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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar o comportamento da remogdo simultanea de NH," e NO,’, segundo
equacdo estequiométrica do processo Anammox proposta por Strous et al. (1998) durante um periodo de
adaptacdo de lodo extraido de um sistema de lodo ativado operando na variante aeracao prolongada alimentado
com esgoto sanitario. Ao longo de 261 dias de operacédo, foram operados dois reatores em paralelo e as analises
fisico-quimicas de monitoramento do processo revelaram que NH," e NO, foram removidos do sistema,
entretanto a remocdo dessas espécies quimicas ndo ocorreu de forma simultdnea. A maior parte do NO, foi
reduzido por bactérias heterotrdficas desnitrificantes. O trabalho permitiu concluir que para a ocorréncia estavel
do processo, se faz necessaria uma proporcio de NH,":NO, afluente superior a proposta pela equagio global
da reacdo Anammox (1:1,32). As méaximas taxas volumétrica de remocgdo de N-NH," foram iguais a 0,021
kg.m*.dia™ e 0,026 kg.m>.dia® nos reatores 01 e 02, respectivamente. Para 0 N-NO, a taxa volumétrica de
remoc&o no reator 01 variou entre (0,009 a 0,036) kg.m™.dia™ e no reator 02 entre (0,009 a 0,029) kg.m?.dia™.

PALAVRAS-CHAVE: Amdnio, Nitrito, Anammox.

INTRODUCAO

Nitrogénio amoniacal (N-NH;) quando disposto em corpos d’aguas pode ser toxico a vida aquatica, causar a
deplecdo do oxigénio dissolvido e contribuir para eutrofizacdo (METCALF e EDDY, 2003). Tradicionalmente,
a remocdo de N-NH; presentes em &guas residuarias tem sido alcancada através do processo bioldgico de
nitrificacdo-desnitrificacdo. Mulder et al. (1995), trabalhando com reator desnitrificante de leito fluidizado
identificou um novo processo de remocdo biologica de N-NHs, no qual o nitrato (NOj3’) era o aceptor de
elétrons. Esse processo foi batizado por esses pesquisadores como Anammox (Anaerobic Ammonium
Oxidation). Posteriormente, estudos revelaram que a reacdo de oxidagdo anaerébia da amoOnia, também, pode
ser conduzida com o nitrito (NO,) como aceptor de elétrons (VAN de GRAAF et al., 1995). A reacdo que
governa o processo Anammox (Equacao 1) foi proposta por Strous et al. (1998). O principal produto da reagéo
é 0 N,, porém cerca de 10% do nitrogénio afluente é convertido a nitrato (NO3") (AHN J-H, 2006).

INH4" + 1,32NO; + 0,066HCO; + 0,13H* — 1,02N; + 0,26NO3" + 0,066CH»00 5No,15 + 2,03H,0 equacdo (1)
Trabalhos posteriores permitiram concluir que o processo Anammox ocorre em ambiente andxico (presenca de

6xido de nitrogénio e auséncia de oxigénio livre), com temperatura variando de 20 a 43°C e pH entre 6,7 e 8,3
(STROUS et al., 1999; AHN J-H, 2006). Nesse processo, amdnia é convertida a gas nitrogénio (N,) por
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bactérias quimiolitoautotréficas, que utilizam o NH,* ou NH; como doadores de elétrons e NO,” como aceptor
de elétrons (VAN de GRAAF et al., 1996; STROUS et al., 1999). De acordo com Strous et al. (1999) e Jetten
et al. (2001), a oxidagdo do aménio por bactérias Anammox € inibida em presenca de oxigénio livre, porém,
essa inibicdo é reversivel. Segundo Van de Graaf et al. (1995) e Jetten et al. (2001), organismos Anammox se
desenvolvem tendo o CO, como Unica fonte de carbono para a producéo de material celular. Entretanto, alguns
autores tém encontrado bons resultados a partir de outras fontes de carbono inorganico. Liao et al. (2008),
estudando o efeito do bicarbonato de sédio (NaHCOs) sobre o desenvolvimento de organismos Anammox,
concluiu que as eficiéncias de remogdo de aménio pelo processo eram mais pronunciadas quando 1,5 g de
NaHCOs/L eram adicionados ao sistema como fonte de carbono.

Quando comparado ao processo convencional de remocdo biolégica de nitrogénio amoniacal, nitrificacdo
autotrofica-desnitrificacdo heterotrofica, o processo Anammox apresenta algumas vantagens: gas oxigénio e
carbono orgéanico ndo sdo requeridos como fonte de energia e carbono, respectivamente, e gas nitrogénio ¢é
obtido por rota mais curta (Figura 1). Além disso, como a taxa especifica maxima de crescimento desses
organismos é lenta (0,003 h™) ha menor producdo de lodo no sistema, reduzindo os custos operacionais
(STROUS et al., 1997). Paradoxalmente, esse baixo rendimento da biomassa limita a aplicacdo do processo
Anammox, pois a dificuldade de cultivar e manter grandes quantidades desses microrganismos nos sistemas de
tratamento resulta em tempos de partida muito longos e instabilidade operacional. O enriquecimento de
consorcios Anammox oriunda de comunidade mista de bactérias requer a otimizacdo e controle das condicfes
que favorecem o processo Anammox em detrimento do crescimento de outros grupos de microrganismos.
(STROUS et al., 1998; DAPENA-MORA et al., 2004; ARAUJO et al., 2010).

Ciclo do Nitrogénio

Desnitrificacao

CH;OH N,

><
£

NOs- £ NH,~
(3
=
=T

O, Nitrificacao O,

Figura 1: Dois processos biolégicos de remogao de nitrogénio: Nitrificacdo-Denistrificacdo e Anammox.
Fonte: Adaptado de PAQUES, 2010.

Microrganismos Anammox tem sido detectados em diversos tipos de processos de tratamento de aguas
residudrias, que incluem sistemas de lodo ativado (DAPENA-MORA et al., 2004; ARAUJO et al., 2010),
sistemas de tratamento de efluentes de matadouro frigorifico (REGINATTO et al., 2005) entre outros. Araljo
et al. (2010) defendem que estudos voltados para o enriquecimento e desenvolvimento de biomassa Anammox
580 necessarios e importantes, como forma de viabilizar 0 uso dessa biomassa como indculo e otimizar a partida
de reatores.

O presente estudo objetiva avaliar o comportamento de um processo bioldgico de remogéo simultanea de NH,"*
e NO,  (processo Anammox), durante um periodo de adaptacéo de lodo extraido de um sistema de lodo ativado
operado na variante aeracdo prolongada alimentado com esgoto sanitéario.

MATERIAL E METODOS
INOCULO E MEIO DE CULTURA

O lodo utilizado na presente pesquisa foi oriundo de uma estacdo de tratamento de esgotos sanitarios (ETE)
operada pela Empresa Baiana de Aguas e Saneamento (EMBASA), com vazdo média de 20L/s e configuracio
de processo apresentada na Figura 2. Essa escolha baseou-se na experiéncia de alguns trabalhos, como o de
Aragjo et al. (2010), que conseguiram desenvolver o processo Anammox a partir da utilizacdo de lodo oriundo
de sistema de lodo ativado. Coletou-se 1,8L de lodo no tanque de aeracdo da ETE e inocularam-se dois
reatores operados em paralelo, aqui denominados reator 01 (R.01) e reator 02 (R.02).
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Figura 2: Esquema das unidades operacionais da etapa bioldgica do sistema de lodo ativado da ETE de
Iberostar.

Um meio mineral autotréfico e uma solugdo de micronutrientes, descritos na Tabela 1, eram adicionados aos
reatores. A concentragdo de nitrogénio como amdnio e nitrogénio como nitrito alimentados nos reatores variou
entre 13,1 — 95,0 mg N-NH,"/L e 17,7 — 123,5 mg N-NO,/L no reator 01, e entre 11,8 — 85,1 mg N-NH,"L e
17,92 — 100,0 mg N-NO, /L no reator 02.

Tabela 1: Composicao da agua residudria sintética e da solucdo de micronutrientes.

REAGENTES AGUA RESlDUARl’A ?lNTETlCA SOLUCAO DE MlCRpl\LUTRlENTES
CONCENTRACAOY (mg/L) CONCENTRACAO? (mg/L)
FeSO,.7H,0 126,2 4.990,8
CaCl, 53 5.540
MnSO,.H,0 59,3 -
MgS0,4.7H,0 675,8 -
KH,PO4 200 -
NH,CI 100 - 600 -
NaNO, 100 - 2.000 -
(NH,)sM0;0,,.4H,0 - 1.100,1
MnCl,.4H,0 - 5.062,3
ZnS0,4.7H,0 - 21.994,2
COC|2.6H20 - 1.612,0
CuS0,.5H,0 - 1.570,2

Fonte: Adaptado de Van de Graaf et al. (1996) e ‘Dapena-Mora et al. (2004): 2Campos, 1999.

DESCRICAO E OPERACAO DOS REATORES

Durante os primeiros 130 dias de operacdo, os reatores utilizados eram construidos em acrilico e selados com
placas de madeira (Figura 3a). A partir do 131° dia de operacdo dos reatores, optou-se pela aplicacdo de
reatores construidos em vidro, selados com rolha de silicone, algodao e plastico adesivo (Figura 3b). Essa
alteracdo justifica-se pela suspeita de difusdo do oxigénio atmosférico para o meio em analise.

Inicialmente, aproximadamente durante dois meses, o lodo foi mantido sob condi¢fes anéxicas com o nitrato
como aceptor de elétrons, de forma a inibir a ocorréncia de anaerobiose. Esses dois meses de operacgao foram
caracterizados pela realizacdo de testes exploratérios. Durante essa fase, identificou-se que a concentragdo de
N-NO;™ no sistema era superior a 300 mg/L, pois o sistema de lodo ativado do qual o inoculo foi originado
opera para nitrificacdo completa do afluente. Portanto, cada reator recebeu 2 mL de etanol (1,58g) como fonte
de carbono visando acelerar o processo de reducdo desse nitrato a nitrogénio gasoso pelas bactérias
heterotrdficas desnitrificantes. A massa de etanol adicionada foi baseado na relagdo 8,6 mg DQO/ mg N-NO3
reduzido.

As proporcdes afluentes de NH,™ e NO," inicialmente estabelecidas para os reatores 01 e 02 foram 1:1,3 e 1:1,
respectivamente. Essas proporcfes eram as predominantes durante os primeiros 130 dias de operacdo. As
razbes NH,:NO, afluentes aos reatores foram progressivamente manipuladas, de modo a observar o
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comportamento da remocdo de N-NH,". Essas razdes de NO,/NH," no afluente variaram entre 1,17 e 2,58 no
reator 01 e, entre 1,00 e 2,06 no reator 02.

Figura 3: Aparato experimental utilizado para o enriquecimento do cultivo. (a) Aparato utilizado
durante os 6 primeiros meses de operacéo e (b) Configuragdo atual — 4 meses de operacéo.

A partir do 202° dia de operagdo, buscando verificar a influéncia da desnitritacdo endégena sobre o processo,
retirou-se metade do lodo do reator 01 e inoculou-se outro reator com configuracdo semelhante ao reator 01.
Esse reator foi batizado de reator 03 (R.03). Completou-se os volumes de R.02 e R.03 com agua destilada. A
concentragdo de N-NO,™ afluente ao R.03 era proxima a do R.01, como o objetivo era avaliar a desnitritacdo
enddgena, R.03 nio recebia N-NH,".

Os reatores foram operados em bateladas, monitorando-se as concentracdes de N-NH," e N-NO, até que a
concentragdo de uma dessas substancias se aproximava ou igualava a zero. O pH e temperatura foram
monitorados quatro vezes ao dia, sendo que a temperatura foi mantida ambiente e o pH, a cada monitoramento,
estabilizado para proximo da neutralidade (7,0) com solugdes de NaOH (1mol/L) e/ou H,SO,4 (0,5 mol/L). Os
reatores foram operados com tempo de detengdo hidraulica (TDH) méximo de 232 horas, volume Gtil maximo
de 1,5L e retencdo total da biomassa.

Como fonte de carbono inorgénico, foram adicionados aos sistemas 1,5g/L de NaHCOj; (bicarbonato de sodio).
Essa fonte de carbono foi escolhida, pois Liao et al. (2008), estudando o efeito do carbono inorgénico sobre o
enriquecimento de bactéria Anammox, identificaram aumento significativo na remogdo de aménio e nitrito
quando a concentracdo afluente de bicarbonato de sédio utilizada era de 1,5¢/L.

Os testes em batelada objetivaram investigar o desaparecimento de N-NH," e N-NO, , buscando também,
identificar condigBes operacionais e parametros abidticos importantes para 0 crescimento de organismos
Anammox tais como: pH, temperatura, concentracio de N-NO, e N-NH," limitantes e proporcdo N-NH,":N-
NO, ideais.

METODOS ANALITICOS

Todos os procedimentos analiticos foram realizados de acordo com APHA; AWWA; WEF, (2005):
determinacéo de nitrogénio amoniacal pelo método analitico titulométrico precedido de destilacdo; nitrito pelo
método colorimétrico; solidos em suspensdo por gravimetria; pH e temperatura por método eletrométrico. Para
analise de nitrito, logo apds coleta, as amostras eram filtradas em membrana de didmetro de poro de 0,45um.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo de operagio, o comportamento da remogdo de N-NH," tanto para o reator 01 como
para o reator 02 foi bastante similar. De acordo com a Figura 4, até a 172 batelada (130° dia de operagdo), a
remogdo de N-NH," foi mais acentuada. Observando a Figura 5, verifica-se que a taxa volumétrica de remocao
do N-NO, foi, durante todo o estudo, maior que a taxa volumétrica de remocdo do N-NH,", levando a
acreditar que a remocdo de N-NH," era em parte, funcio do processo de volatilizagio. A mudanca do aparato
experimental para recipientes de vidro selados com rolhas de silicone permitiu melhor vedagdo do sistema e
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com isso minimizou-se os efeitos do fendmeno de volatilizacdo. Porém os resultados mostram que atividade
desnitrificante, ainda poderia ser favorecida no processo.
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Figura 4: Operacdo do reator 01 (a) e reator 02 (b) em bateladas com agua residuaria sintética.
Consumo de N-NH," e N-NO,™ em horas ao longo de cada batelada, durante os 261 dias de operagio. O

simbolo (|) indica o inicio de nova batelada.

Nota-se (Figura 5) que a remocéo dessas espécies quimicas ndo foi simultanea e que NO, era consumido mais
rapidamente. A taxa volumétrica de remocgdo de N-NH," para ambos os reatores, ndo se aproximou da taxa
volumétrica de remocdo do N-NO,™ ao final dos 261 dias. Segundo Mulder et al. (1995) e Strous, et al. (1998),
a remocdo simultanea de NH," e NO,™ ¢ indicativo da ocorréncia de reacdo Anammox. No reator 01 a maxima
taxa volumétrica de remocéo de N-NH," foi igual a 0,021 kg.m™.dia™, enquanto a taxa volumétrica de remogao
de N-NO, variou entre (0,009 a 0,036) kg.m*.dia™ Para o reator 02, a méaxima taxa volumétrica de remogao
de N-NH," foi igual a 0,026 kg.m*.dia™ e a taxa volumétrica de remocéo de N-NO, variou entre (0,009 a
0,029) kg.m®dia®. Apesar da atividade Anammox ainda ndo ser constatada, essas taxas de remocao
aproximam-se de outras taxas encontradas na literatura. Toh, Webb e Ashbolt (2002), depois de identificarem
atividade Anammox, observaram durante 90 dias que ambénia desaparecia a uma taxa de 0,018 kg N-
NH,"/m®.dia. Vale ressaltar que nesse estudo, os autores utilizaram compostos fenélicos para inibir a reducéo
do nitrito via desnitrificacdo e identificaram atividade Anammox a partir de culturas isoladas. Liao et al. (2008),
com o0 mesmo intervalo de tempo e utilizando cultura mais seletiva, observou uma taxa de remogéo de 0,015 kg
N-NH,"/m®.dia. Apés 90 dias os autores observaram uma reducéo significativa no tempo de remocéo de N-
NH," e N-NO,". Dapena-Mora et al., 2004 e Third et al., 2005, relataram presenca de atividade Anammox apos
70 e 120 dias de operacdo, respectivamente. Ressalta-se que nesses trabalhos argénio (Ar) era introduzido no

meio para ini

bir a difusdo do oxigénio.
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Os resultados obtidos indicam que, possivelmente, ocorria uma competi¢do entre as bactérias Anammox
(autotroficas) e bactérias heterotroficas desnitrificantes pelo aceptor de elétrons. Mesmo na auséncia de fonte
externa de carbono organico, as bactérias heterotrdficas desnitrificantes sdo capazes de obter energia para suas
atividades se alimentando do material celular e, assim, continuar a consumir parte do NO,™ disponivel no meio,
afetando o equilibrio da reacdo Anammox. Diante disso, 0 processo ainda ndo pode ser considerado como
Anammox.
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Figura 5: Série temporal da taxa volumétrica de remoc&o de nitrogénio nos reatores 01(a) e 02 (b) ao
longo dos 261 dias operagdo. Comportamento das taxas de remocao utilizando reator de acrilico selado
com tampa de madeira (operado por 130 dias) e reator de vidro selado com rolha de silicone (operado

por 131 dias).

A montagem de um terceiro reator (R.03) inoculado com metade do lodo do reator 01 possibilitou avaliar o
desempenho da reagdo de desnitritacdo. O reator 03 era dotado da mesma composi¢éo e configuragdo do reator
01, porém NH," ndo era adicionado a esse reator. Observando a Figura 6, nota-se que a taxa volumétrica de
remoc¢do de N-NO, no R.03 foi maior que a no R.01. Como esses dois reatores diferem quanto a presencga de
NH,", duas hipoteses foram ser levantadas: 1) a velocidade de reducdo do NO, no R.03 estava vinculada a
respiracdo enddgena; 2) a presenca de NH," no R.01 estava retardando o consumo do NO, pela desnitrificacio
endogena, uma vez que, se suspeita da existéncia de competicdo entre bactérias Anammox e desnitrificantes
nesse reator. Um decréscimo da taxa volumétrica de remocdo de N-NO,  em ambos os reatores foi observado
do 205° até o 224° dia, a partir desse ponto, a taxa volumétrica de remocao de N-NO, para os dois reatores
aparentemente se estabilizou e aproximou-se bastante. 1sso pode ser indicativo da reducdo da atividade das
bactérias heterotréficas desnitrificantes.
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Figura 6: Taxa volumétrica de remocéo de N-NO, em kg.m™.dia™ no reator 03. Anélise do
comportamento da desnitrificacdo enddgena quando amdnio ndo era adicionado ao reator.

Acredita-se que a adi¢do de etanol aos reatores (16/06/2011) na fase de testes exploratérios contribuiu para o
retardo do desenvolvimento dos microrganismos Anammox, uma vez que etanol é fonte de carbono organico
para bactérias heterotroficas desnitrificantes. 1sso € bem evidenciado na Figura 7, que apresenta a concentragao
de s6lidos em suspensdo volateis (SSV) ao longo do tempo.
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Figura 7: Concentragao de solidos em suspensao volateis (SSV) em mg/L. Apés a data 20/07/2011 a
concentracdo de SSV refere-se a fase de adaptacdo do lodo, utilizando o0 NO, como aceptor de elétrons.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

As méximas taxas volumétrica de remogéo de N-NH," foram iguais a 0,021 kg.m*.dia™ e 0,026 kg.m™.dia™
nos reatores 01 e 02, respectivamente. Para 0 N-NO, a taxa volumétrica de remocao no reator 01 variou
entre (0,009 a 0,036) kg.m™.dia™ e no reator 02 entre (0,009 a 0,029) kg.m?.dia™.

Os valores das taxas de remocdo volumétrica de N-NH," e N-NO," permitem concluir que a remocdo de N-
NH," e N-NO,™ ndo foi simultanea, ndo sendo possivel caracterizar 0 processo como Anammox.

A anélise de agrupamento permitiu concluir que o emprego de razio NO,/ NH," maior que a sugerida na
literatura para partida de processo Anammox (1,32), deve ser realizado quando ha necessidade de enriquecer
cultivo. Isso pode garantir maior disponibilidade de nitrito no sistema para que consércios Anammox sejam
capazes de competir com bactérias desnitrificantes.

Recomenda-se a aplicagdo de analise de hibridacdo in situ fluorescente (FISH, do inglés fluorescent in situ
hybridization) para confirmar a presenca de bactérias Anammox.
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