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Lima, P. G. Investigacio sobre a remoc¢io biolégica simultinea de amoénio e nitrito
utilizando biomassa em suspensdo oriunda de sistema de lodo ativado. 2012. 102 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Escola Politécnica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2012.

RESUMO

A presente pesquisa propds investigar a remog¢ao biologica autotrofica de nitrogénio pela via
anodxica utilizando como indculo, biomassa em suspensao oriunda de sistema de lodo ativado
de uma ETE que trata, predominantemente, esgoto doméstico. Para tanto, dois reatores foram
inoculados com o lodo e diferenciados pela alimentacdo de diferentes razdes nitrito/amonio.
Os reatores foram denominados de Reator 01 (R.01) e Reator 02 (R.02), operados em paralelo
como reatores em bateladas sequenciais (RBS) por 261 dias. Essas razoes foram inicialmente
estabelecidas em 1,3 e 1,0 para R.01 e R.02, respectivamente. Ao longo do estudo as razdes
foram progressivamente manipuladas variando de 1,2 a 2,6 no R.01 e de 1,0 a 2,0 no R.02.
Durante 130 dias os reatores eram permedveis a gases e a partir do 131° o aparato
experimental foi substituido por reatores impermeaveis a gases. As concentracdes médias de
N-NH;" e N-NO, alimentadas nos reatores ao longo dos 261 de adaptacio e operagdo dos
reatores foram iguais a 43,85 mgN-NH4+.L'1 e 63,83 rngN—NOz'.L'1 no R.01 e, 44,10 mgN-
NH; L' e 58,96 mgN-NO, .L". Testes fisico-quimicos de monitoramento da concentracio
desses compostos nitrogenados foram realizados durante as bateladas sequenciais, bem como
o monitoramento do pH e Temperatura ¢ a determinagao da concentragdo de solidos em
suspensdo volateis. Ao final dos 261 dias de operacdo dos RBS amostras do lodo foram
coletadas de ambos reatores para analise de biologia molecular pela técnica PCR (Polimerase
Chain Reaction) para confirmagdo de presenca de DNA de bactérias Anammox. A operagao
dos reatores e testes analiticos de monitoramento da remocdo bioldgica de nitrogénio
revelaram que N-NH," e N-NO, foram removidos do sistema, entretanto a remog¢ao dessas
espécies quimicas ndo foi simultanea, caracterizando a ndo ocorréncia de reacdo Anammox.
As melhores remogdes de nitrogénio ocorreram nos reatores permeaveis a gases, com
maximas taxas de remocdo de nitrogénio iguais a 0,021 kgN-NH, .m>.dia ' e 0,026kg N-
NH;".m™.dia” no R.01 e R.02, respectivamente. Para o N-NO;" a taxa de remocao no Reator
01 variou entre (0,009 a 0,036) kgN-NO, .m™.dia™’ e no Reator 02 entre (0,009 a 0,029) kgN-
NO,".m>dia”. Acredita-se que durante os testes nos reatores permeaveis a gases 0 processo
favorecido tenha sido o de nitrificagdo seguido de desnitrificagdo. Enquanto nos reatores

impermeaveis a gases tenha sido o de desnitritacdo. Apesar de reagdo Anammox nao ter sido



observada pelo monitoramento fisico-quimico, eficiéncia média de remogao de N-NH," e N-
NO; iguais a 54,9% e 84,0%, respectivamente, foram encontradas. A andlise de biologia

molecular pela técnica PCR indicou auséncia de DNA de bactérias responsaveis pela reagao

Anammox.

Palavras-Chave: Anammox, amonio, nitrito, PCR, tratamento, esgoto.
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ABSTRACT

This research proposes to investigate the autotrophic biological nitrogen removal in anoxic
conditions using as inoculum, suspended biomass from an activated sludge of a WWTP that
treats predominantly domestic sewage. Two reactors were inoculated with sludge and
differentiated by differents reasons nitrite/ammonium fed. The reactors were named Reactor
01 (R.01) and Reactor 02 (R.02), operated in parallel as sequencing batch reactor (SBR) by
261 days. The reasons initial were 1.3 and 1.0, respectively, for R.01 and R.02. The reasons
were manipulated progressively varying from 1.2 to 2.6 in R.01 and 1.0 to 2.0 in R.02. During
130 days reactors were permeable to gases and from 131 day the reactors were impermeable
to gases. The mean concentration of NH,"-N and NO,-N fed in the reactors were equal to
43.85 mgNH; -N.L" and 63,83 mgNO,-N.L" in R.01 and 44.10 mgNH;"-N.L"" and 58.96
mgNO,-N.L"'. Physico-chemical monitoring of the concentration of nitrogen compounds
were carried out during the sequencing batch, monitoring of pH and temperature and
determining the concentration of volatile suspended solids. At the end of the 261 days of
operation of the RBS sludge samples were collected from both reactors for molecular biology
analysis by PCR (Polymerase Chain Reaction) for confirmation of the presence of bacterial
DNA Anammox. The operation of the reactors and analytic tests monitoring nitrogen removal
revealed that NH, -N and NO,-N were removed from the system, however the removal of
these chemical species was not simultaneous, characterizing the non-occurrence of Anammox
reaction. The best removals have occurred in gas permeable reactor, with maximal rates of
removal of nitrogen equal to 0.021 kgNH,"-N.m>.day"' and 0.026 kgNH,-N.m>.day" in
R.01 and R.02, respectively. The NO,-N removal rate in the Reactor 01 ranged from (0.009-
0.036) kgNO,-N.m™.day™ and Reactor 02 between (0.009 to 0.029) kgNO,-N.m day™". It is
believed that during the tests in the reactors gas permeable favored process has been the
nitrification-denitrification. While impermeable to gases in the reactors has been to
denitritation. Although Anammox reaction was not observed by monitoring physical-
chemical, average efficiency of removal of NH,4'-N and NO,™-N equal to 54.9% and 84.0%,

respectively, were found. Analysis of molecular biology for PCR DNA confirmed the results



of the physic-chemical test, indicating the absence of bacteria responsible for the Anammox

reaction.

Keywords: Anammox, ammonium, nitrite, PCR, treatment, wastewater.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio ¢ um elemento essencial encontrado na natureza nas formas ndo oxidada (gas
nitrogénio, nitrogénio amoniacal e nitrogénio orgéanico) e oxidada (nitrito, nitrato, 6xido
nitroso, 6xido nitrico e didxido de nitrogénio). Quando na forma gés (N,) o nitrogénio ¢ dito
nao reativo. Nas demais formas ¢ classificado como reativo, incluindo compostos organicos
como, uréia, aminoacidos, peptideos e proteinas. O nitrogénio biologicamente disponivel ¢
fator limitante para a produtividade e dindmica dos ecossistemas e manejos agricola e
florestal. O crescente aumento econdmico, atrelado a produgdo de alimentos e energia, tem
resultado em significativa alteracdo do ciclo do nitrogénio. O nitrogénio reativo quando
presente na natureza, em quantidade excessiva, provoca desequilibrios e danos aos diferentes
compartimentos ambientais.

Aguas residuarias sio um dos meios responsaveis pelo descarte dos compostos nitrogenados
no meio ambiente, sobretudo na forma de nitrogénio amoniacal. O nitrogénio amoniacal,
encontrado nas formas de aménia livre (NH3) e ion amdnio (NH4'), quando disposto em
corpos d’aguas pode ser toxico a vida aquatica, causar a deple¢do do oxigénio dissolvido e
contribuir para a eutrofizacao dos corpos hidricos, principalmente, os ambientes 1énticos.
Como forma de minimizar o impacto causado pelo descarte excessivo de nitrogénio no meio
aquatico, a legislacdo brasileira, através do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA N° 430/11), para o lancamento de efluentes, fixou valor igual a 20,0 mg/L de
nitrogénio amoniacal total como o limite méximo de emissao.

A remogao biologica de nitrogénio tradicionalmente empregada nos sistemas de tratamento de
aguas residuarias engloba os processos de nitrificagdo e desnitrificagdo biologica. Bactérias
autotroficas aerobias e bactérias heterotroficas sob condigdes anodxicas, respectivamente, sao
responsaveis pelo estabelecimento dessas etapas. Recentemente, novas rotas biologicas tém
sido estudadas, desenvolvidas e aplicadas como alternativa para remog¢do do nitrogénio
presente nas aguas residudrias. Essas novas rotas buscam economia significativa no
dimensionamento dos sistemas de aeracdo, bem como a redug¢do dos gastos com energia
elétrica e com adicdo de fonte externa de carbono organico. O desenvolvimento dessas rotas
tem se tornado possivel através da descoberta de novos microrganismos, capazes de oxidar o
NH; e/ou NH," a nitrogénio ndo reativo (N,) em condi¢des severas de limitagdo de oxigénio
dissolvido ou até auséncia desse aceptor de elétrons.

Uma dessas novas alternativas permite a remog¢ao autotrofica de nitrogénio amoniacal com o

nitrito ou nitrato como aceptores de elétrons. Esse processo, descoberto em 1995, na Holanda,
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por Mulder e outros autores (1995), possibilita a remog¢do concomitante de nitrogénio
amoniacal e nitrogénio oxidado e foi denominado de Anammox, Anaerobic Ammonium
Oxidation (Oxidagao anaerobia da amonia).

Em 1995, quando o processo Anammox foi descoberto, apds 420 dias de operagdo de um
reator uma taxa méaxima de remoc¢io de amonio igual a 0,4kgN-NH,".m>.dia™" foi observada
(MULDER et al., 1995). Tempos depois técnicas foram implementadas visando aumentar
essa taxa de remog¢ao de amodnio, van de Graaf e colaboradores (1996) com o mesmo indculo
utilizado por Mulder et al. (1995), enriquecido com meio mineral favoravel as bactérias
autotroficas, conseguiram aumentar essa taxa de remogao para 2,4ng-NH4+.m'3.dia'1. Strous
et al. (1997) apds estabelecer a reagdo Anammox nos reatores, conseguiram atingir uma taxa
maxima de remocao de nitrogénio de 0,7 ng-NHf.m'3 dia' e 1,5 ngtotal.m'3 dia™. Magri,
Vanotti e Szogi (2010) isolaram biomassa proveniente de planta de tratamento de residuo
animal, imobilizaram a biomassa em reator de batelada sequencia (RBS), sendo a taxa de
conversdo de nitrogénio no reator Anammox igual a 1,34 kgN.m™.dia™.

Um grande acervo de trabalhos mencionando apenas a fase de enriquecimento, seguido da
partida do processo Anammox, pode ser encontrado. Em contra partida, sdo escassos os relatos
de pesquisas publicadas que discutam as dificuldades em adaptar biomassa sob tais condigdes.
Trabalhos como os de Toh, Webb e Ashbolt (2002), Dapena-Mora et al. (2004), Third et al.
(2005), Liao et al. (2008), entre outros, relataram que conseguiram reagao Anammox ap6s 90
dias de enriquecimento da biomassa. Para tanto, esses autores utilizaram de inoculo com
biomassa isolada ou selecionada e ndo ha relatos detalhados sobre como se procedeu a
remog¢ao de nitrogénio durante o periodo de adaptacdo da biomassa, nem as dificuldades
encontradas antes da fase de enriquecimento da biomassa.

Nesse contexto, a presente pesquisa tem como foco realizar uma investigacdo sobre a
remog¢ao bioldgica de nitrogénio de agua residudria sintética, aplicando biomassa em
suspensdo € uma estratégia operacional que busca estimular o desenvolvimento de
microrganismos autotroficos capazes de remover, simultaneamente, amonio e nitrito na
auséncia de oxigénio dissolvido. Esse trabalho permite mostrar que ndo ¢ facil conseguir a

reacdo Anammox.
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2. HIPOTESES

Para o presente estudo, duas hipoteses foram levantadas:
1. Toda remogdo bioldgica simultanea de amoénio e nitrito caracteriza um processo

Anammox.

2. E possivel obter uma biomassa autotréfica capaz de transformar nitrogénio na forma
de ion amonio a nitrogénio molecular (N;), por via andxica, utilizando NO,  como
aceptor de elétrons, a partir de lodo oriundo de sistema de lodo ativado que trata

esgoto domeéstico.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as condigdes para promog¢ao da remocao bioldgica autotrofica de nitrogénio reativo
+ - , . , . . . . .
(N-NH4 e N-NO;") em 4gua residuaria, a partir de microrganismo presente em lodo oriundo

de sistema de lodo ativado alimentado com esgoto, predominantemente, doméstico.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar as condi¢des de operacao de Reatores em Bateladas Sequenciais que permitam
o enriquecimento do lodo para a obtencdo de elevadas taxas volumétricas de remogao
de amonio e nitrito, sem adi¢ao de fonte de carbono organico;

e Estudar o efeito da desnitrificacio sobre o tempo de adaptacdo da biomassa no
processo de remog¢ao simultanea de amonio e nitrito;

e Identificar a presenca de organismos responsaveis pelo processo Anammox no lodo

utilizado, a partir de teste de biologia molecular.
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4. REVISAO DA LITERATURA

41 IMPACTOS DAS ACOES ANTROPICAS SOBRE O CICLO DO
NITROGENIO

O nitrogénio ¢ um elemento essencial para o crescimento de plantas e no controle da
composi¢ao e diversidade das espécies e funcionamento dos ecossistemas. A produtividade e
dinamica desses ecossistemas e manejos agricola e florestal, sao limitadas pelo fornecimento
do nitrogénio biologicamente disponivel (GALLOWAY et al., 1995, VITOUSEK et al.,
2002). Embora essa limitacdo seja parte do processo natural, o aumento da producdo de
alimentos, energia e outros produtos agricolas resultaram na significativa alteracao do ciclo do
nitrogénio no ar, terra € agua (GALLOWAY et al, 2004).

O nitrogénio molecular (N,) representa, aproximadamente, 80% da atmosfera. Essa forma
inerte de nitrogénio ndo ¢ disponivel para muitos organismos devido a for¢a intramolecular
(ligagdo covalente tripla) que une os dois atomos de nitrogénio. Apenas um numero limitado
de bactérias e Archaea evoluiram e possuem capacidade para converter gas nitrogénio (N;)
em nitrogénio reativo (GALLOWAY et al., 2004). Reacdes quimicas desencadeadas por
descargas elétricas na atmosfera e atividade vulcanica, também, sdo formas naturais de
viabilizar o nitrogénio para plantas e algas (HOWARTH, 2004). Segundo Brock (1994) citado
por Kieling (2004), cerca de 85% da fixagao de nitrogénio na Terra ¢ de origem biologica.
Ac¢des humanas tém sido as responsaveis pela alteracdo no ciclo do nitrogénio que, segundo
Galloway et al. (2003; 2004), Erisman et al. (2007) e Rockstrom et al. (2009a; 2009b), ja
ultrapassou os limites seguros para evitar uma catdstrofe ambiental de ordem planetaria
(Figura 1). Foi estimada em 35 Mt N/ano a quantidade de N, removido da atmosfera para uso
humano (ROCKSTROM et al., 2009b). Porém, os valores atuais indicam uma conversao de

192 Mt N/ano de N; para nitrogénio reativo (NASCIMENTO, 2011).
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Figura 1 - Limites planetarios que ndo deveriam ser ultrapassados por praticas antropogénicas para
assegurar a sobrevivéncia humana no planeta Terra.
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Fonte - adaptado de ROCKSTROM et al., 2009b.

Sao exemplos de agdes humanas responsaveis pela mudanca no ciclo do nitrogénio: a queima
de combustiveis fosseis (producao de energia), a produgdo de fertilizantes nitrogenados e o
cultivo de leguminosas fixadoras de nitrogénio (producdo de alimento) (Figura 2)
(GALLOWAY et al., 1995; UNEP e WHRC, 2007; ELSER, 2011; NASCIMENTO, 2011).
Uma projecdo realizada por Galloway et al. (2004) para 2050, revela que essas atividades
disponibilizardo mais nitrogénio reativo, aproximadamente 267 Mt N/ano, enquanto que os
processos naturais serdo responsaveis por, aproximadamente 224 Mt N/ano.

O langamento desenfreado de nitrogénio reativo no ambiente pelos sistemas antropogénicos
teve inicio com a Revolugdo Industrial e ganhou impulso a partir do desenvolvimento do
processo Haber-Bosch, no inicio do século 20. As invencdes do processo Haber-Bosch e do
motor de combustdo interna aumentaram acentuadamente a disponibilidade de nitrogénio
fixado em todo o mundo. A reacdo de Haber-Bosch se tornou o meio para produgdo de
amonia e consequentemente fertilizantes nitrogenados. J& os motores de combustdo interna e
de outros processos industriais de queima levaram a liberacdo ampliada de o6xidos de

nitrogénio (NOy) para a atmosfera (ELSER, 2011; NASCIMENTO 2011).
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Figura 2 - Historico da geracao de nitrogénio reativo pelos sistemas antropogénicos.
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O nitrogénio reativo inclui formas reduzidas do nitrogénio, como amonia livre (NH3) e ligada
(NH4+), formas oxidadas inorganicas, como NOyx, NOy, HNOj e N,0O, e compostos organicos,
como uréia, aminodcidos, peptideos e proteinas (GALLOWAY et al., 2003).

A Figura 3 apresenta as reagdes envolvidas no ciclo do nitrogénio, resultantes do metabolismo
microbiano. O ciclo inicia-se com o processo de fixacao biologica realizada por bactérias e/ou
algas verdes para producdo de compostos nitrogenados organicos. O segundo processo de
transformagdo dos compostos nitrogenados no ciclo do N, na biosfera ¢ realizado por
microrganismos, também autotréficos, que oxidam a aménia (NH3) ou amoénio (NH;") a
nitrito (NO,") e posteriormente a nitrato (NOj3'), em ambiente com disponibilidade de oxigénio
livre (O;) — processo conhecido como Nitrificagdo. O ciclo do Nitrogénio ¢ completado
quando microrganismos heterotroficos facultativos reduzem o nitrogénio oxidado (NOy) a
gas nitrogénio (N;), sob condi¢des anoxicas (caracterizado pela auséncia de O,), para
obtencdo da energia necessdria as suas atividades metabolicas — processo conhecido como
Desnitrificagdo. Também, sdo processos envolvidos no ciclo do Nitrogénio a oxidagao

anaerobia da amonia via nitrito ou nitrato e reducdo desassimilatdria do nitrato.
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Figura 3 - Representagdo esquematica das reagdes envolvidas no ciclo do nitrogénio.
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Duas das reagdes (Nitrificagdo e Desnitrificacdo) envolvidas no ciclo global do nitrogénio
(Figura 3) sdo processos biologicos tradicionalmente aplicados no tratamento de aguas
residudrias. A manipulacdo dessas reagdes sob diferentes condi¢des ambientais (como:
valores de pH, temperatura, concentragao de oxigénio dissolvido, idade do lodo, presenga
compostos toxicos e tipo de esgoto), bem como a potencializagdo das interagdes entre
diferentes microrganismos envolvidos nas transformagdes dos compostos nitrogenados, tem
resultado na descoberta de novas rotas metabolicas para remog¢ao do nitrogénio reativo. Novas
rotas bioquimicas foram descritas e novas espécies de microrganismos tém sido identificadas
e cultivadas (MULDER et al., 1995; STROUS et al., 1997; STROUS, 2000; EGLI et al.,
2003).

A relevancia dos estudos voltados para o desenvolvimento e aperfeicoamento de processos
para o tratamento de dguas residudrias, estd relacionada a minimizagdo do impacto ambiental
originado de praticas antropicas, como: esgotos domésticos; algumas &aguas residudrias
industriais; escoamento de aguas de irrigacdo de diversas culturas agricolas fertilizadas
artificialmente com produtos ricos em amodnia; o liquido oriundo da degradagdo do lixo
urbano (lixiviado) e aguas residudrias resultantes da decomposicao dos despejos da criagao de
animais em escala industrial (RANDALL, 2004).

O nitrogénio pode apresentar-se nas aguas residuarias sob diferentes formas e estados de
oxidacdo. As espécies mais comuns sao: nitrogénio organico (uréia, proteinas, aminoacidos,
etc), nitrogénio amoniacal (N-NH3 e/ou N-NH;'), nitrogénio como nitrito (N-NO,) e

nitrogénio na forma de nitrato (N-NO3) (JORDAO e PESSOA, 1995).
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O ion amdnio (NH4") é a forma mais abundante de nitrogénio inorganico encontrado nas
aguas residuarias, cujo equilibrio com a forma ndo ionizada (NH3) ¢ fun¢do do valor do pH e
da temperatura do meio liquido. O valor do pH do meio ¢ responsavel pelo equilibrio da
reagdo que resulta no predominio de NH; ou NH," (Figura 4). Nota-se que para valores de pH
proximos da neutralidade (6,5 a 8,0), a forma predominante do nitrogénio amoniacal
favorecida é como ion aménio (NH,"), por outro lado, em pH muito alcalino (10 a 12) o

equilibrio da reagdo muda para o favorecimento da amonia livre (NH3).

Figura 4 - Curva do equilibrio da reagdo quanto a predominancia em porcentagem de nitrogénio como

amonia ou nitrogénio como amdnio em relacdo ao pH do meio.
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Fonte - Metcalf & Eddy, 2003.

Além da preocupacdo com o estado dos mananciais, hd a preocupacdo dos produtos gerados
quando aplicado o tratamento convencional, nitrificagdo-desnitrificacdo, que contribui para
desestabilizacdo do clima, agravando ainda mais o efeito estufa. O gés carbdnico (CO;) e o
oxido nitroso (N,O) sdo duas substancias responsaveis pelo efeito estufa e subprodutos do
tratamento supracitado. Segundo artigo publicado na CLEANTECH em 2008, assim como
vem acontecendo com o CO,, um acentuado aumento nas concentra¢des de N,O na atmosfera
vem sendo registrado desde o inicio da industrializagdo. Embora a concentracdo de CO, na
atmosfera seja bastante alta a do N,O mesmo pequena € mais preocupante, dada a elevada
condicdo de reatividade desse composto. Nascimento (2011) ressalta que o N,O ¢
aproximadamente 300 vezes mais impactante que o gas carbonico. O 6xido nitroso pode estar
presente tanto na Troposfera como na Estratosfera, quando na Estratosfera provoca a deplegao
do ozonio, levando, consequentemente, ao aquecimento global. Segundo Prather e Ehhalt
(2001), o tempo de residéncia do N,O na Troposfera ¢ de aproximadamente 100 anos e a taxa

de acimulo anual tem aumentado.
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Em relacdo a caracterizacao dos esgotos domésticos quanto a concentragdo de nitrogénio, a
USEPA (2009) informa que, aproximadamente, 60% a 70% do nitrogénio presente no esgoto
doméstico estd na forma de amodnia, e 30% a 40% como compostos organicos. A maior parte
do N-NH3 ¢ produto da hidrolise rapida da uréia. Segundo van Haandel e Marais (1999), em
esgotos domésticos ou municipais a concentracdo de Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) ¢ da
ordem de 40 a 60mg N/L, sendo aproximadamente 75% como N-NH; e 25% na forma de
nitrogénio organico.

A contribui¢do do nitrogénio nos corpos d’adgua pelo langamento de efluentes industriais ¢
variavel e distinta. A concentragdo das formas nitrogenadas presentes nos efluentes industriais
depende do processo produtivo empregado, dos seus rejeitos e do tratamento aplicado antes
de seu langamento nos corpos d’aguas (FILHO, 2009).

Existe um grande numero de 4guas residuarias para as quais a remog¢ao de nitrogénio ¢
fundamental, entre elas, os efluentes de: usinas de agucar e alcool, matadouros e frigorificos,
cervejarias, fabricagdo de fertilizantes nitrogenados, suinocultura, refinaria de petrdleo,
processamento pesqueiro e processamento de demais alimentos (CHAZAL E LENS, 2000;
SANTANA, 2002; ZDRADEK, 2005; FILHO, 2009). Normalmente, essas atividades
industriais apresentam em seus efluentes altas concentragdes de nitrogénio amoniacal total,

superando normalmente o limite imposto pela legislagdo ambiental nacional em vigor.

4.2 PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMOCAO DO NITROGENIO
PRESENTE EM AGUAS RESIDUARIAS

Sistemas bioldgicos sdo, frequentemente, utilizados como alternativa para o tratamento de
aguas residuarias contendo nitrogénio, dentre esses, destacam-se: nitritificagdo —
desnitrificacdo convencional, redugdo desassimilatéria e assimilatoria do NO;” a NH4',
nitrificacdo e desnitrificagdo simultanea (SND), nitritacdo — desnitritagdo, oxidagdo anaerdbia
da amoénia (Anammox) e os sistemas combinados Canon (Completely Autotrophic Nitrogen
removal Over Nitrite), Sharon (Single Reactor High Activity Ammonia Removal Over Nitrite)-
Anammox e Oland (Oxygen Limited Autotrophic Nitrification and Denitrification).

O processo ou sistema de tratamento biologico a ser escolhido estard relacionado ao tipo
especifico de microrganismo que se pretende selecionar, uma vez que a
conversao/transforma¢do dos compostos nitrogenados pode ocorrer por diferentes vias do

metabolismo bacteriano, possibilitando o desenvolvimento de processos aerdbios, anaerdbios
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e anoxicos (KIELING, 2004). Dentre esses, o processo Anammox tem despertado a atencao de

muitos pesquisadores, principalmente, por requerer menor energia, ndo demandar oxigénio

livte e pela auséncia da necessidade de adicdo de fonte externa de carbono para a

desnitrificagdo.

A Tabela 1 mostra as equacdes estequiométricas dos principais processos de conversao

biologica do nitrogénio, bem como a variagdo de energia livre envolvida. Esses processos

serdo descritos ao longo deste capitulo.

Tabela 1 - Conversoes bioldgicas do nitrogé€nio. Processos presentes no ciclo do nitrogénio e/ou no

tratamento bioldgico de dguas residudrias.

Processos, Reacoes e Produtos AG® (kJ.mol™)

Fixagdo do Nitrogénio

1) 0,5N,+ 1,5H,+H" — NH," -394
Nitrificacdo Autotrofica

2) NH; + 1,50, - NO, +2H" + H,0 -275,0

3) NO; + 0,50, — NO5y -74,0

NH;" +20, — NO; +2H" + H,0 -349,0

Desnitrificacdo Heterotrofica

4) NO;j + 1,25CH,0 + H" — 0,5N, + 1,75H,0 + 1,25CO, -594.6
Desnitrificagdo Autotrofica

5) 3NO; + 5NH," — 4N, + 9H,0 + 2H" -297,0
Redugao Desassimilatoria do Nitrato

6) NO; +2CH,0 +2H — NH," +2CO, + H,0 -655,0
Anammox

7) 3NO;+ 5NH," — 4N, + 9H,0 + 2H" -297,0

8) NO, +NH," — N, + 2H,0 -358,0

9) NH, + 1,32NO; + 0,066HCO; + 0,13H" — 1,02N, + 0,26NO;™ +

0,066CH,00 5Ny 15 + 2,03H,0

CANON

10) NH," + 1,50, — NO, + H,0 + 2H" 9904

11)NH," + 1,32NO, + H" — 1,02N, + 0,26NO5” + 2H,0 ’
SHARON

12) NH; + 1,50, — NO, + H,0 + 2H" -290,4
OLAND

13) 0,5NH," + 0,750, — 0,5NO, + 0,5H,0 + 2H" 2710

14) 0,5NH," +0,5NO, — 0,5N, + H,0

Fonte - Jetten et al., 1999; Jetten et al., 2001; Jetten et al., 2002; Egli, 2003.
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4.2.1 Processo convencional de remoc¢ao de nitrogénio de esgoto sanitario (Nitrificacio

— Desnitrificacio)

O processo bioldgico, tradicionalmente, empregado no tratamento de dguas residudrias para
remoc¢do de nitrogénio ¢ composto de duas etapas operacionais, nitrificagdo seguida de
desnitrificacdo. Na nitrificacdo, nitrogénio amoniacal (NH; e/ou NH4") é oxidado a nitrito
(NOy) e posteriormente a nitrato (NO3) em condi¢des estritamente aerobias (Tabela 1,
equagoes 2 e 3). O nitrato, formado na nitrificacdo, ¢ reduzido a nitrogénio molecular (N,) sob
condi¢des anodxicas, caracterizando a etapa de desnitrificagdo (Tabela 1, equagdo 4). As
reacdes de nitrificagdo e desnitrificagdo sdo catalisadas por grupos distintos de bactérias
(METCALF & EDDY, 2003).

A etapa de nitrificacdo ¢ dividida em dois estagios, segundo Equagdes 1 e 2, envolvendo
diferentes bactérias quimiolitoautotroficas. No primeiro estdgio, ion amdnio e/ou amoénia ¢é
oxidado a nitrito por bactérias nitrificantes (autotréficas) oxidantes de amonia
(predominantemente Nitrosomonas sp. € Nitrosospira sp.; entretanto Nitrosococcus,
Nitrosovibrio, ¢ Nitrosolobus também foram identificadas). No estdgio seguinte, bactérias
nitrificantes oxidantes de nitrito (predominantemente Nitrobacter sp. € Nitrospira sp.; porém
Nitrococcus, Nitrospina, € Nitrocystis também desempenham essa funcdo) sdo responsaveis
pela oxidagao do nitrito a nitrato. Em geral, cada estagio ¢ realizado por bactérias que utilizam
nitrogénio na forma de amonia (livre ou ionizada) ou nitrito como fonte de energia (oxidagao
de um composto inorganico), oxigénio molecular como aceptor de elétrons e dioxido de
carbono ou carbonato como fonte de carbono (METCALF & EDDY, 2003; KIELING, 2004;
AHN Y-H, 2006; PHILIPS, 2008; FILHO, 2009). A Equacdo 3 mostra a reacdo global da

nitrificacao.
N-NH, +1,50, > N-NO, +2H" + H,0 (1)
N —-NO, +0,50, > N - NO; (2)
N-NH, +20, > N-NO; +2H"+H,0 (AG®°=-349,0 kJ.mol™) (3)

As bactérias nitrificantes por serem autotroficas obtém todo carbono necessario as suas
fungdes vitais a partir do carbono inorganico. A fixagdo do CO, requer o consumo de
aproximadamente 80,0% da energia gerada pela oxidagdo da amoénia. Para cada dtomo de

carbono fixado, as bactérias nitrificantes precisam oxidar 35,0 moléculas de NH; ou 100,0
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moléculas de NO,’, acarretando em um baixo coeficiente de sintese celular (PHILIPS,
LAANBROEK, VERSTRAETE, 2002).

Somente a aplica¢do da etapa de nitrificacdo ndo promove a remogdo do nitrogénio. Existe
apenas a sua interconversdo a formas oxidadas que também causam impacto ao ambiente. A
remogao ¢ alcancada quando a etapa posterior a nitrificacdo ¢ promovida (desnitrificacao),
resultando no nitrogénio molecular como produto final da reacao (SANT’ANNA Jr, 2010).

A segunda etapa do processo convencional de remog¢dao bioldgica de nitrogénio,
desnitrificacdo, ¢ conduzida por bactérias desnitrificantes heterotroficas facultativas. Nessa
etapa, NO;™ ¢ transformado em N, na auséncia de oxigénio livre sendo, portanto, as condigdes
do meio caracterizadas como andxicas (ambiente que ndo dispde de O,, mas apresenta NO;
e/ou NO3 no meio), e utilizam uma fonte organica de carbono para sintese de material celular
(von SPERLING, 1996). A Equagdo 4 apresenta os o0xidos de nitrogénio intermediérios da

reacdo de desnitrificagdo.

+5 +3 +2 +1 0
NO; 5 NO; 5> NO—>N:20—- N> 4)

A redugdo de cada oxido de nitrogénio € catalisada por uma enzima especifica: nitrato
redutase, nitrito redutase, 6xido nitrico redutase e 6xido nitroso redutase, respectivamente.
Esses oxidos de nitrogénio intermediarios do processo de reducdo servem como aceptores de
elétrons na respiragdo para geracdo de energia em paralelo a oxidacdo de compostos
organicos, que sdao doadores de elétrons responsaveis pela formacdo de nova matéria celular
(PHILIPS, LAANBROEK, VERSTRAETE, 2002).

A Tabela 2 apresenta as reacdes de desnitrificacdo bioldgica a partir de diferentes fontes de

carbono organico.

Tabela 2 - Reagdo de desnitrificagdo bioldgica quando diferentes fontes de carbono organico sdo
aplicados.

Fonte de carbono Reacio
Metanol (CH;0H) 5CH;0H + 6NO;” — 3N, + 5CO, + 7TH,0 + 60H’
Acido Acético (CH;COOH) 5CH;COOH + 8NO;” — 4N, + 10CO, + 6H,0 + 80OH"
ESgOtO Bruto C10H1903N + 10NO3_ — 5N2 + 10C02 + 3H20 + NH3 + 100H"
Glicose (C6H1206) 5C6H1206 + 24NO3- + 24HJr — 12N2 + 30C02 + 42H20

Fonte - adaptado de Metcalf & Eddy, 2003.

Do ponto de vista operacional o processo de nitrificacdo-desnitrificagdo apresenta um

consumo liquido de oxigénio de 1,71mg O,.mgN™". Isso justifica-se, pois 4,57mg O,.mgN"!
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sao requeridos na nitrificagdo e nessa etapa ha a liberagao/perda de 8 elétrons por d&tomo de N
oxidado. Dos 8 elétrons liberados na conversao de N-NH; a N-NOs, 5 sdo recuperados na
reacdo de reducdo (etapa de desnitrificagdo). Ou seja, uma fracdo de 5/8 do oxigénio
requerido para a nitrificagdo pode ser recuperada durante a desnitrificacdo, o que equivale a
uma recupera¢io de 2,86mg O,.mgN"' ((5/8) x 4,57mg O,mgN™") na desnitrificagio. Os
sistemas que englobam essas duas reagdes (nitrificagdo e desnitrificagdo), apresentam um
consumo de alcalinidade de 3,57mg CaCO;.mgN™, diferente de sistemas apenas nitrificantes,
nos quais o consumo de alcalinidade ¢ de 7,14 mg CaCO3;.mgN"' (METCALF & EDDY,
2003).

Os custos operacionais no processo convencional de remocao biologica de nitrogénio estdo,
geralmente, relacionados com a demanda por oxigénio na etapa de nitrificacdo e a quantidade
de matéria organica adicional requerida para a desnitrificagdo. Com o intuito de reduzir
significativamente esses custos, rotas alternativas e estratégias operacionais tém sido

estudadas, desenvolvidas e implementadas.

4.2.2 Reducao Desassimilatoria e Assimilatoria do NO;™ a NH,"

Diferentemente da desnitrificagdo convencional, outros dois processos, envolvendo o nitrato,
que podem ocorrer nos sistemas de tratamento de aguas residuarias sdo as reducdes
desassimilatoria e assimilatoria do nitrato a ion amoénio. Em ambos, o produto final da reagao
¢ 0 NH4" ao invés do N, como ocorre na desnitrificagao.

A reducao desassimilatoria do NOs™ ¢ mediada por bactérias fermentativas, por exemplo:
Aeromonas sp., Vibrio spp., Clostridium sp. (VERSTRAETE E PHILIPS, 1998). A reacdo

que governa o processo ¢ a seguinte:

NO; +4H,+2H" — NH, +3H,0 (5)

Na redugdo assimilatéria do NO3™ o ion amonio formado ¢ incorporado dentro do material
celular como nitrogénio organico, sendo utilizado como fonte suplementar nutricional para os
microrganismos quando o nitrogénio reduzido para assimilagdo estd em falta (SORENSEN,

1978).
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4.2.3 Nitrificacdo e Desnitrificacao Simultianea (SND)

A SND (Simultaneous Nitrification and Denitrification) € caracterizada pela oxidacdo da
amonia na forma livre ou combinada e redu¢do dos compostos oxidados de nitrogénio em um
mesmo reator. Assim, hd no lodo (biofilme) presente no reator uma fase 6xica (presenca de
gas oxigénio) seguida de uma fase anoxica (MUNCH et al., 1996 apud FILHO, 2009).

A aeracao do reator ¢ controlada de forma a favorecer a formacdo de micronichos em
biofilmes condicionados a um gradiente de oxigénio. Na regido de maior concentragao de
oxigénio, o desenvolvimento de bactérias aerdbias nitrificantes sera favorecido, enquanto as
bactérias desnitrificantes crescem na area com baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no

interior do filme (Figura 5) (MUNCH et al., 1996 apud FILHO, 2009).

Figura 5 - Representacdo do gradiente de oxigénio dissolvido no biofilme, formando zonas oxicas e
anoxicas.

o) Fonte de Carbono
NH;" 5—} NOy NO > N
Nitrificacdo Aerdbia Desnitrificacdo Anoxica

Biofilme Aerébio
Biofilme Anéxico

» Suporte Inerte

Meio Liquido

Profundidade >
Fonte - Nedovic & Willaert, 2005 apud Filho, 2009.

4.2.4 Nitritacao — Desnitritacao

Nitritagdo-Desnitritagdo, também usualmente denominado de via curta ou via simplificada
para remogao de nitrogénio de aguas residuarias, € o processo pelo qual nitrogénio amoniacal
¢ removido via nitrito. O segundo estdgio da nitrificagdo, caracterizado pela oxida¢do do

nitrito a nitrato, ¢ interrompido pela inibi¢do do crescimento das bactérias oxidantes de nitrito.
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Para tanto, o crescimento e/ou desenvolvimento das bactérias que oxidam amonia ¢
favorecido em detrimento das bactérias que oxidam nitrito (LIANG E LIU, 2007). A
manipulacdo de pardmetros como pH, temperatura e concentragdo de oxigénio dissolvido de
acordo com o grupo de bactéria € a chave para a inibigdo. Isso ¢ possivel porque a cinética de
crescimento das bactérias oxidantes de amonia difere das bactérias oxidantes de nitrito, além
de diferirem quanto a utilizagdo de diferentes substratos e na concentragdo de OD requerida
(PHILIPS et al., 2002).

Quando comparado ao processo de nitrificagdo-desnitrificagdo tradicional, pode-se perceber
que a remocdo bioldgica de nitrogénio pela via curta ¢ mais atraente, visto que menores
quantidades de oxigénio e fonte organica de carbono serao requeridas. As Equagdes abaixo
mostram uma economia desses parametros no sistema de 25% (comparacao entre as Equagdes
6 ¢ 7) e 40% (comparacao entre Equagdes 8 e 9), respectivamente, quando o processo
aplicado envolve as reacdes de nitritagdo e desnitritagdo ao invés das reagdes de nitrificagdo e

desnitrificacdo convencionais (VERSTRAETE & PHILIPS, 1998).

r 25% de economia

NH, 41,50,|— NO, +2H" + H,O (Nitritagdo) (6)
NH, 420,  NO; +2H" + H,O (Nitrificagdo convencional) (7)
6NO, H3CH,OH|+3C0O, = 3N, +6HCO; +3H,O (Desnitritagdo) (8)

6NO; H5CH,0OH|+CO, — 3N, + 6HCO; +7TH,O (Desnitrificagdo convencional)  (9)
b 40% de economia

2,0 moles de gas oxigénio sdo requeridos na reacdo de nitrificacdo convencional para
converter NH;  a NO5". Como na remogao de nitrogénio via nitrito NH," é oxidado apenas até
NO;" e este depois desnitritado, 1,5 moles de O, sdo necessarios nesse processo. Assim, 25%
do oxigénio que seriam necessarios para oxidar NO, a NOj; na nitrificacdo tradicional, sdo
economizados no processo de remog¢do de nitrogénio pela via curta. E, por conseguinte, 40%
de fonte de carbono que seriam necessarios para o processo de desnitrificagdo sao
economizados na etapa de redugao do nitrogénio a partir do nitrito (desnitritagdo).

A literatura menciona alguns parametros que individualmente ou combinados influenciam o

acimulo de nitrito no sistema: temperatura (JIANLONG & NING, 2004), tempo de retencao
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celular (HE; ZHOU & ZHAO, 2007), concentracdo de oxigénio dissolvido (LIANG E LIU,
2007) e pH (BAE et al., 2002).

e Temperatura
A temperatura que favorece a atividade de bactérias oxidantes de amonia é maior ou igual a
25°C. Em temperaturas acima de 25°C, a taxa de crescimento méxima especifica das bactérias
que oxidam amonia ¢ similar a das bactérias que oxidam nitrito. (HELLINGA et al., 1998).
Em estudo realizado por Jianlong e Ning (2004), a maxima de taxa de oxidacao da amonia e
taxa de acimulo do nitrito foram alcangadas a temperatura de 30° C, pH de 7,5 e concentracao

de oxigeénio dissolvido de 1,5mg/L.

e Tempo de retencdo celular
As bactérias que oxidam nitrito diferem das oxidantes de amonia também quanto ao tempo
minimo de duplicagdo. As oxidantes de amodnia, em relagao as oxidantes de nitrito, necessitam
de menor tempo de duplicagdo: 7 a 8§ horas, enquanto as oxidantes de nitrito precisam de
maior tempo, 10 a 13 horas. Isso permite que as bactérias responsaveis por oxidar o nitrito a

nitrato sejam lavadas do sistema (BROCK et al., 1986 apud PENG E ZHU, 2006).

e Concentracao de oxigénio dissolvido
Quanto a concentracdo de oxigénio dissolvido, baixas concentragdes de OD sdo mais
limitantes para o crescimento das bactérias que oxidam nitrito do que para as oxidantes de
amonia, favorecendo o acumulo de nitrito (PHILIPS ef al., 2002). Segundo Wiesman (1994)
(apud Barbosa (2010), o coeficiente médio de saturagdo de oxigénio dissolvido das bactérias
oxidantes de aménia é menor que o das bactérias que oxidam nitrito, 0,3mg. L' e 1,Img. L™,
respectivamente. Assim, a concentragdo de oxigénio dissolvido que favorece o acimulo de
nitrito no sistema deve ser menor que 1,Img. L. Entretanto, Peng ¢ Zhu (2006) defendem
que a concentracdo de OD deve ser mantida entre 1,0 e 1,5mg. L™, pois baixas concentragdes
de OD podem causar baixas taxas de nitrifica¢dao, além de causar o intumescimento do lodo.
Diante disso, concentragio de OD nd3o deve ser considerado como pardmetro que
individualmente influencia no actmulo de nitrito no sistema. E preciso manipula-lo

combinado com outro parametro.

e pH, concentra¢ao de amdnia livre e acido nitroso nao ionizado
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Segundo Anthonisen et al. (1976), determinadas concentracdes de NHj e acido nitroso livre
(HNO,) podem causar a inibi¢do da nitratacdo. Observa-se que, a formagdo desses dois
compostos, NHj e 4cido nitroso livre, sdo influenciadas pelo valor do pH do licor misto. As

Equacdes 10, 11 e 12 mostram a reagdo de nitrificagdo e equilibrio.

Equilibrio  da aménia

Nitrogénio Organico —>| NH,; +OH <> NH, + H,O | (10)

Equilibrio  do dcido  nitroso

NH, +150, > H,0+H" +|H" + NO, <> HNO,

(1)

NO; +0,50, — NO; (12)

A seguir, as Equacdes 13 e 14, propostas por Anthonisen et al. (1976), mostram que a
concentragdo de NH; ¢ funcdo da concentragdo de N-amoniacal, do pH e da temperatura e, a

concentragdo de HNO, ¢ fungdo da concentracdo de N-NO,, do pH e da temperatura,

respectivamente.
N—-NH. L)x1077
’ 14 k
k—b +107"

w
em que, ky € a constante de ionizacdo da equacdo de equilibrio da amdnia 20°C e ky a

constante de ionizacao da agua a 20°C.

ky/kw =€ (63447273 + T); T ¢ a temperatura em °C.

46 [N—-NO J(mg.L™")
HNO L=—x 2 14
(me L) =44 k, 10" (14

Onde k, ¢ a constante de ionizagdo da equacdo de equilibrio do &cido nitroso e também varia
com a temperatura.

- + r
ka=e P02 D T ¢ q temperatura em °C.

A concentragcao de NH,  também pode causar o acumulo de NO,, mas a do NH; ¢
aparentemente mais efetivo (PHILLIPS et al., 2002).
A faixa de inibicdo para as concentragdes de NH; e HNO, sdo apresentadas na Figura 6, em

termos de N-amoniacal, N-NO, e pH. A zona 1 representa a condigdo de inibi¢ao total aos
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organismos nitrificantes quando a concentracio de NH; estd acima de 150mg. L. A zona 2,
com concentragcdes de NH; entre 10 e 150mg. L' representa a condi¢do de inibicao das
bactérias oxidantes de nitrito, deslocando o equilibrio da reacdo para o acimulo de nitrito. A
zona 3, com concentra¢des de NH; ente 0,1 ¢ 1,0mg. L™ néo representa zona de inibigdo para
ambas as bactérias, podendo ocorrer a nitrificagdo completa. Na zona 4 (pH<S5,5) pode ocorrer
inibicdo de HNO,, com concentracdes variando de 0,2 a 2,8mg. L! (ANTHONISEN et al.,
1976; BARBOSA, 2010).

Figura 6 - Zonas de inibigdo por concentracdo de NH; e HNO,.
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Fonte — adaptado de Anthonisen et al., 1976, Barbosa, 2010.

4.2.5 Oxida¢ao Anaerobia da Amonia (Processo Anammox)

Até a ultima década do século XX, apenas processos de oxidag¢do aerdbia do nitrogé€nio

amoniacal seguido de desnitrificagao (redu¢ao dos 6xidos de nitrogénio) eram discutidos
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como alternativa de remog¢do do nitrogénio de aguas residuarias. Desde 1994, com a
ocorréncia de um fendmeno diferente do processo convencional de remogdo bioldgica da
amonia, observado por Mulder e outros (1995), o setor de saneamento ambiental, quanto a
remocgao biologica de nitrogénio, tem passado por grandes evolugdes, investido e estimulado
mais pesquisas voltadas ao saneamento com menor consumo de energia. A ocorréncia desse
fendmeno, que consistiu na remocao bioldgica de amonio sob condi¢des anodxicas, chamou a
atencdo dos pesquisadores sobre a existéncia de um processo bioldgico de remogao de
nitrogénio amoniacal (NH; e/ou NH,") até o momento desconhecido. Apo6s descoberta, esse
processo ficou conhecido como Anammox — Anaerobic Ammonium Oxidation (Oxidacao
Anaer6bia da Amonia).

Mulder et al. (1995), operando um reator desnitrificante de leito fluidizado, aplicado ao
tratamento de efluente de um reator metanogénico que tratava residuos de uma fabrica de
producdo de fermento, em Delft na Holanda, observaram que amonio e nitrato eram
consumidos concomitantemente no sistema, resultando em elevada producdo de gas
nitrogénio. Ap6s 420 dias de operagao uma taxa maxima de remocao de amonio de 0,4kg N-
NH;".m>.d" foi observada. Estudos demonstraram que o NOj era o aceptor de elétrons
utilizado na reacdo, que oxidava o ion amonio a nitrogénio molecular sob condigdes anoxicas.
A estequiometria da reagdo (Equacdo 15), a partir do NO;™ como aceptor de elétrons, foi

definida e o processo denominado de Anaerobic Ammonium Oxidation — Anammox.

SNH; +3NO; — 4N, +9H,0+2H" (AG®=-297 kl.mol") (15)

A existéncia de organismos capazes de oxidar amonia a nitrogénio gasoso com NOj3 como
aceptor de elétrons e CO, como doador de elétrons, ja havia sido postulada em 1977 por
Broda (1977) citado por Mulder et al (1995), com base em calculos termodindmicos.
Entretanto, até 1995 a existéncia desses microrganismos nunca havia sido demonstrada.

Estudos sobre esse novo processo, realizados ainda com populagdo microbiana mista e ndo
identificada em reator de leito fluidizado, indicaram que a reacdo Anammox também poderia
ser conduzida com o nitrito (NO;") como aceptor de elétrons, segundo Equagdo (16) (van de

GRAAF et al., 1995).

NH; +NO; — N, +2H,0 (AG° =-358 kJ.mol") (16)
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van de Graaf et al. (1995), provaram que o processo Anammox ¢ realmente mediado por
bactérias. Experimentos em bateladas foram conduzidos sob condi¢des anoxicas em reatores
contendo apenas agua residuaria (sem inoculo) ou 4gua residudria mais o lodo utilizado por
Mulder et al. (1995). Nos reatores com indculo, 110mg NHj3/L foram oxidadas em 9 dias. Ja
nos reatores sem inoculo o processo nao ocorreu.

O principio da Anaerobic Ammonium Oxidation consiste na conversao autotrofica do N-
amoniacal a nitrogénio gasoso (N3), com o NO; ou NOs como aceptor de elétrons. O
processo ocorre em condi¢des andxicas e utiliza carbono inorganico como fonte de producao
de material celular. Vale ressaltar que a oxidacdo da amodnia ocorre simultaneamente a
redugdo do aceptor de elétrons. Muitos estudos que envolvem esse processo utilizam o NOy
como o aceptor de elétrons (STROUS et al., 1999a; JETTEN et al., 1999; STROUS, 2000;
MARTINS, 2007). Energeticamente a oxidagdo do NH; com o NO, para produgdo de N, é
mais favoravel (Equagdo 16, AG® = -358 kJ.mol™") do que utilizando o NO;™ (Equagio 15,
AG® = -297 kJ.mol ™).

Comparando-se o processo Anammox com o processo convencional de remogao biologica de
nitrogénio amoniacal, nitrificagdo autotrofica-desnitrificagdo heterotrofica, algumas vantagens
podem ser observadas: gas oxigénio e carbono organico ndo sdo requeridos como fonte de

energia e carbono, respectivamente, e gas nitrogénio ¢ obtido por rota mais curta (Figura 7).

Figura 7 - Dois processos biologicos de remogdo de nitrogénio: Nitrificagdo-Denistrificacdo e
Anammox.
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Fonte - adaptado de PAQUES, 2010.

Na Tabela 3 estdo evidenciados alguns parametros operacionais desses processos. Fica clara a
baixa afinidade (k) e a lenta duplicacdo dos microrganismos Anammox quando comparado a

nitrificagdo convencional (NETO, 2007).
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Tabela 3 - Comparagdo entre os processos Nitrificagdo — Desnitrifica¢do convencional e Anammox e,
parametros para oxidagd@o aerobia e anaerdbia da amonia.

Parimetros Nitrificacido Desnitrificacio Anammox
Bactérias Autotroficas Heterotroficas Autotroficas
Estagios 02 01 01
Condicoes Oxica Anoxica Anoxica
Consumo de O,

(mg O,. mgN') 4,6 Nenhum Nenhum
Produto final NO;5 N, N,

i 7,5-8,5 6,5-8,5 6,7-83
P 7,2-8,0 (6timo 7,0 2 7,5) (6timo 8,0)

o 5,0<T<45,0 20,0 —43,0

TCO 25,0=T=300 (6timo 25,0 < T < 35,0) (6timo 40£3)
Numero de reatores 01 01 01
Energia livre (kj/mol) -275,0 - -357,0
Rendimento da biomassa
(mol/mol.C) 0,08 - 0,07
Velomdqde aerobia ’ 200.0 — 600.0 i 0.0
(nmol/min/mg proteina)
Velocidade anaerdbia
(nmol/min/mg proteina) 2.0 i 60,0
Velocidade de crescimento 0.004 i 0.003
(/hora)
Tempo de duplicagéo (dias) 0,73 - 10,6
K, NH," (umol/L) 5,0 —2600,0 - 5,0
K NO,™ (umol/L) - - <5,0
K, O, (umol/L) 10,0 — 50,0 -

Fonte - Strous ef al., 1999; Jetten ef al., 2001; Jetten et al., 2002; Sant’ Anna Jr, 2010.
Nota: K, = constante de afinidade.

Virios estudos que auxiliam na caracterizacdo do processo Anammox t€m sido realizados,
desde a sua descoberta, quanto aos parametros operacionais (temperatura, pH, concentragao
de oxigénio dissolvido, fonte de carbono inorganico, entre outros), metabolismo bioquimico,
substancias inibitorias e identificacdo e quantificacdo dos microrganismos Anammox.

van de Graaf et al. (1996), utilizando biomassa proveniente de reator operado por Mulder et
al. (1995) enriquecida com meio mineral autotrofico, conseguiram aumentar a velocidade de
remocdo do nitrogénio como ion aménio de 0,4kg N.m™.d™' para 2,4kg N.m>.d". O meio
sintético era constituido basicamente de NH4", NO,™ e carbonato como doador de elétrons,
aceptor de elétrons e fonte de carbono, respectivamente. A concentracdo de oxigénio
dissolvido foi mantida abaixo dos limites de detec¢do (<1,0uM) para prevenir efeitos
inibitdrios.

Em outro estudo, partindo do mesmo indculo, van de Graaf et al. (1997) estudaram a
oxidagdo anaerobia da amodnia utilizando >N radiotivamente marcado. Hidroxilamina
(NH,OH) e hidrazina (N,H;) foram identificados como importantes compostos
intermediarios da reagdo. A Figura 8 demonstra esquematicamente como a hidroxilamina e

hidrazina sao formadas.
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Figura 8 - Possivel rota metabdlica para o processo Anammox.

»

NH-0OH — NO2 —r NO5

Fonte - adaptado de van de Graaf et al., 1997.

As bactérias obtidas de cultivos enriquecidos apresentam um compartimento formado por

membranas, denominado anammoxossoma. E no anammoxossoma que ocorre a reagdo do N-

amoniacal com o nitrito e produg¢ao do N, seguido de geragdao de energia (RATTRAY et al.,

2008). Segundo Schmidt et al. (2002), o anammoxossoma pode ocupar cerca de 30% do

volume da célula e na sua membrana estdo presentes enzimas fundamentais para o processo,

como a hidrazina hidrolase e a enzima que catalisa a redugdo do nitrito no processo Anammox

(Figura 9).

Figura 9 - Representacdo de possivel modelo para as transformac¢des bioquimicas ocorridas no
processo Anammox. (a) Representagdo celular simplificada do organismo. (b) A membrana no

anamimoxossoma.

Anammoxossoma

% \\\ Celular

Menhrana

En.nma
adnrad
Hidrarin| Anammoxossoma

MM,
MH, b A"

Fonte - adaptado de Ahn Y-H, 2006.

Os intermediarios reacionais

hidroxilamina (NH,OH) e a hidrazina (N;H,)

sao

importantissimos para a promog¢ao do processo Anammox. A hidrazina atua como doador de

elétrons para a conversdo do NO," a hidroxilamina (Figura 8 e Figura 9). A enzima hidrazina
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hidrolase catalisa a reacdo de formacdo da hidrazina, que ¢ oxidada a nitrogénio molecular
pela enzima hidroxilamina oxido-redutase. A enzima nitrito redutase catalisa a reducao do
nitrito a hidroxilamina.

A partir desta suposta rota metabdlica Strous et al. (1998), trabalhando em reator em batelada
sequencial com uma eficiente retencdo de biomassa (>90%), postularam a reagdo global que
governa o processo Anammox (Equacgdo 17) a partir do NO,” como aceptor de elétrons. O
principal produto da reagdo ¢ o N,, porém cerca de 10% do nitrogénio alimentado ¢
convertido a nitrato (AHN Y-H, 2006). Além da determinacdo de parametros
estequiométricos da reac¢do, outros parametros, também importantes, foram determinados
(STROUS et al., 1998): rendimento da biomassa (0,066 + 0,01 molC.(mol.NH;")"); maxima
velocidade especifica de consumo de NH," (45 + 5 nmol.min™'.(mg.proteina)'); e, a maxima
velocidade especifica de crescimento (0,0027h”', com tempo de duplicagio de

aproximadamente 11 dias).

INH, +1,32N0O; +0,066HCO; +0,13H" —1,02N, + 0,26 NO; + (17)

0,066CH,0, sN, s +2,03H,0
De acordo com Strous et al. (1998), para o estabelecimento da reagdo Anammox 1,32 moles
de NO; sdo necessarios para oxidar 1 mol de NH,", diferente da reagdo estequiométrica
estimada por van de Graff et al. (1995). Essa propor¢do de 1:1,32 de NH;" e NO, esta
relacionada com a conversdo biologica de parte do nitrito a nitrato durante a fixagdo do
carbono inorganico (observa-se, Equacdo 18, que 2 moles de NOj; sdo formados). As
bactérias autotroficas requerem um doador de elétrons para fixagdo do carbono inorganico.
Teoricamente tanto o nitrito (Equagdo 18) como a amonia (Equagdo 19) pode ser utilizado
como doadores de elétrons, mas na pratica, aparentemente, o nitrito ¢ selecionado (van de

GRAAF et al., 1996).

CO, +2NO; + H,0 — CH,0+2NO; (18)

CO, +0,66NH; +0,33H,0 — CH,0+0,66NO; +132H" (19)

A oxidacao anaerobia da amdnia ¢ mediada por bactérias quimiolitoautotrdficas, pertencentes
ao grupo dos Planctomycetes (ordem Planctomycetales) do Dominio Bacteria. Com a

evolucdo da biologia molecular, técnicas moleculares como hibridacdo in situ fluorescente
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(FISH, do inglés fluorescent in situ hybridization), reacdo em cadeia da polimerase (PCR,
Polimerase Chain Reaction) ou analise filogenética t€ém sido, recentemente, utilizadas como
métodos de identificacdo e quantificacdo de organismos responsaveis pela rota anoxica de
oxidacao do nitrogénio (STROUS et al., 2002; TOH, WEBB E ASHBOLT, 2002; DAPENA-
MORA et al., 2004; van DE STAR et al., 2007; ARAUJO et al., 2010). Algumas espécies de
bactérias Anammox identificados pela técnica de biologia molecular incluem: Candidatus
Brocadia anammoxidans (STROUS et al., 1999b), Candidatus Brocadia fulgida (KARTAL
et al., 2004), Candidatus Scalindua brodae (SCHMIDT et al., 2003a), Candidatus Scalindua
wagneri (SCHMIDT et al., 2003a), Candidatus Scalindua sorokinnii (SCHMIDT et al.,
2003b), Candidatus Kuenemia stuttgartiensis (PENTON, DEVOL & TIEDIJE, 2006),
Candidatus Jettenia asiatica (Tsushima et al., 2007), Candidatus Anammoxoglobus
propionicus (KARTAL, et al., 2007; RATTRAY et al., 2008). Essas bactérias tém sido

encontradas em plantas de tratamento de efluentes e ambientes naturais (Tabela 4).

Tabela 4 - Bactérias Anammox identificadas.

Género Espécie Fonte
Candidatus Brocadia anammoxidans (STROUS et al., Efluente, lodo de sistema
1999b) de lodo ativado
Brocadia Candidatus Brocadia fulgida (KARTAL et al., 2004) Efluente

Candidatus Brocadia caroliniensis (MAGRI, VANOTTI e
SZOGI, 2010)
Candidatus Kuenemia stuttgartiensis (PENTON, DEVOL

Efluente animal

Kuenemia & TIEDJE, 2006) Efluente
Candidatus Scalindua brodae (SCHMID et al., 2003a) Efluente
Scalindua Candidatus Scalindua wagneri (SCHMID et al., 2003a) Efluente
Candidatus Scalindua sorokinnii (SCHMID et al., 2003) Mar negro
Candidatus Anammoxoglobus propionicus (KARTAL et Efluente
Outras al.,2007; RATTRAY et al., 2008)
Candidatus Jettenia asiatica (Tsushima et al., 2007) Nao reportado

Fonte - adapatado de Zhang et al., 2008.

As condigdes ambientais para o estabelecimento do processo Anammox identificadas por
STROUS et al. (1999) e STROUS (2000) foram temperatura entre 20 e 43°C, sendo o valor
otimo a 40+3°C, e pH na faixa de 6,7 a 8,3 (com 6timo a pH 8,0). A afinidade entre os
microrganismos Anammox € 0s substratos NH,4" e NO, foi alta (constante de afinidade menor
que 10uM). Concentragdes de nitrito acima de 20mM promovem a inibigdo do processo,
apesar que a concentracio de 70mg N-NO,".m™ (5mM) presente no meio por 12 horas inibiu
completamente a atividade Anammox. Sendo a reversibilidade do processo somente alcangada
apos adi¢do de quantidades tracos (£50uM) de hidroxilamina e hidrazina, ambos produtos

intermediarios do processo (STROUS et al., 1999, STROUS, 2000).
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Outros trabalhos concluiram que atividade Anammox, também, ¢ completamente inibida em
presenca de oxigénio livre, entretanto essa inibicdo ¢ reversivel (STROUS et al., 1997;
STROUS et al., 1999; JETTEN et al., 2001). Outros inibidores sdo: acetileno, cloreto de
mercurio, dinitrofenol e fosfato, esse ultimo por agir como quelante (STROUS et al., 1997).
Efeitos inibitérios foram observados por nitrito e fosfato a depender do género bacteriano
predominante, por exemplo, foi encontrado um limite de inibi¢do da atividade de Candidatus
Borcadia anammoxidans para concentragdes de nitrito e fosfato de 98mg N/L e 60mg P/L
(van DE GRAAF et al., 1996; STROUS et al., 1997), enquanto para Candidatus Kuenemia
stuttgartiensis foi de 180mg N/L e 600mg P/L (EGLI et al., 2001; SCHMIDT et al., 2003b).
A reversibilidade do processo Anammox quanto a influéncia do oxigénio, foi investigada em
reator em batelada, com concentracao de N-NH;" ¢ N-NO, na alimentacdo de 84mg/L e
112mg/L, respectivamente. Durante 20 dias o sistema foi monitorado para manuten¢do em
ciclos alternados de 2h das condi¢des aerdbia (O,) e andxica (argonio). Nos periodos sob
aeracao nao foram observados decréscimo do amoénio por nitrificagdo. Efeito contrario foi
observado quando a anaerobiose era restabelecida, demonstrando que a inibicao foi reversivel
(STROUS et al., 1997).

A baixa taxa de crescimento dos organismos Anammox (0,0027h'1) limita a aplicagdo do
processo, pois a dificuldade de cultivar e manter grandes quantidades desses microrganismos
nos sistemas de tratamento resulta em tempos de partida muito longos e instabilidade
operacional. O enriquecimento de consdrcios Anammox oriunda de comunidade mista de
bactérias requer a otimizacdo e controle das condi¢des que favorecem o processo Anammox
em detrimento do crescimento de outros grupos de microrganismos (STROUS et al., 1997,
STROUS et al., 1998; DAPENA-MORA et al., 2004; ARAUJO et al., 2010). Dois reatores
largamente citados na literatura para o enriquecimento de consodrcios e partida do processo
Anammox (estudos em escala laboratorial) sdo o Reator em Batelada Sequencial (RBS) e o
reator de leito fluidizado.

O RBS em estudo desenvolvido por Strous ef al. (1998) foi favoravel ao processo Anammox.
90% de retencdo da biomassa foi observada, tornando o reator anaerobio em batelada
sequencial importante aparato para o enriquecimento desses microrganismos. Esse tipo de
reator proporciona boa retencao celular (reten¢ao do lodo), favorecendo o crescimento dos
organismos responsaveis por mediar a reacdo Anammox, devido ao longo tempo de geragao
celular dos mesmos. O RBS permite a distribui¢do homogénea dos substratos, operagado

segura por mais de um ano e estabilidade sob condi¢des limitantes de substrato.
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O primeiro reator Anammox a operar em escala real teve inicio em Rotterdam, na Holanda. A
empresa que possui a patente (Paques) relata obter sucesso na implantagdo do processo em
escala industrial, inclusive no tratamento de efluentes ricos em N-amoniacal. O reator
Anammox de 70,0 m’, em operagdo desde 2002, projetado para tratar 500,0 kg N.d" (7,1kg
N.m>d™"), é uma unidade (operacdo unitaria) do local onde o lodo da planta de tratamento de
efluentes de Dokhaven ¢ tratada. O lodo digerido e centrifugado, que contém cerca de 1200,0
mg N-NH,'/L, é alimentado em reator de nitritagdo tipo Sharon. O efluente do reator tipo
Sharon serve como afluente do reator Anammox. O efluente do reator Anammox ¢ retornado
para a planta principal de tratamento de efluentes da cidade como afluente (van der Star et al.
(2007).

Estudo desenvolvido por van der Star et al. (2007), relatou que o reator Anammox de
Rotterdam pode tratar até 750,0 kg N.d™' (250 kg a mais do que foi projetado). Os primeiros 2
anos de operacdo foram caracterizados como, periodos de crescimento ou enriquecimento,
mas sem deteccao de atividade Anammox. Do dia 800 aos 1.250, periodos de aumento da
conversdao da amodnia. Sendo a conversdo considerada estavel (partida do reator Anammox) 4
anos apo6s o inicio da operagdo do reator. A carga méaxima projetada (7,1 kg N.m>.d") foi
alcangada a partir do dia 1.359. Amostra de lodo desse reator foi coletada para servir de
in6culo para novos reatores Anammox, também, instalados na Holanda (Linchtenvoorde e
Olburgen). Na Tabela 5, estdo listados os locais que utilizaram o processo Anammox em
escala piloto e larga escala, bem como o tipo de reator aplicado.

Alguns problemas na partida do reator Anammox (0 — 1.250 dias) que dificultaram a
manutencdo do aumento da concentragdo da biomassa Anammox ou atividade, foram
discutidos e constatados por van der Star et al. (2007), por exemplo: falha na conversao da
amonia devido toxicidade conferida pelo NO,™ (alta carga); lavagem da biomassa por conta de
mudangas bruscas no regime hidraulico; problemas nas bombas e compressores, dificultando

a mistura e carregamento.
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Tabela 5 - Conversdo de reatores em escala piloto e larga escala para aplicagdo do processo Anammox.

Conversao da

Volume Max. conversao

Localizagdo Tipo do reator 3 area” 3 4 Limitagdo  Organismo
Rotterdam' Reator de lodo b Alimentagdo .
(NL) eranular 70 n.d 10 (20) (NO») Brocadia
Lichtenvoorde® Reator de lodo Alimentagdo .
(NL) granular 100 n.d 1 (NO,) Kuenenia
Hattingen® Leito d
(DE) fluidizado 67 > ! Na n.d
Mie Reator de lodo Alimentagao
prefecture 1 58 n.d 3 ac n.d
(JP) granular (NH4")

5 Reator de lodo Alimentagdo .
Balk” (NL) granular 5 n.d 4 (NO,) Kuenenia
Stockhom® Leito Alimentagado . g
(SE) fuidizado 2 0,5 0,1 (NO,) Brocadia
Zurich’ (CSDH) RBS 2,5 nd 2 Ahg’\%:f‘)@ao nd
Olburgen Colunas de . ~ Brocadia
(NL) bolhas 600 n.d 1,2 Alimentagao

# Conversdo por area de biofilme.

Conversdo estimada no compartimento inferior.
¢ Reator 2, quando aeragdo ndo foi empregada, e Reator 1 foi operado como um reator de nitritagio.
d Mudanga de configuragio antes da conversdo maxima ter sido alcancada.
¢ Reator foi inicialmente operado como um reator de dois processos nitritragdo-4Anammox, seguido por um reator operando
nitritagao-4nammox.
fReportado por Gut et al. (2006).
€ Planta consiste de 4 linhas de 3 RDC’s em séries. Os valores dos primeiros cilindros estdo apresentados.
" Reator 1.
" Ndo reportado, valor estimado baseado na superficie do biofilme de 250 m?.m™.
j Organismo foi enriquecido a partir desta fonte (Egli ez al., 2001), mas, se esse organismo ¢ dominante ¢ desconhecido.
'van der Star et AL. (2007); > Abma e Haarhuis, pers. comm.; ® Théle et al. (2005); * Abma e Tokutomi,
pers. comm.; * van der Star et al. (2007); * Gut et al. (2006); " Fux et al. (2002); ® Abma e Haarhuis, pers.
comim.

Fonte - adaptado de van der Star, 2007.

4.2.6 Combinacio dos Processos de Nitrificacao Parcial e Oxida¢ao Anaerobia da
Amonia

A combinagdo dos principios que governam os processos de nitritacdo e Anammox deu
origem a trés novos processos de remoc¢ao biologica da amoénia: Sharon-Anammox, CANON e
OLAND. Apesar de a literatura relatar esses processos como novos e distintos entre si, os trés
processos sdo fundamentados no mesmo principio: nitrificagdo parcial do nitrogénio
amoniacal até nitrito, que, posteriormente ¢ reduzido, majoritariamente, a nitrogénio gasoso.
A diferenca entre os processos estd na manipulagdo das condi¢des operacionais que

favorecem o actimulo de nitrito no sistema a partir do controle de parametros que inibem o
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crescimento de bactérias oxidantes de nitrito (temperatura, pH, idade do lodo, tempo de
detengdo celular, concentragdo de O;). Nao devendo assim, serem considerados como
processos distintos. Para fins de consonancia com a literatura, abaixo segue a descri¢ao desses

processos separadamente.

4.2.6.1 Remociao de Amonia em um Simples Reator de Alta Atividade Via Nitrito
(SHARON) — Anammox

O processo Sharon (do inglés Single Reactor High Activity Ammonia Removal Over Nitrite) ¢
indicado para aguas residudrias, com alta concentracdo de amoénia e baixa concentracdo de
matéria organica. Agua residuaria com alta razio N/C (nitrogénio/carbono) dificulta a
remo¢do de amonia pelo processo tradicional nitrificacdo-desnitrificacdo sem adicdo de
alguma fonte externa de carbono organico na etapa de desnitrificagdo heterotrofica (EGLI,
2003).

O processo Sharon consiste na oxidacao aerobia do amonio a nitrito (acamulo de nitrito), que
subsequentemente ¢ desnitrificado (Equagdo 20). Essa rota bioldgica alternativa de remogao
de nitrogénio, ocorre em um Unico reator a altas temperaturas, geralmente, entre 30 e 40°C e
pH igual ou proximo a neutralidade. O sucesso desse processo estd atrelado a manutencao das
condigdes inibitorias para o desenvolvimento de bactérias oxidantes de nitrito. Alta
temperatura, pH neutro, menor tempo de detenc¢do ou residéncia celular e baixa idade do lodo
favorecem o aumento da taxa de crescimento dos organismos que oxidam amonia. A baixa
idade do lodo permite “lavar” (wash out) do sistema os microrganismos que oxidam nitrito
(HELLINGA et al.,, 1998; EGLI, 2003). A Figura 10 relaciona a temperatura com a
velocidade de crescimento das bactérias nitrito-oxidantes e das bactérias amdnio-oxidantes.
Nota-se que a mais ou menos 35°C a maxima velocidade de crescimento (pmsx) de bactérias
que oxidam nitrito ¢ aproximadamente a metade das bactérias que oxidam amonio (0,5 e 1,0
dia”, respectivamente) (VERSTRAETE & PHILIPS, 1998; JETTEN et al., 2001; van
KEMPEN et al., 2001).
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Figura 10 - Efeito da temperatura na maxima velocidade de crescimento de bactérias amodnio-
oxidantes e nitrito-oxidantes.
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Fonte — Jetten et al, 2001.

Umas das vantagens do Sharon quando comparado ao processo convencional de remocao de
nitrogénio sao: o baixo investimento com implantagdo, operagdo € manutencao, uma vez que
utiliza apenas um reator, € os custos reduzidos com aeracdo, pois amodnia ¢ oxidada somente
até nitrito. Porém, o sistema em escala real apresenta dificuldades para manutengdo da

temperatura em faixas elevadas (DE BILT, 2007).

2NH, +30, +4,8¢DQ0— N, +2H" +18gLodo (20)

A combinacdo dos processos Sharon-Anammox ¢ uma das novas técnicas que permite o
tratamento separado de efluentes oriundos de digestores de lodo. Essa combinagdo reduz a
carga de nitrogénio de estacdes de tratamento de efluentes. A Figura 11 mostra uma
configuragdo da planta de tratamento de aguas residuarias de Dokhaven em Rotterdam, na
Holanda, cujo processo combinado Sharon-Anammox estd inserido (JETTEN e van

LOOSDRECHT, 2001).
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Figura 11 - Configuragdo esquematica do processo combinado Sharon-Anammox para remocdo de
nitrogénio na forma de amdnio de efluentes de digestores de lodo.
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Fonte - Jetten e van Loosdrecht, 2001, Jette ef al., 2002.

De acordo com Jetten e van Loosdrecht (2001), a fundamentacdo do processo combinado
Sharon-Anammox baseia-se na oxidagao de 50% N-NH," a N-NO, no reator Sharon (Figura
12), tendo como produto, nesta etapa, uma mistura de amonia e nitrito ideal para alimentar o
reator Anammox subsequente. No reator Anammox amonia e nitrito sdo convertidos a gas
nitrogénio por via anoxica. A reagdo global que rege o processo combinado estd descrito

abaixo, na Equagdo 21:

23NH; +2,950, +1,2C0O, —12CH, 0, , + N, +0,3NO; 1)

Figura 12 - Representacdo esquematica do principio do processo combinado Sharon-
Anammox.

|

NH,-N 50% NH,-N 5% NO3-N
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Sharon Anammox
Fonte - Jetten e van Loosdrecht, 2001, Jetten ef al., 2002.
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4.2.6.2 Remociao Completamente Autotrofica de Nitrogénio Via Nitrito (CANON)

O processo CANON (Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite) €, também,
fruto da combinagdo dos processos de nitritacdo e Anammox, que ocorrem em sequéncia em
um Unico reator aerado (JETTEN et al., 1999). A combinagdo desses processos permite
trabalhar com duas zonas distintas: a aerdbia e a anoxica. Na zona aerobia parte do nitrogénio
amoniacal ¢ oxidado a nitrito (Equagao 22). As bactérias oxidantes de amonia ou ion amonio,
responsaveis pela promocao dessa etapa, consomem o oxigénio do meio criando condi¢des
favoraveis para que o segundo grupo de bactérias, pertencentes ao grupo dos planctomycetos,
responsaveis pela ocorréncia do processo Anammox, possam transformar o nitrogénio
amoniacal remanescente em N, (Equagdo 23). A condi¢do aerdbia instalada no sistema
CANON tem a finalidade de produzir NO,", o aceptor de elétrons necessario para conducao da

reagdo Anammox. A reagdo global do processo CANON ¢ representada pela Equacao 24.

NH, +0,750, + HCO; — 0,5NH, +0,5NO, + CO, +1,5H,0 (22)
NH, +1,32NO, +0,066HCO; +0,13H" — 1,2N, + 0,26 NO; 23)
0,066CH,0, N, ,s +2,03H,0

NH +0,850, — 0,44N, +0,11NO; +1,43H,0+0,14H" (24)

A remoc¢ao de nitrogénio em um Unico reator, sob condi¢des limites de oxigénio torna o
processo CANON atraente em comparagdo com processo convencional de remo¢ao de N-
amoniacal. Essas vantagens representam economia de espaco e energia, consequentemente
redugdo nos custos. Segundo Khin e Annachhatre (2004), o processo CANON ¢ eficiente para

tratamento de aguas de residuarias com elevadas concentragdes de nitrogénio amoniacal.

4.2.6.3 Limitacao de Oxigénio para Oxidacdo Anaerobia da Amoénia (OLAND)

O sistema Oland (do inglés, Oxygen Limited Autotrophic Nitrification and Denitrification) foi
introduzido por Kuai e Verstraete (1998) e consiste na oxidagdo de parte da amdnia a nitrito
por bactérias aerObias oxidantes de amodnia (bactérias nitritadoras) em ambiente com
concentracdo muito baixa de oxigénio dissolvido. Esta caracteristica permite a coexisténcia no

sistema de bactérias aerdbias nitritadoras e bactérias semelhantes ao do processo Anammox,
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promovendo a partir do nitrito formado a reducdo da amoénia a nitrogénio molecular, sob
condig¢des agora andxicas (MOTA e von SPERLING, 2009).

Sob condigdes de limitagdo severa de oxigénio, a taxa de crescimento das bactérias aerobias
responsaveis pela oxidacao do nitrito a nitrato ¢ muito baixa em relacdo as bactérias oxidantes
de amodnia (BOA). Isso garante a nitrificacdo parcial do sistema, pois amonia ¢ oxidada até
nitrito. Por fim, o uso completo do oxigénio dissolvido pelas bactérias oxidantes de amonia,
torna o ambiente propicio para acdo dos organismos que oxidam amonia pela via andxica
(MOTA e von SPERLING, 2009).

Sdo caracteristicas do sistema Oland: manuten¢do da concentracdo de oxigénio dissolvido
menor que 0,2 mg/L e do pH do sistema elevado (7,9). O pH alcalino, também, desfavorece o
desenvolvimento das bactérias oxidantes de nitrito (BON), pois a concentracdo de nitrogénio
amoniacal ¢ predominante na forma de amonia ndo ionizada. Quando nessa forma pode ser
toxica a muitos organismos (MOTA e von SPERLING, 2009).

Embora o processo Anammox e os processos combinados, que envolvem nitrificagao parcial
seguido de oxidacdao anaerobia da amonia (SHARON, CANON e OLAND), apresentem-se
mais atrativos, mais econdmicos sob o aspecto construtivo, necessitando de reatores menores,
e nos gastos com oxigénio e adicdo de carbono orgénico; em contrapartida, esses processos
requerem maior controle, pois, necessitam de reatores equipados com modernos
equipamentos de automacao e controle. A auséncia desses pode retardar o enriquecimento dos
organismos Anammox, consequentemente, a partida do processo. Por outro lado, o
autocontrole do processo pode, também, inviabilizar economicamente a sua aplicabilidade em
escala real (NETO, 2007).

A Tabela 6 mostra as caracteristicas dos processos Anammox, SHARON e dos processos

combinados que envolvem nitrificagdo parcial seguido da oxidagdo anaerdbia da amodnia.
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Caracteristica SHARON SHARON — Anammox CANON OLAND
Anammox
BOA Presentes Presentes Ausentes Presentes Presentes
BOM Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes
Planctomycetes Ausentes Presentes Presentes Presentes Presentes
Remocgao de N (%) 90 90 —-95 90 90 85
Oxigénio Oxigénio
Condig¢des Oxico Oxico; Andxico Andxico limitado; limitado;
Anoxico Anoxico
Aporte de oxigénio Baixo Baixo Nenhum Baixo Baixo
T/ (°C) >30-40 >30-40;20-43 20-43 +/-30 <35
pH 7-8 7-8,6,7-38,3 6,7—38,3 7-38 >7.9
Adicao de carbono ~ ~ ~ ~ ~
N Nao Nao Nao Nao Nao
organico
Retencdo de biomassa Nao Sim Sim Sim Sim
Idade do lodo Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa
Numero de reatores 01 02 01 01 01

Fonte - adaptado de Jetten et al., 2002; Sant’ Anna Jr, 2010.

Nota: BOA: Bactérias Oxidantes de Amoénio; BON: Bactérias Oxidantes de Nitrito.
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5. MATERIAL E METODOS

A investigacao das condigdes para promog¢ao da remocao bioldgica autotréfica de nitrogénio,
nas formas de amonio e nitrito, presente em agua residudria sintética, foi conduzida visando o
favorecimento da ocorréncia do processo Anammox. Essa investigagdo ocorreu mediante a
adaptac¢ao de um lodo, proveniente do sistema de lodo ativado de uma estagao de tratamento
de esgotos sanitarios (ETE), operada pela Empresa Baiana de Aguas e Saneamento
(EMBASA). O sistema de lodo ativado dessa ETE, alimentado, predominantemente, com
esgoto doméstico, apresenta vazao média igual a 20,0 L/s e configuragdo de processo como
apresentado na Figura 13. A pesquisa experimental teve dura¢do de 08 meses e foi realizada,
em escala de laboratdrio, nas dependéncias do laboratorio de residuos solidos e efluentes

(LABRE) da Escola Politécnica da Universidade Federal da Bahia (UFBa).

Figura 13 - Esquema das unidades operacionais da etapa bioldgica do sistema de lodo ativado da ETE

v

operada pela EMBASA.

Afluente —>-

Pré-camara (anaerobia)
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Sistema de Lodo Ativado

I —> Efluente

Desinfecgao
com cloro

S

Descarte do
lodo para leito
de secagem

Recirculagao do lodo

Fonte — a autora.

A escolha do lodo de sistema de lodo ativado como inéculo foi baseada na experiéncia de
alguns trabalhos, como o de Araujo et al. (2010) que conseguiram desenvolver o processo
Anammox a partir do enriquecimento, em reator em batelada sequencial, de lodo proveniente
de um sistema convencional de lodo ativado de estacdo de esgoto doméstico de Belo
Horizonte (MG). Dapena-Mora et al. (2004), também, observaram atividade Anammox em
reator em batelada sequencial (RBS) inoculado com lodo de sistema de lodo ativado. A etapa
de adaptacdo do lodo ¢ pré-requisito para a etapa de enriquecimento, logo, ¢ determinante

para a promog¢do do crescimento e desenvolvimento dos microrganismos envolvidos no
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processo Anammox, visando alcangar a estabilidade da reagdo na conversdao biologica de
nitrogénio reativo em nao reativo.

No tanque de aera¢do da ETE operada pela EMBASA (Figura 13), foram coletados 1,8 L de
lodo e conduzidos imediatamente para o LABRE da UFBa. Nas dependéncias do laboratorio,
foi realizada a caracteriza¢do do lodo quanto a concentragdo de N-NH,", pH, Temperatura e
concentracdo de soélidos em suspensdo volateis (Tabela 7). Em seguida, dois reatores, aqui
denominados de reator 01 (R.01) e reator 02 (R.02), foram inoculados com 900 mL cada do

lodo coletado.

Tabela 7 - Caracterizacdo do lodo coletado de um sistema de lodo ativado de uma ETE da EMBASA ¢
inoculado nos reatores 01 e 02.

Parimetro Caracterizac¢io lodo
N-NH;" (mg/L) 2873

pH 4,7

pH ajustado 7,0

T (°C) 26,8

SSV (mg/L) 7670,0

Fonte — a autora.

Os reatores foram operados em paralelo e a biomassa adaptada de forma a favorecer
condigdes operacionais ao desenvolvimento de microrganismos responsaveis por mediar o
processo Anammox, com concentragdes inicias médias de 43,85 mgN-NH,".L" ¢ 63,83 mgN-
NOZ'.L'1 no R. 01 enquanto no R.02 eram 44,10 mgN-NH4+.L'1 e 58,96 mgN-NOz.L'l. Essas
condigdes compreenderam: a operacdo dos reatores como reator em batelada sequencial
(RBS); a retencao total da biomassa, pois as bactérias responsaveis pela reacdo Anammox
apresentam alto tempo de geracdo (Strous et al., 1998); a construg¢do de aparato experimental
que minimizasse o impacto do oxigénio dissolvido aos organismos presentes no lodo, uma
vez que, a reacdo Anammox € inibida a baixas concentragdes de O,; a promog¢ao de condigdes
anoxicas, a partir da adigdo de NO,  como aceptor de elétrons; a adigdo de fonte de carbono
inorganico (NaHCOs), necessario para as fungdes vitais das bactérias autotroficas; e, o
controle do potencial hidrogenidnico do meio para préximo da neutralidade, visando eliminar
ou minimizar o processo de volatilizacdo da amonia.

A escolha em operar reatores em paralelo, justifica-se pela necessidade de otimizagdao do
tempo da investigagao das condig¢des para promocao da remogao bioldgica de nitrogénio. Os
reatores 01 e 02 se diferenciavam quanto a propor¢do de NH,; :NO, alimentadas.

A etapa de operagdo dos reatores e adaptagdo do lodo foi a responsavel por investigar as

condigdes para remogao biologica autotréfica de nitrogénio amoniacal e de nitrito desejadas.
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Como mostra a Figura 14, durante o desenvolvimento dessa etapa, foram realizadas analises
constantes de monitoramento da concentracdo de nitrogénio como nitrito (N-NOy), da
concentragdo de nitrogénio amoniacal (a forma empregada no estudo foi N-NH,"), do pH, da
Temperatura e da concentracao de s6lidos em suspensdo volateis (SSV). Por fim, amostras da
biomassa foram coletadas para confirmagdo da presenga de microrganismos envolvidos na

reacdo Anammox, utilizando a técnica da Polimerase Chain Reaction (PCR).

Figura 14: Fluxograma geral das etapas experimentais.
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A\
Técnica PCR —
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molecular

Fonte — a autora

Os dados coletados foram submetidos a um tratamento estatistico através das técnicas de

estatistica descritiva, intervalo de confianca, teste de hipotese e analise de correlagao linear.
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51 INOCULO

O indculo utilizado na presente pesquisa como aporte de biomassa para mediar a remog¢ao
biologica autotrofica de nitrogénio foi lodo proveniente do fundo do tanque de aeragdo de um
sistema de lodo ativado de uma estacdo de tratamento de esgotos sanitdrios, operada pela
EMBASA.

Essa estagdao tem 06 anos de construida com idade de lodo de 14 dias e tempo de operagao de
18 dias. Apresenta vazao média igual a 20,0 L/s, concentracdo de sélidos no tanque de
aeracio variando de 1800,0 mg SSV.L" a 2200,0 mg SSV.L" e recirculagio de 60,0%.

Como evidenciado na Tabela 7 a caracterizagdo do lodo, realizada no LABRE da UFBa,

indicou concentragio elevada de N-NH," (287,3 mg/L) e pH igual a 4,7.

5.2 APARATO EXPERIMENTAL

Durante a operagao dos reatores e adaptagao da biomassa presente no lodo coletado foram
utilizados reatores constituidos de materiais diferentes. Nos primeiros 04 meses da pesquisa
experimental foi utilizado um aparelho de testes de jarros (JAR TEST — JT102 MILAN®) de
rotagdo maxima de 260 rpm. Acoplou-se a esse aparelho dois recipientes em acrilico com
volume total de 2,5 L cada, como mostra a Figura 15a. Os recipientes apresentavam formato
retangular de base quadrada e dimensdes internas de 11,8 cm de largura e 17,8 cm de altura.
Os recipientes foram alimentados com o lodo proveniente do tanque de aeragdo do sistema de
lodo ativado da ETE operada pela EMBASA, e operados como RBS. Os reatores 01 e 02
foram selados com placas de madeira (14,9 cm x 14,9 cm) de modo a inibir a difusdo do
oxigénio atmosférico para o meio em analise. O sistema foi mantido sob agitacao variando de
40 a 60 rpm. A pesquisa foi conduzida sob essa configuracdo por 130 dias. Quando nessa
configura¢do os reatores foram denominados de reatores permeéveis a gases, uma vez que,
madeira ¢ um material poroso.

A partir do 131° dia de operacao dos reatores, o aparato experimental em acrilico (Figura
15a), foi substituido por recipientes constituidos de vidro e por agitadores magnéticos. O lodo
presente nos reatores em acrilico foi transferido para dois kitassatos em borossilicato
adaptados com rolhas de silicone, algodao e plastico adesivo para selagem, como mostra a
Figura 15b. Nessa nova configuracdo, os reatores foram denominados e reatores

impermeaveis a gases.
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Como a agitagdo desses novos reatores foi promovida por agitador magnético, essa agitacao
somente era possivel sob 400 a 450 rpm. A modifica¢do do aparato experimental ¢ justificada
pela suspeita da ocorréncia da difusdo do oxigénio atmosférico para o meio em andlise
durante a configuragdo experimental anterior. A continuidade da pesquisa sob essa nova
configuragdo teve duragdao de 131. Ao todo, a etapa experimental de operacao dos reatores e

adaptagao da biomassa presente no lodo teve duragao de 08 meses e meio (261 dias).

Figura 15 - Aparato experimental utilizado para o enriquecimento do cultivo. (a) Aparato utilizado
durante os 04 primeiros meses de operagdo — reatores permeaveis a gases ¢ (b) Configuragdo final:
reatores impermeaveis a gases — 04 meses de operagéo.

Fonte — a autora.

Em ambas as configuragdes os reatores, alimentados com lodo e 4gua residudria sintética,
foram operados como reatores em bateladas sequenciais (RBS) com retengdo total da
biomassa ¢ sem tempo de ciclo pré-determinado. Na operacdo do RBS fase aerdbia nao foi
empregada porque nao era o objetivo do trabalho. A escolha da configuracdo RBS justifica-se
devido a sua eficiéncia em reter biomassa, o que ¢ fundamental para o enriquecimento de
organismos envolvido na reacdo Anammox, uma vez que, esses apresentam elevado tempo de
duplicagdo (= 11 dias) (STROUS et al., 1998).

Andlises fisico-quimicas eram empregadas ao longo do periodo de adaptacdo do lodo como
forma de monitorar os parametros pH, Temperatura, SSV, concentracdo de N-NH," e
concentragdo de N-NO, do meio em estudo, e analise de biologia molecular foi realizada ao
final do estudo como forma de confirmar se as bactérias que realizam a reagdo Anammox

estavam presentes no lodo selecionado e adaptado.
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5.2.1 OPERACAO DOS REATORES E ADAPTACAO DO LODO

A presente etapa foi conduzida por 261 dias, entre os meses de julho/2011 a marg¢o/2012. Nos
primeiros 130 dias o aparato experimental utilizado foi o ilustrado na Figura 15a e durante os
131 dias restantes, o aparato utilizado foi o ilustrado na Figura 15b. Observa-se, que ao longo
de toda a pesquisa procurou-se melhorar o aparato experimental.

Durante essa etapa de adaptacao do lodo, testes em batelada eram realizados com o objetivo
de investigar o consumo de N-NH," e N-NO;", assim como, identificar as condi¢des
operacionais e parametros abidticos necessarios para o crescimento de organismos que
mediam o processo Anammox, tais como: pH, Temperatura, concentracdo de N-NO, e N-
NH," limitantes e a propor¢io N-NH; :N-NO,".

NO;" foi o aceptor de elétrons empregado para promover as condi¢des anodxicas de remogao
bioldgica autotrofica do nitrogénio. A escolha do NO, como o aceptor de elétrons a introduzir
no sistema pode ser justificada pela energia de Gibbs, uma vez que, maior energia de Gibbs ¢
liberada pela reagdo Anammox quando NO;" ¢ o aceptor de elétrons utilizado. A oxidagdo de
NH," com o NO,  para produgio de N, promove um AG® = -358 kJ.mol™, enquanto utilizando
0 NO3", AG® = -297 kJ.mol™ (STROUS et al., 1999a; JETTEN et al., 1999; STROUS, 2000;
MARTINS, 2007).

As propor¢des de NH; ¢ NO, na partida de cada ciclo, inicialmente estabelecidas, foram
1,0:1,3 e 1,0:1,0, respectivamente, para os reatores 01 e 02. Essas razodes NO,/NH4" de
partida dos ciclos foram progressivamente manipuladas, de modo a observar o
comportamento da remoc¢ao de N-NH,". Nessa manipulagdo a razdo NO, /N H,' de partida dos
ciclos variou entre 1,2 € 2,6 no reator 01 e, entre 1,0 € 2,0 no reator 02.

A Figura 16 mostra as etapas do ciclo de tratamento aplicadas aos reatores desse estudo, a
saber: alimenta¢do; mistura; sedimentag¢do; repouso e coleta de amostra; e, descarte do
sobrenadante. Como a duragdo de cada ciclo ndo teve tempo pré-determinado, a condi¢ao
estabelecida para caracterizar o término dos ciclos de tratamentos, era sempre que a
concentracio de um dos compostos nitrogenados (N-NH;  ou N-NO,) se aproximava ou
igualava a zero. Isso era possivel através do monitoramento do decaimento das concentragdes

de N-NH,4" e N-NO;" alimentadas nos reatores.
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Figura 16 - Descrigdo esquematica das etapas do ciclo operacional de tratamento aplicadas nos
reatores operados em batelada sequencial.
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Lodo
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de micronutrientes; dos compostos nitrogenados. separagdo das fases. sobrena an'tef para realizagao biomassa.
Adicio de 1,5g/L NaHCO;, dos testes fisico-quimicos.

Fonte — a autora.

Para realizar o monitoramento das concentracdes dos compostos nitrogenados nos reatores
durante os ciclos, era preciso interromper a agitacdo para possibilitar a coleta de aliquotas. A
agitacdo era religada caso a concentracdo dos compostos nitrogenados ndo se aproximasse ou
fosse igual a zero. Caso o contrario, a agitacdo ndo era religada e o sobrenadante era
descartado. A agua residuaria sintética era, entdo, renovada, manualmente, caracterizando o
inicio de novo ciclo.

Os reatores foram operados com tempo de detencdo hidraulica (TDH) minimo de 24 horas
(1,0 dia) e maximo de 137 horas (5,7 dias), volume tutil méximo de 1,5 L e retengao total da
biomassa. O pH e temperatura foram monitorados quatro vezes ao dia mediante a introdugao
do eletrodo de pH e sensor de temperatura no lodo presente nos reatores sob agitacdo. A
temperatura foi a ambiente e o pH do meio a cada leitura, quando necessario, era estabilizado
para valor proximo da neutralidade (7,0), com solugdes de NaOH (1,0 mol/L) e/ou H,SO4 (0,5
mol/L).

Para alimentagio de NH,; e NO, no meio, duas solugdes eram preparadas: uma solugio
continha NH4Cl e outros compostos quimicos fornecedores de macronutrientes, conforme
Tabela 8. A outra solucdo era fonte do aceptor de elétrons, apresentando apenas NaNQO,, cuja
concentragdo, também, estd apresentada nessa Tabela 8. Juntas, essas duas solugdes, quando
adicionadas nos reatores, simulava uma agua residuaria aqui denominada de 4dgua residudria
sintética. A solucdo que continha os macronutrientes era elaborada de acordo com van de

Graaf ef al. (1996) e Dapena-Mora et al. (2004). Segundo os autores esses macronutrientes
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favorecem o desenvolvimento de bactérias autotroficas. A solucdo estoque de NaNO, era
mantida em recipiente forrado com papel aluminio para proteger da acao da luz.

Um volume pré-determinado da solu¢do que continha NH4Cl e outro da solu¢do de NaNO,,
eram adicionados aos reatores para iniciar um novo ciclo de tratamento. Esse volume era
determinado a partir da razio NO,/NH," a empregar e variou de acordo com a concentragio
de N-NH," e de N-NO, presente nas referidas solugdes estoque. Essas solu¢des estoque eram
mantidas sob temperatura de 4°C.

Adicionalmente, uma solu¢do de micronutrientes era acrescentada nos reatores como,
suplemento aos requerimentos nutricionais das células dos microrganismos, conforme
sugerido por CAMPOS e colaboradores (1999). A solucao de micronutrientes foi preparada a
partir da dissolugdo dos compostos relacionados na Tabela 8, em 100,0 mL de agua
deionizada e, estocada sob temperatura de 4°C. Ao inicio de cada ciclo de tratamento, a
solucdo de micronutrientes era adicionada nos reatores na proporc¢ao de 1,0 mL para cada litro

de 4gua residuaria sintética.

Tabela 8 - Composi¢@o da dgua residudria sintética e da solucdo de micronutrientes.

{ s 1 s Solucao de
Agua residuaria ~ . .
D Solucao de micronutrientes
sintetica . . . .
Reagentes ~ 1 micronutrientes Adicionada
Concentracao / ~ 2 ~
(mg/L) Concentracio®/ (mg/L) Concentracao/
(mg/mL)
NH,ClI 100,0 — 600,0 - -
NaNO, 100,0 —2.000,0 - -
FeSO,4.7H,0O 126,2 4.990,8 5,0
CaCl, 53,0 5.540 5,5
MnSO4.H,0O 59,3 - -
MgS0,4.7H,0 675,8 - -
KH,PO4 200,0 - -
(NH4)¢M040,4.4H,0 - 1.100,1 1,1
MnCl,.4H,0 - 5.062,3 5,1
ZnS0O,4.7H,0 - 21.994,2 22,0
CoCl,.6H,0O - 1.612,0 1,6
CuS0,.5H,0 - 1.570,2 1,6

Obs.: as quantidadas indicadas seguem aquelas indicadas por 'Van de Graaf et al. (1996) e 'Dapena-
Mora et al. (2004); Adaptado de *Campos, ef al., 1999.
Fonte: a autora.

s~ ~ + - ~
Uma medicao das concentragdes de N-NHy4 e N-NO, presentes nas solucdes estoque era
realizada antes da alimentacdo. Essa tinha a finalidade de minimizar os erros quanto a real
concentracdo dos compostos nitrogenados presentes nas solucdes. E, assim, conhecer a

concentragdo inicial dos compostos nitrogenados nos reatores.
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Como fonte de carbono inorganico, foram adicionados aos sistemas 1,5 g/ de NaHCO;
(bicarbonato de s6dio). Para tanto, uma solucao contendo 10,0g de NaHCOs/L era preparada e
estocada. Uma aliquota dessa soluc¢do, representando a proporc¢do de 1,5g para cada litro do
meio existente nos reatores, era também adicionada ao sistema. Essa fonte de carbono seguiu
as orientagdes de pois Liao et al. (2008). Esses autores, estudando o efeito do carbono
inorganico sobre o enriquecimento de bactéria Anammox, identificaram aumento significativo
na taxa de remoc¢do de amonio e nitrito quando a concentragdao afluente de bicarbonato de
sodio utilizada aumentou de 1,0 g/L para 1,5 g/L. Os autores relataram que a porcentagem de
remo¢do de amonio e nitrito aumentou para 83,6% e 100%, respectivamente, quando a
concentracdo de NaHCO; no afluente do reator foi de 1,5 g/L. Nesse estudo um reator de 3,0
L foi alimentado com meio mineral contendo 80 £ 10 mg/L de amo6nio e 80 = 10 mg/L de
nitrito.

A manipulagio da propor¢io NH; :NO, no inicio dos ciclos de tratamento, o tempo de
duracdo dos ciclos das bateladas sequenciais e a taxa massica de remocao de N obtida,
possibilitaram a construcdo de histogramas capazes de evidenciar os ciclos que
proporcionaram as maiores taxas massicas de remog¢do de nitrogénio (N-NO; e N—NH4+).
Bem como, a razdo NO,/NH," ¢ tempo de ciclo que levaram a essas taxas de remogao.

Com o intuito de avaliar de maneira exploratdria a taxa de consumo de N-NO;™ nos reatores
01 e 02, no 154° dia foi realizado um perfil de concentragdo do N-NO," ao longo de 12 horas.
Para tanto, amostras do sobrenadante foram coletadas a cada 3 horas e o pH corrigido para
préximo da neutralidade com solugdes de H,SO4 (0,5 mol/L). Foram realizados ensaios nas
seguintes horas: 17h40min, 20h40min, 23h40min, 02h40min e as 05h40min, totalizando 05
pontos. A alimentagdo dos reatores com agua residuaria sintética contendo NH, e NO,
ocorreu no dia anterior ao perfil de concentracdo de N-NOj; (153° dia as 14h30min): a
concentragdo afluente no R.01 foi de 38,1 mg N-NH,'/L e 74,7 mg N-NO, /L (razdo 1:2,0), ja
no R.02 foi de 39,2 mg N-NH, /L ¢ 54,2 mg N-NO, /L (razdo 1:1,4).

A partir do 202° dia de operacao, acreditando-se que o processo de desnitrificacao utilizando
fonte endogena de carbono era o processo favorecido, buscou-se estabelecer metodologia
adequada para confirmacdo dessa hipotese. Para tanto, metade do volume de lodo do reator 01
foi retirado para inocular outro reator de configuracdo e operagdo idéntica a do reator 01
(Figura 17). Esse reator foi batizado de reator 03 (R.03) e se diferenciava do R.O1
(impermeavel a gases) apenas por ndo apresentar NH;  no meio. O objetivo foi observar e
comparar a redu¢do do N-NO,  em um meio contendo NH4 e NOy (R.01) com um meio

contendo apenas NO; (R.03).
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Figura 17 - Representacdo esquematica do fracionamento do lodo do Reator 1 dando origem a dois
novos reatores de configuracdo diferente.
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Fonte — a autora.

53 METODOS ANALITICOS

5.3.1 Analises Fisico-Quimicas

Todos os procedimentos analiticos foram realizados de acordo com o Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA, WEF, 2005) (Tabela 9). As

solucdes utilizadas e as dilui¢des das amostras foram preparadas com adgua deionizada.

Tabela 9 - Métodos analiticos e rotina operacional.

A . ros . . Referéncia no
Parametro Método analitico Rotina operacional

SMWW

Nitrogénio Amoniacal Tltulometrlcg pre cedido de A cada 48 horas 4500 (B-0C)
destilagao

Nitrito Colorimétrico A cada 48 horas 4500 (B)
SOhflO? em Suspensao Gravimétrico Semanal 2540 (D)
Volateis
pH Eletrométrico A cada 04 horas 4500 (B)
Temperatura Eletrométrico A cada 04 horas 2550 (B)

SMWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

As analises de nitrogénio amoniacal e nitrito foram realizadas a cada 48 horas, de acordo com
a duracdo do ciclo de tratamento. A analise de destilacdo era realizada em destilador de
nitrogénio marca Nova Técnica modelo NT 415. Para analise de nitrito foi utilizado aparelho
de espectofotometria marca Biospectro modelo SP — 220. A determinagdo dos sélidos em

suspensao volateis era realizada uma vez por semana, ao final de cada ciclo. O potencial
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hidrogenidnico e a temperatura foram medidos utilizando aparelho Tecnopon modelo mPA
210. A medigado ecra realizada 04 vezes ao dia com intervalo de 04 horas, como forma de
monitorar o aumento ou decréscimo desses parametros. O pH era ajustado para proximo de
7,0 com solugdes de NaOH (1,0 mol/L) e/ou H,SO4 (0,5 mol/L) e, a temperatura era medida,

porém nao era controlada.

5.3.2 Analise de Biologia Molecular

A técnica de biologia molecular PCR — Polimerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) foi empregada ao final do estudo para confirmar a presenca de bactérias
envolvidas na reacdo Anammox no lodo adaptado. Os procedimentos aplicados na analise de
PCR foram descritos por Martins (2010), utilizando o primer PLA 46Frc (5 GGA TTA GGC
ATC CAA GTC 3’) — AMX 820R (5 AAA ACC CCT CTA CTT AGTG 3’) especifico para
bactérias Anammox. A andlise foi realizada nas dependéncias do laboratorio de processos
biologicos da Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC) da USP.

O método PCR tem a capacidade de amplificar uma sequéncia de DNA aliada a sensibilidade
analitica. Essa técnica se baseia na replicagdo in vitro do DNA a partir de um DNA molde
(VIANCELLL, 2009).

O preparo das amostras no LABRE da UFBa para andlise de biologia molecular no
laboratorio da EESC da USP procedeu da seguinte forma: coleta de 04 amostras de lodo de
cada reator e introducdo em tubos Falcon de 15 mL, centrifuga¢do das amostras (centrifuga
5702 marca Eppendorf) a 4400 rpm por 3 minutos, retirada e descarte do sobrenadante, e
congelamento. As amostras congeladas em tubos Falcon foram acondicionadas em caixa de
isopor e enviadas para o supracitado laboratorio da USP. Para garantir que as amostras

chegariam ao destino ainda congeladas, foi adicionado gelo no interior da caixa de isopor.

54 TRATAMENTO DOS DADOS

Os valores dos parametros monitorados no inicio e término dos ciclos de tratamento dos
reatores foram tratados em conjunto. Isso € possivel devido a escolha de operar dois reatores

.~ . . ~ + -
ao mesmo tempo. As condigdes nos se diferenciavam quanto as propor¢des de NHs :NO,

alimentadas.
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Os métodos estatisticos empregados para andlise simultanea de medidas multiplas foram
estatistica descritiva, intervalo de confianca, teste de hipotese e andlise de correlacao linear.
Os dados foram tratados ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05) e seguiram a distribui¢ao
Z-normal padronizada para andlise de correlacdo linear. O software utilizado para tratamento

dos dados foi 0 Minitab® 14.

5.4.1 Estatistica Descritiva

Parametros estatisticos descritivos como, média, desvio padrdo, varidncia e coeficiente de
variagdo foram determinados para os valores de pH, Temperatura, concentracio de N-NH;",
concentracdo de N-NO, e tempo de duracdo do ciclo. O objetivo foi observar a
homogeneidade dos dados, bem como, organizar e resumir o tratamento dos dados de forma

que a relagdo entre as variaveis se torne mais visivel e de facil entendimento.

5.4.2 Intervalo de Confianca

Determinagdo de um intervalo de média a p-valor 0,05, no intuito de conhecer e inferir
estatisticamente sobre a concentracdo média de N-NH4" e N-NO;", no inicio e término dos
ciclos de tratamento aplicados. Aplicou-se a distribui¢cdo Z-normal para intervalo de confianca

de populagdo com variancia desconhecida.

5.4.3 Teste de Hipotese

. ~ + _ . . ~
No presente trabalho, esse teste avaliou se a remocdo de N-NH4 e N-NO,™ foi simultanea,
caracterizando um processo Anammox. Os parametros avaliado foram as taxas volumétrica de

remocio do N-NH;" e N-NO,", em kg.m.dia”", segundo Equacdo 25.

(25)

Onde:

A € a concentragao de N-NH," ou N-NO, em kg.m'3 na alimentacgao;
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B ¢ a concentragao de N-NH;" ou N-NO, em kg.m'3 no final do tempo de reacao;

t € o tempo de duracao do ciclo de tratamento em dias.
As seguintes hipoteses foram consideradas:
1) Hipotese nula (Ho): Taxa de remogio de N-NH,4" = Taxa de remogio de N-NO,

2) Hipotese alternativa (H;): Taxa de remogao de N-NH," # Taxa de remocao de N-NO;”

A estatistica utilizada nesse teste foi a distribuicdo de ¢-Student para médias de duas

populacdes com variancias desconhecidas, a um nivel de significancia de 5%.

Xm, — Xm, — (4, — p1,)

Estatistica do teste: 7 = (26)
2 2
S 5
nn,
Xm = média amostral
u = média da populagdo
s= desvio padrao amostral
n = numero de amostras
st
. n,n,
Graus de liberdade: v =-—; 2 -2 (27)
(sy /m) + (sy/n,)
n, +1 n, +1

s = ¢ o desvio padrao amostral

n = n° de amostras

5.4.4 Matriz de Correlacao Linear

, . . . . . ., . + .
A técnica foi aplicada para verificar o grau de afinidade entre as varidveis N-NH4 removido,
- . ;4. ;g ~ - + ., . .
N-NO; removido, temperatura média, pH médio, razdo NO,/NH4 no inicio do ciclo e

duracdo total dos ciclos de tratamento. O tratamento foi realizado a a igual a 5%.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme anteriormente discutidas, as condigdes aplicadas na presente pesquisa para a
remoc¢do simultdnea de amonio e nitrito foram estabelecidas de forma a favorecer o
desenvolvimento dos organismos autotroficos responsaveis por mediar a reagdo Anammox, a
saber: a operacao dos reatores como reator em batelada sequencial (RBS); a reten¢ao total da
biomassa; a construcdo de aparato experimental que minimizasse o impacto do oxigénio
dissolvido aos organismos presentes no lodo; a promog¢ao de condigdes anoxicas, a partir da
adi¢do de NO;  como aceptor de elétrons; a adi¢do de fonte de carbono inorganico (NaHCOs);

e, a manuten¢do do potencial hidrogenidnico do meio para proximo da neutralidade.

6.1 OPERACAO DOS REATORES E ADAPTACAO DO LODO

A etapa de operagdo dos reatores e adaptagdo do lodo, sob condi¢des que favorecessem a
reacdo Anammox, iniciada em 25 de julho de 2011, teve duracao igual ha 261 dias. Os dados
foram organizados e resumidos de forma a tornar a relagdo entre as variaveis mais visivel e de
facil compreensdo. A Tabela 10 mostra os resultados dos célculos de estatistica descritiva
para os parametros quantificados em aliquotas retiradas imediatamente apos a alimentagdo e

ao final de tempo de reagdo. E, no anexo consta a matriz de dados brutos.

Tabela 10 - Resultados dos calculos da estatistica descritiva aplicados aos pardmetros analisados apos
a alimentagdo (inicio do ciclo) e no final dos ciclos (dados dos reatores 01 e 02 foram tratados em
conjuntos — 33 ciclos para R.01 e 31 ciclos para o R.02).

Parametros NCciclos* Média Desvio padrdio Minimo Maximo CV (%)** Variéncia
Duragdo  Total  dos 64 69,2 283 240 1370 40,8 792.8
Ciclos (hora)

N-NH, jnicio (mg N/L) 64 44,0 17,2 11,8 95,0 39,1 295,6
N-NO; inicio (mg N/L) 64 61,5 22,9 17,7 123,5 37,3 525,0
N-NH;" fipa (mg N/L) 64 18,5 13,1 0,0 59.4 70,9 171,8
N-NO; i (mg N/L) 64 9,8 13,5 0,0 49,6 137,6 182,8
PH inicio 64 7,2 0,3 6,7 7,7 3,6 0,1
T inicio (°C) 64 26,6 1,6 23,8 29,9 6,1 2,6
PH final 64 7,3 0,5 53 8,1 7,0 0,3
T fnar (°C) 64 26,5 1,5 23,6 29,6 5,8 2,3

Fonte — a autora.
Nota: **CV = coeficiente de variacao

Os resultados obtidos demonstraram uma variabilidade muito alta (variancia) dos valores

obtidos. Houve, entdo, uma necessidade de se determinar um intervalo que conterd o
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verdadeiro valor da média para os parametros concentragao de N-NH," e N-NO,", tanto na
alimentagdo como para o tempo final de reagao.

Ao nivel de significancia (o) igual 0,05, em 95% dos possiveis dados, o verdadeiro valor da
concentracio média de N-NH,4" no inicio do ciclo estara presente no intervalo [39,8; 48,2],
enquanto para o tempo final de reagdo (término dos ciclos) a concentragdo média de N-NH,"
constara no intervalo [15,4; 21,8]. Para o N-NO;, na alimenta¢do, a concentracdo média
estara no intervalo [55,9; 67,1], j4 a concentracdo média de N-NO,, na saida do reator,
pertencera ao intervalo [6,5; 13,1].

Comparando-se os valores estimados da concentragdo média de N-NH;" e N-NO,™ ao final do
tempo de reagdo, com os valores estimados de concentragdo média desses mesmos
compostos, presentes na partida de cada ciclo, constatou-se que em média 54,7% a 61,2% da
concentragdo de N-NH," alimentada nos reatores, eram removidos a cada ciclo. Enquanto
para N-NO, eram removidos 80,4% a 88,3% da concentragdo de N-NO,™ presente no inicio
de cada ciclo de tratamento.

Com esses resultados pode-se inferir, estatisticamente, que a concentragao remanescente de
nitrogénio na forma de amonio, nos reatores ao final dos ciclos, era maior do que a do
nitrogénio na forma de nitrito. Entretanto, independente do processo responsavel pela
remocao dessas formas nitrogenadas, mais de 50,0% do nitrogénio como ion amdnio, presente
nos reatores, foram removidos a cada ciclo. Ja para o N-NO,’, foram mais de 80,0%.

Um célculo para obtencdo das eficiéncias de remocdo de N-NH;" e N-NO, foi realizado,

podendo ser observado na Figura 18 através de graficos Box plot e Interval plot.
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Figura 18 - Graficos Box plot (a) e Interval plot (b) para a eficiéncia de remog¢io de N-NH,; e N-NO,’
nos reatores (dados R.01 e R.02 tratados em conjunto). IC é o intervalo de confianca a 95% para a
eficiéncia de remog¢do média.
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Fonte — a autora.

Mesmo desconhecendo-se o0s processos, realmente, envolvidos nessa remocdo, esses
resultados de eficiéncias de remogdo média para o N-NH," e para o N-NO, iguais a 54,9 % e
84,0%, respectivamente, do ponto de vista de processo para area de saneamento sdo
considerados relevantes.

A Tabela 11 mostra a relagao a maxima efici€ncia de remocao de N total (N-NH4+ e N-NOy)
encontrada nesse trabalho e na literatura referente a aplicagdo de processo Anammox.

Observa-se que a méaxima eficiéncia de remogdo de N total (N-NH;" ¢ N-NO,") encontrada
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nessa pesquisa, se aproximou de outros valores de eficiéncias de remocao de N total que
envolveu o processo Anammox. Ainda foi possivel identificar trabalhos que aplicaram o
processo Anammox cuja eficiéncia de remocao de N total foi menor do que a relatada no

presente estudo.

Tabela 11 - Comparacdo entre a méaxima eficiéncia de remogdo de N total (N-NH,  + N-NO,)
encontrada no presente estudo com as eficiéncias de remogao de processos Anammox relatados em
alguns trabalhos na literatura.

Tipo do Eficiéncia de

Processo Volume (L) TDH (dia) remog¢ao de N Referéncia
Reator
total (%)

) Reginatto et al.
Anammox RBS 0,25 1,00 40,00 (2005)
Anammox  Quimiostato 1,54 3,60 57,10 Martins (2007)

Leito fixo Toh, Webb e
Anammox - tinuo 1,00 1,00 58,00 Ashbolt. (2002)
1 Jianlong e Jung
Anammox EGSB 2,30 1,20 69,00 (2005)
Dapena-Mora
Anammox RBS 1,00 0,62 82,00 et al. (2004)
_ Nao RBS 1,50 3,00 88,10 Presente
identificado pesquisa
Anammox Leito 2,00 Nio relatado 90,50 Strous et al.
fluidizado ’ ’ (1997)
Liao et al.
Anammox RBS 7,00 3,00 91,80 (2008)

2 Reginatto et al.

Anammox RBS 0,25 1,00 95,00 (2005)
- Aratjo et al.
Anammox RBS 1,00 1,00 ~ 95,00 (2010)
Anammox  -ciO fixo 2,22 1,00 97,60 Martins (2010)
ascendente

Fonte — a autora

'EGSB: Expanded Granular Sludge Bed reactor.

*Eficiéncia de remogio igual a 95,0% para carga aplicada de 33 mg N/L.dia e igual a 40,0% quando a
carga aplicada foi de 67 mg N/L.dia.

A partir das razdes de alimentagdo de NO,/NH," aplicadas nos reatores e das condigdes
operacionais empregadas, foi possivel calcular a taxa volumétrica de remocao (Eq. 25) dos
compostos nitrogenados. A Figura 19 mostra, pela inclinagdo das retas no grafico, como
ocorreu a oxidacao do N-NH, ¢ a reducdo do N-NO, durante cada ciclo de tratamento
aplicado, separadamente, para os dois reatores. Enquanto, a Erro! Fonte de referéncia nio
encontrada. mostra a taxa volumétrica de remocao desses compostos nitrogenados por ciclo,
quando o aparato experimental era reator permeavel a gases, e quando era reator impermeavel

a gases.
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Observando a Figura 19, constata-se que durante todo o periodo de operagdo, o
comportamento da remogio de N-NH," foi bastante similar, tanto para o reator 01 como para
o reator 02. De acordo com a Figura 19, até o 130° dia de operagio, a remogdo de N-NH," foi
mais rapida, porém a remoc¢do das espécies quimicas ndo foi simultanea, uma vez que, a
velocidade de consumo do N-NO;™ na redugdo era maior que a velocidade de oxida¢ao do N-

NH,', no presente estudo.

Figura 19 - Série temporal da concentracio de N-NH," e N-NO,™ ao longo dos dias de opera¢io do (a)
Reator 01 (R. 01) e (b) Reator 02 (R. 02), nas duas configuragdes de aparato experimental aplicadas.

a) Reator 01 —+—N-NH4R.01 —=—N-NO2R.01
Reator permeével a gases Reator impermeavel a gases
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b) Reator 02 —+—N-NH4R.02 —=—N-NO2R.02

o1 Reator permeavel a gases Reator impermeavel a gases
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- i
TR ; _ :
AR NVTVIEYT Y A
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Fonte — a autora.

Na Tabela 12 esta a matriz de correlagdo entre os pardmetros duragio total dos ciclos, N-NH;"
¢ N-NO, removidos do sistema, razio NO, /NH,4" apos alimentagdo dos reatores, pH médio e
temperatura média presentes nos ciclos. Na Tabela 12, o valor superior indica a for¢a de
associacdo entre os parametros estudados, enquanto o valor inferior corresponde ao p-valor
informando uma correlagdo significativa entre os pardmetros, para valores menores que 0,05.
Quanto maior for o valor da associacdo maior ¢ a dependéncia entre as varidveis, que pode ser

direta ou inversamente proporcional. Para tanto, adotou-se um intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 12 - Matriz de correlagdo entre os parametros envolvidos durante os ciclos de tratamento.

N-NH," N-NO, Duragio total NO,:NH, no 1
. . . L . pH médio
removido removido dos ciclos inicio do ciclo

N-NO, removido g:ggg
Duracao total dos 0,560 0,693
ciclos 0,000 0,000
NO,:NH,; no -0,479 0,242 -0,037
inicio do ciclo 0,000 0,054 0,770
pH médio -0,262 -0,471 -0,317 0,081

0,000 0,000 0,011 0,523
Temperatura -0,573 -0,296 -0,250 0,316 0,213
média 0,000 0,018 0,046 0,011 0,092

Fonte — a autora
Nota: Valores em negrito: p-valor < 0,05, indicando correlagdo significativa entre as variaveis.

Observa-se uma associacao positiva moderada e significativa entre as concentragdes de N-
NH;" e N-NO, que foram removidas do sistema. Ou seja, a medida que o nitrogénio
amoniacal era consumido do sistema nitrito também era consumido (Figura 19). Associagao
semelhante foi identificada entre essas concentragdes removidas e o tempo de duracdo total
dos ciclos. Chamando atencao para uma relagdo de dependéncia entre esses parametros. Uma
relagdo de proporcionalidade inversa foi verificada entre a concentracio de N-NH," removida
e as variaveis razdo de NO, :NH,  no inicio do ciclo. Isso justifica-se, pois a medida que o
amonio era consumido a propor¢io de NH;":NO, inicialmente alimentada decrescia.
Associacao inversa também foi obtida entre N-NH,4" removido com a Temperatura média e
pH médio. Ao longo dos ciclos de tratamento, a medida que o consumo de amonio aumentava
o pH do meio deslocava para meio acido. Ou seja, o aumento no valor de remogio de N-NH,"
do meio era dificultado a medida que esses parametros diminuiam.

A Figura 20 complementa a Figura 19 ilustrando, através de histogramas as cargas de
nitrogénio removidas (N-NH4" e N-NO5"), ao longo do experimento, & medida que diferentes
razdes de NO, e NH, ' eram alimentadas nos reatores 01 e 02.

As maiores cargas de nitrogénio removidas foram obtidas nos ciclos de nimero: 1 para o
Reator 02 com valor igual a 51,77 x 102 ng.m'3.dia'1 e razdo NO,/NH," alimentada igual a
1,0. O pH médio foi de 7,4 e temperatura média igual 26,8 °C; ciclo 4 para o Reator 01 com
valor de 54,02 x 10™ kgN.m>.dia™" quando a razdo NO,/NH," alimentada foi de 1,45, pH de
7,6 e temperatura igual a 25,5°C; e, ciclo 27, Reator 01, igual a 50,47 x 102 ng.m'3.dia'1
quando a razdo NO,/NH," alimentada foi igual a 1,34, pH igual a 7,3 e temperatura 28,5°C.

Esses ciclos tiveram duracao, aproximadamente, de 1,7, 2,1 e 1,6 dias, respectivamente.
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Figura 20 — Histogramas da relagio entre a carga de nitrogénio removida com a razio NO,/NH,"
alimentada nos reatores e¢ a duragdo de cada ciclo de tratamento durante o monitoramento do
experimento quando em reator permeavel a gas e ndo permeavel a gas. (a) Histograma para o R.01 —
aparato permeavel a gases; (b) Histograma para o R.01 — aparato impermeavel a gases; (c¢) Histograma
para o R.02 — aparato permeavel a gases; e, (d) Histograma para R.02 — aparato impermeavel a gases.
Os numeros sobrepostos aos histogramas indicam o nimero do ciclo de tratamento.
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Fonte — a autora.
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Figura 20 (continuagdo) — Histogramas da relagdo entre a carga de nitrogénio removida com a razio
NO2-/NH4+ alimentada nos reatores ¢ a duragdo de cada ciclo de tratamento durante o monitoramento
do experimento quando em reator permeavel a gas e ndo permeavel a gas. (a) Histograma para o R.01
— aparato permeavel a gases; (b) Histograma para o R.01 — aparato impermeavel a gases; (c)
Histograma para o R.02 — aparato permeavel a gases; e, (d) Histograma para R.02 — aparato
impermeavel a gases. Os nliimeros sobrepostos aos histogramas indicam o numero do ciclo de
tratamento.
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Fonte — a autora.

A Figura 20 mostra que a melhor remo¢ao dos compostos nitrogenados ocorria nos reatores
permedveis a gases. No Reator 01, 70,6% dos ciclos apresentaram carga de remogdo de
nitrogénio acima de 10,0 x 10~ kgN.m™.dia"" (Figura 20a), enquanto no Reator 02, para essa
mesma carga, foram 82,4% (Figura 20c) dos ciclos de tratamento aplicados. No Reator 02,

permeavel a gases, observa-se que a razio NO,/NH,  alimentada igual a 1,0 resultou em
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carga removida de N-NH," e N-NO,, em kg.m™.dia', muito proximas na maioria dos ciclos.
Em ambos reatores, quando a razao alimentada era acima de 1,0 a carga removida de N-NO;’
era bem maior que a carga removida de N-NH,".

Acredita-se que durante a utilizacdo desses reatores permeaveis o processo favorecido tenha
sido o de nitrificagdo seguido de desnitrificagdo. H4, também, a suspeita de parte do
nitrogénio amoniacal ter sido removido pelo processo de volatilizagdo, uma vez que, o
aumento do pH do meio durante os ciclos e a consideravel diferenca de gradiente (reatores
com volume 1til de 1,5L e capacidade de 2,5L, ou seja, 1,0L de headspace, fazendo com que
o ion amonio migre da zona de maior concentragdo para a de menor ou “zero” concentragao)
poderiam favorecer a ocorréncia desse processo.

Os histogramas, para os reatores permeaveis a gases (Figura 20a e Figura 20c¢), evidenciam,
que o tempo médio de permanéncia da dgua residudria sintética nesse estudo, necessario para
obter uma taxa massica de remogdo de N-NH;" e N-NO, iguais ou maiores que 10,0 x 10~ kg
N.m>.dia”', foram iguais a 3,0 dias para o Reator 01 e¢ 3.2 dias para o Reator 02. Esse
resultado possui relevancia da ordem de processo de tratamento de agua residudria para
remogao de N-NH,4" e N-NO,".

Analisando-se a carga de nitrogénio removida nos reatores impermedveis a gases, observa-se
(Figura 20b e Figura 20d) que a taxa massica removida de N-NO;" era muito maior que a de a
taxa de remogdo de N-NH,". Diferente dos primeiros 17 ciclos, cuja condugdo da pesquisa
experimental, no inicio, ocorria em reatores permeaveis a gases. Nessa nova configuragdo de
reatores, em quase 100,0% dos ciclos, a taxa massica removida de N-NH,4" esteve abaixo de
10 x 10° kgN-NH; m>.dia’'. Enquanto, a carga removida de N-NO, apresentou
comportamento semelhante a configuracdo dos reatores anteriormente empregada. Assim, a
carga de N-NO, removida, em kgN.m™.dia", era muito maior que a carga de N-NH,"
removida.

Os resultados obtidos durante os testes com reatores permeaveis a gases apontaram indicios
de volatilizagao. A substitui¢do do aparato experimental para reatores impermeaveis pode ter
reduzido os efeitos dessa volatilizagao.

Nos reatores impermeaveis a gases, acredita-se que uma parte do nitrito era, no inicio dos
ciclos, utilizada na oxidacao de parte do ion amdnio, enquanto a outra parcela de nitrito era
reduzida via desnitritacdo. Possivelmente, o processo favorecido era a desnitritagdao
heterotréfica, que mesmo sem adi¢do de fonte externa de carbono orgéanico pode ocorrer

. ~ , . . + .
durante a respiragdo endogena. Ainda assim, uma parcela de NHs, provavelmente, foi
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removida também por volatilizagdo, uma vez que, alta rotagdo era aplicada a esses reatores
(presenga de vortex) e o aumento do pH do meio, atrelado a um alto tempo de retengdo
hidraulica, favorecem a ocorréncia desse processo.

Os parametros pH e temperatura dos ciclos tiveram valor médio igual, a 7,3 +£ 0,8 e (25,9 +
0,2)°C, respectivamente, para o Reator 01 permeavel a gases ¢ 7,2 £ 0,09 e (25,6 = 0,2)°C,
respectivamente, no Reator 02 permeével a gases. Ja para os reatores impermeaveis os valores
médios de pH e temperatura foram, respectivamente os seguintes: 7,3 = 0,04 ¢ (27,5 = 0,3)°C
no Reator 01 e, 7,3 + 0,04 ¢ (27,5 + 0,3)°C no Reator 02. As Figura 21 ¢ Figura 22 mostram as

variagOes desses pardmetros ao longo de cada ciclo para cada reator

Figura 21 - Varia¢do do pH por ciclo de tratamento aplicado ao estudo. (a) Reator 01 e (b) Reator 02.
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Figura 22 - Variagdo da Temperatura por ciclo de tratamento aplicado no estudo. (a) Reator 01 ¢ (b)
Reator 02.
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Como observado na Figura 20, a taxa méssica de remogdo de N-NH," para ambos os reatores,
ndo se aproximou da taxa massica de remog¢do do N-NO;™ ao final dos 261 dias, essa ficou
mais distante apds mudanca do aparato experimental (Figura 20). Segundo Mulder et al.
(1995) e Strous, et al. (1998), a remog¢do simultinea de NH; e NO, ¢ indicativo de

ocorréncia de reacao Anammox.
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Como forma de ratificar o que se pdde observar analiticamente quanto a auséncia de
simultaneidade na remocao de N-NH," e N-NO,’, um teste de hipotese foi realizado. O teste
de hipotese rejeitou a hipdtese nula (Hp), indicando ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05)
que as taxas volumétricas de remogao de N-NH," e N-NO," diferiram, significativamente.

A partir da constatagao fisico-quimica de auséncia de reacdo Anammox apos 261 dias de
manipulagdo da presente pesquisa experimental, sugere-se as demais pesquisas que objetivem
a partida de reator Anammox selecionar dois ou mais lodos como in6culo. Como evidenciado
nessa pesquisa, apesar de a literatura relatar presenca de bactérias capazes de realizar o
Anammox em lodo proveniente de ETE com sistemas de lodo ativado (DAPENA-MORA et
al., 2004; ARAUJO et al., 2010) isso ndo garante o sucesso da pesquisa, assumindo-se um
grande risco do objetivo da pesquisa ndo ser alcangado.

Apesar de a reacdo Anammox ndo ter sido constatada, sob o ponto de vista de processo de
tratamento de aguas residudrias, as taxas maximas de remoc¢do encontradas para o N-NH,"
iguais a 0,021 kgN-NH;".m™.dia™' no reator 01 e de 0,026 kgN_ NH4".m™.dia™" no reator 02, se
aproximaram de outras taxas reportadas na literatura. A saber:

Toh, Webb e Ashbolt (2002), depois de identificarem atividade Anammox, observaram
durante 90 dias que amodnia desaparecia a uma taxa de 0,018 kg N-NH,"/m’.dia. Vale
ressaltar, que nesse estudo, os autores utilizaram compostos fendlicos para inibir a reducao do
nitrito via desnitrificacdo (predominante nos primeiros 03 meses) e identificaram atividade
Anammox a partir de culturas isoladas, que ja haviam sido adaptadas em estudo anterior. A
partir do estudo de Toh, Webb e Ashbolt (2002), verificou-se que, mesmo utilizando
biomassa adaptada e isolada capaz de promover processo Anammox, o tempo de partida do
processo na fase de enriquecimento ainda demandava muitos dias. Nesse estudo o sistema
utilizado para favorecer o enriquecimento dos organismos Anammox foi o reator de leito fixo.
Liao et al. (2008), com o mesmo intervalo de tempo e utilizando cultura mais seletiva,
observaram no 90° dia uma taxa méaxima de remogéo de 0,015 kg N-NH4"/(m’.dia) e 0,007 kg
N-NO»/(m>.dia). Apods 90 dias os autores observaram uma redugdo significativa no tempo de
remogao de N-NH,;" e N-NO,". Até esse dia o TDH do sistema era de 30 dias devido a baixa
taxa de crescimento dos organismos Anammox. A partir do dia 90 com essa taxa alcangada a
carga de nitrogénio foi aumentada gradativamente ¢ o tempo de retenc¢ao hidraulica (TDH)
decrescido, também gradativamente, até 3 dias, entre os dias 91 e 169. No dia 169 chegou-se
a uma carga de 56,7 mg N/(L.dia). O inoculo adotado nesse estudo foi lodo ativado

metanogénico anaerdbio. As condig¢des operacionais foram reator em RBS, volume de 7,0L,
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temperatura fixada em 35°C e pH controlado entre 7,5 e 8,3. Eram adicionados 1,0 g/L de
bicarbonato de s6dio. Como também evidenciado no estudo de Toh, Webb e Ashbolt (2002)
entre outros, atividade desnitrificante heterotrofica foi a favorecida nos primeiros meses da
pesquisa.

Dapena-Mora et al. (2004) e Third et al. (2005), relataram presenga de atividade Anammox
apés 60 e 105 dias de operagdo, respectivamente. Os primeiros pesquisadores cultivaram
bactéria Anammox em reatores RBS com volume util de 1,0L. O sistema era mantido a uma
temperatura de 35°C e pH entre 7,8 e 8,0. O TDH era fixado em 0,62 dias. Dapena-Mora et
al. (2004) relataram que em média 0,24 gN-NO;™ eram produzidos e 1,25 g N-NO, eram
consumidos por cada gN-NH4" consumido. O reator foi capaz de tratar cargas de nitrogénio
de até 1.4 ng.m'3 .dia™, alcan¢ando uma eficiéncia de remogio 82%. Uma concentragéo final
de biomassa enriquecida de 3 a 3,5 gSSV.L™ foi obtida com atividade Anammox especifica de
0,18 gN-NH,".gSSV™'.dia”! A biomassa enriquecida nesse estudo foi proveniente da mistura
de lodos de 03 plantas distintas de tratamento de aguas residuarias na Espanha. As 03 plantas
operavam sob condi¢des andxicas e oxicas.

J& no estudo desenvolvido por Third e outros colaboradores (2005) um lodo oriundo de
sistema de lodo ativado de uma ETE da Australia foi inoculado em reator em batelada
sequencial com volume de 1,0L e TDH de 1 dia. A biomassa Anammox foi enriquecida por
3,5 meses (14 semanas) e apresentou taxa de consumo de nitrogénio de 0,58 kgN.m™.dia™. A
temperatura do meio era mantida constante 35°C-36°C e o pH era controlado para 7,8. Antes
de inocular o reator com o lodo, foi aplicado ao indculo analise de FISH (fluorescence in situ
hybridization).

Ressalta-se, que na grande maioria dos trabalhos que conseguiram dar partida no processo
Anammox, utilizaram biomassa isolada e adaptada por mais de dois anos e introduziram
argonio (Ar), CO, ou N; no meio de modo a inibir a difusdo do oxigénio (DAPENA-MORA
et al., 2004; THIRD et al., 2005; ARAUJO et al., 2010). Alguns trabalhos, também, relataram
a adicdo dos compostos hidrazina e hidroxilamina (compostos intermediarios da reacgdo
Anammox), na fase de enriquecimento da biomassa, como forma de otimizar o tempo de
partida do processo. Ha relatos de que o processo Anammox € fortemente estimulado por essas
substancias (THIRD et al., 2005; ARAUIJO et al., 2010; CAMPOS, 201 1). Ou seja, apesar do
processo Anammox, quando comparado aos demais processos de remog¢dao biologica de
nitrogénio, ser vantajoso por possuir alta taxa de remocdo de nitrogénio, ndo requerer fonte
externa de carbono organico, menor producdo de lodo e reduzir em até 90,0% a emissdo de

CO,,a partida desse processo torna-se complexa devido as dificuldades de adaptacdo e
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enriquecimento da biomassa. Essa complexidade ndo ¢ compativel com a grande realidade
dos sistemas de tratamento de dguas residuarias instalados no Brasil.

Partindo de avaliag@o apenas fisico-quimica, os resultados obtidos, possivelmente, indicaram
que ocorria uma dificuldade de favorecer a reagdo Anammox frente a outros processos, seja o
fisico como a volatilizacdo ou biolégico como a desnitrificagdo através da respiragado
endogena. Mesmo na auséncia de fonte externa de carbono organico, as bactérias
heterotroficas desnitrificantes sdo capazes de obter energia para suas atividades a partir do
consumo do préprio material celular, e, assim, continuar a consumir parte do NO;" disponivel
no meio, afetando o equilibrio da reagdo Anammox, expresso pela estequiometria da reagao

(ARAUIJO et al., 2010).

6.1.1 PERFIL DE CONSUMO DE N-NO;

O consumo de NO,™ pela reagao endogena, sem adi¢dao de fonte externa de carbono organico,
foi avaliado na presente pesquisa durante 12 horas (Figura 23). Analisando a Figura 23
constata-se uma linearidade no consumo do N-NO;," do meio e, ao longo dessa remocao, a
temperatura ¢ o pH do meio aumentavam (Figura 24), sendo o pH posteriormente ajustado
para proximo de 7,0. Foram removidos 14,77 mgN-NO,".L" do R.01 ¢ 17,03 mgN-NO," L™
do R.02, com eficiéncias de remocao de 42,44% e 98,76%, respectivamente. Vale ressaltar
que a concentragdo inicial do N-NO;  no Reator 02 no inicio do perfil era maior do que a
concentragdo desse composto no Reator 01.

Ao final do perfil foi verificada concentracdo remanescente de nitrito no reator 01. Como o
consumo de amoénio ndo foi monitorado durante esse perfil optou-se por conhecer as
concentragdes dos dois compostos nitrogenados em estudo. Sem critérios, essa determinagao
foi realizada 9,7 horas ap6s o perfil ter sido concluido. O resultado foi igual a 24,6 mg N-
NH4'/L e 6,0 mg N-NO, /L no reator 01, enquanto para o reator 02 foi encontrado valor igual
a 23,5 mg N-NH4 /L e, aproximadamente, zero para N-NO,". Mostrando que a velocidade de

consumo do N-NO,™ era mais rapida do que do N-NH,".
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Figura 23 - Perfil da redugdo do N-NO, durante 12 horas.
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Figura 24 - Variacdo do pH e da Temperatura durante o perfil de 12 horas de consumo do N-NO;".
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Para melhor avaliar a influéncia do processo de desnitrificacao no presente estudo, no dia 202,
um terceiro reator (R.03) foi montado e inoculado com metade do lodo do reator 01 (Figura
17). O reator 03 era dotado da mesma composigdo e configuragdo do reator 01, porém NH,"
ndo era adicionado a esse reator. Observando a Figura 25, constata-se que a taxa volumétrica
de remoc¢ao de N-NO; no R.03 foi maior que a no R.01. Como esses dois reatores diferiram
quanto a presenca de NH,', duas hipoteses foram levantadas: 1) a velocidade de consumo do
NO; no R.03 estava vinculada a remog¢dao durante respiracdo enddgena, uma vez que
atividade desnitrificante poderia ser a favorecida no meio; 2) a presenga de NH; no R.01
estava retardando o consumo do NO,™ pela desnitrificagdo endégena. Um decréscimo da taxa
volumétrica de remocao de N-NO, em ambos os reatores foi observado do 205° até o 224°

dia. A partir desse ponto, a taxa volumétrica de remogao de N-NO, para os dois reatores
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aparentemente se estabilizou e aproximou-se bastante. Isso pode ter sido indicativo da

reducao da atividade das bactérias heterotroficas desnitrificantes.

Figura 25 - Taxa volumétrica de remogdo de N-NO, em kg.m™.dia’ no reator 03. Analise do
comportamento da desnitrificagdo endégena quando amonio ndo era adicionado ao reator.
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Na Figura 26 apresenta-se a série temporal da concentracdo de sélidos em suspensdo volateis
(SSV) determinada nos reatores apds o inicio da operagdo. Como esperado, a concentracao de
SSV no final da pesquisa foi menor do que a inicial. a fase de adaptagcdo do lodo e operacao
dos reatores. Observa-se uma elevacao da concentracdo de SSV apds a substituicao do aparato
experimental. Isso pode ser justificado pela técnica empregada. A determinagdo de SSV foi
feita por gravimetria, cujo método ¢ impreciso, justificando, também, a oscilacdo de leves

picos no grafico.

Figura 26 - Série temporal da concentragdo de sélidos em suspensdo volateis nos reatores — fase de
testes exploratorios e fase de operagdo e adaptagdo do lodo.

——SSVR.01 -®-SSVR.02 -—A—SSVR.03

= 9000 Reator permedvel a gases Reator impermedvel a
E 8000 %\ (Figura 15a) gases (Figura 15b)
«» 7000
£ 6000 .\;\‘A\ WaN
= - -
2 o L AR B A Nl -
g 4000 W \’ L 2 ———
e
£ 3000 o —w i S—— e N
2 2000
S
© 1000
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Tempo decorrido (dias)

Fonte — a autora.
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6.2

ANALISE DE BIOLOGIA MOLECULAR

A andlise de confirmacdo da presenca de organismos responsaveis por mediar a reagao

Anammox, foi realizada por técnica de PCR (Polimerase chain reaction). Para tanto, amostras

do lodo dos reatores foram coletadas e enviadas para andlise. Abaixo, segue as fotos com o

resultado da extracdo do DNA (Figura 27).

Figura 27 - Fotografia da extracdo do DNA.

Fonte — a autora.

10 20 30 4o 5o

il

62 7°
—

Na Figura 27 estdo as fotos da extragdo do DNA divida em 7 pogos. Os pogos 6 ¢ 7 referem-

se as amostras coletadas do lodo desse estudo ao final da pesquisa. Enquanto, o 1° pogo € o

marcador molecular de “high mass”, onde se observa a integridade do DNA extraido.

Figura 28 - Fotografia do resultado da reagdo em cadeia da polimerade (PCR), vista em duas
perspectivas diferentes, para as amostras de lodo coletadas nos reatores ao final da pesquisa.

Fonte — a autora.
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A Figura 28 ¢ o resultado da reacdo em cadeia da polimerase, utilizando o primer PLA 46F —

AMXS820R especifico para bactérias responsaveis pelo processo Anammox. Essa figura

permite a diferenciagdo de um resultado positivo para bactérias Anammox de um negativo. O
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1° e 7° pocos sdo de marcador molecular “low mass” de 2000, 1200, 800, 400, 200 ¢ 100pb
(de cima para baixo). O 2° e 3° pocos sdo, respectivamente, amostras do lodo do Reator 01 e
Reator 02 coletadas para andlise. Os pocos 4, 5 e 6 representam o resultado de amostras
positivas para bactérias que oxidam amoénia sob condi¢gdes anoxicas (Arnammox) apds
aplicacdo da PCR utilizando o mesmo primer supracitado. A amostra positiva do 4° poco foi
identificada em pesquisa de doutorado desenvolvida por Martins (2010). Esse mesmo autor,
atualmente, continua trabalhando na mesma linha de pesquisa e estd em fase de
enriquecimento de biomassa capaz de realizar o processo Anammox, representada pelos pogos
5e 6.0 8° pogo € o branco, onde se observa que ndo houve contaminagdo da PCR.

Os pocos 2 e 3 que representam os reatores desse estudo indicaram resultado negativo para
Anammox (Figura 28). Foi possivel constatar que ndo houve anelamento entre as amostras
coletadas do lodo dessa pesquisa com os primers especificos para organismo Anammox
testados. Logo, possa ser que ndo exista DNA de bactérias responsaveis por mediar a reacao

Anammox no lodo utilizado na presente pesquisa.
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7.

CONCLUSAO

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Ao longo do estudo, os testes fisico-quimicos indicaram que nao houve reagdes
Anammox. Os valores das taxas de remog¢dao massica de N-NH;" e N-NO,
permitiram concluir que a remogdo de N-NH," e N-NO, ndo foi simultinea, nio
sendo possivel caracterizar o processo como Anammox. Isso foi ratificado pelo teste
de hipodtese a um nivel de significancia de 5%;

A aplicagdo de andlise de biologia molécula pela aplicagdo da técnica PCR (reacdo
em cadeia da polimerase), utilizando primers especificos para organismos que
mediam a reagdo Anammox, comprovou auséncia de DNA de bactérias responsaveis
por esse processo no lodo estudado, em ambos reatores;

Durante os 261 dias de testes experimentais, foi possivel observar que a remogao dos
compostos nitrogenados teve comportamento similar no Reator 01 e 02;

As maéximas cargas massicas removidas foram iguais a 0,021 kgN-NH,".m>.dia” ¢
0,026 ng-NH4+.m'3 .dia' nos Reatores 01 e 02, respectivamente. Para o N-NO,™ a
carga massica de remogdo no Reator 01 variou entre (0,009 a 0,036) kgN.m>.dia e
no Reator 02 entre (0,009 a 0,029) kgN.m™.dia™";

As eficiéncias médias de remocao de N-NH," e N-NO, foram iguais a 54,9% e
84,0%, respectivamente;

O perfil de consumo de N-NO, quando comparado ao do N-NH," indicou que o
processo sofreu influéncia da desnitrificagdo heterotrofica, mesmo sem adi¢cdo de

fonte de carbono (respiragdo enddgena);
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SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS

Recomenda-se para estudos futuros referentes a remocao biologica de nitrogénio pelo

processo Anammox:

Busca por diferentes indculos (provenientes de diferentes ETE’s) para compor um
lodo e aumentar a probabilidade de existéncia de microrganismos Anammox;
Utilizagdo de meio suporte. A estratégia de biomassa aderida pode melhorar a acdo da
biomassa sobre os compostos nitrogenados, uma vez que N-NH;" e N-NO, ficariam
adsorvidos na biomassa aderida;

Estabelecimento de TDH pré-definidos e avaliagdo estendida até se observar regime
estacionario;

Realizacdo de ensaios de biologia molecular ao longo da pesquisa para acompanhar o
crescimento especifico dos organismos responsaveis pela reacdo Anammox;

Andlise de biologia molecular com outros técnicas (DGGE e FISH) para uma melhor

caracterizacao da biomassa.
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ANEXO A — Tabelas com a matriz de dados brutos.

Tabela 13 - Valores dos pardmetros concentragdo de N-NH," e N-NO,, pH, Temperatura, razdo NO,/NH," e tempo de duragdo do ciclo no reator 01 para a
fase 2 — operagdo dos reatores de adaptagdo do lodo.
Duragao mg N- mg N- Razdo mg N- mg N-

N'do - Dia il NH,/L NO,/L NOyNH, _PH T(0) NH,/L  NO,/L pH TCO)
ciclo  (inicio) . L o . no nicio  no inicio no final no final
(dia) no inicio no inicio no inicio no final no final
1 1 2,8 43,6 56,7 1,3 7,1 27,5 4,5 1,3 7,5 25,1
2 4 1,6 38,7 45,5 1,2 7,0 25,1 6,7 0,7 7,3 26,2
3 8 1,6 30,9 40,1 1,3 7,5 27,7 10,6 8,8 7,9 26,7
4 13 2,1 82,3 119,6 1,5 7,1 26,8 37,5 49,6 8,1 242
5 22 3,6 84,6 1224 1,4 6,7 248 32,8 0,0 5,8 25,8
6 30 5,7 95,0 123,5 1,3 7,5 25,6 23,0 0,1 6,3 25,3
7 44 2,8 45,3 58,9 1,3 7,1 244 17,9 21,5 7,7 26,3
8 50 1,8 49,9 64,9 1,3 6,9 25,6 20,7 42,6 8,0 25,9
9 57 3.8 46,2 60,1 1,3 7,0 24,5 5,6 3,2 7,8 25,4
10 64 3.8 49,9 64,8 1,3 6,9 24,8 52 0,2 7,3 26,0
11 71 3.8 47,6 61,8 1,3 6,9 27,0 2,0 0,0 7,7 27,1
12 78 3,7 42,8 55,7 1,3 6,9 26,4 4,6 0,1 7,4 26,0
13 85 4,0 48,2 62,7 1,3 7,0 27,1 11,8 0,0 7,5 242
14 92 2,0 38,1 74,7 2,0 7,0 25,0 24,6 6,0 7,6 25,3
15 106 1,8 45,7 59,44 1,3 7,5 24,7 17,4 39,7 7.8 24,7
16 120 3,9 38,6 99,72 2,6 7,2 27,0 27,4 4.8 7,8 27,2
17 127 4,0 37,5 60,62 1,6 7,4 26,9 18,2 0,1 7,0 27,8
18 132 5,7 38,1 55,4 1,5 7,0 28,7 23,5 0,2 7,1 28,0
19 142 3,6 36,4 65,0 1,8 7,0 26,9 17,6 0,2 7,4 27,8
20 169 3.9 63,3 85,0 1,3 7,3 27,4 59.4 31,5 7,2 28,1
21 180 2,7 37,0 66,9 1,8 7,1 25,6 25,5 0,8 7,2 25,2
22 187 1,6 37,0 59,3 1,6 7,1 24,6 28,0 18,4 7,2 27,7
23 196 1,9 39,2 58,5 1,5 7,3 27,7 28,6 26,3 7,2 29,6

Fonte: a autora.
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Tabela 14 - Valores dos pardmetros concentragdo de N-NH," e N-NO,, pH, Temperatura, razdo NO,/NH," e tempo de duragdo do ciclo no reator 01 para a
fase 2 — operagdo dos reatores de adaptagdo do lodo. (continuagio)
Duragao mg N- mg N- Razdo mg N- mg N-

N'do  pio dociclo  NHML  NOoy  NooNHy  PHO O TCO gt NooL pH TCO)
ciclo . L o S no nicio  no inicio no final no final
(dia) no inicio no inicio no inicio no final no final

24 199 2,7 39,2 69,2 1,8 7,1 25,6 33,6 26,5 7,4 25,6
25 202 1,6 37,0 59,0 1,6 7,1 25,0 32,5 35,2 7,2 28,2
26 204 1,9 39,5 65,5 1,7 7,4 28,7 33,3 39,0 7,4 29,5
27 206 1,6 44,8 59,9 1,3 7,2 28,1 21,0 0,6 7,4 28,8
28 208 1,6 31,0 459 1,5 7,6 29,3 14,6 2.4 7,6 28,4
29 215 3,6 31,9 42,7 1,3 7,7 26,1 0,0 0,3 7,4 27,9
30 225 1,0 13,1 17,7 1,4 7,6 28,8 9,6 9,0 7,6 28,7
31 237 2,0 23,6 31,1 1,3 7,6 28,3 17,4 0,0 7,3 25,7
32 243 1,8 19,6 25,9 1,3 7,4 28,7 19,0 0,1 6,9 25,5
33 257 3,6 51,7 68,3 1,3 7,1 29,2 31,9 4,2 7,2 25,5

Fonte: a autora.
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Tabela 15 - Valores dos pardmetros concentragdo de N-NH," e N-NO,, pH, Temperatura, razdo NO,/NH," e tempo de duragdo do ciclo no reator 02 para a
fase 2 — operagao dos reatores de adaptacdo do lodo.
Duragao mg N- mg N- Razdo mg N- mg N-

N'do  pio dociclo  NHML  NOoy  NooNHy  PHO O TCO gt NooL pH TCO)
ciclo . L o S no nicio  no inicio no final no final
(dia) no inicio no inicio no inicio no final no final
1 1 1,7 43,9 43,9 1,0 7,0 27,7 1,4 0,1 7,77 259
2 4 1,6 32,0 32,0 1,0 7,2 24,7 0,0 0,0 5,86 26,7
3 8 2,9 31,4 31,4 1,0 7,6 27,1 0,8 0,8 7,54 23,6
4 13 3,9 85,1 100,0 1,2 7,1 26,0 23,8 12,1 7,55 25,1
5 22 3,6 80,1 87,8 1,1 6,7 24.8 26,9 0,0 53 25,3
6 30 5,7 95,0 95,0 1,0 7,7 25,5 21,3 0,1 6,05 24,5
7 44 2,8 50,0 50,0 1,0 7,1 23,8 15,1 11,3 7,72 25,7
8 50 1,8 49,9 49,9 1,0 7,0 25,2 26,3 29,4 7,94 25,5
9 57 3.8 46,2 46,2 1,0 7,0 23,9 3.9 0,7 7,6 25,3
10 64 3,8 49,9 49,9 1,0 7,0 24,1 0,5 0,1 7,41 25,5
11 71 2,0 47,6 47,6 1,0 6,9 26,6 18,5 8,5 8,05 254
12 78 3,7 42,8 42,8 1,0 6,9 26,4 3,5 0,0 7,6 26,4
13 85 4,0 48,2 48,2 1,0 7,0 26,7 3,5 0,0 7,45 23,6
14 92 2,0 39,2 54,1 1,4 7,0 24,2 23,5 0,1 7,46 24.9
15 106 3.8 50,0 100,0 2,0 7,5 24,7 0,0 2,8 7,53 25,7
16 120 3.9 40,0 66,8 1,7 7,1 27,3 11,3 0,2 7,59 26,8
17 127 4,0 40,3 74,7 1,9 7,1 27,0 22,7 0,1 7,06 27,4
18 132 2,1 37,2 61,0 1,6 7,0 27,7 353 17,4 7,4 27,9
19 134 3,6 35,3 56,0 1,6 7,0 28,1 10,9 0,1 7,0 27,6
20 141 3,6 36,4 75,0 2,1 7,1 26,9 16,5 0,2 7,3 27,8
21 171 3,9 67,2 88,8 1,3 7,3 27,5 58,8 27,9 7,2 28,1
22 182 2,7 41,4 79,1 1,9 7,1 25,6 27,2 17,1 7,3 24,9
23 189 1,6 36,4 69,3 1,9 7,2 24,6 29,1 23,9 7,3 28,1

Fonte: a autora.
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Tabela 16 - Valores dos pardmetros concentragido de N-NH," e N-NO,, pH, Temperatura, razdo NO,/NH," e tempo de duragdo do ciclo no reator 02 para a
fase 2 — operagdo dos reatores de adaptagdo do lodo. (continuagio)
Duragao mg N- mg N- Razdo mg N- mg N-

Ijicf: Dia dociclo  NH,/L ~ NO,/L  NO,/NH," nolﬁcio nz fmcczo NH,/L  NO,/L noprlenal nTO(ﬁE;l
(dia) no inicio no inicio no inicio no final no final
24 197 1,9 38,9 70,6 1,8 7,3 27,7 27,7 31,3 7,2 29,0
25 204 1,6 40,5 61,8 1,5 7,2 28,5 24,6 21,4 7,3 29,1
26 208 1,6 31,2 49,1 1,6 7,5 29,9 15,1 8,5 7,6 28,2
27 216 3,6 29,1 43,8 1,5 7,7 25,9 0,4 0,1 7,4 27,7
28 226 1,0 11,8 17,9 1,5 7,6 28,9 7,8 9,4 7,5 28,5
29 238 2,0 23,6 35,5 1,5 7,4 28,2 15,7 0,7 7,3 25,8
30 244 1,8 18,2 27,2 1,5 7,0 28,7 17,9 2,2 6,9 25,3
31 258 3,6 48,1 72,5 1,5 7,1 29,1 35,8 29,8 7,2 25,2

Fonte: a autora.
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