UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E DE ENGENHARIA
DE ALIMENTOS
PROGRAMADE POS-GRADUAGAOEM ENGENHARIA QUIMICA

MICHAELA CORADI

AVALIACAO DE E§TRATEGIAS DE AERACAO E INFLUENCIA
DA MATERIA ORGANICANO DESEMPENHO DO PROCESSO DE
DESAMONIFICACAO

Floriandpolis — SC
2014






UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E
ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMADE POS-GRADUACAOEM ENGENHARIA
QUIMICA

MichaelaCoradi

AVALIACAO DE E§TRATEGIAS DE AERACAO E INFLUENCIA
DA MATERIA ORGANICA NO DESEMPENHODO PROCESSO DE
DESAMONIFICACAO

Dissertacdo submetida ao Programa
de Pds-Graduagdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, para obtencdo do
Grau de Mestre em Engenharia
Quimica.

Orientador:

Prof. Dr. Hugo Moreira Soares
Co-Orientador:

Prof. Dr. Airton Kunz

Floriandpolis — SC
2014



Ficha de identificag&o da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automética da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Coradi, Michaela
Avaliagfo de estratégias de aeragdo e influéncia da
matéria orgdnica nc desempenho do processo de

desamonificagdo / Michaela Coradi ; orientador, Hugo
Moreira Soares ; coorientador, Airton Kunz. -
Florianépolis, SC, 2014.

125 p.

Disserta¢do (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro Tecnoldégico. Programa de Pés-Graduagdo em
Engenharia Quimica.

Inclui referéncias

1. Engenharia Quimica. 2. Tratamento Biolégico. 3.
Desamcnificagdo. 4. Oxigénio Dissoclvido. 5. Matéria
Orgédnica. I. Soares, Hugo Moreira. II. Kunz, Airton. III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduagdo em Engenharia Quimica. IV. Titulo.




Avaliacéo de estratégias de aeracao e influéncia da matéria organica no
desempenhodo processo de desamonificacdo

Por
MichaelaCoradi

Dissertacdo julgada para obtengdo do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica, area de Concentracdo de Desenvolvimento de
Processos Quimicos e Biotecnoldgicos, e aprovada em sua fase final
pelo Programa de Poés-Graduacdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Prof. Dr. Hugo Moreira Soares
orientador

Prof. Dr. Airton Kunz
coorientador

Prof. Dr. Ricardo Antonio Francisco Machado
coordenador

Banca Examinadora:

Jorge Luiz Ninow
UFSC/PGEAL

WillibaldoSchmidellNetto
UFSC/PGEAL

Valéria Reginatto Spiller
USP

Florianopolis, 07 de marco de 2014.






AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida e pelas oportunidades que nela surgiram.

Aos familiares, em especial aos meus pais, Amauri e Noeli, e
meus irmaos, Gabriela e Lucas, pela educacdo, incentivo, compreensdo
e paciéncia pelos momentos de auséncia e durante 0os momentos de
dificuldade.

Ao professor orientador HugoMoreira Soares e ao professor co-
orientador Airton Kunz, pela oportunidade, disponibilidade e orientag&o.

A todos 0s amigos e colegas do Laboratdrio de Experimentacao e
Analises Ambientais da Embrapa Suinos e Aves, em especial ao
Ricardo, Marco Ramme, André, Angélica, Lucas,Aline, Jéssica, Magda,
Cassia e Mariana, pela amizade e apoio na realizacdo dos experimentos.

Aos amigos e colegas do Laboratdrio de Tratamento Bioldgico de
Residuos, em especial a Simone, Markinhos, Cléo e Nubia, pelas
conversas, informacges trocadas, pela amizade e apoio na reta final.

Aos bons e velhos amigos do “Velho Oeste”, pela cumplicidade e
companheirismo, tanto nas horas de estudo quanto nas horas de
descontracéo.

A Embrapa Suinos e Aves pela disponibilidade do espago fisico e
dos recursos necessarios para o desenvolvimento da pesquisa, e a
CAPES pela concesséo da bolsa.






Os Unicos limites das nossas realizacbes
de amanha sdo as nossas duvidas e hesitacdes
de hoje.

Franklin Roosevelt
(1882-1945)






RESUMO

A suinocultura é conhecida por seu potencial poluidor elevado. Um dos
maiores desafios da atividade esta associado ao tratamento do efluente
gerado e a possibilidade do reuso da 4agua tratada na cadeia
produtiva.Processos  convencionaisde tratamento, como lagoas
anaerobias e biodigestores, ja estdo bem consolidados, porém estes nao
removem toda a matéria organica e tampouco os nutrientes contidos no
efluente. O desafio atual é encontrar novos processos, com melhores
custos-beneficios para remocdo destes nutrientes. Neste contexto, o
processo de desamonificagdo surge como uma alternativa promissora
para a remocgdo destes compostos nitrogenados. O objetivo deste
trabalho foi avaliar diferentes estratégias de aeracdo e a influéncia da
presenca de matéria organica no processo de desamonificagdo, com a
finalidade de otimizar e posteriormente aplicd-lo no tratamento de
efluente suinicola. Para tanto, inoculou-se um reatorde leito mévelcom
fluxo ascendente ebiomassa em suspensdo, operado com aeracdo e
alimentacdo intermitente, 30% v/v de meio suporte kaldnese
temperatura controlada em 25°C. Os resultados mostram que a
estratégia de aeracdo ideal esta relacionadaa carga de nitrogénio a ser
tratada. Maiores cargas de nitrogénio exigem maiores tempos de aeragao
para uma nitrificacdo parcial mais eficiente e consequente estabilidade
do processo. Nas condicbes operacionais estudadas, o Ciclo 2, com 15
minutos aerando e alimentando e 15 minutos em fase andxica, mostrou-
se suficiente para converter toda a amonia e estabelecer o processo. Em
relacdo & presenca de matéria organica, além da ocorrénciaem paralelo
do processo de desnitrificagdo, houve uma competicdo entre BOA e
bactérias heterotroficas por OD, comprometendo a estabilidade do
processo quando trabalhou-se acima da relagio C/N de
2,0mgCOT.(mgN-NH4")™, nas condicdes operacionais estudadas.

Palavras chave:tratamento biolégico, desamonificacdo, oxigénio dissolvido,
matéria organica.






ABSTRACT

Swine farming are known because their high pollution potential. One of
the biggest challenges of the activity is associated with the treatment of
wastewater generated and the possibility to reuse the treated water in
production chain. Conventional treatment processes such as anaerobic
lagoons and biodigesters are now well established, but they do not
remove all organic matter nor the nutrients contained in the manure. The
current challenge is to find new processes, with better cost benefit for
the removal of these nutrients. In this context, deammonification process
emerges as a promising alternative for removal nitrogenous compounds.
The objective of this study was to evaluate different aeration
strategiesand the influence of presence of organic matter in the
deammonification process, with the intention to optimizing and
subsequently apply it in the swine wastewater treatment. For this, a
moving bed reactor was inoculated with suspended biomass operated
with intermittent aeration and feeding, 30% v/v Kaldnesbiofilm carriers
and temperature controlled at 25° C. The results show that the ideal
strategy of aeration is relates with nitrogen loading to be treated. Higher
nitrogen loads require larger aeration times for a more efficient partial
nitrification and consequent process stability. In the operating conditions
studied, the Cycle 2, with 15 minutes aerating and feeding and 15
minutes in anoxic phase proved to be capable to convert all ammonium
and to establish the process. Regarding the presence of organic matter,
besides the parallel occurrence of denitrification, there was a
competition between AOB and heterotrophic bacteria by DO,
compromising the stability of process when working above C/N ratio of
2.0 mgTOC.mgNH,"-N, on the studied operating conditions.

Key words:biological treatment, deammonification, dissolved oxygen, organic
matter.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, o Brasil tem se destacado na produgdo e
exportacdo de carne suina, devido, principalmente a fatores como a
grande extensdo territorial e a oferta de matéria prima para a producéo.
O pais é 0 4° maior produtor mundial de carne suina, (3,37 milhdes.t™ —
em equivalente carcaca, em 2013), atras dos Estados Unidos, Unido
Européia e China. Em 2012, o Brasil produziuum plantel de
aproximadamente 38,8 milhGes de cabegas. Santa Catarina
correspondeuacerca de 19% desse total (aproximadamente 7,5 milhdes
de cabecas), sendo que 5,5 milhdes destas foram produzidas na regiao
oeste Catarinense. Isto torna Santa Catarina o Estado brasileiro maior
produtor e pioneiro na exportacdo de carne suina (EPAGRI, 2014;
ABIPECS, 2014).

Devido a crescente demanda pelos produtos agropecuarios,
sistemas intensivos de producdo de suinos, concentrando um grande
nUmero de animais em areas reduzidas, vém sendo largamente utilizados
por apresentarem maior viabilidade econdmica, reduzindo 0s custos
associados com a producdo e disponibilidade de area.

Estagrande produtividadegera uma quantidade consideravel de
residuos, com potencial poluidor elevado. Em funcédo disto,sistemas de
tratamento vém sendo estudados para reduzir as emissdes de compostos
organicos volateis, controlar a proliferacdo de odores, a mineralizacdo
de nutrientes, objetivando a melhora das propriedades fertilizantes
destes residuos gerados, bem como a recuperacdo de energia através da
producdo de biogas (FIGUEROA et al., 2012), a fim de atender as
legislacBes vigentes e sobretudo reduzir impactos ambientais causados
pela atividade.

Segundo Kunzet al. (2005), a tecnologia de digestdo anaerébia
por biodigestores para estabilizacdo e remocdo de matéria organica de
dejetos suinos é largamente utilizada e conhecida ha muito tempo. O
inconveniente deste processo é que 0s compostos nitrogenados contidos
em abundancia nos dejetos, tais como proteinas, aminoacidos ou ureia,
sdo convertidos principalmente em amonio, o qual ndo é degradado em
condi¢des anaerdbias (FIGUEROA et al., 2012). Diante disto, torna-se
necessario encontrar solucGes sustentaveis para a remogéo de nitrogénio
de efluentes suinicolas, antes de serem langados em corpos d’agua ou
serem reutilizados na agricultura ou no prdprio processo produtivo.
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Os compostos nitrogenados podem ser removidos dos efluentes
por processos fisico-quimicos e por processos bioldgicos, sendo que 0s
processos bioldgicos tém se destacado por apresentarem maior eficacia
de remocdo e menores custos de implantagdo e manutencdo (EPA,
1993).

Dentre os processos biolégicos para remocdo de nitrogénio
amoniacal, osprocessos convencionais, de nitrificacdo/desnitrificacéo,
necessitam de um sistema com dois reatores em série e,além de
ocuparem grandes areas para o tratamento, também requerem maiores
concentracbes de oxigénio, apresentam alta producdo de lodo, e
necessitam da adicdo de matéria organica, como metanol, dependendo
do efluente a ser tratado. Devido a isto, nos Gltimos anos, varios novos
processos tém sido estudados, com melhores custos-beneficios, como
nitrificacdo parcial, ANAMMOX, e seus sistemas combinados
(JETTEN et al. 2002).

Por apresentar capacidade de remocdo de altas concentracdes de
nitrogénio, o processo ANAMMOX vem sendo estudado como
alternativa para a remocdo das formas nitrogenadas presentes no
efluente suinicola. (SCHIERHOLT NETO, 2007; MOLINUEVO et al.,
2009; CASAGRANDEet al. 2011b). Para aplicar 0 processo
ANAMMOX, é necessdrio uma etapa de nitrificacdo parcial, onde
aproximadamente metade do aménio contido no efluente é convertido a
nitrito, proporcionando as concentracdes exigidas pela estequiometria
do processo (PAREDES et al., 2007). Este sistema pode ser obtido
utilizando dois reatores diferentes, um para o processo de nitrificacdo
parcial e outro para o processo ANAMMOX (STROUSet al., 1997;
VAN DONGEN et al., 2001, FUXet al., 2002) ou em um sistema de
reator Gnico onde uma cultura mista de bactérias anammox e bactérias
oxidadoras de amonio convivem simultaneamente (THIRD et al., 2001;
SLIEKERS.et al., 2002; PL.AZAet al., 2003; CHOet al., 2011).

A remogdo de amoénio pelos processos combinados de
Nitrificacdo parcial e ANAMMOX, tanto em reatores em série como em
um sistema de reator (nico, tem sido chamada de desamonificacdo
(VANOTTI et al., 2012; ZUBROWSKA-SUDOL et al., 2011; PLAZA
et al., 2003). Neste trabalho, o termo desamonificagdosera usado para
designar o sistema de reator Gnico.

Oprocesso de desamonificagdotorna-se competitivo aos demais
processos em relagdo ao seu custo de investimento, como construcéo,
manutencdo, economia de energia, uma vez Que CONsSOMe mMenos
oxigénio que processos convencionais de remocdo de nitrogénio(THIRD
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et al, 2001; HAO; HEIINEN; VAN LOOSDRECHT, 2002) e pode
operara temperatura ambiente (VAZQUEZ-PADIN et al., 2009).

Devidoas bactérias que oxidam amdnio a nitrito (BOA) serem
aerobias, e as bactérias anammox serem anaerdbias, sofrendo inibicéo
reversivel a baixas concentracfes de oxigénio, ambas as reacGes no
reator devem ocorrer sob condi¢des limitadas de oxigénio dissolvido
(OD) (THIRD et al., 2001). Além disto, o controle da nitrificagdo
parcial, evitando o acimulo de nitrito e a possivel oxidacdo de nitrito a
nitrato por BON é imprescindivel, o que torna o fornecimento de OD
umavariavel chave para o controle e estabilizacdo do processo. Devido a
isto estratégias de aeracdo e diferentes configuracbes de reatores vém
sendo cada vez mais estudados (LIU et al., 2008; CHO et al., 2011,
LlUet al., 2012; CEMA et al., 2011).

Este conjunto de fatores abre a possibilidade de aplicar este
processo no tratamento de dejetos suinos como sendo, por exemplo, um
pos-tratamento de lagoas anaer6bias ou biodigestores. Em contraste,
estes efluentes, mesmo apds passar por estes pré-tratamentos, ainda
contém concentragGes consideraveis de matéria organica dissolvida, que
podem interferir na eficiéncia do processo de desamonificacdo devido a
competicdo com microrganismos heterotréficos(UDERTetal., 2008;
ZHANGetal., 2012).

Além de possuir um grande potencial poluidor, a producéo de
carne suina demanda uma grande quantidade de agua, cerca de 6 m® de
agua por kg de carne produzida. A fim de reduzir o impacto ambiental
causado pela atividade e racionalizar o uso da agua, o projeto CAPES-
EMBRAPA, referente ao Edital n° 001/2011, intitulado “Sistemas
integrados de tratamento de dejetos suinos para conservagdo e
reutilizagdo dos recursos hidricos”, ao qual este trabalho esté inserido,
objetiva estudar a remocdo de matéria organica e nutrientes,
desenvolvendo e otimizando novos processos, visando melhorar a
qualidade do efluente liquido langado e fazer reuso desta 4gua dentro do
processo produtivo.

Considerando estes aspectos, o presente trabalho buscou uma
melhor compreensdo do processo de desamonificacdo, bem como
avaliar a influéncia da aeragcdo e da adicdo de matéria organica na
eficiéncia e estabilidade do processo, a fim de, posteriormente, aplica-lo
no tratamento de efluentes provenientes da suinocultura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar estratégias de aeracdo e a influéncia da matéria organica
na eficiéncia da remoc&o de nitrogénio no processo de desamonificagdo,
combinando nitrificacdo parcial e ANAMMOXem um reator Unico, a
temperatura controlada de 25°C.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer o processo de desamonificacdo em um reator Unico
com biomassa suspensa e alimentacdo e aeracdo intermitente;

o Auvaliar a influéncia de estratégias de aeracdo na eficiéncia da
remocao de nitrogénio do processo;

e Auvaliar a influéncia da concentragcdo de matéria organica na
interacdo dos microrganismos envolvidos e na estabilidade do
processo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 SUINOCULTURA E MEIO AMBIENTE

A suinocultura é uma das maiores e mais importantes cadeias
produtivas da inddstria alimentar existente no Brasil. O sistema de
producdo em regime de integracdo € o grande responsavel pelo
crescimento da suinocultura no sul do Pais, promovendo uma producdo
mais eficiente, simplificando a administracdo das propriedades rurais
que adotam este sistema. Além disso, a suinocultura vem seguindo uma
tendéncia clara ao migrar para areas que sao grandes produtoras de
grdos, como o cerrado brasileiro, presente no Centro-Oeste, parte do
Nordeste e do Sudeste (GARTNER; GAMA, 2005).

A atual expansdo da suinocultura e aprofissionalizacdo do setor
produtivo, assumindo tendéncias modernas, tém como principal
caracteristicas a concentracdo de grandes quantidades de animais em
pequenas areas, visando atender o consumo interno e externo de carne,
produtos e derivados, chamados de Sistema de Producdo de Animais
Confinados (SPACs), gerando grande quantidade de efluentes
(OLIVEIRA, 2002; KUNZ et al., 2009).

O elevado potencial poluidor da atividade é atribuido a grande
quantidade de residuos produzidos, apresentando altas cargas de
nutrientes (fésforo e nitrogénio), matéria orgéanica, sedimentos,
patdgenos, metais pesados (cobre e zinco utilizados nas ragdes como
promotores de crescimento, por exemplo), hormdnios e antibidticos
(USDAJUSEPA, 1999). A composicdo e concentragdo dos efluentes
gerados pela suinocultura podem variar em funcgéo do sistema de manejo
adotado, de acordo com a fase de crescimento e da quantidade de agua e
nutrientes em sua composicdo. A Tabela 1 mostra a grande variabilidade
das caracteristicas fisico-quimicas dos dejetos de suinos.
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Tabela 1- Composicdo quimica média (mg.L™) dos dejetos de suinos
observada por diferentes autores.

Duarte et Sevrin-

i al Reyssacet Medri Zanotelli Kunzet al.
Parametro 1952 al. 1995 1997 _ 2002 ) 2005 _
(Portugal)  (Franca) (SC/Brasil) (SC/Brasil) (SC/Brasil)
pH 7,46 - 6,90 6,87 7,30
DQO 21.670 80.000 21.647 26.387 65.090
DBOsiotal 7.280 40.000 11.979 - 34.300
NTK 2.150 8.100 2.205 2.539 4.530
NH; 1.420 3.400 - - 2.520
P total - 7.100 633 1.215 1.600
S61idoStotais - 82.000 17.240 22.867 -
S6lidoSyjateis - 66.000 10.266 16.855 39.220

Fonte: Adaptado de KUNZ, 2006.

A producéo intensiva e o aumento de produtividade resultam no
aumento da poluicdo por dejetos suinos, fato que tem causado
desequilibrios ecoldgicos em diversos municipios da regido Sul,
principalmente no oeste do Estado de Santa Catarina. Este panorama foi
agravado a partir da década de 1970, quando a producéo desse residuo
orgénico excedeu em grande parte sua capacidade de absor¢do pelo
meio ambiente (GARTNER, GAMA, 2005; MIRANDA, MIELE,
2009).

Os principais problemas ambientais associados a suinocultura
estdo relacionados ao manejo inadequado dos residuos(como diluicdo
por &gua da chuva, aplicacdo excessiva no solo, etc) podendo ocasionar
a contaminacao de rios (como a eutrofizacdo), de lengodis subterraneos (o
aumento da concentracdo de ion nitrato é um exemplo), do solo
(patégenos e excesso de nutrientes, dentre outros) e do ar (como
emissbes gasosas de CO,, CH4 e N,O) (KUNZet al., 2005; BILOTTA,
KUNZ, 2013).Conforme Spies (2009), a eutrofizagdo e a acidificacdo do
solo e da agua sdo importantes impactos ambientais que causam danos a
biodiversidade e desequilibrio.

A alta geracdo de residuos provenientes da suinocultura tem
como preferencial destino, a simples disposicdo no solo. Esta pratica faz
com que, em muitas situac@es, tenha-se excesso de nutrientes, metais e
patégenos no solo, tornando dificil a absor¢do na mesma taxa em que
estas substancias sdo aplicadas, acarretando lixiviacdo e/ou percolacéo
destes residuos para os corpos d’agua superficiais e subterrineos,
causando poluicdo (PERDOMO et al., 2003). Quando a disposi¢do
dessa agua residudria no solo ndo é possivel, devido as cargas elevadas
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de nutrientes, ou pela falta de areas cultivaveis, devido ao grande
volume de dejetos gerado, se faz necessario o0 uso de estratégias de
tratamento (CASAGRANDE, 2011a).

Cada vez mais, tem-se estudado alternativas para realizar o
correto manejo e tratamento desse efluente gerado, buscando-se por
tecnologias inovadoras que atinjam elevadas eficiéncias de remocéo das
altas concentracdes dessa matéria organica e nutrientes. Os processos de
remocdo de carbono ja estdo bem estabelecidos, porém, os processos
remocao de nitrogénio, ainda estdo sendo muito estudados.

Diante deste cenario, a Embrapa Suinos e Aves, sediada na
cidade de Concdrdia — SC, implantou uma planta de tratamento, a qual
envolve um sistema de separacdo solido-liquido, composto por uma
peneira rotativa seguida de um floto-decantador, um reator UASB e um
sistema de lodos ativados. No efluente final do sistema de tratamento,
decantador secundario dos lodos ativados, entre as formas nitrogenadas
gue deixam o mesmo, ha uma relacdo de aproximadamente 1:1
NH,":NO, (SCHIERHOLT NETO, 2007), relacdo esta que torna
possivel aplicar o processo ANAMMOX na remocéo de nitrogénio.

3.2 NITROGENIO NO MEIO AMBIENTE

O nitrogénio é um nutriente essencial para qualquer célula viva,
pois faz parte das moléculas proteicas e acidos nucleicos, observando-se
gue uma bactéria tipica contém em torno de 12% de nitrogénio, em
relagdo & massa de matéria seca. Na natureza, este elemento encontra-se
mais frequentemente na forma de amdnia (NHs) ou aménio (NH,"),
nitrato (NO3) ou gés N,(SCHMIDELL; REGINATTO, 2007). O nitrito
€ pouco encontrado, ou presente em baixas concentragdes, devido a ser
um composto intermediario e muito reativo.

O aporte excessivo desses nutrientes nos sistemas aquaticos,
nomeadamente N e P, promove o crescimento de microalgas e vegetais,
causando diversos problemas, entre os quais a floracdo excessiva de
microalgas (algalblooms), que pode provocar liberacdo de toxinas para a
fase aquosa. Esses nutrientes aceleram o processo de eutrofizagdo de
lagos, lagoas e baias, com alteracdo das propriedades da &gua,
diminuicdo da lamina liquida e acimulo de lodo no leito desses corpos
receptores (SANT’ANNA JUNIOR, 2010).De acordo com Wiesmannet
al. (2007), vérios problemas resultam da descarga de aguas residudrias
contendo amdnia e nitrato em rios e lagos: a amonia é oxidada por
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bactérias para nitrito e nitrato, levando a uma redugéo da concentracdo
de oxigénio dissolvido e a morte de peixes. Essa nitrificacdo da amonia
ndo controlada causa um decréscimo no pH no curso de agua receptor.
O nitrato estimula o crescimento de algas, contribuindo para a
eutrofizacdo de corpos de &gua abertos. Em camadas de solo livres de
oxigénio contendo nitrato, a desnitrificacdo pode causar o acimulo de
lodo e decomposicdo anaerdbia, resultando na geracdo de metano.

De acordo com Sant’Anna Junior (2010), o fon aménio (NH,") é
a forma de nitrogénio inorgénico mais abundante encontrada nas &guas
residudrias, cujo equilibrio com a forma ionizada (NHs), representado
pela Equacdo 1, é fortemente dependente do pH.

NH3 + H+—> NH4+ (1)

A Figura 1 apresenta a curva de equilibrio quimico entre as
formas de NH, e NHs.

- — —_NH3
90
~ ——NH4+
80 ™
\-;- ™
95.70 E \\\
|S 60
g 50
c
2 a0 .
S 30 | NG
20 4 P b .
10 - ——
o b—— :
7 7.5 8 8,5 9 9,5 10
pH
Figura 1-Curva de equilibrio quimico entre as formas de NH,"e NH3a
25°C.

Fonte: FERRETI, 2005.

Para valores de pH menores ou iguais a 7, muito comuns em
aguas naturais, a forma ionizada é predominante. Para valores de pH na
faixa de 8 a 9,5 a fracdo na forma ndo ionizada cresce acentuadamente
de cerca de 8 a 70%. Acima de pH 11, a forma ndo ionizada €
dominante.

Ambas as formas sdo toxicas para a vida aquatica, especialmente
a forma ndo ionizada. Ademais, o nitrogénio amoniacal serd oxidado
nos corpos receptores por bactérias nitrificantes, o que pode causar
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significativo déficit de oxigénio nesses ambientes e apresentar
toxicidade as formas de vida aquética.

Sendo assim, a concentracdo de nitrogénio lancada nos corpos
d’agua deve ser monitorada e controlada, a fim de evitar contaminagdes
gue possam vir a desencadear problemas ambientais. A legislacdo
brasileira, através da resolugdo n° 430 de 2011 do CONAMA estabelece
como limite de lancamento de nitrogénio amoniacal em corpos d’agua a
concentracdo de 20,0 mg.L™.

Neste contexto, surge entdo a necessidade de se desenvolver,
cada vez mais, novos processos tecnoldgicos, com melhores custos-
beneficios, para remocdo do nitrogénio de efluentes.Estes podem ser
fisicos, quimicos ou biologicos.Os processos bioldgicos tém sido
amplamente estudados por apresentarem menor custo de implantacdo e
manutencao comparado aos processos fisico-quimicos.

3.3 PROCESSOS BIOLOQICOSCONVENCIONAIS PARA
REMOCAO DE NITROGENIO

Em sistemas de tratamento convencionais, a eliminacdo biolégica
de nitrogénio a partir de aguas residuarias requer um processo com duas
etapas, envolvendo o processo de nitrificagdo seguido por
desnitrificagdo (AHN, 2006).

Na primeira etapa, de nitrificacdo, realizada em condicgdes
aerobias, a amonia é convertida a nitrato. Na segunda etapa, de
desnitrificagdo, realizada na auséncia ou em baixas concentracBes de
oxigénio, nitrato é convertido a N, gasoso, o qual é lancado na
atmosfera (SCHMIDELL; REGINATTO, 2007).

Tendo em vista as caracteristicas bioldgicas distintas destas
duasetapas é comum examina-las separadamente.

3.3.1 Nitrificacdo

A nitrificacdo é definida como a oxidacéo biol6gica do nitrogénio
amoniacal em nitrato, apresentando nitrito como intermediario. Esse
processo é realizado principalmente por bactérias
aerobias,quimioautotréficas obrigatdrias, utilizando desta forma CO,
como fonte de carbono e aoxida¢do de um substrato inorgénico como,
por exemplo, a aménia a formasmineralizadas como fonte de energia
(VON SPERLING, 1996).Espécies pertencentes aos géneros
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Nitrosomonas e Nitrobacter sdo responsaveis pela maior parte da
nitrificacdo na natureza (ANTHONISEN et al., 1976).

O processo de nitrificacdo envolve duas etapas, a saber: nitritagdo
e nitratagdo (SANT’ANNA JUNIOR, 2010). As reacdes abaixo ilustram
as transformagdes globais ocorridas nessas duas etapas (WIESMANNet
al., 2007). A Equacéo 2 representa a etapa de nitritacdo e a Equacédo 3 a
etapa de nitratacdo.

NH," + 1,50, — NO; + H,0 + 2H" )
AG® = -240 ... -350kJ.mol™

NO, + 0,5 0, — NO3 3)
AG® = -65 ... -90kJ/mol

Do ponto de vista energético, a reacdo global da primeira etapa
(nitritacdo) disponibiliza mais energia do que a reacdo de nitratacdo.
Essa disponibilidade energética favorece as bactérias que oxidam
ambnia (BOA) em relacdo as que oxidam o nitrito (BON)
(SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

Em relacdo ao crescimento celular, Henzeet al. (1997) propdem
as seguintes equacdes estequiomeétricas, para as etapas de nitritacdo e
nitratacdo, respectivamente:

80,7NH," + 114,550, + 160,4HCO; — (4)
CsH/NO, + 79,7NO, + 82,7H,0 + 155,4H,CO;

134,5NO;" + NH; ™+ 62,250, + HCO3+ 4H,CO3— (5)
CsH7NO,+ 134,5N0O35" + 3H,0

Resultando na equacéo final:

NH," + 1,860, + 1,98HCO; — (6)
0,020CsH;NO; + 0,98NO;3" + 1,88H,CO4+ 1,04H,0

Vérias sdo asvaridveis que influenciam no desempenho
daspopulacbes de bactérias nitrificantes, tais como oxigénio dissolvido
(OD), pH, temperatura(T), tempo de retengdo hidraulico (TRH) e tempo
de retencdo celular (TRC). Destes o pHe 0 OD sdo 0s mais importantes
(WIESMANNet al., 2007).

Uma vez que a nitrificagdo ocorre com liberagdo de jons H* ao
meio, se a alcalinidade néo for adequada pode haver queda abrupta do
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pH, atingindo valores que causam a interrupcdo do processo. A
alcalinidade de um dado efluente pode ser suprimida por uma variedade
de substancias, mas é expressa em termos equivalentes ao carbonato de
calcio (CaCOs). De acordo com as relagBes estequiométricas, cerca de
7,4 kg de alcalinidade (CaCOgz) sdo consumidos por kg de aménia
oxidada (SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

O pH do meio apresenta trés efeitos sobre a nitrificacdo: ativacao
e inativacdodas bactérias, efeitos nutricionais associados a alcalinidade e
carbono inorgéanico e,ainda, inibicdo por amdnia livre (AL) e é&cido
nitroso livre (ANL). A presenca de jons OH ou H* pode afetar as
enzimas presentes no metabolismodas bactérias, blogueando o sitio
ativo de forma reversivel e causando certa inibi¢cdo.Em baixos valores
de pH, o0 CO, pode ser removido do sistema por stripping, gerandouma
deficiéncia de carbono inorganico para as bactérias autotroficas
(FERRETTI, 2009).

Embora muitos autores citem uma faixa de pH ideal como sendo
entre 7 e 8(METCALF & EDDY, 2003; VON SPERLING, 1997;
FERRETTI, 2005), Anthonisenet al. (1976)demonstram que mesmo em
pHs préximos da neutralidade, dependendo da concentracdode aménia
total e nitrito do meio, pode existir inibicdo de
Nitrosomonase/ouNitrobacterspela presenca de amonia livre ou &cido
nitroso em excesso. As concentragdes de aménia livre e &cido nitroso
livre sdo dependentes do pH e da temperatura, podendo ser
determinadas através das Equacgdes 7 e 8.

17 ([N —NHs] + [N — NH,] x 10PH 7
[NH ] 14 ( 6.344 c
ez 70 % 10pH
46 N — NO; 8
[HNO,] = ( [ 2] ) ©
147\ (G220 o 1gpn

Ainda em seu trabalho, Anthonisenet al. (1976) elaborou um
diagrama (Figura 2) para verificar visualmente a inibigdo por &cido
nitroso livre e/ou amdnia livre em funcéo da concentracdo das espécies e
do pH.
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Figura 2 - Comportamento das bactérias do género Nitrosomonas e
Nitrobacterem diferentes faixas de concentragdo de amonia livre e acido

nitroso livre em funcédo do pH.
Fonte: adaptado de Anthonisenet al., 1976.

A zona de inibicdo de NitrobactereNitrosomonas,no canto
superior direito da Figura 2, para pH acima de 7,5, representa a condicédo
em que a concentracdo de amonia livre é alta o suficiente para inibir
ambas as bactérias, neste caso, a nitrificagdo ndo ocorrerd e havera
acumulo de ambdnia no sistema. Em concentracBes de amoénia livre
baixas e pH acima de 7,0, zona representada pelo canto inferior direito
da Figura 2, somente Nitrobacter podem ser inibidas, ocorrendo o
acumulo de nitrito.Altas concentragdes de nitrito e baixo pH, favorecem
a formacdo de éacido nitroso livre, inibindo bactérias Nitrobacter,
representado pela zona no canto esquerdo da Figura 2. A zona de
nitrificacdo completa ocorre para concentracdes de amdnia livre e acido
nitroso livre menores que 10°’mg.L™ e pH nafaixa de 5,5-7,5.

As populacbes de BON séo facilmente inibidas pela limitagdo do
OD. Para que haja uma completa nitrificacdo, o oxigénio dissolvido
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deve ser mantido a uma concentracdo superior a 2 mgO..L™ no reator
(BORTOLI, 2010; SCHIERHOLT NETO, 2007).

No que diz respeito ao tratamento de efluentes contendo matéria
organica, segundo Sant’Anna Junior (2010), ha evidéncias da ocorréncia
da nitrificacdo em ambientes com niveis significativos desta, desde que
outras grandezas estejam disponiveis em niveis adequados (pH,
temperatura, OD, etc).

Entretanto, como a presenca de matéria organica favorece o
crescimento de bactérias heterotréficas, as quais apresentam velocidades
de crescimento muito maiores do que as nitrificantes autotréficas, as
primeiras tendem a dominar os aglomerados microbianos tipicos dos
reatores (biofilmes e flocos) (SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

A remocgdo simultdnea de Carbono Orgénico Total (COT) e
Solidos Suspensos Total (SST) em agua residuaria da suinocultura
usando o processo de nitrificacdo parcial foi estudada por Pra et al.
(2012), no qual verificou-se uma reducdo no desempenho do processo
de nitrificacdo para cargas de carbono maiores que 2 kgCOT.m>.d?,
devido & competicdo entre BOA e bactérias heterotréficas, tendendo as
BOA a serem eliminadas do processo.

3.3.2  Desnitrificacéo

Bactérias desnitrificantes sdo capazes de remover nitrogénio
oxidado de aguas residudrias, convertendo-o a gas N,,0 qual é liberado
para a atmosfera. A maioria dos organismos desnitrificantes sdo
bactérias  heterotr6ficas  aer6bias  facultativas,  constituindo
aproximadamente 80% das bactérias dentro de um ambiente de lodos
ativados. Sob condigBes anoxicas, nitrito e nitrato servem como
aceptores de elétrons ao invés de O, e substratos organicos como
doadores de elétrons para producdo de ATP quando a concentracdo de
oxigénioé muito baixa (WIESMANNet al., 2007).

Ha cinco principais compostos nitrogenados na desnitrificacao.
Nitrato é o substrato inicial da desnitrificacdo e N, molecular é o
produto final. Outros intermediarios como NO e N,O podem ser
emitidos se ocorrer desnitrificacdo incompleta devido a altas
concentracBes de nitrato e relativamente baixas concentracGes de
substrato organico (WIESMANNet al., 2007).

A Equacdo 9 ilustra os produtos formados nas etapas do processo
(SANT’ANNA JUNIOR, 2010).
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NO;” — NO, — NO — N,0 — N, )

Um grande nimero de espécies de bactérias tem se mostrado
capaz de realizar a desnitrificacdo. Essas espécies estdo incluidas nos
géneros Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Artrobacter, Bacillus, Chromobacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Hypomicrobium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus,
Propionibacterium, Pseudomonas, Rizobium, Rhodopseudomonas,
Spirillum, Vibrio, Halobacterium e Methanobacterium(METCALF &
EDDY, 2003).

As enzimas envolvidas na desnitrificacdo sdo: nitrato redutase,
nitrito redutase, éxido nitrico redutase e éxido nitroso redutase. Elas
catalisam as etapas reacionais ilustradas na Equacdo 9 (SANT’ANNA
JUNIOR, 2010).

A desnitrificacdo é importante especialmente para afluentes com
baixa alcalinidade natural. Isso porque a perda de alcalinidade pela
producdo de &cido durante a nitrificacdo pode ser recuperada pela
desnitrificagdo. Em sistemas onde ocorrem a nitrificacdo, o pH pode
reduzir-se a valores inaceitavelmente baixos, mas, se no mesmo sistema,
ocorrer a desnitrificacdo, cerca de metade da alcalinidade consumida
pode ser recuperada (VON SPERLING, 1997).A desnitrificacdo produz
alcalinidade na proporcdo de 1 gramaem alcalinidade por mol de N
(HENZE et al., 1997).

O material organico necessario pode ser adicionado
artificialmente, como metanol, etanol, acetato e outros, ou disponivel
internamente no proprio processo. O metanol, por ser disponivel e
apresentar alto contedo especifico de carbono, tem sido largamente
utilizado (VON SPERLING, 1997; SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

Quase todas as bactériasdesnitrificantes sdo capazes de usar NO,
e NO;3. O catabolismo desse processo, 0 qual fornece duas etapas de
crescimento e producdo de energia, é descrito de uma forma
simplificada usando metanol como fonte de energia (WIESMANNEet al.,
2007):

6 NO3 + 2 CHsOH — 6 NO,+ 2 CO, + 4 H,0 (10)
6 NO, +3 CH;OH — 2N +3C0, +3H,0+6OH (1)

6 NO3 +5 CH3OH — 3 N,+ 5 CO, + 7 H,0 + 6 OH’ (12)
AG = -783 kJ.mol*
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A relagdo carbono/nitrogénio (C/N) utilizada na desnitrificacdo
varia de acordo com a matéria organica utilizada e com a
biodisponibilidade deste carbono (KUNZ et al., 2012). Ao se utilizar
acetato como fonte de carbono, sdo necessarios 0,125 moles de
acetato/0,1438 moles de NO3', ou seja, 3,66 g de acetato/g N-NO3 (3,47
g DQO:1g N-NO3) (RITTMANN; MCCARTY, 2001), a reacdo
guimica com a quantidade de células produzidas é representada pela
Equacéo 13.

0,125CH;COO" + 0,1438NO5 + 0,1438H" — (13)
0,0122 CsH;NO, + 0,0658N,+ 0,125HCO;
+0,0639C0,+0,1542H,0

As condicfes mais favoraveis para a desnitrificacdo sdo pH no
valor de 8 e temperatura de 35°C. Nestas condi¢cbes a velocidade
especifica de crescimento atinge valores da ordem de 3 a 6 d*, portanto
bem superiores aos valores indicados para as bactérias autotrdficas
(SCHMIDELL; REGINATTO, 2005).

O nivel de OD ¢ considerado umagrandeza chave para o éxito do
processo, visto ser a desnitrificagdo um processo que deve ser conduzido
em condi¢des andxicas (SANT’ANNA JUNIOR, 2010). A presenca de
oxigénio pode inibir a desnitrificacdo de maneirareversivel. Em
condi¢des com altas concentragdes de OD, a biomassa tem preferéncia
pelo uso do oxigénio pararespirar por se tornar energeticamente mais
favoravel. O efeito inibitoriopor oxigénio tem sido observado para
concentragbes acima de 0,13mgO,.L™" (ORHON; ARTAN, 1994).
Teoricamente recomenda-se um nivel maximo de 0,2 a 0,3 mgOz.L'l,
acima deste valor a desnitrificacdoé reduzida significativamente (VAN
HAANDEL; MARAIS, 1999).Conforme Payne (1973), o oxigénio
molecular livre suprime a formacao da enzima nitrato redutase.

Segundo Wiesmannet al. (2007), a suficiéncia em substrato
organico é uma das principais varidveis de controle para desnitrificacdo.
A razdo Gtima entre carbono organico e nitrogénio na forma de nitrato €
aproximadamente 0,89 gDQO.(gN-NOz)™" para que ocorra completa
desnitrificacdo. O valor para nitrito € um pouco menor, 0,58gDQO.(gN-
NO,)™. Essa é uma das vantagens da nitrificacdo via acimulo de NO,,
pois uma alta velocidade de desnitrificagdo pode ser alcangada quando a
concentracdo de matéria organica prontamente disponivel é controlada.
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3.4  OUTROS PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMOCAO DE
NITROGENIO

Processos convencionais de remoc¢do bioldgica de nitrogénio,
(nitrificacdo e desnitrificacdo), objetivando o tratamento de &guas
residuérias tém sido amplamente estudados, sendo aplicaveis para
efluentes contendo concentragbes de até 100 mgNr.L™. Contudo,
algumas aguas residuérias, tais como efluentes po6s digestdo anaerdbia,
chorumes provenientes de aterros sanitarios, efluentes industriais e
escoamentos agricolas superficiais contém concentraces de nitrogénio
mais elevadas (WANG et al, 2010), necessitando de tecnologias de
tratamento mais eficientes.

Nos dltimos anos varios processos alternativos a
nitrificacdo/desnitrificacdo e de baixos custos, objetivando remocdo de
altas cargas de nitrogénio vem sendo desenvolvidos, incluindo
nitrificacdo parcial, oxidacdo anaer6bia da amoénia (processo
ANAMMOX) e seu sistema combinado (processo de desamonificagdo)
(AHN, 2006).

Estes processos, em especial o0s sistemas que combinam
nitrificagdo parcial e ANAMMOX, sdo extremamente vantajosos, uma
vez que possibilitam a remocdo de maiores cargas de nitrogénio, ndo
necessitam da adicdo de uma fonte externa de carbono organico,
apresentam baixa producdo de lodo e requerem menor demanda de
energia e oxigénio.

3.4.1 Nitrificacéo parcial

O processo de nitrificacdo parcial, também conhecido por
nitritacdo, consiste em controlar varidveis operacionais tais como
oxigénio dissolvido, temperatura, pH, etc, interrompendo a reacdo de
nitrificacdo na etapa de producéo de nitrito, através do favorecimento da
atividade das BOA em detrimento das BON.

Como pode ser visto nas Equacfes 2 e 3, para cada 1 mol de
amobnia, a BOA usa 1,5 mol de oxigénio e a BON usa 0,5 mol de
oxigénio, implicando em 25% menos oxigénio demandado na
nitrificagdo parcial comparado & nitrificagdo completa (PAREDES et
al., 2007).

Por estas razoes, a nitrificacdo parcial até nitrito pode ser um
atrativo, pois pode resultar em uma reducéo da demanda de oxigénio na
etapa de nitrificacdo resultando em uma economia na aeragdo e
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posteriormente uma reducdo na DQO requerida para desnitrificagdo
(RUIZet al., 2003).Anitrificacdo parcial resulta da seletiva proliferacdo
de BOA sobre BON (AHNet al., 2008).

Diversos fatores ambientais influenciam o processo de
nitrificacdo (temperatura, pH, etc), sendo alguns deles, ou a
combinacdo, a base para o desenvolvimento das tecnologias de
nitrificacdo parcial. Na pratica, todas sdo dependentes da inibigdo ou
limitacdo da segunda etapa da nitrificacdo ou formagdo de nitrato
(PAREDES et al., 2007), também conhecida como nitratacéo.

3.4.1.1 Estratégias para controleda nitrificacdo parcial

A obtencdo de um reator de nitrificagdo com acimulo de nitrito
estavel é o fator determinante para o controle do processo de nitritacéo.
Para isso, diferentes estratégias e abordagens tem sido usadas, incluindo
controle de temperatura, o pH, concentracdo de OD no reator, bem
como a presenca de N-NH,* (PAREDES et al., 2007).

34111 Amobnia livre (AL), acido nitrosolivre (ANL) e o pH

Anthonisenet al. (1976) reportaram que a concentracdo de AL
inibitéria é maior para Nitrosomonas do que para Nitrobacter. Altas
concentracBes de AL e ANLfavorecem as BOA, uma vez que as BON
sd0 mais sensiveis nesta condicdo de operacdo. O equilibrio depende do
pH da solucdo (EquacBes 7 e 8). Ainda segundo Anthonisenet al.
(1976), ocorre a inibicdo deNitrosomonas entre 10 e 150 mgNHz.L™" e
deNitrobacter entre 0,1 e 1,0 mgNHz.L™. Também a inibicdo dos
microrganismos nitrificantes é detectada para concentragcfes de ANL
entre 0,22 e 2,8 mgHNO,.L™.

A produgdo apropriada da mistura nitrito/amdnio depende da
razdo alcalinidade/aménio no afluente (FUX et al., 2002). Uma
alcalinidade adequada no afluente deve ser garantida, pois durante a
etapa de nitritagdo, ha producio de jons H* (Equagéo 2)e, como visto, 0
processo de nitrificacdo parcial é sensivel a queda de pH e formacdo de
AL e ANL.

34112 Temperatura

A velocidade de crescimento das BOA e BON é dependente da
temperatura.As BOA tém velocidade de crescimento superior 8BON a
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altas temperaturas (RUIZet al., 2003). Em temperaturas maiores que
15°C, as BOA crescem mais rapidamente que BON, podendo sobressair
guando expostas a temperaturas em torno de 25°C(ZHU et al., 2008).

O efeito da temperatura sob a velocidade de crescimento de
ambos 0s grupos de bactérias, BOA e BON, pode ser visualizado na
Figura 3.
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Figura 3 - Efeito da temperatura sobre a velocidade de

crescimento das BOA e das BON.
Fonte: adaptado de ZHU et al., 2008.

34.1.1.3 Oxigénio dissolvido

Tanto as BOA como as BON s&o bactérias aerébias, no entanto as
BON sdo mais sensiveis a baixas concentraces de OD no meio,
sofrendo clara inibicio em sua atividade oxidante (SCHMIDELL;
REGINATTO, 2007).

A variacdo da concentracdo de oxigénio no reator & também um
possivel caminho para melhorar o acimulo de nitrito. Isto é baseado na
diferenca entre o coeficiente de saturagdo da cinética de Monod para
oxidacdo da aménia e oxidac¢do do nitrito que sdo conhecidos por ser 0,3
e 1,1 mg.L™, respectivamente (WIESMANNEet al., 2007). Logo, operar
0 reator em baixas concentracdes e oxigénio deveria reduzir a atividade
de BON, provendo assim o acimulo de nitrito no sistema.

Ciudadet al. (2005) obtiveram um alto nivel de acimulo de nitrito
em um longo tempo de operagdo (varios meses) com lodo ativado
nitrificante & 1,4 mgOD.L™, obtendo uma redugéo de 40% no valor do
coeficiente de transferéncia de massa (kLa) requerido, nas condicdes de
operacdo estudadas. Ainda de acordo com estes mesmos autores, este
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valor pode ser um caso especifico devido a variagdo da transferéncia de
massa de oxigénio em diferentes configuracGes de reatores.

Ruiz et al. (2006) estudaram a influéncia da concentracdo de OD
no acumulo de nitrito durante o processo de nitrificacdo e observaram
um maior acimulo deste ion, sem afetar a remocdo de amonia, na
concentracdo de 0,7 mgOD.L™.

342 ANAMMOX

A oxidacdo anaerébia do aménio (ANAMMOX) é a opcdo
tecnoldgica mais promissora difundida para tratar dguas residuarias com
alta concentracdo de amonio e baixa concentracdo de matéria orgénica
(KUENEN, 2008).

No processo ANAMMOX (do inglés,
AnaerobicAmmoniumOxidation), o nitrogénio amoniacal é convertido a
nitrogénio gasoso por bactérias oxidadoras anaerébias com o nitrito
atuando como aceptor de elétrons,sob condicbes andxicas (SCHEEREN
etal., 2011).

A oxidacdo anaerébia do ambnio foi primeiramente descoberta
em 1995 em um reator de leito fluidizado desnitrificante.Desde a sua
descoberta,varios processos diferentes usando bactériasanammox tém
sido implementados para alcancar a completa remogdo de nitrogénio
autotrdfica de aguas residuarias (MULDER et al., 1995).

O processo ANAMMOX ¢é catalisado por bactérias
guimiolitoautotréficas do filo Planctomycetes. Varios géneros tém sido
identificados como capazes de realizar este processo: Brocadia,
Kuenenia, Scalindua, AnamoxoglobuseJetenia (KUENEN, 2008).Em
um estudo realizado por Viancelliet al. (2011), analisou-se a bactéria
responsavel pela atividade anammox em umreator experimental
aclimatado com o lodo detratamento anaerébio de dejetos de suinos. Os
resultados deste estudo indicaram um novo género debactéria para o
processo ANAMMOX relacionado comPlanctomyceteKSU-1 e Jettenia
asiatica, reportando diferencasfilogenéticas da microbiota brasileira
comparadas com as jadescobertas em outras partes do mundo, sendo
nomeada deBrasilisconcordiensis.

Pouco depois da descoberta do processo ANAMMOX por
Mulder et al. (1995), Van de Graafet al. (1995) observaram que o nitrito
era o aceptor de elétrons no processo, conforme Equagéo 14.
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NH4+ + NOZ— — N2+ 2H20 (14)
AG® = -358 kJ/moINH,*

Experimentos com *°N-marcado foram realizados a fim de se
esclarecer as rotas metabdlicas para a oxidacdo anaerébia do amoénio em
BrocadiaAnammoxidans(VAN DE GRAAF et al., 1997). Neste estudo,
hidroxilamina foi considerada um composto intermediario da reacdo de
reducdo do nitrito e a hidrazina como um composto intermediario da
reacdo entre hidroxilamina e o ion aménio, conforme pode ser
visualizado na Figura 4.
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Figura 4 - Possivel rota metabolica da oxidacao anaerébia do aménio.
Onde: (1) Formagdo da hidrazina, (2, 3 e 4) formagao da hidroxilamina

e N,, (5) formacéo do nitrato.
Fonte: VAN DE GRAAF et al., 1997.

Hidrazina é o composto formado pela oxidacdo do ion aménio
com ajuda da hidrazina-hidrolase. A enzima hidrazina-hidrolase (HH)
atravessa a membrana celular e promove a reacdo de oxidagdo do
amonio para formar hidrazina. A enzima hidrazina-oxidase (HZO), que
esta situada na membrana celular, na parte do anammoxosoma, catalisa
a reacdo da hidrazina a nitrogénio gasoso. Nesta reacdo os elétrons
gerados sdo transferidos para a enzima nitrito-redutase e assim o ciclo
continua (ZHUet al., 2008).

Em termos de producdo de biomassa, o processo ANAMMOX é
descrito pela seguinte equacdo estequiométrica (STROUS et al.,1998).

NH," + 1,32NO, + 0,066HCO; + 0,13H"— (15)
1,02N,+0,26NO3" + 0,066CH,005Ng 15+ 2,03H,0
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Esta estequiometria indica um crescimento autotréfico bastante
limitado, 0 que permite prever processos com start-up bastante longos.A
estequiometria propde, assumindo células como CH,0q5Ng 15 um fator
de conversdo de 0,11 gSSV/gN-NH," consumido, ou seja um valor
ainda menor que o observado para a oxidacdo do aménio a nitrato
(SCHMIDELL; REGINATTO, 2007).Por outro lado, a vantagem de um
lento crescimento € a pequena producdo de lodo, uma vez que o tempo
estimado de duplicacdo é de 11 dias. Desta forma, a utilizacdo de
reatores com um sistema eficiente de retencdo de biomassa é
fundamental para o enriquecimento da cultura (VAN DONGENet al.,
2001; SCHMIDT et al., 2002).

3.4.2.1 Estratégias para controle do processo ANAMMOX

O processo ANAMMOX exige um controle bastante rigido das
condi¢Bes operacionais do sistema uma vez que 0S microrganismos
envolvidos apresentam grande sensibilidade a varidveis operacionais,
tais como oxigénio dissolvido, temperatura, pH, concentragdo de
substrato, presenca de matéria organica, etc.

34211 Oxigénio dissolvido

Considerando que o processo ANAMMOXocorre em condi¢es
anoxicas, baixas concentragdes de oxigénio no meio j& podem interferir
na sua eficiéncia. Quando a concentracdo de OD néo for suficiente para
provocar a inibi¢do total do processo, poderd provocar a inibi¢do parcial
ou até mesmo provocar a competicdo entre bactérias aerdbias e
anaerdbias oxidadoras de aménio diminuindo, assim, a remocdo de
nitrogénio pelo processo ANAMMOX (SCHEEREN et al.,
2011).Strouset al. (1997), demonstraram que a atividade das
bactériasanammox foi temporariamente inibida a concentragbes de OD
de 0,2 mg.L™ e que esta inibicdo pode ser reversivel sob condicdes
anoxicas. Com concentragdes de OD entre 0,2-1,0 mg.L™, estas sofrem
inibicdo completa. Sendo assim, o OD deve ser estritamente controlado,
para evitar inibi¢do do processo por oxigénio.

34212 Temperatura
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A temperatura € um importante fator para o crescimento e
atividade metabodlica celular. Normalmente, células crescem mais
rapidamente a temperaturas maiores. Devido a velocidade de
crescimento celular das bactériasanammox ser lenta, ndo houve
nenhuma correlagdo exata entre sua velocidade de crescimento e a
temperatura (ZHU et al., 2008). Sua temperatura 6tima se encontra na
faixa de 30-40°C (STROUS et al, 1999; DOSTA et al., 2008). Em
temperaturas maiores que 45°C, ocorre um decaimento irreversivel na
atividade (DOSTA et al., 2008).Dostaet al. (2008), reportaram que 0
sistema ANAMMOX poderia ser operado com sucesso a 18°C,
entretanto, o nitrito comecou a acumular e a estabilidade do processo foi
perdida a 15°C.

Em sistemas naturais, bactérias anammox tem alta capacidade de
tolerdncia em temperaturas entre -2 e 85°C (GAO; TAO, 2011,
RYSGAARDet al., 2004; BYRNE et al., 2009). Estes resultados
proporcionam a possibilidade do processo ser aclimatado e entdo ser
usado para tratar aguas residudriasem varias temperaturas (JIN et al.,
2012).

3.4.2.13 pH

A faixa de pH apropriada do processo varia dependendodo tipo
de bactéria, mas geralmente o pH adequado se situa entre 7,7-8,3 com a
velocidade de remogdo méxima ocorrendo a pH 8,0 (STROUS et al.,
1997).

Baixo pH diminui a concentracdo de AL, mas aumenta a
concentracdo de ANL (MOSQUERA-CORRAL et al., 2005). As
bactériasanammox séo vulneraveis a inibicdo por ANL. Fernandez et al.
(2012) observaram um decaimento de 50% da Atividade Especifica
Anammox (AEA) na presenca de 11 pgN-HNO,.L™ no caso de biofilme
e 30% da atividade na presenca de 4,4 ugN-HNO,.L™ em reator com
biomassa em flocos.

34.214 Concentracgdo de substrato

O ambnio (o substrato para asanammox) e o nitrato (0 produto)
causam pequena inibicdo nas bactériasanammox quando suas
concentracdes sdo inferiores a 1000 mg.L™ (JETTEN et al., 1999).
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Entretanto, nitrito (o outro substrato) causa impacto a uma concentragdo
de 100 mg.L™* (STROUS et al., 1999).

Schierholt Neto (2007) trabalhou com um reator de fluxo
ascendente com biomassa imobilizada, temperatura controlada em 35°C,
concentracdo de OD inferior a 0,5 mg.L™ e observou inicio de inibicdo
do procizsso ANAMMOX por nitrito a uma concentracdo de 140 mgN-
NO,".L™.

Estudos sobre a AEA, realizados por Dapena-Mora et al. (2007)
mostraram um decaimento de 50% da atividade quando concentracdes
de nitrogénio na forma de aménio e nitrito excederam 770 e 350 mg.L™,
respectivamente.

As concentracBes em que 0s compostos nitrogenados provocam
inibicdo ou reducdo da eficiéncia do processo ANAMMOX variam de
um estudo para outro em funcdo da espécie de bactéria utilizada, da
configuragdo do reator, das condi¢Bes fisicas oferecidas ao processo,
como  temperatura,  oxigénio,  movimento, dentre  outros
(CASAGRANDE, 2011a).

3.4.2.15 Matéria organica

A composicdo de aguas residuarias a serem tratadas é muito
complexa, e muitas destas, como aguas residudrias de produgdo animal,
mesmo aplOs passar porpré-tratamentos para remog¢do de compostos
organicos, ainda apresentam concentracdes destes compostos, que
podem vir a afetar o pds-tratamento, utilizando o processo
ANAMMOX. Conhecer a inibicdo das bactérias anammox por matéria
organica torna-se imprescindivel para que se possa aplicar este processo
no tratamento deste tipo de efluente contendo nitrogénio e matéria
organica.

Bactérias com atividade anammox sdo muito sensiveis a alcoois,
principalmente metanol. Concentra¢des de metanol tdo baixas quanto 40
mg.L™ levam & inibicdo imediata, completa e irreversivel do processo.
Este aspecto deve ser levado em conta, devido ao metanol ser
frequentemente usado para remover nitrato em pds-desnitrificacdo ou
para compensar a reducdo do pH em reatores de nitrificacdo parcial
(PAREDES et al., 2007).

Concentragbes de DQO em torno de 237 mg.L™, para efluente
pos-digestato, e em torno de 290 mg.L” para efluente oxidado
parcialmente,afetaram negativamente o processo  ANAMMOX e
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facilitaram a proliferacdo de bactériasdesnitrificantes heterotréficas
(MOLINUEVO et al., 2009). As bactérias anammox ndo sdo mais
capazes de competir com as desnitrificantes heterotroficas a razdo C:N
de aproximadamente 1:1 (GUVEN et al., 2005).

Dapena-Mora et al.(2007) testaram a inibicdo da AEA utilizando
acetato de sdédio como fonte de matéria organica e observaram uma
inibicdo de 50% da atividade com concentracéo de 35 mmol.L™ (o que
corresponde a 840 mg.L™ de COT).

Niet al. (2012) investigaram a performance de granulos anammox
sob diferentes cargas de matéria organica em reatores UASB
alimentados com leite sem gordura como fonte de matéria orgénica.
Neste estudo, observou-se que a adi¢do de matéria orgénica teve efeito
limitadosobre a remogéo de nitrito pelo lodo granular anammox, mas
afetou negativamente a remocdo de aménio. Devido a reacdo do nitrato
por desnitrificantes, a adi¢do de pequenas concentracbes de matéria
organica favoreceu a remocdo de nitrogénio total. Quando a razédo
DQO/N foi maior do que 0,4, microrganismosanammox ndo puderam
competir com desnitrificantes, levando a reducdo do numero de
bactérias anammox e ao aumento da quantidade de bactérias
desnitrificantes.

3.4.3 NITRIFICACAO PARCIAL + ANAMMOX

A oxidacdo anaerdbica do amonio é caracterizada ndo somente
pelo lento crescimento das bactérias mas também por sua interagdo com
outras bactérias (PAREDES et al., 2007).

A 4agua residudria a ser tratada pelo processo ANAMMOX
necessita de uma fonte de nitrito. Neste contexto, € necessario um
processo anterior a este, para producdo deste nitrito, conhecido como
nitrificacdo parcial. Essa interacdo pode se dar de duas formas
diferentes: em reatores em série, sendo um para nitrificacdo parcial e
outro para o processo ANAMMOX, ou em um sistema de reator Gnico,
onde as condicdes de processo sdo rigorosamente controladas, de forma
a proporcionar uma interagéo e o0 convivio concomitante entre bactérias
nitrificantes e anammox, conhecido como processo de desamonificacgao.

3.4.3.1 Sistema de reatores em série

Este processo é conhecido também como SHARON-
ANAMMOX. O processo ocorre em dois reatores em série, sendo o
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primeiro para nitrificagdo parcial e o0 segundo para 0 processo
ANAMMOX.

Na primeira etapa, a nitrificacdo total deve ser evitada e o
efluente deve conter 50% de amonio e 50% de nitrito (PAREDES et al.,
2007). A Figura 5 apresenta um esquema deste processo.

95% N,
500/0 NH4‘N SO/Q Noa‘N
bs: —_— ’
. 50% NO,-N
Sharon Anammox
(Chemostat) (IC reactor)

Figura 5 - Esquema representando o processo combinado de nitrificacdo
parcia-FANAMMOX para remocao de aménio de aguas residuarias.
Fonte: JETTEN et al., 2002.

Para alcancar a nitrificacdo parcial diferentes estratégias séo
usadas a fim de favorecer a proliferacdo de BOA sobre BON (item
3.4.1.1).

Geralmente, 0 processo de nitrificacdo parcial é alcancado em um
reator de tanque agitado, com condi¢cdes Unicas de operacdo: sem
retencdo de lodo, cerca de um dia de TRH, 30-40°C de temperatura epH
na faixa de 6,6-7,0 (AHN, 2006).

Na segunda etapa, devem ser consideradas variaveis que possam
interferir na eficiéncia ou inibir o processo ANAMMOX (item 3.4.2.1).

Este processo ndo requer carbono organico (DQO), produz menos
lodo e usa somente 40% da energia requerida para aeracdo, comparado
ao processo convencional de remocéo de nitrogénio (HAOet al.,2002).

3.4.3.2 Sistema de reator Unico: desamonificacdo

A combinagdo dos processos de nitrificagdo parcial e
ANAMMOXpode ser conduzida em um Gnico reator e tem recebido
diferentes nomes: desamonificacdo, OLAND (do inglés,Oxygen-
LimitedAutotrophicNitrification-Denitrification) ou CANON (do
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inglésCompletelyAutotrophicNitrogenremoval Over Nitrite)
(VAZQUEZ-PADIN et al., 2009).

De acordo com Ahn (2006), neste processo, essas duas reagdes
sequenciais ocorrem em um reator Unico e aerado, implicando que dois
grupos de bactérias (Nitrosomonas como microrganismos aerobios e
Planctomycete como anaerébios) cooperam ao longo do processo. As
BOA oxidam amoénia a nitrito, consomem oxigénio e entdo criam as
condicdes andxicas que o processo ANAMMOX necessita.

A Figura 6 apresenta um esquema simplificado do processo de
desamonificacdo.

NH,*

+

ANAMMOX

Figura 6 - Esquema representando o processo de desamonificacdo para
remogdo de amdnio de aguas residuérias.

Segundo Haoet al. (2002), a remocdo de amoénio em um reator,
com nitrificacdo parcial e ANAMMOX combinado, em um sistema de
biofilme, parece competitivo em relacdo ao custo de investimento
(engenharia, construcdo e materiais). A remocdo de nitrogénio em um
Unico reator pode seralcanga  da com muito menos aeracéo,
reduzindo espaco e energia requerida. O processo autotr6fico consome
63% menos oxigénio que o sistema de remogdo de nitrogénio tradicional
(THIRD et al., 2001).

A estequiometria do processo € mostrada na Equagdo 16
(SLIEKERS et al., 2002):

NH; + 0,850,— 0,11NO3 + 0,44N;, +1,14H"+ 1,43H,0  (16)

Durante o processo, 0 acimulo de nitrito é o ponto chave, e a
subsequente oxidacdo do nitrito a nitrato por BON deve ser evitada.
Consequentemente, algumas estratégias de controle de processo séo
necessarias para acumular o nitrito necessario e prevenir a producéo de
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nitrato (LIUet al., 2008). Devido ao nitrito ser, além de substrato, um
agente inibidor para o processo ANAMMOX (item 3.4.2.1.4), sua
producdo deve ser rigorosamente controlada, para isso sdo usadas
diferentes estratégias de aeracéo, e diferentes configuracoes de reatores,
a fim de controlar a transferéncia de oxigénio no meio reacional.

A obtencdo de condicdes microaerdbias para o processo de
desamonificagdo pode ser alcancada em diferentes tipos de sistemas
como Reator de Batelada Sequencial (RBS), gas-lift (AHN, 2006) e
reator de fluxo de ar pulsante (VAZQUEZ-PADIN et al., 2009). O uso
de reator de fluxo de ar pulsante pode ser vantajoso comparado ao modo
continuo devido a reducdo dos custos de aeracdo e melhor controle da
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido requerida (VAZQUEZ-
PADIN et al., 2009).

Zubrowska-Sudolet al. (2011) analisarama influéncia do oxigénio
dissolvido e de diferentes ciclos de aeragio intermitente na eficiéncia do
processo de desamonifica¢do. Para isto, realizaram testes em batelada,
para diferentes concentracées de OD (2, 3, 4 mg.L™) e diferentes razdes
de tempo de aeragdo e ndo aeracdo. Foram testados ciclos de aeracdo
com duragdo de 60 minutos, variando-se as relagcGes entre as fases
aerdbia e anoxica. As relacBes testadas foram: ciclo com aeracdo
continua, ciclo com 40 minutos do tempo aerando e 20 sem aerar, com
30 minutos aerando e 30 minutos sem aerar e com 20 minutos aerando e
40 minutos sem aerar. Para cada uma destas relagOes, testaram-se as
diferentes concentra¢des de OD. Ao término do experimento, observou-
se que a concentragdo de OD juntamente com a relagdo de aeracdo, séo
variaveis cruciais na eficiéncia do processo. A maior eficiéncia de
remogdo de nitrogénio alcancada, de 69,5%, ocorreu para o ciclo de
aeracdo 40 minutos aerando e 20 minutos sem aerar e concentragdo de
OD de 4 mg.L", o que equivale a 75% de economia de energia
comparado ao processo de aeragdo continuo.

Figueroa et al. (2012) avaliaram a aplicacdo do processo de
desamonificacdo como pds-tratamento para remover nitrogénio de
efluente suinicola a temperaturas baixas (18-24°C), em um reator de
batelada sequencial, com ar pulsado. O reator tratou uma carga de
nitrogénio de 0,46 kgN.m™.d"* e mostrou boa resisténcia as variagées de
concentracdo de matéria organica (260 + 74 mgDQO.L™Y) e nitrogénio
(230 + 50 mgN.L™"), atingindo uma eficiéncia de remog&o de aménia e
de nitrogénio total de 78% e 75%, respectivamente. A comparacdo do
processo aer6bio e outros pos-tratamentos para efluentes oriundos de
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biodigestores anaerdbios mostrou que esta tecnologia é promissora,
desde que compostos como antibidticos, altas concentragdes de matéria
organica ou coagulantes sejam evitados.

Alguns estudos avaliando o tratamento de efluentes pelo processo
de nitrificagdo parcial e ANAMMOX combinados, contendo matéria
organica, observaram um efeito prejudicial da matéria organica sobre o
desempenho das bactérias anammox (MOLINUEVO et al.,, 2009).
Chamchoiet al. (2008) observaram que a entrada de razées de DQO/N
acima de 2,0 gDQO/gN causaram uma falha no sistema, e atribuiram
isto ao crescimento excessivo de microrganismos heterotréficos
desnitrificantes, os quais competem com as bactérias anammox pelo
substrato nitrito.Mosquera-Corralet al. operaramum sistema SHARON,
alimentado com acetato de sodio e amdnio, e verificaram que uma
alimentacdo na razdo de DQO/N de 0,6 gDQO/gN causou uma
diminuicéo na atividade nitrificante.

Quando o sistema de desamonificacdo é operado em condicdes
microaerobias, espera-se que a entrada de matéria organica seja
consumida por microrganismos aerobios, causando condi¢Ges anoxicas,
e consequentemente minimizando os efeitos negativos sobre o processo
ANAMMOX. No entanto, esta atividade implica na diminui¢do de OD,
e como consequéncia pode ser estabelecida uma competicdo entre
microrganismos heterotroficos e BOA (HAO; VAN LOOSDRECHT,
2004).



4 MATERIAL E METODOS
41 CARACTERIZACAO DO INOCULO

Para estabelecer o processo de desamonificacdo, inoculou-se o
reator com biomassa proveniente de dois reatores operados em escala de
laboratério com seus processos estabelecidos e em condigdo de
estabilidade: um nitrificante e outro ANAMMOX.

A concentracgdo celular de cada biomassa foi determinadaa partir
da relacédo entre as velocidades especificas de consumo de nitrogénio da
biomassa nitrificante e da biomassa anammox, obtida através de ensaios
cinéticos, de forma a encontrar um equilibrio entre estes consdrcios
microbianos.

4.1.1 Inbculo nitrificante

Utilizou-se como inéculobiomassa nitrificante proveniente de um
reator RBS aerado, com volume util de 3,5 L,para cultivo de
biomassa,trabalhando sob um sistema de aeracdo intermitente com
ciclos de 15 minutos de aeracdo e 45 minutos ndo aerados(PRA,
2013),localizado no Laboratorio de Experimentacdo da Embrapa Suinos
e Aves, Concérdia-SC.

Para determinar a concentracdo de biomassa a ser utilizada para
inocular o reator de desamonificacdo, realizou-se um ensaio cinético de
consumo de substrato, a fim de verificar a atividade da biomassa
utilizada, conforme descrito no item 4.1.1.1.

4.1.1.1 Ensaio cinético de nitrificacdo

O ensaio cinético foi realizado utilizando-se comoreator um cone
Imhoff de acrilico com volume datil de 1 L, operando em
batelada.Utilizou-se como fonte de nitrogénio amoniacal, NH,Cl, a uma
concentracdo de substrato inicial de 100 mgN-NH,".L™. A composicido
do meio de cultura utilizado durante o experimento é apresentada na
Tabela 2. A temperatura do processo foi mantida constante em 25°C,
através de um banho termostatizado, aquecido por um aquecedor para
aquério (Atman 200 Eletronic Heater) e a &gua do banho recirculada por
uma motobomba submersa (Sarlobetter Bomba 520)e a vazéo de ar foi
controlada através de um compressor de ar para aquario 2,5 W (A230,
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Big Air) acoplado a um controlador de vazdo (Gilmont, GF-9260) e a
difusores de pedra porosa submersos a 100 mL.min™ de forma a ndo
tornar o oxigénio dissolvido um fator limitante na nitrificagéo.

Tabela 2 - Composicado do meio de cultura para a biomassa nitrificante.

Nutriente Concentracdo (mg.L™)

NH,CI 229,1-1145,7
K;HPO, 100
NaHCO; 582,2-2911,4
Na,CO3 78,2-391,1
MgS0,.7H,0 60
FeS0O,.7H,0 8
CaCl,.2H,0 8
Solugo de elementos traco 0,AmL.L™"

Solucdo de elementos trago Concentracéo (mg.L™)
ZnS0Oy 1247
MnSO, 1149
CuS04.5H,0 44
Al,(S0O,);.14H,0 201
Na,Mo00,4.2H,0 129
CoCl,.6H,0 30
KCI 100
EDTA 975

Fonte: adaptado de MAGRI et al., 2012,

O ensaio foi realizado durante 2 horas. Coletou-se 10 mL de
amostra a cada 30 minutos.

Fez-se acompanhamento do pH, OD, temperatura, nitrogénio
amoniacal, nitrito, nitrato e alcalinidade e ao término do experimento,
fez-se analise de sélidos suspensos volateis, para determinagdo da
concentracdo celular. Como o tempo de ensaio foi relativamente curto,
considerou-se nulo o crescimento celular.

4.1.2 InéculoAnammox

Utilizou-se como indculobiomassa anammox proveniente de um
reator granular de fluxo ascendente, em escala de bancada,com volume
atil 3,2 L, operado a um TRH de aproximadamente 3 horas, para cultivo
de biomassa, com atividade ANAMMOX estavel, localizado no
Laboratério de Experimentacdo da Embrapa Suinos e Aves, Concordia-
SC.
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Da mesma forma que para o in6culo nitrificante, para determinar
a concentracdo de biomassa anammox a ser utilizada para inocular o
reator de desamonificacdo, realizou-se um ensaio cinético de consumo
de substrato, a fim de verificar a atividade da biomassa utilizada.

4.1.2.1 Ensaio cinético ANAMMOX

O ensaio cinético foi realizado tambémem um cone Imhoff de
acrilico, com volume util de 1L, operado em batelada. A entrada e saida
do reator foram conectadas, formando uma linha de recirculagdo, com
vazdo de 3,5 mL.min, a fim de manter o reator homogéneo e otimizar a
transferéncia de massa, uma vez que neste caso ndo havia aeracdo para
promover a agitacéo.

Utilizou-se como fontes de substrato, nitrogénio amoniacal na
forma de NH.Cl e nitrito na forma de NaNO,, totalizando uma
concentraco inicial de nitrogénio de 200 mgN.L™, 50% na forma de N-
NH," e 50% na forma de N-NO,. A composi¢do do meio de cultura
utilizado durante o experimento € apresentadana Tabela 3.A temperatura
do processo foi mantida constante em 25°C, através de um banho
termostatizado, aquecido por um aquecedor para aquario (Atman 200
Eletronic Heater) e a agua do banho recirculada por uma motobomba
submersa (Sarlobetter Bomba 520);
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Tabela 3 - Composi¢do do meio de cultura para a biomassa anammox.

Nutriente Concentragio (mg.L™)
CaCl,.2H,0 143
NaHCO; 420
KH,PO, 27
FeS0O,.7H,0 9
EDTA 5
MgS0,.7H,0 240
NH,CI 381,8
NaNO, 492,9
Solucdo de microelementos 0,3mL.L™

Solucdo de microelementos Concentracéo (mg.L™)

ZnSQ, 1247
MnSO, 1149
CuS04.5H,0 44

Al,(SO,);.14H,0 201
Na,Mo00,4.2H,0 129
CoCl,.6H,0 30

KCI 100
EDTA 975

Fonte: adaptado de VANOTTI, 2004.

O ensaio foi realizado durante 6 horas. Coletou-se 8mL de
amostra a cada 30 minutos.

Fez-se acompanhamento do pH, OD, temperatura, nitrogénio
amoniacal, nitrito e nitrato e ao término do experimento, fez-se andlise
de SSV, para determinacdo da concentragdo celular. Da mesma forma
CoOmo 0 ensaio cinético nitrificante, considerou-se nulo o crescimento
celular durante o periodo do ensaio.

4.1.3 Razao entrein6culos

Para determinar a razdo entreindculos ideal, partiu-se da hipétese
que, para obter o equilibrio entre 0 consumo de substrato de ambas as
bactérias, suas velocidades de consumo de nitrogénio devem ser iguais.

A razdo entre as concentragfes de biomassa anammox e
nitrificantes foi determinada através de suas respectivas velocidades
especificas de consumo de nitrogénio, obtidas nos ensaios cinéticos de
atividade descritos nos itens 4.1.1.1 e 4.1.2.1, conforme as seguintes
equagcoes:
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Xnitrif.- UN-nitrif. = Xanammox- HUN-anammox (17)
Xnitrif. _ MN-anammox (18)
Xanannnox MUN —nitrif,
= ., HUN-
Razdo entre in6culos = —~-anammox (19)
HUN-—nitrif.

Onde:

Xnirit. = concentracdo celular nitrificante (gSSV.L™);

Xarammox = concentracdo celular anammox (gSSV.L'l);

Un-nitrit. = Velocidade especifica de consumo de nitrogénio pelas
bactérias nitrificantes (mgN.gSSV™.h™);

Mn-arammox = Velocidade especifica de consumo de nitrogénio
pelas bactérias anammox (mgN.gSSV™.h™).

A concentragdo de biomassa nitrificante a ser inoculada foi
calculada mantendo-se a concentracdo de biomassa anammoxconstante
e relacionando as velocidades especificas de consumo de nitrogénio,
como descrito na Equacéo 20.

Xanammox- UN—anammox (20)

Xnitrif. =
UN—nitrif.

4.2  SISTEMA EXPERIMENTAL

O sistema era composto por um reator de leito mével com fluxo
ascendente, construido a partir de um cone Imhoff de acrilico, com
volume atil de 1,2 L, um banho termostatizado e um sedimentador para
reciclo de biomassa, também feito a partir de cone Imhoff, com volume
atil de 1L, operando com alimentagdo e aeragdo intermitente.Foi
utilizado 30% v/v de meio suporte do tipo Kaldnes com a finalidade de
formar biofilme e proteger a biomassa da tensdo de cisalhamento
causada pela fluidizag&o durante a aeragdo e reduzir a perda de biomassa
do reator.

O banho termostatizado era aquecido por um aquecedor para
aquéario (Atman 200 Eletronic Heater) e a &gua do banho recirculada por
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uma motobomba submersa (Sarlobetter Bomba 520). O reator era
mantido sob alimentacdo e aeracdo intermitente. A aeracdo era
controlada através de um compressor de ar para aquario 2,5 W (A230,
Big Air) acoplado a um controlador de vazdo (Gilmont, GF-9260) ea
difusor de pedra porosa submerso. A vazao de ar foi regulada de forma a
manter o OD do meio menor que 0,5 mg.L™ e variou de 8,3 x 107 L.L"
Y min a 83,3 x 10°L.L™ .min™. O sistema de aeracéo e alimentacéo
intermitente foi controlado por um Controlador Légico Programavel,
CLP (Dexter, modelo pDX série 100), regido pelo software de
programacao gréafica PG v6.8 da Dexter.

As vazbes de alimentacdo e o reciclo de biomassa foram
controlados por bombas peristalticas (Cole-Parmer Master Flex HV-
07553-70).

A Figura 7 apresenta uma imagem do sistema experimental.

Figura 7 — Sistema experimental.

Onde: (1) reator com banho de aquecimento, (2) decantador, (3)

banho termostatico, (4) bomba de alimentacéo, (5) bomba de reciclo, (6)
compressor de ar, (7) controlador de vazao, (8) CLP.
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43 MEIO DE CULTURA

O reator foi alimentado com meio de cultura sintético, composto
por nitrogénio amoniacal, na forma de NH4CI, nutrientes e
microelementos, de mesma composicdoapresentada na Tabela 2. Este
foi preparado semanalmente.

44 VAZAO DE ALIMENTACAO

A vazdo de alimentacdo foi calculada através da Equacdo 21, para
uma carga de nitrogénio aplicada definida.

_axV (21)

0="3

Onde:

Q = Vazdo (L.d™):

q = Carga (g.L™".d™);

V = Volume atil do reator (L);

S = Concentragéo de nitrogénio na alimentacéo (gN.L™).

45 OPERACAO DOS REATORES BIOLOGICOS

Inicialmente, o reator foi operado em condi¢fes que ndo levaram
ao sucesso do estabelecimento do processo dedesamonificagdo. A esta
primeira condicdo operacional denominou-se Reator A. Na sequencia, 0
reator foi reinoculadosob condi¢Ges operacionais diferentes. Nesta
segunda vez, denominou-se Reator B.

451 Reator A

O reator foi inoculado com uma razdo de in6culo de 0,03,
determinada através dos ensaios cinéticos e da Equacdo 19.A
concentracdo celular do reator de desamonificagdo ao ser posto em
marcha foi 1,2gSSV.L™.

Durante o periodo experimental, a temperatura foi controlada em
25°C + 1. O pH ndo foi ajustado e se manteve entre 8,15 e 8,52. A
alimentacdo foi realizada com meio de cultura sintético, conforme item
4.3. A concentragdo de nitrogénio alimentado, na forma de NH4CI, foi
de 300 mgN-NH,".L" e a carga de nitrogénio aplicada foi de 0,7 gN-
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NH,".L".d™. Os ciclos de alimentacdo e aeracéo intermitentes tinham
duracdo de 30 minutos, sendo 22 minutos alimentando e aerando e 8
minutos sem alimentagdo e em fase andxica, conforme ilustrado na
Figura 8. Estes tempos de aeracdo e alimentagcdo foram definidos por
Pré (2013).

I rmin

ANOXICD
& min

Figura 8 — Ciclo de aeracdo e alimentacdo do Reator A.

As vazdes de alimentagdo e o reciclo de biomassa foram 2,8L.d™
e 7 L.d™, respectivamente. A vazdo de alimentacdo foi calculada de
acordo com a carga de amdnio aplicada (Equacdo 21) e a vazdo de
reciclo foi definida como sendo 2,5 vezes a vazéo de alimentacao.

O Reator A operou durante 34 dias. As condi¢Bes operacionais
ndo foram favordveis e o processo de desamonificagdo ndo foi
estabelecido.

45.2 Reator B

Antes de reinocular o reator, enriqueceu-se o inéculoanammox
durante um periodo de 10 dias, de acordo com Casagrande (2011b).
Entdo, realizaram-se 0s mesmos testes cinéticos de consumo de
substrato para os indculos nitrificante e anammox. Conforme descrito
nos itens 4.1.1.1e 4.1.2.1.

O sistema experimental foi 0 mesmo do Reator A, conforme
apresentado na Figura 6.

O reator foi inoculado numa razdo de indculo de
0,07,determinada através dos ensaios cinéticos e da Equacdo 19. A
concentracdo celular do reator de desamonificagdo ao ser posto em
marcha foi 1,5gSSV.L™.

Durante o periodo experimental, a temperatura foi controlada em
25°C £3. O pH ndo foi ajustado e se manteve entre 7,67 e 8,24. A
alimentacdo foi realizada com meio de cultura sintético, conforme item
4.3. A concentragdo de nitrogénio alimentado, na forma de NH4CI, foi
de 200 mgN-NH,".L" e a carga de nitrogénio aplicada foi de 0,4 gN-
NH," L d™

Trabalhou-se com um ciclo de alimentacdo e aeragdo de 30
minutos, sendo 8 minutos ligados e aerando e 22 minutos desligados e
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em fase andxica, conforme ilustrado na Figura 9. Este ciclo foi definido
através de testes em batelada, conforme sera descrito no item 4.7.1.

30 min

L e
2 el

Figura 9 — Ciclo de aeracéo e alimentacdo do Reator B.

As vazdes de alimentagdo e o reciclo de biomassa foram 2,4L.d™
e 6 L.d™, respectivamente. A vazdo de alimentacdo foi calculada de
acordo com a carga de amonio aplicada (Equacdo 21) e a vazdo de
reciclo foi definida como sendo 2,5 vezes a vazdo de alimentacao.

46 ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO DE
DESAMONIFICACAO

Para acompanhar o0 desenvolvimento do processo de
desamonificacdo nos reatores, foram realizadas analises de nitrogénio na
forma de ion aménio, nitrito e nitrato e de alcalinidade, diariamente.

Também foram monitorados diariamente temperatura, pH e
concentracdo de OD na fase aer6bia e anoxica.

4.7 TESTES DE ESTRATEGIAS DE AERACAO
4.7.1 Defini¢ao do ciclo de aeracéo do processo

Como as condigbes operacionais do Reator A ndo se
apresentaram favoraveis, antes de inocular o Reator B, testou-se dois
ciclos de aeracdo diferentes, com a finalidade de investigar qual a
melhor condicdo para adaptacdo e equilibrio do consércio de
microrganismos.

Nos testes, variou-se 0 tempo de aeracdo e a fase anoxica, dentro
dos 30 minutos de cada ciclo. Testou-se os ciclos de 8 minutos aerando
e 22 minutos em fase andxica (Ciclo 1) e de 15 minutos aerando e 15
minutos em fase anodxica (Ciclo 2). A Figura 10 apresenta um esquema
dos ciclos de aeragéo testados.
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| 30 min |

Ciclo 1 ANOXICO
22 min

ANOXICO

Ciclo 2 15 min

Figura 10 - Esquema representando os ciclos de aeracao testados
antes da partida.

Realizaram-se ensaios cinéticos, em batelada, para o Ciclo 1 e
também para o Ciclo 2. Estes ensaios foram realizados utilizando-se um
cone Imhoff, com volume Util de 1L, como meio reacional. A vazdo de
ar utilizada foi de 30 mL.min™. A temperatura do processo foi mantida
constante, em 25°C, sendo o mesmo sistema experimental do item
4.1.1.1. O meio de cultura utilizado esta apresentado na Tabela 2.

Os testes tiveram duracdo de 6 horas. Nas 3 primeiras horas,
coletou-se 5 mL de amostra no final de cada fase dos ciclos
(aerdbia/anoxica), e apds, as coletas foram realizadas no final de cada
ciclo, a cada 30 minutos.

4.7.2  Avaliagdo dos ciclos de aeracdo para o processo em estado
estacionario

Ap0s o processo de desamonificacdo ser estabelecido e entrar em
estado estacionario, aos 70 dias de operacdo, repetiram-se os testes de
aeracao.

Desta vez, avaliaram-se trés diferentes ciclos: 8 minutos aerando
e 22 minutos em fase andxica (Ciclo 1); 15 minutos aerando e 15
minutos em fase anoxica (Ciclo 2); e, 22 minutos aerando e 8 minutos
em fase anoxica (Ciclo 3). A Figura 11 apresenta um esquema dos ciclos
de aeracdo testados.

L 30 min |
I 1
. ANOXICO
Ciclo 1 22 min
. ANOXICO
Ciclo 2 15 min
ANOXICO
Ciclo 3 8 min

Figura 11 - Esquema representando os ciclos de aeracéo testados para o
processo estavel.
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Para cada ciclo, realizou-se ensaio cinético, em batelada,dentro
do Reator B, utilizando-se 0 mesmo meio de cultura da alimentagédo do
processo, descrito na Tabela 2.

Os testes tiveram duracdo de 6 horas. Nas 3 primeiras horas,
coletou-se 5 mL de amostra no final de cada fase dos ciclos
(aerdbia/anoxica), e apds, as coletas foram realizadas no final de cada
ciclo, a cada 30 minutos. A vazdo de ar utilizada foi de 30 mL.min™. A
temperatura do processo foi mantida constante, em 25°C.

4.8 TESTE DA INFLUENCIA DA MATERIA ORGANICA

A maioria dos efluentes, mesmo apds passarem por pré-
tratamentos visando a remoc¢do de matéria organica, ainda apresentam
certa concentragdo desta durante o processo de remocdo de nutrientes.
Com a finalidade de aplicar o processo de desamonificagdo no
tratamento de efluentes suinicolas, estudou-se a influéncia da matéria
organica e de diferentes razdes C/N no equilibrio dos microrganismos
envolvidos no processo.

Testaram-se as seguintes relaces C/N: 0 mgCOT.mgN™, 0,3
mgCOT.mgN™, 2mgCOT.mgN™?, 3,5 mgCOT.mgN™, 4,5 mgCOT.mgN"
'e5mgCOT.mgN™,

Os testes foram realizados em batelada, no Reator B. Utilizou-se
efluente sintético, de mesma composicao apresentada anteriormente, na
Tabela 2, com adicdo de acetado de sédio como fonte de carbono
organico. O ciclo de aeracdo utilizado foi o de 8 minutos aerando e 22
minutos em fase anoxica (Ciclol), correspondente ao ciclo trabalhado
durante o desenvolvimento do trabalho. A vazdo de ar durante os testes
foi a mesma que o processo estava operando, 35 mL.minl. A
temperatura do processo foi mantida constante, em 25°C.

Para cada relagdo C/N testada, manteve-se constante a
concentracdo inicial de aménio, na forma de NH,CI, em 200 mgN-
NH, L™ (condicdo de operacdo do reator), variando-se apenas a
concentracdo de carbono organico.

Os testes tiveram duracdo de 8 horas. Coletou-se 5mL de amostra
a cada 30 minutos.
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49 ACOMPANHAMENTO DAS VELOCIDADES DAS
BACTERIAS ANAMMOX

Durante o periodo de operagdo do reator, realizaram-se testes,
para verificar a capacidade de conversdo de nitrogénio das bactérias
anammox, através do acompanhamento das suas velocidades de
consumo de N-NH," e N-NO," e produgéo de N-NOj3. Estes testes foram
realizados no 8° dia de operacdo, 97° dia de operacdo (antes de iniciar
0s testes com carbono orgénico) e 112° dia de operacéo (ap0s os testes
com carbono organico).

Os ensaios cinéticos foram realizados no Reator B, operado em
batelada, em condi¢gBes andxicas. Utilizou-se o meio de cultura
apresentado na Tabela 3 e tiveram duragdo de 6 horas. A temperatura do
processo foi mantida constante, em 25°C.

Coletou-se 5SmL de amostra a cada 30 minutos.

410 DETERMINAGCOES ANALITICAS
4.10.1 Nitrogénio amoniacal

Para determinacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal
utilizou-se o método de Nessler (VOGEL, 1981). Neste método, a
amonia é detectada colorimetricamente monitorando-se a formacédo de
um precipitado de cor amarelo-pardacenta a partir da reacdo com o
tetraiodomercurato do reagente de Nessler (solucdo alcalina de
K2(Hgly)). Este precipitado encontra-se sob a forma coloidal logo apés a
sua formacdo, quando deve ser quantificado no espectrofotdmetro a 525
nm, em seguida flocula e sedimenta.

4,10.2 Nitrito e Nitrato

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

Foi utilizado um Sistema Multicanal FIAlab — 2500. Cabos de
fibra dtica SMA 200 mm, que ligam a célula de reacdo ao
espectrofotdmetro (Ocean-optics S2000 — escala 6tica de 200 a 850 nm).
Lampada de halogénio de quartzo. Carreador: agua destilada. Reagente
de cor: Sulfanilamida, Acido Ortofosférico e N-1-naftiletilenodiamina
dihidracloreto, sendo todo reagente grau P.A. O comprimento de onda
utilizado na leitura do nitritofoi 540 nm.
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Para a andlise de nitrato, foi utilizado uma coluna com
aproximadamente 5 g de cadmio, como catalisador para promover a
redugdo do nitrato a nitrito e uma solucdo de Cloreto de Amoénio e
EDTA Sal Dissddico como reagente tampdo, segundo procedimento
descrito no Standard Methods for
theExaminationofWaterandWastewater (APHA, 2012).

4,10.3 Alcalinidade

Para determinacdo de alcalinidade, utilizou-se o método
titulométrico (APHA, 2012). Este método é aplicavel a determinacéo da
presenca de carbonato e bicarbonatos em efluentes de sistemas de
tratamentos de residuos e agua em geral.

Utilizou-se potenciémetro TECNAL Tec-3MP; um tituladorsemi-
automdtico TITRONIC T-200. Para a anélise, se faz necessario preparar
as seguintes solugdes: solucdo padréo de H,S040,005 mol.L™?, onde o
valor de alcalinidade foi obtido segundo a Equacdo 22.

M. A.100000 (22)

_1 —
mgCaCO5.L v
Onde:

M = molaridade do &4cido padronizado (mol.L™)
A = volume de acido padronizado (mL)
V = volume de amostra (mL)

4.10.4 Carbono Organico Totale Carbono Inorganico

Analisado com o principio da queima a 950°C e medido COz2 por
detector NDIR por infravermelho pelo equipamento de andlise
elementar Multi Elementar Analitic® Multi C/N 2100 marca
AnalytikJena equipado.

4.10.5 Demanda Quimica de Oxigénio

A andlise de DQO foi realizada segundo procedimento descrito
no Standard Methods for
theExaminationofWaterandWastewater(APHA, 2012). O procedimento
baseia-se na digestdo acida de uma amostra, na presenca de dicromato
de potéssio em sistema de refluxo fechado, realizada em um digestor a
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150°C por duas horas, sendo efetuada a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 600nm apds o resfriamento da amostra.

4.10.6 Sdlidos Suspensos Totais e Volateis

As analises da série de sélidos foram realizadas segundo
procedimento descrito no Standard Methods for
theExaminationofWaterandWastewater (APHA, 2012). As amostras
foram filtradas em filtro 0,45 umsob cadinho de Gooch, secas em estufa
a 105°C por uma hora (SST) e calcinadas em mufla a 550°C por 30
minutos (SSF). Os SSV foram determinados pelo célculo da diferenca
entre os SST e SSF.

A adesdo de bactérias no meio suporte, para determinacdo de
solidos suspensos totais e volateis no reator de desamonificacdo, foi
desprezivel.

4.10.7 pH e Oxigénio Dissolvido

As determinac6es de pH foram realizadas com potenciémetro da
marca HANNAInstrumens, modelo HI 8424, com eletrodo de pH e
calibrado segundo os procedimentos descritos pelo Standard Methods
(APHA, 2012), com solugdes tampéo de pH 7,0 e 4,0 da marca Merk.
As determinacdes de oxigénio dissolvido foram realizadas com medidor
de oxigénio dissolvido, da marca YSI modelo 55 DissolvedOxygen.

4.11 RELACAO COT vs DQO E Cl vs ALCALINIDADE TOTAL

Com o objetivo de otimizar as anélises e reduzir custos,
construiu-se uma relacdo entre COT e DQO e entre Cl e Alcalinidade
total.

Os dados experimentais foram plotados em graficos de dispersao,
entre COT vs DQO e ClI vs Alcalinidade total. Um modelo matematico
foi encontrado, por regressdo linear dos pontos experimentais,
representando estas duas relaces.

O uso desta relagdo se justifica pelo fato de as analises de COT e
Cl serem realizadas pelo mesmo equipamento simultaneamente,
minimizando a geragdo de residuos e economizando tempo na execucéo
das andlises, além de oferecer uma ferramenta de comparagdo dos
resultados encontrados no experimento (BORTOLI, 2010).
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Preparou-se meios de cultura, de acordo com a Tabela 2, com
concentracBes conhecidas de carbono inorganico na forma de carbonato
e bicarbonato e fez-se anélise de Cl e de Alcalinidade total.

Através da regressdo linear dos pontos experimentais,
apresentada no ApéndiceC deste trabalho, chegou-se a um modelo
empirico, para 0 meio de cultura utilizado neste experimento, que
relaciona Cl e Alcalinidade total, proposto na Equagéo 23.

Alcalinidade total (mgCaC05.L™Y) = 4,1829 x CI + 3,7191 (23)

Posteriormente, estudou-se a relacdo entre COT e DQO,
adicionando-se concentragdes variadas de acetato de so6dio ao meio de
cultura da Tabela 2, na concentracdo de amdnio de 200 mgN-NH,".L™.
Os resultados obtidos neste experimento sdo apresentados no Apéndice
C deste trabalho.

Através da regressdo linear dos pontos experimentais, chegou-se
também a um modelo empirico, para o meio de cultura utilizado no teste
da influéncia da matéria organica, que relaciona COT e DQO, proposto
na Equacéo 24.

DQO (mg0,.L"1) = 2,0451 X COT + 21,728 (24)

412 QUANTIFICACGAO DE BACTERIAS POR REACAO EM
CADEIA DA POLIMERASE (gPCR)

A quantificacdo da biomassa nitrificante (amoA), biomassa
desnitrificante (NirS) e biomassa anammox (hzo) foirealizada pelo
métodode PCR quantitativo (QPCR) utilizando o equipamento Rotor
Gene 6000 (CorbettResearch, NSW, Australia).

4.12.1 Curvas padréo para deteccao dos genes NirS, amoA e hzo

O nUmero de células foi estimado de acordo com as curvas
padrdo previamente preparada em concentracdes decimais seriais de
copias de DNA. Para quantificacdo de bactérias totais no reator, a curva
padrdo foi gerada pela transformacdo de células de Escherichia coli
DH5a com o plasmideo pCR.2.1-TOPO (Invitrogen), contendo uma
sequéncia do gene 16S rDNA. Para quantificacdo dos genes catabolicos
especificos para as reacdes de amdnia monooxigenase (amoA), nitrito
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redutase (NirS) e hidrazina oxidase (hzo), uma curva padrdo foi
construida para cada amplicon purificado. Para clonagem, fragmentos
alvo de DNA foram amplificados e inseridos no vetor pCR® 2.1-
TOPO® (Invitrogen, USA) e transformados em células competentes de
DH5¢E. coli (SAMBROOK e RUSSEL2001). Os clones foram
inoculados e incubados em caldo Luria-Bertani contendo ampicilina
(100 mg mL™). O DNA plasmidial foi extraido utilizando o método de
lise alcalina (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).A presenca de insertos no
DNA plasmidial foi confirmada por meio de eletroforese em gel apds
PCR convencional.

4.12.2 Quantificacéo dos genes NirS, amoA e hzo

Amostras da biomassa do reator foram coletadas e submetidas a
extracdo de DNA total utilizando o kit comercial UltaClean Microbial
DNA Isolation (MOBIO). Apo6s o processo de extragdo, o DNA obtido
foi submetido a reacdo de gPCRpara quantificacdo de bactérias totais,
bactérias nitrificantes e bactériasanammox , para a qual foi utilizado o
kit comercial SYBR Green mix/ROX (Ludwig Biotec). Este kit contém
a maioria dos reativos necessarios para que a PCR ocorra (dNTPs,
enzima Tag DNA Polimerase, condi¢des salinas adequadas), sendo
adicionados os iniciadores (Tabela 4) e o material genético a ser
avaliado.

Tabela 4-Genes detectados e sua sequéncia especifica.

Genes Sequéncia (5’ - 3°) Referéncia
NirSF TACCACCC(C/G)GA(A/G)CCGCGCGT Braker et al.,
NirSR GCCGCCGTC(A/G)TG(A/CIG)AGGAA 1998
amoAF GGGGTTTCTACTGGTGGT Rotthauwe et al.,
amoAR CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 1997
HzoF TGYAAGACYTGYCAYTGG Schmidet al.,
HzoR ACTCCAGATRTGCTGACC 2008

Os ensaios de gPCR foram realizados em duplicatas, sempre
contendo controles negativos e positivos das reacbes. Todas as reacfes
continham 12,5 pL de mastermix SYBR Green, 0,5uM de cada
iniciador, 10uL de DNA total, e agua ultrapura para completar um
volume final de 25 pL. As reacGes foram acomodadas no equipamento
Rotor Gene 6000 (BIORAD) e submetidas a termo ciclagem de:NirS e
amoA, 94°C por 5 min, 40 ciclos de 94°C por 60s, 60°C por 90s, 72°C
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por 90s e hzo, 95°C por 5 min, 40 ciclos de 95°C por 15s, 53°C por 15s,
72°C por 60s. A especificidade de cada reacdo foi confirmada pela
analise da curva de melting. Todas as reacGes foram realizadas em
duplicata.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 REATORA
5.1.1 Ensaio Cinéticonitrificante
A Figura 12 apresenta o gréafico de acompanhamento das formas

nitrogenadas durante a realizacdo do ensaio cinético para a biomassa
nitrificante.
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Figura 12 - Concentragdo das formas nitrogenadas durante o ensaio
cinético nitrificante.

Através da Figura 12, pode-se observar que a biomassa
nitrificante, com concentracéo celular de 0,19 gSSV.L™, apresentou uma
velocidade de consumo de nitrogénio, na forma de amdnio (-ry.nua’), de
24,99 mgN.L™.h™Isto corresponde a uma velocidade especifica de
consumo de substrato (-pn.nna’) de 0,13 gN-NH,*.gSSV™.h™.

5.1.2 Ensaio Cinéticoanammox
A Figura 13 apresenta o grafico de acompanhamento das formas

nitrogenadas durante a realizacdo do ensaio cinético para a biomassa
anammox.
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Figura 13 - Concentragéo das formas nitrogenadas durante o ensaio
cinético anammox.

Através da Figura 13, pode-se observar que a biomassa
anammox, com concentracdo celular de 2,8 gSSV.L™, apresentou uma
velocidade de consumo de amdnio (-ry.ns’) de 5,86 mgN-NH,*.L h™ e
de consumo de nitrito de (-rnno2) de 5,06 mgN-NO,.L™.h?
equivalendo a uma velocidade de consumo de nitrogénio de 10,92
mgN.L™.h™. As velocidades especificas de consumo de substrato foram
“UnnnaT = 0,0021 gN-NH,".gSSVEh? e -pnnoz = 0,0018 gN-NO,
.gSSV.h e para consumo de nitrogénio py = 0,0039 gN.gSSV*.h ™

5.1.3 Razao da quantidade de biomassa inoculada

A biomassa nitrificante  (X=0,19 gSSV.L™") apresentou
umavelocidade especifica de consumo de nitrogénio de 0,13
mgN.gSSV.h e a biomassa anammox (X = 2,8 gSSV.L™) apresentou
YeI?cidade especifica de consumo de nitrogénio de 0,0039mgN.gSSV”

h

Desta forma, a razdo da quantidadede biomassa nitrificante e
anammox a ser inoculada no reator, determinada através da Equacéo 19,
foi 0,03 e as concentracdes celulares de bactérias nitrificantes e bactérias
anammox foram 0,04gSSV.L™" e1,16 gSSV.L™, respectivamente.

5.1.4 Posta em marcha do processo de desamonificacéo
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O Reator A foi operado durante 34 dias. A Figura 14 apresenta o
acompanhamento das formas nitrogenadas durante este periodo. Os
dados de monitoramento do Reator A sdo apresentados no Apéndice A.
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Figura 14 - Acompanhamento das formas nitrogenadas no Reator A.

Como pode ser observado na Figura 14, a conversdo de
nitrogénio amoniacalse estabilizou de forma que aproximadamente todo
nitrogénio amoniacal consumido foi convertido a nitrito, e este
permaneceu na saida do reator, havendo uma minimaprodugdo de
nitrato. Istoindica que ndo houve consumo de nitrogénio pelas bactérias
anammox, apenas uma pequena conversao de nitrogénio amoniacal a
nitrito atribuido as BOA.

Uma das possiveis causas para ao Reator A ndo estabelecer o
processo de desamonificacdo foi abaixa atividade do indculoanammox,
aliado a exposigdo a uma alta concentragdo e carga de substrato (300
mgN-NH,".L™ e 0,7 gN-NH,".L ™ .d™) e ao oxigénio dissolvido, o qual
pode ter suprimido a capacidade de remocao de nitrogénio das bactérias
anaerdbias.

Para confirmar esta reducdo na capacidade de conversdo das
bactérias anammox, ao 34° dia de operacdo, realizou-se um teste
cinético, acompanhando as suas velocidades de consumo de substrato e
formacdo de produto,conforme descrito noitem 4.9. As velocidades de
consumo de amonio e nitrito e producdo de nitrato e a remog¢do de
nitrogénio total sdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Velocidades de consumo e producéo das bactérias anammox
e concentragdo de Nt removido.

Dias de ('rN-NH4+ ('rN—NOZ- ( I'n-NO3 Nrremovido
3 mgN-NH,". mgN-NO;". mgN-NOs". -1
operacao L'l.h'l) 4 L’l.hrl) 2 Lrl.hrl) 3 (mgN. L™)
0 5,86 5,06 2,49 50,53
34 3,32 1,97 1,88 20,48

Como pode-se observar na Tabela 5, as velocidade de consumo
de aménio e nitrito e producdo de nitrato das bactérias anammox, que ja
eram baixas ao inocular o reator, sofreram uma reducdo ainda maior da
capacidade de conversdo, assim como a remogdo de nitrogénio total.
Apesar desta reducdo nas velocidades, nota-se que as bactérias
anammox ainda encontravam-se presentes no reator.

Em virtude disto, optou-se por reinocular o reator, em outras
condicdes de processo, denominando-o Reator B.

5.2 REATORB
5.2.1 Ensaio cinético nitrificante
A Figura 15 apresenta o gréfico de acompanhamento das formas

nitrogenadas durante a realizacdo do ensaio cinético para a biomassa
nitrificante.
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Figura 15 - Concentragéo das formas nitrogenadas durante o ensaio
cinético nitrificante.

Através da Figura 15, pode-se observar que a biomassa
nitrificante, com concentracéo celular de 0,25 gSSV.L™, apresentou uma
velocidade de consumo de nitrogénio, na forma de amonio (-ry.nus’), de
26,07 mgN.L™.h™. Isto corresponde a uma velocidade especifica de
consumo de substrato (-pn.nna’) de 0,10 gN-NH,*.gSSV™.h™.

5.2.2 Ensaio Cinético anammox

A fim de aumentar a atividade das bactérias anammox, antes de
realizar o ensaio cinético para reinocular o reator, enriqueceu-se a
biomassa durante dez dias, submetendo-a a um menor TRH, de 0,5
horas, com base nos estudos realizados por Casagrande et al. (2011b).

A Figura 16 apresenta o gréfico de acompanhamento das formas
nitrogenadas durante a realizacdo do ensaio cinético para a biomassa
anammox.
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Figura 16 - Concentragéo das formas nitrogenadas durante o ensaio
cinético anammox.

Através da Figura 16, observa-se que a biomassa anammox, com
concentracdo celular de 2,4gSSV.L™, apresentou uma velocidade de
consumo de amdnio (-ry.nus’) de 7,74 mgN-NH,".L™.h™ e de consumo
de nitrito de (-rn.noz) de 9,62 mgN-NO, L™ h, equivalendo a uma
velocidade de consumo de nitrogénio de 17,36 mgN.L-.h™. As
velocidades especificas de consumo de substrato foram -py.nps =
0,0032 gN-NH,".gSSV1h™ e -pnno2 = 0,0040 gN-NO,.gSSV*ht e
para consumo de nitrogénio py = 0,0072 gN.gSSV1h™ as quais sdo
maiores que as encontradas para o Reator A, de -pn.nns’ = 0,0021 gN-
NH,".gSSVh?, -pnnoz = 0,0018 gN-NO,.gSSV.h? e py = 0,0039
gN.gSSV™.h?, comprovando o sucessoda etapa de enriquecimento.

5.2.3 Razao da quantidade de biomassa inoculada

A biomassa nitrificante (X=0,25gSSV.L™") apresentou uma
velocidade especifica de consumo de nitrogénio de 0,10 mgN.gSSV™*.h™
e a biomassa anammox (X = 2,4 gSSV.L™) apresentou velocidade
especifica de consumo de nitrogénio de 0,0072 mgN.gSSV2.h™.

Desta forma, a razdo da quantidadede biomassa nitrificante e
anammoxinoculada no Reator B, determinada através da Equagdo 19,
foi 0,07e as concentracdes celulares de bactérias nitrificantes e bactérias
anammox foram 0,1 gSSV.L™ e 1,4 gSSV.L™?, respectivamente.

5.2.4  Definicéo do ciclo de aeracdo na partida do reator
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Como a tentativa de inocular o Reator A ndo foi bem sucedida,
optou-se por testar dois novos ciclos de aeracdo, a fim de melhorar a
fase de adaptacdo das bactérias anaerdbias, expondo-as por menos
tempo a condi¢Bes de inibicdo, no caso, ao OD, conforme descrito no
item 4.7.1.

As Figuras 17 e 18 apresentam o acompanhamento das formas
nitrogenadas e da alcalinidade total para os ciclos de 8 minutos aerando
e 22 minutos em condicBes andxicas (Ciclo 1) e 15 minutos aerando e
15 minutos em condicGes andxicas (Ciclo 2), respectivamente.

Durante a realizagdo dos ensaios, em ambos o0s Ciclos, a vazdo de
ar foi controlada em 0,025 L.L .min"a fim de tentar manter o OD
abaixo de 0,5 mg.L™ na fase aerdbia e préximo de zero na fase anoxica.
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Figura 17 - Concentragdo das formas nitrogenadas e alcalinidade total
para o Ciclo de 8 minutos aerando e 22 minutos em fase andxica.
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Figura 18 - Concentragdo das formas nitrogenadas e alcalinidade total
para Ciclo de 15 minutos aerando e 15 minutos em fase andxica.

Analisando as Figuras 17 e 18, percebe-se que Ciclo 1 apresentou
uma maior velocidade de consumo de amdnio, de 9,50 mgN-NH4".L™.h
! comparado a velocidade de 7,90mgN-NH4+.L™2.h™ obtida no Ciclo 2.
Em ambos os ciclos, as concentragdes de nitrito apresentaram-se baixas,
0 que é caracteristico do processo de desamonificacdo. Porém, oCiclo
2produziu uma concentracdo ligeiramente maior de nitrito e apresentou
uma velocidade de produgdo de nitrato maior que o Ciclo 1, 4,40 mgN-
NO;5.L™.h diante de 2,33 mgN-NO;~.L™.h?, indicando que as bactérias
nitrificantes foram mais favorecidas que as anammox nas condigdes
aplicadas.

Expor o reator a tempos mais prolongados de aeracdo e maiores
concentracBes de OD propicia o crescimento de bactérias nitrificantes,
uma vez que estas sao aerdbias, sendo favorecidas pelo menor tempo de
duplicacdo, que segundo Hommes, et al. (2003) é de 7,4 horas, enquanto
para as bactérias anammox é de 11 dias (STROUS, et al., 1998).

Como as bactérias anammox sdo mais sensiveis nestas condicdes
operacionais, tornando-se limitante do processo, escolheu-se o Ciclo 1
como condicdo de trabalho uma vez que este favoreceu a sua adaptacéo,
expondo-as menos tempo a condicdo de inibicdo pelo OD.

5.2.5 Posta em Marcha do reator
O Reator B foi operado durante 114 dias.0 OD dissolvido,

durante a fase aerdbia, foi controlado e apresentou a concentracdo média
de 0,3 mg.L’l, sendo todo consumido e indo a 0 mg.L'1 na fase andxica,
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operando a temperatura média de 25,9°C.Durante este periodo, a
concentracdo celular ndo sofreu alteracdo, correspondendo a 1,5
gSSV.L™. Alguns erros podem ter sido ocasionados nesta determinacéo
devido a saida de células em suspensdo no efluente do reator durante a
operacdo do mesmo. No entanto, o lento crescimento do lodo €
esperado, devido ao baixo valor da velocidade especifica de crescimento
das bactérias anammox, de 0,0027 h™(STROUS, et al., 1998).

Os dados de monitoramento do Reator B sdo apresentados no
Apéndice B.

As Figuras19 e 20 apresentam os graficos do acompanhamento
das formas nitrogenadas durante o periodo de operacdo e da eficiéncia
de remocéo do reator, respectivamente, dividido em trés fases distintas,
denominadas fases I, Il e 11, as quais serdo discutidas posteriormente.

Tempo (dias)

AEntrada N-NH4+ A Saida N-NH4+ DOSaida N-NO2- O Saida N-NO3-

Figura 19 - Acompanhamento das formas nitrogenadas no Reator B.
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Figura 20 - Acompanhamento da remocéo de nitrogénio durante o
periodo de operacdo do Reator B.

Analisando o processo como um todo, através da Figura 19, é
possivel visualizar que o amdnio alimentado ndo foi todo consumido,
havendo nitrogénio amoniacal remanescente na saida do reator, 0 que
indica que o tempo de aeragdo de 8 minutos aerando para cada ciclo ndo
foi suficiente para estabelecer a nitrificacdo parcial na proporcao
estequiométrica desejada.

A seguir, sera feita uma andlise de cada fase em separado.

-FASE |

A fase I, com duragéo de 61 dias, corresponde & posta em marcha
do reator, representando o periodo de tempo que o processo levou para
entrar em equilibrio.Este periodo lento de estabelecimento do processo
esta relacionado & baixa velocidade de crescimento do lodo,
principalmente das bactérias anammox, como ja mencionado
anteriormente. Outros estudos, com diferentes configuragdes de reatores
também apresentaram longos tempos de partida e estabilizacdo do
processo.

Li et al. (2011) operaram um reator RBS, em escala de bancada,
com volume atil de 7 L, a temperatura de 35°C. O reator foi
inicialmente inoculado com biomassa anammox, em condicfes anodxicas
e alimentado com efluente sintético, contendo amonio e nitrito como
substrato, levando um periodo de tempo de 55 dias para estabilizar o
processo ANAMMOX. Apos este periodo, o efluente sintético foi
substituido por outro, sendo composto apenas por amdnio como
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substrato, e o reator passou a ser aerado, com OD de 0,5-0,8 mg.L™.
Observou-se uma queda da capacidade de remocdo anammox e devido a
isto o OD foi restringido para 0,3-0,5 mg.L™".Duas semanas ap6s, as
bactérias anammox voltaram a apresentar atividade, estabilizando o
processo de desamonificacdo, mantendo-se em estado estacionario por
25 dias, quando entdo outras condicBes operacionais foram aplicadas.De
forma semelhante, Cho et al. (2011) trabalharam com um reator de
biofilme com fluxo ascendente e oxigénio controlado, com volume (til
de 1,25 L e obtiveram um tempo de partida do processo ANAMMOX de
100 dias, encontrando dificuldade em manter o processo de
desamonificacdoestavel em funcdo do controle inadequando de OD.
Davereyet al. (2013) trabalharam com um reator RBS, com volume util
de 18 L e encontraram um tempo de partidado processo de 164 dias.

Assim como nestes estudos relacionados, 0 OD apresentou-se
como uma das principais grandezas de controle do processo. Pode-
seobservar,na Figura 19,que durante a Fase I, na primeira semana de
operacdo, houve um actimulo de nitrito e nitrato no reator, indicando
gue a atividade das bactérias nitrificantes estava sobressaindo a
atividade das bactérias anammox. Diante disto, no 10° dia de operacdo,
restringiu-se o OD fornecido, diminuindo a vaz&o de ar de 0,033 L.L
' min™ para 0,025L.L™.min"durante as etapas de aerac&o dos ciclos.

- FASE 11

Na fase Il, o reator entrou em estado estacionario e atingiu sua
fase de maior remocéo de nitrogénio, como pode-se visualizar na Figura
20, apresentando uma remoc¢do média de amdnio de 77,9% e de
nitrogénio total de 66,4%.

A eficiéncia de remogao esta relacionada com a configuracdo do
reator utilizada e as condi¢bes de processo aplicadas. Li et al. (2011)
atingiram uma eficiéncia de remocdo de aménio de 74,5%, Davereyet
al. (2013) removeram 89% de nitrogénio total e 98% de amonio e Cho
et al. (2011) atingiram uma remog&o de 85% de nitrogénio total.

A eficiéncia atingida neste processo, com a configuragdo do
reator utilizado, foi satisfatoria, porém, estudos deotimizacdodo
processo devem ser realizados.
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Neste periodo, iniciaram-se 0s testes no reator, onde foram
avaliados diferentes ciclos de aeragdo, 0s quais serdo discutidos
posteriormente, no item 5.3.

- FASE 111

Na fase Ill, aos 99 dias de operacdo, iniciaram-se 0s testes em
batelada com adicdo de matéria organica. Durante este periodo,
observou-se uma perturbagdo na remo¢do de nitrogénio,
desestabilizando o processo de desamonificagdo. Observou-se o inicio
do acumulo de nitrito no reator, indicando perda da capacidade de
remogdo de nitrogéniopelas bactérias anammox. Houve uma queda de
eficiéncia de remocdo de nitrogénio pelo processo, causando sua
desestabilizacdo de forma irreversivel. Este estudo sera discutido
detalhadamente no item5.4.

5.3 AVALIACAO DO CICLO DE AERACAO

Apo6s o processo de desamonificacdo estabilizar e entrar em
estado estacionario, durante a Fase 1, ao 70° dia de operacdo, realizou-
se um estudoda influéncia dos ciclos de aeracdo na eficiéncia do
processo, conforme descrito no item 4.7.2.

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam 0 acompanhamento das
formas nitrogenadas e alcalinidade total para os ciclos de 8 minutos
aerando e 22 minutos em condig¢bes anoxicas (Ciclo 1), 15 minutos
aerando e 15 minutos em condi¢des andxicas (Ciclo 2) e 22 minutos
aerando e 8 minutos em condig¢des andxicas (Ciclo 3), respectivamente.
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Figura 21 - Concentracdo das formas nitrogenadas e alcalinidade total
para o Ciclo de 8 minutos aerando e 22 minutos em fase andxica.
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Figura 22 - Concentragdo das formas nitrogenadas e alcalinidade total
para o Ciclo de 15 minutos aerando e 15 minutos em fase andxica.
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Figura 23 - Concentragdo das formas nitrogenadase alcalinidade total
para o Ciclo de 22 minutos aerando e 8 minutos em fase andxica.

Em todos os ciclos, as concentragbes de nitrito e nitrato
apresentaram-se baixas, caracterizando o processo de desamonificacao,
porém com um leve aumento de nitrato & medida que aumentava-se 0
tempo de aeracéo.
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Para uma melhor visualizacdo, a Tabela 6 relaciona as
velocidades de consumo e producdo das formas nitrogenadas de cada
Ciclo e as respectivas concentragfes de Nt removidas, obtidas naFase
dedefinigdo do ciclopara posta em marcha do reator (inoculagdo)e na
Fase II.

Tabela 6-Comparativo entre as velocidades de consumo e produgéo das
formas nitrogenadas obtidas para cada Ciclo na Fase de inoculacédo e na
Fase Il e concentracdo de Nt removido.

+

_ “I'N-NH4 “I'N-NO2 'N-NO3 N removido
Fase Ciclo  (mgN-NH,".  (mgN-NO;.  (mgN-NOj. (mgN. L)
L™h? L™h? L™h?) '

Inécula 1 9,50 0,31 2,33 44,91
cao 2 7,90 0,23 4,39 19,64
1 7,42 0,41 0,44 44,43
Fase Il 2 10,03 0,02 1,67 60,00
3 9,41 0,10 1,97 45,44

Através da Figura 21, observa-se que o Ciclo 1 ndo foi suficiente
para oxidar o amonio a nitrito em quantidade estequiométrica para o
processo ANAMMOX, apresentando um residual deste no final do
ensaio, logo, o OD disponivel ndo foi suficiente para estabelecer uma
nitrificacdo parcial eficiente.Isto indica que, existe uma relacdo direta
entre o tempo de aeragdo, e consequentemente 0 OD, com a carga de
amoOnia aplicada. Para maiores concentracdes de amonio, ciclos com
maiores tempos de aeragdo sdo necessarios para oxidagdo do mesmo,
para estabelecer a nitrificacdo parcial.

Comparando os resultados do Ciclolna Fase de inoculagdo, com
0 mesmo Ciclo | aplicado na Fase Il, nota-se que a velocidade de
consumo de amonio na Fase I, foi de 7,42 mgN-NH,".L"2h™, valor
menor que o0 encontrado nos testes na Fase de inoculacdo, que foi de 9,5
mgN-NH,".L-.h™. Esta velocidade de consumo é definida pela acdo
conjunta de bactérias nitrificantes e anammox. Possivelmente a
velocidade de consumo da Fase de inoculagdo foi maior porque as
bactérias nitrificantes apresentavam-se mais ativas e favorecidas que as
bactérias anammox neste periodo, o que se confirma comparando a
producdo de nitrato, que foi maior nesta Fase. Isso indica que na Fase II,
0 processo de nitrificacdo parcial estava mais estavel e melhor
controlado e as bactérias anammox mais adaptadas. Outra observacéo
importante foi de que o teste na Fase de inoculagdo e o teste na Fase Il
partiram de concentracdes iniciais de aménio diferentes, 100 mgN-
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NH," L7 60mgN-NH4+.L'1, respectivamente, porém, em termos de
consumo de amonio, estes foram semelhantes, sendo consumidos 57
mgN-NH,".L"'na Fase de inoculacéoe 44,6 mgN-NH,".L"na Fase II.
Isto indica que este consumo esta relacionado com a disponibilidade de
oxigénio para oxidar a amdnia a nitrito e nitrato.

De forma analoga para o Ciclo 2, a velocidade de consumo de
amoénio na Fase Ilfoi 10 mgN-NH,".L™".h™, neste caso maior que a
encontrada no inicio da Fase de inoculagdo, de 7,9 mgN-NH,".L™.h™
Isto porque as bactérias anammox encontravam-se melhor adaptadas e
mais ativas na Fase Il, e o processo de nitrificacdo parcial melhor
controlado, o que se confirma pela menor producdo de nitrato, 26,39
mgN-NH,".L ™ na Fase de inoculacéo e 10,03 mgN-NH,".L™ na Fase II.
Da mesma forma que para o Ciclo 1, o Ciclo 2 partiu de concentra¢des
iniciais de aménio diferentes, porém, a capacidade de consumo deste
substrato foi semelhante, sendo consumidos 47,4 mgN-NH4+.L'l na Fase
de inoculacdo e 60 mgN-NH,".L™" na Fase 11, uma diferenca de apenas
12,6mgN-NH,".L™.

Comparando-se agora os trés ciclos estudados,durante a Fase I,
nota-se que a maior velocidade de consumo de aménio encontrada foi
para o Ciclo 2, de 10,03 mgN-NH,".L™.h™, porém esta foi proxima da
velocidade do Ciclo 3, de 9,41 mgN-NH,".L ™ .h™. Os Ciclos 2 e 3, para
estas condicBes experimentais, mostraram-se adequados e suficientes
para estabelecer o processo de desamonificacdo. O Ciclo 1 ndo foi
suficiente para consumir toda a amonia, porém apresentou uma menor
producdo de nitrato comparado aos demais, a qual aumentou de forma
proporcional ao aumento do tempo de aeracdo.Em relacdo a
concentragdo de N-NH," convertido, o Ciclo 1 apresentou uma
conversdo de 71%, os Ciclo 2 e 3, de 96% do N-NH," aplicado.
Comparado ao Ciclo 3, o Ciclo 2, nesta condi¢do de concentracdo
aplicada, torna-se mais viavel, uma vez que este removeu uma maior
concentracdo de Nt(Tabela 6), além de reduzir o tempo de aeracdo,
gerando uma economia de energia no processo.

A partir destes resultados, mais uma vez, percebe-se uma relacdo
direta entre o tempo de aeracdo e a concentragcdo de amdnio aplicada,
indicando que quanto maior a concentragdo de amdnio, maior deve ser o
tempo de aeracdo, para o processo de nitrificagdo parcial converter
nitrogénio amoniacal a nitrito em quantidade estequiométrica suficiente
para o processo ANAMMOX e por consequéncia estabelecer o
equilibrio no processo de desamonificacéo.
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Equipamentos e estratégias de aeracdo e a configuracdo do reator
determinam a transferéncia de oxigénio da bolha de ar para 0 meio
reacional (CEMA et al., 2011). A transferéncia de oxigénio é funcéo da
temperatura e da concentracdo de outras espécies quimicas dissolvidas.
A concentracdo de OD diminui com o aumento da temperatura e a
presenca de matéria organica no meio aumenta o consumo de oxigénio
por microrganismos aerébios durante a oxidacdo destesubstrato
(SCHMIDELL, 2001; VAN HULLE et al., 2010).

Por este motivo, varios estudos diferem quanto a estratégia de
aeracdo mais apropriada.

Como exemplo, pode-se citar o trabalho realizado por Cemaet al.
(2011), que estudaram a influéncia do OD em um reator de leito mével e
biofilme, com volume (til de 2,1 m®, sendo adicionado meio suporte
kaldnesna proporcdo 50% v/v, aerando de forma continua. Através de
testes feitos em batelada, a 25°C e concentracdo inicial de aménio de
120 mgN-NH,".L™, variando a concentracio de OD entre 0,5 — 4
mgO..L™, encontraram a maior remocdo de nitrogénio atingida, de
0,5kgN.m>.d* para a concentragio de OD de 3,15mg0O,.L™". Também
foi observado que o aumento da concentracdo de OD aumentou a
producdo de nitrato e causou uma reducdo de bactérias anaer6bias no
biofilme, consequentemente, um decaimento da eficiéncia das bactérias
anammox. Na concentragdo de 4 mgOz.L'l, verificou-se um aumento da
concentracdo de nitrito. Operar em forma continua nestas concentracées
de OD pode causar um acumulo de nitrito no reator e por consequéncia
inibir o processo ANAMMOX.

Vasquez-Padinet al. (2009) operaram um reator RBS com ar
pulsado, com volume (til de 1,5 L, ciclos de 6 h, sendo 5,75 h do tempo
aerando e alimentando. O ar foi pulsado em intervalos de 1 segundo de
fluxo e 10 segundos sem fluxo, afim de controlar o OD e proporcionar
melhor homogeneizacdo do reator. O periodo de operacdo foi dividido
em quatro fases, variando a concentracdo de OD aplicada, na faixa de
0,2 — 4,0mg.L™. Inicialmente deu-se a partida com uma concentracdo de
OD de 3,1 mg.L'l, e em cada fase, esta concentracdo foi reduzida, até
encontrar a concentragdo ideal de OD a ser aplicada para estabelecer a
nitrificacéo parcial, que foi de 0,5mg.L™.

Zubrowska-Sudolet al. (2011) operaram um reator de leito mével
com biofilme, com volume (til de 8 L, 40% de meio suporte kaldnes, a
temperatura de 27°C e ciclos de aeragdo de intermitente, sendo 30
minutos aerando e 30 minutos em fase andxica. Através de testes em
batelada, avaliaram quatro diferentes estratégias de aeragdo, cada uma
para trés diferentes concentracbes de OD. Observou-se que a
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concentragdo de OD, juntamente com o ciclo de aeracdo, sdo variaveis
cruciais para a eficiéncia do processo, encontrando como melhor ciclo,
parasuas condi¢fes experimentais, o0 ciclo de 40 minutos aerando na
concentracdo de OD de 4 mg.L™ e 20 minutos em fase andxica.

Portanto, o ciclo e forma de aeracdo é particular para cada
casoespecifico, devendo ser definido antes de iniciar seus ensaios. Além
disso, quando o trabalho envolver aumento de carga, o ciclo de aeracéo
deve ser alterado em funcdo das necessidades e caracteristicas do
processo.

54  AVALIACAO DA INFLUENCIA DA MATERIA ORGANICA
NO PROCESSO DE DESAMONIFICACAO

Aos 99 dias de operagdo iniciaram-se os testes em batelada, para
diferentes concentragdes de carbono organico no processo, conforme
descrito no item 4.8. A relagdo C/N foi obtida variando-se
aconcentracdo de COT e mantendo-se constante a concentracdo de N-
NH,".

As Figuras 24 e 25 apresentamas velocidades especificas de
consumo de amonio em funcdo do aumento da relacdo C/N e da
eficiéncia do processo em funcéo do aumento do COT, respectivamente,
considerando que, devido a curta duragdo dos ensaios e o lento
crescimento da biomassa, a concentracao celular permaneceu constante.
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Figura 24 — Comportamento da velocidade especifica de consumo de N-
NH, em funcdo do aumento da raz&o C/N.
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Figura 25 — Eficiéncia de remocao de N-NH," em funcio do aumento da
concentracdo de COT.

Como pode-se visualizar na Figura 24, as velocidades especificas
de consumo de amonio, diminuiram com o aumento da relacdo C/N,
indicando que a atividade do processo de desamonificagdo reduziu com
0 aumento do COT, o que se confirma através da Figura 25, a qual
apresenta uma queda de eficiéncia na remocdo de N-NH," com o
aumento da concentragéo de COT.

Durante a realizacdo dos ensaios, houve consumo de carbono
organico e, a alcalinidade, antes consumida pelo processo de nitrificacdo
parcial, apresentou um comportamento constante coma adicdo de
matéria organica, sugerindo a ocorréncia do processo de desnitrificacéo,
0 qual produz alcalinidade dentro do reator, logo, a presenga de
bactérias heterotroficas desnitrificantes. Estes resultados podem ser
visualizados no Apéndice D.

SegundoRittmann e McCarty (2001), quando microrganismos
usam substrato como doador de elétrons para sintese, uma porcao desses
elétrons (f.°) é normalmente transferida para o aceptor de elétrons para
proporcionar energia, para entdo converter a outra por¢do de elétrons
(fs°), em células microbianas. Ainda de acordo com os autores, as
bactérias nitrificantes tém muito menos elétrons convertidos em células
(f° = 0,1) comparadas a bactérias heterotroficas aerdbias (fs° = 0,6-0,7),
logo, o crescimento heterotr6fico é muito maior que o das bactérias
nitrificantes. Os autores também afirmam que as bactérias
desnitrificantes heterotrdficas, por serem facultativas, tém caracteristicas
cinéticas similares as bactérias heterotréficas aerdbias.



91

Portanto, bactérias desnitrificantes e heterotrdficas aerdbias sao
muito mais favorecidas que as bactérias nitrificantes na competicdo por
substrato, no caso, o oxigénio dissolvido.

A reducdo da velocidade especifica de consumo de aménio do
processo como aumento do carbono orgéanico disponivel justifica-
sedevido que, uma maior concentragcdo de COT, aumenta o consumo de
oxigénio por bactérias heterotréficas aerdbias. Essa competicdo por OD,
suprime a atividade das BOA.

Tendo menos oxigénio disponivel, a conversdo de nitrogénio
amoniacal em nitrito é consequentemente reduzida. Sem nitrito em
condicdo estequiométrica suficiente, a capacidade das bactérias
anammox também acaba sendo suprimida e, por estas serem mais
sensiveis, podem ter sido desfavorecidas, comprometendo o
funcionamento do processo. A afinidade entre nitrito e as bactérias
anammox é muito maior que entre nitrito e bactérias desnitrificantes
(AHN, 2006), porém, por estarem em condicBes que as desfavorecem,
como aexposicdo a0 OD e a matéria organica, esta afinidade das
bactérias anammox pelo nitrito pode ter sido reduzida e, por
consequéncia, podem ter sido suprimidas pelo processo de
desnitrificacdo uma vez que, com o aumento do COT disponivel, o
nitrito produzido pelas BOA possa ter desnitrificado.

A Figura 26 relaciona o consumo de COT e N-NH," em funcéo
do aumento da relagdo C/N.

160 1
140 -
120 ~

Juny

o

o
1

R2? = 0,9062
go O o

60 1 o

40
20 A
0 T T T T T )

0 1 2 3 4 5 6
C/N (mgCOT.mgN)

¢ COT consumido  ON-NH4+ consumido

Concentracéo
(mg.L?)

R? = 0,9454

Figura 26 — Relag#o entre o consumo de COT e N-NH," em funcio do
aumento da relagdo C/N.
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O comportamento do processo, representado pela Figura 26,
sugere que a partir da relagdo C/N de 3,5 mgCOT.mgN "o consumo de
COT por bactérias heterotréficas diminuiu, porém, devido a disperséo
dos pontos experimentais para as ultimas relagdes C/N testadas, nas
analises de COT, ndo é possivel afirmar que o patamar do gréafico tenha
de fato este comportamento, podendo este ser constante e as bactérias
heterotroficas terem atingido a saturacdo. Os graficos do
acompanhamento da cinética destes experimentos encontram-se no
Apéndice D.

Através da Figura 26 também é possivel observar que o0 consumo
de nitrogénio amoniacal continuou diminuindo, mesmo com essa
saturacdo do consumo de COT. Isto indica que, além de ter sido
suprimido pela falta de OD disponivel, o processo pode ter sido inibido
pela adicdo de matéria orgdnica. No entanto, para uma maior
compreensao da inibicdo do processo pela presenca da matéria organica,
testes onde OD ndo seja limitante e com maiores tempos de aeracdo
devem ser estudados.

Apesar de se tratar de uma cultura mista de microrganismos,
estudos sugerem que as bactérias anammox, em particular, sdo inibidas
pela presenga de altas concentracbes de matéria organica, como
discutido no item 3.4.2. Dapena-Mora et al.(2007) avaliaram a
inibicdoda atividade especifica anammox utilizando acetato de sodio
como fonte de matéria orgénica e encontraram que concentraces de
COT de 600 e 1200 mgCOT.L™ resultaram em uma inibicdo de 22 e
70%, respectivamente.

Em relagdo ao processo, estudos diferem quanto & quantidade de
COT e da relagdo C/N a ser aplicada, em fungdo da configuracdo do
reator, suas condi¢cdes operacionais e caracteristicas do efluente.

Zhang et al. (2012) estudaram a influéncia de diferentes relagdes
C/N para efluente suinicola pos-biodigestor na eficiéncia de remocéo de
nitrogénio pelo processo de desamonificacdo em um reator de biofilme
do tipo RBS em escala de bancada, com volume (til de 6,5 L, operado a
30°C e condigdes controladas de OD. Cloreto de amdnio e acetato foram
utilizados para as corre¢des das razdes C/N do efluente. Neste estudo, a
concentracdo de OD precisou ser aumentada com a adicdo de matéria
orgénica para manter a estabilidade do processo. O aumento da relacéo
C/IN para 1,24 causou uma queda na eficiéncia de remocdo de
nitrogénio. A relacdo C/N ideal para as condi¢bes operacionais neste
estudo foi 0,65.
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Winkleret al. (2012) avaliaram a remocéo de nitrogénio e DQO
pelo processo de desamonificagdo em um reator granular, operado em
condicdes aerdbia e anoxica, a temperatura ambiente, encontrando
estabilidade do processo até a relagdo C/N de 0,5.

Chen et al. (2013) estudaram a aplicacdo do processo no
tratamento de efluente proveniente da criagdo de tartarugas. Obtiveram
um eficiéncia de remocdo de nitrogénio total e de DQO de 85% e 56%,
respectivamente, trabalhando uma relagcdo C/N de aproximadamente 2.

Figueroa et al. (2012) ndo observaram efeito significativo no
processo trabalhando-se nas relagdes DQO/N entre 2,4 e 5 gDQO/gN e
atribuem isto a diferenca na biodegradabilidade dos diferentes efluentes
ao passarem por pré-tratamentos.

Neste estudo, ndo observou-se diferenga significava na eficiéncia
de remocdo de nitrogénio amoniacal do processo trabalhando-se com
relagbes C/N abaixo de 2 mgCOT.mgN-NH,", para as condicdes
operacionais estudas. Para uma analise mais precisa do processo,
estudos mais aprofundados, utilizando-se efluente real e relacionando
COT e OD devem ser realizados. Assim como o0 estudo do
comportamento do processo em longos tempo de operacdo, operando
em forma continua.

55 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL

Foram coletadas amostras do indculoanammox e também do
Reator B durante a sua partida, antes e apds os testes com matéria
organica e foram realizadas analises de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR) para acompanhar e quantificar a interacdo entre
0s principais microrganismos envolvidos no processo: BOA, bactérias
anammox e bactérias desnitrificantes. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7-Quantificacdo dos principais microrganismos envolvidos no
processo de desamonificacao.

Amostra BOA Desnitr_ificantes Anammox
(AmoA) (NirS) (hzo)
InéculoAnammox 2,22 x 10° 4,36 x 10’ 6,98 x 10"
Fase | * * *
Fase 11 * * *

Fase Il 3,26 x 10° 6,77 x 10° 1,68 x 10°
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* Amostras ndo processadas

Como pode-se observar, o in6culoanammox trata-se de uma
cultura mista, onde as bactérias com atividade anammox foram
predominantes comparativamente as BOA e as desnitrificantes. A
presenca de bactérias desnitrificantes observada no indculoanammox
justifica a presencga e atividade destas durante os testes com matéria
organica.

A quantificaco das bactérias pode ter sofrido alguma
interferéncia uma vez que algumas bactérias, que ficaram suspensas,
podem ter sido carregadas durante a lavagem da biomassa do Reator B
entres os testes com COT.

Os resultados foram inconclusivos para o acompanhamento do
crescimento de BOA, bactériasanammox e bactérias desnitrificantes,
devido a problemas no processamento das amostras durante a realizacdo
das anélises, mesmo assim, observa-se a presenca de bactérias
anammoxapds a desestabilizacdo do processo, porém em ndmero
bastante reduzido comparado a0 momento da inoculagao do reator.

56 VELOCIDADES DE CONSUMO E PRODUGCAO DAS
BACTERIASANAMMOX

Realizaram-se testes em batelada, para acompanhamento das
velocidades de consumo de nitrogénio amoniacal e nitrito e producéo de
nitrato das bactérias anammox no Reator B. Conforme descrito no item
4.9, estes testes foram realizados ao inocular o reator e ao 8°, 97° e 112°
dias de operacéo.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8 - Velocidade de consumo e producdodas bactérias anammox e
concentracdo de Nt removido.

¥

Dias de “IN-NHa “N-NO2 'n-NoO3 N-rremovido
operacéo (mgL'.\f'r':ﬂF)"‘ ' (mﬁﬁl}']\.ll?z ' (mﬁﬁl}'}ﬂ% ' (mgN. L)
0* 7,74 9,62 1,22 96,86
8* 11,66 15,52 2,80 146,27
97> 16,55 17,18 3,36 179,68
112*** 7,30 3,94 0 67,45

* Posta em marcha do reator durante a Fase |
** Final da Fase Il e inicio da Fase Il
*** EFinal da Fase 111
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Como os testes foram realizados dentro do reator, onde havia
uma cultura mista de microrganismos, ndo foi possivel determinar as
velocidades especificas. Para tanto, forneceu-se condi¢cBes que
favoreciamas bactérias anammox em relagcdo as nitrificantes e foi
acompanhado se as mesmas apresentavam capacidade de conversao de
nitrogénio, sem mensurar sua atividade especifica.

Através da Tabela 8, observa-se que as bactérias anammox
apresentaram capacidade de remogdo significativa até o 97° dia de
operacdo, onde entdo se iniciaram os testes com carbono orgéanico. No
112° dia de operacdo houve um pequeno consumo de substrato,
indicando que, mesmo suprimidas, estas ainda estavam presentes no
reator, o que se confirma através dos resultados apresentados na Tabela
6.

Ao término dos testes com carbono organico, as bactérias
anammox nao apresentaram mais capacidade de
conversdo,desestabilizando o processo de desamonificacdo, sendo o
mesmo entdo desativado.






6 CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer o processo de desamonificacdo operando
um reator de fluxo intermitente, com ciclo de 8 minutos aerando e
alimentando e 22 minutos em condi¢bes andxicas, com uma
concentracdo de alimentagdo de nitrogénio amoniacal de 200 mgN-
NH, L™ e carga aplicada de 0,4 gN-NH,".L*.d*, atingindo uma
remocao média de amdnio de 77,9% e de nitrogénio total de 66,4%.

Os testes de aeracdo indicaram uma relagdo direta entre a carga
de nitrogénio aplicada e o tempo de aeracdo do ciclo operacional, sendo
que, para as condi¢Bes estudadas, o ciclo com 15 minutos aerando e 15
minutos em condi¢des andxicas se mostrou suficiente e viavel para
estabelecer o processo, atingindo uma conversio de N-NH," de 96%
durante o ensaio, quando a concentra¢do de nitrogénio amoniacal foi de
60mgN-NH," L™

Os testes avaliando a influéncia da presenca de matéria organica
no processo de desamonificagdo mostraram a ocorréncia de uma
competicdo entre BOA e bactérias heterotroficas por OD, o qual se
tornou o limitante do processo. Essa competicdo entre BOA e
heterotroficas reduziu a conversdo de nitrogénio amoniacal a nitrito,
suprimindo também o processo ANAMMOX. Nas condic¢des estudadas,
relacdes C/N maiores que 2,0mgCOT.mgN™ desestabilizaram e
descaracterizaram o processo de desamonificacéo.






7  SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
» Estudar e relacionar diferentes ciclos de aeracéo com diferentes
cargas de nitrogénio aplicadas;

* Avaliar o comportamento do processo utilizando-se efluente
real,proveniente da suinocultura;

* Avaliar a influéncia do OD e do ciclo de aeracdo no processo na
presenca de matéria organica;

» Auvaliar o comportamento do processo em relacdo a adicdo de
matéria organica, operando de forma continua;

* Mensurar 0s gases emitidos no processo, em especial 0s
causadores do efeito estufa, tal como o N,O e CH,.
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11 APENDICE C - Relagdo COT vs DQO e CI vs Alcalinidade

Total
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Figura 27 - Regressdo linear entre os dados experimentais para DQO e

COT.
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Figura 28 - Regresséo linear entre os dados experimentais para Cl e

Alcalinidade total.
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12 APENDICE D - Avaliacdo da influéncia da matéria organica
no processo de desamonificagdo
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Figura 29 — Acompanhamento das formas nitrogenadas e da alcalinidade
total nos testes com adicdo de matéria organica para a relagdo C/N = 0
mgCOT.mgN™.
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Figura 30 — Concentracéo das formas nitrogenadas nos testes com
adicdo de matérias organica para a relacdo C/N = 0,3mgCOT.mgN™.
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Figura 31 — Consumo de COT e alcalinidade total paraa relagdo C/N =
0,3mgCOT.mgN™.
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Figura 32 — Concentracéo das formas nitrogenadas nos testes com
adicdo de matérias organica para a relacdo C/N = 2,0mgCOT.mgN™.
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Figura 33 — Consumo de COT e alcalinidade total paraa relagdo C/N =
2,3mgCOT.mgN™.
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Figura 34 — Concentracéo das formas nitrogenadas nos testes com
adicdo de matérias organica para a relacdo C/N = 3,5mgCOT.mgN™.
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Figura 35 — Consumo de COT e alcalinidade total paraa relagdo C/N =
3,5mgCOT.mgN™.
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Figura 36 — Concentracéo das formas nitrogenadas nos testes com
adicdo de matérias organica para a relacdo C/N = 4,3mgCOT.mgN™.
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Figura 37 — Consumo de COT e alcalinidade total paraa relagdo C/N =
4,3mgCOT.mgN"™.
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Figura 38 — Concentracéo das formas nitrogenadas nos testes com
adicdo de matérias organica para a relacdo C/N = 5,1mgCOT.mgN™.
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Figura 39 — Consumo de COT e alcalinidade total paraa relagdo C/N =
5,1mgCOT.mgN™.



