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RESUMO

O nitrogénio apresenta-se como um elemento essencial a
vida. A maior parte deste encontra-se sob a forma de
nitrogénio gasoso (N,), ndo estando diretamente disponivel
para biota terrestre. Este pode ser convertido a aménia, que
pode ser assimilada por alguns organismos, ou entao,
oxidada a nitrito e, posteriormente a nitrato. Apesar da
importancia dessas formas nitrogenadas, estas, quando
lancadas em grandes quantidades em corpos receptores
naturais, podem causar impactos ambientais e danos a saude
humana e de outros animais. Essa elevada carga de
compostos nitrogenados pode vir de efluentes gerados pelas
industrias, ou mesmo pelos gerados em locais de producgéo
animal. Assim, diversos processos de remocao de nitrogénio
vém sendo estudados. Os processos biologicos tém sido
preferencialmente adotados devido a um menor custo de
operacdo. Processos hioldgicos convencionais de remocgéo de
nitrogénio, entretanto, ndo sdo muito eficientes para efluentes
com baixa relacdo C/N. Em 1995, foi descoberta a existéncia
de microorganismos que possuem atividade ANAMMOX. O
grande desafio desse processo é a obtencdo de grande
guantidade de biomassa, tendo em vista que esses
microorganismos possuem um tempo de geracdo de 9 a 11
dias. O principal objetivo deste trabalho foi realizar a operacéo
e monitoramento de um reator ANAMMOX visando producéo
de biomassa. O sistema experimental foi composto de um
reator de fluxo ascendente e biomassa livre, sob condi¢Bes
controladas de temperatura (35°C). Este, foi alimentado com
meio de cultura sintético, tendo sua concentracdo de nitrito e
amonia de 100 mg L™ cada. O reator operou com progressiva
baixa do tempo de retencé@o hidraulica, passando a remover
maiores quantidades de nitrogénio, sem perder a eficiéncia do
processo. Chegou-se a uma carga aplicada de 5560 gN/L™*/d
1, com respectiva carga removida de 3850 gN/L'/d1,
operando com um TRH de 0,8h. Conclui-se que a reducao do
TRH é uma alternativa vidvel para progresséo de carga neste
tipo de reator, pois através dessa técnica obteve-se uma
biomassa mais estavel e com maior atividade.

Palavras-chave: Remocao de nitrogénio; progressao de
carga; TRH.






LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 — Efeito do pH sobre as formas de nitrogénio
amoniacal, amonia (NHs) e ion amonio (NHg").....ccocveveveenee.e. 23

Figura 2 — Ciclo classico do nitrogénio com os processos de
fixacdo, nitrificag@o e desnitrificac8o.............cceeeeeriiiiieeeinns 24

Figura 3 — Ciclo simplificado do nitrogénio com nitrificacéo,
desnitrificac8o € ANAMMOX.......cccccuiiiiiiiiieeee e 27

Figura 4 — Arvore filogenética representando oito das nove
espécies  descritas de  bactérias com  atividade
ANAMMOX. o 29

Figura 5 — Microscopia de transmissdo de uma célula de
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, evidenciando os trés

compartimentos CitoplasSmAtiCOS.........ceeveveeveiviciiiieineeeeee e, 30
Figura 6 — Provavel rota metabdlica do processo
ANAMMOX. .. ooieiiieeceiie et st seeeestr e saee s srtn e s e ennee s naaeenneee s 31
Figura 7 - Sistema de um reator para cultivo de
DIOMASSA. ... 35

Figura 8 — Grafico de acompanhamento da entrada e saida de
compostos nitrogenados no reator AMX........cccvveeeeeeeeriiinnnnns 42

Figura 9 — Gréfico de acompanhamento das cargas de

nitrogénio aplicado e removido no reator AMX........c.ccoceeenen. 44
Figura 10 - Acompanhamento dos coeficientes
estequiomeétricos do reator AMX.........coovivveeeriiniiieeeeiiiiee s 45

Figura 11 — Acompanhamento do aspecto da biomassa no
reator AMX, nos dias 1, 20, 30 e 48 respectivamente........... 46

Figura 12 — Aspecto dos granulos da biomassa durante o
acompanhamento dO reator..........cccccvvveeeeriieiee s 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Compostos nitrogenados e respectivos estados de
(0) (o F=Tox= To JN NN OO P P UTUUPPPRRPPPRPR 21

Tabela 2 — Composicdo média dos efluentes agropecuarios
de acordo com o tipo de animal.........ccccoeeeeveiiiiiiiiiinee e 25

Tabela 3 — Composicdo do meio de cultura e solugdo de

micronutrientes utilizados para o cultvo da biomassa
ANAMMOX.. ..ottt s et 37

Tabela 4 — Acompanhamento da reducdo do TRH no reator



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANAMMOX — Anaerobic Ammonium Oxidation
BOA — Bactérias Oxidadoras de Aménia

BON — Bactérias Oxidadoras de Nitrito

CONAMA — Conselho Nacional de Meio Ambiente
FIA — Flow Injection Analysis

LEAA — Laboratorio de Experimentagdo e Analises Ambientais
N-NH," — Nitrogénio na forma de ion aménio
N-NH; — Nitrogénio na forma de ion amdnia
N-NO, — Nitrogénio na forma de nitrito

N-NO;z — Nitrogénio na forma de nitrato

N> — Nitrogénio Gasoso

NH; — Amobnia

NH," — fon Aménio

NO, — Nitrito

NO; — Nitrato

NT — Nitrogénio Total

TRH — Tempo de Retengédo Hidraulica






SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 21
1.1 O Nitrogénio e seu Ciclo Ambiental.............ccccoovveeennne. 21
1.2 Problema Ambiental do Nitrogénio............ccccceerrrirrneeennns 24
1.3 Remog&0 de NitrOgENIO........ccuuveeeiiiiiiiiee e 26
1.3.1 Processos biolOgiCOoS........cccvvvrieeeiiiiieiiie et 26
1.3.1.1 Processo ANAMMOX......ccouiiiiiiriniiiiiiiiieieeee e s 27
1.3.1.1.1 Microbiologia..........c.ueeeiiriiiiieiiiiiiieee e 29
1.3.1.1.2 REALOIES. ....cei et e 32
2 JUSTIFICATIVA. e 33
S OBUJIETIVOS. ...t 34
3.1 OBJIETIVO GERAL.....otiiiiiiieaiiiiieee e 34
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......covuiiriireeiireisise s 34
4 MATERIAL E METODOS.......cooiieieeceeeeeeee e e 35
4.1 REALON......ueeiiiiitreeee et eeee sttt e e 35
4.1.1 Tempo de Retenc¢édo Hidraulica (TRH)..........cccceevvveennn. 36
4.2 MEI0 d€ CUIUIA. ......eiiieiie ettt 36
4.3 MEtodos analitiCOS. .........ooueeriiiiiieieniie et 37
T I 11171 o USSR 38

T2 \\ 111 =1 (o J T 38



4.3.3 Nitrog€nio AMONIACAL.........ceirieeirrieeeeee e 38

4.4 Eficiéncia de remogao de nitrogénio..........cccceevvveeeevennen. 39
S5 RESULTADOS. ...ttt e ee e 40
5.3 REAIOI AMX .. et 40
6 DISCUSSAO.......coimeieienccieeeeete e 47
7 CONCLUSOES......cooiiiiieiieiceieees e 50

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccooviieceeeeean 51



21

1 INTRODUCAO
1.1 O Nitrogénio e seu Ciclo Ambiental

O nitrogénio é um elemento essencial para a vida,
constituindo proteinas e acidos nucléicos em células animais,
vegetais e microbianas. A maior parte deste existe sob a
forma de nitrogénio gasoso (N,), sendo o0 gas mais abundante
da nossa atmosfera (79%) (BITTON, 2005). Outras formas
predominantes sdo: nitrogénio organico, nitrogénio amoniacal
(NH3/NH,"), nitrito (NO) e nitrato (NO3) (ZHU et al., 2008;
CERVANTES et al., 2009).

Os compostos nitrogenados se apresentam em
estado de oxidacdo que podem variar das formas mais
reduzidaz (NHs/NH,"), até as mais oxidadas (HNOs/NOs)
(COSTA, 2013). A tabela 1 apresenta os diversos compostos
nitrogenados conhecidos.

Tabela 1 — Compostos nitrogenados e respectivos
estados de oxidagao.

Composto Férmula Estado de

oxidacgao
Amonia/Amonio NH3/NH," -3
Nitrogénio organico NH, -3
Hidrazina N2Ha(aq) -2
Hidroxilamina NH2O02¢aq) -1
Nitrogénio Gasoso N2 0
Oxido nitroso N2O) +1
Oxido nitrico NO +2
Nitrito HNO/NO, +3
Dioxido de nitrogénio NO;() +4
Nitrato HNO3/NO3 +5

Fonte: (MADIGAN et al., 2010, adaptado).

No ciclo ambiental do nitrogénio, o N, ndo esta
diretamente disponivel para a biota terrestre. Este se torna
disponivel para os produtores primarios, como as plantas,
apenas ap0s sua conversdo para amonia (NHg) por
organismos procariotos, como bactérias e cianobactérias,
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num processo denominado fixacdo do nitrogénio
(BERNHARD, 2010), como apresentado na Equacéo 1.

N, + 8H" + 8¢" — 2NH;3 + H, Equacdo 1

Aproximadamente 85% da fixagdo do nitrogénio
gasoso ocorre por processos biologicos. Outras formas de
fixacdo podem ocorrer, como pela fertilizacdo dos solos,
queima de combustiveis fosseis e/ou via descargas elétricas
na atmosfera (ABREU, 2013), constituindo apenas 15% da
fixacao total, visto que o N, & uma molécula bastante estavel.

A amébnia, por sua vez, pode ser assimilada pelos
organismos fixadores e produtores primarios, ou ainda
oxidadas a nitrito e posteriormente a nitrato. A oxidacdo de
aménia a nitrito (nitritacdo) € realizada pelas bactérias
oxidadoras de amdnia (BOA), principalmente pelas espécies
pertencentes ao género Nitrosomonas (Equacdo 2). J4 a
oxidacdo de nitrito a nitrato (nitratacdo) € realizada pelas
bactérias oxidadoras de nitrito (BON), principalmente pelas
espécies que pertencem ao género Nitrobacter (Equacao 3)
(GERARDI, 2006; SCHMIDELL; SPILLER, 2005). A
conversdo amonia, a nitrito, e a nitrato € denominada
nitrificag&o.

NH," + 1,50, — NO, + 2H" +H,0  Equag&o 2
NO,- + 0,50, — NOj3 Equacéo 3

O processo de nitrificacdo ocorre em aerobiose, ou
seja, 0 oxigénio é usado como aceptor de elétrons. As BOA e
as BON sao autétrofas e quimiolitotrofas, utilizando didxido de
carbono (CO,) como fonte de carbono, e oxidando compostos
inorganicos para obtencao de energia.

O nitrogénio amoniacal apresenta diferente
conformacdo dependendo do pH e temperatura da solugao
aquosa em que se encontra. Como ilustrado na Figura 1, em
pH béasico o nitrogénio amoniacal predomina na forma de
amodnia (NHz), enquanto que em pH &cido, predomina na
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forma de ion aménio (NH,") (METCALF, 2003). O equilibrio
das duas formas se estabelece num pH de 9,25.

/

80— 1 — - 80
‘ NH§ | -+ NHg
| | | |
60 1 : : 60

100 \/‘ 100

P o
T jes
Z \/ ‘ Z
X /\ | X
40— -t - — 40
| pK=9.25
20 | —— —{ 20
A |
5 6 7 8 9 10 11 12 13

pH

Figura 1 — Efeito do pH sobre as formas de nitrogénio
amoniacal, amdnia (NH3) e ion aménio (NH,").
Fonte: (METCALF; EDDY, 2003).

No processo de desnitrificagdo, o ion nitrato é
convertido a nitrogénio gasoso pela atividade de bactérias
heterotréficas que utilizam nitrito ou nitrato como aceptor de
elétrons e matéria organica como fonte de carbono e energia.
A desnitrificagdo ocorre em quatro estagios, como
demonstrado na Equagdo 4 (BORTOLI, 2010), e € realizada
por varios géneros de bactérias, tais como Pseudomonas,
Bacillus, Spirillum, Acinetobacter, Thiobacillus, dentre outros
(BITTON, 2005).

NO; — NO, — NO — N,O — N, Equaqéo 4
Os processos de fixacao, nitrificac@o e desnitrificacéo,

gue compreendem o ciclo do nitrogénio, estdo representados
simplificadamente na figura 2.
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Figura 2 — Ciclo classico do nitrogénio com 0s processos
de fixacao, nitrificacdo e desnitrificacdo.
Fonte: (VAN DER STAR, 2008, adaptado).

1.2 Problema Ambiental do Nitrogénio

Os compostos nitrogenados podem ser extremamente
nocivos ao meio ambiente quando lancados em altas
concentracbes em corpos receptores naturais. Elevadas
concentracdes de nitrogénio amoniacal em corpos hidricos
podem influenciar fortemente a dindmica do oxigénio,
diminuindo sua concentracdo dissolvida no meio, pois para
oxidar 1 mg de NH3 sdo necessarios 4,6 mg de O, (BITTON,
2005). Esse processo acelera o fendmeno natural de
eutrofizacdo, causando desequilibrio do ecossistema
aquatico. A aménia, pela sua toxicidade, mesmo em baixas
concentracdes, pode causar a morte de diversas espécies da
comunidade aquatica (METCALF; EDDY, 2003). Muitas
espécies de peixes, por exemplo, ndo suportam
concentracdes acima de 5mg L' (REIS & MENDONCA,
2009).

Outro problema associado ao nitrogénio refere-se a
salde publica. Elevados teores de nitratos nas aguas de
abastecimento podem causar a metahemoglobinemia,
conhecida como Sindrome do Bebé Azul. O nitrato é reduzido
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a nitrito pelas bactérias do trato intestinal, e como
consequéncia o Fe,” da hemoglobina € oxidado a Fes’,
formando a metahemoglobina, que é incapaz de se ligar ao
O,, impedindo trocas gasosas no organismo humano, além de
causar danos a saude de outros animais (ABREU, 2013; DE
PRA, 2011). Além disso, o nitrito, quando ingerido, pode se
combinar com aminas secundarias provenientes da dieta
alimentar, formando nitrosaminas que apresentam poder
mutagénico e carcinogénico (BITTON, 2005).

As fontes de nitrogénio em corpos naturais sdo
diversas. Ha altas concentracdes de nitrogénio nos efluentes
gerados por grande parte das industrias, mas também nos
locais de producd@o animal. Nesse contexto, a suinocultura é
reconhecidamente uma atividade de grande potencial
poluidor, por produzir grandes quantidades de residuos com
altas cargas de nutrientes, como fésforo e nitrogénio (Tabela
2). O modelo de producdo atual, caracterizado pela criacdo
intensiva e em confinamento, concentra grande ndamero de
animais em areas reduzidas, 0 que aumenta ainda mais os
riscos de contaminacdo ambiental (KUNZ et al., 2005), sendo
esse o principal desafio de manejo da atividade suinicola.

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

Tipo de animal

Variaveis
(kg dejeto/1000 kg Gado Gado Suino
de animal vivo) de leite  de corte

Dejeto total 86,0 58,0 84,0
Sdlidos totais 12,0 8,50 11,0
Sdlidos volateis 10,0 7,20 8,5
pH 7,0 7,0 7,5
N-NH3 0,079 0,086 0,29
P-Total 0,094 0,092 0,18

Fonte: (KUNZ et al., 2008, adaptado).
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A Resolugdo n° 430 de 2011 do CONAMA (Conselho
Nacional de Meio Ambiente) estipula como limite de
lancamento em corpos hidricos a concentracdo maxima de
20,0 mg L™ de nitrogénio amoniacal. Em virtude disso, sdo
crescentes as exigéncias quanto aos critérios de manejo de
dejetos, acarretando na necessidade da evolugcdo nos
processos de tratamentos de efluentes que conduzam a uma
reducao satisfatéria na concentracdo de nutrientes (GRADY et
al., 1999), objetivando minimizar os impactos ambientais.

1.3 Remocgéo de Nitrogénio

Para a remocéo do nitrogénio em efluentes industriais
e agropecuarios, podem-se utilizar basicamente processos
fisicos, quimicos e biolégicos (KUNZ et al., 2009; VIVAN et
al., 2010). Entretanto, devido ao alto custo de tratamento por
processos quimicos e fisicos, a remocdo de compostos
nitrogenados por sistemas bioldgicos tem sido amplamente
estudados (ZHU et al.,, 2008; METCALF & EDDY, 2003) e
preferencialmente aplicados, pois atingem elevada eficiéncia
na remocdo de espécies nitrogenadas com baixo custo
operacional quando comparados aos processos fisico-
quimicos (EPA, 1993).

1.3.1 Processos bhioldgicos

Apesar de pouco difundida no Brasil, a estratégia
biolégica convencional para remocdo de nitrogénio é a
nitrificacdo/desnitrificacdo, baseada na nitrificagdo aerdbia
autotréfica e posterior desnitrificacdo em uma etapa anoxica
(na auséncia de oxigénio, mas presenca de nitritos e nitratos)
e heterotrofica.

Na primeira etapa o ion aménio é oxidado pelo
oxigénio a nitrito (Equacdo 2) e, posteriormente, a nitrato
(Equacao 3). Na segunda etapa o nitrito e o nitrato formados
na etapa anterior sdo convertidos a nitrogénio gasoso
(Equacdo 4). Este processo exige grande quantidade de
oxigénio e de alcalinidade para completar o ciclo de remocao,
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e é geralmente mais eficiente em aguas residuais com baixas
concentracdes de nitrogénio (AHN, 2006).

Portanto, o0 sistema convencional apresenta
dificuldades de operacdo, como limitacdo de carga removida,
grande demanda de oxigénio para completar seu ciclo, e
grande produgédo de lodo, conduzindo a uma busca por novos
sistemas de remocao de nitrogénio.

1.3.1.1 Processo ANAMMOX

Ha duas décadas, foi descoberto a existéncia de um
novo segmento do ciclo do nitrogénio, conhecido como
oxidacé@o anaerdbia do aménio (ANAMMOX) (MULDER et al.,
1995). Nesse processo, 0 ion amdnio € oxidado diretamente a
nitrogénio gasoso, utilizando nitrito como aceptor final de
elétrons (Figura 3).

5 N2
Suplementacgéo
de carbono ™
Nitrificac&o
NO+ Desnitrificacéo

NH,  ANAMMOX

Figura 3 - Ciclo simplificado do nitrogénio com
nitrificacdo, desnitrificacdo e ANAMMOX.
Fonte: (SCHEEREN et al., 2011).

Parte do nitrito é oxidada a nitrato, gerando
equivalentes de reducdo para fixacdo do CO, e consequente
crescimento da biomassa. A estequiometria da reacdo esta
representada na equacéo 5 (STROUS et al., 1998).

NH," + 1,31NO, + 0,066HCO; + 0,13H" —>
1,02N, + 0,26NO3 + 0,066CH,005No 15 + 2,03H,0 Equaco 5
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Andlises genOmicas mostraram que as bactérias
responsaveis pela reagdo ANAMMOX formam um grupo
monofilético que pertence ao filo Planctomycetes (STROUS et
al., 1999; SCHMID et al., 2000). Estédo inseridas na classe
Planctomycetia, ordem Candidatus Brocadiales e familia
Candidatus Brocadiaceae (NBCI taxonomy, 2015), contendo
cinco géneros e mais de nove espécies descritas, oito delas
representadas na Figura 4.

Algumas das espécies ja descritas na literatura sao
Candidatus Brocadia anammoxidans (STROUS et al., 1999),
Candidatus Brocadia fulgida (KARTAL et al., 2004),
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis (PENTON et al., 2006)
Candidatus Anammoxoglobus propionicus (KARTAL et al.,
2007), Candidatus Scalindua brodae, Candidatus Scalindua
wagneri, Candidatus Scalindua sorokinii (SCHMID et al.,
2003) Candidatus Jettenia asiatica (QUAN et al., 2008) e
Candidatus Scalindua arabica (WOEBKEN et al., 2008), que
constituem um grupo com propriedades raras ou Unicas.

Essas bactérias sdo anaerobicas e
quimiolitoautotroficas, e operam sob condi¢cdes andxicas.
Possuem alta afinidade ao substrato (nitrito e aménio) e
apresentam morfologia de cocos com didmetro menor que
1um (VAN NIFTRIK et al., 2004), e tendéncia & formacéo de
granulos com uma coloracdo vermelha caracteristica. Tém
tempo de geragéo longo, variando de 9 a 11 dias (JETTEN,
2001), o que é bastante lento quando comparado a outras
bactérias. Entretanto, com o constante melhoramento do
processo esses numeros tém sido reduzidos, chegando em
até 4,8 dias para duplicacao (TANG et al., 2010).

Quanto a atividade, elas apresentam temperatura
ideal de 20 a 43°C, sendo a temperatura 6tima entre 34 a
36°C, e sofrem inibicdo reversivel na presenca de oxigénio
(STROUS et al., 1998). Além disso, o pH ideal para o
crescimento dessa microbiota estd entre 7 e 8, com o 6timo
proximo a 8.

Em diversas fontes tem-se detectado microrganismos
com atividade ANAMMOX, como em lodos provenientes de
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sistemas de tratamento de &aguas residuérias (DAPENA-
MORA et al., 2004), efluentes de abatedouro (REGINATTO et
al., 2005), ambientes de agua doce (SCHUBERT et al., 2006),
sedimentos marinhos (TAL et al., 2005), entre outros.

vk Sk
Candidatus Scalindua wagneri Candidatus

Kuenenia stuttgartiensis

Candidatus
Anammoxoglobus propionicus

Candidatus Scalindua sorokinii
Candidatus Scalindua brodae

Candidatus

Jettenia asiatica

Isosphaera Candidatus Brocadia fulgida

PP

Candidatus Brocadia
anammoxidans

Candidatus Brocadiales

Gemmata spp

Pirellula

spp
4

/

Figura 4 — Arvore filogenética representando oito das
nove espécies descritas de bactérias com atividade
ANAMMOX.

Fonte: (KUENEN, 2008, adaptado).

QOutgroup

Planctomyces spp.
Planctomycetales

1.3.1.1.1 Microbiologia

Os microrganismos do filo Planctomycetes, incluindo
as bactérias ANAMMOX, possuem caracteristicas distintas
dos demais filos do dominio Bacteria, como a auséncia de
peptideoglicanos na parede celular, ndo podendo ser
classificadas como gram-positivas ou gram-negativas,
apresentando parede celular proteonacea, como as archeas
(VIANCELLI, 2009). Além disso, eles possuem células
compartimentalizadas, divididas em diferentes
compartimentos membranaceos internos (FUERST, 2010).
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A Figura 5 apresenta uma microscopia eletrdnica de
transmissdo de uma bactéria ANAMMOX. Essas bactérias
possuem trés compartimentos celulares, sendo que o
compartimento mais externo é denominado parifoplasma,
envolto pela membrana citoplasmatica (VAN NIFTRIK et al.,
2008). Ja o segundo compartimento, denominado riboplasma,
contém ribossomos e o nucledide, e é circundado pela
membrana intracitoplasmética. O compartimento mais interno
€ denominado anammoxossomo, contendo particulas de ferro
e estruturas semelhantes a tubos (LINDSAY et al., 2001).

Anammoxossomo

Membrana do
anammoxossomo

Nucledide

Riboplasma

Membrana
intracitoplasmatica

Parifoplasma

Membrana
citoplasmatica

Parede celular

Figura 5 — Microscopia de transmissdo de uma célula de
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, evidenciando os
trés compartimentos citoplasmaticos.

Fonte: (KUENEN, 2008, adaptado).

A membrana do anammoxossomo apresenta lipideos
diferentes dos usualmente encontrados no dominio Bacteria.
Ela é formada por acidos graxos que contém varios anéis de
ciclobutano (C,4) ligados a gliceréis por ambas as ligacdes,
estér e éter, denominados “laddarane lipids”, especificos de
bactérias com atividade ANAMMOX (JETTEN et al., 2009).
Essa conformacdo forma uma membrana densa, que previne
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a difusdo de substancias do anammoxossomo ao citoplasma
(MADIGAN et al., 2010), isso porque é nesse compartimento
gque a rota metabdlica do processo ANAMMOX ocorre
(FUERST, 2005; JETTEN et al., 2009; MADIGAN et al., 2010;
KARLSSON et al., 2014), e nessa rota, intermediarios toxicos
sdo produzidos, como a hidrazina (N,H4), que apresenta um
grande potencial redutor.

A provavel rota metabdlica do processo ANAMMOX
estd ilustrada na Figura 6. Nela, o nitrito (NO;) é
primeiramente reduzido a o6xido nitrico (NO) pela enzima
nitrito redutase. Subsequentemente, o 6xido nitrico reage com
a amodnia (NHj3), produzindo hidrazina (N,H,4) pela atividade da
enzima hidrazina hidrolase. A hidrazina é entdo oxidada a
nitrogénio gasoso (N) e elétrons H*, pela enzima hidrazina
oxidoredutase, sendo que alguns dos elétrons gerados nessa
etapa entram na cadeia transportadora de elétrons e geram
uma forca préton motriz e ATP pela ATPase, enquanto outros
retornam ao sistema para alimentar o consumo de elétrons
das etapas anteriores (JETTEN et al., 2009; MADIGAN et al.,
2010).
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Figura 6 — Provavel rota metabdlica do processo
ANAMMOX. NiR, nitrito redutase, HH, hidrazina hidrolase,
HZO, hidrazina oxidoredutase.

Fonte: (MADIGAN et al., 2010, adaptado).
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Além disso, grandes quantidades de citocromo C,
pequenas proteinas heme responsaveis pela transferéncia de
elétrons durante a reacdo, sdo encontradas dentro do
anammoxossomo, suportando a teoria de que a rota
metabodlica ocorre no interior desse compartimento
(KARLSSON, 2014).

1.3.1.1.2 Reatores

Reatores em escala de bancada que operam com
fluxo ascendente de meio de cultura e biomassa livre, tém se
mostrado bastante eficientes para o cultivo e atividade dessas
bactérias. Esses reatores em escala de bancada s&o
utilizados para manutengdo e crescimento de biomassa, além
de servirem como pilotos para um reator em escala real.
Experimentos que utilizam reatores em escala de bancada
sdo Uteis para testes que visam descobrir quais as melhores
condicdes operacionais para esse tipo de biorreator, e sédo
atualmente viaveis, pois requerem uma quantidade reduzida
de biomassa. Dessa forma, reatores em escala de bancada
servem como parametros para o desenvolvimento futuro de
reatores em escala real, que requerem uma grande
guantidade de biomassa para sua inoculagdo. Assim, faz-se
necesséria a operacdo desses reatores visando crescimento
das bactérias ANAMMOX.
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2 JUSTIFICATIVA

Desde sua descoberta, as bactérias ANAMMOX tém
sido estudadas por diversos grupos de pesquisa espalhados
pelo mundo. No Brasil, ha alguns grupos trabalhando com
bactérias ANAMMOX. Por exemplo, Schierholt Neto (2007)
desenvolveram um biorreator que foi aclimatado com
microrganismos  anaerébios  oxidadores de amonio
provenientes do fundo de uma lagoa experimental de um
sistema de tratamento de dejeto de suino, localizada na
Unidade Demonstrativa (UD) da Embrapa Suinos e Aves,
Concordia, SC, Brasil (VIANCELLI, 2009). A partir do dia 75
(19/12/2006) apdés a inoculacdo, o biorreator apresentou
atividade ANAMMOX. Desde entéo, trabalhos e experimentos
utilizando essas bactérias vém sendo desenvolvidos no
Laboratério de Experimentacdo e Analises Ambientais (LEAA)
da Embrapa Suinos e Aves.

Devido ao longo tempo de geracdo dessas bactérias,
0 tempo de partida dos reatores também € longo, sendo
necessario de trés meses a mais de um ano de operacao para
obter uma cultura enriquecida e estabilizada (JETTEN, 1999;
TOH, 2002). Além disso, ainda devido ao alto tempo de
geracdo, um dos grandes desafios encontrados para se
trabalhar com essas bactérias é a obtencdo de uma grande
quantidade de biomassa. Dessa forma, faz-se necessario o
desenvolvimento e acompanhamento de biorreatores para
manutencdo e crescimento de biomassa em escala de
bancada.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo realizar a
operacdo e monitoramento de um biorreator inoculado com
bactérias anaerobias oxidadoras de aménio, visando a
producdo e manutencdo de biomassa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar progressédo de carga por reducdo do tempo
de retencdo hidraulica (TRH) e avaliar o comportamento do
reator quanto a eficiéncia do processo e ao aspecto da
biomassa.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Experimentacdo e Andlises Ambientais (LEAA) da Embrapa
Suinos e Aves, unidade de Concoérdia, SC.

4.1 Reator

O reator acompanhado (aqui denominado Reator
AMX) operava em escala de bancada, anaerobiamente, com
biomassa livre e fluxo ascendente com gradiente de
concentracdo (pistonados).

A Figura 7 ilustra o esquema do sistema de um reator.
Este é confeccionado de vidro, com conexBes em PVC, e
ficava imerso em um banho maria de acrilico com capacidade
para 14 litros, equipado com aquecedor, termostato e uma
bomba para homogeneizacdo da agua do banho, que se
encontrava a uma temperatura de aproximadamente 35°C.

A

A
/
\
v

Banho termostatizado < - I

()
[\
Bomba 3
soas Imagem da
Meio de Cultura pesisiiliica bio%nassa

Reator

ANAMMOX
Figura 7 — Sistema de um reator para cultivo de biomassa.
Fonte: (DE PRA, 2013, adaptado).
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O reator era alimentado por uma bomba peristaltica e
possuia um volume util de 2,4 litros.

4.1.1 Tempo de Retencgédo Hidraulica (TRH)

O tempo de retencdo hidraulica € um parédmetro
importante para o funcionamento do reator e atividade das
bactérias ANAMMOX, e pode ser calculado segundo a vazao
e volume do reator, conforme representado na equacdo 6.
Para garantir o controle da reducdo do TRH, a vazdo do
reator foi aferida em todos os dias de acompanhamento.

TRH= V
E— Equacédo 6
Q

Onde: )
Q: Vazao em Ld X
V: Volume util do reator em litros;

TRH: Tempo de Retencao Hidraulico em dias.

4.2 Meio de Cultura

Para a manutencdo da biomassa optou-se pela
utilizacdo de meio de cultura sintético com uma concentragédo
de compostos nitrogenados variavel. A Tabela 3 apresenta a
composicdo do meio. Apds a pesagem dos reagentes, 0s
mesmos eram diluidos em frascos do tipo Bequer com a ajuda
de agitadores magnéticos e posteriormente depositados em
um recipiente com capacidade para 350 L e preenchidos com
agua destilada.

Objetivando evitar a contaminagdo por O, nos
reatores, borbulhava-se nitrogénio gasoso no recipiente que
armazenava 0 meio de cultura, até obter-se uma
concentracdo de oxigénio dissolvido inferior a 0,2 mg L™ A
concentracao de oxigénio no meio era aferida com o uso de
um oximetro. O procedimento era repetido sempre que era
constatada uma contaminagdo por oxigénio ou quando da
troca do meio de cultura.
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Tabela 3 — Composicdo do meio de cultura e solucéo de
micronutrientes utilizados para o cultivo da biomassa

ANAMMOX.

Composto quimico inorganico

Concentracdo (mg L™

CacCl;,-2H,0

NaHCO;

KH,PO,

FeSO, 7H,0

EDTA

MgSO,-7H,0

NH,4CI

NaNOZ

Solugdo de micronutrientes

143
420
27
9
5
240
100
100
0,3mLL"

Solucao de micronutrientes

Concentracado (mg L™)

ZnS0O,

MnSQO,
CuS0y4-5H,0
Aly(S0,)°-14H,0
Na,MoO4-2H,0
COCIz' 6H,0

KCI

EDTA

1247
1149
44
201
129
30
100
975

Fonte: (MAGRI et al., 2012, adaptado).

4.3 Métodos analiticos

O acompanhamento do sistema foi realizado por
andlises fisico-quimicas das amostras coletadas nas entradas
e saidas do reator, e essas foram realizadas duas vezes por
semana, visando saber a concentracdo do meio de cultura
gue estava alimentando o sistema, e procedendo a avaliagdo

da atividade ANAMMOX.

Os parametros utilizados para o monitoramento do
processo foram quantidade de nitrogénio amoniacal, nitrito e

nitrato.
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4.3.1 Nitrito

Na determinacdo de nitrito optou-se por utilizar o
método colorimétrico em um sistema de analise por injecao
em fluxo conforme APHA (1995), modificado segundo
Schierholt Neto, et al. (2006).

Para realizacdo da andlise 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). Agua
destilada foi utilizada como carreador, e uma solucao
contendo sulfanilamina, é&cido ortofosférico e n-1-
naftiletilenodiamina dihidracloreto como reagente de cor.

4.3.2 Nitrato

Na determinacdo de nitrato também se optou por
utilizar o método colorimétrico em um sistema de analise por
injecdo em fluxo conforme APHA (1995), modificado segundo
Schierholt Neto, et al. (2006).

O mesmo Sistema Multicanal FIAlab foi utilizado para
determinacdo do nitrato, com o mesmo reagente de cor.
Entretanto,  utilizou-se também uma coluna com
aproximadamente 59 de cadmio para reducdo de nitrato a
nitrito e uma solucdo de cloreto de aménio e EDTA sal
dissddico como reagente tampao.

4.3.3 Nitrogénio Amoniacal

A andlise de nitrogénio amoniacal foi realizada com
eletrodo de ion seletivo da marca Thermo segundo
procedimento descrito por APHA (2012), pelo método
potenciométrico, com alteracdo do volume de amostra para 20
mL. Seis gotas de hidroxido de sddio foram adicionadas a
cada amostra para que todo nitrogénio amoniacal presente
(NHs/NH,") fosse convertido & aménia (NH3) e pudesse ent&o
ser quantificado pelo eletrodo.
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4.4 Eficiéncia de remoc¢&o de nitrogénio

Com os dados obtidos a partir das analises das
formas nitrogenadas, foi possivel determinar a eficiéncia de
remocao (em %), conforme Equacao 7.

n= (CN)E - (CN)S x 100
— Equacédo 7
(Cn)e

Onde:

n = Eficiéncia (%)

(Cn)e = Concentracdo de nitrogénio na forma de aménio,
nitrito e nitrato na entrada do reator (mgN.L™);

(Cn)s = Concentracdo de nitrogénio na forma de aménio,
nitrito e nitrato na saida do reator (mgN.L™).
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5 RESULTADOS

O reator foi monitorado durante 65 dias e desde o
inicio do acompanhamento ja apresentava uma cultura de
microrganismos enriquecida e estabilizada, com atividade
ANAMMOX estabelecida.

5.1 Reator AMX

Durante o acompanhamento do reator AMX realizou-
se uma progresséo de carga por uma reducdo progressiva do
tempo de retencdo hidraulica, visando producéo de biomassa
e maior remocdo de compostos nitrogenados. A Tabela 4
apresenta os dias em gque o TRH foi alterado, e seu valor.

Tabela 4 — Acompanhamento da reducdo do TRH no
reator C.

Fase Periodo (dias) TRH (h)
0] 0-14 2,7
(D) 15-35 1,6
(1) 36 -49 1,3
(V) 50 — 59 1,0
V) 60 — 65 0,8

Como pode ser observado na tabela 4, desde o
primeiro dia de acompanhamento até o décimo quarto dia
manteve-se 0 TRH em 2,7h. No 14° dia de operacao, baixou-
se 0 TRH para 1,6h, mantendo-o constante até o 35° dia. No
35° dia, reduziu-se novamente o TRH para 1,3h, ndo sendo
alterado até o 49° dia. No 49° dia reduziu-se para 1,0h até o
59° dia, e neste dia, reduziu-se novamente, chegando a um
TRH de 0,8h.

A concentracdo do meio de cultura foi mantida em
200 mg N.L" de nitrogénio (sendo 100 mg N.L™ de nitrito e
100 mg N.L' de amoénio) durante todo o periodo de
monitoramento.
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A Figura 8 apresenta o desempenho do reator AMX
guanto ao acompanhamento das concentracdes das formas
nitrogenadas (entrada de amonia (N-NH3) e nitrito (N-NO,), e
saida de amonia, nitrito e nitrato (N-NO3)). As linhas verticais
representam os dias em que houve reducdo no TRH, dias 14,
35, 49 e 59, respectivamente. Os algarismos romanos
representam as diferentes fases de avaliacdo ao longo do
estudo.

Do primeiro dia de acompanhamento até o 30° dia,
periodo que compreende a Fase | e parte da Fase Il, a
entrada de formas nitrogenadas manteve-se em torno de 170-
200 mg NT.L*, apresentando uma queda apenas no 22° da
(146 mg NT.L™Y). J4 na Fase Il, aproximadamente no 40° dia,
houve um aumento na concentracdo de compostos
nitrogenados circulantes, chegando a 240 mg NT.LY,
mantendo-se nessa faixa (240-220 mg NT.L™) até o 50° dia, j&
na Fase IV, a concentracdo na entrada do reator retornou a
200 mg NT.L™" e manteve-se assim até a Fase V.

Apesar dessas oscila¢des na entrada do reator, nota-
se gue a concentracdo de compostos nitrogenados na saida
do reator apresentou-se quase que constante, mostrando
menor taxa de remocdo na Fase lll, no 44° dia (saida de 65
mg NT.L'") e maior taxa de remocao na Fase IV, 56° dia (31
mg NT.L™).
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Figura 8 — Grafico de acompanhamento da entrada e
saida de compostos nitrogenados no reator AMX.
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Na figura 9 pode-se observar o acompanhamento das
cargas de nitrogénio aplicadas e removidas. Durante a Fase |
a carga de nitrogénio na entrada do reator manteve-se em
1600+100 gN/L*/d*, com uma carga removida de 1220+10
gN/L'/d?, e sua eficiéencia manteve-se acima de 77%. Na
Fase Il, ap6s o 22° dia de acompanhamento, a carga aplicada
de nitrogénio aumentou, chegando a 2400 gN/L™*/d" e a carga
removida passou a 1670 gN/L™*/d™, mantendo, dessa forma,
uma eficiéncia de 77% de remoc¢édo de nitrogénio. No 28° dia,
0 reator apresentou uma pequena queda na eficiéncia, que
passou a 70%, com uma carga aplicada de 2600 gN/L*/d™" e
carga removida de 1790 gN/L™/d™.

Na Fase Ill houve novamente uma reducéo do TRH, e
uma maior carga de nitrogénio passou a ser aplicada ao
reator, chegando a 4520 gN/L*/d™ no 35° dia. O reator
respondeu positivamente, apresentando uma carga removida
respectiva de 3630 gN/L™/d™, conferindo uma remocdo de
80% do nitrogénio aplicado. Ap6s uma queda na carga de
nitrogénio aplicada entre os dias 43 e 49, houve novamente
um aumento de carga aplicada pela reducdo do TRH na Fase
IV, chegando a 5240 gN/L™/d™* no 50° dia de operac&o, com
uma carga removida respectiva de 4140 gN/LYd?t, e
consequente eficiéncia de 78%.

Ainda na Fase IV, entre os dias 51 e 59, a carga
aplicada girou em torno de 4350+500 gN/L™'/d™, e a eficiéncia
manteve-se acima de 70%, chegando a 83% no 58° dia. Na
Fase V, houve novamente uma redu¢éo do TRH, e no 60° dia
registrou-se a maior carga de nitrogénio aplicada, chegando a
5560 gN/L™/d™, com uma carga removida de 3850 gN/L™/d™,
conferindo uma eficiéncia de 70% de remocao de nitrogénio.



(gN.L".d")
= N W B
oo o o o o
oo o o o o
o o o o o o O
D__uruuu_.
- =
=
=
=
o
w
[ieg
=)
ra [=]
= pod
h=]
;> —d
o
o
= o
= <
— »
m
e
1 -
——
=
o
o
_
Eoa
(=)
= =
= =
=]
(=]
i
=3
o
A
o
& - :
=
o
o
=
=
N }
(=)
=
=

Figura 9 — Grafico de acompanhamento das cargas de
nitrogénio aplicado e removido no reator AMX.
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Além disso, foram calculados os coeficientes
estequiométricos da reacdo e comparados com 0s
encontrados na literatura (STROUS, 1998). A proximidade
entre os resultados encontrados nesse estudo e com o0s da
literatura (Figura 10), comprova a atividade ANAMMOX do
reator.

=4=NO,~ NQ;~ =—NO, literatura  ==NQj;" literatura
18 |
15
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Tempo (dias)

Figura 10 — Acompanhamento dos coeficientes
estequiométricos do reator AMX.

Também foi acompanhado o aspecto visual do reator.
Com a constante reducdo do TRH, a biomassa apresentou
uma evidente melhora na sua coloracdo, ficando mais
avermelhada com o passar dos dias, como pode ser
visualizado na Figura 11 (DE PRA et al., 2015).

No primeiro dia de acompanhamento a biomassa
apresentava uma coloracdo com tons amarelados, e ao final
do acompanhamento pode-se observar uma coloragdo mais
avermelhada, além de uma granulacdo mais intensa, com
granulos relativamente maiores.

60
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Figura 11 — Acompanhamento do aspecto da biomassa no
reator AMX, nos dias 1, 20, 30 e 48 respectivamente.

O tamanho dos granulos durante o acompanhamento
do reator pode ser visualizado na Figura 12. Os maiores
registrados chegaram a um tamanho de aproximadamente 0,5
cm, e 0S menores com apenas poucos milimetros. Pode-se
visualizar também a tendéncia de agrupamento dos granulos.
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Figura 12 — Aspecto dos granulos da biomassa durante o
acompanhamento do reator.
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6 DISCUSSAO

No que diz respeito ao desempenho do reator - visto
gque o processo ANAMMOX converte amobnia e nitrito
diretamente a nitrogénio gasoso, com uma pequena producao
de nitrato - quanto mais baixas as concentracfes de
compostos nitrogenados na saida do reator, maior esta sendo
a eficiéncia do processo, pois consequentemente, uma maior
guantidade de nitrogénio esta sendo removida.

TANG et al. (2010) obtiveram um tempo de geracéo
de 4,8 dias para bactérias ANAMMOX em um reator operando
com um baixo tempo de retencdo hidraulica. Objetivando um
menor tempo de duplicacdo e consequente maior producdo
de biomassa, realizou-se uma progressdo de carga pela
reducdo do TRH. Para que ndo houvesse um choque de
cargas, o TRH do reator foi sendo reduzido progressivamente
durante os 60 dias de acompanhamento.

Pode-se notar, pelo acompanhamento dos gréaficos
apresentados, que com a constante reducdo do tempo de
retencdo hidraulica, a carga de nitrogénio aplicada no reator
aumentou. Muitas vezes, esse aumento pode causar um
choque de carga e diminuir significativamente a eficiéncia do
reator, tendo em vista que altas concentra¢des de nitrito, por
exemplo, sdo inibidoras do processo ANAMMOX (STROUS et
al., 1999).

As concentragdes em que 0s compostos nitrogenados
causam inibicAo da atividade das bactérias ANAMMOX
variam conforme os estudos, porque dependem de fatores
operacionais do reator, e também das espécies presentes no
reator (CASAGRANDE, 2011). Dapena Mora et al. (2007)
estimaram a concentracdo de inibicdo de 50% da atividade
ANAMMOX, para amonia, nitrito e nitrato. Dentre as formas
estudadas, o nitrito causou maior efeito inibitério sobre o
processo (350 mgN.L™). Ainda, Schierholt Neto (2007),
trabalhando com reator de bancada com fluxo ascendente,
observou inicio de inibicdo do processo por nitrito a uma
concentracdo de 140 mgN-NO,.L?, o que reflete uma inibicdo
ainda maior do processo por nitrito.
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De Pra (2013), relatou em seu estudo que
concentracdes superiores a 100 mgN-NO, L™ tendem a
reduzir a atividade das bactérias ANAMMOX e limitar a
velocidade de consumo de substrato.

No presente estudo, 0 aumento progressivo da carga
aplicada ndo inibiu em nenhum momento a atividade das
bactérias ANAMMOX. Além disso, pode-se observar uma
resposta positiva do reator quando ao aumento de carga, pois
0 mesmo operou durante os 60 dias com uma eficiéncia de
remocdao de nitrogénio superior a 70%.

O processo ANAMMOX tem como caracteristica a
remocdo de altas cargas de nitrogénio quando comparado
aos processos convencionais, como
nitrificacdo/desnitrificacdo. Isso deve-se a alta velocidade de
consumo do nutriente, que é cerca de sete vezes maior que 0
processo convencional. Casagrande (2011) atingiu elevadas
cargas de remocdo de nitrogénio, chegando a atingir uma
remocdo 43 vezes maior sob o processo convencional de
nitrificacdo, o que mostra a elevada eficiéncia do processo
ANAMMOX.

Bortoli (2010) trabalhou com o processo convencional
de nitrificacdo e obteve uma carga méxima aplicada de 410
gN/L™/d™*. Nesse estudo, chegou-se a uma carga aplicada
méxima de 5560 gN/L"/d*. Quando da comparacdo dos
dados, percebe-se que esse processo foi capaz de suportar
13 vezes mais nitrogénio aplicado por dia.

Quanto ao acompanhamento visual do reator, este
apresentou evidente mudanca na coloracdo e tamanho dos
granulos das bactérias. Fato que deve-se provavelmente a
maior quantidade de meio de cultura circulante. Quando ha
reducdo do TRH, e consequente aumento da vazdo, uma
maior quantidade de meio de cultura circula pelo reator.
Dessa forma, o metabolismo celular das bactérias ANAMMOX
aumenta, fazendo com que a biomassa apresente uma
coloracdo mais avermelhada com granulacdo mais intensa.
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O anammoxossomo, organela hipoteticamente
responsavel pela producdo de energia e pela rota metabdlica
das bactérias ANAMMOX contém grandes quantidades de
citocromo C - pequenas proteinas heme responsaveis pelo
transporte de elétrons (KARLSSON, 2014). Quando o ferro
liga-se ao citocromo C, para transporte de elétrons, ele é
oxidado produzindo uma coloracdo mais avermelhada.

Com o aumento de carga no reator por reducédo do
TRH, havia mais meio de cultura circulando no reator em um
menor periodo de tempo e, portanto, havia mais ferro
circulante, tendo em vista que este elemento esta presente no
meio. Com o aumento do metabolismo celular desses
microrganismos, maiores quantidades de citocromo C séo
produzidas, para que haja um efetivo transporte de elétrons.
Dessa forma, pode-se observar claramente a elevacdo do
metabolismo celular e conseqiiente melhora na coloracéo da
biomassa ANAMMOX.

A grande resisténcia encontrada no reator, que ndo
perdeu eficiéncia em nenhum momento do acompanhamento,
pode dever-se ao tamanho dos granulos das bactérias. As
bacterias ANAMMOX tém tendéncia a formacéo de granulos
pela excrecdo de uma matriz de polimeros extracelulares
(ECPs), compostos principalmente por polissacarideos e
proteinas (LU, 2012). Tang et al. (2010), discutem que a
formacgé&o de granulos é um fator determinante na melhoria da
eficiéncia do reator. Strous et al. (1998) relataram didmetros
agregados menores que 50 ym. Nesse estudo, os granulos
apresentavam tamanho em milimetros, o que pode ter
aumentado a resisténcia do processo.
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7 CONCLUSOES

O tempo de acompanhamento do reator ndo foi
suficiente para verificar se o tempo de duplicacdo das
bactérias efetivamente reduziu, como em resultados obtidos
em estudos anteriores na literatura. Entretanto a progresséo
de carga por reducdo do tempo de retencdo hidraulica
aparenta ser uma técnica aplicavel. Obteve-se uma melhora
no aspecto da biomassa, que reflete a maior atividade dessas
bactérias.

Obteve-se também uma biomassa mais estavel
gquanto ao tamanho dos granulos e sua resisténcia. A
biomassa manteve sua atividade mesmo com altas
concentracbes de compostos nitrogenados circulantes no
reator e ndo apresentou significativa queda de eficiéncia de
em nenhuma fase do acompanhamento.
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