PALHARES, 2011; GASQUES, 2004). Essa condicdo
tornou o Brasil um dos maiores produtores do mundo (USDA, 2013),
acoplando nessa atividade um de seus pilares de desenvolvimento.

Foi decisiva para alavancar esse cenario industrial a implantagéo
do regime de integracdo em SPACs, no qual as agroindustrias partici-
pam com a assisténcia técnica e insumos e os criadores com as instala-
¢cbes e méo de obra (HHIBAR, 2010). Contudo, como consequéncia da
intensificacdo da producdo mediante o aumento de numero de animais
por unidade de area, novas pressdes sobre 0 meio ambiente em relacdo
ao impacto ambiental altamente negativo estdo acontecendo (WILLI-
AMS, 2002; KUNZ et al., 2009, HHIBAR, 2010). Isso porque apesar do
atual modelo de criagdo em SPACSs ser reconhecidamente de alta produ-
tividade e regularidade de producéo, o setor gera grandes quantidades de
efluentes, que associados a alta concentracdo de matéria orgénica e nu-
trientes sdo responsaveis pelos principais impactos causados aos ecossis-
temas aquaticos e terrestres (SPELLMAN e WHITING, 2007).

A geracdo de grandes volumes de efluentes é fortemente vincula-
da ao grande desperdicio de agua nas instalacdes, o que propicia pro-
blemas de manejo, armazenamento, distribuicdo e poluicdo ambiental
(HHIBAR, 2010).

Segundo Palhares (2011), o consumo de &gua nos sistemas de
producéo de suinos pode chegar a 810 L animal™ més™. Ja nos sistemas
de producdo de frango de corte estima-se 8,58 L animal™ més™ (BEL-
LAVER, 2003) e por fim, na criagdo de bovinos, sdo estimados 1.550 L
de agua consumidos mensalmente por cada animal confinado (MANSO
e FERREIRA, 2007). Em sintese, na Tabela 1, s@o apresentados valores
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médios para a producéo diaria de dejetos de acordo com a categoria e 0
tipo de animal.

Tabela 1 — Producdo média diaria de dejetos gerados nas diferentes fases
produtivas por tipo de animal.

Dejetos gerados

Animal Categoria (L d* animal™)
25-100 kg 7,00
Porcas em gestagéo 16,00
Suinos Porcas em lactacdo 27,00
Machos 9,00
Leitbes desmamados 1,40
BOVinos Terminag_éo 29,61
Em crescimento 22,93
Vacas em lactacdo 67,96
Bovinos de leite Vacas secas 36,81
Novilha 22,09
Frangos de corte 0,10
Aves Peru Macho 0,28
Peru Fémea 0,16
Pato 0,16

Fonte: (Adaptado de ASAE, 2005).

Para a reducdo desse volume, o controle de desperdicios de agua
e aplicacdo de conceitos baseados em produgdo mais limpa na pecuaria
brasileira tem muito no que melhorar para poder ser comparada a dos
centros produtores mais adiantados, que se caracterizam pelo rigor no
controle de eventos geradores de desperdicios (WILLIAMS, 2002). No
Brasil, devido a falta de controle nesse aspecto, as aguas residuarias
devem ser tratadas como forma de mitigar os impactos ambientais que
causam (KUNZ et al., 2009).

O procedimento comumente utilizado é o da acumulacdo dos de-
jetos para posterior disposicdo nos solos como fertilizantes. Durante
muito tempo essa técnica foi predominantemente utilizada como manejo
em todo mundo, por ser um método de descarte econdmico e por conter
altos niveis de nutrientes que séo vistos pelo homem como Uteis para a
fertilizaclo da terra (GRADY et al., 1999; DARTORA et al., 1998).

As aplicagdes de dejetos brutos no solo, seja pelo uso de equipa-
mentos transportadores, seja pelo uso de equipamentos de irrigacao,
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deve levar em consideracdo os tipos de solo e suas capacidades de uso
especifico (balanco de massa solo x planta), para se evitar os desequili-
brios quimicos, fisicos e biolégicos no meio, além da contaminagéo dos
recursos hidricos (CERVANTES, 2009; SAMPAIO et al., 2010).

Quando lancadas sem um correto tratamento, os dejetos da pecua-
ria favorecem o crescimento de micro-organismos, diminuem o oxigénio
dissolvido da &gua (fruto da alta atividade microbiana), causam a eutro-
fizacdo de aguas de superficie (pelo aporte de N e P), beneficiam o im-
pacto de antibidticos e desinfetantes em comunidades da microbiota da
terra, possuem potencial de disseminacao de patdgenos, além da presen-
¢a de maus odores e do aparecimento de vetores de contaminagdo como
insetos e roedores, dentre outros problemas (HHIBAR, 2010,
BURKHOLDER et al., 2007).

Os elevados niveis de contaminacéo dos efluentes agropecuérios
estdo diretamente relacionados & sua caracteristica, que além da signifi-
cativa concentracdo de matéria organica, possui uma elevada concentra-
¢do de nutrientes e uma ampla variabilidade, dificultando uma generali-
zacdo dos valores mais comuns conforme os dados da Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo média dos efluentes agropecudrios de acordo
com o tipo de animal.

Variaveis Tipo de animal*
(kg dejeto/1000kg  Gadode  Gadode Frango de Suino
de animal vivo) leite corte corte
Dejeto total 86,0 58,0 85,0 84,0
Solidos Totais 12,0 8,50 22,0 11,0
Solidos Volateis 10,0 7,20 12,0 8,50
DBO 1,60 1,60 * 3,1
DQO 11,0 7,80 16 8,40
pH 7,0 7,0 * 75
N-NTK 0,45 0,34 11 0,52
N-NH; 0,079 0,086 * 0,29
P-Total 0,094 0,092 0,3 0,18

Todos os valores em peso imido
*Na&o analisado

Fonte: Adaptado de KUNZ et al., 2008.

Sabendo disso, ja ndo se pode mais omitir ou desconsiderar a es-
cassez de terras e sobrecarga de dejetos por unidade de area nas proprie-
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dades produtivas. Convém destacar que a polui¢do por aguas residuarias
agropecuarias vem se agravando nos principais centros produtores, pois
armazenagem e distribui¢do ndo significam tratamento. Por isso, existe a
necessidade de se buscar outras alternativas de reciclagem que ndo de-
pendam do uso de dejetos como fertilizante em lavouras (SCHMIDELL,
2007).

Também j& ndo se pode negar a crescente percepcao de que a po-
luicdo ambiental causada pelas atividades produtivas devera ser tratada
dentro de uma visdo mais abrangente que envolva os conceitos de sus-
tentabilidade ambiental. A busca pelo tratamento dos efluentes deve ser
fundamentada ndo somente para a redugdo do impacto causado ao meio
ambiente, mas também para reutilizacéo do efluente tratado, com o obje-
tivo de diminuir o consumo de &gua tratada nos sistemas produtivos
(SEGANFREDO, 2007).

Devido a isso, 0 grande desafio resulta em utilizar corretamente
0s dejetos e tratar o excesso de acordo com os padrdes de emissdo da
Legislacdo Ambiental em vigor. Sabe-se que os pardmetros cobrados
pela legislagdo estdo se tornando cada vez mais restritivos, bem como na
maioria dos casos ndo ha disponibilidade de areas cultivaveis que viabi-
lizem a disposicéo dos efluentes no solo. Assim, se faz necessario 0 uso
de estratégias de tratamento com capacidade de remover elevadas cargas
de nutrientes, a fim de evitar possiveis contaminagdes no ambiente e
cumprir com a legislagéo vigente (CONAMA, 2011).

Os principais objetos de preocupacéo, pelo menos neste momen-
to, devem ser o nitrogénio e o fésforo, pelo seu alto impacto ambiental
sobre o solo e a 4gua. A remocdo de fosforo ja se encontra consolidada,
e pode ser facilmente realizada por processos quimicos (precipitacao),
evitando o acumulo deste composto no solo e ainda favorecendo seu uso
como biofertilizante (FERNANDEZ et al., 2012). Quanto ao nitrogénio,
este € 0 nutriente que exige maiores cuidados, pois além de limitar
(quando em falta) o desenvolvimento da maioria das culturas agricolas,
é mais suscetivel a transformacdes bioldgicas e perdas gasosas, seja na
armazenagem ou no solo, o que torna sua remocao ainda mais complexa
(BURKHOLDER, 2007).

2.2 PROBLEMA AMBIENTAL DO NITROGENIO

No sistema aquatico, inimeras, complexas e naturais a¢des ocor-
rem e deverdo sempre ocorrer para se ter o que se chama de sistema em
equilibrio. No caso do ciclo de nitrogénio, essas a¢bes sdo realizadas por
uma complexa combinagdo de reagfes quimicas e bioquimicas envol-
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vendo varios micro-organismos (ZHU et al., 2008; CERVANTES et al.,
2009).

O nitrogénio é um nutriente que esta presente na natureza sob di-
versas formas e estados de oxidacdo, sendo as espécies quimicas de
maior relevancia o nitrogénio orgéanico dissolvido e particulado, o nitro-
génio amoniacal (NHs/NH,"), nitrito (NO,) e nitrato (NO3) (BAILEY
et al.,2002; GERARDI, 2006).

De uma forma geral, as substancias organicas nitrogenadas po-
dem ser degradadas por sistemas microbianos gerando NHa, enquanto
gue o nitrogénio gasoso (N) pode ser convertido em outra forma, prin-
cipalmente NHs, por bactérias fixadoras de nitrogénio. A amdnia ainda
pode ser assimilada pelas bactérias ou oxidada a nitrito, o que ocorre
com certa frequéncia em efluentes na presenca de oxigénio. Na Figura 1
estdo representadas as transformacdes dos compostos nitrogenados no
ciclo do nitrogénio, resultantes do metabolismo microbiano nos proces-
sos de fixacdo, nitrificacdo, desnitrificacdo, reducdo desassimilatéria do
nitrato e reducdo assimilatoria do nitrito (YE e THOMAS, 2001; SIAS
et al., 1980).

Figura 1 — Representacdo esquematica das reagGes envolvidas no ciclo
do nitrogénio.
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Fonte: (Adaptado de YE e THOMAS, 2001).
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Em solucdo aquosa, a relagdo entre a concentracdo das duas for-
mas de nitrogénio amoniacal, NH; e NH,4", é atribuida ao pH e & tempe-
ratura da solucdo. O equilibrio ocorre a pH 9,25 onde se estabelece 50%
de ambas as formas. Em pH abaixo do ponto de equilibrio, h& a predo-
minancia do ion NH,4", ja em valores de pH acima de 9,25 o equilibrio é
deslocado para formagdo de NH; (METCALF e EDDY, 2003).

Sabendo disso, pode-se conhecer a presenca e estimar o grau de
estabilizacdo da matéria organica presente em efluentes pela verificacao
da forma como estéo presentes 0s compostos de nitrogénio na agua resi-
dudria. O nitrogénio presente nos dejetos frescos de animais esta quase
todo combinado sob a forma de proteina e uréia, sofrendo oxidagdo
primeiramente para amdnia, depois para nitritos e por ultimo para nitra-
tos, sua forma mais estavel e oxidada (METCALF e EDDY, 2003).

Quanto a problemética ambiental, elevadas concentrages de ni-
trogénio amoniacal podem ter graves implicacdes ecoldgicas, como por
exemplo, influenciar fortemente a dindmica do oxigénio dissolvido no
meio, uma vez que para oxidar 1 mg de NH; séo necessarios 4,6 mg de
0, (CERVANTES, 2009). Além disso, sob o ponto de vista de salde
publica, os compostos de nitrogénio nos seus diferentes estados de oxi-
dacdo podem constituir graves riscos para a saide humana. O nitrato
pode causar metahemoglobinemia (popular “sindrome do bebé azul”),
fruto da reducdo do NOs  a NO,™ por bactérias do trato intestinal e con-
sequente oxidacdo do Fe?* a Fe*" da hemoglobina, formando metahe-
moglobina que é incapaz de se ligar ao O,, impedindo assim as trocas
gasosas no organismo humano. O nitrito ainda pode se combinar com
aminas secundarias, provenientes da dieta alimentar, formando nitrosa-
minas que apresentam sabido poder carcinogénico e mutagénico (BIT-
TON, 2005).

Além disso, as formas de nitrogénio (juntamente com o fésforo)
podem ser disponibilizadas para as plantas aquéticas, contribuindo para
eutrofizacdo de ambientes Iénticos e l6ticos, bem como o acumulo de
nutrientes e metais no solo (SANT'ANNA Jr, 2010; BITTON, 2005).

Frente aos riscos ambientais, as aguas residudrias das atividades
agropecuarias necessitam atender a rigorosos padrdes de concentracdo
de nitrogénio para serem descartados ao final do tratamento. Em virtude
disso, sdo crescentes as exigéncias quanto aos critérios de manejo de
dejetos, tornando-se significativamente mais restritivos e acarretando a
necessidade da evolugdo nos processos de tratamentos de efluentes que
conduzam a uma redugdo satisfatoria na concentragdo de nutrientes
(GRADY et al., 1999; CONAMA, 2011).
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2.3 PROCESSO CONVENCIONAL PARA REMOCAO BIOLOGICA
DE NITROGENIO

Dentre as alternativas para remogdo de compostos nitrogenados
nas aguas residudrias, os processos bioldgicos se sobressaem econémica
e tecnicamente pela elevada eficiéncia e menor custo operacional, além
da facilidade em remover carbono, quando comparados a alguns proces-
sos fisico-quimicos (EPA, 2003).

A forma mais convencional de eliminagdo do nitrogénio de uma
agua residuaria consiste na nitrificacdo autotréfica e desnitrificacdo
heterotrdfica. Na nitrificacfo, as bactérias oxidadoras de aménia (BOA)
oxidam amonia a nitrito e em seguida, as bactérias oxidadoras de nitrito
(BON) oxidam o nitrito a nitrato. Subsequentemente, ocorre a desnitrifi-
cacdo devido a conversdo do nitrato a nitrogénio gasoso (N;) (GRADY
etal., 1999).

2.3.1 Nitrificacéo

A nitrificacdo é entendida frequentemente como a etapa limitante
da remocdo de nitrogénio, além de ser de vital importancia para 0s no-
vos processos de tratamento, motivo pelo qual é a etapa mais estudada
dentre os processos (BITTON, 2005; CERVANTES, 2009; METCALF
e EDDY, 2003).

O processo de nitrificacdo consiste na conversdo do nitrogénio
amoniacal a nitrato, ocorre em aerobiose (0 oxigénio é usado como
aceptor de elétrons) pela mediacdo de bactérias especificas e é realizado
em dois passos sequenciais. No primeiro, denominado nitritacdo, ocorre
a oxidacdo da aménia & nitrito, frequentemente pela acéo de bactérias do
género Nitrosomonas (pertencentes ao grupo das BOA) (Equacédo 1). No
segundo, denominado nitratagdo, ocorre a conversao do nitrito a nitrato,
frequentemente por bactérias do género Nitrobacter (pertencentes ao
grupo das BON) (Equagdo 2) (SCHMIDELL e SPILLER, 2005).

Nitritacdo
NH," + 1,50, —> NO, +2 H" + H,0 Equacéo 1

Nitratacdo
NO, + 050, —> NO5 Equacéo 2
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Segundo Henze et al. (1997) a equacdo que determina a reacdo da
oxidacdo da aménia a nitrato, como sendo uma Unica etapa, € apresenta-
da na Equacéo 3.

NH," +1,86 O, + 1,98 HCO; —> Equac&o 3
0,02 CsH;NO, + 0,98 NO5 + 1,88 H,CO; + 1,04 H,O

Essas bactérias sdo autdtrofas, ou seja, utilizam o didxido de car-
bono (CO,) como fonte de carbono e quimiolitotréficas, pois oxidam
compostos inorganicos para a obtencdo de energia, caracterizando-se
por serem bactérias de crescimento lento, o que obviamente traz conse-
guéncias no que se refere as velocidades de conversdo de substrato em
células (GRADY et al., 1999).

Outra observacgdo importante é que, conforme ilustra a Equacéo 1,
a primeira dessas etapas gera H', ou seja, apresenta tendéncia a consu-
mir alcalinidade, de forma a se ter queda do pH, o que pode limitar a
velocidade do processo. Embora parega bastante simples, este processo
precisa ocorrer sob condi¢des controladas, caso contrério os proprios
produtos do metabolismo destas bactérias causardo aumento de toxici-
dade no meio, 0 que é muito nocivo para as mesmas (BITTON, 2005).

No mesmo contexto, alguns compostos podem provocar inibicao
do processo de nitrificacdo. Esta inibicdo pode ocorrer através da inter-
feréncia com o metabolismo celular e logo com as reagfes envolvidas
nos processos. O resultado é a diminuicdo da capacidade metabdlica da
biomassa e consequente reducdo de eficiéncia do processo. Por isso, €
de extrema importancia conhecer a cinética do processo e os efeitos que
os interferentes causam na conversdo do nitrogénio amoniacal, tendo
principal atencdo com os efeitos da temperatura, pH e oxigénio dissolvi-
do (SCHIMIDELL et al., 2007).

2.3.2 Desnitrificagdo

A desnitrificacdo é uma reducédo biolégica do nitrato gerado na
nitrificacdo para N, a forma mais estavel do nitrogénio, em condicdes
de auséncia de oxigénio. Este € um processo redutivo e desta maneira é
uma forma de respiracdo anaerébia, podendo ocorrer em diversos ambi-
entes e utilizar diferentes fontes de carbono orgénico como doadores de
elétrons para desnitrificacdo. A estequiometria do processo utilizando
metanol como material organico durante a desnitrificacdo esta descrita
na Equacdo 4 (WEF, 2005). No entanto, outras fontes de carbono como
acido acético e etanol também podem ser usadas.
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6 NO3 + 5 CH30H + H,CO3—> 3N, + 8 H,O + 6 HCO;  Equacéo 4

Segundo Wrage et al. (2001), os micro-organismos responsaveis
pela desnitrificacdo sdo anaerdbios facultativos, ou seja, sdo capazes de
utilizar tanto o oxigénio como o NO3; e NO, como aceptores de elé-
trons. Devido a isso, 0 processo pode deixar de consumir 0 nitrogénio
oxidado mesmo em baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, 0 que
limitaria a eliminacdo do mesmo pelo processo de nitrifica-
cdo/desnitrificacdo. Quanto aos intermediarios do processo de desnitrifi-
cacgdo, o éxido nitrico (NO) e 6xido nitroso (N,0), sdo produtos gasosos
e se acumulam no meio quando suas enzimas sdo inibidas, principal-
mente em baixos valores de pH.

Além disso, a desnitrificacdo é importante especialmente para
afluentes com baixa alcalinidade natural. Isso porque a perda de alcali-
nidade pela producéo de &cido durante a nitritacdo pode ser recuperada
pela desnitrificacdo (Equacdo 4). Segundo Von Sperling (1997), para
completa nitrificacdo sdo consumidos 7,1 mg de alcalinidade (como
CaCO5) para cada 1 mg de N-NH," oxidado a N-NO;". Subsequente-
mente, 3,6 mg de alcalinidade (como CaCO3) é recuperada para cada 1
mg de N-NOj reduzido no processo de desnitrificacdo heterotréfica.
Isso quer dizer que em sistemas onde ocorrem a nitrificacdo, o pH pode
reduzir-se a valores inaceitavelmente baixos, mas, se no mesmo sistema,
ocorrer a desnitrificacdo, cerca de metade da alcalinidade consumida
pode ser recuperada.

Por outro lado, as bactérias heterotréficas que estdo envolvidas
neste processo requerem carbono organico como forma de obtencdo de
energia (BITTON, 2005). A presenca de matéria orgénica é fundamen-
tal, pois a mesma age como doadora de elétrons. Varios sdo compostos
organicos, que podem servir como substratos organicos ou doadores de
elétrons, para desnitrificacdo. Qualquer composto oxidavel pelo oxigé-
nio pode servir como doador de elétrons ao nitrato, como por exemplo:
acucares (sacarose); alcoois (metanol e etanol); acido acético; entre
outras (EVANS e FURLONS, 2011).

Vérios sdo 0s micro-organismos capazes de promover a desnitri-
ficacdo, como por exemplo as do género Pseudomonas, Acinetobacter,
Alcaligenes, etc (BITTON, 2005).
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2.4 PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMOGAO DE NITROGE-
NIO VIA NITRITO

Atualmente, muitas técnicas para remocéo de carbono nos efluen-
tes da pecuaria ja se encontram consolidadas, a grande maioria baseada
na digestdo anaerobia, resultando em um efluente com baixa relacdo
carbono/nitrogénio. A falta de carbono dificulta a remocéo do nitrogénio
soluvel pelo processo de nitrificacdo/desnitrificacdo. I1sso porque efluen-
tes que apresentam uma baixa relagdo carbono/nitrogénio (C/N) podem
ndo ter carbono organico biodisponivel suficiente para uma completa
desnitrificagdo, fazendo-se necesséria a adi¢do de uma fonte externa de
carbono orgénico. Além disso, a eficiéncia de remocéo de nitrogénio
nestes sistemas é limitada pela razdo de reciclo (SANT'ANNA Jr, 2010).

Quando se tém efluentes muito concentrados, ha dificuldades no
dimensionamento e operagdo do sistema convencional, motivo pelo qual
tém surgido novas propostas para realizar essa tarefa. As pesquisas re-
centes em remocdo de nitrogénio estdo voltadas para melhorar a eficién-
cia e reduzir custos, otimizando as estratégias de tratamento disponiveis
ou buscando implementar novos processos e, possivelmente, novos
micro-organismos capazes de converter nitrogénio amoniacal em nitro-
génio gasoso, sua forma inerte (CERVANTES, 2009).

Todos esses novos processos buscam realizar a eliminagdo do ni-
trogénio utilizando nitrito como aceptor de elétrons e ndo o nitrato, pois
h& economia clara de oxigénio para oxidacdo do amdnio. Schmidell et
al. (2007), calculando o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kla) para distintos valores de tempo de retencdo hidraulico,
observaram que o valor do kla é consideravelmente menor para a oxida-
¢do a nitrito do que para nitrato, o que resulta em economia de energia
para esse processo. Outra vantagem é a economia de composto organico
para desnitrificacdo, isto quando ela é realizada por culturas heterétrofas
(RUIZ et al., 2006).

Para se ter nitrito disponivel é necessario realizar a nitritacdo (ou
nitrificacdo parcial), em que a subsequente oxidacdo do nitrito para ni-
trato seja impedida. Segundo Wiesmann et al. (2007), a reagdo de oxi-
dacdo da amodnia é de 3,0 a 3,8 vezes mais energética (240 a 350
KJ.mol™) do que a oxidagdo do nitrito (65 a 90 KJ.mol™). Assumindo
gue o crescimento celular das bactérias envolvidas nesse processo é
proporcional & energia liberada na reagdo das mesmas, pode-se afirmar
gue o crescimento das BOA é mais favorecido do que o das BON, o que
acaba sendo vantajoso quando o objetivo é acumular nitrito no reator.
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Devido ao controle requerido, algumas dificuldades quanto ao es-
tabelecimento desses processos sdo encontradas, principalmente em se
tratando de longos periodos de operacdo. Também, a fase estaciondria
normalmente é dificil de ser atingida. Além disso, alguns cuidados de-
vem ser tomados com a maioria desses processos quanto a possivel eli-
minagdo de nitrito remanescente para 0 meio ambiente, isso por causa da
consideravel toxicidade do mesmo.

As novas propostas de processos para remocao de nitrogénio via nitrito
presentes na literatura serdo mencionados com maiores detalhes na se-
quéncia.

2.4.1 Nitrificagdo e Desnitrificagdo via Nitrito

Diferente  do  processo  convencional de nitrifica-
cdo/desnitrificacdo  via  nitrato, no processo de nitrifica-
cdo/desnitrificacdo via nitrito, a nitrificacdo e a desnitrificacdo sdo me-
diadas pela presenca de NO,". Esse processo é baseado no fato de que o
nitrito é o produto intermediario tanto do processo de nitrificagdo quanto
do processo de desnitrificacdo, por isso, pode ser produzido durante a
nitrificacdo e subsequentemente reduzido a N, na desnitrificagdo seguin-
te (CIUDAD et al., 2005; RUIZ et al., 2006).

Através da Figura 2 é possivel visualizar os caminhos da nitrifi-
cacdo, desnitrificacdo via nitrato e desnitrificacdo via nitrito. Pode se
observar que na desnitrificacdo via nitrito, tem-se uma reducéo no cami-
nho de oxidacdo da aménia, ndo se fazendo necesséria a oxidagdo do
NO, para NOz. Como vantagem, tem-se 25% de redu¢do no consumo
de oxigénio na fase aerdbia, o que implica em 60% de economia de
energia em todo o processo. Além disso, a demanda de doadores de
elétrons para a desnitrificacdo é 40% menor e a velocidade de desnitrifi-
cacdo via nitrito é de 1,5 a 2 vezes maior do que a velocidade de desni-
trificacdo via nitrato, o que é tecnicamente vidvel e economicamente
favoravel, especialmente quando se tratam de efluentes com alta concen-
tracdo de amdnia ou baixa relacdo C/N (YANG e YANG, 2011).
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Figura 2 — Esquema representativo do caminho da nitrificacdo, desnitri-
ficacdo via nitrito e desnitrificacdo via nitrato.
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2.4.2 Oxidagao Anaerdbia do fon Aménio (ANAMMOX)

Com base nas metodologias de identificacgdo de micro-
organismos e no tipo de metabolismo desenvolvido por populacGes es-
pecificas, foi recentemente descoberto a existéncia de um novo segmen-
to do ciclo do nitrogénio, conhecido como oxidacdo anaerébia do ion
aménio (ANAMMOX) (MULDER et al., 1995). Durante a Gltima déca-
da, o processo ANAMMOX evoluiu de uma parte bastante inexplorada
do ciclo biolégico do nitrogénio, tornando-se uma peca chave no ciclo
global do mesmo.

Este processo trata-se de uma rota alternativa que consiste na
oxidacdo anaer6bia do ion amdnio, via micro-organismos especificos,
diretamente a N,, utilizando nitrito como aceptor de elétrons, com uma
pequena producdo de nitrato. A energia livre para esta reacdo esti na
mesma ordem de grandeza que a energia livre do processo de nitrifica-
cdo aerdbia, demonstrando que o processo de oxidacdo anaerdbia do
amoénio é tdo favoravel quanto o processo de nitrificacdo aer6bia. A
estequiometria da oxidagdo anaerébia do ion amonio est4d demonstrada
na Equacdo 5 (STROUS et al., 1998).

NH," + 1,31 NO, + 0,066 HCO3 + 0,13H" —> Equacéo 5
1,02 N, + 0,26 NO3 + 0,066 CH,00,5Ng 15+ 2,03 H,0

Os detalhes bioquimicos do processo ainda estdo sob investiga-
¢do, porém, a rota metabdlica apresentada na Figura 3 indica que em
uma primeira etapa amdnio é oxidado pela hidroxilamina para formar
hidrazina, importante composto intermediario. Entdo, os equivalentes de



43
reducdo derivados de NH," reduzem o nitrito para regenerar a hidroxi-
lamina e formar N,. Parte do NO, é levado a NO3’, 0 que geraria equi-
valentes de reducéo para fixacdo do CO, e consequente crescimento da
biomassa (VAN DE GRAAF et al., 1997).

Figura 3 — Possivel rota metabdlica da oxidacdo anaerdbia do ion amé-

nio.
+\/NHZ()H —> NO; —» NO;s

N.H,

NH,

N,
Fonte: (VAN DE GRAAF et al., 1997).

Devido a baixa velocidade de crescimento desse tipo de bactéria
(9 a 11 dias para duplicacdo) o processo produz pouco volume de lodo,
além de preservar aproximadamente 60% do oxigénio utilizado no pro-
cesso, reduzindo os custos com tratamento, em comparacdo a0 método
convencional de nitrificagdo/desnitrificacdo (JETTEN et al., 2001;
STROUS et al., 1998; VAN DE GRAAF et al., 1996). A Figura 4 ilustra
o ciclo biolégico do nitrogénio com o processo de nitrifica-
cao/desnitrificacdo e o processo ANAMMOX. E visivel a vantagem da
redugdo no caminho de oxidagdo no processo ANAMMOX quando
comparado ao processo de nitrificacdo/desnitrificacéo.

Os micro-organismos responsaveis por esta reacdo sdo quimioli-
toautotréficos, anaerdbios, trabalham em temperaturas entre 20 e 43°C e
sofrem inibicdo reversivel na presenca de oxigénio (STROUS et al.,
1998). Além do oxigénio, o processo pode ser afetado pelos efeitos do
pH, temperatura, tensdo de cisalhamento e concentragdo de substratos e
produtos.

Desde a descoberta da oxidacdo anaerébia de aménia, varios pro-
cessos utilizando bactérias com atividade ANAMMOX tém sido imple-
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mentados para otimizar a remocdo autotréfica de nitrogénio em aguas
residuérias. Segundo Schierholt Neto (2007), que inoculou dois reatores
e acompanhou seu enriquecimento, 0 dejeto de suino mostrou-se como
uma promissora fonte de indculo para o enriquecimento de micro-
organismos oxidadores anaerébios de amdnia. Esses micro-organismos
foram posteriormente identificados e denominados Brasilis concordien-
sis, primeiro género de bactérias com atividade ANAMMOX encontra-
do no Brasil (VIANCELLI et al., 2011).

Figura 4 — Ciclo bioldgico do nitrogénio, com processo de nitrificacéo,
desnitrificagdo e ANAMMOX.

Desnitrificacio
CH,;0H N,
NO;
3 NH4+
ANAMMOX
Nitratacio Nitritacdo
NO,
0, 0,

Fonte: (PAQUES, 2011, adaptado).

Tang et al. (2011) e Tsushima et al. (2007), atingiram elevadas
cargas de remocao de nitrogénio trabalhando com reatores com ativida-
de ANAMMOX, chegando a valores 100 vezes maiores quando compa-
rado ao processo convencional de nitrificacdo/desnitrificacdo. Esses
resultados demonstram a potencial eficiéncia que esses processos sdo
capazes de atingir.

2.4.3 Processo de Nitritagéo Parcial

O processo de nitritacdo parcial trata-se de uma tecnologia basea-
da na selecdo e favorecimento de bactérias oxidadoras de aménia que
funciona como um pré-tratamento capaz de produzir um efluente com
caracteristicas ideais para alimentacdo de reatores com atividade
ANAMMOX.
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A estratégia para eficacia desse processo consiste em interromper
a oxidacdo da amdnia em nitrito — impedindo a oxidacdo a nitrato — e em
paralelo, em controlar a taxa de aménia oxidada, de forma que se man-
tenha uma parcela de aménia residual. Em termos microbiol6gicos, isso
significa evitar a atividade das BON, ou seja, as do género Nitrobacter,
permitindo apenas a atividade das BOA, ou seja, as bactérias do género
Nitrosomonas (ZHU et al., 2008; YAMAMOTO et al., 2006).

Em sintese, a nitritaco parcial deve, além de evitar a conversao
de NO,  em NOj3’ pela inibigcdo das BON, limitar a quantidade de amonia
oxidada pela atividade das BOA. A fim de tornar a estequiometria de
acordo com a reacdo ANAMMOX, é desejavel que apenas 50% da
amonia seja oxidada a nitrito, conforme descrito na Equacéo 6.

NH," +0,750, —> 0,5NO, +0,5NH," +2H"+ H,0 Equacio 6

Neste contexto, ndo havendo a completa oxidagdo do NH," em
NO;, estimando uma conversdo de apenas 50%, o efluente deste reator,
contendo NH;" e NO,, estaria apto para alimentacio de um posterior
reator com atividade ANAMMOX, a fim de completar a degradagéo
pretendida (ZHANG et al., 2011).

No entanto, devido a seletividade, algumas dificuldades quanto
ao estabelecimento desse processo sdo encontradas, principalmente em
se tratando de longos periodos de operacdo. Devido a essa condicdo, as
diferencas fisioldgicas entre as BOA e BON se tornam extremamente
importantes na estabilidade do processo. Isso porque, devido a maior
sensibilidade das BON a determinadas condi¢fes do meio, algumas
estratégias operacionais podem ser utilizados para influenciar a geracéo
de nitrito pelo favorecimento das BOA (PRA, 2011).

Dentre as alternativas para favorecer o acimulo de nitrito nos sis-
temas bioldgicos, as principais baseiam-se na regulacdo apropriada de
parametros de controle como oxigénio dissolvido (OD), tempo de aera-
cdo, temperatura, tempo de retencdo hidraulico (TRH), tempo de reten-
cdo de solidos (TRS), pH, ambnia livre (AL), acido nitroso livre (ANL)
e inibidores quimicos. Contudo, é necessario avaliar além das vantagens
e limitagdes, a viabilidade econdmica do processo quando da utilizagéo
destas estratégias.

Neste sentido, na conversdo de nitrogénio em aguas residuarias
agropecuarias nao é possivel generalizar uma Unica estratégia para a
seletividade das BOA. Isso porque as caracteristicas fisico-quimicas das
aguas residuarias variam de acordo com o processo produtivo e sdo
dependentes de sua origem, por isso, dependendo do tipo de producdo, o
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desempenho dos parametros pode se apresentar mais ou menos eficiente
(VON SPERLING, 2005).

2.4.3.1 Efeito da concentragdo de oxigénio dissolvido

Como se sabe, tanto as BOA como as BON sdo bactérias aeré-
bias, por isso utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons no pro-
cesso de oxidacdo. No entanto, as BON exigem uma maior concentracao
de OD quando comparadas as BOA. Isso quer dizer que quando subme-
tidas a baixas concentragdes de OD, as BON demonstram maior sensibi-
lidade, sofrendo clara inibicdo em sua atividade oxidante (JIANLONG e
NING et al., 2004).

Canziani et al. (2006), estudando a cinética de consumo de oxi-
génio, encontraram valores de afinidade da ordem de 0,3 mgO, L™ para
as BOA e de 1,1 mgO, L™ para as BON. Além disso, Ciudad et al.
(2005), relatam que a razdo da concentragdo celular da populacdo de
bactérias oxidadoras de amonia em relacdo as bactérias oxidadoras de
nitrito aumenta consideravelmente quando é restringido o OD do meio.
Logo, baixas concentragfes de oxigénio dissolvido sdo mais restritivas
ao crescimento das BON, o que pode contribuir para o acimulo de nitri-
to no sistema.

Do contrério, quando em condi¢Bes de altas concentragdes de OD
(> 2,5 mg L™, a nitrificacdo parcial pode ser convertida a completa
nitrificacdo. Bae et al. (2002) estudaram a influéncia da concentragdo do
oxigénio dissolvido sobre o acimulo do nitrito, utilizando agua residué-
ria sintética com 50 mg N-NH; L™. O maior actimulo de nitrito foi ob-
servado em concentragdes de 1,5 mgO, L Jana concentracdo de 2,5
mgO, L™, houve disponibilidade de oxigénio para atividade das BON e,
consequentemente, nitrato foi produzido e se acumulou no sistema.

Estes resultados indicam claramente a vantagem das BOA em re-
lacdo as BON em ambientes com limitagdo de oxigénio, podendo este,
ser um dos parametros utilizados como estratégia para inibicéo seletiva
das BON, sem prejudicar a acdo das oxidadoras de aménia (YOO et al.,
1999).

2.4.3.2 Efeito do tempo de aeracdo

Outra alternativa que vem sendo proposta para o controle da nitri-
ficacdo parcial, além da concentracdo de OD, é o tempo de aeracdo
(HIDAKA et al., 2002; ZDRADEK, 2005). Isso porque a manutencdo
de concentragdes de oxigénio estadveis em um sistema em escala real
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pode ser uma tarefa dificil de alcancar, além do que, dependendo do
fluxo e tempo de aeracdo, a nitrificacdo parcial pode ser convertida a
uma completa nitrificacdo (ZHU et al., 2008).

Neste contexto, a estratégia de intercalar periodos de aeragdo com
periodos sem aeracdo, desde que bem planejados, pode resultar no acu-
mulo de nitrito sem a ocorréncia da produgdo de quantidades significati-
vas de nitrato. Inclusive, do ponto de vista pratico, esta estratégia é mais
simples do que imaginar o controle da concentracdo de OD em valores
extremamente baixos, tendo em vista as dimensfes dos sistemas para
esta finalidade (YANG e YANG, 2011).

Peng et al. (2004) relataram que a nitrificacdo parcial foi atingida
com éxito usando a estratégia de aeracdo intermitente, mesmo quando a
temperatura diminuiu de 32 para 21°C. Pollice et al. (2002) realizaram
testes com diferentes tempos de retencdo de sélidos (TRS) sob condi-
cOes de aeracdo continua e intermitente, e relatam que a nitrificacéo
parcial foi obtida sob condi¢bes de aeracdo intermitente, independente
do TRS.

E importante salientar que a vaz&o de ar nos tanques de nitrifica-
¢do interfere diretamente na quantidade de N,O produzido que pode ser
emitido para a atmosfera. 1sso porque com baixas vazdes de ar ndo se
mantém concentra¢cbes minimas necessarias para nitrificagdo e com
vazOes elevadas pode ocorrer o stripping do N,O (KAMPSCHREUR et
al., 2009). Por isso, 0 controle da aeracdo é um parametro que pode ser
proposto como uma estratégia alternativa para alcancar o processo de
nitritagcdo, no entanto, sua vazao deve ser controlada de modo que mi-
nimize a producéo e emissdo de N,O.

2.4.3.3 Efeito da temperatura

A temperatura é um parametro que influencia diretamente as ta-
xas de crescimento das BOA e BON. Sabe-se que as BON apresentam
atividade preponderante a temperaturas relativamente baixas (10 a
20°C), nas quais as BOA n&o sdo favorecidas. Por outro lado, em tempe-
raturas mais elevadas (acima de 25°C) as BOA apresentam-se mais ati-
vas, fato este que propicia a geragdo e acumulo de nitrito (PRA et al.,
2012; VAN HULLE et al., 2007).

Empregando a diferenca da energia de ativacdo entre a oxidagao
da aménia e a oxidaco do nitrito, tem-se 68 kJ mol™ e 44 kJ mol™ res-
pectivamente. A elevada energia de ativacdo da oxidacdo da aménia faz
com que este processo seja mais dependente da temperatura, por isso,
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ocorrendo com maior facilidade em temperaturas mais elevadas (SCH-
MIDELL et al., 2007).

A Figura 5 ilustra o efeito da temperatura sobre a velocidade de
crescimento das BOA e das BON. A 20°C, as BOA possuem velocidade
especifica maxima de crescimento maior (0,801 d™) do que as BON
(0,788 d™) (HELLINGA et al., 1998). Por outro lado, quando submeti-
das & 15°C, a velocidade de crescimento das BOA (0,523 d™*) apresenta-
se menor que das BON (0,642 d™). Portanto, as BON tém efeito domi-
nante sobre as BOA em temperaturas abaixo de 15°C, enquanto que as
BOA se sobressaem as BON a temperaturas acima de 20°C (VAN HU-
LLE et al., 2007). A temperatura mais alta ndo sé promove o crescimen-
to das BOA, mas também age expandindo as diferencas entre a veloci-
dade de crescimento das BOA em relagdo as BON, o que permite visua-
lizar uma maior possibilidade de acimulo de nitrito do que nas tempera-
turas mais baixas (YOO et al., 1999).

Figura 5 — Efeito da temperatura sobre a velocidade de crescimento das
BOA e das BON.
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Fonte: (ZHU et al., 2008, adaptado).
2.4.3.4 Efeitos do pH, Aménia Livre e Acido Nitroso Livre

O pH tem significativa importancia na nitrificagdo por reger o
equilibrio das formas de aménio/aménia (NH,/NH3") e nitrito/4cido
nitroso (NO,/HNO,). Segundo Anthonisen et al. (1976), mantendo o pH
do meio entre 5,5 e 7,8 ndo ocorrerd inibigdo da atividade nitritante em
concentracdes de N-NO, e N-NH; abaixo de 100 mg L™. A formagio
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de NH3 e HNO, obedece ao equilibrio de dissociacdo das Equagdes 7 e
8 respectivamente, dependendo do pH e da temperatura.

NH," = NH;+H" Equacéo 7
NO, + H" 2 HNO, Equacéo 8

Determinadas concentracGes de aménia livre (AL) e &cido nitroso
livre (ANL) exercem efeito inibitdrio sobre o metabolismo da biomassa
nitrificante (ANTHONISEN et al., 1976; KIM et al., 2008; PARK e
BAE, 2009) e, consequentemente, forte influéncia nas taxas de oxidagdo
de aménia e nitrito. Suas concentracdes dependem, além do equilibrio
do pH e temperatura, da concentracdo de amoénio e nitrito, respectiva-
mente. Por isso, mesmo em valores de pH proximos da neutralidade,
dependendo da concentracdo de amonia total e nitrito do meio, pode
existir inibicdo de BOA ou BON pela presenca de AL ou ANL em ex-
cesso (ANTHONISEN et al., 1976).

Estudos ja realizados (KIM et al., 2008; LIANG et al., 2011;
ANTHONISEN et al., 1976; CHUNG et al., 2005), demonstram que as
BON sdo mais sensiveis a AL do que as BOA, podendo ser inibidas em
uma concentragdo de 0,1 — 10,0 mg L™, enquanto que as BOA podem
tolerar concentragdes maiores de AL, 10 — 150 mg L™. Assim, quando a
concentragdo de AL for maior que 150 mg L™, sera suficiente para inibir
tanto BOA como BON, e o nitrogénio amoniacal ird se acumular no
sistema. J4 em concentracSes mais baixas de AL, 10 mg L™, somente as
BON serdo inibidas, e nitrito ird se acumular no sistema (PRA et al.,
2010). Essa inibicdo é considerada temporéria, recuperando a atividade
das BON quando as concentracdes de AL forem reduzidas para menos
de 10 mgN-NH; L™ (ZHU et al., 2008).

A inibicdo das bactérias por AL parece consensual, porém, os li-
mites de concentragdo que causam esse efeito diferem segundo os auto-
res e, evidentemente, dependem de varios fatores, como prévia aclima-
tacdo do sistema, estado fisiologico das células e nivel de agregacdo
(células livres, flocos, biofilmes). Esses fatores limitam a estratégia de
controlar a geracdo de nitrito apenas pela presenca de AL, no entanto, é
um fator de importancia a ser considerado.

Por outro lado, dependendo do equilibrio do sistema, inibicéo por
ANL também pode ocorrer. Anthonisen et al. (1976) relatam que a nitri-
ficacdo pode ser inibida por ANL em uma concentracéo entre 0,22 e 2,8
mg L. Da mesma forma, a medida que os valores de pH so reduzidos,
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0 equilibrio é deslocado para acréscimo nas concentragcbes de ANL).
Conforme ja mencionado, esse composto apresenta-se toxico para am-
bas as bactérias mesmo em baixas concentragGes, 0 que justifica a im-
portancia de evitar sua formacao.

2.4.3.5 Efeito do tempo de retencdo de sélidos

Independentemente da existéncia ou ndo de recirculacéo de lodo,
pode-se utilizar o conceito de tempo de retencdo de sélidos (TRS) ou
idade do lodo. A diferenca é que em sistemas sem recirculagéo e mistura
completa, 0 TRS, ¢ igual a0 TRH. J& em um sistema com recirculacéo,
ou de biomassa aderida, devido a separacdo e adensamento dos solidos,
esses permanecem mais tempo no sistema do que o liquido. Isso explica
a maior eficiéncia de sistemas com recirculagdo quando comparados
com os sistemas sem recirculacdo para um mesmo volume de reator
(VON SPERLING, 1997).

Neste contexto, Sant'/Anna Jr. (2010) relata que estudos ja reali-
zados registram tempos minimos de duplicacdo celular de 7-8 h para as
BOA e de 10-13 h para as BON. Além disso, a velocidade de crescimen-
to das BOA tende a ser maior do que a velocidade de crescimento das
BON quando submetidas a temperaturas acima de 25°C (vide topico
2.4.3.3). Assim, em sistemas com biomassa em suspensao, poderia ha-
ver favorecimento da populacdo das BOA, que apresentaria maior velo-
cidade de crescimento, por meio da escolha de um TRS adequado
(HELLINGA et al., 1998).

2.4.4 Processos de Desamonificacdo

Recentemente, Sliekers et al. (2002), e seu grupo de estudo ob-
servou a possibilidade da ocorréncia de uma certa mistura de processos
em um mesmo reator, no qual as bactérias aerobias oxidadoras de amd-
nia estariam em situacdo de simbiose com as anaeroébias, de forma a
perfazerem um consorcio mais efetivo para eliminacéo do nitrogénio.

Esse processo, atualmente denominado desamonificagdo, trata-se
da combinacdo do processo de nitritacdo parcial com o processo
ANAMMOX, ambos operando em conjunto e em um mesmo reator. No
entanto, devido a diferenca no controle operacional e para melhor en-
tendimento, esses processos foram antes estudados em separado.
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2.4.4.1 Processo Combinado de Nitritagdo Parcial + ANAMMOX

As discussfes apresentadas nos itens anteriores permitem a refle-
xa0 a respeito da combinacdo dos processos de nitritacdo parcial +
ANAMMOX, em termos da possivel proposta de uma nova tecnologia.

Esse processo surge como uma alternativa promissora para a eli-
minacdo de altas cargas de nitrogénio em efluentes agropecuérios. Um
esquema do processo de nitritacdo parcial ligado ao processo ANAM-
MOX esta reproduzido na Figura 6 (VAN DONGEN et al., 2001).

Figura 6 — Esquema do processo de nitritacdo parcial + ANAMMOX.

Alimentagio (NH,)

Nitritacao 50% NH,*
_—

! anammox [, N,
Parcial 50% NO{

\—; NOy

aeracgio
_—

Fonte: (VAN DONGEN et al., 2001, adaptado).

De fato, pode-se imaginar um primeiro reator operando em con-
dicBes de aerobiose, com apenas atividade das BOA, com a finalidade
de gerar nitrito. No entanto, como resultado do envolvimento de reacGes
bioguimicas complexas e diversos micro-organismos no processo, essa
relacdo de oxidacdo da am6nia no processo de nitritacdo pode ser dificil
de manter (OKABE et al., 2011).

Estudos ja realizados, Fux et al. (2002), relatam que a eficiéncia
global de eliminacdo do nitrogénio foi limitada pelo processo de nitrita-
¢do do primeiro reator. Isso demonstra a importancia no controle opera-
cional do processo, de modo a manter a estabilidade da atividade das
bactérias oxidadoras de amdnia para ndo diminuir a eficiéncia de remo-
¢ao de nitrogénio no processo ANAMMOX.
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2.4.4.2 Sistema de Reator Unico para Remocéo de Nitrogénio
2.4.4.2.1 Mecanismos e principios

De forma conhecida, as bactérias responsaveis pelo processo de
nitritagdo parcial sdo aerdbias e, portanto, necessitam de oxigénio duran-
te sua atividade metabdlica. Por outro lado, as bactérias responsaveis
pelo processo ANAMMOX séo anaerobias, tendo sua atividade estag-
nada quando submetidas a determinadas concentracBes de oxigénio
dissolvido. Devido a essa condigdo, esses dois processos costumam ser
operados separadamente, objetivando maior controle operacional e efi-
ciéncia na remogao de nitrogénio. No entanto, com a evolugdo e desen-
volvimento de novas tecnologias, os Gltimos estudos tém proposto que
ambas as bactérias possam coexistir em um Unico reator, desde que o
sistema seja mantido em condicdes limitadas de oxigénio dissolvido
(JETTEN et al., 2003).

Esse processo, denominado desamonificacdo, consiste na oxida-
¢do parcial da aménia a nitrito (pela atividade das BOA — Equagdo 6)
sob condicdo de oxigénio limitado e, subsequentemente, na conversao
do nitrito produzido junto com parte do amoénio remanescente a nitrogé-
nio gasoso (pela atividade de bactérias ANAMMOX — Equacao 5), for-
mando uma pequena quantidade de nitrato. Ambos 0s processos ocor-
rem em um Unico reator, e a combinacdo reacional resulta na reacdo
global de remogéo de nitrogénio descrita na Equacdo 9 (SLIEKERS et
al., 2002).

NH," +0,85 0, — Equac&o 9
0,44 N, + 0,11 NOs + 1,43 H,0 + 1,14 H*

Um esquema simplificado do processo de desamonificacdo esta
reproduzido na Figura 7.
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Figura 7 — Esquema do processo de desamonificacao.
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Considerando que bactérias ANAMMOX sdo reversivelmente
inibidas por baixas concentracdes de oxigénio, para que esse processo
possa ocorrer em um Unico reator, a oxidagao aerdbia do amonio deve
remover todo o oxigénio do liquido (SLIEKERS et al., 2002). Para tan-
to, o fluxo de entrada de amdnio no reator deve ser mantido acima do
fluxo de entrada de oxigénio (JETTEN et al., 2003; CHO et al., 2011).

Além disso, as BOA sdo uma populagdo conhecida de bactérias
capazes de produzir NO e N,O, principalmente em baixas concentra¢des
de OD (GOREAU et al., 1980; KESTER et al., 1997). Sabendo que o
N,O é um potencial gas de efeito estufa, 210 vezes maior que o CO,
(IPCC, 2006), e que 0 NO é um dos responsaveis pela degradacdo da
camada de oz0nio, evitar a producéo e emissdo desses gases € um dos
grandes desafios do processo.

O processo CANON (do inglés, Completely Autotrophic Nitro-
gen-removal Over Nitrite) é um conhecido processo de desamonifica-
¢do, e foi inicialmente proposto para operar reatores do tipo RBS & 35°C
(SLIEKERS et al., 2002). No entanto, nos ultimos anos, novas configu-
racdes tém sido propostas para realizar a remoc¢do de nitrogénio sob
temperaturas menores de opera¢do (VEYS et al., 2010; CUI, 2012;
CHANG et al., 2013), todas objetivando a reducéo dos custos produti-
vos e simplicidade de operacdo para 0 aumento de escala do processo.

2.4.4.2.2 Configuracao de reatores

O processo de desamonificacdo foi originalmente proposto em
reatores do tipo SBR, mas a proposta também é valida para sistemas
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com biofilme (EGLI et al., 2003) e reatores airlift (JETTEN et al.,
2003).

Nos sistemas com biofilme, os reatores eliminam o nitrogénio pe-
la formacdo de uma pelicula onde, na parte externa estdo concentradas
as BOA e no interior do biofilme as bactérias com atividade ANAM-
MOX. Assim, teoricamente, na parte superficial do biofilme ira ocorrer
a conversao parcial do nitrogénio amoniacal para nitrito e subsequente-
mente na zona andxica do biofilme, o nitrito e o restante da aménia
residual serdo convertidos a N, pela atividade das ANAMMOX, con-
forme ilustra a Figura 8.

Egli et al. (2003), estudaram a composi¢do microbiana de um sis-
tema de biodiscos rotativos com biofilme utilizados no tratamento de
efluentes da cidade de Kolliken, na Sui¢a, contendo concentragdes de
amonia acima de 500 mg L™. Os reatores eliminavam nitrogénio e o0s
estudos revelaram a presenca de BOA e bactérias ANAMMOX na parte
externa e interna do biofilme, respectivamente.

Figura 8 — Esquema representativo do processo de desamonificagdo em
biofilmes.

NH,s HCO; O, NOy €O, NOy N,
- A a -

biofilme

i P | acrébio
NH, + 2 HCO; + 1.5 0, — NO, + 2 CO,#+ 3 H,O!

BOA acrdbias i
. 050,+ NOy — NOy
ANAMMOX NH," +NO,” — 2H,0 + N, anoxico

Fonte: (ZHU et al., 2008, adaptado).

No mesmo contexto dos sistemas com biofilme, os reatores que
trabalham com biomassa em suspensdo também possuem um gradiente
de concentragdo de substrato e OD, ou seja, enquanto a parte externa do
granulo permanece em condicdes aerdbias para realizar a nitritacdo par-
cial, a parte interna mantém condicdo de anaerobiose para que ocorra
atividade ANAMMOX (Figura 9). Essa configuracéo de reator, devido a
maior area superficial para transferéncia de massa, vem tomando desta-
que e preferéncia de utilizacdo pela capacidade em alcancar cargas mai-
ores de remocao de N. Essa condicdo abre possibilidade para aplicacéo
da desamonificacdo a baixas temperaturas, sem perder significativamen-
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te a eficiéncia na remocéo de nitrogénio quando comparado aos sistemas
com biofilme a 30 - 35°C (CUI, 2012).

Figura 9 — Esquema do perfil de concentracdo de oxigénio em um floco
microbiano.

Perfil do O,

Fonte: (ZHU et al., 2008, adaptado).

E importante salientar que reatores que trabalham com biomassa
em suspensdo podem ser limitados pela resisténcia na transferéncia de
massa. Como o nitrito produzido na camada externa do granulo é con-
sumido pelas bactérias que se encontram na parte interna, o oxigénio
acaba sendo o principal fator para controle da taxa global, o que pode
ser atribuido a difusdo no granulo ou a transferéncia de gas-liquido no
meio.

2.4.4.2.3 Parametros de controle

O controle do processo de desamonificacdo obedece quase que
totalmente aos parametros ja mencionados e discutidos nos tépicos refe-
rentes ao processo de nitritacdo parcial (vide topico 2.4.3) e ao processo
ANAMMOX (vide topico 2.4.2). A diferenca ira residir na escolha do
pardmetro utilizado para inibicdo seletiva das BON e nos efeitos que
este pode causar para as bactérias com atividade ANAMMOX.

Apesar disso, usualmente, a eficiéncia do processo de desamoni-
ficacdo esta ligada diretamente a trés fatores principais: a concentragéo
de oxigénio dissolvido, a concentracdo de aménia e ao controle da popu-
lacdo de BOA (CUI, 2012).

Conforme ja mencionado, por ser o aceptor de elétrons no proces-
so de nitritacdo parcial, o oxigénio acaba sendo o principal fator para
controle da taxa global, além de estar diretamente relacionado a transfe-
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réncia de massa e a taxa de conversdo da amonia para nitrito. Elevadas
concentracBes podem causar a inibicdo do processo tanto por sua essén-
cia para as bactérias ANAMMOX (que sdo anaerébias), como por su-
primir as BOA com a producdo excessiva de nitrito, que por sua vez,
dependendo da concentrag¢do, também apresenta-se toxico para a ativi-
dade ANAMMOX (SLIEKERS et al., 2002).

A concentracdo de amonia esta diretamente relacionada com a
disponibilidade de oxigénio, mas pode ser critica para 0 processo pois
serve como substrato tanto para as BOA como para as ANAMMOX.
Assim, caso haja acimulo de aménia no reator, ou toda amdnia seja
oxidada a nitrito, o processo tera sua eficiéncia reduzida substancial-
mente devido ao desequilibrio no sistema (NIELSEN et al., 2005). Exis-
te um grande nimero de estudos do processo de desamonificacdo em
escala laboratorial onde, devido as condi¢Bes operacionais, a carga vo-
lumétrica aplicada é mais baixa do que a aplicada ao ANAMMOX.
Contudo, como somente um reator é requerido, hd economia significati-
va que pode ser vantajosa dependendo do efluente a ser tratado (SCH-
MIDT et al., 2003).

Quanto as populagbes microbianas, a interacdo entre as bactérias
aerdbias e anaerdbias presentes no sistema desempenham papel funda-
mental para o desenvolvimento da desamonificacdo. Enquanto as BOA
demandam aménia e oxigénio como fonte de substrato e elétrons, as
ANAMMOX exigem amonia e nitrito. Sabendo que as BON exigem
nitrito e oxigénio, caso estejam presentes no meio, podem interromper o
processo de desamonificacdo devido & competi¢do por oxigénio com as
BOA e por nitrito com as ANAMMOX. Por isso, manter a seletividade e
inter-relacdo das populagdes microbianas é um pardmetro fundamental
no processo de desamonificacao.

Neste momento, as pesquisas tém sido conduzidas principalmente
a elevadas temperaturas (CHO et al., 2011). Isso porque, conforme ja
mencionado, temperaturas superiores a 25°C favorecem a atividade
ANAMMOX, bem como agem expandindo as diferencas entre a veloci-
dade de crescimento das BOA em relacdo as BON. Segundo Veys et al.
(2010), a temperatura ideal para operacdo do processo de desamonifica-
¢do é 30 - 35°C, no entanto, devido a dificuldade e custos energéticos,
estudos recentes vém mostrando maiores vantagens em operar reatores
com menores cargas aplicadas, mas & temperatura ambiente (20°C)
(CEMA et al., 2007).

Apesar de utilizados, ainda ha caréncia de informagdes quanto a
acdo e real estratégia da utilizacdo de estratégias para o controle da de-
samonificacdo, o que demonstra a importancia da realizagcdo de maiores
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investigagdes e trabalhos de pesquisa que possam contribuir para que
esse processo ganhe ampla difusdo e se consolide totalmente. Sendo
assim, esse processo pode alcangar cargas satisfatorias de remogéo de N,
no entanto, mais estudos sdo necessarios para caracterizar a comunidade
microbiana, expandir sua aplicacdo, e aumentar sua resisténcia a aumen-
tos de carga e choques operacionais.

2.4.4.3 Comparag4o entre 0S processos

A Tabela 3 faz um comparativo entre 0s processos biolégicos de
remogdo de nitrogénio mencionados até aqui. Quando comparado ao
processo convencional para remocao de nitrogénio, o processo de desa-
monificagdo possui algumas vantagens distintas: ndo requer fonte exter-
na de carbono; demanda menor quantidade de oxigénio (1,9 kgO, kgN™
em vez de 4,2 kgO, kgN™), o que poupa de 60 a 90% de energia para
aeracao; possui baixa producéo de lodo (0,08 kgSSV kgN™ em vez de
aproximadamente 1 kgSSV kgN™) e pode atingir elevadas cargas de
remogdo de nitrogénio em menor espago requerido (CUI, 2012; VAN
LOOSDRECHT e JETTEN, 1998).

Em comparagdo com o processo combinado de nitritacdo parcial
+ ANAMMOX, o processo de desamonificacdo se sobressai pelo menor
nimero de reatores e menor custo de investimento, além de demandar
menor controle operacional. No entanto, é necessario um controle global
do processo para reduzir o risco da formacao de elevadas concentracoes
de nitrito, uma vez que sdo potenciais inibidoras do processo ANAM-
MOX (CUI, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Experimentacdo e
Anélises Ambientais (LEAA) da Embrapa Suinos e Aves, unidade des-
centralizada da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EM-
BRAPA, Concérdia, SC.

3.1 REATORES PARA PRODUCAO DE BIOMASSA

Tendo em vista a futura utilizagdo como fonte de indculo do rea-
tor de desamonificacdo, foram previamente desenvolvidos dois reatores
para aclimatacdo e enriquecimento da biomassa nitritante e ANAM-
MOX.

As configuragdes de ambos os reatores foram escolhidas para o
cultivo devido a sua eficiéncia em retencdo de biomassa, que é condicao
fundamental nessa etapa, uma vez que a velocidade de crescimento das
BOA e principalmente das ANAMMOX tém tempo de duplicagdo con-
sideravelmente baixo.

3.1.1 Cultivo da Biomassa Nitritante
3.1.1.1 Sistema experimental

Para producdo da biomassa nitritante (BOA), foi montado um
reator para operacdo automatizada em modo de batelada sequencial
(RBS). O sistema experimental (Figura 10) foi composto por uma uni-
dade reacional com volume util de 3,5 L, mantido a temperatura ambi-
ente e provido de sistema de aerag¢do: compressor de ar de 2,5 W (A230,
Big Air) com difusores de pedra porosa submersos. A agitacdo do reator
foi realizada utilizando um agitador mecénico (IKA, RW 20) com velo-
cidade de rotagdo de 70 rpm. Foram utilizadas bombas peristalticas (Mi-
lan, BP-200) para alimentacdo (enchimento) e descarte do efluente. O
controle de todo o sistema foi automatizado através do uso de um con-
trolador logico programavel (CLP) (Dexter, modelo uDX série 100),
regido pelo software de programagéo gréafica PG v6.8 da Dexter.
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Figura 10 — Fluxograma do sistema de reator RBS utilizado para cultivo
da biomassa nitritante.
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3.1.1.2 Operagdo e monitoramento analitico

O reator RBS foi inoculado com uma concentracdo de 2,5 gSSV
L™ de biomassa proveniente de um reator aerébio da estacdo de trata-
mento de dejetos de suinos da Embrapa Suinos e Aves em Concordia,
SC (KUNZ et al., 2009).

Foi utilizado como meio de alimentacdo do reator RBS um aflu-
ente sintético composto majoritariamente por aménio, a uma concentra-
¢do de 300 mgN-NH; L, e microelementos. A Tabela 4 descreve a
composicdo e concentragdo dos macro e microelementos utilizados no
preparo do meio sintético.

O afluente foi preparado semanalmente e mantido em uma bom-
bona de 50 L sob agitacdo intermitente (30 minutos agitando a cada 7
horas) com o objetivo de evitar a ocorréncia de precipitacdo do material
n&o dissolvido.
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Tabela 4 — Composicao do afluente sintético e solucdo de micro-
elementos utilizados para o cultivo da biomassa nitritante.

Composto quimico inorganico

Concentracéo (mg L™)

NH,4CI 1145,7*
KoHPO, 100
NaHCO; 2911
Na,CO; 391,1
MgS0O,4-7H,0 60
FeSO,4-7H,0 8
CﬁClz'ZHzO 8
Solugdo de microelementos 01mLL"
Solucdo de microelementos Concentracgdo (mg L'l)
ZnS0,4-7H,0 1247
MnSQO,4-H,0 1119
CuSQO4-5H,0 44
Aly(S04);-14H,0 201,5
Na,MoQO,-2H,0 129
CoCl,-6H,0 30
KCI 100
EDTA 975

*Variavel conforme aumento da concentragéo.
Fonte: Magri et al., 2012, adaptado.

A Figura 11 apresenta um esquema demonstrativo do processo
operacional do reator RBS durante um ciclo completo de conversdo do
nitrogénio. Durante o periodo de enriquecimento, o reator operou com
ciclo reacional de 8 horas, sendo destes 30 minutos destinados a decan-
tacdo, 15 minutos destinados ao descarte e 15 minutos destinados a ali-
mentacdo. Ao fim de cada ciclo, 825 mL de efluente eram descartados e
0 mesmo volume era adicionado com meio sintético, resultando em um
TRH de 1,41 dias.

Como recurso para inibicdo das BON e manutencédo da nitritacdo
parcial, utilizou-se a aeracdo intermitente, com 20 minutos de aeracéo
para cada 40 minutos ndo aerados. Quando a oxidacdo da amdnia foi
completamente convertida a nitrato (Fase 1), a aeracdo intermitente foi
reduzida para 15 minutos de aeracdo e 45 minutos ndo aerados (Fase I1),
de modo que as BON se mantivessem inativas no reator.
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O monitoramento do sistema foi realizado através da andlise de
alcalinidade total, N-NH3z, N-NO," e N-NOj’, duas vezes por semana nha
amostra coletada na entrada e ao final de um ciclo de cada dia.

Figura 11 — Esquema demonstrativo de um ciclo reacional completo de
operacdo do reator RBS.
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3.1.2 Cultivo da biomassa ANAMMOX
3.1.2.1 Sistema experimental

Para producdo da biomassa com atividade ANAMMOX, foi mon-
tado um reator em coluna de fluxo ascendente com biomassa livre.

O sistema experimental (Figura 12) foi constituido por uma uni-
dade reacional construida em vidro com 3,3 litros de volume util. O
reator operou com controle de temperatura pela utilizacdo de banho
termostatizado a 35°C. A alimentacéo foi efetuada de forma controlada
utilizando-se bomba peristéltica (Milan, BP-600) operada a uma vazéo
de 26,4 Ld™.
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Figura 12 — Fluxograma do sistema de reator ANAMMOX utilizado
para cultivo da biomassa.
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3.1.2.2 Operacéo e monitoramento analitico

A alimentacdo do reator ANAMMOX constituiu-se de afluente
sintético, tendo NH4Cl e NaNO, como fonte de aménia e nitrito, respec-
tivamente, e adi¢do de micronutrientes, conforme ilustra a Tabela 5.

O meio sintético foi preparado semanalmente e para evitar con-
taminacdo por oxigénio, foi borbulhado N, até atingir concentracdo
igual ou inferior a 0,2 mgO, L™
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Tabela 5 — Composicao do afluente sintético e solucdo de micro-
nutrientes utilizados para o cultivo da biomassa ANAMMOX.

Composto quimico inorganico Concentracdo (mg L™)
CaC|2'2H20 143
NaHCO; 420

KH,PO, 27
FeSQO,4-7H,0 9

ETDA 5
MgSO,-7H,0 240

NH,CI *

NaNO, *

Solucdo de micronutrientes 0,3mL L™
Solugéo de micronutrientes Concentragdo (mg L™
ZnS0O, 1247

MnSO, 1149
CuSO,4-5H,0 44
Al,(SO,);-14H,0 201
Na;Mo00,-2H,0 129
CoCl,-6H,0 30

KCI 100

EDTA 975

*Varidvel conforme aumento da concentragao
Fonte: Magri et al., 2012, adaptado.

O reator ANAMMOX foi inoculado com uma concentracdo de
500 g L™ de biomassa (imida proveniente de um reator de bancada com
atividade ANAMMOX estavel, localizado no LEAA da Embrapa Suinos
e Aves em Concordia, SC. Para a partida do sistema, o reator ANAM-
MOX foi alimentado com uma concentraco inicial de 50 mg L™ de N-
NH; e 50 mg L™ de N-NO,". Ap6s estabilidade do processo, a concen-
tracdo foi aumentada para 100 mg L™ de N-NH; e 100 mg L™ de N-
NO,’, totalizando 200 mg L™ de nitrogénio total (NT). O reator operou a
35°C, com TRH de 3 horas e pH controlado pela adigdo de sais no meio
sintético.

Foram coletadas amostras da entrada e saida do reator, duas vezes
por semana, e realizadas analises de N-NHz, N-NO, e N-NO3".
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3.2 REATOR PARA DESAMONIFICACAO (DMX)
3.2.1 Sistema experimental

O processo de desamonificacdo foi implantado em um reator con-
tinuo de fluxo ascendente com aeracdo intermitente denominado reator
DMX. O sistema experimental (Figura 13) foi composto por uma unida-
de reacional construida a partir de um cone de Imhoff com volume de
reacdo de 1,1 litros. O reator foi mantido a temperatura ambiente (25°C)
e provido de sistema de aera¢do: compressor de ar de 2,5 W (A230, Big
Air) acoplado a um rotdmetro (Gilmont, GF-9260) com difusores de
pedra porosa submersos, que teve a vazdo de ar alternada de 10 a 100
mL min' em funcéo do comportamento do reator. Os sais inorganicos
contidos no afluente sintético (NaHCO; e Na,COj3) eram responsaveis
pelo tamponamento do meio a pH de 7,5 a 8,0, que por sua vez era so-
mente monitorado (e ndo controlado) no reator.

A alimentagdo e recirculagdo do efluente foram realizadas de
forma controlada utilizando-se bombas peristalticas (Milan, BP-200) a
uma vazdo entre 2 — 3,3 L d" e 5—8,2 L d*, respectivamente, em fun-
¢do da carga do sistema. O meio suporte utilizado constituiu-se de polie-
tileno, tecnologia denominada “kaldnes” (AKTAN et al., 2012) que
serviu como barreira fisica para protecdo da tensdo de cisalhamento da
biomassa causada pela fluidizacdo da aeracdo e foi adicionado numa
proporcao de 30% do volume total do reator. Na saida do reator foi utili-
zado um cone de Imhoff com capacidade de 1 litro como decantador de
lodo.

O controle de todo o sistema foi automatizado atraves do uso de
um CLP (Dexter, modelo uDX série 100), regido pelo software de pro-
gramacdo grafica PG v6.8 (Dexter).
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Figura 13 — Fluxograma do sistema do reator DMX em escala de labora-
torio utilizado durante o experimento.
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3.2.2 In6culo utilizado

Devido a ocorréncia de dois processos em um mesmo reator € a
cultura mista (BOA + ANAMMOX) requerida para o sucesso da desa-
monificacdo, é necessério que a quantidade de bactérias ativas esteja em
equilibrio, de modo que coexistam sem competicdo dentro do reator
DMX. Para tanto, foram previamente realizados ensaios cinéticos de
consumo de substrato para a biomassa nitritante e para a biomassa
ANAMMOX que serdo discutidos mais adiante.

Dessa forma, apos a realizacdo dos ensaios, o reator foi inoculado
com 58 mL de biomassa nitrificante proveniente do reator RBS e 200
mL de biomassa com atividlade ANAMMOX proveniente do reator
,lANAMMOX, totalizando uma concentracdo celular de 2400 mgSSV L

3.2.3 Afluente sintético

Foi utilizado como meio de alimentacdo do reator DMX um aflu-
ente sintético inorganico composto majoritariamente por amonio e mi-
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croelementos, preparado de acordo com a composic¢do previamente des-
crita para o cultivo da biomassa nitritante (vide topico 3.1.1.2, Tabela 4)
a uma concentracdo inicial de 200 mgN-NH; L™ e posteriormente 300
mgN-NH; L™

O meio sintético foi preparado duas vezes por semana e era man-
tido em uma bombona de 50 L sob agitacdo intermitente (30 minutos
agitando a cada 7 horas) com o objetivo de evitar a ocorréncia de preci-
pitacdo do material ndo dissolvido.

3.2.4 Operagdo e monitoramento analitico

Para a partida do sistema, foram adicionados ao reator 0 meio su-
porte e o inéculo (BOA + ANAMMOX), tendo o volume completado
com o afluente sintético diluido a 50% (v/v) (afluente/agua).

O controle da aeracdo intermitente foi automatizado (CLP) e ope-
rou com ciclos de 30 minutos, sendo destes 22 minutos destinados ao
ciclo 6xico e 8 minutos destinados ao ciclo andxico (MAGRI et al.,
2012).

O acompanhamento do sistema foi realizado por analises fisico-
quimicas realizadas no LEAA. As coletas foram realizadas diariamente
(Tabela 6), na entrada e saida do reator, durante 179 dias de operacao.

Tabela 6 — Pontos de amostragem, frequéncia de coleta e analises reali-
zadas no reator DMX durante o experimento.

Pontos de - . Frequéncia das
Anadlises realizadas oy
amostragem analises
Entrada N-NHs; N-NO,; N_'N03 ; Diariamente
Alcalinidade;

Meio do pH; OD; Temperatura Dlarlamznte

reator SST; SSV; SSF 1 vez & cada 60
ias

Saida N-NHg; N-NO ; N-NOs’ Diariamente

Alcalinidade;

3.2.5 Ensaio cinético de consumo de substrato

Para verificar a atividade da biomassa e saber a razdo ideal de
indculo utilizado para partida do reator DMX, foram previamente reali-
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zados ensaios cinéticos de consumo de substrato para a biomassa nitri-
tante e para a biomassa ANAMMOX.

Os ensaios foram realizados separadamente, em duplicata, no
préprio reator e antes deste ser inoculado.

3.2.5.1 Ensaio cinético nitritante

Para a realizacdo do ensaio em batelada, foram inicialmente adi-
cionados 80 mL de biomassa nitritante proveniente do reator RBS ao
sistema reacional, tendo seu volume completado para 1 L utilizando
afluente sintético a uma concentracéo de 100 mgN-NH; L™, A tempera-
tura foi controlada a 25°C e a vazéo de ar ajustada para 500 mL min™,
de modo que a concentracdo de oxigénio dissolvido ndo fosse limitante
para 0 processo.

As amostras foram coletas com auxilio de um pipetador automa-
tico em intervalos de 15 minutos, até a concentracdo de aménio se apre-
sentar abaixo de 10 mgN L™. Todas as amostras foram filtradas ap6s a
realizacdo de cada coleta para evitar futuras transformacdes até a reali-
zacdo dos procedimentos analiticos.

O monitoramento do sistema foi realizado por andlises de OD,
pH, temperatura, N-NH3, N-NO,", N-NOj5" e alcalinidade, sendo incluida
na Gltima aliquota a analise de sélidos suspensos totais (SST), fixos
(SSF) e volateis (SSV).

3.2.5.2 Ensaio cinético ANAMMOX

Para realizac8o dos ensaios cinéticos ANAMMOX, foi acoplada
ao reator uma linha de recirculacéo interna com vazao igual a 3 mL min’
! Foram utilizados 200 mL de biomassa proveniente do reator ANAM-
MOX, tendo também seu volume completado para 1 L com afluente
sintético a uma concentracéo de 100 mgN-NH; L™ e 100 mgN-NO, L™,
Os ensaios foram conduzidos com controle de temperatura a 25°C.

As amostras foram coletadas com auxilio de um pipetador auto-
matico em intervalos de 30 minutos por um periodo de 6 horas. Todas as
amostras foram filtradas apds a realizacdo de cada coleta para evitar
futuras transformacdes até a realizacdo dos procedimentos analiticos.

O monitoramento dos ensaios foi realizado por analises de pH,
temperatura, N-NHz, N-NO,", N-NOg’, sendo incluida na Gltima aliquota
a analise de SST, SSF e SSV.
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3.2.5.3 Determinacéo da velocidade especifica de consumo do substrato

A velocidade de consumo de substrato (rs) e a velocidade especi-
fica de consumo de substrato (ys) foram determinadas a partir da regres-
sdo linear das concentracGes de substrato em funcdo do tempo, resultan-
tes dos ensaios cinéticos experimentais, conforme as Equagfes 10 e 11,
respectivamente.

ds

L= Equacéo 10
Onde:
rs = velocidade de consumo de substrato (mgN L™ h™)
S = concentracéo do substrato (mgN L™)
t = tempo (h)

1, dS ~
wo= 53 Equacéo 11

Onde:

us = velocidade especifica de consumo de substrato (mgN gSSV™ h™)
X = concentracdo celular (mgSSV™* L™)

3.2.6 Ensaio de atividade nitrificante especifica

Para caracterizar a biomassa nitrificante (oriunda do reator RBS)
e extrair os parametros cinéticos em funcdo de sua atividade, foram
realizados ensaios de respirometria, que consistem na determinacéo da
cinética de consumo de oxigénio decorrentes do consumo de substrato
pela quantidade de micro-organismos. Para a execu¢do da técnica, foi
utilizado como reator um erlenmeyer de vidro (500 mL) adaptado com
trés bocas, para insercéo de eletrodos de pH e oxigénio dissolvido, e trés
chicanas na base, com o objetivo de evitar a formacao de vortices duran-
te a agitacdo (Figura 14). A concentracdo de biomassa utilizada para
realizacdo dos ensaios foi de 1,3 gSSV L™.

A Figura 14 ilustra o sistema experimental utilizado nos ensaios
de respirometria. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente
(25°C) e providos de aeracdo pela utilizagdo de um compressor de ar de
2,5 W (Big Air, A230) com difusores de pedra porosa submersos. Um
controlador de pH (Sincrontec, S2123-6606) foi utilizado para manter os
valores de pH na faixa de 7,5 — 8,0 e compensar alcalinidade através da
injecdo de NaOH 1 mol L™. A homogeneizacéo do sistema foi realizada
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por agitador magnético (IKA, RH Basic 2) a uma rotacdo de 750 rpm e
0 oxigénio dissolvido monitorado por oximetro (Hanna, HI 98186).

Figura 14 - Sistema experimental utilizado nos ensaios de respirometria,
onde: 1, oximetro; 2, controlador de pH; 3, agitador magnético; 4, bior-
reator; 5, bomba de aeragio; 6, solucio de NaOH (1 mol L™).

e sl

I 7 | —

Uma solugdo nutriente baseada no meio sintético (no entanto sem
adicdo de compostos nitrogenados) foi preparada para efetuar a lavagem
da biomassa entre os ensaios. Para avaliar a influéncia da concentracao
de substrato na velocidade de consumo de oxigénio, foram preparadas
em separado solugdes de NH,CI com concentragGes de 10, 25, 50, 100,
150, 200, 250, 350, 475, 600, 850 e 1200 mgN-NH; L a fim de facili-
tar a distribuicdo dos volumes utilizados nos pulsos dados durante o
experimento. Os ensaios foram realizados em duplicata e a média das
velocidades encontradas foi utilizada como valor para posterior determi-
nacdo dos parametros cinéticos iy, Ks e K.

Inicialmente e entre cada ensaio realizado, a biomassa passou por
um procedimento de lavagem baseado na suspensdo das células com a
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solucdo nutriente sem amonia, posterior centrifugacdo e descarte do
liquido sobrenadante. Esse procedimento foi realizado e repetido até que
a concentracdo de substrato se anulasse e ndo viesse a interferir nos
ensaios posteriores. Na sequéncia, a biomassa lavada foi suspensa no
biorreator e submetida a aeracdo até atingir um valor de oxigénio dissol-
vido proximo a saturagdo. A seguir, a aeragao foi interrompida e a queda
da concentracdo de oxigénio dissolvido monitorada ao longo do tempo
por medicdes em intervalos de 10 segundos até a concentracdo de oxi-
génio alcancar valores proximos a 15% da concentracdo de saturacéo do
sistema. A velocidade de consumo de oxigénio encontrada representou a
respiracdo enddgena dos micro-organismos.

Este mesmo procedimento foi realizado na determinacdo da ciné-
tica de consumo de oxigénio para as diferentes concentracbes de subs-
trato através da realizacdo de pulsos com as concentragfes previamente
preparadas com solucdo de cloreto de aménio. Para cada velocidade
encontrada foi descontado o valor relativo a respiracdo enddgena e en-
tdo, dividido o valor resultante pela concentracdo celular previamente
determinada, encontrando a velocidade especifica de consumo de oxigé-
nio QO..

3.2.7 Ensaio de atividade ANAMMOX especifica

Para caracterizar a biomassa ANAMMOX (oriunda do reator
ANAMMOX) e extrair os parametros cinéticos em funcéo de sua ativi-
dade, foram realizadas cinéticas de consumo de substrato. Neste caso,
para a execucdo do experimento, foi utilizado como reator um kitasato
de vidro (1000 mL) com volume util de 600 mL, tendo a saida lateral
acoplada com sistema para coleta de amostra. A concentragdo celular de
biomassa ANAMMOX utilizada para realizacdo dos ensaios foi de 1,7
gssv L™

Os experimentos foram conduzidos em uma Incubadora Shaker
(Lucadema, Luca-222) com controle de temperatura & 25°C e velocidade
de rotacdo de 60 rpm, 0 que possibilitou manter o sistema devidamente
homogeneizado e & temperatura constante. Para avaliar a influéncia do
substrato na velocidade de consumo das bactérias, foram realizados
ensaios utilizando concentracbes de aproximadamente 20, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 400, 600 e 800 mg L™ de NT, sendo destes 50% na forma
de N-NHj; e 50% na forma de N-NO;', conforme exige a estequiometria
do processo.

Inicialmente, e antes de iniciar cada ensaio, a biomassa passou
por um procedimento de lavagem baseado na suspenséo das células com
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agua destilada e posterior descarte do liquido sobrenadante até que as
concentracBes de substrato se anulassem na solu¢do. Na sequéncia, 60 g
L de biomassa Gimida foram suspensas no reator e o volume completa-
do com o afluente sintético previamente preparado para 600 mL. A at-
mosfera do restante do reator era preenchida com nitrogénio gasoso e a
passagem superior fechada com parafilm para evitar a contaminagéo por
oxigénio a longo prazo.

As amostras foram coletadas em intervalos de 30 minutos durante
8 horas de duracdo da cinética ou até que as concentragdes de substrato
se apresentassem abaixo de 10 mg L. O monitoramento dos ensaios foi
realizado por andlises de pH, temperatura, amonia, nitrito e nitrato.

Assim, para encontrar a velocidade especifica (i) de consumo de
substrato e formacdo de produto, o valor de cada velocidade (r) encon-
trada nos ensaios foi dividido pela concentracdo celular previamente
determinada.

3.2.8 Ensaio de atividade DMX especifica

Apos a caracterizacdo das biomassas utilizadas como in6culo e a
partida do reator DMX, foram realizadas cinéticas de consumo de subs-
trato no préprio reator com o objetivo de extrair 0os parametros cinéticos
e otimizar a operagdo do mesmo. Para tanto, a linha de alimentacéo foi
desligada e a saida do reator conectada diretamente na linha de reciclo,
formando assim uma Gnica linha de recirculacdo interna para manter o
processo em batelada.

Para avaliar a influéncia do substrato na velocidade de consumo
das bactérias, foram realizados ensaios utilizando-se concentracfes de
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 550, 650, 800 e 1000 mgN-NH; L™.
Inicialmente, apds sedimentacdo das células, o contetdo liquido do rea-
tor foi removido e o volume novamente completado com o afluente
sintético previamente preparado de concentragdo conhecida. A operacao
do reator procedeu nas mesmas condi¢cdes do reator DMX, no entanto,
com vazéo de ar fixa para 20 mL min™ durante as etapas de aeracéo.

As amostras foram coletadas com auxilio de um pipetador auto-
maético ao final de cada ciclo (30 minutos) por um periodo de 8 horas.
Todas as amostras foram filtradas apos a realizacdo de cada coleta para
evitar futuras transformagdes até a realizacdo dos procedimentos analiti-
cos. O monitoramento dos ensaios foi realizado por analises de pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, alcalinidade total, aménia, nitrito e
nitrato, sendo incluida na Gltima aliquota a analise de sélidos suspensos
totais, fixos e volateis.
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Para o calculo das velocidades especificas (1) de consumo de
substrato e formacdo de produto, foi dividido o valor das velocidades (r)
pela concentracgdo celular previamente determinada.

3.2.9 Ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais

A partir das velocidades de consumo de substrato dos ensaios de
atividade especifica (nitritante, ANAMMOX e DMX) e das respectivas
concentracBes de substrato utilizadas, foi realizada uma andlise dos
dados através de uma regressdao nao linear pelo software SAS 9.2
(2008), onde foi testado o ajuste dos modelos matematicos de Monod,
Andrews, Teissier, Edwards Il, Luong e Edwards | aos dados experi-
mentais, conforme descrevem as Equacges 12, 13, 14, 15, 16 e 17, res-
pectivamente.

Assim, 0s pardmetros cinéticos para 0s micro-organismos testa-
dos foram obtidos através do melhor ajuste encontrado para os dados
experimentais.

S ~
Ul A Ke's Equacéo 12
S x
K=K = Equacéo 13
Kg+ S+
K|
S
(TR U (1 -e KS) Equacéo 14
B oS S ~
K= Ks 7S exp (- E1> Equacéo 15
n
By S S ~
ne= Ks+8 <1- (§)> Equacéo 16
o (s ()0 () cosio
=R, {exp K exp Ks quacgao
Onde:

ux = velocidade especifica de crescimento (d™)
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um = velocidade maxima especifica de crescimento (d™)

S = concentraco de substrato (mg L™)

Ks = constante de saturacéo pelo substrato (mg L™)

K, = constante de inibic&o pelo substrato (mg L™)

Sm = concentragdo de substrato onde o crescimento cessa (mg L™)
n = constante de Luong (adimensional)

3.3 METODOLOGIAS E TECNICAS LABORATORIAIS
3.3.1 Determinacéo de pH

As determinagdes de pH foram realizadas com potencidmetro da
marca TECNAL, modelo Tec-3MP com eletrodo de pH e calibrado
segundo os procedimentos descritos pelo Standard Methods (APHA,
2012), com solugdes tampéo de pH 7,0 e 4,0 da marca Merk.

3.3.2 Determinacdo de oxigénio dissolvido (OD)

As determinacOes de oxigénio dissolvido foram realizadas com
medidor de oxigénio dissolvido, da marca YSI modelo 55.

3.3.3 Alcalinidade total

Para determinacéo de alcalinidade, utilizou-se do método titulo-
métrico (APHA, 2012). Este método é aplicavel a determinacdo da pre-
senca de carbonato e bicarbonatos em efluentes de sistemas de tratamen-
tos de residuos e 4gua em geral.

Utilizou-se potencidmetro TECNAL Tec-3MP; um titulador se-
mi-automatico TITRONIC T-200. Para a analise, se faz necessario pre-
parar as seguintes solucdes: solucdo padrdo de H,SO, 0,005 mol L™,
onde o valor de alcalinidade foi obtido segundo a Equacéo 18.

_ M-A 100000

mgCaCO; - L v

Equacéo 18
Onde:

M = molaridade do 4cido padronizado (mol L™)

A = volume de 4cido padronizado gasto para reduzir o pH para 4,5 (mL)
V = volume de amostra (mL)



75
3.3.4 Nitrogénio amoniacal total (NAT)

A analise de nitrogénio amoniacal total foi realizada com eletrodo
de ion seletivo da marca Thermo segundo procedimento descrito no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2012), pelo método potenciométrico, com alteracdo do volume
de amostra. NAT compreende a soma de NH; + NH," e neste trabalho
estd expressado como N-NHa.

3.3.5 Nitrito e Nitrato

Na determinacéo de nitrito optou-se por utilizar o método colori-
métrico em um sistema de analise por injecdo em fluxo conforme APHA
(2012), modificado segundo Schierholt Neto et al. (2006).

Para tanto, utilizou-se um Sistema Multicanal FIAlab — 2500 com
cabos de fibra 6tica (SMA 200 mm) que ligam a célula de reacdo ao
espectrofotdmetro (Ocean-optics S2000 — escala 6tica de 200 a 850 nm).
Como carreador foi utilizado dgua destilada e como reagente de cor uma
solucdo contendo sulfanilamida, acido ortofosférico e n-1-
naftiletilenodiamina dihidracloreto, sendo todo reagente grau P.A.

Exclusivamente para analise de nitrato foi utilizado uma coluna
com aproximadamente 5 g de cAdmio para reducgéo do nitrato a nitrito e
uma solucéo de cloreto de aménio e EDTA sal dissédico como reagente
tampéo.

3.3.6 Sdlidos suspensos totais, fixos e volateis

Analise realizada segundo procedimento descrito no Standard
Methods for the Examination of Water and wastewater (APHA, 2012).
As amostras foram filtradas em filtro 0,45 um sob cadinho de Gooch,
secas em estufa a 105 °C por uma hora (SST) e calcinadas em mufla a
550°C por 30 minutos (SSF). Os SSV foram determinados pelo calculo
da diferenca entre os SST e SSF.

3.3.7 Calculos de carga (c)

Os calculos das cargas aplicadas ao reator foram realizados se-
gundo a Equacéo 19.

Equacéo 19
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Onde:

¢ = carga aplicada ao reator (mg L™ d™)
[C] = Concentragdo na entrada (mg L™)
Q = vazdo de alimentacdo (L d™)

V = volume do reator (L)

3.3.8 Balanco de massa e eficiéncia de remocéo de nitrogénio

O reator DMX operou continuamente com recirculacdo de células
conforme o sistema representado esquematicamente pela Figura 13.
Assim, a eficiéncia tedrica maxima pdde ser calculada a partir do balan-
¢o de massa para o substrato (nitrogénio total) realizado em funcéo do
sistema operacional.

Para a descricdo matematica do balanco de massa do sistema, fez-
se necessaria a formulacdo das seguintes hipéteses:

1. Reator homogéneo;

2. Regime de alimentacdo continuo, ou seja Q/V = D;

3. Nao h4 transformacdo do nitrogénio no decantador, entdo Sg =
S;

4, Estado estaciondrio, ou seja dS/dt=0

5. A velocidade de crescimento é desprezivel, entdo dX/dt =0

6. O substrato incorporado na biomassa e 0 consumo de substrato
para manutencéo das células sao despreziveis

7. O acumulo de nitrogénio na forma de nitrito é desprezivel.

Dessa forma, pode-se escrever o seguinte balanco de massa para
0 substrato, considerando o reator DMX como volume de controle:

Q. Se T Qg Sg - (QptQ,) S- pg X Vip, - XV =0

Onde:

Q. = Vazdo de entrada (L d™);

Se = Concentracéo de NT na entrada (mgNT L™);

Qg = Vazéo de recirculagdo (L d™);

Sg = Concentracdo de NT na recirculacao (mgNT LY.
S = Concentracéo de substrato na saida (mgNT L™;
us = velocidade especifica de consumo de aménia (d o}
up = velocidade especifica de producdo de nitrato (d™);
X = Concentragdo celular (gSSV L™);

V = Volume do reator (L)
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Dividindo os membros da equacdo acima por V, temos:

QSe | QuSk _ (RQJS wyX 'V XV _

\Y \Y \Y \Y \Y 0

Considerando a transformacdo do nitrogénio no decantador des-
prezivel (hipotese 3), obtemos:

Qe. Se Qe‘ S —
v v +X(up'us)70

Considerando o regime de alimentagdo continuo (hipotese 2), te-
mos:

D(Se'5)+X(HP'IJS):0

Assim, isolando a variavel S e rearranjando a equacéo, chegamos
a Equacdo 20 para o calculo da concentracdo na saida do reator DMX:

(Up' P-s) X

S=8, + Ak

Equacéo 20

No mesmo contexto, a eficiéncia de remocao de nitrogénio ted-
rica pdde ser calculada pela Equacéo 21, utilizando o valor de S tedrico
obtido pela Equacdo 20. Ainda, a eficiéncia de remoc¢do de nitrogénio
obtida durante o experimento também foi calculada através da Equacéo
20, porém utilizando os valores de S experimentais.

E =(1- z—c) 100 Equacéo 21

Onde:
E = eficiéncia (%);

S* = concentracdo de nitrogénio total (N-NH; + N-NO, + N-
NO3) (mg LY.
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3.3.9 Calculo das concentracdes de amonia livre (AL) e acido nitroso
livre (ANL)

O equilibrio quimico do sistema para formagdo de amonia livre e
acido nitroso livre foi calculado através das Equacdes 22 e 23, propostas
por Anthonisen et al., 1976.

17 [total de aménia como N] x 10PH ~

AL (NH;, mg/L) =1 X —ermmcon s on Equagao 22
46 [N-NO, ] .

ANL (HNO,, mg/L) = x TEwT (ch))] o Equacdo 23

3.3.10 Amostragem e quantificacdo dos gases de efeito estufa (GEE)

As amostras dos gases foram coletas através de um sistema aco-
plado ao reator (Figura 15) onde obrigatoriamente todo o gas emitido
era transferido para um baldo de pléastico localizado na parte superior do
mesmo durante o tempo de um ciclo completo (30 minutos). Foram
coletadas amostras diariamente, durante 12 dias sem interrup¢do, quan-
do o reator encontrava-se com estavel atividade DMX.

Figura 15 — Sistema utilizado para coleta dos gases no reator DMX du-
rante 0 experimento. Onde: 1, saida do gas do reator; 2, baldo para cole-
ta do gas.
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Para medicdo, foi utilizado um analisador de gases infravermelho
fotoacustico (INNOVA 1412, Lumasense Technologies, Denmark) e as
massas de N-NH; e N-N,O calculadas utilizando a Equacéo 24.

CxMyxPx(Q-t) ~
B :W Equacéo 24
Onde:

B = taxa de emissdo (ug L™ d™) do gés de interesse (N-NH;, N-N,O);

C = concentracdo determinada pelo analisador de gases (ppmv);

My = massa de N no gas de interesse (N-NH; = 14 gN mol™® NH; e N-
N,O = 28 gN mol™ N,0);

P = pressdo do gas (P = 1 atm);

Q = vazéo de ar (L d™);

t = tempo (d);

R = constante universal dos gases (0,082 atm.L mol™ K™);

T = temperatura do gas amostrado (K);

V* = volume do reator (L).
3.3.11 Caracterizagéo da biomassa

Para identificar e quantificar o consoércio de micro-organismos
presentes no reator DMX, foram realizadas analises baseadas em técni-
cas de biologia molecular: gPCR (PCR quantitativo) e FISH (do inglés,
Fluorescent In Situ Hybridization).

3.3.11.1 Andlise de Hibridizacao in situ com fluorescéncia (FISH)

A metodologia utilizada na analise seguiu as orientacdes de fi-
xacao e preparo de laminas para analise microscopica, segundo Amann
et al. (1990). As amostras foram fixadas utilizando as solugdes de PBS e
paraformaldeido 4%. Para hibridizacdo, as amostras foram secas em
estufa 4 46 °C, desidratadas em etanol por imers&o e secas a temperatura
ambiente. Em seguida adicionou-se a solucdo de hibridizacéo (na pro-
porcao apresentada na Tabela 7), a sonda especifica (Tabela 8) para cada
género de bactéria, e incubaram-se as laminas em estufa 46 °C. Apos,
cobriu-se as amostras com DAPI (para coloracdo do DNA total) e no-
vamente as laminas foram incubadas a 46 °C. Em seguida, procedeu-se
com a lavagem utilizando-se solucdo especifica para cada sonda utiliza-
da (Tabela 7) e por fim, mantiveram-se as laminas protegidas da luz
para secagem a temperatura ambiente. As laminulas foram sobrepostas
com auxilio de uma solug¢do de Citifluor 30% em Glicerol 50%.
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Tabela 7 — Concentragdo do tampé&o de hibridizacdo e solugédo de lava-
gem para cada tipo de sonda.

Tampao de Solucéo de lavagem
Sonda hibridizggéo %) i (%) ’
EUB mix
EUB338 | +
(EU8338 I+ 20 20
EUB338 I1I)
Ns0190 55 55
NEU 40 40
NIT3 40 40
AMX368 15 15

Tabela 8 — Sequencia e especificidade das sondas utilizadas na analise
de FISH para o reator DMX.

Sondas Sequencia 5°- 3’ Especificidade
EUB mix
(EUB338 1+ GCT GCC TCC CGT AGG AGT Dominio
EUB33811+ GCA GCC ACC CGT AGG TGT Bacteria

EUB338 1lI)* GCT GCC ACC CGT AGG TGT
Ns0190° CGATCCCCTGCTTTTCTCC Todas as BOA

NEU? CCCCTCTGCTGC ACTCTA Género
TTC CAT CCC CCT CTG CCG* Nitrosomonas
NIT3E CCT GTG CTC CAT GCT CCG _Género
CCT GTG CTC CAG GCT CcCcG* Nitrobacter
d Todas as
AMX368 CCT TTC GGG CAT TGC GAA ANAMMOX

*POLPRASERT e SAWAITTA-YOTHIN, 2006;

"MOBARRY et al., 1996;

‘WAGNER et al., 1996:

‘SCHMID et al., 2003;

*Sondas competidoras. As sondas competidoras ndo contém marcacdo com
fluoréforo.

A ligacdo da sonda (marcadas com o fluorocromo do tipo Cy3)
com a sequencia complementar no rRNA foi detectada por microscopia
de epifluorescéncia (microscépio Olympus Modelo Bx41) e sistema de
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captura de imagens do Laboratério Multiusuarios de Estudos em Biolo-
gia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.3.11.2 Quantificacdo de bactérias por reacdo em cadeia da polimerase
(gPCR)

A quantificagdo da biomassa nitrificante (amoA) e biomassa
ANAMMOX (hzo) foi realizada pelo método de PCR quantitativo
(gPCR) utilizando o equipamento Rotor Gene 6000 (Corbett Research,
NSW, Australia).

3.3.11.2.1 Curvas padréo para quantificagdo dos genes 16S, amoA e
hzo

O numero de células foi estimado de acordo com as curvas pa-
drdo previamente preparada em concentragdes decimais seriais de copias
de DNA. Para quantificacdo de bactérias totais no reator, a curva padrao
foi gerada pela transformacéo de células de Escherichia coli DH5a com
0 plasmideo pCR.2.1-TOPO (Invitrogen), contendo uma sequéncia do
gene 16S rDNA. Para quantificacdo dos genes catabdlicos especificos
para as reacGes de ambnia monooxigenase (amoA) e hidrazina oxidase
(hzo), uma curva padrdo foi construida para cada amplicon purificado.
Para clonagem, fragmentos alvo de DNA foram amplificados e inseridos
no vetor pCR® 2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) e transformados em
células competentes de DH5a E. coli (SAMBROOK e RUSSEL et al.,
2001). Os clones foram inoculados e incubados em caldo Luria-Bertani
contendo ampicilina (100 mg mL™). O DNA plasmidial foi extraido
utilizando o método de lise alcalina (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). A
presenca de insertos no DNA plasmidial foi confirmada por meio de
eletroforese em gel ap6s PCR convencional.

3.3.11.2.2 Quantificacdo dos genes amoA e hzo

Amostras da biomassa do reator foram coletadas e submetidas a
extracdo de DNA total utilizando o kit comercial UltaClean Microbial
DNA Isolation (MOBIO). Ap6s o processo de extracdo, o DNA obtido
foi submetido a reacdo de gPCR para quantificacdo de bactérias nitrifi-
cantes e bactérias ANAMMOX, para a qual foi utilizado o kit comercial
SYBR Green mix/ROX (Ludwig Biotec). Este kit contém a maioria dos
reativos necessarios para que a PCR ocorra (dNTPs, enzima Taqg DNA
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Polimerase, condicGes salinas adequadas), sendo adicionados os inicia-
dores (Tabela 9) e o material genético a ser avaliado.

Tabela 9 — Iniciadores utilizados e sua sequéncia

Iniciadores Sequéncia (5° - 3°) Referéncia
16Sf ATGGCTGTCGTCAGCT Ferris et al. 1996
16Sr ACGGGCGGTGTGTAC '
amoAf GGGGTTTCTACTGGTGGT Rotthauwe et al.,
amoAr CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 1997
hzof TGYAAGACYTGYCAYTGG Schmid et al.,
hzor ACTCCAGATRTGCTGACC 2008

Os ensaios de gPCR foram realizados em duplicatas, sempre con-
tendo controles negativos e positivos das reagdes. Todas as reagdes con-
tinham 12,5 pL de master mix SYBR Green, 0,5 uM de cada iniciador,
10pL de DNA total, e 4gua ultrapura para completar um volume final de
25 L. As reacOes foram acomodadas no equipamento Rotor Gene 6000
(BIORAD) e submetidas a termo ciclagem de: 16S, 95°C por 5 min, 40
ciclos de 95°C por 15s, 53°C por 15s, 72°C por 40s; amoA, 94°C por 5
min, 40 ciclos de 94°C por 60s, 60°C por 90s, 72°C por 90s e hzo, 95°C
por 5 min, 40 ciclos de 95°C por 15s, 53°C por 15s, 72°C por 60s. A
especificidade de cada reacdo foi confirmada pela analise da curva de
desnaturagdo. Todas as reacOes foram realizadas em duplicata.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIOS DE ATIVIDADE ESPE(;iFICA PARA O’BTENC;AO DE
PARAMETROS CINETICOS DOS INOCULOS PRIMARIOS

4.1.1 Atividade especifica nitrificante

A concentracdo de oxigénio dissolvido durante o ensaio respiro-
métrico referente & respiracdo enddgena da biomassa nitrificante apre-
sentou comportamento linear, obtendo uma velocidade de consumo de
oxigénio (QO,X) de 0,0575 mgO, L™ min™, e uma velocidade especifi-
ca de consumo de oxigénio (QO, end) de 0,0432 mgO, gSSV™* min™. Os
resultados obtidos em cada ensaio realizado, expressos na forma grafica,
encontram-se disponiveis no Apéndice A.

A Tabela 10 apresenta em sintese os resultados dos ensaios de
atividade nitrificante realizado com a biomassa utilizada como inéculo
do reator DMX.

Tabela 10 — Velocidade de consumo de oxigénio e velocidade especifica
de consumo de oxigénio para cada concentracdo de substrato utilizada
durante os ensaios realizados com a biomassa nitrificante.

Ensaios (mgN-SHg ) (mgo(g%lxmin'l) (mgO, g(gg\i'l min™)
1 13,33 3,288 2,425
2 25,71 4,965 3,685
3 46,79 5,386 4,001
4 99,85 5711 4,245
5 154,78 6,029 4,484
6 211,19 5,942 4,419
7 258,78 6,166 4,587
8 354,52 6,099 4,537
9 476,50 5,767 4,287
10 605,60 5,597 4,160
11 849,05 5,663 4,209
12 124450 5,078 3,770

De forma conhecida, foram utilizadas doze diferentes concentra-
¢des iniciais de N-NHj3 (Tabela 10) onde através dos dados obtidos para
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cada pulso fornecido durante um ensaio respirométrico eram calculadas
as velocidades especificas de respiracdo, as quais posteriormente foram
ajustadas a um modelo para obtencdo dos parametros cinéticos.

Através dos dados de QO, da Tabela 10, é possivel perceber a
tendéncia de inibicdo do processo de nitrificacdo devido ao aumento da
concentracdo de substrato S. Durante os ensaios iniciais (1 a 5, Tabela
10), em baixas concentracdes de N-NH3;, o QO, teve comportamento
crescente, atingindo maior velocidade especifica de consumo de oxigé-
nio no ensaio 7 (QO, = 4,587 mgO, gSSV™* min™) , sob concentragio de
N-NHj; de 258,78 mg L. Apds o aumento da concentracio S nos pulsos
posteriores, 0 comportamento do QO, passou a ser decrescente, reduzin-
do a velocidade especifica de consumo de oxigénio e consequentemente
indicando inibig&o pelo substrato.

Para melhor especificidade, os dados experimentais foram sub-
metidos a analise de regressao ndo linear objetivando encontrar o mode-
lo que melhor representasse 0 comportamento da biomassa nitrificante.
A Tabela 11 apresenta os resultados da andlise do Critério de Informa-
cdo de Akaike (CIA) (AKAIKE, 1974) em funcdo dos modelos para a
variavel QO, no processo de respirometria, onde o menor valor encon-
trado representa o melhor ajuste do modelo.

Tabela 11 — Andlise do critério de informacdo de Akaike (CIA) em fun-
¢do dos modelos matematicos para a variavel QO, no processo de respi-
rometria.

Modelo N° de par@metros CIA
Andrews 3 -6,6966
Edwards Il 3 -6,5092
Luong 4 -6,5092
Edwards | 3 -5,2619
Teissier 2 3,0912
Monod 2 10,0450

O modelo matematico de Andrews foi o que melhor se ajustou
aos dados experimentais. 1sso porque 0 mesmo leva em consideracao
além da constante de saturacdo K e da velocidade maxima especifica
Umax, @ constante de inibicdo K,, que neste estudo representa o efeito
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inibitério da concentracdo de substrato para a biomassa nitrificante
guando exposta a altas concentragdes.

Dessa forma, através da afinidade no ajuste do modelo aos dados
experimentais, o0 modelo de Andrews (ANDREWS, 1968) foi o que
melhor representou 0 comportamento da biomassa nitrificante durante
0s ensaios realizados, obtendo, além do menor valor de CIA, um coefi-
ciente de correlacdo de R? = 0,989. A Figura 16 apresenta a curva da
velocidade especifica de consumo de oxigénio em fungdo da concentra-
¢do de substrato e o ajuste do modelo de Andrews aos dados experimen-
tais.

Figura 16 — Valores da velocidade especifica de respiracdo (QO;) em
fungdo da concentracdo do substrato (N-NHs) e ajuste do modelo de
Andrews aos dados experimentais.
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O cruzamento dos dados apds regressdo ndo linear permitiu esti-
mar os valores dos pardmetros cinéticos caracteristicos da biomassa
nitrificante, determinados pelo ajuste da Equacdo 13 (Andrews), con-
forme descrito na Tabela 12. No entanto, a definicdo do parametro p., do
modelo de Andrews esta relacionado ao valor méaximo de velocidade de
consumo de substrato na auséncia de inibicdo. Isso faz com que quanto
maior o nivel de inibigdo do processo, mais superestimado se torne o seu
valor. Por isso, Andrews (1968), propde que esse valor seja corrigido
(un™) pela Equagdo 25, que é o resultado da derivada da Equagéo 13,
igualada a zero.
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* [t

n,o = Equacéo 25

Onde:
um* = velocidade maxima especifica de consumo de substrato corrigida
(mg gSSV*h™)

Tabela 12 — Parametros cinéticos do modelo de Andrews estimados
através da regressdo nao linear para a biomassa nitrificante.

Modelo T t*? Ks” K? R?
Andrews 4,885 4,388 12,4 3867,1 0,989
*mg0, gSSV™' min™;
®mg N-NH, L™

Ferretti (2005) estudando a velocidade de respiragdo em ensaios
de atividade especifica utilizando biomassa nitrificante também alimen-
tada com efluente sintético, encontrou um valor de p,* de 3,37 mgO,
gSST™ min™. Jubany et al. (2005) estudando a inibicdo de bactérias
nitrificantes pelo substrato, obteve um valor de velocidade méxima es-
pecifica de 3,21 mgO, gSSV™* min™. A velocidade méxima especifica
un* do presente estudo foi de 4,38 mgO, gSSV™* min™ para uma con-
centracdo de 300 mgN-NH; LY o gue demonstra a alta seletividade e
capacidade dos micro-organismos em ser utilizados como iné6culo nitri-
ficante, além da atividade preponderante em relacdo aos valores encon-
trados pela literatura.

Quanto aos valores de Ks e K, foram encontrados 12,38 mg N-
NH; L™ e 3867,12 mgN-NH; L™, respectivamente. O valor relativamen-
te alto de K, permite dizer que, apesar da evidente queda na velocidade
especifica, a biomassa nitrificante estudada apresenta resisténcia consi-
deravel de inibicdo quando submetida a elevadas concentracbes de S,
caracteristica que fortalece sua aptiddo para o tratamento de efluentes
também concentrados.

4.1.2 Atividade especifica ANAMMOX
A Tabela 13 apresenta os valores das velocidades de consumo de

substrato de aménia (rN-NHs3) e nitrito (rN-NO;") e das respectivas velo-
cidades especificas (UN-NH3z ¢ uN-NO,) para cada concentracdo de
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substrato utilizada nos ensaios cinéticos com a biomassa ANAMMOX.
Todos os resultados das quedas de consumo de substrato e das velocida-
des especificas obtidos em cada ensaio realizado estdo apresentados no
Apéndice B, sob forma gréfica para melhor compreensao.

Tabela 13 — Velocidade de consumo de aménia e nitrito para cada con-
centracdo de substrato utilizada e suas respectivas velocidades especifi-
cas oriundas dos ensaios realizados com a hiomassa ANAMMOX.

S r u
(mg L™) (mg L™*h™) (mg gSSV™* h™)

Ensaios
N-NH; N-NO, N-NH; N-NO,  N-NH; N-NO,

1 15,83 9,94 -2,52 -3,58 1,46 2,08
2 27,74 25,06 -2,95 -4,33 1,72 2,52
3 52,99 51,62 -4,89 -6,55 2,85 3,81
4 75,61 70,38 -8,40 -10,70 4,89 6,22
5 97,31 97,40 -8,54 -12,26 4,97 7,13
6 124,80 12480 -9,36 -11,12 5,45 6,47
7 160,23 146,63 -9,71 -11,10 5,65 6,46
8 191,94 204,40 -961 -9,73 5,59 5,66
9 309,76 292,75  -9,96 -9,31 5,80 541
10 395,00 387,20 -8,48 -8,22 4,93 4,78

A maior velocidade especifica de consumo de amdnia encontrada
foi de 5,80 mgN-NH; gSSV™* h™ (Ensaio 9) a uma concentracdo S de
309, 76 mgN-NH; L™ J& a maior velocidade especifica de consumo de
nitrito foi de 7,13 mgN-NO, gSSV™* L™ (Ensaio 5) a uma concentracio
S de 97,31 mgN-NO, L™, Apesar de uN-NO, possuir um valor de ve-
locidade maior do que uN-NHg, 0 efeito inibitério das concentracfes de
substrato se mostraram mais evidentes e rapidos para o primeiro do que
para o segundo, ou seja, enquanto uN-NO, comecgou a diminuir a velo-
cidade a partir do Ensaio 5, uN-NH3 apresentou uma pequena reducao
na velocidade somente no ultimo ensaio. Além disso, a queda de pN-
NH;z no Ensaio 10 pode ter sido fruto do acimulo de N-NO; no reator
(oriundo da queda acentuada de uN-NO,), 0 que pode ter gerado um
desequilibrio na razdo estequiométrica causando a reducdo da atividade
das bactérias.
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Devido as bactérias ANAMMOX consumirem amdnia e nitrito
como substrato simultaneamente durante o processo de conversdo, a
andlise ndo linear das velocidades especificas em fungéo da concentra-
¢do do substrato foram realizadas separadamente, possibilitando assim, a
obtencdo dos pardmetros cinéticos e modelagem matematica especifica
para cada substrato consumido.

Dessa forma, foram ajustados cinco modelos matematicos aos
dados experimentais com o objetivo de encontrar o modelo que melhor
representasse 0 comportamento da biomassa ANAMMOX tanto para o
consumo de N-NH3; como para N-NO,". A Tabela 14 apresenta os resul-
tados da analise de CIA (AKAIKE, 1974) em funcdo dos modelos ma-
tematicos para as varidaveis N-NH;z; e N-NO,™ no processo ANAMMOX,
onde o menor valor encontrado representa 0 melhor ajuste do modelo.

Tabela 14 — Andlise do critério de informacdo de Akaike (CIA) em fun-
cdo dos modelos matematicos para as varidveis N-NH; e N-NO,™ no
processo ANAMMOX.

Modelo N° de parametros CIANNH, ClAN-NO,-
Edwards | 3 13,6232 25,3135
Edwards Il 3 13,7606 25,9533

Luong 4 15,7606 27,9533
Andrews 3 16,1763 26,7580
Teissier 2 18,2090 30,9695

Monod 2 24,2222 34,4729

Os valores apresentados na Tabela 14 revelam que o modelo ma-
tematico de Edwards | (EDWARDS, 1970) foi o que melhor se ajustou
aos dados experimentais tanto para N-NH;z; como para N-NO;’, obtendo,
além do menor valor de CIA, um coeficiente de correlacdo de R? =
0,962 e R? = 0,919, respectivamente. Esse modelo, assim como de An-
drews, também foi proposto levando em consideragéo a cinética de ini-
bicdo pelo substrato.

As Figuras 17 e 18 apresentam as curvas da velocidade especifica
de consumo de aménia e nitrito, respectivamente, em funcéo da concen-
tracdo S de substrato e o ajuste do modelo de Edwards | aos dados expe-
rimentais.
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Figura 17 - Valores da velocidade especifica de consumo de aménia
(uN-NH3) em funcdo da concentracdo do substrato (N-NH3) e ajuste do
modelo de Edwards | aos dados experimentais.
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Figura 18 - Valores da velocidade especifica de consumo de nitrito (uN-
NO,) em fungdo da concentracdo do substrato (N-NO,) e ajuste do
modelo de Edwards | aos dados experimentais.
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O cruzamento dos dados ap0s regressao ndo linear permitiu esti-
mar os valores dos pardmetros cinéticos caracteristicos da biomassa
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ANAMMOX, determinados pelo ajuste da Equacdo 17 (Edwards I),
conforme descrito na Tabela 15.

Tabela 15 — Parametros cinéticos do modelo de Edwards | estimados
através da regressdo nao linear para a biomassa ANAMMOX.

Modelo  Variavel T K° K, R?

N-NH; 9,971 96,435 603,53 0,962

N-NO, 9,573 56,402 525,34 0,919

*mgN gSSV™*h™;
mgN L*

Edwards |

Os valores dos parametros cinéticos apresentados na Tabela 15,
associados com as Figuras 17 e 18, revelam que o aumento da concen-
tracdo S se mostrou mais limitante para a velocidade de consumo de
nitrito do que para a amdnia no processo ANAMMOX, indicando a
maior capacidade do N-NO, de inibir a atividade das bactérias.

Dapena Mora et al. (2007), estudou os efeitos de inibi¢do da con-
centragdo de aménia, nitrito e nitrato sob a atividade das bactérias
ANAMMOX e concluiu que entre as formas de nitrogénio estudadas, o
nitrito foi a que exerceu o maior efeito inibitério sobre a atividade espe-
cifica das bactérias com atividade ANAMMOX. Bettazzi et al. (2010),
realizando testes de inibicdo por nitrito em reatores com atividade
ANAMMOX concluiram que concentracdes de 75 mgN-NO, L™ redu-
zem cerca de 28% a atividade das bactérias. No presente estudo, con-
forme os dados apresentados na Tabela 15, concentracfes superiores a
100 mgN-NOy L tendem a reduzir a atividade das bactérias ANAM-
MOX e limitar a velocidade de consumo de substrato do processo.

A velocidade maxima especifica de consumo de N-NH; encon-
trada foi de 9,971 mgN-NH; gSSV™ h™ para aménia e 9,573 mgN-NO,
9SSV h para nitrito. Ja a constante de inibic&o pelo substrato K; foi de
603,53 mgN-NH; L™ para aménia e 525,34 mgN-NO, L™ para nitrito,
reforcando novamente a maior influéncia das concentracGes de nitrito na
inibicdo do processo ANAMMOX. Os valores de Kg foram de 96,435
mg L™ para aménia e 56,402 mg L™ para nitrito. Strous et al. (1998)
relataram que as constantes de afinidade das bactérias ANAMMOX para
aménia e nitrito foram iguais ou menores que 0,1 mgN L™ para diame-
tros de agregados (80%) menores que 50 um. No entanto, o didmetro
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dos agregados do presente estudo se encontram na faixa de milimetros, o
que fez a resisténcia a transferéncia de massa ser muito mais forte.

Embora as pesquisas relacionadas a microbiologia e bioquimica
do processo ANAMMOX tenham se mostrado significativas, as infor-
mag0es referentes & cinética de crescimento dessas bactérias ainda sdo
muito variaveis na literatura. Para o caso especifico das ANAMMOX, a
velocidade de crescimento torna-se particularmente importante, dado o
numero significativo de dificuldades relatadas na partida dos sistemas
tanto laboratoriais como em grande escala. Sendo assim, a estimativa do
valor de p, para essas bactérias torna-se uma ferramenta importante
para ajudar a determinar se o tempo de partida esta relacionado a baixa
atividade das mesmas ou as condi¢des operacionais impostas ao sistema,
oferecendo por consequéncia suporte para a tomada de decisao.

No presente estudo, a velocidade especifica maxima de cresci-
mento encontrada e obtida pela modelagem dos dados experimentais
para as bactérias ANAMMOX foi de 0,0096 h™. Van de Graaf et al.
(1996) encontrou um valor de 0,001 h™ para o mesmo propésito, ja
Strous et al. (1998) encontrou 0,0027 h™ e Isaka et al. (2006) 0,016 h™,
todos trabalhando com culturas mistas enriquecidas e acima de 30°C.
Malovanyy et al. (2012) estudando os fatores que influenciam a veloci-
dade especifica de crescimento das bactérias ANAMMOX, relatam que
a mesma aumenta de 8,7 a 12,5% em média por cada 1°C aumentado na
temperatura do meio. Sabendo disso, de forma positiva as bactérias do
reator ANAMMOX apresentaram um valor de p, bastante elevado para
esse tipo de processo mantido a 25°C. A diferenca entre esses valores
pode variar em funcéo, além das condicfes operacionais e fatores exter-
nos, da espécie de bactéria utilizada em cada experimento e da possibili-
dade de inativacdo de uma parte da populagéo bacteriana devido a trans-
feréncia de massa limitada nos granulos ANAMMOX.

4.2 ATIVACAO E PRODUCAO DE BIOMASSA PARA INOCULO
DO REATOR DMX

4.2.1 Estabelecimento do processo de nitritagcdo parcial no reator
RBS

O reator RBS foi monitorado durante 103 dias sem interrupgdo. O
desempenho do reator durante a partida e sua relagdo com as concentra-
¢Oes de alcalinidade estdo apresentados na Figura 19. Todos os valores
de resultados dados no presente estudo sdo apresentados como a média e
0 respectivo desvio padrdo (DP).
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Inicialmente (Fase I, Figura 19a), o reator previamente inoculado
foi submetido a 20 minutos de aeragéo (ciclo 6xico) para cada 40 minu-
tos ndo aerados (ciclo andxico). Como consequéncia, apés um periodo
de adaptagdo da biomassa operando a uma concentracdo de 297 mgN-
NH; L™ (DP = 5,22), no 52° dia o processo de nitrificac&o encontrava-se
estavel no reator, tendo toda concentragcdo de N-NH; convertida a N-
NOj3 na saida do mesmo.

Conforme ja mencionado, a aeracdo intermitente foi utilizada
como recurso para inibicdo das BON e consequente manutencdo da
nitrititacdo parcial. Por isso, quando a aménia passou a ser completa-
mente oxidada a nitrato, a aeracdo intermitente foi reduzida para 15
minutos de ciclo 6xico e 45 minutos de ciclo andxico, dando inicio a
Fase Il, conforme ilustra a Figura 19. Apo6s a limitacdo de oxigénio no
meio, a concentracdo de N-NO;  foi gradativamente diminuindo até
chegar a zero na saida do sistema (Figura 19a, Fase Il). Paralelamente,
as concentragGes de N-NO, e N-NH; tenderam a estabilidade do pro-
cesso de nitritacdo parcial apos o 85° dia de operacdo, oxidando aproxi-
madamente 50% da aménia a nitrito e, ainda, evitando a producdo de
nitrato. Durante esse periodo, a concentracdo de N-NH; manteve uma
média de 114,33 mg L™ (DP = 14,08) e a concentracdo de N-NO,  igual
a 120,81 mg L™ (DP = 13,31), possibilitando a utilizagdo da biomassa
como fonte de in6culo do reator DMX.

Além disso, os 103° dias de operagéo do reator sob condicdes fa-
voraveis de crescimento permitiu a reproducdo das células de modo
satisfatorio, o que possibilitou a retirada da biomassa sem que esta afe-
tasse a eficiéncia de conversdo das formas nitrogenadas no sistema.

A Figura 19b ilustra 0 acompanhamento das concentrages de al-
calinidade durante o monitoramento do reator RBS. E perceptivel a
reducdo no consumo de alcalinidade entre as Fases | e Il. Isso porque a
oxidacdo da amdnia a nitrito esta diretamente relacionada a geracdo de
fons H* (Equacdo 1) que por sua vez, apresentam tendéncia a consumir
alcalinidade. Portanto, quando a parcela de amonia oxidada aumentar ou
diminuir, teoricamente o consumo de alcalinidade aumentarad na mesma
proporcao. Durante o periodo inicial (Fase 1), o consumo de alcalinidade
foi de 1609,73 mgCaCO; L™ (DP = 153,01). Ap6s a estabilidade do
processo de nitritacdo parcial, esse valor foi reduzido para 891,79
mgCaCO; L™ (DP = 144,16), 0 que representa aproximadamente 55%
menos no consumo de alcalinidade durante a oxidacéo parcial da aménia
guando comparada a completa nitrificacéo.
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Figura 19 — Desempenho do reator RBS até o 103° dia de operagéo. a:
Acompanhamento das concentra¢des das formas nitrogenadas. b: acom-
panhamento das concentracfes de alcalinidade. Fase I: ciclo éxico de 20
min h™. Fase II: ciclo 6xico de 15 min h™%.
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Dentro desse contexto, aplicando as condi¢des operacionais do
reator RBS a Equacdo de Andrews — melhor ajustada aos dados experi-
mentais para as bactérias nitritantes (vide topico 4.1.1) — pdde-se calcu-
lar a velocidade de consumo de substrato das bactérias durante a opera-
¢do do reator, que resultou em 6,27 d. Esse valor representativo, asso-
ciado a configuracdo em batelada sequencial, favoreceram a producéo e
acumulo de células no reator RBS para posterior utilizagdo como indcu-
lo do reator DMX
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4.2.2 Estabelecimento do processo de oxidacao anaerébia da ambnia
no reator ANAMMOX

O reator ANAMMOX foi monitorado durante 141 dias sem inter-
rupcdo. Como resultado da velocidade de crescimento lenta das bacté-
rias com atividade ANAMMOX, bem como sua elevada sensibilidade as
mudancas nas condi¢cGes do meio, o0 reator apresentou um periodo de
aproximadamente 20 dias para adaptacdo da biomassa.

A Figura 20 ilustra o desempenho do reator quanto ao acompa-
nhamento das concentragcdes das formas nitrogenadas. Pra et al. (2013),
estudando a influéncia da concentracdo de nitrogénio durante a partida
de reatores com atividade ANAMMOX, concluiram que este & um fator
determinante sobre a atividade metabdlica das bactérias, interferindo na
eficiéncia e apresentando maior agilidade quando operado com baixas
concentracBes. Por isso, durante o periodo inicial (Fase I, Figura 20), o
reator foi alimentado com uma concentracdo de 50 mg L™ de N-NH; e
50 mg L™ de N-NO,, totalizando uma carga de nitrogénio aplicado de
0,237 kgN m™ d™* (DP = 0,02). Apés 37° dias de operacio, as concen-
tracdes de N-NHz, N-NO, e N-NO; apresentavam-se estaveis e de
acordo com a estequiometria do processo ANAMMOX, atingindo efici-
éncia de 65,51% (DP = 7,36) e removendo uma carga de 0,154 kgN m
d™* (DP = 0,02).

Percebendo a estabilidade do processo, no 43° dia de operagéo do
reator promoveu-se aumento na concentracdo de substrato para 100 mg
L™ de N-NH; e 100 mg L™ de N-NO,’, dando inicio a Fase I, conforme
ilustra a Figura 20. Satisfatoriamente, o reator perdeu pouca eficiéncia,
voltando rapidamente a operar com estabilidade. Ap6s 0 99° dia de ope-
racao, as baixas concentragdes de N-NH; e N-NO,', 4,78 (DP = 2,55) e
4,89 (DP = 2,96) respectivamente, associadas a estequiométrica produ-
cdo de N-NOg3, 0,23 (DP = 0,07), demonstraram a adaptacdo das bacté-
rias e estabelecimento do processo ANAMMOX no reator.

Durante esse periodo, o reator atingiu uma elevada eficiéncia de
remocdo de nitrogénio, 83,01% (DP = 3,23), operando com uma carga
aplicada de 0,535 kgN m™ d™* (DP = 0,04) e removida de 0,415 kgN m™
d* (DP = 0,02).
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Figura 20 — Acompanhamento das concentra¢des das formas nitrogena-
das do reator ANAMMOX até o 141° dia de operacdo. Fase I: concen-
tracdo de substrato de 100 mgN L™. Fase II: concentracdo de substrato
de 200 mgN L™
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Aplicando a Equacéo 17 de Edwards I, melhor ajustada aos dados
experimentais para as bactérias ANAMMOX (vide tdpico 4.1.2) e utili-
zando como base o substrato limitante do processo (N-NO,) em uma
concentragdo de 100 mg L™ (concentracdo utilizada na operacéo do
reator), encontrou-se o valor de 0,0063 h™ para a velocidade de consu-
mo de substrato das bactérias durante o periodo de operacdo do reator
ANAMMOX. Quando comparada com a velocidade de consumo das
BOA — encontrada no reator RBS (0,26 h™) — esse valor se mostra apro-
ximadamente 42 vezes menor. 1sso demonstra a importancia das condi-
¢Oes operacionais para controlar as populagdes bacterianas, de modo que
ambas permanecam em equilibrio quando dispostas em um Gnico reator.

Contudo, apesar da lenta velocidade de crescimento dessas bacté-
rias, o reator ANAMMOX se mostrou estavel e eficiente para producéo
celular, estimulando sua utilizagdo como fonte de inéculo na partida do
reator DMX.

4.3 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES DOS INOCULOS DO
REATOR DMX

4.3.1 Atividade nitritante

No presente estudo, ensaios cinéticos de consumo de substrato fo-
ram realizados para verificar, além do grau de atividade da biomassa, a
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razdo ideal de in6culo utilizado para a partida do reator DMX. A Figura
21 ilustra 0 acompanhamento das formas nitrogenadas durante a realiza-
¢do dos ensaios cinéticos utilizando biomassa nitrificante, tendo os re-
sultados expressos pela média e seu respectivo desvio padréo.

Todas as formas nitrogenadas apresentaram comportamento line-
ar, expresso pelos valores do R? de 0,9991; 0,9915 e 0,9746 para amd-
nia, nitrito e nitrato, respectivamente. Os ensaios tiveram duracdo de
1,25 h e todos os valores foram obtidos pela regressao linear dos dados
experimentais em funcdo do tempo, onde o coeficiente angular represen-
tou a velocidade (r) da reacdo estudada.

A velocidade de consumo de aménio foi de ry.nn, = 63,88 mgN-
NH; LT ht) enquanto a velocidade de producdo de nitrito de ry.no,” =
45,82 mgN-NO, L™ h' e de nitrato ryno,- = 16,41 mgN-NOz L™ ht
(Figura 21).

Figura 21 — Acompanhamento das formas nitrogenadas durante os en-
saios cinéticos nitritantes de consumo de substrato. Valores médios (n =
2).
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Devido ao lento crescimento das bactérias, para o célculo das ve-
locidades especificas a concentracdo celular foi considerada constante a
um valor medido analiticamente de 1,35 gSSV L. A velocidade maxi-
ma especifica de consumo de aménio foi de pn.nn, = 47,38 mgN-NH;
gSSV™* h, enquanto a velocidade especifica de producéo de nitrito de
Ln-no,- = 33,98 mgN-NO, gSSV™ h™ e de nitrato pnno,- = 12,17 mgN-
NOs gSSV*h™.
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4.3.2 Atividade ANAMMOX

Para manter a estabilidade do processo e ndo diminuir a eficiéncia
de remogdo de nitrogénio no reator DMX, foram também realizados
ensaios cinéticos de consumo de substrato para as bactérias ANAM-
MOX. A Figura 22 ilustra 0 acompanhamento das formas nitrogenadas
durante a realizacdo dos ensaios cinéticos, tendo os resultados expressos
pela média e seu respectivo desvio padréo.

A cinética de consumo de substrato, tanto para N-NH3; como para
N-NO,’, apresentou comportamento linear, expresso pelos valores do R?
de 0,997 e 0,9969 respectivamente, enquanto a cinética de formacéo de
produto (N-NO3") teve uma variagdo maior entre as repeti¢des, tendendo
a estabilidade apds 4 h de duracdo dos ensaios (Figura 22) o que refletiu
em um valor de R® de 0,9055. Os ensaios tiveram duracéo de 6 h e todos
os valores foram obtidos pela regressao linear dos dados experimentais
em fun¢do do tempo, onde o coeficiente angular representou a velocida-
de (r) da reagdo estudada.

A velocidade de producdo de nitrato foi de ry.no,- = 2,3591 mgN-
NOs L™ h™. Ja a velocidade de consumo de amdnio foi de ry.nwy, =
7,4127 mgN-NH; L™ h™*, enquanto a de nitrito de ry.no,- = 9,4525 mgN-
NO, L™ h™, totalizando um consumo de nitrogénio de 16,8652 mgN L™
da-.

Figura 22 - Acompanhamento das formas nitrogenadas durante os en-
saios cinéticos ANAMMOX de consumo de substrato. VValores médios
(n=2).
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Da mesma forma que para as bactérias nitrificantes, para o calcu-
lo das velocidades especificas (i), a concentragéo celular foi considera-
da constante a um valor medido analiticamente de 4,2 gSSV L™. Assim
sendo, a velocidade especifica de formagdo de nitrato foi de pn-no, =
0,56 mgN-NO5 gSSV™* h?, enquanto a velocidade especifica de consu-
mo de aménio foi de pnnm, = 1,76 mgN-NH; gSSV™ h™ e a de nitrito de
tn-no,- = 2,25 mgN-NO, gSSV™ h?, totalizando um consumo de nitro-
génio de py = 4,01 mgN gSSV™* h™.,

Considerando que a diferenca entre o nitrogénio (N-NHz mais N-
NO,’) consumido e o nitrato produzido € nitrogénio gasoso, temos que a
velocidade de producéo de N, foi igual a 14,38 mgN, L™ h™ e a veloci-
dade especifica de producéo de N, foi igual a 82,05 mgN, gSSV™* d™.

4.3.3 Célculo da razao de in6culo utilizado

Para eficiéncia do processo de desamonificacdo, é necessario que
a atividade de ambas as bactérias envolvidas (nitrificantes e ANAM-
MOX) estejam em equilibrio dentro do reator, de modo que as velocida-
des de conversdo do nitrogénio ndo afetem a eficiéncia global de remo-
¢do do sistema.

Com base nas velocidades de consumo de nitrogénio dos ensaios
previamente realizados para a biomassa nitrificante e ANAMMOX, e
estimando uma carga inicial de 0,5 kgN m™ d*, foi calculada a concen-
tracdo celular tedrica necesséria para inoculagdo do reator DMX.

Conforme os dados experimentais, a velocidade de consumo de
nitrogénio da biomassa nitrificante foi de 1,53 kgN m™ d™ para 80 mL
de lodo utilizado (vide topico 4.3.1), enquanto da biomassa ANAM-
MOX foi de 0,40 kgN m™ d™* para 200 mL de lodo utilizado (vide tépico
4.3.2).

De forma conhecida, as bactérias nitritantes tem sua atividade
significativamente reduzida & medida que a vazdo de ar do sistema é
diminuida. Magri et al., (2012) relatam uma reducédo de mais de 60% na
producdo de nitrito quando a vazdo de ar foi diminuida de 450 para 150
mL min™. Neste sentindo, com objetivo de garantir a atividade nitritante
no sistema mesmo em condicOes limitadas de oxigénio, o volume de
lodo nitrificante foi corrigido e utilizado em excesso, de modo que a
limitacdo de oxigénio dissolvido ndo prejudique a nitritacdo parcial e
garanta substrato suficiente para realizacdo do processo ANAMMOX
(de acordo com as atividades determinadas pela biomassa). Sendo as-
sim, a razdo de indculo utilizada foi de 0,29 (biomassa nitrifican-
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te/biomassa ANAMMOX), ou seja, o reator DMX foi inoculado com 58
mL de biomassa nitrificante oriunda do reator SBR e mais 200 mL de
biomassa ANAMMOX.

4.4 PARTIDA DO REATOR DMX E INFLUENCIA DAS CARGAS
DE NITROGENIO APLICADAS

O reator DMX foi operado por 179 dias sem interrup¢do e inici-
almente dividido em duas etapas, de acordo com a carga de nitrogénio
aplicada no sistema. O desempenho do reator em termos de converséo
de nitrogénio durante a partida e sua relagdo com as cargas aplicadas e
removidas sdo mostrados na Figura 23.

Durante a Fase | (1-24 dias), o reator foi operado com uma con-
centracdo de 200 mgN-NH; L™, TRH de 8 h e temperatura ambiente de
24,4°C (DP = 0,6). Ap6s um periodo de adaptagdo da biomassa de apro-
ximadamente 7 dias, as concentragdes de N-NHj3; N-NO, e N-
NO;" foram reduzidas significativamente na saida do reator (Figura 23a),
demonstrando a gradual interagcdo e aumento na atividade das bactérias
responsaveis pelo processo de desamonificacdo. Assim, trabalhando
com uma carga de nitrogénio aPIicada de 0,59 kgN m>d™* (DP = 0,09) e
removido de 0,32 kgN m™ d™* (DP = 0,09) (Figura 23b), foi atingida
uma remoc¢do de N-NH; de 82,54% (DP = 0,05) e nitrogénio total de
50,34% (DP = 0,07), dando margem para 0 aumento na concentracao de
alimentagdo do sistema de 200 para 300 mgN-NH; L™.

Como consequéncia e dando inicio a Fase Il (25-37 dias), no 25°
dia de operacdo do reator o processo de oxidacdo anaer6bia da amonia
parou de acontecer, aumentando as concentracdes de N-NH3; e N-NO;
na saida do sistema, conforme pode ser visto no acompanhamento das
formas nitrogenadas da Figura 23a. Essa situacdo desfavoravel pode ser
justificada visualizando o aumento consideravel das cargas aplicadas na
entrada do reator durante esse periodo (Fase Il, Figura 23b).
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Figura 23 — Desempenho do reator DMX até o 37° dia de operagdo. a:
Acompanhamento das concentragdes das formas nitrogenadas. b:
Acompanhamento das cargas de nitrogénio total na entrada e na saida do
reator. Fase I: carga de nitrogénio aplicado de 0,6 kgN m™ d™. Fase II:
carga de nitrogénio aplicado de 0,9 kgN m?d™.
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De forma conhecida, o processo ANAMMOX ¢é fortemente influ-
enciado pelas concentragdes de substrato, o que justifica o controle das
mesmas para que nao ocorra inibicdo na atividade das bactérias. Assim,
com o aumento da concentragdo de N-NH; no 25° dia de operagdo, a
carga do sistema passou de 0,573 kgN m™® d™* (DP = 0,03) para 0,917
kgN m™ d™* (DP = 0,05), ocasionando um aumento de aproximadamente
60% na carga aplicada ao reator e causando um desequilibrio no proces-
so de desamonificacdo.

Conforme ja mencionado, as bactérias com atividade ANAM-
MOX apresentam maior sensibilidade a determinadas mudangas opera-
cionais quando comparadas as BOA. Além disso, a velocidade maxima
de crescimento das primeiras é muito menor do que a velocidade méaxi-
ma de crescimento das segundas. Strous et al. (1998) relatam 0,065 d™
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para a velocidade de crescimento das bactérias ANAMMOX, enquanto
Schmidell et al. (2007) relatam 0,77 d”* para a velocidade de crescimen-
to das BOA.

Devido a essa condicdo, quando ambas as bactérias sdo submeti-
das a uma situacdo de desequilibrio em um mesmo reator, é natural que
0 tempo de readaptacéo entre as mesmas varie de acordo com o metabo-
lismo especifico de cada espécie mencionada. No reator DMX, quando
realizada progressao na carga de nitrogénio, fez com que a atividade das
bactérias ANAMMOX fosse reduzida, enquanto a atividade das BOA
permaneceu estavel no sistema, resultando no visivel acimulo de N-
NO, e N-NH; durante a Fase |1, conforme ilustra a Figura 23a.

Para rapidamente contornar essa situagdo desfavoravel, a carga do
reator foi reajustada no 37° dia de operagdo, mantendo a concentragdo
de N-NH; em 300 mg L™ e ajustando as vazdes de alimentagdo e recir-
culacdo de 3,3 para 2,02 L d™ e 8,25 para 5,04 L d™*, respectivamente.

45 ESTABELECIMENTO DO PROCESSO DE DESAMONIFICA-
CAO

Ap6s um periodo de readaptacdo de aproximadamente 7 dias, 0
reator voltou a apresentar baixas concentracBes de N-NH3z; e N-NO;’,
indicando a recuperacdo na atividade das bactérias ANAMMOX e gra-
dualmente tornando estavel o processo de desamonificacao.

A Figura 24 apresenta o acompanhamento dos coeficientes este-
quiométricos no reator DMX até o 89° dia de operacdo. E claramente
perceptivel o afastamento do coeficiente estequiométrico do oxigénio
durante o periodo de instabilidade (Fase Il, Figura 24) do reator DMX,
haja vista que elevadas cargas de nitrogénio exigem uma demanda maior
de oxigénio para realizar sua oxidacao.

Analisando os dados experimentais durante a Fase Il (Figura
23a), é possivel perceber que, mesmo com a progressdo de carga no
sistema, 0 processo de nitritacdo parcial manteve a conversdo da aménia
a nitrito em aproximadamente 50%, gerando um efluente com concen-
tracSes proporcionais de N-NH; (139,38 mg L™, DP = 20,61) e N-NO,’
(114,57 mg L™, DP = 21,87). Ainda, conforme apresenta a Figura 24, 0s
coeficientes estequiométricos de N-NOs; ndo apresentaram mudanca
significativa durante todo o experimento, indicando que as BON perma-
neceram inibidas no reator mesmo quando este apresentou condigdes
favoraveis para o seu crescimento.

Neste contexto, ap6s a readaptacdo do sistema as condigdes ope-
racionais, os coeficientes estequiométricos voltaram a se aproximar aos
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valores encontrados pela literatura (SLIEKERS et al., 2002; THIRD et
al., 2001), comprovando o reestabelecimento do processo de desamoni-
ficacdo no reator DMX ap6s 0 52° dia de operagdo do mesmo.

Figura 24 — Acompanhamento dos coeficientes estequiométricos até o
89° dia de operacdo do reator DMX. Fase I: carga de 0,6 kgN m= d™ e
concentragdo de 200 mgN-NH; L™, Fase II: carga de 0,9 kgN m3 d™ e
concentracdo de 300 mgN-NH; L™ Fase 111: carga de 0,6 kgN m2d* e
concentragdo de 300 mgN-NH; L™,
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Dessa forma, através do acompanhamento dos coeficientes este-
quiométricos referentes ao processo de desamonificacéo estabelecido no
reator, foi formulada a estequiometria apresentada pela Equacdo 26,
com base nas médias dos valores encontrados durante o periodo de esta-
bilidade:

NH, "+ 0, — Equacéo 26
0,395 N, + 0,21 NO5; + 1,37 H,O + 1,26 H*

Os resultados indicam que, apesar de diferentes, os valores obti-
dos no reator DMX foram consistentes com a teoria do processo de
desamonificacdo descrito pela Equacdo 9, combinando os processos de
nitritacdo parcial e ANAMMOX em um Unico reator.

Sabendo que a estequiometria refere-se as relaces quantitativas
entre os elementos constitutivos das substancias envolvidas na rea¢éo do
processo de desamonificagdo, com o aumento do valor de NO3™ de 0,11
para 0,21 no reator DMX, houve também um respectivo aumento dos
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valores de O, e H" — de 0,85 para 1 e 1,14 para 1,26, respectivamente —
para suprir as fontes de elétrons e alcalinidade durante a oxidagdo da
amonia.

O balanco da equacdo teve como consequéncia do aumento da
parcela de NOj', a reducdo na parcela de N, (de 0,44 para 0,395), ou
seja, aderindo ao principio da conservacgao da massa e relacionando com
os valores descritos pela literatura, a parte excedente convertida a NO3
no processo de desamonificacdo, coincidiu com a parcela “faltante” de
N, nos valores estequiométricos encontrados durante a operacdo do
reator DMX.

Em sintese, através dos valores da Equagdo 26, pode-se concluir
gue houve uma disponibilidade maior de oxigénio no reator do que a
demanda exigida pelo processo de desamonificagdo. Assim, o oxigénio
excedente pdde ser utilizado pelas BON para oxidacdo de parte do NO,’
a NO3', antes que esse fosse consumido pelas bactérias ANAMMOX.
Em paralelo, uma maior quantidade de alcalinidade também foi necessa-
ria para neutralizar os fons H* excedentes gerados pela decorrente oxi-
dacdo da amdnia a nitrito. Apesar disso, quando comparado com o pro-
cesso convencional de nitrificagdo/desnitrificacdo (que requer cerca de 2
mols de O, para cada mol de NH," oxidado), o processo DMX (Equacio
26) reduziu em aproximadamente 50% a quantidade de oxigénio neces-
séria para remocéo bioldgica do nitrogénio.

Ademais, devido a complexa interacdo entre os micro-organismos
e reacdes quimicas no processo de desamonificagdo, € natural que varia-
¢cBes ocorram nos valores estequiométricos em fungdo das diferentes
espécies operantes no reator. Essas variacdes estdo diretamente relacio-
nadas com a adaptacéo e atividade das bactérias presentes no meio rea-
cional, que podem aumentar ou reduzir a eficiéncia de remocéo de ni-
trogénio, bem como as condicdes operacionais impostas ao sistema que
podem estimular ou desfavorecer a atividade dessas bactérias.

4.6 EFICIENCIA DE REMOCAO DE NITROGENIO

Uma vez que o oxigénio dissolvido é o aceptor final de elétrons
na reacdo de nitritacdo, a sua concentracdo pode ser determinante nas
velocidades de conversdo de amonia e producdo de nitrito. Sabendo
disso, o controle e a limitagdo do mesmo foram as principais varidveis
operacionais utilizadas para o controle da desamonificagdo no reator
DMX. Assim, ap6s o0 estabelecimento do processo e durante toda a Fase
11, a vazdo de ar foi mantida em 20 mL min™, o que resultou em uma
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concentracdo de OD na fase aerada de 0,14 mgO, L™ (DP = 0,03) e
concentracBes ndo detectadas na fase sem aerag&o.

Devido a complexa relagdo entre varios géneros de bactérias em
um Unico reator, dependendo das caracteristicas das aguas residuérias e
da operacdo do mesmo, conversdes adicionais do nitrogénio podem
ocorrer, incluindo 0 acimulo e oxidag&o do nitrito no reator. Satisfatori-
amente, durante o periodo do experimento, as concentragdes de N-NO,’
mantiveram-se abaixo de 15 mg L™, com excecdo de alguns picos pon-
tuais de desequilibrio do sistema (Figura 25a). Esse baixo valor encon-
trado representa o estabelecimento de uma cooperacdo estavel entre as
BOA e as bactérias ANAMMOX, ndo fornecendo substrato para favore-
cer a atividade das BON, tdo pouco causando inibicdo do processo
DMX pelo acimulo de suas concentragdes no reator.

Figura 25 — A: Acompanhamento das concentragdes das formas nitroge-
nadas. B: Acompanhamento da eficiéncia de remoc¢éo de nitrogénio no
reator DMX durante o experimento.
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A Fase Il (37-89 dias, Figura 25) caracterizou o periodo de mai-
or estabilidade do reator. Durante esse intervalo, a temperatura manteve
uma média de 24,5 °C (DP = 0,7) e o reator foi operado com uma con-
centracdo de 300 mgN-NH; L™ e TRH de 0,55 d, totalizando uma carga
de nitrogénio aplicado de 0,55 kgN m™ d™* e removido de 0,24 kgN m™
d™* (DP = 0,02) . Sob essas condicdes, o reator atingiu uma eficiéncia
média de remocdo de amdnia de 83,38% (DP = 0,04) e remocao de ni-
trogénio total de 68,54%, com valor médio de 57,93% (DP = 0,05).
Third et al. (2005), trabalhando o processo de desamonificagdo em um
reator de batelada sequencial atingiram uma carga de 0,08 kgN m™ d™,
enquanto Sliekers et al. (2002) alcangaram 0,16 kgN m™ d* para o
mesmo sistema, o que faz o presente trabalho ter removido de 1,5 a 3
vezes mais nitrogénio em relacdo aos valores encontrados pela literatura
mesmo operando com valores menores de temperatura.

A Figura 25b apresenta os valores de eficiéncia tedricos calcula-
dos a partir da Equacdo 20 (balango de massa), cruzados com os valores
de eficiéncia encontrados durante a operacdo do reator DMX. A veloci-
dade especifica de consumo de substrato (UN-NH3) e de formagdo de
produto (uN-NQOj3’) para o célculo da concentracdo tedrica (S) de subs-
trato na saida do reator foram obtidas através de uma cinética a 300
mgN-NH; L™, com vazéo de ar de 20 mL min™ e & 25°C, objetivando
representar da melhor forma possivel a operagdo do reator durante o
experimento. Os resultados encontrados pelo ensaio estdo apresentados
no Apéndice C e foram da ordem de 4,999 mgN-NH; gSSV™* h™t e 1,040
mgN-NO;” gSVV™* h™ para substrato e produto, respectivamente. O
valor do termo dX/dt foi de 0,7848 gSSV d™ e obtido em funcéo do
acompanhamento do crescimento da biomassa no reator (vide tépico
4.8.5).

Por ndo fazer parte da estequiometria do processo de desamonifi-
cacdo, as concentracBes de nitrito ndo foram contabilizadas no calculo
de S e eficiéncia tedricos da Equacdo 20. No entanto, foram adicionadas
aos calculos experimentais, pois, mesmo que pouco significativas, esta-
vam presentes como forma de N-NO,™ na saida do reator DMX.

Assim, a eficiéncia tedrica média do reator DMX durante a Fase
111 foi de 53,01% (DP = 0,03). Cruzando com o valor médio experimen-
tal mencionado anteriormente (57,82%) e conforme ilustra a Figura 25b,
a eficiéncia tedrica do reator esteve na maior parte do tempo da Fase 111
acima da eficiéncia calculada pelo balanco de massa. Essa diferenca
entre os valores durante o periodo de estabilidade pode ter sido fruto do
enriquecimento da biomassa e aumento da atividade das bactérias no
reator durante a operacdo continua em relacdo aos ensaios em batelada.
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Assim, para estimar os valores da atividade especifica de consumo de
substrato da operacdo continua do reator, foram primeiramente calcula-
dos os coeficientes estequiométricos de NO3™ obtidos durante a Fase I,
gue resultaram em uma média de 0,1755 (DP = 0,03). Sabendo que o
coeficiente estequiométrico de NO3™ corresponde a razdo entre a veloci-
dade de formagdo de produto pp e a velocidade de consumo de substrato
us, obtemos a Equacéo 27:

Hp = 0,1755 g Equacéo 27
Substituindo a Equagéo 27 na Equagdo 20 do balango de massa
do sistema e rearranjando seus termos, chegamos a Equacéo 28 para o

calculo de ps durante a operagdo continua do reator DMX.

(S-Se) - Q,
(X/ -1+ X0) - (:0,.8245 - V)

b = Equacédo 28

A média dos valores obtidos com a aplicacdo da Equacdo 28 aos
dados experimentais foi de ps = 6,26 mgN-NH; gSSV™* h™ (DP = 0,70),
valor 1,25 vezes maior do que o encontrado nos ensaios cinéticos em
batelada. Esse resultado demonstra, além do aumento da atividade do
reator durante a estabilidade do processo, 0 aumento da interacdo entre
0s processos de nitritagcdo parcial e ANAMMOX, possibilitando a ope-
racao do sistema com cargas maiores de nitrogénio sem perder a estabi-
lidade de operagéo.

No presente estudo, a resposta da capacidade do sistema em su-
portar cargas maiores de operacdo foi avaliada através de ensaios em
batelada conforme os dados apresentados no tdpico 4.6, por isso nédo
foram realizadas progressfes na concentracdo durante a operagdo conti-
nua do mesmo. Dentro desse contexto, a transicdo entre a Fase Ill e a
Fase IV (Figura 25) foi marcada pela realizacdo do Ultimo de tais ensai-
0s cinéticos de consumo de substrato, onde se trabalhou com uma con-
centragdo de 1000 mgN-NH; L™ por um periodo de 8 horas. Esse tempo
de exposicdo, mesmo a curto prazo, gerou um efeito negativo na efici-
éncia do reator, reduzindo a atividade das bactérias e acumulando N-
NH; e N-NO, na saida do sistema. Através da Figura 25b pode-se
acompanhar a queda da eficiéncia de remocéo de nitrogénio a partir do
inicio da Fase IV, atingindo no 111° dia de operagdo a marca de 12,48%.
Como alternativa para contornar essa situagdo desfavoravel, no 112° dia
de operacdo foi interrompido o fluxo continuo do reator, deixando o
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mesmo operando em batelada com efluente sintético a uma concentra-
cdo de 100 mg L™ durante 24 horas, objetivando recuperar a atividade
das bactérias que possivelmente foram inibidas pela exposi¢do a concen-
tracOes altas de substrato.

Conforme ilustra a Figura 25b, a operagdo em batelada surtiu um
efeito positivo, aumentando a eficiéncia para 42,01% no 121° dia. No
entanto, cruzando os dados com a Figura 25a, percebe-se que, na medida
em gue as concentracdes de N-NH3z e N-NO," foram reduzidas no siste-
ma, as concentragcdes de N-NO3” aumentaram demasiadamente, atingin-
do 146,27 mgN-NO; L™ no 133° dia de operagdo, o que indica que o
processo de nitrificacdo estava se sobrepondo ao processo de nitritacdo
parcial, além de proporcionar a competicdo entre as BON e as ANAM-
MOX pelo consumo do mesmo substrato (N-NO;).

Conforme ja discutido anteriormente, devido as BOA se sobres-
sairem as BON sob condi¢des de limitacdo de OD, esse parametro foi a
estratégia utilizada no reator DMX para controle da nitritacdo parcial.
Portanto, no 134° dia de operagdo, a vazdo de ar do sistema foi reduzida
de 20 para 10 mL min™, objetivando limitar a disponibilidade de O, e
aceptor de elétrons na reacdo quimica, e consequentemente inibir as
bactérias responsaveis pela oxidacdo do N-NO, a N-NOj3". Satisfatoria-
mente, apds aproximadamente 20 dias de adaptacdo operando sob limi-
tacdo de oxigénio, o reator DMX voltou a encontrar equilibrio, estabili-
zando suas concentracdes e gradativamente aumentando sua eficiéncia
de remogdo de nitrogénio, conforme ilustra a Fase V da Figura 25b.
Apos a recuperagdo, durante a Fase V, o reator operou com carga de
nitrogénio aplicado de 0,568 kgN m™ d™* (DP = 0,02) alcancando em seu
periodo final eficiéncia de remogéo de aménia de 83,71% (DP =0,02) e
de nitrogénio total de 60,17% (DP = 0,02).

O aumento em maior escala das concentragdes de N-NHs na saida
do reator demonstrou que, tanto as BOA reduziram a sua capacidade de
oxidacéo, como as bactérias ANAMMOX deixaram de consumir parte
da amdnia residual com o nitrito produzido. Apos a exposicdo a eleva-
das concentracdes de substrato, o reator precisou de 68 dias para voltar a
estabilidade e atingir as antigas eficiéncias de remocéo de nitrogénio.
Portanto, conforme ja mencionado, o controle dessas concentrages sdo
de extrema importancia para eficacia do processo de desamonificacéo,
haja vista que dependendo dos valores aplicados podem causar inibi¢éo
irreversivel das bactérias responsaveis pela remocéo do nitrogénio.
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4.7 ENSAIOS DE ATIVIDADE DMX ESPECIFICA

O controle e a estabilidade das concentragBes de nitrogénio apli-
cado ao sistema devem ser monitorados cuidadosamente, pois sdo muito
importantes para a estabilidade do processo de desamonificacdo, haja
vista que suas concentra¢des podem tanto favorecer como inibir a ativi-
dade das bactérias responsaveis pela oxidagdo da amonia. Assim, para
avaliar o comportamento do reator DMX e encontrar um modelo que
melhor representasse as caracteristicas da biomassa em questdo, foram
realizados ensaios de atividade especifica utilizando diferentes concen-
tragdes de substrato sob as mesmas condicgdes reacionais de operagéo.

Os ensaios foram realizados em paralelo a operagdo continua do
reator em um intervalo de tempo entre 0 52° ao 89° dias de operagao,
periodo de estabilidade do processo DMX. A concentracdo celular de
biomassa foi medida antes e apds a realizagdo dos ensaios, e devido a
diferenca entre os valores ser menor que 5%, foi utilizado valor fixo de
2537 mgSSV L™

A Tabela 16 apresenta os valores das velocidades de consumo de
substrato de amonia (rN-NH3;) e das respectivas velocidades especificas
(uN-NH3) para cada concentracdo de substrato utilizada nos ensaios
cinéticos com o reator DMX. De forma conhecida, foram utilizadas onze
diferentes concentrac@es iniciais de substrato S (Tabela 16), onde atra-
vés dos dados obtidos em cada ensaio eram calculadas as velocidades
especificas de consumo, as quais posteriormente foram ajustadas a um
modelo para obten¢do dos parametros cinéticos. Todos os resultados das
guedas de consumo de substrato e das velocidades especificas obtidos
em cada ensaio realizado estdo apresentados no Apéndice C, sob forma
grafica para melhor compreenséo.
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Tabela 16 - Velocidade especifica de consumo de aménia para cada
concentracdo de substrato utilizada e suas respectivas velocidades espe-
cificas oriundas dos ensaios realizados com o reator DMX.

. s r

Ensalos 1 N-NH; LY (mgN-NH; L™ h%) (mgN—NH3HgSSV'l h?)
1 80,63 -6,403 2,524
2 104,36 6,911 2,724
3 150,51 -8,953 3,529
4 170,07 -9,402 3,706
5 257,89 -9,559 3,768
6 314,29 -12,682 4,999
7 397,20 113,911 5,483
8 545,19 114,713 5,799
9 632,71 115,842 6,244
10 814,00 -15,544 6,127
11 1060,68 115,571 6,138

A maior velocidade especifica de consumo de aménia encontrada
foi de 6,244 mgN-NH; gSSV™ h™* (Ensaio 9) a uma concentracio S de
632,71 mgN-NH; L. Apesar de ndo ser o dltimo ensaio realizado, os
dados da Tabela 16 sugerem que a inibicdo provocada pelo substrato
n&o foi significativa para as concentragfes de amdnia utilizadas.

Para melhor especificidade, os dados experimentais foram sub-
metidos a analise de regressao ndo linear objetivando encontrar o mode-
lo que melhor representasse 0 comportamento da biomassa nitrificante.
Assim, a partir das velocidades especificas de consumo de N-NH; em
cada concentracdo de substrato utilizada, foi testado o ajuste dos mode-
los mateméticos aos dados experimentais. A Tabela 17 apresenta 0s
resultados da andlise de CIA (AKAIKE, 1974) em funcdo dos modelos
matematicos para a variavel N-NH;z; no reator DMX, onde o menor valor
encontrado representa o melhor ajuste do modelo.
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Tabela 17 - Anélise do critério de informacéo de Akaike (CIA) em fun-
¢do dos modelos matematicos para a varidvel N-NH; no processo DMX.

Modelo N° de parametros CIA\NH,

Monod 2 9.4087
Edwards I1 3 10,1523
Luong 4 10.1523
Andrews 3 10.2301
Teissier 2 10.2548
Edwards | 3 20.3585

Obviamente a escolha do modelo se da pelo que venha a traduzir
melhor os objetivos de estudo da cinética em questdo. Assim, os valores
apresentados na Tabela 17 revelam que o modelo matematico de Monod
foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais para N-NHa, obten-
do, além do menor valor de CIA, um coeficiente de correlagdo de R? =
0,978.

A Figura 26 apresenta a curva da velocidade especifica de con-
sumo de amdnia em funcdo da concentracdo S de substrato e o ajuste do
modelo de Monod aos dados experimentais.

Figura 26 — Curva dos dados experimentais para 0 modelo de Monod em
funcgdo de cada aumento na concentracdo de N-NHa.
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O cruzamento dos dados apos regressao ndo linear permitiu esti-
mar os valores dos pardmetros cinéticos caracteristicos da biomassa do
reator, determinados pelo ajuste da Equagdo 12 (Monod), conforme
descrito na Tabela 18.

Tabela 18 - Parametros cinéticos do modelo de Monod estimados atra-
vés da regressdo ndo linear para o reator DMX.

Hm Ks 2
Modelo L R
‘mgN gssv*h™ (mgN L™
Monod 7,513 175,48 0,978

Os valores dos parametros cinéticos apresentados na Tabela 18,
associados com a Figura 26, revelam que o aumento da concentracdo S
ndo se mostrou limitante para a velocidade de consumo de amdnia, indi-
cando a grande capacidade do sistema em suportar altas cargas de remo-
¢do sem inibir a atividade das bactérias.

Naio ha davida que o pn, € 0 pardmetro mais critico na modelagem
e projetos de sistema de remocdo de nitrogénio, uma vez que desempe-
nha um papel dominante na determinagéo da idade do lodo. A velocida-
de maxima especifica de consumo de N-NHjs p, encontrada foi de 7,513
mgN-NH; gSSV™ h™ e a constante de saturacdo pelo substrato K foi de
175,48 mgN-NH; L™, valores bastante significativos para operagdo do
reator a 25°C e bastante satisfatorios para o aumento de escala do pro-
cesso devido a baixa producdo de lodo — o que significa economia com
disposicao e tratamento do mesmo.

Cruzando com os dados obtidos pela modelagem realizada previ-
amente a inoculacdo do reator DMX com as bactérias em separado (Ta-
belas 12 e 15 para nitritantes e ANAMMOX, respectivamente), percebe-
se que na medida em que a velocidade especifica maxima p, € maior
para as bactérias nitrificantes em relacdo as ANAMMOX, a constante de
inibicdo K, também aumenta. Conforme ja mencionado, os valores de K,
encontrados foram de 525,34 mgN-NO, L™ para o substrato limitante
das bactérias ANAMMOX e de 3867,12 mgN-NH; L™ para as bactérias
nitrificantes, o que representa uma resisténcia de aproximadamente 7
vezes mais para as BOA em relagdo as ANAMMOX quando submetidas
a elevadas concentrac@es de substrato.

A interpretacdo desses resultados permite confirmar que apesar
de muito eficiente, o processo ANAMMOX é muito mais sensivel a
inibigdo pelo substrato, quando comparado ao processo de nitrificagéo.
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Apesar de reduzirem sua atividade, as bactérias nitritantes se mostraram
tolerantes & concentracdes de substrato em torno de 1000 mgN-NH; L™
(Figura 16), no entanto, as bactérias ANAMMOX tiveram acentuada
gueda na atividade quando submetidas a concentra¢Ges em torno de 400
mgN-NO, L™ (Figura 18).

Segundo Zhu et al. (2008), reatores que trabalham com biomassa
em suspensdo no processo de desamonificacdo apresentam tendéncia a
eliminar o nitrogénio pela formacéo de agregados onde, na parte externa
encontram-se as BOA e no interior do granulo as bactérias com ativida-
de ANAMMOX. Assim, teoricamente, as concentracfes de substrato
irdo atingir primeiramente a parte superficial do agregado onde as BOA
realizardo a nitritacdo parcial e posteriormente, com um gradiente de
concentracdo de substrato, o nitrito e o restante da amonia residual serdo
convertidos a N, pela atividade das bactérias ANAMMOX.

Sabendo disso, quando o reator DMX foi submetido a concentra-
ces em torno de 1000 mgN-NH; L™, em um primeiro momento as
BOA permaneceram realizando a nitritacdo parcial, bem como as bacté-
rias ANAMMOX realizando a conversao a N,, o que justifica 0 aumento
na velocidade especifica de consumo de substrato e os elevados valores
de Ks da Tabela 18. No entanto, apesar de 0 modelo matematico encon-
trado indicar auséncia de inibigdo das bactérias pelo aumento nas con-
centracBes de substrato no reator DMX, o comportamento do mesmo em
sua forma continua teve um efeito negativo a partir da realizacdo da
cinética contendo 1000 mgN-NH; L™ (Figura 26).

Musabyimana (2008), avaliando o impacto da concentragdo de ni-
trito sob as bactérias ANAMMOX durante o processo de desamonifica-
¢do, concluiu que as bactérias ANAMMOX presentes dentro de um
reator DMX s8o mais tolerantes as concentracGes de N-NO,™ do que as
encontradas sozinhas em culturas mistas enriquecidas. Ainda, relata que
a inibicdo causada pelo nitrito é reversivel em curto prazo de exposicao
(1 - 3 h), mas faz a atividade das bactérias cair em 66% quando mantida
por um longo periodo de tempo (8 h). Isso explica a maior resisténcia do
processo DMX em suportar elevadas concentracdes de substrato quando
comparado com a anélise realizada utilizando as culturas mistas enri-
quecidas (vide tdpicos 4.1.1 e 4.1.2). Além disso, também comprova que
0 tempo de exposi¢do pode ter sido o fator determinante para a perda de
eficiéncia no sistema continuo do reator DMX apds a realiza¢do do Ul-
timo ensaio cinético no sistema.

Neste contexto, a baixa velocidade maxima especifica de cresci-
mento das bactérias ANAMMOX, bem como a inibi¢do por N-NO;, séo
historicamente relatados como os principais desafios da operacdo do
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processo, no entanto, a influéncia de cada um sob a eficiéncia do sistema
difere amplamente na literatura. Os resultados obtidos pela modelagem
dos dados experimentais sugerem que as bactérias ANAMMOX podem
tolerar concentracdes tdo elevadas quanto 400 mgN-NO, L™ a curto
prazo. No entanto, concentracdes mantidas acima de 100 mgN-NO, L™
causam uma queda gradual na atividade a longo prazo. Apesar da con-
centragdo de N-NO, mostrar ser um fator limitante para a velocidade de
crescimento das bactérias ANAMMOX, o reator DMX nédo apresentou
acumulo desse substrato, tdo pouco queda na velocidade de consumo
das bactérias, 0 que indica que as concentragdes S nao foram limitantes
para 0 processo durante 0s ensaios cinéticos realizados a curto prazo.
Em sintese, a queda na atividade das bactérias ANAMMOX observada
durante a operacdo do reator DMX foi, na maioria dos casos, a principal
razdo para a perda de eficiéncia do processo em fungdo da sensibilidade
ao aumento das concentracGes de N-NO,".

Finalmente, do ponto de vista operacional, com base nos resulta-
dos fornecidos pelos ensaios cinéticos no reator, o processo DMX pode
ser melhorado e atingir eficiéncias maiores de remogao de nitrogénio. A
reducdo na vazdo de ar e consequente concentragcdes de OD podem re-
duzir a taxa de produgdo de nitrato e levar ao aumento da produgdo de
Ny, 0 que favoreceria a remogao de nitrogénio. No mesmo contexto, a
otimizagdo dos tempos de aeragdo intermitente podem ser ajustados para
encontrar o melhor equilibrio entre os periodos aerébios e anoxicos e
assim, evitar o acumulo de concentracdes residuais de nitrogénio que
poderiam ser consumidas com um tempo maior de reag&o.

4.8 FATORES DE CONTROLE DO PROCESSO DMX

As transformagdes que ocorrem no ciclo do nitrogénio (amonifi-
cacdo, nitrificacdo, desnitrificacdo) sdo intensamente acopladas umas as
outras e influenciadas pela interacdo de diversos parametros sobre o
metabolismo da microbiota. Na desamonificacdo, pardmetros como
concentracdo de OD, temperatura, alcalinidade, pH e alguns compostos
inibidores tém grandes efeitos sobre o desempenho do sistema, devido a
diversidade de espécies microbianas e a sua complexa inter-relagéo
dentro do processo.

Devido a isso, algumas varidveis que podem influenciar a taxa de
desamonificacdo e refletir na atividade das bactérias foram monitorados
objetivando melhorar a eficiéncia do processo.



114
4.8.1 Temperatura

De forma conhecida, o desempenho do processo DMX depende
da atividade metabdlica tanto das BOA como das ANAMMOX. No
entanto, esses micro-organismos possuem diferentes comportamentos
frente a variacdo da temperatura. A temperatura dtima recomendada
para expandir as diferencas entre a velocidade de crescimento das BOA
em relacdo as BON ¢é acima de 25°C, enquanto que a Gtima temperatura
para o crescimento de bactérias ANAMMOX gira em torno de 30 &
40°C (STROUS et al., 1998). Por estas razdes, as pesquisas relacionadas
a esse processo tém sido conduzidas & elevadas temperaturas (30-35°C)
(VEYS et al., 2010), pois as mesmas favorecem a atividade de ambas as
bactérias.

Apesar disso, a temperatura também pode inibir o processo de
desamonificacdo quando muito alta, pois estd diretamente relacionada
ao aumento da concentracdo de amonia livre (KIM et al., 2008), que por
sua vez possui efeito no crescimento e na atividade dos micro-
organismos e esté intimamente ligado a outros trés fatores: concentracéo
de OD, substrato e pH do meio.

Devido a isso, estudos recentes vém tornando economicamente
atrativa a possibilidade de operar 0 processo em temperaturas mais bai-
xas (25°C), mesmo que a eficiéncia de remogéo de nitrogénio seja redu-
zida. Vazquez-Padin et al. (2011) atingiram uma carga média de remo-
¢éo de nitrogénio de 0,2 kgN m™ d™ operando um reator RBS com o
processo DMX a 15°C. Neste estudo, o reator DMX foi operado a tem-
peratura ambiente, obtendo um valor médio de 24,59°C (DP = 0,78), ndo
comprometendo a atividade das bactérias no reator e apresentando baixa
oscilagdo durante todo o experimento.

Na Figura 27 visualiza-se 0 acompanhamento da temperatura du-
rante o experimento. Esses valores de temperatura, apesar de reduzirem
a atividade das bactérias, se mostram promissores economicamente para
aplicacdo e aumento de escala do processo DMX.
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Figura 27 — Acompanhamento da temperatura no reator DMX durante o
experimento.
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4.8.2 Oxigénio dissolvido

Tendo em vista que 0s processos degradativos sdo essencialmente
constituidos por reacbes de oxidacdo, uma varidvel muito importante no
processo de desamonificacdo é o oxigénio dissolvido (OD).

Uma vez que 0 oxigénio gasoso é o aceptor final de elétrons na
estequiometria da reacdo de nitrificacdo, a sua concentragdo pode ser
determinante nas velocidades de conversdo de aménia e produgdo de
nitrito e nitrato. Além disso, no processo de desamonificacdo, a concen-
tracdo de OD deve ser disponivel o suficiente para as BOA e limitante o
suficiente para as ANAMMOX, de modo que ndo ocorra o acimulo de
nitrito pela falta de atividade das bactérias na camada interna do biofil-
me.

Apesar de pardmetros como temperatura e pH possuirem um va-
lor 6timo para operacdo do processo DMX, as conclusdes a respeito da
concentracdo ideal de OD e o tempo de aeracdo variam muito em funcéo
das condigdes experimentais e configuracdo imposta aos sistemas opera-
cionais.

No reator DMX, a concentracdo de OD foi controlada pelo ajuste
da vazdo na aeracdo do sistema, e os valores encontrados durante os
ciclos de aeracdo intermitente (6xico e andxico) sdo mostrados na Figura
28. No periodo inicial, a vazdo de ar foi ajustada de acordo com as con-
centragGes de N-NH; na saida no reator, alternando de 60 & 100 mL,,
min™, o que resultou em uma concentracio média de OD de 0,30 mgO,
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L (DP = 0,12) durante o ciclo éxico e 0,04 mgO, L™ (DP = 0,05) no
ciclo anoxico (Area sombreada, Figura 28).

Durante o periodo de estabilidade, o reator operou com vazéo de
ar fixa de 20 mL,, min™, e obteve uma concentragcdo média de OD de
0,15 mgO, L™ (DP = 0,04) durante o ciclo 6xico e concentracdes nulas
na ciclo andxico, o que indica a elevada atividade dos micro-organismos
em consumir rapidamente o oxigénio residual do meio nos momentos
em que a aerac¢do era desligada no sistema. Além disso, a baixa demanda
na concentracdo de OD no reator se mostrou vantajosa na medida em
gue inibiu a atividade das BON, permitindo a oxidacdo da aménia so-
mente até nitrito, que, por sua vez, reagindo com a amonia residual,
contribuiu para o aumento da eficiéncia na remog&o de nitrogénio duran-
te 0 experimento.

Figura 28 — Valores de OD nos ciclos dxico e andxico de aeracdo inter-
mitente no reator DMX durante o experimento. Area sombreada: perio-
do em que a vazdo de ar foi ajustada de acordo com as concentragfes de
N-NH; na saida do reator.
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Zhang et al. (2012), operando um sistema de reator (nico para
completa converséo do ion amonlo via nitrito trabalhou com concentra-
¢cOes abaixo de 0,1 mgO, L™ durante o periodo de estabilidade do pro-
cesso DMX. Os autores relatam que essas concentragfes foram vantajo-
sas para inibir a atividade das BON e evitar a formacdo de N-NOj3™ no
sistema, além de favorecer a remogao de nitrogénio pela produgéo de N-
NO;, que reagindo com o N-NH; residual, beneficiaram a atividade
ANAMMOX.
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Ademais, a influéncia da concentracdo de OD na eficécia do pro-
cesso DMX estd intimamente ligada a transferéncia de massa gas-
liquido, a concentragdo de amdnia que serd oxidada e a espessura do
biofilme nos granulos. Por isso, é essencial uma melhor compreenséo
das condicdes operacionais e limitacdo de oxigénio do sistema para se
alcangar elevadas cargas de remocao de nitrogénio no mesmo.

4.8.3 pH e alcalinidade

O pH tem significativa importancia na desamonificacdo por reger
o0 equilibrio das formas nitrogenadas do sistema. Faixas de pH fortemen-
te 4cidas ou fortemente basicas podem causar inibigdo completa do pro-
cesso por promover hidrolise da membrana celular e cessar processos
metabolicos vitais para as bactérias. Outro fator, estritamente ligado ao
pH no processo DMX ¢é a alcalinidade do meio, que age neutralizando
intermediarios acidos tdxicos durante o processo reacional. O reator teve
seus valores de pH monitorados e alcalinidade compensada pela adi¢do
de sais (NaHCO; e Na,CO3) ao afluente sintético.

Sabe-se que a etapa de nitritagdo gera H* (Equacéo 1), ou seja,
apresenta tendéncia a consumir alcalinidade, de forma a se ter queda do
pH, o que pode limitar a velocidade do processo. Segundo Schmidell e
Spiller (2005), na oxidac&o de 1 mol de nitrogénio hd uma producéo de
1,88 moles de H*, equivalente ao consumo de 1,98 moles de alcalinida-
de. Embora parega simples, este processo é crucial para a estabilidade e
eficiéncia da desamonificacdo, pois os prdprios produtos do metabolis-
mo das BOA podem ser téxicos para elas mesmas. Assim, a disponibili-
dade de alcalinidade, bem como a otimizagdo da carga de alimentacdo
sdo de importancia imprescindivel para a eficacia do processo de desa-
monificacao.

A Figura 29 apresenta 0 acompanhamento das concentracdes de
alcalinidade e valores de pH no reator durante o experimento. Veys et
al. (2010), estudando a otimizacdo do processo de desamonificacéo,
relata que o valor 6timo de pH para o processo se encontra entre 7,5-8,0.
O reator DMX operou com pH médio de 7,57 (DP = 0,15), indicando
gue as BOA mantiveram sua atividade durante todo o periodo do expe-
rimento e ainda, que a alcalinidade do afluente foi suficiente para manter
os valores de pH dentro de uma faixa néo inibitoria.

No mesmo contexto, 0 comportamento da alcalinidade no reator
DMX variou entre periodos de estabilidade com periodos de oscilacéo,
resultando em uma média de 2019,34 mgCaCO; L™ (DP = 112,26) na
entrada e 917,22 mgCaCO; L™ (179,28) na saida do sistema durante o
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periodo de estabilidade do mesmo. Este resultado significativo na saida
do sistema demonstra, além do baixo consumo pelo processo DMX, a
neutralidade do efluente para descarte em corpos d’4gua sem a necessi-
dade de compensacgdo para equilibrio do pH, uma vez que na saida do
sistema ainda se encontra alcalinidade residual.

Confrontando os dados da Figura 29 com a Figura 25a, percebe-
se que quanto maior a fracdo de amdnia oxidada, maior é o consumo de
alcalinidade. Por isso, a tendéncia na oscilacdo dos valores de alcalini-
dade na saida do reator esta diretamente relacionada com a concentracao
de amodnia oxidada e geracdo de ions H”, que por sua vez, também agem
reduzindo o pH do meio. Apesar disso, a variagdo da alcalinidade em
fungdo do tempo ndo é um pardmetro que pode ser utilizado quantitati-
vamente para tomada de decisdes, pois uma vez que a concentracdo de
amonia na entrada do sistema aumente, a concentracdo de alcalinidade
também aumentara na mesma proporcao (Figura 29, dias 25-27).

Figura 29 — Acompanhamento das concentra¢des de alcalinidade e valo-
res de pH no reator DMX durante o experimento.
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Ademais, estudos ja realizados (YANG et al., 2010), documenta-
ram que concentracdes suficientes de carbono inorgénico na alimentacéo
de reatores ANAMMOX podem desempenhar papel positivo no enri-
guecimento e na atividade dos micro-organismos. Por estas razdes, e
como as concentracBes de alcalinidade sdo proporcionais a quantidade
de carbono inorgénico no meio, manteve-se sempre um valor de alcali-
nidade residual, objetivando ndo interferir na atividade e no crescimento
das bactérias ANAMMOX e ainda, favorecendo o processo de desamo-
nificagéo.
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4.8.4 Amonia livre (AL) e &cido nitroso livre (ANL)

Segundo os modelos propostos por Anthonisen et al. (1976) fo-
ram estimadas as concentracdes de AL e ANL no reator DMX durante
todo o experimento.

De forma conhecida, determinadas concentracdes de AL e ANL
exercem efeito inibitério sobre o metabolismo da biomassa nitritante
(KIM et al., 2008; PRA et al., 2010) e, consequentemente, forte influén-
cia nas taxas de oxidacdo de amonia e nitrito. Da mesma forma, séo
potenciais inibidoras do processo ANAMMOX (JIN et al., 2012), po-
dendo assim, interferir na eficiéncia global de remocao de nitrogénio do
processo DMX.

As concentracfes de AL e ANL dependem, além do equilibrio do
pH e temperatura, da concentracdo de amonio e nitrito, respectivamente.
Por isso, mesmo em pHs proximos da neutralidade, dependendo da con-
centragdo de amonia total e nitrito do meio, pode existir inibicdo de
BOA, BON ou ANAMMOX pela presenca de AL ou ANL em excesso.

Anthonisen et al. (1976), demonstraram que as BON sdo mais
sensiveis a AL do que as BOA, podendo ser inibidas numa concentracéo
de 0,1 — 10,0 mg L™, e ambas severamente inibidas a uma concentraco
maior que 150 mg L™. Assim, quando a concentracéo de AL for muito
alta, sera suficiente para inibir tanto BOA como BON, e amdnia ira se
acumular no sistema. Em concentragdes mais baixas de AL, somente
BON serdo inibidas, e nitrito ira se acumular no sistema. Ainda, Fer-
nandez et al. (2012), estudaram os efeitos a curto e a longo prazo das
concentracOes de AL sobre o processo ANAMMOX. Em testes de curto
prazo (ensaios em batelada), houve um decréscimo de 50% na atividade
especifica das bactérias em concentracdes de 38 mg L™, e nos testes de
longa duragdo (em reatores RBS), mostraram instabilidade quando as
concentracdes ultrapassaram 20-25 mg L™, inibindo completamente a
atividade em concentragdes de AL superiores a 35-40 mg L™

No mesmo contexto, dependendo do equilibrio do sistema, inibi-
cdo por ANL também pode ocorrer. Anthonisen et al. (1976) relatam
que a nitrificagdo pode ser inibida por ANL em uma concentragdo entre
0,22 e 2,8 mg L™, enquanto o processo ANAMMOX em uma concen-
tracdo de 0,07 mg L™ (JIN et al., 2012).

A Figura 30 ilustra o comportamento das formas AL e ANL no
reator DMX durante o experimento. Positivamente, tanto as concentra-
¢Bes de AL como de ANL mantiveram-se abaixo das concentracbes
inibitdérias durante todo o periodo analisado.
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Conforme ja mencionado anteriormente, o pH exerce significati-
va importancia no processo de desamonificacdo por reger o equilibrio
das formas de amoénio/amdnia (NH4/NHz3) e nitrito/acido nitroso (NO,’
/HNQO,). Cruzando os dados da Figura 30 com a Figura 25a, é possivel
perceber que nos periodos onde houve maior acimulo na concentracdo
de N-NO,’, foram os mesmos onde, com a queda do pH, o equilibrio do
sistema foi deslocado para formagdo de ANL (Figura 30b, dia 39). De
forma positiva, essas concentracdes ndo foram suficientes para influen-
ciar no processo de desamonificacdo, tdo pouco inibir a atividade das
bactérias.

Figura 30 — A: Comportamento das concentra¢fes de AL durante o ex-
perimento. B: Comportamento das concentragcbes de ANL durante o
experimento.
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Fonte: ANTHONISEN et al., 1976; JIN et al., 2012

Observando as concentracdes de AL (Figura 30a), é possivel per-
ceber que dentre as faixas de inibi¢do dos trés géneros de bactérias atu-
antes no processo de desamonificacdo, as BON sdo as que apresentam
maior sensibilidade as concentracBes de AL. Sabendo disso, excedendo
o limite de inibicdo somente das BON e ndo ultrapassando o limite de
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inibicdo das ANAMMOX, é possivel favorecer o processo de desamoni-
ficacdo deslocando o equilibrio das formas para formacdo e acréscimo
das concentragdes de AL, utilizando como estratégia valores entre 10 e
20 mg L™. No entanto, devido a proximidade dos valores inibitérios e
exigéncia rigida no controle dessas concentragdes, no presente estudo
ndo foram ultrapassados os limites de inibicdo de nenhum dos micro-
organismos atuantes no reator DMX.

Dessa forma, os dados da literatura resumidos acima, associados
aos dados experimentais, mostram claramente que AL e ANL tém efeito
inibitério significativo sobre o metabolismo dos micro-organismos, e é
devido a isso que se justifica 0 acompanhamento das concentracfes
dessas formas no sistema. Ainda, é importante salientar que a resisténcia
dessas bactérias a esses compostos inibidores irdo variar de acordo com
as caracteristicas fisiologicas e espécies de micro-organismos envolvi-
dos em cada processo.

4.8.5 Crescimento da biomassa

O monitoramento das concentragdes celulares do reator DMX foi
realizado através de analises de sélidos suspensos volateis em funcéo do
tempo durante o experimento. A Figura 31 apresenta a evolucéo da con-
centracdo de SSV no reator durante o experimento.

A concentracdo inicial de SSV foi de 2,4 g L™ e ap6s 125 dias te-
ve um acréscimo de 4,18%, atingindo um valor de 2,5 gSSV L™. A ve-
locidade de crescimento da biomassa foi da ordem de 0,7848 mgSSV L™
d™ e teve um comportamento linear, comprovado pela correlacéo de R?
= 0,9531 entre os dados e 0 modelo obtido.

Esse baixo valor encontrado, apesar de aumentar o tempo de par-
tida do sistema, representa também uma das vantagens do processo
DMX, quando comparado ao processo convencional de nitrifica-
cao/desnitrificacdo. Isso porque a lenta velocidade de crescimento das
bactérias faz o processo produzir pouco volume de lodo, reduzindo as-
sim o0s custos com tratamento e disposicao.

Bortoli (2010), encontrou valores de velocidade de crescimento
da ordem de 44 mgSSV L™ d™ para o reator desnitrificante e 39 mgSSV
L™ d"! para o reator nitrificante. A média desses valores representa uma
producdo de lodo de aproximadamente 50 vezes mais em relagdo ao
processo DMX do presente estudo, 0 que torna atrativa a aplicagéo desse
tipo de processo em escalas maiores de operacao.
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Figura 31 — Acompanhamento da concentragdo de SSV em funcdo do
tempo no reator DMX.
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4.8.6 Emissao de gases de efeito estufa

De forma conhecida, a eficacia do processo de desamonificacéo
esta condicionada a limitacdo das concentragcbes de OD durante sua
operacdo. Essa prerrogativa, associada a atividade das BOA e BON,
pode conduzir a produgdo e emissdo de N,O durante a operacao do pro-
cesso DMX. Isso porque Varios autores citam que baixas concentraces
de oxigénio dissolvido na nitrificagdo convencional ocasionam elevadas
velocidades de emissdo de N,O, variando entre 1,74 gN m3d?'e 7,87
gN m™> d™* (TSUNEDA et al., 2005, TALLEC et al., 2006).

A Figura 32 mostra a taxa de emissdo de N-NH3 e N-N,O do rea-
tor DMX durante o periodo de estabilidade do mesmo. De forma positi-
va, a taxa média para emissdo de N,O foi de 9,75 mg m® d* (DP =
0,56), o que é aproximadamente 800 vezes menor quando comparada
com o encontrado na literatura para o processo de nitrificacdo convenci-
onal operado com baixas concentragdes de OD.

No mesmo contexto, a emissdo relativa de N,O em relacdo ao ni-
trogénio observada foi de 0,005% do nitrogénio removido quando a
carga de alimentacdo foi de 0,531 kgN m™ d™ (DP =0,03). Durante esse
periodo o reator operou com eficiéncia de remogdo de amobnia de
84,53% (DP = 0,03) e eficiéncia de remocdo de nitrogénio total de
58,84% (DP = 0,02). Estes resultados sdo aproximadamente 10 vezes
menores dos que encontrados por Slikers et al. (2002), que observaram
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emissdo de N,O de 0,05% do nitrogénio removido no mesmo processo e
consideraram a mesma como insignificante.

Figura 32 — Velocidade de emissdo de N-N,O e N-NH3 no reator DMX
durante o 70° ao 81° dias de operagao.
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Da mesma forma, a taxa de emissdo de N-NH; encontrada foi de
56,87 mg m™ d™ (DP = 3,11), demonstrando que o reator DMX néo teve
perda desse composto por volatilizagdo e tdo pouco emitiu valores que
possam ser considerados relevantes.

Por fim, pode-se concluir que o sistema mostrou ser uma ferra-
menta eficiente na reducdo de gases de efeito estufa, emitindo concen-
tragdes insignificantes de N,O e concentragfes irrelevantes de NH; du-
rante o periodo de estabilidade do experimento.

4.9 COMPARACAO ENTRE OS PROCESSOS

Na Tabela 19 foram compilados os principais pardmetros opera-
cionais e 0 comportamento do reator DMX em rela¢do ao processo con-
vencional de nitrificagdo/desnitrificacdo e ao processo combinado de
nitritacdo parcial + ANAMMOX utilizando dois reatores durante a re-
mocédo de nitrogénio. Em um contexto geral, o sistema operando com
um Unico reator, apesar de requerer uma quantidade de in6culo maior
para partida do processo, apresenta vantagens com relacdo a simplicida-
de de operagdo e menor espaco requerido, 0 que reduz 0s custos com
construcao de reatores e quantidade de equipamentos para controle ope-
racional quando comparado aos demais processos analisados.
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Com relagdo ao processo convencional de nitrifica-
cao/desnitrificacdo, o reator DMX possui vantagens distintas na maioria
dos parametros avaliados. Além de este ser totalmente autotréfico e nao
demandar fonte externa de carbono para completar o ciclo de remocdo,
permite operar reatores com um TRH até 7 vezes menor e uma carga
duas vezes maior de N, o que significa tratar uma quantidade maior de
efluente contendo quantidades maiores de nitrogénio (Tabela 19). Ain-
da, a baixa velocidade de crescimento das bactérias faz o processo pro-
duzir 40 vezes menos volume de lodo, poupando custos com disposicao
e tratamento do mesmo.

Com relacéo a comparagdo entre 0s processos de nitritacdo parci-
al e ANAMMOX utilizando um ou dois reatores, estes vém sendo estu-
dados e seus relatos na literatura vem apresentando vantagens e desvan-
tagens operacionais. Jaroszynski e Oleszkiewicz (2011) relatam que o
sistema de dois reatores se apresenta mais robusto, possuindo um eleva-
do potencial de recuperacédo ap6s possiveis desequilibrios no processo e
suportando cargas maiores de aplicacdo de nitrogénio. Por outro lado,
esse mesmo sistema apresenta uma sensibilidade maior a toxicidade dos
compostos AL e ANL, potenciais inibidores do processo, e se mostra
inviavel do ponto de vista comercial pelas configuracdes de reatores
exigidas.

No presente estudo, ainda que a carga de nitrogénio se mostre
menor durante a operacdo continua do reator DMX em relagdo ao siste-
ma de dois reatores, o processo foi operado & 25°C, diferindo em 10°C
do sistema com dois reatores (35°C), o que por consequéncia pode redu-
zir em até 50% a atividade especifica das bactérias ANAMMOX (MA.-
LOVANNY et al., 2012) e influenciar significativamente na remocéo de
nitrogénio do reator. Além disso, através dos resultados obtidos com os
ensaios cinéticos realizados, fica claro que o reator DMX é capaz de
suportar cargas maiores de remocao, seja pelo aumento de concentracao
ou reducdo do TRH, o que permitiria trabalhar com um (nico reator a
temperatura ambiente, com carga superior de nitrogénio e por fim, pou-
pando energia com agquecimento em relagdo ao processo com dois reato-
res.
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Conforme ja discutido, o controle da concentracdo de oxigénio é
essencial para todos os processos bioldgicos que trabalham com remo-
¢do de nitrogénio. No entanto, para ambos 0s processos operando com
um ou dois reatores, a limitagdo desse parametro esta diretamente rela-
cionada com a eficiéncia de remocdo do sistema. Quando comparado ao
processo convencional de nitrificacdo/desnitrificacdo, o reator DMX
demandou aproximadamente 30 vezes menos oxigénio no meio reacio-
nal e quando comparado ao sistema com dois reatores a diferenca foi de
aproximadamente 11 vezes menor para o reator DMX (Tabela 19). Es-
ses valores representam a diferenca de economia com aeragdo e energia
necesséria para manter valores altos de oxigénio dissolvido no meio, o
que acaba viabilizando limitar a sua concentrag&o.

Por fim, um pardmetro de extrema importancia na operagdo des-
ses processos é a emissdo de N,O, gas conhecidamente potencial de
efeito estufa que vém gerando grandes preocupacgdes nos sistemas de
tratamento. Quando comparado ao processo convencional, dependendo
de suas condicOes de vazdo de ar, tempo de aeracdo e oxigénio dissolvi-
do (BORTOLI et al., 2012), o reator DMX pode emitir até 800 vezes
menos N,O (Tabela 19), demonstrando ser uma ferramenta eficiente na
reducdo desse gas e contribuindo para a diminuicdo do impacto ambien-
tal causado pelo mesmo. Em relagdo ao processo com dois reatores, 0
reator DMX pode emitir até 15 vezes menos N,O do que o processo de
nitritacdo parcial do primeiro reator, isso muito provavelmente devido
ao acimulo de nitrito no mesmo que tende a favorecer a producéo e
emissdo desse gas (TALLEC et al., 2006).

Em sintese, é necessario avaliar além das vantagens e limitacGes
dos processos, a viabilidade econdmica para sua real aplicagdo. Neste
sentido, ndo € possivel generalizar uma Unica alternativa para remocéao
de nitrogénio. Isso porque as caracteristicas fisico-quimicas das aguas
residuarias variam de acordo com o processo produtivo e sdo dependen-
tes de sua origem. Por isso, dependendo do tipo de produgdo, o desem-
penho dos processos pode se apresentar mais ou menos eficiente.

Por fim, os estudos realizados com o reator DMX demonstraram,
além das vantagens observadas, o potencial tecnoldgico que esse proces-
so tem para real aplicacdo e aumento de escala do sistema quando com-
parado aos demais processos para remocdo de nitrogénio ja consolida-
dos.



127

4.10 AVALIACAO MOLECULAR DA BIOMASSA PRESENTE NO
REATOR DMX

Além dos ja citados pardmetros operacionais, um bom equilibrio
entre as BOA e as bactérias ANAMMOX também € importante para o
controle do processo DMX. Mudangas nos fatores externos podem per-
turbar o microambiente, levando a reducdo da atividade e a possivel
morte celular das bactérias em estudo. Por isso, conhecer a estabilidade
quali e gquantitativamente da biomassa responsavel pelas conversdes do
nitrogénio no reator sdo fundamentais para futura aplicacdo pratica do
sistema analisado.

A Figura 33 apresenta os resultados da analise de FISH para a
amostra do reator DMX. Observando seus resultados, percebe-se que a
amostra apresentou resultado positivo para todas as bactérias especificas
avaliadas.

Dentre os géneros encontrados, as Figuras 33B e 33E se destacam
pela forte coloracdo e aglomerados mais definidos em maiores quanti-
dades. A primeira se trata de bactérias oxidadoras de aménia, nas quais
observando a Figura 33C percebe-se que em sua maior parte sdo com-
postas pelo género Nitrosomonas. A segunda trata-se de bactérias com
atividade ANAMMOX, principais responsaveis pela elimina¢do do
nitrogénio durante o processo de desamonificacdo. Satisfatoriamente
ambas as bactérias formaram a maior parte das bactérias totais (Figura
33A) analisadas durante o experimento, o que indica uma cultura bas-
tante enriquecida e explica a eficiéncia e sucesso do processo de desa-
monificacdo pelo favorecimento dessas bactérias no reator DMX.

Além disso, conforme ilustra a Figura 33D, o reator apresentou
resultado positivo, mesmo em pequena quantidade, para a presenca de
bactérias oxidadoras de nitrito do género Nitrobacter. Isso justifica a
parcela excedente de nitrato no reator DMX durante o experimento (fru-
to da atividade dessas bactérias), 0 que por consequéncia contribuiu para
a reducdo da eficiéncia de remocéo de nitrogénio no sistema. Entretanto,
apesar de presentes, essas bactérias tiveram sua atividade controlada
através dos pardmetros operacionais impostos ao sistema, mostrando
gue a concentracdo de oxigénio dissolvido foi uma estratégia eficiente
para o controle dessas popula¢des durante o experimento.

Assim, a diversidade de micro-organismos encontrados no reator
DMX demonstra que mesmo néo tendo sua atividade favorecida, hd um
rico consorcio presente com potencial para o desenvolvimento de outros
processos biolégicos no reator.



128

Figura 33 - Resultado da analise qualitativa de FISH para amostras do
reator DMX. Em azul a coloragdo por DAPI da comunidade microbiana
total. Em vermelho a coloracéo de bactérias especificas: Dominio Bacte-
ria (A). Todas as BOA (B). Género Nitrosomonas (C). Génetro Ni-
trobacter (D). Todas as ANAMMOX (E).
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No mesmo contexto, os resultados do qPCR corroboram os resul-
tados do FISH, uma vez que mostram uma populacéo de 10** bactérias
g™ de micro-organismos nitrificantes (amoA) e 10° c¢g g™ de bactérias
ANAMMOX (hzo). Da mesma forma que o FISH, a analise de gPCR
indicou que a biodiversidade do reator DMX era composta majoritaria-
mente por bactérias oxidadoras de am6nia e ANAMMOX como bacté-
rias funcionais dominantes.

Liu et al., (2012), estudaram a populacdo de BOA e ANAMMOX
em um reator com processo DMX estabelecido, e verificaram que a
populacdo de BOA foi de 10%a 10 bactérias por mg de biomassa. Além
disso, no mesmo trabalho, o0 aumento e redugdo do numero de células de
BOA estava diretamente relacionado ao aumento ou redugdo da concen-
tracdo de N-NH; na entrada do sistema. Outros trabalhos também mos-
tram uma correlagdo positiva entre a concentracdo de aménia e a popu-
lacdo de BOA (PARK et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

Quanto as bactérias ANAMMOX, a populacdo permaneceu em
torno de 10’, e ndo apresentou variacdo durante as diferentes fases do
estudo do reator com variagdes na concentracdo de amonia (LIU et al.,
2012). No entanto, isso pode estar relacionado ao longo tempo de dupli-
cacdo das bactérias ANAMMOX (9 a 11 dias) (STROUS et al., 1998) e
ndo necessariamente a indiferenga quanto a concentracéo de aménia.

Correlacionando com os resultados obtidos pela atividade especi-
fica do reator DMX, onde as BOA mostraram-se mais resistentes a ini-
bicdo pelo substrato, pode-se dizer que elevadas concentracfes de N-
NH; tendem a favorecer a atividade das BOA pela afinidade com o
substrato, enquanto as bactérias ANAMMOX apresentam maior estabi-
lidade de crescimento devido ao seu menor tempo de duplicagdo. Dessa
forma, conclui-se que populagdes de BOA serdo comumente encontra-
das em maior quantidade do que populagdes de ANAMMOX gquando
submetidas ao mesmao reator durante o processo de desamonificacdo. No
entanto, através do controle dos parametros operacionais do processo, é
possivel manter o equilibrio dessas populac@es, fazendo com que a efi-
ciéncia global de remocdo de nitrogénio ndo seja afetada pela diferenca
entre esses resultados.






5 CONCLUSOES

Os reatores operados para producdo de biomassa se mostraram
boa fonte de in6culo de micro-organismos nitritantes e ANAMMOX,
operando com uma velocidade de crescimento de 0,2612 h™ e 0,0063 h”
! respectivamente para os reatores SBR e ANAMMOX.

O modelo de Andrews foi 0 que melhor representou o comporta-
mento da biomassa nitrificante durante os ensaios cinéticos reallzados
obtendo uma velocidade maxima especifica py de 4,38 mgOz gsSsvt
min™, uma constante de saturacdo Ks de 12, 38 mgN-NH; L? e uma
constante de inibicdo K, de 3867,12 mgN-NH; L™.

O modelo de Edwards | foi o que melhor representou o compor-
tamento da biomassa ANAMMOX tanto para N-NH;z; como para N-NO;
durante os ensaios cinéticos realizados, obtendo uma velocidade méaxi-
ma especifica pn de 9,97 mgN-NH; gSSV™* h™ para amonia e 9,573
mgN-NO, gSSV™* h! para nitrito. J4 a constante de saturagdo Ks foi de
96,435 mgN-NH; L™ para aménia e 56,402 mgN-NO, para nitrito e a
constante de inibicdo K, de 603,53 mgN-NH; L™ e 525,34 mgN-NO, L
! para aménia e nitrito, respectivamente.

O aumento da concentracdo de substrato se mostrou potencial-
mente limitante (aproximadamente 7 vezes mais) para a atividade das
bactérias ANAMMOX quando comparado a atividade nitritante.

O processo de desamonificagdo foi estabelecido apds o 52° dia de
operacdo do reator DMX trabalhando com o afluente a uma concentra-
(;ao de 300 mgN-NH3 LY com TRH de 0,55 d, OD de 0,14 = 0,03 mgO,
L™, vazdo de ar em 20 mL min™, temperatura de 24,49 + 0,7 °C e carga
de nitrogénio aplicado de 0,5454 kgN m™ d™. As concentracdes estequi-
ométricas de N-NH3; e N-NOj3™ no efluente do reator, juntamente com a
eficiéncia de remocédo de amonia de 83,38 + 0,04 % e remocdo de nitro-
génio total de 57,93 £ 0,05 % comprovam a evidéncia do processo
DMX por mais de 35 dias consecutivos de operagao.

Em paralelo, 0 modelo matematico de Monod foi o que melhor se
ajustou aos dados experimentais do reator DMX, obtendo uma velocida-
de maX|ma especifica de consumo de N-NHj3 de 7,513 mgN-NH3 gSSV

"hle uma constante de saturagdo pelo substrato Ks de 175,48 mgN-
NH; L™. Esses resultados ajustados pelo modelo de Monod sugerem que
0 aumento da concentragéo de substrato ndo foi um fator limitante para a
velocidade de consumo de aménia a curto prazo, indicando a possibili-
dade do sistema de suportar cargas maiores de remocdo de nitrogénio
sem inibir a atividade das bactérias.
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Simultaneamente, o sistema se mostrou eficiente na reducdo de
gases de efeito estufa, emitindo concentracfes insignificantes de N,O
durante a estabilidade do experimento.

Ademais, a analise de FISH e qPCR demonstraram que grande
parte dos micro-organismos presentes no reator sdo bactérias oxidadoras
de aménia (10™ bactérias g™*) e bactérias ANAMMOX (108 bactérias g
1), 0 que torna a cultura do reator bastante enriquecida sem a necessida-
de de selecdo de micro-organismos.

Por fim, os experimentos conduzidos a temperatura ambiente po-
tencializam a aplicagdo do processo de desamonificagdo como tecnolo-
gia para remogdao de altas cargas de nitrogénio, além de criar a possibili-
dade de utilizagdo com efluentes reais da agropecuéria.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a capacidade do sistema em suportar cargas maiores de
alimentacdo sob o aumento da concentragdo de substrato e sob a
reducdo do TRH durante a operacao continua;

e Auvaliar a influéncia da adi¢do de carbono organico no afluente de
alimentacdo e sua interferéncia na atividade especifica dos micro-
organismos (competicdo entre ANAMMOX e bactérias desnitrifi-
cantes);

e Ultilizar efluentes reais da agropecudria como fonte de alimentagéo
e estudar seus impactos na configuracdo proposta pelo presente tra-
balho;

e Otimizar o tempo de aeracéo, tempo do ciclo e tempo de retengéo
hidraulico no sistema objetivando aumentar a eficiéncia de remo-
¢do de nitrogénio;

e Estudar o processo DMX em diferentes configuracdes de reatores
objetivando a progressdo de escala;

e Realizar a caracterizagdo microbiologica em futuros reatores, de
modo a qualificar e quantificar o consércio de micro-organismos
presentes no reator desde a inoculagdo até o estabelecimento do
processo.
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APENDICE A - Ensaios de respirometria da biomassa utilizada
como indculo.

Valores de QO,X expressos em mgO, L™ min™;
Valores de X expressos em gSSV L™;

Valores de QO, end expressos em mgO, gSSV™* min™;
Valores de QO, expressos em mgO, gSSV™* min™.

Respiracio endogena

Tempo Tempo T
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3,942 1,332 0,043 4419
2.0 | —
Concentracio N-NHgz: FAVE . . ¥= -%IEESEEQ-.E 3
158 7B meg L1 - %:'3 I T
Tempo Tempo OD E; 30 T -
(min) () (melh Z 30| p—
0,00 0 6,99 =] ":E I -
0,17 10 6,03 ;E |
0,33 20 496 0.0 . . . .
0.50 30 3.96 000 020 040 060 080 100
0.67 40 289 Tempo (minutos)
0,83 30 1.90 QOX X Q05 end QO
6,166 1,332 0,043 4.587
2.0
Concentracio N-NHz: 7.0 |;_ y=-5,05%8x+ 5,703
354,51 m.gI." _ |5|:: & Ri= EEES'-‘
Tempo Tempo OD 'E; 5.0
(min) () (meLh £ 30
0.00 ] 6,66 =
017 10 379 o
0.33 20 463 0o . . . .
030 30 3,37 000 020 040 060 080 100
0.67 40 269 Tempo (minutos)
0,33 0 1,62 QO.X X Q05 end QO
5,055 1,332 0,043 4537
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80
Concentracio N-NHz: gAY | ¥= _3}"2%9:?;9&9393
476,50 mg L™ L &0
Tempo Tempo OD 'Er, ig :
(min}) (s} (mel®) S 10 -
0.00 0 6,07 =T |
0,17 10 5,93 ?c I
033 20 500 o0 . . . .
0350 30 407 000 020 040 060 080 10D
0.67 40 3.16 Tempo (minutos)
0,83 30 200 QO X QO end Q04
5,767 1,332 0,043 4287
e . 80 |
oncentracio N-NH: 70 v=-5,5974x+7,0577
605,60 mg L™ 60 Fi=0,5954
Tempo Tempo oD = 5.0
(min}) () (mel™) .'==..t 40
(.00 0 1.06 g 3:'3 -
0.17 10 6,18 <
033 20 318 - L
050 30 423 000 020 040 060 0,80 100 120
0.67 40 3.24 Tempo (minutos)
0,83 30 245 QOX X QO end QO
100 60 1.48 5,597 1,332 0,043 4,160
0 5,66 2
Concentracio N-NHz: 105 y=-3661Tx+7 2582
849,08 mg L~ : _ 60 " Rf=0.5558
Tempo Tempo oD I 3.0
: . g 40
(min} (s} (mel™) £ 5,
000 0 125 9 3,
017 10 637 10
033 20 534 0,0 ; - - - -
050 30 441 000 020 040 060 030 100 120
067 40 346 Tempo (minutos)
083 50 255 QO.X X QOzend  QO,
100 60 1,62 5,663 1,332 0,043 4209
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2.0
Concentracio N-NH: i N R -
1244,50 mg L EE [ v=2 ';3":’:’9‘9'3"53333
Tempo Tempo OD = sqp b "
(min) (s} (mel®) & 49! "
0.00 1] 129 2 3p | .
017 10 659 % o |
033 20 3.63 L0 |
0,30 30 486 0.0 . . - .
067 40 385 000 025 0% 07 100 12
083 30 310 Tempo (minutos)
1.00 60 2,17 QOX X QOg end Q04
117 70 152 5.078 1.332 0.043 3,770
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APENDICE B - Ensaios cinéticos de consumo de substrato referen-
tes a atividade especifica da biomassa ANAMMOX utilizada como
inéculo.

Valores de rN-NH; expressos em mgN-NH; L™ h;
Valores de rN-NO, expressos em mgN-NO, L™ h;
Valores de rN-NO; expressos em mgN-NOz L™ ht;
Valores de X expressos em mgSSV L™

Valores de pN-NH; expressos em mgN-NH; gSSV™* h;
Valores de pN-NO,” expressos em mg N-NO, gSSV™* h't;
Valores de uN-NO;” expressos em mgN-NOz gSSV™* h.

Tempo N-NH; N-NO;~ N-NO;~ rN-NH; X uN-NH;
(k) (mgL™) (mgL™) (mgL™) 2,52 1,72 1,46
0.0 15.83 G504 0.0
0.5 15.16 8.52 095 rN-NOgy~ X pN-NOg
1.0 13 .69 623 1.23 3.58 1.72 208
1.5 1205 412 1.63
2.0 10,82 249 1.78 rN-NO 3 X uN-NO;
2.5 006 147 1.7 0.65 1.72 0,38

[ eN-NH; ®WN-NO, AN-NO; |

¥=-1,516x + 16,06
Ri={0876

. ¥=-3 5754x = 9,9337

% = {,9883

R ¥=10,6512x + 04024
Ri= {5155

3.0
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Tempo N-NH; N-NO, N-NO;- FNNH, X pN-NHg
) (megL™) (mgL™) (mgL™) 285 172 172
00 2774 2506 000
0,5 2688 2325 000 TN-NDg;- X pN-NOg
10 2544 2062 000 433 172 2,52
1,5 2390 1946 000
20 2218 1636 000 N-NO;- X pN-NOs
25 2042 1457 056 037 172 031
30 1888 1125 064
33 725 1003 087
4.3 1534 6.05 1.65

. [ #NNH. mN-NO,- ANNO, |
5 ¥=-21,9541x+ 28,076
F==0,9928

5 - 433 o 14
= .- i =-4335x + 152
'3 15 R*=0,9946
=W i =0,3651x - 0,326

- ~m Fe= 05302
]
0 ra—

20 30 40 50

Tempo (h)

Tempo N-NH; N-NO,~ N-NOs~ rN-NH; X pN-NH,
(b} (mgL™) (mgL™) (mgL™) 488 172 2,85
0.0 5259 5162 000
05 5075 4800 000 N-NO; X uN-NOg
10 4729 4350 002 655 172 381
15 4459 3995 000
20 4106 3610 000 NNO; X uN-NO;
25 3326 3253 0,02 .38 1.72 22
3.5 32096 26352 0,83
4.5 2856 20,80 0,85
5.5 23,15 14 1,78
6.5 22,18 81167 241

m [ @N-NH, BN-NO, AN-NO. |
) ¥=-4,8934x + 51 876
50 F2= 10,9561

5 "'--.._‘ ¥=-6,547x + 50,258
s 30 R={ 0957
= TE ¥=0,3753x - 0,4313

10 L F==10,5725
ﬂ L _—
00 10 20 30 40 350 60 TO

Tempo (k)



Tempo N-NH; N-NO,” N.NO;- fNNH; X pN-NH
(h) (mgL™) (mgL™) (mgL™) 340 172 438
0,0 7561 7038 .03
05 70,77 6399 761 rNNO, X pN-NO.
10 6572 6013 987 1070 1.72 22
15 6056 33,75 10,62
20 3667 4817 1207 NNO,- X pN-NO,.
25 5042 4240 11,87 200 172 116
3.0 4539 3528 15,63
40 3765 2520 17,18
50 3184 1627 1708
60 2672 830 1822
@ [ #N-NH, ®N-NO,” AN-NO |
0 ¥=-84037x+ 71 564
&0 Ri=00847

- 350 ¥ =-10,696x + 69,852

= i Ri=(0046

g 3 ¥=19065x + 7,6214
20 Ri=00264
10

ﬂ 1 i i i i i i
00 10 20 30 40 50 &0 7.0
Tempa (h)

Tempo N-NH; N-NO,” N.NO.- rNNH; X pN-NH,
(b} (meL*) (mgL™) (mgL™) 8354 172 497
0,0 9331 9740 073
0,5 8527 0087 303 N-NOy~ X pN-NOg
10 8104 8500 533 1226 172 713
15 7523  T747 5,17
20 6828 TLO0 520 rNNO,- X uNNO.
25 6381 6413 587 161 172 0953
3.0 38583 5647 747
40 5226 4473 883
50 4517 3410 9,13
60 3850 2273 1040
7.0 227 1283 1483

[ ®NNH; BN-NOQ, AN-NO. |
120 ¥=-8,842x + B8 517
100 R:=0,0524
=12 288x = 05 910

z %0 Ri=00067
g & ¥=1,6066x+2.1718
a4 - RE=(9204
20 ey

______________.____———‘-I
r|:| — = W T T T i
00 10 20 30 40 50 &0 70 80

Tempo (h)

159
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Tempo N-NH; N-NO, N-NO- rN-NH; X upN-NH,
{h} (mgL®) (mgL™) (mgL™ 536 172 543
0,0 127,85 12480 160
05 12338 11827 520 N-NO; X uN-NOg
10 11721 11467 6,60 1112 172 647
15 10859 10960 610
20 10370 10487 493 N-NO;- X uN-NOs
2.5 8620 9547 707 22 172 071
30 9211 9320 787
40 8411 822 6,80
50 7650 68,13 870
60 6785 3703 11,13
70 6035 4783 1147
8.0 52,08 3783 14 53
[ #NINH. ®mN.NO,” AN-NO. |
¥=-0.3640x+ 124,27
Fe=0,0854
¥=-11,115x + 12536
RI=1{ 9985
a ¥=1,2186x + 3,5606
— F==10,577
08 L

Tempo (k)

0,0 10 2,0 3.0 40 50 60 7,0 8.0 9.0

Tempo N-NH, N-NO, N.NO.-

NNH; X pN-NH,

(h) (mgL?) (mgL™) (mgL™) 871 172 565
0.0 160,23 14663 193
0.5 15528 138,67 353 fN-NO; X pN-NO;
1.0 14932 13427 033 1110 172 646
1,5 138,15 130,37 037
2.0 133,81 12380 243 INNO,- X uN-NO5
2.5 12766 11640 433 25 172 073
3.0 122,76 108,67 187
40 11262 8850 333
50 103,32 8730 717
60 8551 79,60 9,17
7.0 9043 6897 937
8.0 8395 57.57 1020

[ @®N-NH, mN-NO,

N-NO.~ |

¥=-8,7071x + 185 63
R:=08772
y=-11,087x + 145 11
Ri=10,9965
s
B | =1, 2470x + 05577
R#=10),5482

0.0 10 2,0 3.0 40 5.0 60 7.0 8,0 9,0
Tempo (k)
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Tempo N-NH; N-NO, N-NOs- rN-NH; X upN-NH,
(k) (mgLl™*) (mgL™*) (mgL™*) 9.61 172 5,59
0.0 10104 20440 000
05 18428 18580 033 N-NO; X uN-NOg
1,0 177,76 19447 0,60 973 172 366
15 17160 187.07 107
2.0 16974 18367 111 N-NO; X uN-NO5
2.5 16187 18033 3,05 242 172 141
300 161,73 177,13 344
40 14735 16633 547
50 138,36 15547 573
60 13216 14566 543
70 121890 13500 1477
8.0 11230 12407 2230

oo (#NNH; SN-NO,” AN-NO; |
230 ¥=-0_6141x + 188 41
200 RE=10,9930
o 150 ¥=-9.720% + 203,62
E 100 R2={0961
_ ¥=2,4237x -2 5600
30 T Rr=0,8696
.|:| - = = | |
0010203040 50 60 7.0 50 9.0
Tempoih)

Tempo N-NH; N-NO, N-NOg- rN-NH; X pN-NH;
(h) (mgLl™) (mgL™) (mgL™) 0.96 1,72 5,80
0.0 30976 28275 117
05 30581 28808 058 N-NOy~ X pN-NOg-
10 30332 28350 833 931 172 541
15 28610 28008 442
2,0 28023 26783 500 N-NO;- X uN-NO5
25 27680 26482 600 183 172 107
30 27437 26267 7150
40 26026 25475 1492
50 25343 24482 1308
60 24879 2343583 1075
70 239,82 22750 1491
8.0 23366 21752 1625

[ #N-NH, BEN-NO, AN-NO. |
¥ =-9,9643x + 308,18
Fe= 09653
¥ =-8,3051x = 291,34
R=1,9922
¥=18324x+ 23814
Re= 10,7957

0.0 1,0 2,0 3.0 4.0 50 60 7.0 80 9.0
Tempo (k)
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Tempo N-NH; N.NO, N.NO,-

(h) (mgL™) (mgL™) (mgL™) 548 1,72 463
U0 35992 38720 267
0.5 34592 38240 3.73 NNO, X pNNO.
1.0 34600 37933 7.79 22 172 478
15 337.88 37507 8.08
20 33258 37173 1012  fN-NO; X pNNO5
25 33259 36720 1040 200 172 121
30 32480 36187 1160
40 31971 35400 1187
50 31346 34547 1227
60 30251 33493 1533
7.0 29310 33281 1680
8.0 28623 321,15 2400
) ﬂl oNNH, ENNO,- ANNO, |
¥=-8 4810x = 351 10
Mymmny T RE=0,8831
'f:gm y=-81157x+ 387,16
# 200 Fi=0_0058
F=20871x+4 178
100 T RE=0.9058
0 ———

00 1,0 20 3.0 40 50 60 7.0 80 9,0

Tempao (h)
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APENDICE C - Ensaios cinéticos de consumo de substrato referen-
tes a atividade especifica do reator DMX.

Valores de rN-NH; expressos em mgN-NH; L™* h;
Valores de rN-NO; expressos em mgN-NOz L™ ht;
Valores de rNT expressos em mgNT L™ h™:

Valores de X expressos em mgSSV L™

Valores de pN-NH; expressos em mgN-NH; gSSV™* h;
Valores de puN-NO;™ expressos em mgN-NO3 gSSV™* ht;
Valores de uNT expressos em mgNT gSSV™* h™.

Tempo N-NH; N-NO;~ N-NO; NT rN-NH3 X uN-NH3
(B) (mgLl”) (mgl”) (mgL®) (mgL™) 6.403 2,337 232
0.0 80,63 0,00 0,00 80,62
0.5 74,15 3.55 0,67 78,77 rN-NO5~ X pN-NOS
1.0 72,40 4.16 1,30 78,36 2.137 2,537 0842
1.5 £0.85 447 3.47 77,749
2.0 67,635 421 459 76,45 rNT X uNT
2.5 64,75 4 65 6,00 7544 3.885 2.537 1531
3.0 62,47 5.56 6,635 74,68
3.5 50.32 5,15 7.03 71,50 Relacio Ale™-NH,

4.0 36,00 5,28 7.00 69,35 5.742
] 52,00 3,37 8,25 66,62
3.0 48,40 3,07 10,63 64,05
5.5 4570 5,49 11,10 62,38
6.0 4205 3,00 13,22 61,17
6.5 35,58 3,73 13,35 58,65
7.0 35,2 3,62 15,06 55,91
1.5 30,62 5,58 16,44 5263
3.0 26,60 3,37 1704 4900
#I-NH; B-NO N-MHOs
¥ =-6,4026x + 80,174
Ri=(,0033
=1 1367x - 00569
B = ) 0046

myz L

petdiinatunns
LU 1 2 3 4 5 & 7 2
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Tempos N-NH; N-NO,” N-.NO;~ NT rN-NH; X uN-NH,
(b} (meLl™ (mgl") (mgl®) (mgL™) 6,911 2,537 2724

00 10436 000 000 10436

05 9711 311 7,58  107.80 IN-NO;~ X uN-NOs

1.0 922 280 11,13 10622 2,746 2,537 1082
1.5 8603 297 1347 10247

20 8210 235 1494 9940 FNT X WNT
25 7774 284 1473 8530 4281 2,337 1687

30 7419 238 1593 8248

35 7247 241 1728 9217  Relacio Ale/N-NH;
40 6943 250 1830 5023 5217
45 6643 230 19823 83,01

50 6323 22 21,11 86,58

5,5 5987 187 2157 8331

60 5703 1,84 2260 8147

65 3516 153 24350 81,19

7.0 5143 135 2578 78,56

75 4869 113 2610 7582

8.0 4315 145 2788 72,589

| #N.NH, WN-NO, N-NO,-
120 l
¥ =-6,9114x + 08,279
100 % R:=09510
¥ =2,7455x = 6,7962

B =0.9178
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Tempo N-NH; N-NO;~ N-NO;~ NT 'N-NH; X uN-NH;
)  (mgl®) (mgl®) (mgL*) (mgl®) _ 8953 2537 3529
00 15051 000 000 150,52
05 14052 2,62 568 14881  sN-NOy X pN-NO;-
L0 13367 349 945 14661 2115 2,337 0,834
15 12727 358 10,68 141,53
20 12190 426 1177 13792 *NT X uNT
2,5 12043 448 1303 13785 6344 2337 2,579
30 11821 507 1420 13748
35 112,02 465 1554 13221  Relacio AleN-NH;
40 10863 417 1562 12842 4,726
45 10616 311 1582 12508
500 101,77 312 1680 121,68
55 9793 316 1673 117,87
60  B965 382 1806 111,52
65 B564 420 1912 10896
70 Bl44 472 2011 10627
75 TRBET 496 2104 10467
80 7092 554 2199 9345
| eNNH, WN-NO; N-NOy
160
140 * }'=-3,ﬂ‘%1:|:— 144 34
R =09876
- 120 =2 1154x = 5.9598
= 100 R =0,8833
- ]
£ 80|
60 |
_-HJ L
2 L
urmﬂ—_—

Tempo (h)
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Tempo N-NH; N-NO,” NNNO, NT rN-NH, X uN-NH,
(b)) (mgl™) (mgl®) (mgl?) (mgL™) 5,402 2,337 3,708
00 170,07 0,00 0,00 170,08
05 16104 1,71 3,55 16630 N-NOS~ X uN-NOs
1.0 155435 2,33 342 16120 2,306 2,537 0,944
1.5 15004 247 553 158,04
2.0 14787 305 583 13675 £NT X uNT
2,5 14145 338 725 152,08 6,043 2337 2,737
300 13761 3,07 781 14839
3.5 13388 2,27 965 143,83  Relacio AleN-NH,

40 12872 216 1007 14095 4023
435 12327 200 1128 136535
50 12131 2, 12,24 13585
55 11667 2,52 1430 13340
60 112,62 247 1488 13006
65 106355 226 1646 12531
70 100,69 247 1772 120,38
75 9362 2,18 2004 11534
8.0 8986 203 2062 11251
SNNH, ENMNO, N-NO.
180 ¥ =-0,401%x + 166,48
160 B =0.8947
140 5 T =
= 120 3 -ﬁn;ja?p;pliu..l
& 100
= 80|
60
4.[' L
2

0

F:
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Tempo N-NH; N-NO;,~ N-NO;~ NT rN-NH; X pN-NH;
B) (mel®) (mgl) (megl®) (mgl™ 8.559 2,537 3,768
0,0 257,88 0,00 0,00 257,89
0.5 248 66 22 0,78 251,67 rN-NO;~ X pN-NO;
1.0 24064 323 0,50 244 37 1,543 2,537 0,726
1.5 23922 3,61 1,60 244 43
2,0 23326 4,04 2,10 239 40 T X uNT
2.5 22897 439 3,58 236,95 7.711 2,537 3,030
3.0 22380 421 5,72 23373
33 216,11 3,73 5,00 22402 Relacio Ale/N-NH,

4.0 214,72 357 4,53 22322 3454
4.5 208,50 3,20 644 218,14
3,0 203,17 3,16 7,50 21423
3.5 201,38 3,07 8,05 21299
6.0 197 45 2,90 0os5 210,31
6.5 190,08 2,39 1139 20435
7.0 186,60 2,59 1263 20182
7.5 153,39 2449 1383 20021
8.0 176,23 2,23 14,04 18248
#I-NH; BI-NO," el Ny
300
v =-0 5588x + 253

250 4 Rz =0,0032
= 200 | ¥ =1,8426x - 0. 9876
= Rz =0,9728
E 150

100 -

30 F

0 BB T N .

o 1 2 4 3 6 8

Tempao (b}
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Tempo N-NH; N-NO;~ N-NOz;~ NT rN-NH; X pN-NH;
B (mel™ (mgl™ (mgl") (mgL™) 12,682 2,537 4555
00 31428 000 0,01 31430
035 30547 1,95 240 305,82 rN-NO 5 X uN-NO;
1.0 28650 314 040 30044 2,630 2,537 1040
1,5 28740 4090 303 20541
20 28391 454 408 20262 rNT X uNT
2.5 28047 472 7.79 20208 0637 2,537 5790
30 274382 494 638 23514
33 27035 3,0 G543 28484 Relacio AleN-NH;

40 261,74 341 926 27641 3,283
45 253736 5,65 11,50 270,51
50 2422 3,50 024 23733
5,5 23548 3,34 1323 25405
60 23168 5,02 1538 25208
65 226,00 5,18 13,40 24078
70 0 2242 5,17 20,18 24951
7.5 218,86 483 20,37 24407
80 21272 450 18,98 236,60
#MN-NH; BN-NO,~ W05
350
4 ¥ =-11,652x+ 310,74
300 F Rz =0,0004
- 25 ¥ =2.,6301x - 0,4051
E‘ 200 F* =0,9516
" 150
100
30
0 P — ] -_'-

o 1

-
F=

3

4 3
Tempo (h)

7
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Tempo N-NH; N-NO; N-NO;~ NT riN-NH; X uN-NH:
b} (mel™) (megl) (mgl?) (mel™) 13,511 2537 5483
00 38720 000 0,00 39720
0,5 383,88 246 2,33 388,87 rN-NOg~ X pN-NOz
10 37836 436 5,68 38540 1,774 2,337 0699
1.5 371357 5,11 332 38030
20 38833 5,91 333 377351 rNT X uNT
25 353597 6,72 7,12 369581 11,017 2,537 4343
3.0 33256 7,50 23 36340
3,5 34733 7,71 10,18 383524 Relacio Ale/N-NH,

4.0 338,72 3,38 8,75 334,85 2,818
45 32801 3,76 11,73 348350
50 320,12 931 12,11 34135
35 31142 1012 11,88 33342
60 30790 1061 1385 33238
65 300,67 1034 1347 32493
700 28344 1021 1563 32432
7.5 28250 953 1396 31599
.0 28321 1022 1428 307,72
*1-NH; BN-NO,~ N-I0:"

430 ¥ =-13.811x+ 382,81

400 4 Fi=0,0044

350
= 300 ¥=1,7738x + 22766
':l;'\' F* =09224
e

150

100

30 F

(s e o = == — = = ===
0 1 2 3 4 3 6 g
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Tempe N-NH; N-NO, N-NO;~ NI fN.NH; X pN-NH;
h)  (mel™) (mgl") (megl") (mel™) 14,713 2537 5,759
0,0 54519 0,00 000 54519
05 53430 285 110 53825 INNNO;~ X uN-NOs-
1.0 52169 407 22 52997 1,156 2537 0436
15 5088 586 235 51707
20 49842 678 343 50863 rNT X uNT
25 48214 704 438 50356 12,174 2537 4,799
30 480,16 749 420 49134
35 47616 758 371 48744 Relaclo Ale/N-NH,

40 47224 7,04 499 48437 2,366
45 46063 748 430 47241
50 45872 852 433 47157
55 45418 952 723 47093
60 44418 1041 790 46249
65 43863 1108 864 45835
7.0 43672 1249 957 45877
7.5 42731 1284 1040 45054
8.0 41991 1394 1000 44384
| enwH, ®mNNO; ANNO,© |
600
y ¥ =-14,713x + 533,82
so0 L B =0.8771
= 400 M ¥ =1,1565x + 0,712
2 R: =( 858
E 300
200
100

Tempo (h)
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Tempo N-NH; N-NO; N-NO;~ NT fN.NH; X pN-NH;
()  (mgl*) (mgl") (mgl®) (mglL*) _ 15842 2537 6244
00 63271 000 000 63271
0.5 61588 2,19 22 61828 N-NOs~ X uN-NOs
1.0 602,30 400 342 60872 1,188 2537 0473
1.5 582,74 560 476 603,10
20 58168 654 558 59380 NT X uNT
25 57407 756 677 58840 12,182 2,537 4,802
30 56445 870 8,89 582,04
35 538,77 8,60 11,17 58055  Relacio Ale/N-NH,

¥ =-15 842x + 61816

1% o
I ¥ =1,1802x = 1 8502

E* =10,6314

40 54980 1103 1166 57248 3.245
45 54163 1192 860 562,15
50 53398 1294 657 53348
55 52781 1408 945 355134
60 52381 1568 1242 55191
65 51843 1661 1152 546,36
70 51029 1848 878 53755
75 503,09 1982 940 532,31
80 49906 2121 1077 53104
| ennH, ®mNNO; ANNO, |
700
600
_ 500
2400
" 300
200
100
[ ===

0 1 2 3 4 3 6 T 8
Tempo (b}
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Tempo N-NH; N-NO;- NNO,~ NI 'NNH, X pN-NH;
)  (mgLl) (mgl®) (mgl®) (mgl®) _ 15544 2537 6127
0,0 81400 000 001 814,01
0,5 80425 167 556 81148  rN-NOy X uN-NOs
1.0 790,57 2,58 385 797,10 1,152 2,537 0454
15 785,57 4,16 430 79402
20 77456 481 513 784,60 NT X uNT
2,5 77456 615 526 78597 2528 2,537 4,938
3.0 76388 701 647 77736
3,5 76297 807 529 77633  Relacio AleN-NH,
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Tempo N-NH; N-NO;~ N-NO;~ NT rN-NH X pN-NH;
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