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REMOCAO DE NITROGENIO VIA PROCESSO DE DESAMONIFICACAO UTILIZANDO-
SE DIFERENTES CONFIGURAGCOES DE REATORES

RESUMO

O nitrogénio é um dos nutrientes essenciais para a sobrevivéncia dos organismos vivos e,
embora abundante como gas (N,), € em grande parte inacessivel nesta forma a maioria dos
organismos. O nitrogénio s6 se torna acessivel quando convertido em, por exemplo, aménia,
nitrito e nitrato. Substancias essas que sdo encontradas em elevadas concentracdes em
efluentes, como os da suinocultura, gerando uma elevada concentracdo de nutrientes,que
podem causar danos ao meio ambiente e a saude publica. Para a remocao de elevadas
cargas de nutrientes, 0s processos biolégicos sdo amplamente utilizados. Assim, o0s
processos anammox, nitritagdo parcial e seus sistemas combinados, como a
desamonificacdo, estdo sendo estudados para a remocgéo do nitrogénio. A desamonificacéo
consiste na oxidagdo da amoénia pela nitritacdo parcial (NP), gerando substrato para as
bactérias com atividade anammox. Por isso, é necessario que ocorra controle rigoroso da
NP a fim de evitar acumulo de nitrito. O controle da producéo de nitrito, a qual pode inibir as
bactérias com atividade anammox,pode ser de varias formas, como, por exemplo,
estratégias de aeracao e configuracdo de reatores. Considerando estes aspectos, propde-se
estudar duas configuracdes de reatores, biomassa suspensa e biomassa expandida, com o
intuito de avaliar a influéncia destas configuracbes em relagdo ao processo de
desamonificacdo. Para isto, foram utilizados dois reatores de fluxo ascendente, com
alimentacdo e aeracdo intermitente em ciclos de 30 min (sendo alimentagdo e aeragdo
ligadas por 15 min e desligadas por 15 min), um com leito suspenso e outro expandido.
Reatores com volume util de 1L e 55 g (v/v) de meio suporte, temperatura mantida em
25 °C, TRH de 9 h, vazéo de alimentacdo de 2,70 L.d™! e a de recirculacdo foi 2,5 vezes a
de entrada. Os reatores foram alimentados com meio de cultura sintético contendo
nitrogénio amoniacal total na faixa de 300 mgN.L™*. A partir disso, foi possivel estabelecer o
processo de desamonificacdo nos dois reatores com vazdes de ar de 20 e 30 mL.min 1L,
em trés diferentes fases. As fases | e lll foram instaveis (vazéo de ar de 30 mL.min"%.L™1), ao
passo que a fase Il foi estavel (vazdo de ar de 20 mL.mint.L™1). Dessa maneira, nas
condi¢cBes de processo testadas, inferiu-se que a vazdo de ar de 20 mL.min"1.L™* € a ideal. A
configuracdo de reator de biomassa expandida obteve melhores resultados na remocao de
nitrogénio, tendo 1,23 vezes maior eficiéncia do que o de biomassa suspensa. Assim sendo,
o reator de leito expandido se mostrou a melhor opgéo para o processo estudado. Ja na
guantificagdo de biomassa anammox e nitrificante, ndo houve altera¢des significativas no
reator de leito suspenso, somente crescimento de bactéria nitrificante na fase Ill. O reator de
leito expandido, além disto, também apresentou crescimento de bactérias com atividade
anammox ha fase Il. Os resultados evidenciaram que o reator de leito expandido teve um
desempenho 23,06% superior ao de leito suspenso.

Palavras-chave: anammox,configuracédo de reator, nitritagdo parcial, reator Unico.
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NITROGEN REMOVAL VIA DEAMMONIFICATION PROCESS USING DIFFERENT
REACTORS’ CONFIGURATIONS

ABSTRACT

Nitrogen is an essential nutrient for the survival of living organisms, and although abundant
as a gas (N,), it is largely inaccessible in this form to most beings. Nitrogen only becomes
accessible when converted into, for example, ammonia, nitrite and nitrate. These substances
can be found in high concentrations in effluents, such as swine wastewater, generating a
high concentration of nutrients, which may cause damage to the environment and to public
health. Biological processes are widely used to remove high nutrients loads. In this context,
anammox, partial nitritation (PN) and their combination, as deammonification, are being
studied for nitrogen removal. The deammonification consists in ammonia oxidation by PN
and that generates substrate to anammox activity; therefore, it must have partial nitrification
control to prevent nitrite accumulation. The nitrite concentration in the reactor can inhibit the
anammox process, which can be controlled with different strategies, such as aeration and
reactor configuration. Considering this, the present study aimed to evaluate two reactors
configurations suspended and expanded sludge, for reactor configuration evaluation on
deammonification process. For this, two up flow reactors were used with intermittent feeding
and aeration at 30 min cycles (15 min on/ 15 min off), one with suspended and the other with
expanded bed. These possess working volume of 1 L, 55 g (w/v) of biofilm plastic carrier, the
temperature was maintained at 25 °C, HRT 9 h, circulation input flow rate of 2.70 L.d™ and
recirculation flow rate was 2.5 times the input and it was fed with synthetic medium. It was
possible to establish deammonification process in the two reactors and the experiments were
carried out: phase | and Ill were unstable (air flow rate of 30 mL.min™1.L1) and phase Il was
stable (air flow rate of 20 mL.min™1.L™1). Thus, in the tested process conditions, it was inferred
that the ideal air flow rate was of 20 mL.min"t.Lt. The expanded biomass reactor
configuration achieved better nitrogen removal efficiencies, being 1.23 more efficient than
suspended bed, thus being considered the best option for the process under study. In the
anammox and nitrifying quantification, there were no significant changes in the suspended
bed reactor, only nitrifying growth in phase Ill. For the expanded bed reactor, anammox
bacteria increased in phase Il. The results showed that the expanded bed reactor presented
a performance 23.06% more efficient than the suspended bed reactor.

Key-words: anammox, partial nitrification, reactor configuration, single reactor.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um nutriente essencial para a sobrevivéncia dos organismos Vvivos.
Ele € componente necessério para muitas biomoléculas, entre elas as proteinas, o DNA e a
clorofila.

Na natureza, o nitrogénio inorgéanico € frequentemente encontrado na forma de
amonia (NHs) ou amonio (NH,4*), nitrato (NOs™) ou gas (N,). Por outro lado, o nitrito(NO,™) é
pouco encontrado ou, quando o €, esta presente em baixas concentragdes, por ser um
composto intermediario e muito reativo.

O nitrogénio gasoso (N,) é em grande parte inacessivel para a maioria dos
organismos, 0 que 0 torna um recurso escasso e limitador da produtividade primaria em
ecossistemas.

Destaca-se que 0 aporte excessivo desses nutrientesnos sistemas aquaticos
promove o crescimento de microalgas e vegetais, o que causa problemas no meio ambiente
e na saude publica.

Também, estes nutrientes sdo encontrados em elevada quantidade nos dejetos da
suinocultura, os quais tornam o manejo desta atividade um desafio, isso porque a atividade
suinicola gera um grande volume de efluentes, criando problemas de armazenamento,
distribuicdo e poluicdo ambiental.

Na tentativa de contornar esta situacdo, a maioria dos agricultores utilizam a técnica
de estocagem do dejeto para usa-lo no solo como biofertilizante, o que, quando realizado
sem boas préaticas agrondmicas, gera excesso de nutrientes no solo. Ainda, a estocagem
em lagoas de armazenamento causa emissdo de gases do efeito estufa, aumentando o
impacto ambiental causado pela atividade.

Dessa maneira, percebe-se que a forma de manejo mencionada apresenta
limitacdes quando ha falta de areas cultivaveis para viabilizar, técnica e economicamente, a
disposicdo de efluentes no solo.

Diante desta realidade, é imprescindivel o uso de outras estratégias de tratamento
com capacidade de reduzir as altas cargas de nutrientes advindos da suinocultura, com o
intuito de evitar danos ao meio ambiente.

Entre as estratégias de tratamento de efluentes atualmente existentes, a
biodigestdo anaerdbia é uma pratica consolidada na remocao de carbono, que gera
efluentes com baixa relacdo carbono/nitrogénio (C/N). Porém, o produto da biodigestédo
dificulta a remocdo do nitrogénio pelas técnicas convencionais, como a da nitrificacdo
autotrofica e a da desnitrificacdo heterotréfica, as quais sdo amplamente utilizadas pela

Otima eficiéncia na remocao de compostos nitrogenados.
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Assim, atualmente vém sendo estudados novos processos para tratamento de
efluentes com baixa relagcdo C/N e com melhor custo-beneficio, como é o caso da nitritacao
parcial, da oxidacdo anaerdbia da aménia (anammox) e de seus sistemas combinados
(desamonificacéo).

Neste sentido, o processo anammox € uma alternativa para remocgdo de altas
concentracdes de nitrogénio presentes no produto dos biodigestores. Porém, para ser
aplicado, é necesséaria uma etapa anterior de nitritacdo parcial, na qual aproximadamente
metade do nitrogénio amoniacal contido no efluente é convertido em nitritopara proporcionar
ao processo anammox as condi¢des estequiométricas requeridas.

Esta combinacdo pode ser utilizada em dois diferentes reatores, um para o
processo de nitritacdo parcial e outro para 0 anammox, bem como em um Unico reator, no
qual as culturas de bactérias com atividade anammox e oxidadoras de aménio coexistem.
Estes sistemas combinados sdo chamados de desamonificagéo.

O processo de desamonificacdo tem grande potencial de aplicabilidade, quando
comparado aos demais processos, como o de nitrificacdo/desnitrificagdo, devido ao seu
custo relativamente baixo de investimento e sua economia de energia.

Durante a desamonificagdo, a producdo de nitrito deve ser rigorosamente
controlada por meio de diversos fatores, como estratégias de aeracdo e configuracdo de
reatores, ja que o nitrito se apresenta como agente inibidor do processo anammox.

A obtenc@o de condigbes ideais para o processo de desamonificacdo pode ser
alcancada em diferentes tipos de sistemas, razdo pela qual o presente estudo objetivou
pesquisar duas configuracbes de reatores, um de leito suspenso e outro de leito expandido,

com fluxo ascendente e com aeracgéo e alimentagao intermitentes.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar duas configuragbes de reatores, comparando suas respectivas eficiéncias
na remocao de nitrogénio pelo processo de desamonificagéo.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer o processo de desamonificagdoem dois reatores de fluxo ascendente,
com alimentagcé@o e aeracdo intermitente, um com biomassa suspensa e outro com
leito expandido;

e Avaliar e comparar a influéncia das configuragdes dos reatores na eficiéncia de
remocao de nitrogénio no processo;

e Averiguar a interferéncia de dois volumes de vazdo de ar sobre o processo de
desamonificacdo em ambos os reatores;

¢ Quantificar as biomassas, anammox e nitrificante, por meio de Reacdo em Cadeia da

Polimerase (QPCR).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Problema ambiental do nitrogénio e efluentes de interesse

O nitrogénio € um nutriente essencial para qualquer célula viva, pois faz parte das
moléculas proteicas e &acidos nucleicos. Na natureza, este elemento encontra-se mais
frequentemente na forma de amodnia (NHs) ou aménio (NH,*), nitrato (NOs~) ou gas N,
(SCHMIDELL; REGINATTO, 2007). O nitrito € pouco encontrado, ou presente em baixas
concentracdes, porser um composto intermediario no processo de reducdo de nitrato a
amonia.

O nitrogénio gasoso (N,) representa quase 80% da atmosfera, mas € o nutriente
que muitas vezes limita a producdo primaria em ecossistemas, visto que as plantas e os
animais ndo sao capazes de usar N, nessa forma (BERNHARD, 2010).

O nitrogénio amoniacal pode apresentar graves implicacbes ambientais, pois
necessita de uma alta demanda de oxigénio, ja que para oxidar 1 mg de amdnia (NH;) sédo
necessarios 4,6 mg de oxigénio (O,) (CERVANTES, 2009).

De acordo com Sant’Anna Junior (2010), o ion aménio (NH,*) é a forma de
nitrogénio inorganico mais abundante encontrada nas aguas residuérias, cujo equilibrio com

a forma ndo ionizada (NH;) é fortemente dependente do pH, conforme Equacgéo 1.

NH} + OH™ = NHs; + H,0 Eq.(01)

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

Ja o nitrato (NO3") pode causar metahemoglobinemia, que ocorre pela reducdo do
NO;~ a NO,~, e consequente oxidacdo do Fe2* a Fe3*, formando metahemoglobina que é
incapaz de se ligar ao O,, impedindo, dessa forma, as trocas gasosas no organismo
humano (sendo comum em bebés). Também, no organismo humano, o nitrito quando se
combina com aminas secundarias, forma nitrosaminas que apresentam poder mutagénico e
carcinogénico (BITTON, 2005; SADEQ et al., 2008).

Além disso, o aporte de nitrogénio e fdésforo em corpos d’agua acelera a
multiplicacdo de organismos aquaticos fotossintetizantes, os quais resultam em uma
aceleracdo do processo natural de eutrofizacdo (OBAJA et al., 2003; FOWLER et al., 2013).
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Estes nutrientes sdo encontrados em elevada quantidade nos dejetos de suinos, os
gquais tornam o manejo desta atividade um desafio, isso porque a atividade suinicola gera
um grande volume de efluentes, criando problemas de armazenamento, distribuicdo e
poluicdo ambiental (TECHIO et al., 2011).

Quando a disposicao dos efluentes no solo ndo é possivel, em fungéo dos riscos
ambientais advindos da sobrecarga de nutrientes e da falta de areas para dispor a elevada
guantidade de dejetos gerados, fica evidente a necessidade de se buscar alternativas de
tratamento que ndo dependam do uso exclusivo dos dejetos como fertilizantes de lavouras
(SEGANFREDO, 2007).

Atualmente, a principal tecnologia utilizada na agricultura para a remocgéo de
matéria organica de dejetos suinos é a digestdo anaerdbia. O processo de biodigestdo
anaerobia € uma eficiente alternativa, no qual a matéria organica facilmente biodegradavel é
convertida em biogas (KUNZ et al., 2005; AMARAL et al., 2014).

Desse modo, somente a por¢do cuja biodegradabilidade é baixa permanece no
efluente do digestor, como o0s compostos nitrogenados contidos nas aguas residudrias,
principalmente o ion amonio, resultando em um efluente com alta concentragéo de amonio e
baixo carbono. Desse modo, tem-se um residuo com baixa relagdo carbono/nitrogénio
(C/N), necessitando, assim, de algum processo posterior (KUNZ et al., 2005; FIGUEROA et
al., 2012).

Diante disto, torna-se necessario encontrar solugdes sustentaveis para a remocao
de nitrogéniodestes efluentes suinicolas, 0os quais possuem uma relagédo carbono/nitrogénio
baixa, antes de serem langados em corpos d’agua, reutilizados na agricultura ou no préprio

processo produtivo.

3.2 Processos pararemocao de nitrogénio

Ha vérias alternativas para a remoc¢do de nitrogénio de efluentes, e estas podem
ocorrer por meio de processos biolégicos ou fisico-quimicos (VIVAN et al., 2010). Porém, os
processos biolégicos sdo amplamente utilizados devido a maiores possibilidades na
remocao de compostos nitrogenados de efluentes.

Quanto aos processos biolégicos de remocdo de nitrogénio, ressaltam-se o0s
processos conhecidos como convencionais:nitrificacdo e desnitrificacdo (KHIN;
ANNACHHATRE, 2004).

Porém, efluentes que apresentam baixa relagdo C/N, como efluentes da
biodigestdo anaerobia, dificultam a remocdo do nitrogénio por meio dos processos de
nitrificag@o autotrofica e desnitrificacdo heterotrofica.

Dessa forma faz-se necessario o uso de tecnologias de tratamento mais eficientes.

Para isso, varios processos alternativos vém sendo desenvolvidos nos ultimos anos, como €
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0 caso da nitritacdo parcial, oxidacdo anaerdbia da amdnia (anammox) e seus sistemas
combinados (desamonificacdo) (DE PRA et al., 2012; MAGRI et al., 2012).

As vantagens da utilizacdo desses processos, quando comparados a
nitrificacdo/desnitrificacdo, estdo na possibilidade de remoc&o de maiores cargas de
nitrogénio sem a necessidade de adicdo de carbono orgénico, na baixa producgéo de lodo e
na menor demanda de energia elétrica e oxigénio (VAN DER STAR et al., 2011). Porém,
estes requerem uma maior controlabilidade, a fim de se obter as condi¢cdes ideais para o
processo de desamonificagao.

3.2.1 Desamonificacéo

Uma nova proposta de tecnologia para o tratamento de efluentes € a combinacao
dos processos de nitritacdo parcial e anammox em um mesmo reator, deste modo criando
um conjunto de bactérias para eliminagdo do nitrogénio (LACKNER et al.,, 2014). A
combinacdo destes dois processos tem recebido diferentes nomes: desamonificagéo,
NP+ANAMMOX e CANON (BASSIN, 2011).

No processo de desamonificagdo, 0s grupos de bactérias nitrificantes (micro-
organismos aerdhios) e anammox (micro-organismos andxicos) devem cooperar ao longo
do processo de forma a perfazerem um consorcio efetivo para remogéo de nitrogénio (AHN,
2006).

As formulas estequiométricas para os processos de nitritagdo parcial, anammox e
desamonificacdo estdo descritas abaixo, nas respectivas Equacdes 2, 3 e 4 (VANOTTI et
al., 2012).

2 NH4+ + 1,5 Oz — NH4++ NOZ_+2 H+ + Hzo Eq (02)
NH,*+ NO, +2 H* + H,O — 1,02 N, + 0,26 NO;™ + 2H,0 Eq. (03)
NH,* + 0,85 O, — 0,44 N, + 0,11 NO;™ + 1,43H,0 + 1,14 H* Eq. (04)

Este processo pode ser estabelecido em dois reatores em série ou em um Unico
reator. Estes sistemas consomem até 63% menos oxigénio que um sistema de remoc¢ao de
nitrogénio tradicional (THIRD et al., 2001).

3.2.1.1 Nitritacao parcial

O processo de nitrificacdo € a conversao de amonia para nitrato, por meio de acéo

microbiana. Este processo é dividido em duas etapas: a nitritacdo e a nitratacao.
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A nitritacdo (Equacao 5) € a conversdo da ambnia em nitrito, que ocorre pelo grupo
de bactérias oxidadoras de amobnia (BOA). Ja a nitratacdo (Equacéo 6) € a conversao do
nitrito para nitrato, via bactérias oxidadoras de nitrito (BON) (BITTON, 2005).

NH,* + 1,5 O, — NO,™ + 2H* + H,0 AG°=-290,4 kJ.mol Eqg. (05)
NO,™ + 0,5 0, — NO;"AG°=-72,1 kJ.mol-: Eg. (06)

Assim, a nitritacdo, é a primeira parte do processo de nitrificacdo, tendo a oxidacéo
do ion aménio somente a nitrito, pelas bactérias do grupo BOA, frequentemente do género
Nitrossomonas (ZHU et al., 2008).

No caso da alimentacdo do processo anammox deve haver somente cerca de 50%
da conversao do ion aménio a nitrito, tornando, assim, a estequiometria de acordo com o
desejavel pelo processo anammox, a qual chama-se nitritacéo parcial, conforme Equacao 2
(ZHANG et al., 2011; DE PRA et al., 2012).

Refinados pardmetros controlativos de nitrito impedem o acumulo do mesmo e
permitem a estabilidade do processo. Isso pode se dar pelo favorecimento das BOA, devido
a grande sensibilidade das BON em determinadas condi¢des (IM et al., 2014).

Sendo assim, o grande desafio € manter as condi¢cbes ideais de operacdo do
processo de nitritagdo parcial. Para isso, se faz necessario o controle dos parametros de

oxigénio dissolvido, temperatura, pH, aménia livre e acido nitroso livre (GERARDI, 2002).

3.2.1.1.1 Oxigénio dissolvido

Tanto as BOA como as BON sdo bactérias que utilizam o oxigénio como aceptor
final de elétrons no processo de oxidacdo. Ainda, quando se compara as BOA com as BON,
observa-se que estas, embora possuam menor afinidade pelo oxigénio dissolvido (OD),
exigem uma quantidade maior do mesmo. Isso significa que quando as BON sé&o
submetidas a baixas concentracfes de OD, elas sdo inibidas em sua atividade oxidante, em
razéo da sensibilidade que apresentam em baixas concentracdes (ZHU et al., 2008).

Este fato fica demonstrado quando se compara o crescimento das BOA e das BON
com os valores de concentracdo de oxigénio. As BOA apresentam o valor de 0,3 mgO,.L™,
e as BON, de 1,1 mgO,.L™* (CANZIANI et al., 2006).

Bassin (2011) fez um comparativo do efeito da concentragéo do oxigénio dissolvido

no processo de nitrificacdo, conforme Tabela 1.



Tabela 1 Comparativo do efeito da concentracdo de OD no processo de nitrificagdo

Sistema OD (mg.L™) Efeito Referéncia
Lodos ativados <0,5 AcUmulo de aménio e nitrito Ciudad et al.
(2005)
07 Acumulo de nitrito em torno de 67%
’ do amoénio alimentado
10 80% oxidacao de amdnio, sendo
’ 80% acumulados como nitrito
99% oxidacdo de amonio, sendo
1,4 .
70% acumulados como nitrito
24 99% oxidacdo de amonio, sendo
’ 10% acumulados a nitrito
. L Ruiz et al.
<0,5 AcUmulo de aménio e nitrito
' (2003)
1,7 Nitrificagdo completa
Cresament? em 0.5 Actmulo de nitrito Hanaki et al
suspensao (1990)
6 Nitrificacdo completa
. raca avel com 100% .
Reator air-lift 1,0 Ope a(;ao,estave CO. . 00% de Kim et al (2003)
acumulo de nitrito
Pequena conversdo aménio e Garrido et al
<1,0 3 o .
pequeno acumulo de nitrito e nitrato (2997)
15 Conversao de 50% do amobnio em
’ nitrito
Nitrificacdo completa, oxidagdo de
>25 amonio dependendo da carga
aplicada
Reator com 05 Acumulo estavel de nitrito (90%) e Bernet et al.
biofilme ’ 100% de remogao amonio (2001)
AcUmulo de nitrato no efluente;
>0,5 diminui¢cdo do OD propicia
novamente aciimulo de nitrito
Filtro biol6gico Acumulo de nitrito de até 60% na Joo et al.
20-5,0 N N
aerado conversao de amdnio (2000)
Reator de leito Conversao de 50% do amébnio em
p o e n , Fux et al.
movel com 3,0 nitrito. Nitrificacdo completa apés 11 (2004)
biofilme meses de operacao

Dessa forma, quando a concentracdo de oxigénio é restringida, se desfavorece o
crescimento das BON, contribuindo para o acimulo de nitrito (IM et al., 2014).

A influéncia da concentracdo do OD sobre o acumulo do nitrito foi estudada por Bae
et al. (2002), os quais observaram que em concentracdes de 1,5 mgO,.L™ ocorre maior
acumulo de nitrito, e que na concentracdo de 2,5 mgO,.L™ h& disponibilidade de oxigénio
para atividade das BOM e, consequentemente, existe producdo de nitrato que se acumulou
no sistema. Também foi averiguado que em altas concentra¢cdes de OD (> 2,5 mgO,.L™),

pode ocorrer a nitrificagdo completa.
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Por outro lado, Wei et al. (2014) afirmam que para se ter o processo de nitritacdo
parcial estavel, deve-se manter o oxigénio dissolvido entre concentracbes de 0,5 a 1,0
mgO,.L™.

Entdo, a vantagem das BOA em relacdo as BON fica facilmente evidenciada em
ambientes que apresentam restricdo de oxigénio, sendo este um possivel parametro a ser
utilizado como estratégia para se ter a inibicdo seletiva das bactérias oxidadoras de nitrito,
de modo a ndo prejudicar a acdo das oxidadoras de aménia (YOO et al., 1999; OKABE et
al., 2011a).

3.2.1.1.2 Temperatura

A temperatura € um parametro que influencia diretamente as taxas de crescimento
das BOA e BON. Assim, Wiesmann et al. (2007) fizeram um comparativo entre diversas
temperaturas e seus respectivos efeitos, a qual demonstra que conforme a temperatura

aumenta, ocorre um crescimento das bactérias oxidadoras de amonia, conforme Tabela 2.

Tabela 2 Efeito da temperatura navelocidade maxima de crescimento (Umax) das bactérias
nitrificantes

Temperatura (°C) Mmax BOA (h™) Mmax BON (h™) Referéncia
30 0,0822 0,058 Knowles et al. (1965)
25 0,0064 0,005 Bergeron (1978)
0,038 0,041 Pirsing (1996)
- 0,019 Dombrowski (1991)
22,5 0,074 0,019 Lindermann (2002)
20 - 22 0,0063 - Horn-Hempel (1996)
20 0,0138 - Dombrowski (1991)
- 0,034 Okabe et al. (1995)
0,032 0,034 Wiesmann (1994)
15-17 0,04 0,016 Nyhius (1985)

Neste contexto, pode-se observar na Figura 1 o efeito da temperatura sobre a taxa
de crescimento das BOA e das BON, em que se percebe que em temperaturas inferiores o

crescimento das BON é promovido (ZHU et al., 2008).
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Figura 1 Efeito da temperatura sobre a taxa de crescimento das bactérias oxidadoras de
amonia (BOA) e das bactérias oxidadoras de nitrito (BON).
Fonte: (ZHU et al., 2008).

Portanto, temperaturas mais elevadas promovem o crescimento das BOA. No
entanto, altas temperaturas (>30 °C) podem levar a um grande consumo de energia para
aquecer o efluente e, em algumas situacbes, a operacdo de reatores a menores

temperaturas (< 25 °C) pode se tornar interessante.

3.2.1.1.3 pH,amoénia livre e acido nitroso

Em certas concentracfes, a amonia livre (AL) e o acido nitroso livre (ANL) tém um
efeito inibitério no processo de nitrificacdo (PARK; BAE, 2009). Tendo em vista que essas
concentracdes dependem diretamente do pH, da temperatura e das concentracdes de
amonio e nitrito (LIANG; LIU, 2007).

Entende-se, entéo, que o pH é de grande importancia, isso por ele reger o equilibrio
das formas nitrogenadas. J4 que em pH neutro ou acido, o nitrogénio amoniacal encontra-se
sob a forma ionizada (NH.;*); no entanto, a medida que o pH se eleva, o equilibrio é
deslocado para a forma livre e citotéxica (NHs), a qual, com valores mais elevados de pH
(pH> 8), é facilmente perdida para a atmosfera, como observado na Figura 2 (BITTON,
2005; SCHMIDELL NETO;REGINATTO, 2007).
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Figura 2 Equilibrio ambnia e amoénio em funcéo do pH.
Fonte: Bitton (2005)

Y

% NH,*
(o))

o

1
~~

()]

o

% NH,

A ambdnia livre (NHs), apesar de ser a forma citotéxica, é a forma que a célula
consegue utilizar como substrato (VAN HULLE et al., 2007); porém, quantidades
excessivamente altas ou baixas de AL s&o ambas prejudiciais para a nitrificacéo.

Hawkins et al. (2010), Liang et al. (2011) e Okabe et al. (2011) demonstraram que
que em concentracdes de AL até 10,0 mg.L™, as BON podem ser inibidas, enquanto que as
BOA toleram concentracdes de até 150 mg.L™.

A nitrificagc@o pode ser inibida por &cido nitroso livre (ANL) em uma concentracao
entre 0,22 e 2,8 mg.L™". Da mesma forma, & medida que os valores de pH s&o reduzidos, o
equilibrio é deslocado para acréscimo nas concentragbes de ANL. Esse composto
apresenta-se toxico para ambas as bactérias mesmo em baixas concentracdes, o que
justifica a importancia de evitar sua formagdo (ANTHONISEN et al., 1976).

O equilibrio quimico do sistema para formagcdo de AL e ANL pode ser calculado

com base nas Equacgdes 7 e 8, propostas por Anthonisen et al. (1976).

A s H
AL (NH3, meg. L_l) _ E % [total de[ arr:;ilia como N] x 10P Eq. (07)
e

273+ T(°C)] 4+ 10PH

_ 46 N-NO5
ANL (HNO,, mg. L71) = 2 x e o
e[_273+T(‘2C) x10

Eq. (08)

3.2.1.2 Anammox

Na remocdo de nitrogénio amoniacal de efluentes, o processo de oxidacao
anaerdbia do ambnio (anammox, do inglés: Anaerobic Ammonium Oxidation) é tido como

um dos avangos tecnoldgicos mais inovadores (STROUS et al., 1999).
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Este processo é uma rota alternativa que consiste na oxidacdo do ion aménio, via
micro-organismos especificos, diretamente a nitrogénio gasoso, tendo o nitrito como aceptor
de elétrons, produzindo uma pequena quantia de nitrato, conforme Equacdo 9 (VAN DE
GRAAF et al., 1995; SCHEEREN et al., 2011).

NH,* + 1,31NO," + 0,066HCO;" + 0,13H* —
1,02N, + 0,26NO;" + 0,066CH, 005N 15 + 2,03H,0 AG=-358 kJ.mol* Eq. (09)

As bactérias com atividade anammox pertencem ao filo Planctomycetes, porém
varios sdo os géneros identificados como capazes de realizar este processo (KUENEN,
2008; ZHANG et al., 2008).

Estima-se, pela maxima atividade das bactérias e do fator de conversdo de
substrato em biomassa, que o tempo de duplicacdo para estas bactérias seja de 9 a 11 dias,
tendo, assim, uma taxa de crescimento lenta; com isso, 0 processo produz pouco volume de
lodo (VAN DE GRAAF et al., 1996; JETTEN et al., 2001).

Os micro-organismos responsaveis por esta reagdo sao quimiolitoautotréficos
(produzem seu alimento a partir da energia liberada por reacées quimicas), anaerébios e
sofrem inibicdo reversivel na presenca de oxigénio (STROUS et al., 1998).

Além disto, h& varios fatores que interferem no processo, como: oxigénio,
temperatura, pH, consisténcia do granulo e influéncia do nitrito, nitrato e amoénio (JIN et al.,
2012).

3.2.1.2.1 Oxigénio dissolvido

E importante conhecer a influéncia do oxigénio sobre o processo anammox,
principalmente porque o mesmo sera combinado com o processo denitritagdo parcial,
conforme comentado anteriormente no item 3.2.1.1.

Desse modo, a interacdo entre as bactérias aerobias e anaerObias presentes no
sistema desempenha papel fundamental para o desenvolvimento do processo de
desamonificacdo. Enquanto as BOA demandam aménia e oxigénio como fonte de substrato,
as bactérias com atividade anammox exigem amonia e nitrito. Sabe-se que as BON exigem
nitrito e oxigénio, e caso estejam presentes no meio, podem interromper o processo de
desamonificacdo devido a competicao por oxigénio com as BOA e por nitrito com 0 processo
anammox. Por isso, manter a seletividade das populacdes microbianas € uma condicédo
fundamental no processo de desamonificacdo, sendo que o oxigénio pode ser utilizado para
isto (BASSIN, 2011).

Baixas concentragbes de oxigénio no meio podem interferir na eficiéncia do

processo anammox, considerando que o0 mesmo ocorre em condi¢cdes anodxicas.
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A concentracdo de oxigénio dissolvido pode provocar a inibicAo completa do
processo, inibicdo parcial ou até mesmo a competicao entre bactérias aerdbias e anaerdbias
oxidadoras de amonio, diminuindo, assim, a remocé&o de nitrogénio pelo processo anammox
(SCHEEREN et al., 2011).

Strous et al. (1997) demonstraram que o metabolismo de bactérias com atividade
anammox foi parcialmente inibido em concentracdes de oxigénio dissolvido de 0,2mg.L™, a
qual ainda possibilita a reversibilidade quando em condi¢des andxicas. J& em concentracdes
de OD de até 1,0mg.L™%, ocorre inibicAo completa. Por esta razdo, o OD deve ser
estritamente controlado para que nao haja mudanca no aceptor de elétrons, a fim de evitar
inibicéo do processo.

Cho et al. (2010) operaram um reator granular de fluxo ascendente, com
concentracdo de OD de 0,5 mg.L™, o reator apresentou atividade anammox com elevada
remocado de nitrogénio. Porém, houve a necessidade de injetar nitrogénio gasoso no meio

de cultura para manter a concentracdo de OD baixa (até 0,5mg.L™).

3.2.1.2.2 Temperatura e pH

A temperatura € um fator importante para o crescimento e atividade metabdlica
celular anammox, sendo que a temperatura ideal se encontra na faixa de 40 = 3 °C
(SLIEKERS et al., 2003). Em temperaturas maiores que 45 °C, ocorre um decaimento
irreversivel na atividade (DOSTA et al., 2008).

Strous et al. (1999a) estimaram as velocidades especificas de consumo de
substrato (nitrito eamonio) e formagdo de produto (nitrato) a diferentes temperaturas, em
que foi observada atividade anammox na faixa de 20 a 43 °C, sendo que a 6tima foi de 40 £
3 °C, e observaram a auséncia de atividade para temperaturas inferiores a 10 °C.

A faixa de pH apropriada para o processo anammox varia dependendo da espécie
de bactéria, mas geralmente o pH adequado se situa entre 6,7 e 8,3, com a velocidade de
remocao de nitrogénio maxima ocorrendo a pH 8,0 (STROUS et al., 1999). Baixo pH diminui
a concentracdo de AL, porém aumenta a concentracdo de &cido nitroso livre (ANL), visto
gue bactérias com atividade anammox séo vulneraveis a inibicdo por ANL em concentracao
de 0,07 mg.L™ (JIN et al., 2012; MOSQUERA-CORRAL et al., 2005).

3.2.1.2.3 Consisténcia do granulo

A tensao de cisalhamento é a medida da intensidade das forcas agindo entre as

particulas, causando, assim, a desestruturacdo do granulo de biomassa com atividade

anammaox.
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O efeito da tensédo de cisalhamento no processo anammox, foi estudado em um
reator SBR por Arrojo et al. (2006) com o intuito de expor o sistema as condicbes de
cisalhamento. O reator foi operado sob velocidades de agitacdo diferentes, para que a
estabilidade dos granulos em relagéo a atividade biolégica e, também, quanto ao tamanho,
pudesse ser estudada.

Durante a maior parte do experimento, a remogao de nitrito manteve-se em 98% e
a atividade anammox especifica foi praticamente constante, em torno de 0,4 gN.gSSV~".d™,
com diametro médio dos granulos de 0,64 mm. Pelos resultados obtidos, observou-se que
na velocidade de 250 rpm, a atividade das bactérias diminuiu para 40% e o didametro médio
diminuiu para 45%. Deste modo, o cisalhamento provocou concentracdo de solidos no
efluente e também, acimulo de nitrito no reator, contribuindo para a instabilidade do
processo (ARROJO et al., 2008).

Tang et al. (2013) desenvolveram modelos matematicos com base na compactagéo
e expansdo do granulo em um reator de fluxo ascendente para estimar as altas taxas de
conversao de nitrogénio de bactérias com atividade anammox. Eles evidenciaram que as
altas taxas de remogé&o ocorrem em densidade de compactacdo de 50 a 55 %.

Lu et al. (2012) estudaram a estrutura, densidade e sedimentacdo do granulo de
bactérias com atividade anammox em reator de fluxo ascendente com alta remocdo de
nitrogénio e demonstraram que particulas com até 2,20 mm sdao ideais, a fim de evitar a
flotacdo dos granulos no reator.

Assim, deve-se ter cautela com a desestruturacdo do granulo anammox, tendo em

vista que isto pode causar acumulo de nitrito e perda de atividade.

3.2.1.2.4 Influéncia do nitrato e amonio

Com a finalidade de aplicar o processo anammox no tratamento de &guas
residudrias que possuem alta concentracdo de nitrogénio amoniacal, € necessario conhecer
o efeito que os substratos e produtos exercem sobre a atividade especifica das bactérias
com atividade anammox.

Strous et al. (1999) reportaram que 0 processo anammox nao € inibido por amonio
ou por nitrato em concentracdes abaixo de 1000 mgN.L™. No entanto, outros estudos tém
relatado que altos niveis de aménia suprimem o processo anammox (DAPENA-MORA et al.,
2007; FERNANDEZ et al., 2012; STROUS et al., 1999). Dapena-Mora et al. (2007) testaram
diferentes concentragdes iniciais de amoénio e nitrato individualmente, na qual estimaram a
concentracdo de inibicdo de 50% da atividade com valores de 770 e 630 mgN.L™,
respectivamente.

Dexiang et al. (2007) observaram baixa atividade anammox em baixas razdes de

bicarbonato: aménio (2,3:1), a atividade possivelmente € diminuida devido a limitagdo de
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CO,. Em contrapartida, alta concentracao de bicarbonato (4,7:1) pode levar a inibicdo. Neste

caso, a inibicdo esta relacionada com a formagéo de AL, devido ao aumento do pH (pH > 8).

3.2.1.2.5 Influéncia do nitrito

A inibicdo ou reducdo da eficiéncia do processo das BOA, provocada pelas
concentracdes dos compostos nitrogenados, variam de um estudo para o outro, devido a
espécie de bactéria utilizada, a configuracdo do reator e as condi¢des fisicas oferecidas ao
processo (DAPENA-MORA et al., 2007).

Fux (2003) manteve bactérias com atividade anammox em concentracdo de nitrito
de 40 mgN-NO,".L™%, em que evidenciou a inativacdo irreversivel das bactérias. Schierholt
Neto (2007), em seu estudo, utilizou um reator de fluxo ascendente com biomassa
imobilizada e observou o inicio da inibicdo do processo anammox por nitrito a uma
concentracdo de 140 mgN-NO, .L™:. Dapena-Mora et al. (2007) testaram diferentes
concentracdes iniciais de nitrito e estimaram a concentragéo de inibicdo de 50% da atividade
no valor de 350 mgN-NO,".L™. Egli et al. (2001) observaram que 0 processo anammox foi
somente inibido gquando submetido a concentracdes superiores
a 182 mgN-NO,™.L™,

Pesquisas realizadas por Strous et al. (1999) reportaram que uma maneira de
tentar restaurar a atividade anammox, devido & inibicdo por nitrito, consiste na adi¢cdo de
quantidades trago de intermediarios do processo, tais como hidroxilamina e hidrazina. Neste
estudo, eles mostraram que com o aumento do nitrito a estequiometria do processo sofreu
alteracdo. A estequiometria de consumo de amdnio e nitrito passou de 1,3g de nitrito por
grama de amonia, quando a concentragdo de nitrito foi de 0,14gN.L™:, para quase 4qg,
guando a concentracao de nitrito era de 0,7gN.L™.

A mudanca significativa da estequiometria em altas concentragdes de nitrito permite
inferir que os micro-organismos, quando submetidos a essas condi¢fes, ndo usam apenas
amoénio como doador de elétrons, como também geram um doador de elétrons interno para
reduzir o nitrito (BASSIN, 2011).

Aconcentragdo de nitrito € um fator muito importante a ser controlado neste
processo. Assim, percebe-se que é fundamental ter uma determinada concentracao de
nitrito durante a partida do sistema. Porém, deve-se ter em vista que se a concentracdo de
nitrito for muito baixa o substrato fica limitado, ocasionando baixo crescimento e, se as
concentracdes forem muito elevadas,estas podem ocasionar inibicdo do processo (BASSIN,
2011).



16

3.2.1.3 Arranjo de processos para desamonificacao

3.2.1.3.1 Desamonificacdo em dois reatores

O processo de desamonificacdo em dois reatores ocorre da seguinte maneira:
primeiramente tem-se um reator de nitritacdo parcial (reator aerado) e, posteriormente, o
reator anammox (reator ndo aerado), cada qual com suas respectivas caracteristicas de
operacdo, sendo tratados separadamente conforme observa-se na Figura 3 (VAN DER
STAR et al., 2011).

Alimentagdo (N-NH,*)
Aeragdo

Nitritagao M N,
Parcial 50% N-NO,- —>N03-

Figura 3 Representagdo esquematicado processo de desamonificacdo em dois reatores.

Assim, tem-se um primeiro reator operando em condigcbes de aerobiose, com
predominancia de atividade das BOA, com a finalidade de gerar nitrito (OKABE et al., 2011).

E importante manter um controle rigoroso do primeiro reator, pois este pode limitar
a eficiéncia global de eliminacdo de nitrogénio. Assim, como controle operacional do
processo ideal, mantendo a estabilidade da atividade das bactérias oxidadoras de amobnia, a
fim de ndo diminuir a eficiéncia de remoc¢do de nitrogénio posteriormente no processo
anammox (FUX et al., 2002).

3.2.1.3.2 Desamonificacdao em reator unico

O processo de desamonificagédo foi proposto em dois reatores como forma de ser
facilmente operado e para ser economicamente viavel em plantas de tratamento maiores,
quando comparado aos processos de nitrificacdo/desnitrificacdo. Todavia, posteriormente,
com o desenvolvimento de novas tecnologias, 0 sistema de reator Unico passou a ser mais
utilizado. Este fato se deu em razédo da sua simplicidade, bem como por este novo sistema
usar menos material, espaco fisico e, também, ser de simples controle (VAN DER STAR et
al., 2011).

Logo, a remocao de nitrogénio pela desamonificagdo em reator Unico é competitiva
em relacdo ao custo de investimento, pois esta pode ser alcancada com menor aeracgéao,
espaco e energia (HAO; VAN LOOSDRECHT, 2002; LACKNER et al., 2014).

A partir da Figura 4, pode-se entender melhor o funcionamentodo processo de

desamonificagdo em reator unico.
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Alimentacdo (NH,*)
Aeracgao

Intermiténcia

Nitritacao Parcial

+
Anammox

Figura 4 Esquema representando o processo de desamonificagdo em reator unico.

Da mesma forma que em dois reatores, o processo de desamonificacdo em reator
Unico consiste na oxidacdo parcial da amonia a nitrito sob condigdo de oxigénio limitado e,
subsequentemente, a conversdo deste nitrito, juntamente com o amoénio remanescente a
nitrogénio gasoso. Ambos 0s processos ocorrem em um Unico reator, e a equacao global da
reacdo de remocdo de nitrogénio estd descrita na Equacdo 10 (SLIEKERS et al., 2002;
VANOTTI et al., 2012).

NH,* + 0,850, — 0,11NO3™ + 0,44N; + 1,14H" + 1,43H,0 AG=-290,4 kJ.mol* Eqg. (10)

Considerando que bactérias com atividade anammox séo reversivelmente inibidas
por baixas concentracdes de oxigénio, para que esse processo possa ocorrer em um Unico
reator, a oxidacdo aerobia do amoénio deve remover todo o oxigénio (SLIEKERS et al., 2002;
BASSIN, 2011).

Durante o processo, 0 acumulo de nitrito € o ponto chave, porque, além de ser
substrato, pode ser um agente inibidor para o processo anammox. Em razdo destes fatos e
com o intuito de controlar a transferéncia de oxigénio, a producédo de nitrito deve ser
rigorosamente controlada por meio de diferentes estratégias de aeragéo e configuracdes de
reatores (LIU et al., 2008; CARVAJAL-ARROYO et al., 2014).

3.2.1.4 Configuragéo de reatores

A obtencdo de condi¢cBes ideais para o processo de desamonificacdo pode ser
alcancada em diferentes tipos de sistemas. Em funcdo do baixo crescimento das bactérias
com atividade anammox, deve-se utilizar um reator que retenha a biomassa e possua alta
eficiéncia na remocéo de nitrogénio amoniacal. Desta forma, reatores que possuam a
configuragdo de fluxo ascendente s&o muito utilizados (CASAGRANDE et al., 2013),
também em escala real, pois sdo de menor custo operacional quando comparados com as
configuragdes SBR, biorreator de membrana e UASB (CASAGRANDE et al., 2013; TANG et
al., 2011).

Cho et al. (2010) utilizaram um reator de fluxo ascendente com anammox que

removeu uma carga de 17,4 gN.L1.d™". Casagrande et al. (2013), com o mesmo objetivo,
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conseguiram valores de 18,3 gN.L*.d™". Estes resultados sdo muito superiores aos de
processos de nitrificagdo/desnitrificacdo, os quais ficam em torno de 0,41 gN.Lt.d™
(BORTOLI, 2010).

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

Egli et al. (2003) estudaram a composicdo microbiana de um sistema de biodiscos
rotativos com biofilme, o qual revelou a presenca de BOA e anammox na parte externa e
interna do biofilme, respectivamente. Nesse mesmo contexto, demonstraram que 0s
reatores de biomassa em suspensao trabalham com 6timo rendimento por possuirem um
gradiente de concentracdo de substrato e oxigénio dissolvido.

Porém, pensando na légica de fluxo ascendente, que possuem maiores cargas de
remocao de nitrogénio, diferentes configuracdes de leito de reatores tém sido propostas,
dentre as quais destacam-se o0s reatores com leito fixo, expandido, suspenso e fluidizado,
conforme Figura 5 (ZHENG et al., 2013).
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(a) (b)
Figura 5 Representacdo esquematica de fluxo no reator. (a) leito estatico, (b) leito
expandido, (c) leito suspenso, (d) leito fluidizado.
Fonte: ZHENG et al. 2013.

Reatores com biomassa em suspenséo estdo destacando-se como preferéncia na
utilizacdo do tratamento de efluentes (CUI, 2012). Porém, estes reatores apresentam alguns
problemas como a resisténcia na transferéncia de massa, devido a fluxos preferenciais que
podem facilitar a ocorréncia de zonas mortas no reator (KATO et al., 2003).

Dessa forma, reatores do tipo leito expandido s&o utilizados por possuirem maior
propor¢do de tamanho (altura x superficie), proporcionando mais velocidade no fluxo
ascendente e melhorando o contato do substrato com a biomassa (FANG et al., 2011). Este
tipo de leito também propicia a permanéncia da biomassa no reator, o que contribui

significantemente para a estabilidade do processo (KATO et al., 2003).
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A eficiéncia de um reator com leito expandido, o seu controle operacional e a
formacdo dos consorcios de micro-organismos dependem da movimentacdo das particulas.
Logo, a velocidade ascensional empregada deve ser proporcional, a fim de promover a
expansao das bioparticulas contidas na zona de reacdo e impedir a desagregacdo do
granulo (KATO et al., 1997).

Considera-se leito fluidizado o reator com gradiente de pressdo que nao depende
da velocidade ascensional, ao passo que o0s reatores expandidos sdo aqueles operados
com velocidades ascensionais inferiores a velocidade minima de fluidizagdo (KUNII,
LEVENSPIEL, 1969).

Jewell et al. (1981) consideram que reator de leito expandido tem sua expansdo na
ordem de 10 a 20% do leito estético inicial. Quando a expanséo € superior a 100%, o reator
é considerado fluidizado.

Portanto, para a aplicacdo do processo em escala real, algumas etapas devem ser
seguidas. Inicialmente, entende-se que € necessario haver mais estudos com relagédo a
configuracdo de reatores, usando-se efluentes sintéticos, em razdo da importancia de
diminuir, ou ao menos estabilizar a interferéncia de fatores externos.

Posteriormente, quando superada esta fase e encontrada uma configuragéo ideal
de reator para o processo de desamonificagdo, serd possivel a utilizagdo de efluentes
provenientes da biodigestdo anaerébia para o aprofundamento do estudo deste processo,

sempre visando a sua efetiva aplicagdo em escala real.



20

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Experimentacao e Andlises Ambientais
(LEAA) da Embrapa Suinos e Aves, unidade descentralizada da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria — EMBRAPA, Concordia/SC.

4.1 Caracterizacdo do in6culo

Para estabelecer o processo de desamonificacdo, utilizou-se biomassa proveniente
de dois reatores, um com atividade anammox e o outro nitrificante, cada qual com seus
processos estabelecidos, ambos operados em escala laboratorial. J& as velocidades
especificas foram obtidas por meio de ensaios cinéticos de consumo de substrato e
formacéo de produto.

A razdo da concentracdo celular da biomassa, nitrificante e anammox, utilizada na
inoculagé@o dos reatores objeto deste trabalho, foi determinada a partir da relacdo entre as
velocidades especificas de consumo de nitrogénio de cada uma, de forma a encontrar um

equilibrio entre estes consoércios microbianos.

4.1.1 Ensaio cinético

Para ambas as bactérias, nitrificantes e anammox, o ensaio cinético foi realizado
utilizando-se o reator em que os experimentos foram conduzidos (veja item 4.2), operando
em batelada e com reciclo interno, somente. A temperatura do processo foi mantida
constante em 25 °C. A vazao de ar foi controlada a 30 mL.min™1.L™ por um compressor de
ar acoplado a um controlador de vazéo e a difusores submersos.

A cada 30 minutos, foram realizadas amostragens, acompanhamento do pH,
oxigénio dissolvido, temperatura, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato e alcalinidade e, ao
término do experimento, foi realizada andlise de sélidos suspensos volateis (SSV) para
determinacgéo da concentracdo celular (APHA, 2012). Cada ensaio teve duracdo média de 3
horas.

A composicdo dos meios de cultura utilizados para os ensaios cinéticos de
bactérias com atividade anammox (anexo 1) e nitrificantes (anexo 2) seguiram o descrito por
Schierholt Neto et al. (2006a) e Magri et al. (2012), respectivamente.

A velocidade de consumo de substrato (rs) e a velocidade especifica de consumo
de substrato (us) foram determinadas a partir da regresséo linear das concentragdes de
substrato em funcdo do tempo, obtidas nos ensaios cinéticos, conforme as Equacdes 11 e

12, respectivamente.
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as
rn=-= Eq. (1)
Onde:
Is - velocidade de consumo de substrato (mgN.L™t.d™);
S - concentracdo do substrato (mgN.L™);

t - tempo (h).

as

(— E) Eq. (12)

<=

Hs

Onde:
s - velocidade especifica de consumo de substrato (mgN.gSSV-1.h™);

X - concentracdo celular (mgSSV1.L™1).

4.1.2 Razao entre indculos

Para determinar a razéo ideal entre indculos, partiu-se da hip6tese de que para obter
o equilibrio entre 0 consumo de substrato de ambas as bactérias, anammox e nitrificante,
suas velocidades de producgéo de substrato (via nitritagdo parcial) e consumo pelo processo
anammox devem ser similares.

A razdo entre as concentracdes de biomassa anammox e nitrificantes foram
determinadas através de suas respectivas velocidades especificas de consumo de

nitrogénio (us), obtidas nos ensaios cinéticos de atividade, conforme a Equacéo 13.

Razio entre indculos = Hi-anammox Eg. (13)
UN-nitrif.
Onde:
Mnnivit. - velocidade especifica de consumo de NH,* pelas bactérias nitrificantes

(gN.gSSVi.h™:
Mn-anammox - Velocidade especifica de consumo de NH,* e NO,™ pelas bactérias com

atividade anammox (gN.gSSV™*.h™%).

A concentracdo de biomassa nitrificante inoculada foi calculada mantendo-se a
concentracdo de biomassa anammox constante e relacionando as velocidades especificas

de consumo de nitrogénio, conforme Equacgéo 14.
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X XUN—
Xn _ ZAanammoxXHN-anammox Eq (14)
UN-nitrif.

itrif. —
Onde:
Xnivir. - concentracéo celular nitrificante (g.SSV.L™);
Xanammox - CONCeNtracdo celular anammox (g.SSV.L™);

4.2 Aparato experimental

O trabalho foi composto por dois sistemas experimentais, chamados de reator LS e

reator LE (Figura 6 e Figura 7).

Bomba de
recirculagio

Figura 6 Representacdo esquematica do sistema operacional do reator LS (leito suspenso).

Kaldnes
& s

Figura 7 Representagdo esquematica do sistema operacional do reator LE (leito expandido).

Os dois sistemas utilizaram: banho termostatizado para manter a temperatura dos
reatores a 25 °C, aquecido (Atman 200 Eletronic Heater) erecirculado por uma bomba
submersa (Sarlobetter Bomba 520), um sedimentador (cone Imhoff, com volume util de 1 L)
para reciclo de biomassa com vazéo de 6,7 L.d™ (2,5x maior que vazéo de entrada). O meio
suporte utilizado para crescimento, aderéncia e retencdo da biomassa foi do tipo Kaldnes
(559 viv).

A alimentacao e aeracao dos reatores foram controladas por um Controlador Légico

Programavel (CLP) (Dexter, modelo uDX série 100), regido pelo software de programagao
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grafica PG v6.8 da Dexter. As vazfGes de alimentacdo e o reciclo de biomassa foram
controladas por bombas peristalticas (Milan, BP-600).

Os reatores possuiam fluxo ascendente com aeracao e alimentacéo intermitentes e
volume util de 1 L e o tempo de retencdo hidraulica (TRH) de 9 h. Foram utilizados ciclos de
30 minutos, sendo a alimentacdo e a aeracgédo ligadas por 15 minutos (fase aerébia) e 15
minutos desligada (fase anodxica). O reator LS foi construido a partir de um cone Imhoff de
acrilico e possuia leito suspenso. J& o reator LE foi construido em vidro e com leito
expandido. Os parametros operacionais de cada reator estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 ParAmetros operacionais para os reatores LS e LE

Parametro Unidade Reator LS Reator LE
Leito - Suspenso Expandido
Temperatura °C 25
TRH h 9
Vazdao alimentagéo L.dt 2,70
Vazao recirculacéo L.d? 6,7
Volume (til L 1
Carga KgN.m=3.d? 0,8
Meio suporte g.L? 55
Ciclos - 15 on/ 15 off

Os reatores foram alimentados com meio de cultura sintético, composto por
nitrogénio amoniacal, nutrientes e microelementos, conforme descrito por Magri et al. (2012)
— anexo 2. Com relagé@o ao parametro pH, este foi somente monitorado para averiguar se 0

mesmo mantinha-se estavel.

4.2.1 Aeragao dos reatores

A aeracgdo dos reatores se deu por inje¢do de arno reator, a qual foi controlada por
um compressor de ar 2,5 W (A230, Big Air) acoplado a um rotametro (Gilmont, GF-9260) e,
posteriormente, ligado a um difusor de ar da marca Boyu, flexivel e poroso de borracha de
15cm inserido no fundo do reator.

A operacao dos reatores foi divididaem trés fases (Tabela 4), conforme vazéo de
aeracdo. A primeira fase com vazdo de ar de 30 mL.min™*.L%, a segunda fase com 20
mL.min71.L™* e a terceira fase com 30 mL.min™1.L"1. A vazao de ar inicial de 30 mL.min™.Lt

foi utilizada com base em estudos prévios (DE PRA, 2013; CORADI, 2014).
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Tabela 4 Divisdo de fases por vazao de ar dos reatores A e B

Fase Dias de operacéo Vazao de ar (mL.min™.L™?)
I 0-12 30
Il 13-35 20
1] 36-55 30

4.2.2 Vazao de alimentacdo dos reatores

A vazdo de alimentacdo com meio sintético dos reatores A e B foi calculada por
meio da Equacédo 15, com definicdo prévia da carga de nitrogénio a ser aplicada.

CNAXV

Q= Eq. (15)
Onde:

Q - Vazéo (L.d™Y);

CNA - Carga (mgN.L™%.d™);

V - Volume util do reator (L);

S -Concentragéo de nitrogénio amoniacal total na alimentacdo (mgN.L™).

4.2.3 Operagéo e monitoramento dos reatores

O acompanhamento dos sistemas foi realizado por analises fisico-quimicas

LEAA/Embrapa. As coletas e pontos de amostragem estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 Pontos de amostragem, frequéncia de coleta e analises realizadas

Pontos de amostragem Andlises realizadas Frequéncia das andlises

Entrada N-NHs, N-NO,', N-NO;, Diariamente
Alcalinidade

Meio do reator pH, OD, temperatura Diariamente

gPCR 1 vez por fase
, N-NHs3, N-NO,", N-NO3/, .

Saida & C.)z Os Diariamente

Alcalinidade

4.2.4 Calculo dos coeficientes estequiométricos

Os coeficientes estequiométricos sdo dados importantes para 0 acompanhamento
do processo. A partir destes € possivel comparar o resultado obtido com a literatura e,
assim, saber se o processo esta estabelecido. Dessa forma, estes sdo calculados com base
nas Equacdes 16, 17, 18, 19 e 20.
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__ (NOzout — NO3in)

Coef.N —NO3 = (NHFin — NHF out) Eqg. (16)
1- ( (NO, out — NO,"in) )
(NHfin - NH out) + (Coef. NO3")
Coef.N, = 5 Eq. (17)
( ( _(CaC03in—CaC030ut))Xﬁw
“out — NO,in Tin-NHYou 50
R
Coef.0, = 5 Eq. (18)
+ _ (CaCO3zin — CaCOzout 14
Coef-H™ = ( NH}in — NH} out ) 50 Eq. (19)
— +
Coef.H,0 = (L= Eq. (20)

4.3 Determinacfes analiticas

Para acompanhar o desenvolvimento do processo de desamonificacdo nos
reatores, foram realizadas analises de nitrogénio na forma de ion amdnio, nitrito, nitrato e de
alcalinidade. Também foram monitoradosa temperatura, o pH e a concentragdo de OD na

fase aerdbia e andxica.

4.3.1 Nitrogénio amoniacal total (NAT)

As andlises de nitrogénio amoniacal total foram realizadas pelo método
potenciométrico com eletrodo de ion seletivo da marca Thermo, segundo procedimento

descrito no Standard Methods (APHA, 2012), com alteracdo do volume de amostra.

4.3.2 Nitrito e Nitrato

A determinacdo de nitrito e nitrato foram realizadas por meio do método
colorimétrico em um sistema de analise por inje¢cdo em fluxo (APHA, 2012), modificado
segundo Schierholt Neto et al. (2006).

O sistema utilizado foi o Multicanal FIA lab — 2500, com cabos de fibra 6tica SMA
200 mm, que ligam a célula de reagédo ao espectrofotdmetro (Ocean-optics S2000 — escala
Otica de 200 a 850 nm). Lampada de halogénio de quartzo. Carreador: agua destilada.
Reagente de cor: sulfanilamida, acido ortofosférico e N-1-naftiletilienodiamina dihidracloreto,

sendo todo reagente grau P.A. O comprimento de onda utilizado na leitura foi de 540nm.
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Para a andlise de nitrato, utilizou-se também, uma coluna com aproximadamente 5g
de cadmio, como catalisador para promover a redu¢ao do nitrato a nitrito e uma solucao de

cloreto de amoénio e EDTA sal dissédico como reagente tampao.

4.3.3 Alcalinidade

Para determinacé@o de alcalinidade, o método utilizado foi o titulométrico (APHA,
2012). Este método € aplicavel a determinacdo da presenca de carbonato e bicarbonato em
efluentes de sistemas de tratamentos de residuos e 4gua em geral.

Utilizou-se potencidmetro TECNAL Tec-3MP; titulador semiautomético TITRONIC
T-200. Para a andlise, preparou-se uma solucao padrédo de &cido sulfarico (H,SO,) 0,005

mol.L™, e o valor de alcalinidade foi obtido segundo a Equagéo 21.

M.A.100000

mgCaCO;.L™" = v

Eqg. (21)
Onde:

M - molaridade do acido sulfurico padronizado (mol.L™);

A - volume de acido sulfarico padronizado (mL);

V - volume de amostra (mL).

4.3.4 Sélidos Suspensos Totais, Fixos e Volateis

As andlises da série de solidos foram realizadas segundo procedimento descrito no
Standard Methods (APHA, 2012), no qual as amostras séo filtradas em filtro 0,45 um
utilizando 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 por diferenca entre
SST e SSF.

4.3.5 pH e Oxigénio Dissolvido

As determinacdes de pH foram realizadas com potenciébmetro da marca HANNA
Instruments, modelo HI 8424, com eletrodo de pH e calibrado segundo os procedimentos
descritos no Standard Methods (APHA, 2012).

As determinacfes de oxigénio dissolvido foram realizadas com medidor de oxigénio

dissolvido, da marca YSI modelo 55 Dissolved Oxygen.
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4.4 Quantificacdo de bactérias por reacdo em cadeia da polimerase (QPCR)

A quantificacdo da biomassa nitrificante foi realizada pela detec¢do do gene da
amoniomonoxigenase (amoA), caracteristico desse grupo de micro-organismos. Ja a
biomassa com atividade anammoxfoi quantificada pela deteccdo do gene da hidrazina
oxidoredutase (hzo). As reacgbes foram realizadas com SYBR green, e processados em
equipamento Rotor Gene 6000 (Corbett Research, NSW, Australia).

A deteccdo do gene amoA seguiu o protocolo descrito por Agnes et al. (2013), e 0
do gene hzoo descrito por Coradi (2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reator LS

5.1.1 Atividades das biomassas utilizadas nainoculagcdo do reator

No presente estudo, ensaios cinéticos de consumo de substrato e formacgdo de
produto foram realizados para verificar, além do grau de atividade da biomassa, a razéo
ideal de inoculo utilizado para a partida do reator LS.

5.1.1.1 Biomassa nitrificante

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores para velocidade de consumo (rs) de
substrato e formacdo de produto e velocidade especifica (ls) de consumo de substrato e

formacao de produto obtidas no ensaio cinético para a biomassa nitrificante no reator LS.

Tabela 6 Velocidade de consumo de substrato e formacdo produto (rs) e velocidade
especifica de consumo de substrato e formacgéo de produto (Us) para biomassa nitrificante
no reator LS

NH,* -NO,~ -NOz~
r{(mgN.L.h1) 11,76 13,67 4,93
Hs(MgN.gSSV-L.h) 50,05 58,18 21,01

Todos os valores foram obtidos pela regresséo linear dos dados experimentais em
funcdo do tempo (anexo 3), e o coeficiente angular representou a velocidade (rs) da reacéo
estudada.

Além disso, para o célculo das velocidades especificas, a concentracao de sélidos
foi de 23 mgSSV.L™. Como pode ser observado, a velocidade especifica de consumo de
substrato amdnio foi de 50,05 mgN-NH,*gSSV.h?, enquanto que a velocidade especifica
de producdo de  nitrito foi 58,18 mgN-NO,gSSV'h', e de nitrato
21,01 mgN-NO5;"gSSV*t.h™.

Os valores obtidos neste estudo mostram-se acima dos encontrados por De Pra
(2013), que obteve para o aménio 47,38 mgN-NH,*gSSV*'.h?, nitrito
33,98 mgN-NO,gSSV*.h' e nitrato 12,17 mgN-NO;"gSSV™*.h™. Os resultados obtidos no
presente estudo demonstram que as bactérias nitrificantes apresentam 0,94 vezes maior
velocidade especifica de consumo de amonio, sendo, assim, o lodo nitrificante estava com

boa atividade de remogé&o de nitrogénio amoniacal.
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5.1.1.2 Biomassa com atividade anammox

Na Tabela 7 sdo mostrados os valores obtidos de velocidade de consumo de
substrato e formacao produto (rs) e velocidade especifica de consumo de substrato e
formacdo de produto (us) obtidas no ensaio cinético no reator LS para a biomassa com

atividade anammox (anexo 4).

Tabela 7 Velocidade de consumo de substrato e formacdo produto (rs) e velocidade
especifica de consumo de substrato e formagdo de produto (Ys) para biomassa com
atividade anammox no reator LS

NH,* NO,~ - NO3~
rs«(mgN.L™1.h"1) 14,58 21,89 3,82
Hs(MgN.gSSV1.h1) 2,21 4,53 0,79

A biomassa com atividade anammox teve uma concentracdo de solidos
de 4.820 mgSSV.L™. Os valores encontrados para as velocidades de consumo de aménio
(14,58 mgN-NH,*.L™1.h™) e nitrito (21,89 mgN-NO,".L™..h™) resultaram em uma velocidade
de consumo de nitrogénio total de 36,47 mgN.L"*.h* — valor este superior ao de De Pra
(2013) e de Coradi (2014), que obtiveram, em seus estudos, velocidade de consumo de
nitrogénio de 16,86 mgN.L™.h™* e 10,92 mgN.L™".h}, respectivamente.

Portanto, o resultado deste estudo foi 2,16 e 3,34 vezes superior, respectivamente,
ao citados acima.

5.1.1.3 Quantidade de biomassa inoculada

Para que haja eficiéncia no processo de desamonificacdo, é necessario que a
atividade de ambas as bactérias envolvidas estejam em equilibrio dentro do reator, de modo
gue as velocidades de conversdo do nitrogénio ndo afetem a eficiéncia de remocéo do
sistema.

A partir dos testes cinéticos com as biomassas nitrificante e anammox, obteve-se
as velocidades especificas de consumo de substrato indicadas nos itens anteriores, que
foram posteriormente utilizadas para o calculo da quantidade de biomassa, na forma
descrita no item 4.1.2.

Desta forma, a razdo da quantidade entre biomassa nitrificante e anammox
encontrada foi de 0,15, e as concentracdes de biomassa nitrificante e as com atividade
anammox a serem inoculadas no reator foram de 0,54 gSSV'L" e 3,63 gSSV*.L?,
respectivamente.

As concentracBes de biomassa com atividade anammox e nitrificante foram
diferentes em funcao do lodo nitrificante estar mais enriquecido e de estas possuirem

velocidade de crescimento superior ao das bactérias com atividade anammox. Schmidell e
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Reginatto (2007) relatam 0,77 d para a velocidade de crescimento das BOA, enquanto
Strous et al. (1998) relatam 0,065 d! para a velocidade de crescimento das bactérias com

atividade anammox.

5.1.2 Inoculacéo, partida e operacao do reator

Para se obter homogeneidade entre as culturas empregadas no reator LS, este foi
inoculado com 0,54 gSSV*.L™* de biomassa nitrificante e 3,63 gSSV™.L" de biomassa com
atividade anammox, e posteriormente homogeneizado por 1 minuto com pulso de oxigénio.

O reator foi operado por 55 dias com o oxigénio dissolvido controlado, em trés
etapas, cada qual submetida aos periodos aerébio e andxico, conforme a Tabela 8.

Tabela 8 Concentracdo de oxigénio dissolvido nos periodos aerébio e andxico, durante as
diferentes fases do reator LS

Vazdo de ar Periodo aerdébio Periodo andxico
(mL.min™1.L™1) 0O,(mg.L™) 0O,(mg.L™)
Fase | 30 0,72 0,03
Fase Il 20 0,58 0,02
Fase Il 30 0,65 0,07

A fase | operou por 12 dias com vazéo de ar de 30 mL.min™%.L™, tendo durante o
periodo aerdbio concentracdo média de oxigénio dissolvido de 0,72 mg.L™, e no periodo
anoxico 0,03mg.L™. Assim, percebe-se que praticamente quase todo o oxigénio dissolvido
foi consumido na oxidacdo da amonia.

Ja a fase Il operou por 24 dias com vazéo de ar de 20 mL.min™1.L2, tendo durante o
periodo aerdbio concentracdo média oxigénio dissolvido de 0,58 mg.L™, e no periodo
anoéxico 0,02 mg.L™%. Logo, também nesta fase foi consumido praticamente quase todo o
oxigénio dissolvido.

Por fim, a fase Ill, que operou por 19 dias, voltou a usar comovazdo de ar
30 mL.min™1.L™%, tendo durante o periodo aerébio concentracdo média de 0,65 mg.L™, e no
periodo andxico 0,07 mg.L™, ou seja, nesta fase em especifico houve o aumento do residual
do oxigénio dissolvido.

O acompanhamento das formas nitrogenadas, da carga aplicada, da carga
removida, o percentual de remog¢do de amébnia e de nitrogénio totalno reator LS s&o

mostrados na Figura 8.



31

(2]

300

| ] n 100
0%%0g40000,5400

1 [}
1 1 g
= 1-....'. ..onucnco.é... e e sesese 90 =
a 80 I e N-NH; Entrada
%250 000 ! ! 17 z 3
£ 1 x *x, x*¥ x i Z  ON-NH, Saida
=200 o ° o 1 x X x xX x 60 W
o £ L xxX x x 2% x| o oo S
K= 0 L0 0 4% xx x | x © ox 2 ON-NO, Said
S 150 % ® | 3" SR00 50 g e s
£ o1l o o x X xx
g x 'x x "¢ Cooo o o5 o1 Zo X = x 0 40 ANNO, Saida
2 400 X x  x ' ©,0% 0 o o ooo: o x xx* 08
8 " | %o © ; oogPooonf® 20 &  xEficiéncia
s0 % B0, {09,007 §i  Remogho N-NH,
afl Ooong Og on0000, n Al 10
& [u] u] AbA
o n@aEdFee °  ajassszppniada B0ARTanaafTastantnnadss, 0
.0,90 1 1 100
— 1 i
T ! ®eoee ! ssesee 90
3 QSO-".-.DIIo.oo‘.""" ...ooool..;.... .........80 2 .
4 070 H ! —~ *Carga Aplicada
z 1 1 o
gO,GO i y . E ;g 'g o Carga Removida
2 050 ! xoX xX ! £ XEficiéncia Remogio
& e Xo O0xFoO%0yx yx | 50 Htroadn| ¢
2040 % o._Xx*o0 XX H - Nitrogénio
27" o ¥Oxxo00 °oo°°**xxx 40 G
Z030 x X3 x¢ oo 40004 30 @
© 1 o
2020 : i 858 20 0
o bfeLe] 6656 1 1 88y 6&66 &%
0.10 i i 885 | 10
1 i
0,00 ! ! 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Tempo (dias)

Figura 8 Desempenho do reator LS durante periodo de operacdo. A: acompanhamento das
formas nitrogenadas e percentual de remog¢do de amoénia. B: acompanhamento da carga
aplicada, removida e eficiéncia de remogé&o de nitrogénio.

Como se observa na fase | da Figura 8A, a conversao de nitrogénio amoniacal se
estabilizou de forma que aproximadamente toda a amdnia foi convertida em nitrito e nitrato,
apesar da eficiéncia no consumo de 34,20 = 9,43% ser considerada baixa, visto que
Figueroa et al. (2012) obtiveram 85% de eficiéncia na remoc¢éo de amoénia.

A remocdao de nitrogénio total teve média de 23,75 £ 7,72% de eficiéncia, ou seja,
manteve-se baixa durante toda a fase | (Figura 8b). Sendo assim, o processo de
desamonificacdo estava sendo desfavorecido devido a condicdo em que o0 meio se
apresentava.

Neste sentido, Coradi (2014) estudou um reator em condigcbes operacionais
similares com o deste trabalho, sendo que a Unica diferenca foi 0,1 KgN.m™3.d™* a menos de
carga aplicada que o utilizado neste trabalho (0,8 KgN.m™3.d™).

No estudo de Coradi (2014), houve a conversdo do amdnio em nitrito, 0 que se
atribuiu a atividade das BOA, e ndo houve atividade anammox. Assim, com base nos testes
realizados, o autor concluiu que o OD pode ter suprimido a capacidade de remoc¢éo de
nitrogénio das bactérias anaerobias.

A analise do acompanhamento dos coeficientes estequiométricos para 0 processo
de desamonificagdo no reator LS estd demonstrada na Figura 9. Por ela, na fase | fica
claramente perceptivel o deslocamento dos coeficientes estequiométricos experimentais
com relacdo aos teoricos, 0 que se entendeu como um periodo de instabilidade do reator
LS.
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Figura 9 Acompanhamento dos coeficientes estequiométricos do processo de
desamonificacdo para o reator LS.

O coeficiente estequiométrico do oxigénio elevou-se na fase I, haja visto que quanto
maior a demanda de oxigénio, mais elevada é a carga de nitrogénio oxidada. O coeficiente
de N-NO;™ ndo se apresentava préximo ao citado pela literatura (SLIEKERS et al., 2002),
indicando que as bactérias oxidadoras de nitrito ndo estavam sendo inibidas.

O célculo do coeficiente estequiométrico de N, pode ser utilizado como indicador de
gue a atividade anammox esta sendo inibida, visto que o nitrogénio gasoso é o seu principal
produto (SANT'ANNA JR, 2010).

Portanto, entende-se que as causas do ndo estabelecimento do processo de
desamonificacdo na fase | foram a ndo adaptacdo do in6culo anammox e a exposi¢cdoao
oxigénio dissolvido. Estas situagcBes aparentaram ter causado a inibicdo da capacidade de
remocgdo de nitrogénio pelo processo anammox, 0 que acabou por favorecer as bactérias
oxidadoras de amo0nia, que se adaptaram mais rapidamente a condi¢ao do reator.

Para confirmar esta reducdo na capacidade de conversao de nitrito e amonia pelas
bactérias do processo anammox, no 12° dia de operacéo realizou-se um teste da atividade
anammox. Estdo demonstradas na Tabela 9 as velocidades de consumo de substrato e

formacgédo de produto pelo processo anammox.

Tabela 9 Velocidade de consumo de substrato e formagéo produto (rs) das bactérias com
atividade anammox no reator LS na pré-inoculacéo e nas fases |, Il e lll

Fase rN-NH,* rN-NO,™ * - N-NO3™ *
Pré-inoculagéo 14,58 21,89 3,81
Fase | (dia 12) 8,93 6,30 1,17
Fase Il (dia 21) 14,59 20,65 1,65
Fase Il (dia 37) 7,61 2,25 0,16

*mgN.L™t.h™t
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Nota-se na Tabela 9 que as velocidades de consumo de amdnio e nitrito e
producao de nitrato das bactérias com atividade anammox sofreram reducdo na capacidade
de conversao de nitrogénio.

Comparando-se a velocidade de consumo de aménio e de nitrito, tem-se que na
pré-inoculacgéo foi 1,63 e 3,47 vezes superior a fase |, respectivamente. Assim, a velocidade
de consumo de nitrogénio na forma de amonio e nitrito, pelo processo anammox, foi
reduzida em 58,24% quando compara-se a fase | ao periodo inicial. Também, a velocidade
de producao de nitrato do inicio se mostrou 3,25 vezes superior a da fase I.

Porém, apesar desta reducdo nas velocidades de consumo de substrato e
formacao do produto, as bactérias com atividade anammox ainda mostravam capacidade de
remocao de amonio e nitrito do reator.

Expor o reator a maiores concentracfes de oxigénio dissolvido propicia o
crescimento de bactérias nitrificantes, por serem elas, além de aerébias, favorecidas pela
velocidade maxima de crescimento, que é superior a das bactérias com atividade anammox,
conforme comentado anteriormente (STROUS et al., 1998).

Logo, como as bactérias com atividade anammox sao mais sensiveis em
determinadas condigbes operacionais, tornam-se limitantes do processo de
desamonificacdo (SUNEETHI, 2014). Assim, a mudanga no oxigénio dissolvido (OD) é uma
boa estratégia para melhorar o controle do processo de desamonificacao.

Desta forma, na fase Il optou-se por diminuir a vazdo de ar do reator de
30 mL.min7t.L™* para 20 mL.min"t.L™, a fim de favorecer a sua adaptagdo e restringir o
oxigénio dissolvido.

Na fase Il, apds a mudanga da vazao de ar, as concentracdes de nitrito e nitrato na
saida do reator LS (Figura 8a) mantiveram-se estaveis e as de amonia baixaram, o que
acabou por elevar a eficiéncia média da remocdo de amdnia para 61,37 + 5,36%. Ou seja,
1,8 vezes maior do que o obtido na fase | (34,2 + 9,43%).

A fase Il (Figura 8b) foi o periodo em que o reator removeu maiores cargas de
nitrogénio, 0,40 + 0,05KgN.m™3.d™%, com eficiéncia média de remog¢édo de 50,50 + 5,86%,
sendo, por isso, 2,13 vezes acima da obtida na fase | (23,7 + 7,72%). Foi neste periodo que
o reator LS apresentou a eficiéncia maxima de remocao de nitrogénio, que foi de 59,5%.

De Pra (2013) e Sliekers et al. (2002), trabalhando o processo de desamonificacao
em um reator de leito suspenso, removeram 0,24 KgN.m=3.d? e 0,16 KgN.m=™3.d7%,
respectivamente. J& Third et al. (2005), trabalhando em um reator de batelada sequencial,
atingiram uma carga de 0,08 KgN.m™3.d™. Isto demonstra que o presente estudo no reator
LS removeu de 1,6 a 5 vezes mais nitrogénio em relagéo aos valores descritos na literatura.

Para confirmar o estabelecimento do processo de desamonificagdo no reator LS,
procedeu-se um teste de atividade anammox, cujos resultados estdo apresentados na
Tabela 9.
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As velocidades de consumo de NH,* e NO,~ e producdo de NO;™ pelas bactérias
com atividade anammox na fase Il, quando comparadas com as da fase I, tiveram um
aumento na capacidade de conversdao de nitrogénio, demonstrando que estas bactérias
estavam com atividade similar as encontradas na inoculacéo do reator LS.

Com base nesta descri¢do, observa-se que a velocidade de consumo de aménio e
nitrito para a fase Il foi, respectivamente, 1,63 e 3,27 vezes maior do que as obtidas na fase
|. Da mesma forma, a velocidade de producéo de nitrato na fase Il foi 1,41 vezes maior do
que a dafase I.

A relacdo entre a capacidade de producéo de nitrato e o consumo de aménio nas
fases | e Il foram, respectivamente, de 0,13 e 0,11, podendo-se comparar estes valores com
o coeficiente estequiométrico de nitrato citado na literatura, que é de 0,11 (AHN, 2006).
Dessa forma, com base com resultados obtidos na fase Il, conclui-se que o processo de
desamonificacdo estava estabelecido no reator.

Neste contexto, os coeficientes estequiométricos voltaram a se aproximar aos
valores encontrados pela literatura (VANOTTI et al., 2012), situacdo que comprova o
processo de desamonificagdo no reator LS, apds o 12° dia de operacao (Figura 9).

Os célculos das médias dos coeficientes estequiométricos para 0 processo de
desamonificacdo obtidos estdo demonstrados na Tabela 10, na qual se observa que as
fases | e lll foram inferiores a fase Il

Tabela 10 Média dos coeficientes estequiométricos (mol) para o processo de
desamonificacdo no reator LS nas fases |, Il e lll

Fase N-NO3~ N, 0, H* H,O
Vanotti et al. (2012) 0,11 0,44 0,85 1,14 1,43
Fase | 0,20 0,37 1,02 1,19 1,40

Fase Il 0,10 0,42 0,87 1,13 1,43

Fase Il 0,08 0,25 1,22 1,19 1,40

Os resultados da fase Il indicam que os valores obtidos foram préximos aos
descritos por Vanotti et al. (2012), sendo estes consistentes com 0 esperado para o
processo de desamonificagao.

Devido a complexa interacdo entre 0s micro-organismos e as rea¢des quimicas no
processo de desamonificacdo, €é natural que ocorram variagbes nos valores
estequiométricos, em funcédo das diferentes espécies operantes no reator (DE PRA, 2013).

Portanto, levando-se em conta que cada mol de NH; oxidado requer cerca de 2
mols de O,, o processo de desamonificacdo no reator LS reduziu 56,5% a quantidade de
oXxigénio necessaria para remocao bioloégica do nitrogénio, quando comparado com o
processo convencional de nitrificacdo/desnitrificacéo (BITTON, 2005). Destaca-se que foram

utilizados 0,87 mol de oxigénio para oxidar 1 mol de amoénia.
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A fase Il se mostrou estavel, com baixas concentracdes de nitrito e nitrato na saida
do reator, quais sejam, 22,46 + 9,80 mgN-NO,.L™* e 13,16 + 3,91 mgN-NO;".L7,
respectivamente, apesar da saida de amoénia estar com 111,15 + 14,77 mgNH,".L™.

Para se aumentar o consumo de aménia, é necessério ter maior quantidade de
nitrito, conforme demonstrado na equagdo do processo anammox (Equacédo 9). Porém,
como havia pouco residual de nitrito na saida do reator na fase Il, foi optado na fase Ill por
aumentar a vazao de ar de 20 para 30 mL.min™t.L™1, para oxidar mais amobnia, a fim de
remover maior carga de nitrogénio pelo processo de desamonificagdo no reator LS.

Na fase lll, ap6s a mudanca da vazao de ar do reator LS, a concentracdo de nitrito
na saida do reator elevou-se de forma crescente até 97,87 mgN-NO,".L™* (Figura 8a). Isso
significa que se estava oxidando mais amdnia para nitrito do que 0 necessario e,
consequentemente, mais uma vez inibindo o processo anammox.

Carvajal-Arroyo et al. (2014), trabalhando com a resisténcia de bactérias com
atividade anammox a exposicdo ao nitrito, concluiram que estas, quando aclimatadas a
tratar altas cargas de nitrogénio (acima de 0,95 KgN.m™.d™), sdo mais resistentes a inibi¢cao
por nitrito do que as com menores cargas (0,20 KgN.m™3.d™1). Porém, em qualquer condi¢cdo
as bactérias com atividade anammox sdo mais sensiveis ao acumulo de nitrito, o que inibe o
processo anammox.

Apbés o 52° dia de operacdo, a concentracdo de nitrato na saida do reator
aumentou, indicando que, além das bactérias oxidadoras de amobnia estarem sendo
favorecidas, as de nitrito estavam tendo atividade.

Com essa mudanca ocorrida na fase lll, baixou-se a carga removida e a eficiéncia
de remocgdo de nitrogénio do reator LS para uma média de 0,18 £ 0,07 KgN.m™3.d* e
24,04 £ 10,95%, respectivamente.

Ainda, pelo acompanhamento dos coeficientes estequiométricos no reator LS na
fase lll, constatou-se o afastamento dos valores calculados para este periodo de estudo
gquando comparados aos da literatura (THIRD et al., 2001), conforme se observa na Tabela
10.

Houve um aumento no valor de O, (de 0,85 para 1,22) e diminuigdo no de NO;~ (de
0,11 para 0,08), indicando que ocorreu maior disponibilidade de oxigénio no reator do que a
demanda exigida pelo processo de desamonificacdo, acarretando a predominancia do
processo de nitrificacdo. Deste modo,o oxigénio excedente foi utilizado pelas BOA para uma
maior oxidacdo de amodnia a nitrito, ja que o reator apresentou concentracdes no efluente,
em média, de 63,5 + 9,17 mgN-NO,".L™.

Como pode ser observado na fase Il da Tabela 9, as velocidades de consumo de
NH,* e NO,~, bem como a producdo de NO;™ pelas bactérias com atividade anammox,
guando comparadas com as da fase I, tiveram uma diminui¢cdo na capacidade de conversao

de nitrogénio, demonstrando que estas bactérias estavam sendo inibidas.
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Com base nesta descri¢do, observa-se que a velocidade de consumo de aménio e
nitrito para a fase Ill demonstrou ser, respectivamente, 0,52 e 0,11 vezes menor do que as
obtidas na fase Il. Da mesma forma, a velocidade de producdo de nitrato foi 0,097 vez
inferior do que a da fase Il, conforme Tabela 10.

Averiguou-se as relacdes entre a capacidade de producdo de nitrato e 0 consumo
de amébnio nas fases Il e Illl, as quais foram, respectivamente, de 0,11 e 0,02 e,
comparando-as com o coeficiente estequiométrico de nitrato citado na literatura para o
processo de desamonificagédo, que € de 0,11 (AHN, 2006), observou-se que o processo de
nitrificacdo estava sobrepondo-se ao de desamonificacao.

Assim, levando em conta os melhores resultados nas condicfes de operacdo nas
fases I, 1l e lll, entendeu-se que a melhor opcdo de vazéo de ar € aquela da fase Il, que

equivale a 20 mL.min™1.L™,

5.1.3 Quantificagdo da biomassa

Foram coletadas amostras dos in6culos anammox e nitrificante e do Reator LS
durante as fasesdo processo. A partir disso, foram realizadas andlises de quantificacdo por
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para acompanhar e quantificar a
interagdo entre 0s principais micro-organismos envolvidos no processo. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 Quantificacdo de bactérias nitrificante e anammox durante periodo de operagéo
do reator LS

Fase Nitrificante * Anammox*
Pré-inoculagéo 1,67 x 10° 6,48x 10*
Fase | (dia 6) 1,20x 10° 3,73 x10%
Fase Il (dia 21) 1,07x 105 7,99 x 10*
Fase Il (dia 37) 4,54x 10° 3,73 x10%

*cg.L™?

A fase | apresentou inibi¢cdo na atividade do processo anammox. Porém, de acordo
com a Tabela 11, ndo houve perda significativa na quantidade de bactérias com atividade
anammox, 0 que inclusive pode ter contribuido para o aumento desta quando da fase II.

Da mesma forma, ao se passar da fase Il para a lll, manteve-se em 10* a
quantidade de bactérias com atividade anammox, 0 que deixa a entender que estas
bactérias, embora inibidas, ainda se encontravam presentes no reator.

Percebe-se com isso que a quantidadede bactérias com atividade anammox pode
estar relacionada ao longo tempo de duplicacdo das mesmas, de 9 a 11 dias (STROUS et
al., 1998).
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Por outro lado, as bactérias nitrificantes tiveram aumento de 1 log:,, na fase lll, o
quese justifica pelo aumento da vazéo de ar, que favoreceu este tipo de bactéria aerdbia,
por estas mostraram-se mais resistentes a inibicdo do que as bactérias com atividade
anammox.

Salienta-se que com controle dos parametros operacionais é possivel manter o
equilibrio destas duas popula¢fes, fazendo com que a eficiéncia de remog¢éo de nitrogénio

nado seja afetada por esta diferenca de resultado (SANT’ANNA JR, 2010).
5.2 Reator LE
5.2.1 Determinacdes das atividades das biomassas utilizadas na inoculacéo do reator
Neste estudo, 0s ensaios cinéticos de consumo de substrato e formacédo de produto
foram realizados para verificar, além do grau de atividade da biomassa, a razéo ideal de
in6culo utilizado para a partida do reator LE.
5.2.1.1Biomassa nitrificante
Na Tabela 12 estdo apresentados os valores para velocidade de consumo e

formacdo de substrato e velocidade especifica de consumo de substrato e formacdo de

produto obtidos no ensaio cinético para a biomassa nitrificante no reator LE.

Tabela 12 Velocidade de consumo de substrato e formacdo produto (rs) e velocidade
especifica de consumo de substrato e formacgéo de produto (Us) para biomassa nitrificante
no reator LE

NH,* -NO,~ -NOz~
r{(mgN.LZ.h1) 19,22 17,95 6,36
Hs(MgN.gSSV-L.h1) 84,52 78,94 27,95

Todos os valores foram obtidos pela regresséo linear dos dados experimentais em
funcdo do tempo (anexo 5), em que o coeficiente angular representou a velocidade (r) da
reacdo estudada.

Além disso, para o célculo das velocidades especificas (U4s), a concentragcdo de
sélidos foi de 220mgSSV.L™. Como pode ser observado, a velocidade especifica de
consumo do substrato amdnio foi de 84,52 mgN-NH,*.gSSV'.h?, enquanto que a
velocidade especifica de producdo de nitrito foi de 78,94 mgN-NO,.gSSV'h?, e a de
nitrato foi de 27,95 mgN-NO;~.gSSV™*.h™.

Os valores obtidos neste estudo mostram-se préximos dos encontrados por Coradi
(2014), que foram para o aménio de 104,28 mgN-NH,*.gSSV'.h™, nitrito de
71,08 mgN-NO,~.gSSV*.h" e de nitrato 46,96 mgN-NO;~.gSSV™.h™. Assim, comparando os
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resultados,entende-se que as bactérias nitrificantes apresentam alta velocidade especifica

de consumo e producéo.

5.2.1.2 Biomassa com atividade anammox

Na Tabela 13 encontram-se os valores de rs e [s obtidos no ensaio cinético no

reator LE para a biomassa com atividade anammox (anexo 6).

Tabela 13 Velocidade de consumo de substrato e formacdo produto (rs) e velocidade
especifica de consumo de substrato e formacdo de produto (Us) para biomassa com
atividade anammox no reator LE

NH* NO,~ - NO3~
rs(mgN.L"1.h"1) 17,62 25,06 4,53
Hs(MgN.gSSV1.h1) 3,40 4,84 0,87

A biomassa com atividade anammox teve concentracdo de solidos de
5.170 mgSSV.L™. Os valores encontrados para as velocidades de consumo de aménio
(17,62 mgN-NH,*.L1.h™1) e nitrito (25,06 mgN-NO,".L1.h™1) somam uma velocidade de
consumo de nitrogénio de 42,68 mgN.L™.h™?. De Pra (2013) obteve em seu estudo uma
velocidade de consumo de nitrogénio total de 16,86 mgN.L™.h™, que se mostrou 2,53 vezes

inferior do que o valor encontrado neste estudo.

5.2.1.3 Quantidade de biomassa inoculada

Para a eficacia da desamonificacado, é indispensavel que as atividades de ambas as
bactérias envolvidas no processo estejam em equilibrio dentro do reator, de modo que as
velocidades de conversao do nitrogénio ndo afetem a eficiéncia de remocé&o do sistema.

As velocidades especificas de consumo de substrato indicadas a partir de testes
cinéticos com as biomassas nitrificante e anammox foram utilizadas para o célculo da
gquantidade de biomassa.

A razdo encontrada entre a quantidade de biomassa nitrificante e a com atividade
anammox foi de 0,102 e as concentracdes de biomassa nitrificante e as com atividade
anammox a serem inoculadas no reator foram de 0,35 e 3,48 gSSV™.L?, respectivamente.

As concentracfes de biomassa com atividade anammox e nitrificante foram
diferentes em funcdo do lodo nitrificante estar mais enriquecido e destas possuirem

velocidade de crescimento superior ao das bactérias com atividade anammox.
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5.2.2 Inoculacéo, partida e operacéo do reator

Para se obter homogeneidade entre as culturas empregadas no reator LE, este foi
inoculado com 0,35 gSSV™*.L" de biomassa nitrificante e 2,48 gSSV™'.L™" de biomassa com
atividade anammox, e posteriormente homogeneizado por 1 minuto com pulso de oxigénio.

O reator foi operado por 55 dias com o oxigénio dissolvido controlado, em trés
etapas, cada qual submetida aos periodos aerébio e anoxico, conforme a Tabela 14.

Tabela 14 Concentracdo de oxigénio dissolvido nos periodos aerébio e andxico, durante as
diferentesfases do reator LE

Vazédo de ar Periodo aerdbio Periodo andxico
(mL.min7t.L™) O,(mg.L™) O,(mg.L™)
Fase | 30 0,87 0,06
Fase Il 20 0,58 0,03
Fase Il 30 0,67 0,05

A fase | operou por 12 dias com vazéo de ar de 30 mL.min™%.L™, tendo durante o
periodo aerdbio concentragdo média de 0,87 mg.L™, e no periodo anéxico, 0,06 mg.L™.

Ja a fase Il operou por 24 dias com vazao de ar de 20 mL.min™t.L™1, tendo durante o
periodo aerdbio concentracdo média de 0,58 mg.L™., e no periodo andxico 0,03 mg.L™.
Logo, também nesta fase foi consumido quase todo o oxigénio dissolvido.

Por fim, a fase lll, que operou por 19 dias, voltou a usar como vazédo de ar 30
mL.min71.L7%, tendo durante o periodo aerdbio concentracdo média de 0,67 mg.L™., e no
periodo anoéxico 0,05 mg.L™. Assim, nesta fase especifica houve o aumento do residual do
oxigénio dissolvido.

A Figura 10 mostra o acompanhamento das formas nitrogenadas, percentual de
remocao de aménia, remocao de nitrogénio total, carga aplicada e carga removida durante

este periodo no reator LE.
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Figura 10 Desempenho do reator LE durante periodo de operagéo. A: acompanhamento das
formas nitrogenadas e percentual de remog¢éo de amonia. B: acompanhamento da carga
aplicada, removida e eficiéncia de remogé&o de nitrogénio.

A fase | mostra que a conversdo de nitrogénio amoniacal foi crescente e uma parte
da amobnia consumida foi convertida a nitrito e a nitrato, que permaneceram na saida do
reator (Figura 10a).

Estes resultados indicam que com base nas Equacdes 5 e 6 citadas anteriormente,
pode-se inferir que o processo de nitrificacdo foi predominante na fase I. Ainda, por ser o
processo de nitrificagdo dividido em duas etapas, a nitritagdo e nitratacdo, primeiramente
ocorre a oxidagdo da aménia a nitrito e posteriormente a nitrato (ZHU et al., 2008).

Para fins de alimentacdo do processo anammox, deve-se limitar em 50% a
conversao do ion aménio a nitrito, para que haja o substrato necessario a tornar desejavel a
estequiometria do processo (ZHANG et al., 2011; DE PRA et al., 2012).

Na Figura 11 pode-se \verificar 0 acompanhamento dos coeficientes
estequiométricos para o processo de desamonificacdo no reator LE.
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o0

Na fase | é claramente perceptivel o afastamento dos coeficientes estequiométricos
experimentais com relacdo aos teodricos no processo de desamonificagdo, 0 que se
caracteriza como um periodo de instabilidade do reator LE.

O coeficiente estequiométrico do oxigénio elevou-se na fase |, em razdo de que
quanto maior a demanda de oxigénio mais elevada é a carga de nitrogénio oxidada.
Também, o coeficiente de N-NO3z;~ ndo se apresentava proximo ao citado pela literatura
(AHN, 2006), indicando que as bactérias oxidadoras de nitrito ndo estavam sendo inibidas.

Assim, a possivel causa para ndo ter se estabelecido o processo de
desamonificacdo na fase | foi a inibicdo do processo anammox, causada pelo favorecimento
das bactérias nitrificantes e pela exposi¢cdo ao oxigénio dissolvido também, fatores estes
gue podem ter suprimido a capacidade de remoc&o de nitrogénio das bactérias com
atividade anammox e favorecido as oxidadoras de aménia e nitrito.

Para confirmar a redugéo na capacidade de conversao de nitrito e amonia na fase I,
no 12° dia de operacéo do reator LE, realizou-se um teste de atividade anammox.

As velocidades de consumo de amonio e nitrito e produgéo de nitrato pelo processo
anammox no reator LE, sdo apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 Velocidades de consumo e producgdo de nitrogénio das bactérias com atividade
anammox no reator LE napré-inoculacdo e nas fases |, Il, lll

Fase rN-NH,* * rN-NO,™ * -IN-NO3™ *
Pré-inoculagéo 17,62 25,06 4,53
Fase | (dia 12) 12,34 17,21 2,69
Fase Il (dia 21) 18,59 26,07 3,71
Fase Il (dia 37) 9,68 2,44 2,37

*mgN.L1.h™1
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Nota-se que na fase | as velocidades de consumo de amdnio e nitrito, assim como
a producdo de nitrato das bactérias com atividade anammox, foram 1,42, 1,45 e 1,68 vezes
inferiores, respectivamente, as da pré-inoculacdo, demonstrando que as bactérias com
atividade anammox tiveram uma diminuigdo na capacidade de conversao de nitrogénio.

Porém, apesar desta reducdo nas velocidades de consumo de substrato e
formacéo do produto, por estarem sendo inibidas pela formacao de nitrito, as bactérias com
atividade anammox ainda mostravam capacidade de remogao de amonio e nitrito do reator.

Li et al. (2004) estudaram um reator com configuragdo SBR em escala real, no qual
inferiram que, além da am®6nia, o nitrito € um substrato necessario a ocorréncia do processo
anammox. Porém, quando a concentragdo de nitrito aumenta, € possivel que venha a
ocorrer a inibicdo do processo anammox. Inibicdo esta que pode se dar de forma reversivel
ou irreversivel, dependendo do grau de exposi¢cdo ao nitrito. Desse modo, Li et al. (2004)
decidiram manter o OD em niveis menores para o inicio do processo de desamonificagdo.

As bactérias com atividade anammox sdo limitantes da desamonificagdo. Assim,
para solucionar esta situacdo, a mudanga na concentragdo oxigénio dissolvido € uma boa
estratégia de controle deste processo (CHINI et al., 2014). Portanto, optou-se por diminuir a
vazao de ar do reator de 30 para 20 mL.min™.L™1, a fim de favorecer a sua adaptacéo,
visando a restricdo do oxigénio dissolvido e, com isso, oxidando somente o0 necessario de
amonia a nitrito.

Imediatamente depois da mudanca da vaz&o de ar, as concentragfes de nitrito e
nitrato na saida do reator LE (Figura 10A), na fase Il, mantiveram-se estaveis, e a de amonia
diminuiu, elevando a eficiéncia média da remocdo de aménia para 73,71 + 2,78%. Logo,
1,60 vezes maior do que o obtido na fase | (45,99 * 7,76%).

Ja na Figura 10b, observou-se que a fase Il foi o periodo em que o reator removeu
maiores cargas de nitrogénio, 0,49 + 0,04KgN.m™3.d™%, com eficiéncia média de remocéo de
nitrogénio de 62,15 + 5,02%, sendo 1,74 vezes acima do obtido na fase | (35,59 + 9,70%).
Foi neste periodo que o reator LE apresentou a eficiéncia méxima de remoc¢é&o de nitrogénio,
que foi de 69,78%.

De Pré& (2013), trabalhando o processo de desamonificacdo em um reator de leito
suspenso, removeu 57,93% do nitrogénio total (NT), e Vazquez-Padin et al. (2011)
removeram 55,55% de NT em um reator SBR, resultados estes que fazem concluir que a
eficiéncia de remocao esta relacionada com a configuracdo do reator utilizado e as
condicbes aplicadas ao processo.

Comparando-se os resultados obtidos na remocao total de nitrogénio, percebe-se
que este estudo obteve 7,28% e 11,88% a mais de eficiéncia que De Pra (2013) e Vazquez-

Padin et al. (2011), respectivamente.
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Com o intuito de confirmar o estabelecimento do processo de desamonificacdo no
reator LE, procedeu-se um teste de atividade anammox. Os resultados deste teste estédo
demonstrados na Tabela 15.

Na fase Il as velocidades de consumo de NH," e NO,~ e producdo de NO3™ pelas
bactérias com atividade anammox, quando comparadas com as da fase I, tiveram um
aumento na capacidade de conversdao de nitrogénio, demonstrando que estas bactérias
estavam com atividade similar as encontradas na inocula¢éo do reator LE.

Com base nesta descri¢do, observa-se que a velocidade de consumo de amoénio e
nitrito para a fase Il demonstrou ser para ambos 1,5 vezes maior do que as obtidas na fase
I. Igualmente, a velocidade de producédo de nitrato foi 1,37 vez maior do que a da fase I.

Em relacdo aos coeficientes estequiométricos, estes voltaram a se aproximar dos
valores encontrados pela literatura na fase Il (VANOTTI et al., 2012), situagdo que comprova
0 processo de desamonificagdo no reator LE (Figura 11).

Os célculos das médias dos coeficientes estequiométricos para o processo de
desamonificacdo obtidos estdo demonstrados na Tabela 16, a seguir, na qual se observa

que as fases | e Ill foram novamente inferiores a fase II.

Tabela 16 Média dos coeficientes estequiométricos (mol) para o processo de
desamonificacdo no reator LE nas fases I, Il e lll

Fase N-NO3~ N, 0O, H* H,O
Vanotti et al. (2012) 0,11 0,44 0,85 1,14 1,43
Fase | 0,23 0,38 1,02 1,06 1,47

Fase I 0,10 0,44 0,88 1,13 1,44

Fase Il 0,06 0,36 1,03 1,09 1,46

Os resultados da fase Il indicam que os valores obtidos foram proximos aos
descritos por Vanotti et al. (2012), sendo estes consistentes com o0 esperado para o
processo de desamonificagao.

E natural que ocorram variagdes nos valores estequiométricos em funcdo das
diferentes espécies operantes no reator, em razao da complexa interacdo entre 0s micro-
organismos e as reacdes quimicas no processo de desamonificacdo (DE PRA, 2013).

Quando comparado com o processo convencional de nitrificacdo/desnitrificacdo
(BITTON, 2005), a fase Il do processo de desamonificagdo do reator LE reduziu em
aproximadamente 56% o0 consumo de oxigénio necessario para remocao biolégica do
nitrogénio amoniacal.

Na fase Ill, com o objetivo de diminuir a concentracdo de aménia na saida do reator
LE, que na fase Il era em média de 75,71 + 6,93 mgNH,*.L™* (Figura 10a), foi optado por
aumentar a vazao de ar de 20 para 30 mL.min %L,

Igualmente, apés a mudanga da vazao de ar do reator LE no inicio da fase lll, a

concentracdo de nitrito na saida do mesmo, elevou-se de forma crescente até
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85,65 mgN-NO,".L™ (Figura 10a). Isso significa que 0 mesmo estava oxidando mais amonia
para nitrito do que o necessario, inibindo o processo anammox outra vez, j& que em
qualquer condicado de exposicdo ao nitrito, as células anammox sdo mais sensiveis (VAN
DER STAR et al., 2011).

Por outro lado, com relacdo & mudanca de aeracdo na fase lll, baixou-se a carga
removida e a eficiéncia de remocdo de nitrogénio do reator LE, para uma média de
0,35+ 0,07 KgN.m™3.d™* e 44,64 £ 11,20%, respectivamente.

Ainda, pelo acompanhamento dos coeficientes estequiométricos no reator LE na
fase lll, constatou-se o afastamento dos valores calculados para este periodo de estudo
guando comparados aos da literatura (VANOTTI et al., 2012), conforme se observa na
Tabela 16.

Na fase Il houve aumento no valor de O,, de 0,85 para 1,03, e diminuigdo no de
NO;™, de 0,11 para 0,06, o que indica haver maior disponibilidade de oxigénio no reator do
gue a demanda exigida pelo processo de desamonificacdo, 0 que acarretou na
predominancia do processo de nitrificacdo, ou seja, o oxigénio excedente foi utilizado pelas
BOA para uma maior oxidagcdo de aménia a nitrito, jA& que o0 reator apresentou
concentragdes no efluente, em média, de 49,05 + 21,64 mgN-NO,~.L™.

Como pode ser observado na fase lll da Tabela 15, as velocidades de consumo de
NH," e NO,”, bem como a producdo de NO;~ pelas bactérias com atividade anammox,
guando comparadas com as da fase Il, apresentaram diminuicAo na capacidade de
conversao de nitrogénio, demonstrando que estas bactérias estavam sendo inibidas.

Com base nesta descri¢cdo, observa-se que a velocidade de consumo de NH,* e
NO,~ para a fase Ill demonstrou ser, respectivamente, 0,52 e 0,09 vezes menor do que as
obtidas na fase Il. Da mesma forma, a velocidade de producéo de nitrato na fase Il foi 0,63
vez inferior do que a da fase Il.

Portanto, observando-se os melhores resultados nas condi¢cdes operacionais antes

discorridas, entendeu-se que a melhor op¢éo de vazéo de ar é a de 20 mL.min™1.L™2,

5.2.3 Quantificagdo da biomassa

Das amostras coletadas do in6culo anammox e nitrificante e também, do reator LE
durante as mudancas que ocorreram no mesmo, foram realizadas analises de qPCR, a fim
de acompanhar e quantificar a interagéo entre os principais micro-organismos envolvidos no

processo. Os resultados estdo apresentados na



Tabela 17.
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Tabela 17 Quantificacdo de bactérias nitrificante e anammox durante periodo de operacéo
do reator LE

Fase Nitrificante * Anammox*
Pré-inoculacéo 1,22x 10° 5,55x 104
Fase | (dia 6) 7,40 x 10° 7,45x 10*
Fase Il (dia 21) 5,18x 10° 2,42x 10°
Fase Il (dia 37) 1,10x 10¢ 3,67x 10°

*cg.L™

A fase | demonstrou ter havido perda na atividade do processo anammox.
Entretanto, ndo houve declinio significativo na quantidade de bactérias com atividade
anammox, o0 que se acredita ter contribuido para o aumento de cerca de 1 log., quando da
fase Il (Tabela 17).

Da mesma forma, ao se passar da fase Il para a lll, manteve-se em 10° a
gquantidade de bactérias com atividade anammox, o que deixa a entender que estas
bactérias, embora inibidas, ainda se encontravam presentes no reator. Logo, a populagdo
das bactérias com atividade anammox foi crescendo durante as diferentes fases deste
estudo.

Conforme Kato et al. (2003), reatores de leito expandido se mostram uma
configuracdo mais eficaz na retencéo de biomassa, razédo esta que pode ter contribuido no
crescente aumento das bactérias com atividade anammox no reator LE.

A populacdo das bactérias nitrificantes permaneceu estavel nas fases | e Il do
reator LE. Ja na fase Illl houve aumento de cerca de 1 logq, 0 que justifica 0 aumento

significativo na saida de nitrito, de 49,05 + 21,64 mgN-NO,".L™* (Figura 10a).

5.3 Comparacao de reatores

Em um primeiro momento, comparando-se os resultados obtidos nos reatores LS e
LE, com relagdo a mudanca de vazao de ar, entendeu-se que a melhor opc¢ao foi a de 20
mL.min71.L™t, Tal entendimento se da porque houve estabilidade dos reatores na fase Il
(vazdo de 20 mL.min™1.L1), periodo em que foi comprovado o estabelecimento do processo
de desamonificagéo.

Na
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Tabela 18 esta demonstrado um comparativo, dividido por fases, entre a eficiéncia

de remocéo de nitrogénio e a carga de nitrogénio aplicada nos reatores LS e LE.
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Tabela 18 Comparacao da eficiéncia de remocdo de nitrogénio e da carga de nitrogénio

removida nos reatores LS e LE

Eficiéncia de remocao
de nitrogénio (%)

Carga de nitrogénio
removida (KgN.m™3.d™)

Fase Reator LS Reator LE Reator LS Reator LE
| 23,75+ 7,72 35,59 +9,70 0,20 £ 0,07 0,28 + 0,07
Il 50,50 + 5,86 62,15+ 5,02 0,40 + 0,05 0,49+ 0,04
11 24,04 + 10,95 44,64 + 11,20 0,18 £ 0,07 0,35+ 0,07

Analisando-se os resultados da
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Tabela 18, percebe-se que o reator LE foi o mais eficiente. Destaca-se que o
mesmo possui a configuracdo de leito expandido, a qual tem uma transferéncia de massa
melhor do que a de leito suspenso, fato este que pode ter influenciado em uma melhor
eficiéncia do reator LE em relagéo ao reator LS.

Na fase I, a eficiéncia de remoc¢&o de nitrogénio no reator LE foi 1,49 vez superior
ao reator LS. J& na fase Il foi de 1,23 vez maior ou 23,06% mais eficiente. No que se refere
a fase Il foi 1,85 vez maior. Ou seja, o reator LE apresentou superioridade em todas as
fases averiguadas com relagéo a eficiéncia de remocao de nitrogénio.

A carga de nitrogénio removida no reator LS foi 0,71 vez inferior ao reator LE na
fase I. Ja na fase Il foi de 0,81 vez menor. Por fim, em relagdo a fase lll ela foi 0,51 vez
menor. Portanto, também neste quesito o reator LE demonstrou ser a melhor configuracao.

Registra-se que, observando-se os dados da
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Tabela 18, a fase Il evidenciou se tratar do melhor periodo para ambos os reatores.
Nesta fase, os reatores LS e LE removeram as maiores cargas de nitrogénio, apresentando
eficiéncias maximas de 59,5 e 69,78%, respectivamente.

As velocidades de consumo de amoénio e nitrito e producdo de nitrato obtidas
durante o experimento na fase Il estdo destacadas na Tabela 19.

Tabela 19 Velocidades de consumo e produc¢do de nitrogénio das bactérias com atividade
anammox no reator LSe LEna fase |l

Reator rN-NH,* * rN-NO,™ * -IN-NO3™ *
Reator LS 14,59 20,65 1,65
Reator LE 18,59 26,07 3,71
*mgN.L1.h™1

Comparando as velocidades de amdnio, nitrito e nitrato pelas bactérias com
atividade anammox, percebeu-se que o reator LE foi 1,27, 1,26 e 2,24 vezes superior ao
reator LS, respectivamente. Também destaca-se que a relagdo de consumo de nitrito por
amonio para ambos os reatores foi de 1,4.

Na Tabela 20 estd demonstrada a média dos coeficientes estequiométricos obtidos
na fase Il para o processo de desamonificagdo nos reatores LS e LE.
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Tabela 20 Média dos coeficientes estequiométricos (mol) para o processo de
desamonificacdo no reator LSe LE na fase Il

N-NOj;~ N, O, H* H,O

Vanotti et al. (2012) 0,11 0,44 0,85 1,14 1,43
Reator LS 0,10 0,42 0,87 1,13 1,43
Reator LE 0,10 0,44 0,88 1,13 1,44

Com relagdo as médias dos coeficientes estequiométricos referentes ao processo
de desamonificacdo, durante o periodo de estabilidade da fase Il, novamente o reator LE
comprovou, ainda que de forma minima, superioridade ao reator LS.

Como foi observado, os coeficientes dos reatores tiveram valores proximos aos da
literatura (VANOTTI et al., 2012). A pequena diferenca existente pode ser influéncia da
configuracdo, visto que a de leito expandido apresenta melhor transferéncia de massa
(ZHENG et al., 2013).

Comparando o consumo de oxigénio do processo de desamonificacdo em cada
reator com o do processo convencional de nitrificagdo/desnitrificacdo, o qual requer cerca de
2 mols de O, para cada mol de NH; oxidado (BITTON, 2005), observou-se que nos reatores
A e B foram necessarios 0,87 mol e 0,88 mol, respectivamente, o que representa 56,5 e
56% a menos de oxigénio necessario para remocdo biolégica do nitrogénio do que no
processo convencional.

Quanto as populagbes de bactérias anammox e nitrificantes em cada reator, estas
permaneceram estaveis. As bactérias nitrificantes tiveram aumento de cerca de 1 l0g+o
somente na fase Ill para ambos os reatores, o que justificou 0 aumento na concentracédo de
nitrito na saida dos reatores.

Por fim, nas bactérias com atividade anammox houve uma pequena diferenga entre
os reatores. No reator LS, a populacdo permaneceu em torno de 10* (Tabela 11), ndo
apresentando variacdo durante as diferentes fases de estudo, enquanto que para o reator

LE, a populacéo permaneceu em torno de 10* somente na fase | (



Tabela 17), nas demais fases ela aumentou para 10°.
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6 CONCLUSOES

1. Foi possivel estabelecer o processo de desamonificagdo nos dois reatores, um
reator de leito expandido e outro de leito suspenso;

2. Nas configurac@es testadas, a vazao de ar de 20 mL.min™.L! foi a melhor opcéo
para ambos os reatores;

3. Na comparagéao da influéncia de cada configuracdo de reator sobre a eficiéncia
de remocao de nitrogénio no processo de desamonificacdo, o reator de leito expandido foi
23,06% mais eficiente ao reator de leito suspenso;

4. Na quantificacdo de biomassa bacteriana anammox e nitrificante, ndo houve
alteracOes significativas no reator de leito suspenso, somente crescimento de nitrificante na
fase Ill. Ja para o reator de leito expandido, além deste crescimento, também apresentou

aumento na quantidade de bactérias com atividade anammox na fase Il
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7 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

1. Estudar diferentes vazdes de aeracdo com diversificadas cargas de nitrogénio
aplicada;

2. Avaliar o comportamento do processo de desamonificagdo com efluente
previamente tratado em digestdo anaerObia e de eletrofloculacdo, proveniente da
suinocultura;

3. Otimizar tempo de aeracao, de ciclo e de retencado hidraulica, a fim de aumentar
a eficiéncia na remocao de nitrogénio;

4. Mensurar 0s gases emitidos no processo, em especial os causadores do efeito
estufa.
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ANEXOS

Anexo 1 Composigéo e concentracdo da solucdo de macroelementose microelementos para
0 meio sintético anammox

Nutriente - Macroelementos Concentracéo (mg.L™)
KHCO; 125
KH,PO, 27
FeSO4.H20 9
EDTA 5
MgS0O,.7H,0 240
CaC|2.2H20 143
NH,CI Conforme carga
NaNO, Conforme carga

15 mL.L™ da solug&o de microelementos

Nutriente - Microelementos Concentracéo (mg.L™)
ZnS0, 1247
MnSO, 1149
CuS0,.5H,0 44
Aly(S0O,)3.14H,0 201
Na,Mo00,.2H,0 129
CoCl,.6H,0 30
KCI 100
EDTA 975

Fonte: Schierholt Neto et al. (2006a).

Anexo 2 Composic¢do e concentracdo do meio de cultura para nitrificante e desamonificacdo

Nutriente Concentragéo (mg.L™)
NH,4CI 229,1 — 1145,7
K;HPO, 100
NaHCO; 582,2-2911,4
Na,CO; 78,2 -391,1
MgSO,.7H,0 60
FeSO,.7H,0O 8
CaCIQ.ZHzo 8
Solucéo de elementos traco 0,1mL.L"
Solucéo de elementos tracgo Concentracgéo (mg.L™)
ZnS0O, 1247
MnSQO, 1149
CuS0,4.5H,0 44
Aly(SO,)3.14H,0 201
Na,Mo00O,4.2H,0 129
CoCl,.6H,0 30
KCI 100
EDTA 975

Fonte: Magri et al. (2012).
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Anexo 3 Concentracdo das formas nitrogenadas durante o ensaio cinético nitrificante no

reator LS.
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Anexo 4 Concentracdo das formas nitrogenadas durante o ensaio cinético anammox no

reator LS.
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Anexo 5 Concentracdo das formas nitrogenadas durante o ensaio cinético nitrificante no
reator LE.
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Anexo 6 Concentracdo das formas nitrogenadas durante o ensaio cinético anammox no
reator LE.
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