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RESUMO

A producado suinicola é uma das principais cadeias agropecuarias do Brasil, com grande
impacto econdmico e social. Com o aumento da demanda global por proteina animal, a
producdo intensiva tornou-se mais comum, proporcionando maior produtividade e controle
sanitario rigoroso, mas também gerando grandes volumes de dejetos, ricos em nitrogénio
amoniacal. Para o tratamento desses efluentes, a digestdo anaerdbia (DA) é amplamente
utilizada, mas o digestato gerado ainda apresenta altas concentra¢des de nitrogénio, o que
exige processos adicionais para sua remogao eficiente. O processo anammox e suas
variagdes, como a desamonificagado, tém sido investigados como alternativas eficazes para a
remogao de nitrogénio em efluentes com altas cargas amoniacais. No entanto, a
implementacao desses processos enfrenta desafios, a exemplo da necessidade de se obter
e manter as bactérias anammox (AnAOB), que possuem uma taxa de crescimento
relativamente baixa. Este estudo teve como objetivo avaliar a formagao, estabilidade e
granulagao do lodo anammox em sistemas alimentados com efluente real proveniente da
digestao anaerébia de residuos suinicolas, por meio da investigacdo do impacto de (a)
suplementacgao de nitrito e (b) o papel dos consdércios microbiolégicos, em escala de bancada
e piloto. Os resultados mostraram que o sistema Anammox em escala de bancada apresentou
uma eficiéncia média de remogéo de nitrogénio de 85%, com uma capacidade maxima de
consumo de nitrogénio amoniacal (CNA) de 2,32 kgN m™ d™'. Em contraste, o sistema de
desamonificagdo demonstrou um desempenho superior, com uma CNA maxima de 5,79 kg N
m™ d™' e eficiéncia de remocgao de nitrogénio (ERN) de 82%. A analise das substancias
poliméricas extracelulares (SPE) revelou que a relagdo entre proteinas, bem como
polissacarideos (PN/PS) foi fundamental para a estabilidade, além da formagao dos granulos
e biofilmes, sendo mais estavel no sistema de desamonificacdo, que apresentou maior
resiliéncia a variagdes de carga. Na escala piloto, o sistema Anammox alcangou 72% de ERN
e 2,66 + 0,27 kg N m™ d™" de CNA. Este estudo confirmou a hip6tese de que os consorcios
anammox (AnAOB e BOA) contribuem para uma maior resiliéncia do processo a variagdes de
carga, promovendo um desempenho mais estavel a longo prazo. Além disso, a
suplementacao de nitrito foi eficaz na manutencao do processo Anammox, embora a presencga
de consércios microbioldgicos tenha sido crucial para a obtencdo de melhores resultados,
como no sistema de desamonificagdo. A formagéo de granulos anammox e a estabilidade do
sistema estdo diretamente relacionadas a quantidade e composigdo das substancias
poliméricas extracelulares excretadas, que contribuem para a resisténcia mecanica dos
granulos e biofilmes.

Palavras-chave: Anammox. Gréanulos. Morfologia. Remogédo de nitrogénio. Digestato.
Efluentes suinicolas.
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ABSTRACT

Swine production is one of the leading agricultural chains in Brazil, and it has a significant
economic and social impact. With the increase in global demand for animal protein, intensive
production has become more common, providing greater productivity and strict sanitary control
and generating large volumes of waste rich in ammoniacal nitrogen. Anaerobic digestion (AD)
is widely used to treat this wastewater, but the digestate generated still has high concentrations
of nitrogen, which requires additional processes to remove it efficiently. The anammox process
and its variations, such as deammonification, have been investigated as effective alternatives
for removing nitrogen from effluents with high ammonia loads. However, implementing these
processes faces challenges, such as obtaining and maintaining anammox bacteria (AnAOB),
which have a relatively low growth rate. This study aimed to evaluate the formation, stability,
and granulation of anammox sludge in systems fed with real wastewater from the anaerobic
digestion of pig waste by investigating the impact of (a) nitrite supplementation and (b) the role
of microbiological consortia on a bench and pilot scale. The results showed that the bench-
scale Anammox system had an average nitrogen removal efficiency of 85%, with a maximum
ammonia nitrogen consumption (ANC) capacity of 2.32 kgN m-® d-'. In contrast, the
deammonification system performed better, with a maximum ANC of 5.79 kg N m-® d-' and a
nitrogen removal efficiency (NRE) of 82%. Analysis of the extracellular polymeric substances
(EPS) revealed that the ratio of proteins to polysaccharides (PN/PS) was fundamental to
stability, as well as the formation of granules and biofilms, being more stable in the
deammonification system, which showed greater resilience to load variations. On a pilot scale,
the Anammox system achieved 72% NRE and 2.66 + 0.27 kg N m-2 d-' of ANC. This study
confirmed the hypothesis that anammox consortia (AnAOB and AOB) contribute to greater
process resilience to load variations, promoting more stable performance in the long term. In
addition, nitrite supplementation effectively maintained the Anammox process, although
microbiological consortia were crucial for obtaining better results, as in the deammonification
system. The formation of anammox granules and the system's stability are directly related to
the quantity and composition of the extracellular polymeric substances excreted, which
contribute to the mechanical resistance of the granules and biofilms.

Keywords: Anammox. Granules. Morphology. Nitrogen removal. Digestate. Swine
wastewater.
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1. INTRODUGAO

A suinocultura configura-se como uma das cadeias produtivas mais relevantes
da agropecudria global, apresentando um crescimento anual de 2,1% no contexto
mundial. O Brasil ocupa o quarto lugar como maior fornecedor global de carne suina, o
que contribui de forma expressiva para a geracdo de empregos, fortalecimento da
agricultura familiar, desenvolvimento de agroindustrias e incremento da renda no setor.
Contudo, o crescimento dessa atividade econbmica tem gerado preocupacdes
ambientais significativas, especialmente no que diz respeito a gestao dos residuos, que
podem causar contaminacao de aguas superficiais e subterraneas.

Entre as tecnologias desenvolvidas para mitigar os impactos ambientais dos
residuos suinicolas, destaca-se a digestdao anaerébia, amplamente utilizada para a
remog¢ao de matéria organica. Esse processo resulta na produgédo de digestato, uma
fracdo liquida com baixa relacdo carbono/nitrogénio (C/N) (Jaramillo et al., 2018).
Embora o digestato possa ser aproveitado como biofertilizante devido ao seu elevado
teor de nutrientes (Hollas et al., 2019), seu uso enfrenta limitagdes, como a necessidade
de aplicagdes sazonais e as restricbes agronOmicas impostas pelos balangos de
nutrientes do solo, sobretudo em regides com alta densidade pecuaria.

Entre os componentes dos residuos suinicolas, o nitrogénio destaca-se como
uma das principais preocupag¢des ambientais, diante de sua elevada concentracio e
potencial poluidor. O excesso de nitrogénio em corpos hidricos pode desencadear
processos de eutrofizacao, prejudicando ecossistemas aquaticos, além de representar
riscos a saude publica, como a contaminagdo de mananciais (Chini et al, 2016).
Adicionalmente, o nitrogénio contribui para a formagéo de gases de efeito estufa (GEE)
e para a poluigdo atmosférica (Tao et al., 2024).

Nesse cenario, a busca por tecnologias economicamente viaveis e
ambientalmente sustentaveis para a remogao de nitrogénio torna-se crucial. Dentre as
alternativas mais promissoras, 0 processo anammox (oxidagdo anaerdbia do amdnio)
tem se destacado devido as suas diversas vantagens em comparagao aos processos
convencionais de nitrificagdo e desnitrificagado, principalmente pela vantagem de nao
necessitar de carbono organico para suas sinteses metabdlicas (Chen; Guo; Li, 2022).
As bactérias anammox utilizam nitrito (NO,™) como aceptor de elétrons, convertendo
amoénio (NH,*) em nitrogénio gasoso (N,), sem a necessidade de carbono orgénico ou
de aeracgao.

Processos combinados, como a desamonificagéo, que integra a anammox com
a nitritagao parcial, tém atraido crescente atengao devido a sua eficiéncia em termos de

economia de energia e recursos. Esse mecanismo autotréfico de remogao de nitrogénio
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pode reduzir em até 60% o consumo de oxigénio, 50% a necessidade de alcalinidade e
100% o uso de fontes de carbono organico, sendo, portanto, uma solugéo viavel para o
tratamento de efluentes com baixa relacdo C/N, como o digestato da suinocultura (Cao;
Van Loosdrecht; Daigger, 2017).

Embora as bactérias anammox sejam essenciais no ciclo global do nitrogénio,
sua aplicacado pratica enfrenta desafios significativos (Zhang et al., 2019). Diversos
processos ja foram testados em escala laboratorial e piloto, como CANON (processos
de remogdo autotréfica de nitrogénio sobre nitrito) (Liu et al, 2021), NITRAMMOX
(Bonassa et al., 2022), nitritagdo parcial e anammox de estagio unico (desamonificagao)
(Al-Hazmi et al., 2022) e desnitrificacao parcial/anammox (Du et al., 2019). No entanto,
todos esses métodos ainda enfrentam obstaculos para serem aplicados em larga
escala, devido a manutencao de um fornecimento estavel de NOzcom controle assiduo
de parametros do processo, como a aeracao e o pH, e a necessidade de obtencgao de
quantidades significativas de lodo anammox para a inicializacdo dos sistemas
anammox.

Isso se deve a alta sensibilidade dessas bactérias a determinadas condi¢cbes
ambientais, a dificuldade em aumentar o volume de lodo devido as suas taxas de
crescimento lentas e a complexidade na retencdo de biomassa nos sistemas de
tratamento. Esses fatores exigem a implementagdo de estratégias especificas para
prolongar o tempo de retengao de lodo (TRL) nos reatores, visando ao aumento gradual
da biomassa e, consequentemente, a estabilidade do processo.

Apesar de seu potencial, a aplicagdo do processo anammox em larga escala
enfrenta desafios significativos, como a manutencdo de um fornecimento estavel de
nitrito (NO,"), o controle das condicbes ambientais necessarias para o cultivo de
bactérias anaerdbias oxidantes de aménio (AnAOB) (Zhang et al., 2022)

Uma das estratégias mais promissoras para superar esses desafios é a
formagao de granulos e anammox, que possibilita uma melhor retengédo de biomassa,
maior resisténcia ao cisalhamento hidrodinamico e uma transferéncia de massa mais
eficiente nos reatores. Esses beneficios podem reduzir significativamente o tempo de
duplicagdo das bactérias anammox e aumentar a viabilidade do processo em escala
industrial (Xue et al., 2022) .

Além disso, fatores sinérgicos de cooperagao microbiolégica desempenham um
papel essencial em sistemas que promovem a formagado de biofilmes estruturados.
Esses biofilmes sdo compostos por agregados microbianos que, além de melhorar a
retencao, protegem microrganismos de crescimento lento, como bactérias anammox
(AnAOB) e bactérias oxidantes de aménia (BOA). Evidéncias indicam que a coexisténcia

de AOB com arqueas oxidantes de aménia (AOA) podem contribuir para o
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enriquecimento de AnAOB, promovendo maior estabilidade nos consércios microbianos
e otimizando o desempenho do processo.

Diante dessas consideragdes, esta tese teve como objetivo principal investigar
as caracteristicas morfolégicas do lodo anammox, além de seu desenvolvimento e
desempenho em reatores alimentados com digestato da suinocultura. A pesquisa foi
organizada em dois artigos cientificos, compondo dois capitulos e uma conclusio: o
primeiro artigo aborda a caracterizagdo morfolégica e a avaliagdo do desempenho de
um reator de escala piloto, enquanto, no segundo artigo, foi estudada a influéncia do
consoércio microbiano sobre a estabilidade e formagdo de granulos anammox,
considerando os desafios para a implementacdo em escala real. Todas as etapas
envolvidas neste trabalho — da concepcao da ideia aos resultados obtidos — foram
embasadas nas seguintes hipoteses:

Hipotese 1: Sistemas anammox suplementados com nitrito apresentam boa
eficiéncia na remogao de nitrogénio e podem ser utilizados para uma possivel produgéo
de lodo anammox.

Hipotese 2: Consércios anammox (AnAOB e BOA) contribuem para uma maior
resiliéncia do processo a variagcdes de carga, promovendo um desempenho mais estavel
a longo prazo. Além disso, a quantidade e composicdo das substancias poliméricas
extracelulares excretadas variam conforme o tipo de sistema operado (com ou sem
BOA) e tém um papel determinante na formagéo e estabilidade dos granulos, conferindo

maior resisténcia mecanica ao lodo anammox.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar o processo de formacéo, estabilidade e granulagcao do lodo anammox
em sistemas alimentados com efluente real, investigando a influéncia de consércios
microbianos que envolvem bactérias anammox (AnAOB) e oxidantes de aménia (BOA),
bem como o impacto da suplementagéo de nitrito no desempenho do lodo em condi¢ao

piloto e escala de bancada.

2.2. Objetivos Especificos:

1. Caracterizar morfologicamente o lodo anammox em diferentes estagios de
operacao, avaliando os fatores que influenciam a formacdo e maturacao de

granulos em sistemas alimentados com efluente real.

2. Investigar o papel das Substancias Poliméricas Extracelulares (SPE) na
formacéo, estabilidade e resisténcia mecanica do lodo anammox em reatores

operados sob diferentes condicoes.

3. Comparar a eficiéncia de remogédo de nitrogénio em reatores submetidos a
diferentes estratégias operacionais, como a suplementagédo de nitrito e a

interagéo com bactérias oxidantes de aménia (AOB).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Desafios Ambientais Associados aos Residuos Suinicolas

A pecuaria desempenha um papel essencial no abastecimento e na seguranca
alimentar global, sendo responsavel por 34% da proteina consumida mundialmente,
proveniente de carnes, leite e ovos. O Brasil ocupa a posi¢cao de quarto maior fornecedor
mundial, com uma produg¢ao anual de 5,156 milhdes de toneladas, em 2023, sendo os
estados de Santa Catarina (54,6%), Rio Grande do Sul (23,1%) e Parana (14,0%) os
maiores produtores nacionais (ABPA, 2024).

A suinocultura, contudo, gera consideraveis volumes de residuos, especialmente
dejetos suinos e efluentes de abatedouros, ricos em matéria organica e nutrientes, como
nitrogénio (N) e fésforo (P). A composicao desses residuos varia conforme o estagio de
crescimento dos animais, condicdes ambientais, tempo de armazenamento e consumo
de agua, tanto pelos animais quanto nos processos de limpeza das instalagdes (Zubair
et al., 2020). Em média, um suino com peso aproximado de 90 kg pode produzir 2,9 kg
de dejetos diariamente (Kunz, 2006). No caso dos abatedouros, os efluentes
apresentam elevadas concentracbes de proteinas, lipidios, fibras e carboidratos, cuja
composicao é influenciada pelo porte das instalagdées, niumero de animais abatidos e
volume de agua utilizada nos processos (Aziz et al., 2019).

A intensificagdo da suinocultura em sistemas de confinamento esta associada a
emissodes significativas de gases de efeito estufa, como metano (CH,) e didxido de
carbono (CO,), além de compostos, como aménia (NHs), sulfeto de hidrogénio (H,S) e
acidos volateis (Kunz, 2006). Embora o esterco suinicola seja amplamente utilizado
como fertilizante agricola devido a sua elevada carga de matéria organica e nutrientes,
a saturacao do solo em regides de alta densidade pecuaria limita essa pratica. Esse
cenario demanda a implementacgao de tecnologias alternativas que promovam o manejo
sustentavel dos residuos (Dadrasnia et al., 2021).

Entre as tecnologias bioldgicas disponiveis, a digestao anaerébia destaca-se por
sua eficiéncia na remogao de matéria organica, baixo consumo energético e capacidade
de gerar biogas, uma fonte renovavel de energia. O biogas, composto majoritariamente
por metano e didxido de carbono, pode ser utilizado diretamente como combustivel ou
passar por beneficiamento para obtengdo de biometano, o que aumenta seu valor
agregado (Pigosso et al., 2022). Esse processo também gera um subproduto liquido
conhecido como digestato, rico em nutrientes e com potencial para uso como fertilizante,
desde que atendidas as caracteristicas agrondmicas do solo e a disponibilidade de

areas para aplicagao (Tyagi et al., 2018).
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No entanto, mesmo com o uso de digestdo anaerdébia, o digestato pode conter
elevadas concentragdes de nitrogénio e fésforo, que, quando ndo adequadamente
manejados, representam um potencial impacto ambiental. Esses nutrientes podem
causar problemas, como reducdo de oxigénio dissolvido em corpos hidricos,
eutrofizagao, toxicidade para organismos aquaticos e riscos a saude humana (Ma et al.,
2016).

Frente as exigéncias ambientais crescentes sobre o manejo de residuos
agropecuarios, torna-se indispensavel a adog¢éo de tecnologias complementares para o
tratamento de digestatos, que promovem a remogao de nutrientes residuais antes da
disposicado final. Essa abordagem integrada possibilita a mitigacdo dos impactos
ambientais associados aos residuos suinicolas e fomenta o uso sustentavel desses

recursos.

3.2 Nitrogénio: Ciclo e Impactos Ambientais

O nitrogénio (N) € um elemento essencial para todos os microrganismos, de
forma que desempenha um papel crucial na formacao de proteinas e acidos nucléicos
nas células. Embora represente cerca de 78% da atmosfera na forma de nitrogénio (N.),
esse gas precisa ser convertido em espécies quimicas assimilaveis, como nitrito (NO, "),
nitrato (NO3™), amoénia (NH3) e amoénio (NH,*) — presentes em matéria organica e
mineral — para ser incorporado na biossintese celular (Holmes; Dang; Smith, 2019)

(Figura 1).
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Figura 3-1 Representagdo esquematica das reagdes envolvidas no ciclo do nitrogénio. Fonte:
Adaptado de Bonassa et al. (2021a).

Na Figura 3-1, observa-se o papel fundamental do ciclo do nitrogénio nos
ecossistemas, regulando e disponibilizando o elemento em diversas formas quimicas
por meio de transformacgdes bioldgicas realizadas por microrganismos especializados.
Esses processos sao essenciais para manter o equilibrio do nitrogénio em diferentes
ambientes (Kuypers; Marchant; Kartal, 2018). Microrganismos, como bactérias e
arqueas, convertem o N, em espécies assimilaveis, principalmente, por meio da fixacdo
biolégica de nitrogénio, utilizando vias enzimaticas para transformar N, em NH.

O crescimento populacional global tem impulsionado atividades antropogénicas,
especialmente, na agricultura e na produgao de alimentos, alterando e desequilibrando
o ciclo natural do nitrogénio ((Rockstrom et al., 2009);(Winkler; Straka, 2019)). Um dos
métodos amplamente utilizados para a produgdo de fertilizantes nitrogenados é o
processo Haber-Bosch, intensivo em energia, que permite a introdugéo de nitrogénio na
biosfera sob a forma de aménio (NH,*) (Cruz et al., 2019).

Dessa forma, uma grande quantidade de fertilizantes e residuos da
producdo de alimentos, como dejetos animais e residuos da agroindustria,
contribui para a contaminacgao do solo, ar e, principalmente, dos corpos hidricos.
Quando nao tratados adequadamente, esses fluxos de nitrogénio podem causar
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uma série de problemas ambientais, como eutrofizagdo, proliferacéo de algas
téxicas, contaminagao de aguas subterraneas e a liberagao de gases de efeito

estufa (GEE), os quais agravam o aquecimento global (Winkler; Straka, 2019; Shaw;
Terada; Saikaly, 2024).

3.3. Remocao Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio presente em aguas residuais esta, em sua maioria, na forma de
nitrogénio amoniacal total (NAT), composto por NH; e NH,*. A remocao biolégica de
nitrogénio (RBN) convencional é realizada por processos de nitrificacdo seguidos de
desnitrificacdo (Gajewska et al., 2015 ; Shoukat et al., 2024).

A nitrificagdo ocorre em duas etapas e envolve a cooperagédo de dois grupos
microbioldgicos para a oxidagdo do NAT. Primeiramente, as bactérias oxidadoras de
amoénia (BOA), (Nitrosomonas, Nitrospira) convertem NH; em NO,~, por meio da
nitritagdo, utilizando oxigénio como aceptor de elétrons. Em seguida, as bactérias
oxidadoras de nitrito (BON), (Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus) convertem o NO,~
gerado em NO3™ durante o processo de nitratagdo (Winkler; Straka, 2019) .

O processo de desnitrificacdo € realizado por bactérias heterotroficas
desnitrificantes (BH), encontradas em diversos géneros, como Pseudomonas,
Alcaligenes, Bacillus, Paracoccus e Thiobacillus. Essas bactérias convertem o NO;~
gerado na nitrificagdo em N, utilizando carbono como doador de elétrons ((Winkler;
Straka, 2019)).

Embora essa rota bioldgica seja comprovadamente vantajosa e eficiente,
ambas as etapas envolvem a produgao de éxido nitroso (N,O), um potente gas de efeito
estufa (GEE), cujo impacto no aquecimento global é cerca de 300 vezes superior ao do
diéxido de carbono (CO,) (Ravishankara; Daniel; Portmann, 2009).

Além disso, a etapa de nitrificacdo exige uma alta demanda energética para
fornecer oxigénio, enquanto a desnitrificacdo, frequentemente, carece de carbono
biodisponivel, o que pode inviabilizar o uso dessa tecnologia. O custo de remocéo de
nitrato residual, usando metanol, por exemplo, pode ser de aproximadamente $1,14 por
kg (Tang; Zheng; Mahmood, 2009; Massara et al., 2017; Bonassa et al., 2021a).

Os processos convencionais de remog¢ao de nitrogénio encarecem devido a
quantidade de energia necessaria para a aeragao, que pode chegar a 1/3 do custo
operacional das estagbes (aproximadamente 0,58 + 0,17 € kg ' por N oxidado)
(Srivastava et al., 2024).
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Dentre os processos da nova geragéo, destacam-se as tecnologias baseadas
em remocao autotréfica de nitrogénio, que podem oferecer economia de energia de até

50% e redugdo nos custos de operacao dos sistemas (Figura 3-2).

Tecnologias Autotroficas para Tecnologias convencionais
remogao de N para remogao de N

Aeragio NHT Aeracao
(0.9 kWh kg'N) 4 (3.5 kWh kg'N)
02 02

\

NHj + 1.32 NO; NO;
Metanol Metanol
(0 kg kg''N) (3 kg kg'N)
N, co,

Figura 3-2 Comparativo entre os métodos autotroficos e convencionais para remogao de N
quanto ao uso de aeragéo e de fontes de carbono para funcionamento do processo. Fonte:
Adaptado de Trinh et al. (2021).

Esses desafios destacam a necessidade da implementagdo dessas novas
tecnologias para a remocéao biolégica de nitrogénio, que apresentam mais eficiéncia e
sustentabilidade em termos energéticos, de emissées de GEE e uso de carbono. A
transicdo dos processos convencionais para tecnologias de nova geracgao € crucial para

a melhoria da sustentabilidade ambiental (Shaw; Terada; Saikaly, 2024).

3.4. Processo Anammox

Na remog¢ao de nitrogénio amoniacal de aguas residuais, a oxidagao anaerdébia
do aménio (Anammox, do inglés Anaerobic Ammonium Oxidation) é considerada uma
das inovagdes mais significativas no ciclo biogeoquimico do nitrogénio (Figura 1). Esse
processo propde a eliminagao bioldgica do ambnio (NH,*), utilizando o nitrito (NO,")
como aceptor final de elétrons, o que resulta na formagao de uma quantidade reduzida
de nitrato (NO3~) (equagéo 01). Em comparagdo com os processos tradicionais de
nitrificagéo/desnitrificagdo, o Anammox apresenta vantagens consideraveis, como a

diminuicdo da demanda energética e a reducédo do volume de lodo gerado, com uma
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diminuicao de até 60% e 90%, respectivamente. Além disso, ndo ha a necessidade de

fornecimento externo de carbono organico.

NH,* + 1,32 NO2 + 0,066HCOs + 0,13H* —1,02N; + 0,26NO5" + 0,066CH200,5No,15 +
2,03H,0 Eq. (1)

Os microrganismos responsaveis por essa reagdo sdo quimiolitoautotroficos
(produzem seu alimento a partir da energia liberada por reagcdes quimicas), anaerdbios
e sofrem inibicdo reversivel na presenca de oxigénio (Strous et al., 1998). Essas
bactérias possuem, ainda, citoplasma compartimentalizado por trés membranas em
bicamada, além de uma organela especifica, denominada de anamoxossomo (Figura 3-
3), em que ocorre o metabolismo energético do anammox (Van Niftrik et al., 2008;
Ahmad et al., 2020).

e camada S acida

membrana externa
periplasma com peptidoglicano

i membrana citoplasmatica
NO;
parifoplasma

estrutura tubular

membrana intracitoplasmatica

riboplasma

anammoxossomo

membrana anammoxossomo

Figura 3-3 llustragdo esquematica de (a) uma bactéria anammox (AB) mostrando a via
bioquimica anammox. Adaptado de (Srivastava et al., 2024)

Conforme a estequiometria do processo Anammox (Equacgao 01), tanto o NH,*
quanto o NO,” sado fundamentais para que a reagao ocorra de forma eficiente.
Entretanto, o NO,™ raramente se encontra em aguas residuarias apds 0s processos
convencionais de remog¢ao de matéria organica. Como apontado por Bonassa et al.,
(2021b), para garantir a disponibilidade adequada de NH," e NO,™ e viabilizar a
aplicagdo do processo Anammox, essas bactérias podem atuar em conjunto com outros
microrganismos, como as bactérias nitrificantes heterotréficas e as Nitrospira, que
realizam a oxidagdo completa da aménia (em inglés, COMplete AMMonia Oxidizers —
Comammox).

A combinagdo da nitritagdo parcial, com o processo Anammox (NP/A), é

conhecida como desamonificagao, considerada uma rota tecnoldgica promissora para
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a remocao de nitrogénio. Nesse processo, ocorre um consoércio entre as bactérias
nitrificantes (microrganismos aerdbios) e as bactérias anammox (microrganismos
anoxicos) para o consumo do nitrogénio presente no meio (Bonassa et al., 2021b).

Em termos operacionais, o processo consiste na oxidacao parcial (nitritagao
parcial) de amdnia a nitrito por BOA's sob concentracdes de oxigénio dissolvido limitado.
Posteriormente, o nitrito produzido e a aménia remanescente sdo consumidas por
bactérias anammox e convertidas a nitrogénio gasoso, com um residual de 10%
aproximadamente de nitrato. A férmula estequiométrica para o processo de

desamonificagcéo esta descrita abaixo, na Equagao 2.

NH4* + 0,8502 — 0,44N2+ 0,11 NO3z + 1,43H.0+ 1,14H"* Eq. (2)

A desamonificagdo surge como uma tecnologia promissora quanto a remogao
de altas cargas de nitrogénio amoniacal, como € o caso de efluentes suinicolas. Esse
processo pode ser desenvolvido em dois reatores em seérie, ou em um unico reator. Nas
duas situacgbes, tem-se uma economia de até 63% de oxigénio quando comparados a
um sistema convencional de remoc¢ao de nitrogénio (Chini et al., 2019).

Além da nitritacdo parcial e de desamonificagdo, varias outras configuracoes
baseadas nesses processos ja foram desenvolvidas para remogado bioldgica de
nitrogénio de aguas residuais em conjunto com os microrganismos anammox (Verma;
Daverey, 2021). Dentre essas, destacam-se os processos de remogao autotréfica de
nitrogénio sobre nitrito (CANON) (Sliekers, 2002; Winkler; Straka, 2019), a
desnitrificagao parcial de estagio unico-anammox (DEAMOX) (Hou et al., 2025;
Kalyuzhnyi et al., 2006), a nitrificacao parcial de estagio unico-anammox-desnitrificacao
(SNAD) (Cheng et al., 2022; Liu et al., 2022) e o processo de nitrificagéo parcial de dois
estagios—anammox (SHARON-anammox) (Chen et al., 2009; Sri Shalini; Joseph,
2018).

3.5. Configuracao de Reatores

Devido ao lento crescimento das bactérias Anammox, torna-se essencial utilizar
modelos reacionais que retenham a biomassa no sistema e oferecam alta eficiéncia na
remogao de nitrogénio amoniacal. Dessa forma, reatores, com configuragéo de fluxo
ascendente, sdo amplamente aplicados também em escala real, pois apresentam
custos operacionais mais baixos em comparagdo com configuragdes como Reatores
por Batelada Sequencial (SBR), biorreatores de membrana e reatores anaerébios de
fluxo ascendente (UASB) (Casagrande et al., 2013).
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Embora a desamonificagdo tenha sido originalmente desenvolvida em reatores
do tipo SBR, esse processo também pode ser aplicado em sistemas de biofilme (Chen
et al., 2022a) e reatores gas-lift (Bonassa et al., 2022; Dapena-Mora et al., 2004; De Pra
et al., 2016; Sliekers et al., 2003).

Nos Uultimos anos, reatores de fluxo ascendente também vém recebendo
destaque em processos de desamonificacao. Choi, Cho e Jung, (2018) empregaram um
reator de fluxo ascendente com bactérias Anammox, que obteve remo¢ao de uma carga
de 17,4 gN L™'d™". Em outro estudo, o mesmo objetivo foi alcangcado com remocgao de
18,3 gN L™'d™" (Casagrande et al., 2013), resultados muito superiores aos de processos
convencionais de nitrificacdo/desnitrificacdo, que removem cerca de 0,41 gN L™ d™
(Bortoli et al., 2012).

Entre as configuracbes de reatores de leito, destaca-se o uso de leitos fixos,
expandidos, suspensos e fluidizados, conforme ilustrado na Figura (3-4) (Zheng et al.,
2021). Dentre essas configuragdes, os reatores de leito expandido mostram vantagens
notaveis, como maiores taxas de remogdo de nitrogénio, devido a relagdo
altura/superficie superior, que resulta em maior velocidade ascensional e melhora o

contato substrato-microrganismo (Fang et al., 2011).

()

Figura 3-4 Representagdo esquematica de fluxo no reator: (a) leito fixo, (b) leito expandido, (c)
leito suspenso, (d) leito fluidizado. Adaptado de Zheng et al., 2021.

Os reatores de leito granular expandido (EGSB), também conhecidos como
reatores de terceira geragdo, possuem uma relagao altura/diametro elevada e permitem
recirculagcao de efluente (Liu et al., 2021). Devido a sua estrutura simples, capacidade
de remover altas concentragbes de nitrogénio (600-1400 mgN L™) e adaptagao a
diferentes tipos de aguas residuais, esses reatores vém se popularizando no tratamento
de efluentes (Lim; Kim, 2014).
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Para operacdo em sistemas anammox, os reatores de fluxo ascendente sao
especialmente adequados, pois suas caracteristicas hidrodinAmicas favorecem a
formagdo de agregados densos de microrganismos (0,91 - 1,04 g mL") e grandes
granulos (2,8 - 4,9 mm) por autoimobilizacdo (Chen et al., 2010; Zhou et al., 2020).

3.6. Estado da Arte: Processos e Mecanismos Envolvidos na Formacgao e

Estruturacao dos Granulos de Lodo Anammox

Estratégias para o enriquecimento do lodo Anammox desempenham um papel
fundamental na aplicagao eficiente do processo. Fatores que investigam e desenvolvem
métodos de enriquecimento desse lodo s&o cruciais, diante da baixa taxa de
crescimento das bactérias Anammox, que compromete a aplicagdo em larga escala
desse sistema, além de serem suscetiveis a eliminagdo em fungdo de sua baixa
densidade. Tais caracteristicas tornam o processo de partida lento e frequentemente
instavel durante a operacao (Ibrahim et al., 2016; Jiang et al., 2022).

Durante o processo de formacéo, as bactérias Anammox desenvolvem granulos
compactos e agregados densos, bem adaptados a ambientes anaerdbios e com alta
capacidade de aderéncia a diferentes superficies (Tomaszewski; Cema; Ziembinska-
Buczynska, 2017). A formagao dos granulos ocorre em quatro estagios: célula unica,

zoogleia (aglomerado de células), subunidade e, finalmente, granulo (Figura 3-5).

Crescimento
Inéeulo Granulo Granulo Anammox Ligacao por Agrupamento

5 Subunidades "
5 bactérias de células
granular enfraquecido particionado em granulos AARah s ARAMITOR 5
desintegrados nammox

Granulo
Anammox

Tipo I @—» @—b

Introducao de Niicleos Crescimfento de Ligagdo por Subunidades
ions positivos de ilrbianos bactérias fIIl:\':-actena\s Anammox
multivaléncia em Anammox lamentosas

biomassa

Indculo de
Biomassa

Figura 3-5 Formacao do lodo granular anammox. Adaptado de Manonmani; Joseph, 2018.
Granulos do Tipo | sdo formados a partir da inoculagdo de reatores com lodos anammox ja
granulares, e Tipo Il quando ha a utilizagdo de um lodo que possui células anammox.

Ao longo do crescimento, essas bactérias produzem substancias poliméricas
extracelulares (SPE), que facilitam a agregacao celular e contribuem para a estabilidade
estrutural dos granulos, com o suporte adicional de bactérias flamentosas (Manonmani;
Joseph, 2018).
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Os granulos e biofilmes formados pelas bactérias Anammox sao compostos
principalmente por células microbianas, substancias poliméricas extracelulares (SPE) e
componentes inorganicos, os quais resultam em alta densidade e robustez estrutural.
Essa configuracao granular permite a operacao estavel de reatores sob altas cargas
organicas, prevenindo a perda de biomassa e elevando a eficiéncia do sistema (Chen
et al., 2021).

As secregdes bacterianas (SPE) sdo produtos de apoptopse e lise celular, que
podem ser classificados em fracamente ligados (com composicdo majoritaria de
polissacarideos) e fortemente ligados (com concentra¢cdes maiores de proteinas). A
composi¢ao do SPE forma uma arquitetura tridimensional que auxilia a nutricdo das
bactérias, ajudando inclusive na emulsificagédo e solubilizacdo de compostos organicos
complexos, o que melhora o seu processo de degradagao ((Vandana; Priyadarshanee;
Das, 2023).

Atualmente, as duas formas mais empregadas para aumentar a retencao de
biomassa anammox nos reatores é a formagdo de biofilme e granulos (Wang et al.,
2019). Contudo, a formacgao do biofilme e granulos anammox é um processo complexo,
que envolve interacgbes fisicas, quimicas e bioldgicas (Gao et al., 2024). Varias teorias
ja foram propostas para tentar explicar o processo de formacgao do granulo, a saber:
Teoria da pressao de selecao hidraulica (Liu et al., 2005; Qian et al., 2021), teoria do
atrito (Milferstedt et al., 2017; Cao et al., 2021), teoria da ligagao idGnica positiva
multivaléncia (Ma et al., 2021; Zhang et al., 2015), teoria da ligagdo SPE (Ding et al.,
2015; Li, Dang e Zhang, 2022), teoria dos nucleos inertes (Dehestaniathar et al., 2021;
Xu et al., 2019), teoria da ligagao de polimeros sintéticos e naturais (Chen et al., 2022b;
Liu et al., 2003).

A pressao de selecao hidraulica consiste em aplicar baixos tempos de retencao
hidraulica (TRH) para garantir a operacao estavel de processos baseados em
nitrificagdo parcial e anammox de estagio unico. Isso evita 0 acumulo de biomassa
organica assimilavel (BOA) e biomassa organica nao-assimilavel (BON) dentro dos
reatores, prevenindo interferéncias no consumo de nitrogénio pelas bactérias anammox
(Qoan et al., 2021).

Os sistemas de remocgao de nitrogénio e anammox baseados na teoria do atrito
sugerem que os granulos se formam devido ao atrito gerado por altas velocidades
ascensionais e alteragbes nas hidrodinamicas dos sistemas. Esse processo facilita a
colonizagéo de sélidos suspensos (Milferstedt et al., 2017).

Além disso, nos modelos de ligagéo idnica positiva multivalente e na teoria das
substancias poliméricas extracelulares (SPE), a granulagdo ocorre pela repulséo

eletrostatica entre bactérias carregadas negativamente e a adigdo de ions positivos. A
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excrecao de SPE facilita a bioagregacédo ao modificar a carga negativa das superficies
bacterianas, promovendo a coesido e contribuindo para a formacdo de estruturas
granulares estaveis no lodo (Ma et al., 2021; Zhang, 2022).

Por fim, a teoria dos nucleos inertes sugere que colbnias bacterianas se
desenvolvem ao redor de agregados minerais e outras particulas inertes acumuladas
no interior dos reatores. No contexto dos processos anammox, destaca-se a formagao
de hidroxiapatita (HAP — Cas(PO,);0H), que favorece a retencéo de lodo e cria uma
relacdo sinérgica com o processo anammox (Lin et al., 2024).

Apesar das teorias sobre o processo de granulagédo e dos avangos na tecnologia
anammox, o0 mecanismo exato de formagdo de agregados anammox ainda carece de
uma explicagdo definitiva, sendo necessario o desenvolvimento de estudos
aprofundados para elucidar melhor esses processos (Wang et al., 2023).

Outro aspecto relevante que exige investigacdo mais detalhada é a cooperagao
entre grupos microbioldgicos, facilitada por mecanismos, como o quérum sensing (QS).
Esse tipo de comunicacdo intercelular, ja identificado em estudos recentes,
desempenha um papel essencial na organizacao e estabilidade do biofilme anammox,
permitindo a interacdo cooperativa entre microrganismos de diferentes géneros (Zhao
et al., 2021).

Estudos prévios apontam para desafios especificos que afetam a eficiéncia do
processo anammox, como a presenca de amoénia livre, acido nitroso, temperatura,
presenga de carbono organico, concentragao de oxigénio dissolvido, além da baixa taxa
de crescimento das bactérias anammox. No entanto, ainda, ha lacunas no conhecimento
em relagdo aos efeitos sinérgicos da interagcdo entre o anammox e outros
microrganismos coexistentes nos efluentes, cuja compreensao é essencial para otimizar

o processo e melhorar a eficiéncia dos sistemas de tratamento (Wang et al., 2023).
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5. ARTIGO 1: CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E DESEMPENHO DE
BACTERIAS ANAMMOX EM UM REATOR DE ESCALA PILOTO PARA O
TRATAMENTO DE DIGESTATO DA SUINOCULTURA

RESUMO

A producao suinicola € uma das principais cadeias agropecuarias do Brasil, a qual
contribui de forma significativa para a economia nacional. Contudo, a intensificacéo
dessa atividade em larga escala resultou na geragcao de grandes volumes de dejetos, o
que representa riscos ambientais consideraveis. A digestdo anaerdbia surge como uma
solugéo eficiente para a remo¢ao de matéria organica desses residuos, embora produza
um digestato com altos niveis de nitrogénio amoniacal. Tal caracteristica exige
tratamentos adicionais para sua remogao, 0 que torna O processo anammox uma
excelente alternativa, devido a baixa relagdo C/N do digestato e a estequiometria
especifica do anammox, que n&o utiliza carbono organico em sua reagao metabdlica.
Nesse contexto, foi dimensionado e operado um sistema piloto anammox por 700 dias,
com o objetivo de tratar efluentes provenientes da digestdo anaerdbia de granjas
suinicolas. O sistema consistiu em um reator de fluxo ascendente, com volume de 35 L,
inoculado com 6 L de lodo anammox previamente aclimatado em meio de cultura
sintético. Como fonte de nitrito, utilizou-se uma solucao de nitrito de sédio, adicionada
ao reator juntamente com o digestato, o que substitui o uso de bactérias oxidadoras de
amoénia (BOA) e a aeragéo do sistema para a producao de nitrito. Durante a operacéo,
a carga maxima de nitrogénio aplicada foi de 2,66 kg N m™ d™', com uma eficiéncia
média de remog¢do de 72%. Observou-se maior variabilidade nos coeficientes
estequiométricos, o que sugere competicao microbiolégica pelo substrato. A distribuicao
granulométrica realizada no lodo anammox ao longo do periodo de operagdo apontou
uma maior concentragcdo de granulos em tamanhos de 1,41 e 0,7 mm, considerados
tamanhos ideais para uma melhor performance dos microrganismos. Em termos de
composi¢ao microbiana, nos primeiros 495 dias de operagao, as bactérias anammox
representaram 25,4% da populagdo microbiana do sistema. Ao final do periodo
experimental (700 dias), essa proporgao foi reduzida para pouco mais de 2%. O sistema
alimentado com digestato e solugdo de nitrito de sddio teve bons resultados e
possibilitou a obtengdo de uma eficiéncia média de remogéao de nitrogénio de 70%.

Palavras-chave: Anammox. Morfologia. Granulos. Digestato. Nitrogénio. Relacao C/N.

5.1. Introducao

A digestao anaerébia (DA) é amplamente reconhecida como uma tecnologia
econdmica e eficiente para a conversdo da matéria organica presente em residuos
suinicolas em biogés, com destaque para a producao de metano (CH,) (CHEN et al.,
2021). No entanto, o processo gera, como subproduto, o digestato, um efluente liquido
caracterizado por altas concentracdes de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K), além

de apresentar uma baixa relagao carbono/nitrogénio (C/N), frequentemente inferior a 3

(-
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Embora o digestato possua potencial para aplicagao como fertilizante agricola,
seu uso depende de diversos fatores, incluindo as caracteristicas fisico-quimicas do
solo receptor, métodos de armazenamento e transporte, bem como a forma de
aplicagao. Ademais, sua elevada concentragéo de nitrogénio amoniacal (NH,*) pode
acarretar impactos ambientais negativos, como a contaminagéo de corpos hidricos e a
eutrofizagdo, quando ndo adequadamente manejado (Khoshnevisan; Bazgir, 2021;
Mancuso et al., 2024).

Diante dessas limitagdes, torna-se necessaria a adocdo de tecnologias de
tratamento que permitam a remocéo eficiente de nitrogénio antes da disposicao final do
digestato. No entanto, a baixa concentragdo de carbono organico nesse efluente dificulta
a aplicagdo de processos biolégicos convencionais, como a nitrificacdo e a
desnitrificacao.

Nesse contexto, o processo anammox (oxidagcao anaerdbia de aménio) surge
como uma alternativa promissora para o tratamento de efluentes pds-digestao
anaerobia. Esse processo n&o requer carbono organico, utilizando o nitrito (NO,™) como
aceptor de elétrons para oxidar aménio (NH,*) em nitrogénio gasoso (N,). Além disso,
0 anammox apresenta vantagens, como baixos custos de implementagao e operagao,
aliadas a altas eficiéncias na remocao de nitrogénio (Chen et al., 2021b; Guo et al.,
2020; Qian et al., 2022).

Apesar de seu potencial, a aplicagdo do processo anammox em larga escala
enfrenta desafios significativos, como a manutengdo de um fornecimento estavel de
nitrito (NO,"), o controle das condigbes ambientais necessarias para o cultivo de
bactérias anaerdbias oxidantes de aménio (AnAOB) (Zhang et al., 2022), além dos
processos inibitérios por autocompeticdo com as BON, causados por concentracbes
residuais de carbono orgénico, presentes principalmente em efluentes apds os
processos de DA (relagdes C/N maiores que 2) (Bonassa et al., 2021b).

Neste estudo, buscou-se operar e monitorar um sistema anammox utilizando
efluente proveniente da digestdo anaerébia de residuos da suinocultura, suplementado
com nitrito de sédio (NaNO,). Foram analisados o desempenho do sistema, a formagao
e a estabilidade dos granulos de lodo, além das interacdes microbiolégicas que foram

favorecidas no processo.



39

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Sistema experimental e operagao

Os experimentos foram conduzidos na Estacdo de Tratamento de Dejetos
Suinos (ETDS) e no Laboratério de Experimentacido e Analises Ambientais (LEAA) da
Embrapa Suinos e Aves, localizada em Concérdia, SC. Para este estudo, foi
desenvolvido um sistema experimental dividido em trés modulos principais (descrigdes

detalhadas no Apéndice A).

5.2.2. Mébdulo 1 (M1): Preparagao do Efluente

O primeiro modulo (M1) foi responsavel pela preparacgao inicial do efluente que
alimentaria o reator anammox. Nessa etapa, ocorreu a remogao do carbono orgéanico
residual proveniente do processo de digestao anaerdbia (DA), seguida pela diluicdo do
efluente com agua para atingir a concentracao alvo de 100 mg L™" de NH,".Esse mddulo
incluiu um reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) com aquecimento, de
volume 1,41 m® (2,90 m de altura e 0,80 m de didmetro), além de um sistema
verticalizado (2,60 m de altura e 0,70 m de didmetro) projetado para atuar como
decantador e banho de aquecimento para o UASB. A disposig¢ao vertical otimizou o
espaco fisico da instalacao.

O M1 também contava com um tanque pulméo, destinado ao armazenamento
de digestato diluido, além de um sistema de suplementagao de nitrito por meio de uma
solucao de nitrito de sédio (NaNO,) a 2500 ppm. Essa suplementagéo era ajustada
conforme a carga de nitrogénio aplicada (CNA) ao reator, sendo injetada no tanque

misturador por uma bomba peristaltica. A Figura 5-1 apresenta o médulo 1 em operacgao.



40

Figura 51 Preparo do Ie ar Iientagéo dos reatores em operagao na estagédo de
tratamento, onde: a) Reator UASB; b) Sistema verticalizado (vista frontal do sistema na imagem
a direita); ¢) Tanque pulmé&o de digestato diluido.

5.2.3. Médulo 2 (M2): Mistura, Aquecimento e Reator Anammox

O segundo moddulo (M2) combinava o tanque misturador, o sistema de
aquecimento e o reator anammox. O tanque misturador, com volume de 134 L (didmetro
de 0,50 m e altura de 0,70 m), incluia, como fung&o, homogeneizar o digestato e o nitrito
antes de sua entrada no reator. Para garantir uma mistura eficaz, duas bombas de
aquario submersas com vazao maxima de 2200 L.h™ foram instaladas no fundo do
tanque, assegurando agitagdo e homogeneizagao continuas.

Apods a mistura, o efluente seguia para o reator anammox, um reator de fluxo
ascendente em acrilico, com altura de 2,00 m e didmetro de 0,150 cm. A temperatura
meédia do sistema foi mantida em 35,0 £ 1,5 °C, com aquecimento indireto realizado por
serpentinas internas com circulagdo de agua quente, impulsionada por uma bomba
periférica (Foxlux, 64.04), e alimentado com o auxilio de uma bomba peristaltica
(Masterflex easy L/S, modelo 77200-52). A Figura 5-2 dispde uma imagem do médulo 2

em operacgao.
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Figura 5-2 Reator anammox em operagao. Onde: a) sistema de alimentagéo; b) dosagem de
nitrito; c) sistema de aquecimento; d) reator de fluxo ascendente e) saida do sistema.

O sistema experimental foi operado por 700 dias, com Tempo de Retengao
Hidraulica (TRH) inicial de 8,8 horas, vazdo inicial de efluente de 3,96 L h™ e
concentragao de nitrogénio total (NT) de 200 mg L™".0 aumento gradual da CNA ao
sistema foi ajustado conforme o reator demonstrava a capacidade de consumir todo o
nitrogénio disponivel. Para controle da eficiéncia, amostras de NH,*-N, NO,™-N e NO;™-
N eram coletadas semanalmente tanto na entrada quanto na saida do reator. Além
disso, parametros operacionais, como oxigénio dissolvido (OD), pH e temperatura,
foram monitorados diariamente, utilizando sondas portateis (Hanna, modelo HI 8424,
Portugal) e um medidor de OD (modelo 200A, Eco Sense, EUA).

5.2.4. Fonte de Iné6culo

O reator foi inoculado com aproximadamente 6L de lodo anammox, fornecido
pela Colecao de Microrganismos de Interesse para a Suinocultura e Avicultura
(CMISEA) em Concoérdia, Santa Catarina, Brasil (ndmero de acesso: BRMSA 00323)
(Viancelli et al., 2011), equivalente a 17% do volume total do reator, e cultivada

previamente em escala de bancada utilizando efluente sintético.
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5.2.5. Caracterizacao do digestato

O efluente utilizado para alimentagdo do sistema piloto é proveniente de um
sistema de DA composto por dois biodigestores anaerdbios do tipo UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) (Kunz et al., 2009), localizados na Estacdo de Tratamento
de Dejetos Suinos (ETDS) da Embrapa Suinos e Aves, em Concordia, Santa Catarina,
Brasil (27°18'S, 51°59'W).

A estacao recebe os efluentes das granjas de suinos da unidade. O digestato
utilizado possui como principais caracteristicas fisico-quimicas: 10,08 £ 0,1 g L™ de
sélidos totais (ST), 5,77 £ 0,6 g L™ de sdlidos volateis (SV), 1,2 + 0,5 g L™ de N-NH3,
4,40 £ 0,20 g CaCO; L™ de alcalinidade, pH médio de 8,30 + 0,01 e carbono organico
total (COT) de 3,96 + 0,15 g L™'. Para ajuste da concentragdo de N-NHs, o efluente foi

diluido em um fator de 8 vezes.

5.2.6. Métodos Analiticos

Amostras coletadas das entradas e saidas dos reatores foram analisadas para
N-NH3, N-NO,~, N-NO;~, COT e alcalinidade (mg CaCO; L™). As taxas especificas de
consumo de nitrogénio (umax) foram determinadas a partir de ensaios cinéticos em
batelada, segundo Bonassa et al. (2021a).

A quantificacdo dos pardmetros analiticos seguiu o protocolo descrito por APHA
(2017) com todas as analises conduzidas em triplicata ou quadruplicata para garantir
precisdo e conformidade com as boas praticas laboratoriais e os padrées de qualidade.

Para as concentragdes de N-NH;, N-NO;3;~ e N-NO,~, utilizou-se o método
colorimétrico, empregando um sistema de analise por inje¢ao em fluxo (modelo 2500,
Fialab Instruments, Seattle, EUA). A quantificacdo de N-NH; baseou-se no método
colorimétrico de Berthelot, em que N-NH; reage com hipoclorito e salicilato de sddio em
pH 12, formando um complexo cuja absorbéancia é medida a 650 nm. A determinagao
de N-NO,™ foi realizada em meio acido (pH entre 2,0 e 2,5), usando sulfanilamida e N-
(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato, o que produziu uma coloragéo azul-avermelhada,
medida a 550 nm. A concentragdo de N-NO;~ foi avaliada apds redugao a N-NO,™ em
uma coluna de cadmio e medigcao subsequente.

Para a quantificacdo do Carbono Orgénico Total (COT), foi empregado um
analisador de COT (TOC-LCPH/CPN, Shimadzu, Kyoto, Japao), conforme as
especificagdes do fabricante. As curvas de calibragao foram geradas a partir de solugdes

padrao de biftalato de sédio (CgHsNaO,), previamente secas a 105 °C, para obtencao
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de solugdes padrao de 1000 mg COT L. A alcalinidade foi verificada usando uma
solugdo de acido sulfurico 0,05 mol L™', padronizada contra Tris (Hidroximetil)
Aminometano (Merck).

Para a alcalinidade, as medicdes foram feitas usando um titulador automatico
(modelo 848 Titrino plus, Metrohm, Herisau, Suica). As solugbes padrao para calibragao
das concentragdes de N-NH; (2—10 mgN L™"), N-NO3™ (0,1-3 mgN L™*) e N-NO,~ (0,1-
2,0 mgN L™) foram preparadas por diluicio seriada a partir de padrdes fornecidos pela

Merck (Darmstadt, Alemanha).

5.2.7. Calculo dos Coeficientes Estequiométricos

Os coeficientes estequiométricos do processo anammox (Equacédo 1) foram
acompanhados e calculados com base no balanco de massa das espécies quimicas
envolvidas, conforme descrito por Strous et al. (1998) e, posteriormente, comparados
com os valores reportados por Shi et al., (2017).

NHs*+ 1,32 NO> + 0,066HCO3 + 0,13H* —1,02N2 + 0,26NO3" + 0,066CH2005No,15 +
2,03H.0 (Eq. 1)

5.2.8. Distribuicao Granulométrica

A analise da distribuigdo média de tamanho dos granulos foi realizada utilizando
uma série de peneiras do tipo Tyler, seguindo uma metodologia adaptada de Qian et al.
(2022). Os diametros das peneiras utilizadas incluiram 2,38; 1,41; 0,70; 0,60; 0,30; 0,25;
0,21; 0,149 e 0,125 mm, respectivamente. Para realizagdo das analises, uma aliquota

de 1,5 L de lodo era retirada para a realizagao da analise.

5.2.9. Extracdo do DNA, quantificagao das bibliotecas e sequenciamento

5.2.9.1. Procedimentos de Sequenciamento e Analise de Dados

Foram coletadas amostras (cerca de 5 g) no dia da inoculagdo dos reatores
(dia 0) e nos dias 495 e 700 de operagao para analise de comunidades microbianas por
sequenciamento. Este estudo foi realizado utilizando-se a tecnologia de alto
desempenho para as regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas foi
conduzido seguindo um protocolo do laboratério responsavel pelas analises

(Neoprospecta Microbiome Technologies (Floriandpolis, Brasil)).
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A amplificacao foi realizada utilizando 0s primers 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT), conforme
descrito na literatura (Caporaso et al., 2012; Wang; Qian, 2009). O sequenciamento foi
efetuado no sistema MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., EUA), utilizando kits V2

com 500 ciclos em formato paired-end.

5.2.9.2. Controle de Qualidade e Analise Bioinformatica

Os arquivos gerados no formato fastq foram submetidos a analises de qualidade
de Phred (QP) utilizando o software FastQC v.0.11.8 (Thrash; Arick; Peterson, 2018).
Sequéncias de baixa qualidade (QP < 20) e primers foram removidos utilizando um
software proprietario construido em Python v.3.6, baseado nas funcionalidades do
projeto BioPython (Cock et al., 2009). Para dados paired-end, os pares de arquivos (R1
e R2) foram unidos em um unico arquivo por meio do programa pandaseq v.2.11
(Masella et al., 2012). Clusters com abundéncia inferior a 5 foram excluidos das analises
para minimizar a interferéncia de sequéncias quiméricas (Smyth et al., 2010).

A identificagdo taxondmica foi realizada por meio do programa blastn v.2.6.0+
(Altschul et al., 1990), utilizando como referéncia um banco de dados publico ou
proprietario. A definicdo das espécies considerou 99% de identidade e seguiu critérios
baseados em maior bit-score, menor e-value e representatividade taxonémica dos hits
obtidos.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Comportamento e desempenho de remogéao de Nitrogénio

As Cargas de Nitrogénio Aplicadas (CNA) ao sistema, além do consumo e

eficiéncia de remogédo de nitrogénio (ERN) do processo ao longo dos 700 dia de

operacéo, estdo mostrados na Figura 5-3.



45

—s=— Entrada —=—Saida = ------- Eficiéncia de Remocéo
4,0 -1 100%
u 0,
35 ' a v o] 9%
a0 & i o i Ty 80%
0 ny 't oA i
1 b;;': Hf.-'i"f':::ﬁ !.:’s*., % 1 70%
—_ v [ ! R T i A ]
_‘32’5 JEE ,“l\n:l\ 'i ',,'":l A‘l ‘l ‘\Fi:. 60%
£20 | e ‘li e i 50% §
z : o H 0% =z
215 | i ; ] 2o
% 1.0 }F i"v, [T Rk I‘;l" 5 1 ﬂ“""'u‘ rul:' 30%
o iy | W 1% 1 20%
0.5 i ‘ OB 0%
0,0 l‘-—'i‘ﬁ‘_-n 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 O%
oN PRPERPEENNNNNNOWOWWWADRMNDDIMNOIOICIUIIOODNO O N
o ONDOXXONPOIROONDIORXONDEPDROONDEORXONEPIIO
[eclejelolololololololololololojolololololololololololololelele]

Figura 5-3 Cargas de Nitrogénio Aplicadas (CNA) e Eficiéncia de Remoc¢ao de Nitrogénio (ERN)
durante os 700 dias de operagéao.

As progressbes de CNA foram realizadas gradualmente, mediante o aumento
controlado da vazdo de alimentagdo, mantendo-se a concentragcédo de nitrogénio total
(NT) fixa em 200 mg L™'. As vazdes aplicadas variaram entre 66 mL min™ e 300 mL
min~*, resultando em uma CNA inicial de 0,61 + 0,06 kg N m™ d™" e final de 2,66 + 0,27
kg N m™2d™". As eficiéncias de remocao de nitrogénio (ERN) observadas foram de 75%
+ 0,09 no inicio e de 72 £ 0,09% ao término dos 700 dias de operagao.

Observou-se que, ao longo de todo o periodo de operagao, o sistema nao foi
capaz de remover integralmente a carga de nitrogénio disponivel. Ainda assim, houve
aumentos sucessivos da CNA no reator e, apesar de algumas intercorréncias e periodos
de instabilidade, o sistema apresentou ERN consideraveis. No total, foram realizados 11
aumentos de vazao. Apos os primeiros 66 dias de operacao, ocorreu o primeiro aumento
de vazao de 66 para 88 mL min™, elevando a CNA para 0,84 + 0,06 kg Nm™=d™"'e
resultando em uma leve redugdo na ERN para 67 + 0,06%. A partir do dia 100 de
operagado, uma nova CNA foi aplicada, aumentando a vazao para 120 mL min™, de
forma que alcanga 1,06 £ 0,07 kg N m™=d™ e ERN de 52 + 0,06%.

Entre os dias 160 e 250, o reator apresentou instabilidades, com uma redugéo
da ERN para valores proximos a 40%. Esse comportamento pode estar associado ao
fato de que o lodo anammox utilizado na inoculagado dos reatores estava anteriormente
sendo alimentado com efluente sintético. Estudos prévios indicam que a presenca de
matéria organica residual proveniente do digestato pode exercer pressao seletiva para

favorecer espécies mais tolerantes ao carbono, provocando a substituicao de
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Candidatus Jettenia por Candidatus Brocadia (Bonassa et al., 2021b; Chini et al., 2020).
Embora tenha ocorrido uma queda significativa na ERN, n&o foi detectado nenhum
processo inibitério, como acumulo de aménia livre ou acido nitroso.

A partir do dia 318, o sistema voltou a apresentar baixas eficiéncias. Novamente,
sem sinais de inibicdo, foram realizados ajustes no reator para melhorar a distribuicao
do substrato, incluindo a substituicdo e limpeza das mangueiras de alimentagéo
internas. Adicionalmente, foi inserida uma peneira com abertura de 0,3 mm na saida do
reator, para minimizar a perda de flocos, sendo o lodo retido devolvido ao sistema
diariamente. Contudo, as eficiéncias continuaram baixas, o que motivou a instalacéo de
uma bomba periférica de alta vazao (Foxlux, 64.04) com um controlador de tempo,
programado para ligar 2x ao dia por 3 segundos; isso visa otimizar a mistura do lodo e
a distribuicao do substrato no interior do reator.

No entanto, no dia 391, o controlador da bomba falhou, acionando a bomba por
um periodo prolongado, o que resultou na moagem dos granulos de lodo e no
transbordamento do reator. Em consequéncia, a CNA do sistema, que estava em 2,24
+ 0,23 kg Nm=d™, foi reduzida para 0,94 + 0,09 kg N m™ d™, ajustando a vazao para
100 mL min~", até que o sistema recuperasse sua estabilidade.

A partir do dia 440, observou-se uma melhora no consumo de nitrogénio, com
aumento na eficiéncia de remocgéao para 63% + 0,12. Ao final do experimento, o reator
operava com uma CNAde 2,66 £ 0,27 kg N m™ d™' e uma eficiéncia média de 71 0,09%.

Avaliando o comportamento do reator, nota-se que a eficiéncia foi relativamente
baixa para reatores com atividade anammox. Nesse sistema, nao houve o consoércio
microbioldgico entre as BOA com as anammox, além de nao ter ocorrido o processo de
nitritagcdo parcial e anammox (NP/A). Alguns valores da literatura também alcangaram
eficiéncias baixas em processos anammox alimentados com efluente real: ERN: 66,6%
e CNA:1,2gNm=d™" (Xu et al, 2025), CNA- 1,19 g N L' d"'; ERN - 50,0%, contudo,
esses estudos utilizaram o consorcio de bactérias oxidadoras de amonia e anammox
para remogao de nitrogénio. Alguns autores citam a importancia da heterogeneidade do
biofilme para a cooperacao e melhoria na remogao de nitrogénio de reatores baseados
em anammox, o que reduz a competicdo e aumenta a cooperagao entre 0s grupos

microbioldgicos (Fernandez et al., 2008).
5.3.5. Coeficientes Estequiométricos
Um dos fatores chave de controle do processo e que determina a estabilidade

operacional do anammox é a estequiometria; a mais conhecida e proposta inicialmente

foi a de Strous et al. (1998). Os coeficientes estequiométricos das espécies quimicas
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envolvidas no processo anammox, ao longo dos 700 dias de operagao, foram calculados

para verificar a atividade biolodgica no reator (Figura 5-4).

==N-NO, teérico —+*—N-NO, ===N-NO; tedrico = N-NO;

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Figura 5-4 Coeficientes estequiométricos tedricos comparados aos coeficientes calculados
durante os 700 dias de operagao do reator.

Os coeficientes estequiométricos no sistema apresentaram instabilidade em dois
periodos especificos: entre os dias 172 e 290 e 400 a 425, com valores médios de 1,06
* 0,39 para nitrito (NO,™) e 0,07 + 0,07 para nitrato (NO3™). Essa variabilidade sugere a
possivel contribuicdo de outros grupos microbiolégicos competindo pelo substrato.
Observa-se, em particular, a atividade de bactérias oxidantes de amobnia (BOA),
responsaveis pela conversao de amoénia (NH;3) em nitrito (NO,"7), via nitritacdo, e de
bactérias oxidantes de nitrito (BON), que promovem a conversao de NO,™ em NO;™ via
nitratagao.

Embora o reator nao fosse aerado, a literatura documenta a prevaléncia de BOA,
arqueas e até de organismos comammox (bactérias que realizam a conversao direta de
amodnia em nitrato) em sistemas com concentragdes extremamente baixas de oxigénio
dissolvido (com valores monitorados <0,1 mg L"), o que pode explicar a presenca
dessas reagdes em um ambiente predominantemente andxico (Kits et al., 2017).

A concentracao de nitrato no sistema foi inferior ao esperado segundo os
coeficientes estequiométricos classicos do processo Anammox (0,26 para NO;™). Esse
desvio pode ser atribuido a presenga de carbono orgéanico residual do efluente da
digestdo anaerdbia, que potencialmente facilita a redugéo desassimilatdria de nitrato
(NO3z~ — NO;) e a desnitrificagao autotréfica (NO3;~ — N,), realizada por bactérias
heterotroficas presentes no sistema (Zhang et al., 2018). A média de carbono organico

total na entrada do reator durante todo o periodo foi de 16,4 + 3,46; a saida foi de 15,02
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1 3,24, com uma relagéo C/N de 0,26 £ 0,15, o que proporciona pouco efeito antagdnico
ao processo anammox. Essas oscilagcbes também podem indicar a ocorréncia de
processos endodgenos no sistema ao longo dos 700 dias de operagao.

Estudos recentes discutem a estequiometria ideal para o processo Anammox,
destacando a importancia da relacdo nitrito-aménia para a estabilidade e eficiéncia do
sistema. A compreensado dessas relacdes €& fundamental para o monitoramento e
controle de reatores baseados em anammox (Adams; Issaka; Chen, 2025). Em alguns
casos, o nitrito pode ser preferencialmente utilizado para desnitrificacdo de atalho na
presenca de uma fonte de carbono organico, limitando o substrato de nitrito para
anammox (Su et al., 2022).

Um modelo proposto por Zhang et al. (2018) sugere que a estequiometria do
processo Anammox esta correlacionada com a carga de nitrogénio aplicada (CNA), com
coeficientes estequiométricos de 1,146, para NO,~, e 0,161, para NO;~. Segundo os
autores, uma CNA elevada favorece um aumento na producdo de biomassa, o que
ocasiona o incremento na produgdo de nitrato. Modelos anteriores estabeleceram
coeficientes para cargas de nitrogénio mais baixas (<1,5 gN L™ d™*- Lotti et al., 2014) e
muito altas (>15 gN L™ d™'- Strous et al., 1998), o que reforca que o desempenho
anammox é altamente dependente das condi¢cdes de operacdo e da concentragcao de

nitrogénio aplicada ao sistema.

5.3.6. Distribuicdo granulométrica e Atividade do lodo anammox

A distribuicdo granulométrica do lodo anammox é reconhecida como um
parametro critico que influencia diretamente o desempenho dos sistemas de remogéao
de N (Volcke et al., 2012; Xu et al., 2024). Analises granulométricas foram realizadas
nos dias 0, 50, 100, 150, 200, 421, 495, 526 e 700 para monitorar a evolu¢cao das

caracteristicas do lodo durante o periodo de operagéo do reator (Figura 5-5).
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Figura 5-5 Distribuicdo granulométrica dos dias 50, 100, 150, 200 e 421 do reator.

Como ¢é possivel observar na Figura 4, o lodo anammox, utilizado para
inoculagéo do reator (D0), apresentava 41,25% de granulos com tamanho maior ou igual
a 2,0 mm, além de aproximadamente 22,04% de granulos com tamanho médio de 1,41
mm. Nota-se que 12,1% do lodo apresentavam caracteristica floculenta, ou seja, < 0,3
mm.

Entre D50 e D150, houve uma redugéo significativa no tamanho granular, com
96,5% do lodo tornando-se floculento (< 0,3 mm). Essa alteragdo pode estar associada
a substituicdo do efluente sintético pelo digestato da suinocultura suplementado com
nitrito de sddio (NaNO,), conforme relatado em outros estudos anteriores (Magri et al.,
2012). A mudanga na fonte de alimentagdo do reator, contendo matéria orgénica,
promoveu a substituicdo de Candidatus Jettenia por Candidatus Brocadia (ver item
5.3.7), uma espécie mais tolerante a concentragdes de carbono organico total (COT)
caracteristicas de efluentes de digestdo anaerdbia (Chini et al., 2020).

Em D200, o lodo comecgou a recuperar sua granulagdo, com 28% apresentando
didmetro médio de 2 mm, 36% com 1,41 mm e 12% floculento (< 0,3 mm). Em D421
(ver item 5.2.3), a proporgao de particulas < 0,3 mm aumentou para 76% (Figura 5) com
um lodo de caracteristica predominantemente floculenta. A Figura 5-6 dispde as

distribui¢gdes granulométricas dos dias 495, 526 e 700 do reator.



50

100% [ —

000 | E<0,125 mm
80% | 20,125 mm
20% L 20,149 mm
60% Lk 20,21 mm
50% m>0,25 mm
400 | S 20,3 mm
30% E>0,5mm
ig?;; : >0,6 mm
0% , | m>0,71 mm
D495 D526 D700 =2 mm

Figura 5-6 Distribuicao granulométrica dos dias 495, 526 e 700 do reator.

Em D495, o lodo apresentou uma recuperagdo gradual, mantendo
caracteristicas semelhantes até D700. Durante esse periodo, houve um aumento na
proporcao de granulos com tamanho médio de 0,7 mm, atingindo 57,7%, em D700,
enquanto o percentual de particulas maiores (2 mm) reduziu de 8%, em D526, para 1%,
em D700. As particulas menores também diminuiram: tamanhos de 0,25 mm cairam de
26% (D495) para 7,4% (D700) e 0,3 mm reduziram de 18,7% (D526) para 11% (D700).

O tamanho granular esta diretamente relacionado a eficiéncia de sedimentacao
e transferéncia de massa, aspectos essenciais para a remogao de nitrogénio em
processos anammox (Cavaler et al., 2024). Estudos prévios demonstram que o tamanho
dos granulos impacta a estabilidade do sistema e a taxa de remogao de nitrogénio (Song
et al., 2023). Foi relatada uma reducao na atividade anammox em granulos menores
que 0,2 mm ou maiores que 1,0 mm (Liu et al, 2017), enquanto outros autores
observaram impactos negativos em granulos com tamanhos inferiores a 0,5 mm ou
superiores a 0,9 mm (Zhu et al., 2018).

As taxas especificas de consumo de aménia (UN-NH3) corroboram a evolugéo
da distribuicdo granulométrica. Aos 90 dias de operagao, uN-NH; foi de 0,57 mgN
gSSV™ h™", quando 79% do lodo eram floculentos. Em D200, a taxa aumentou para
2,25 mgN gSSV™ h™, coincidente com o aumento de granulos médios entre 2 mm e
1,41 mm (64%). Durante o incidente de moagem dos grénulos, a atividade caiu para
0,79 mgN gSSV™ h™, mas voltou a 1,4 mgN gSSV™ h™', em D483, em paralelo com a
recuperacao da granulagao do sistema.

Embora o tamanho de particula seja um parametro importante, o granulo nao é

composto apenas por bactérias anammox. Faixas de granulos com didmetros de 0,5 a
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25 mm apresentaram uma variabilidade de microrganismos, concentrando bactérias

anammox apenas na camada externa (Zhu et al., 2018).

5.3.7. Comunidade microbiana

O processo anammox nao ocorre pela agao de um Unico microrganismo, mas
sim por meio de interagdes complexas, como predagao, competicdo e mutualismo, que
permitem alcancar a remocio eficiente do nitrogénio. Portanto, a comunidade
microbiologica do lodo € um parametro crucial para entender o comportamento do
processo como um todo (Wang et al., 2024). A Figura 5-7 apresenta os resultados
obtidos para os dias 0, 495 e 700 de operacao do reator, detalhando a distribuicio das

comunidades microbianas em nivel de filo.
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Figura 5-7 Abundancia relativa dos microrganismos por filo durante os dias 495, 700 e no in6culo
(DO).

Durante a operacdo do reator, observou-se que a composicdo microbiana
manteve padrdes consistentes entre o indculo (D0) e o dia 495 (D495). Os filos
predominantes foram Planctomycetota (32,4% em DO e 28,72% em D495),
Proteobacteria (19,52% em DO e 22,4% em D495), Bacteroidota (19,52% em DO e
10,6% em D495) e Chloroflexi (19,01% em DO e 17,13% em D495). No dia 495, também
foi observado um aumento na abundéancia de Firmicutes, que atingiu 13,71%.

Ao final do experimento (D700), a dindmica microbiana apresentou mudancas
significativas. Proteobacteria tornou-se o filo dominante, representando 31,64% da
comunidade, seguido por Bacteroidota (20,36%), Firmicutes (19,04%), Chloroflexi
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(8,57%) e Actinobacteria (3,51%). Planctomycetota reduziram-se significativamente,
totalizando apenas 2,8% da abundancia.

Os principais filos identificados desempenham papéis cruciais no ciclo do
nitrogénio. Proteobacteria, Planctomycetota e Bacteroidota participam ativamente de
todas as etapas das vias metabdlicas, incluindo processos de desnitrificagdo e reducao
desassimilatéria do nitrato. Além disso, Bacteroidota, Actinobacteria e Chloroflexi
contribuem para a nitrificagdo completa e a reducéo assimilativa do nitrato (Fan; Sun,
2024).

A presenca consistente desses filos ao longo do tempo destaca sua importancia
em reatores anammox. Mesmo diante de variacbes nas condi¢cdes operacionais, nos
tipos de efluentes e nas caracteristicas do indculo, essas comunidades microbianas
demonstram uma notavel capacidade de adaptacgéo e resiliéncia (Cho et al., 2010).

Proteobacterias eram abundantes em 19,5%, em DO, 22,34%, em D495, e
aumentando gradualmente para 31,64%, em D700. As bactérias desse filo apresentam-
se em forma de bastonetes, de maneira que realizam desnitrificacdo via nitrato,
processo heterotréfico que é favorecido com a presenga de matéria organica (Silveira
et al.,, 2021). Além disso, abundancias maiores desse filo em reatores anammox
aparentam ser benéficos ao processo, uma vez que essas bactérias possuem a fungao
de sintetizar SPE (Hung et al., 2022).

O filo Chloroflexi apresentou uma redugéao significativa ao longo do processo,
diminuindo de 19,7%, em DO, para 8,57%, em D700. Ja os Bacteroidota, mantiveram-
se relativamente constantes, com abundancia em torno de 20% nos dias iniciais e finais,
embora tenham mostrado uma redugéo temporaria para 10,6%, em D495. Ambos
desempenham um papel crucial na granulac&o do lodo anammox, pois se associam as
bactérias anammox, o que contribui para a absor¢éo de material celular proveniente da
decomposigao de outras bactérias (Silveira et al., 2021).

Firmicutes nao foram detectadas no inicio do experimento (D0), mas surgiram
em D495 com uma abundancia de 13,7%, atingindo 19% em D700. Esse filo esta
relacionado a decomposicao bacteriana por meio da acidificacao hidrolitica, um
processo relevante para a estabilidade do sistema anammox (Wang et al., 2024).

Os resultados taxondbmicos ao longo dos dias de operagdo corroboram o
comportamento observado durante todo o periodo experimental do reator. Para
complementar as analises em nivel de filo, a Figura 5-8 apresenta a distribuicdo da

abundancia microbiana em nivel de género.



53

Género DO D495 D700
Denitratisoma 8,21 16,88 7,65
Candidatus Brocadia 0,31 25,85 0,85
Candidatus_Jettenia 31,84 2,64 1,49
Clostridium_sensu_stricto 1 0,00 7,19 9,54
SJA-28 ge 12,32 1,58 4,53
SBR1031_ge 11,29 4,17 1,07
RBG-13-54-9 ge 1,77 5,86 2,41
Kapabacteriales ge 4,54 1,61 4,85
Turicibacter 0,01 3,62 3,09
Anaerolineaceae_ge 0,30 3,34 2,27
Comamonadaceae_unclassified 0,13 0,85 5,05
Sphingobacteriales _unclassified 0,00 1,50 3,01
Limnobacter 1,63 1,06 1,74
AKYH767 ge 1,36 1,81 0,21
Desulfobacterota _ge 0,00 1,42 2,12
Subgroup_10 3,68 0,22 0,01
Adb ge 2,26 0,75 0,51
OLB13 1,27 1,40 0,36
Nitrosomonas 3,43 0,20 0,12
Bacteroidetes VC2.1 Bac22 ge 0,00 0,63 2,57

Outros 15,65 17,42 46,55

Figura 5-8 Abundancia relativa dos microrganismos por género durante os dias 0, 495 e 700de
operagao do sistema. Vermelho indica maior abundéancia e verde menor abundancia.

Nos primeiros 100 dias de operacédo, o reator apresentou instabilidades, como
esperado, devido a adaptacao do inéculo ao efluente suinicola. Durante essa fase, o
género predominante era Candidatus Jettenia, com uma abundancia de 31,84%. Esse
género é conhecido na literatura por ser sensivel a concentragdes elevadas de carbono
organico (Chini et al., 2020), o que explica a transicao para Candidatus Brocadia, que
alcangou 25,85% em D495.

E necessario ressaltar que, em D421, o reator passou por um problema
operacional, o que resultou na desintegragao total da biomassa. Durante esse periodo,
a proporgao combinada de Candidatus Jettenia e Candidatus Brocadia foi reduzida a
pouco mais de 4%.

A recuperacao rapida da abundancia do lodo anammox em apenas 70 dias foi
um resultado surpreendente e positivo. Essa recuperacdo ndo apenas indicou a
resiliéncia da comunidade microbiana, mas também foi acompanhada por melhorias na
atividade anammox e na granulometria do lodo (ver item 5.3.3).

Ao final do experimento, a proporgao de Candidatus Brocadia era de 0,85%, com
1,5% de Candidatus Jettenia. Apesar de oscilagbes nos coeficientes estequiométricos,

e do consumo reduzido de nitrogénio do dia 500 ao dia 700, o sistema aparentava
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estabilidade, ndo corroborando a redugido abrupta de abundancia anammox. Outros
géneros, como Clostridium, Denitratisoma, Comamonadaceae e Kapabacteriales,
totalizavam 9,5%, 7,60%, 5,01% e 4,85%, respectivamente.

Comamonadaceae é geralmente detectada em tratamentos de aguas residuais
baseados em lodos ativados, em escala plena e em experimentos de laboratério, sendo
conhecida por consumir uma ampla variedade de acidos organicos, incluindo
aminoacidos (Ge; Batstone; Keller, 2015). Pouco se sabe sobre as kapabacteriales,
mas, em estudos anteriores, fora relatado que utilizam acetato por meio da via latente
de glioxilato detectada pela analise gendmica (Ding et al., 2023). Ambas coexistem em
processos bioldgicos de tratamento, juntamente com as anammox (Guo et al., 2023).

Concentragbes de matéria organica presentes em aguas residuais favorecem e
beneficiam o desenvolvimento de bactérias heterotroficas, desnitrificantes, como
Denitratisoma, Thauera e Pseudomonas. Elas podem competir com as anammox por
substrato (NO2), além do tempo de duplicacdo menor, o que favorece o aumento da
populagédo heterotréfica (Witkabel; Abendroth, 2024). Neste estudo, ha a presenca de
carbono organico residual oriundo ainda dos processos de DA (ver item 5.3.5); atrelada
a presenca desses grupos microbioldgicos, corroboram a possivel concorréncia de
bactérias heterotréficas e anammox por substrato.

Bactérias anammox, desnitrificantes e algumas heterotréficas podem formar
sistemas simbioticos de degradagao, o que facilita a remogao conjunta de nitrogénio e
carbono. Essa interacdo sinérgica ja foi documentada em estudos anteriores, de
maneira que se destaca sua importancia para a eficiéncia dos processos de tratamento
de efluentes (Su et al., 2022).

Os géneros microbianos identificados neste estudo, como SJA-28, apresentaram
correlagao positiva com Comamonadaceae e Thauera, enquanto o género SJA-15
mostrou correlagao positiva com Limnobacter e Comamonadaceae. Essas interacbes
sugerem que bactérias heterotréficas utilizam fontes de carbono conforme a demanda
das bactérias desnitrificantes, além de fornecer material organico biodegradavel por
meio da acidificagao hidrolitica de materiais celulares e peptideos extracelulares. Esse
processo contribui para a reducao de lodo no sistema e auxilia a formacado de
bioagregados, como granulos, biofiimes e flocos, beneficiando o processo anammox
(Yang et al., 2020).

5.4. Conclusao

O reator demonstrou eficiéncia satisfatéria na formacao e produgao de lodo

granular, apresentando uma capacidade significativa de granulagao ao longo do periodo



55

de operagéo. Os granulos formados evidenciaram um diametro médio variando entre
0,7 a2 mm, o que é considerado ideal para o processo; isso favorece a sedimentagao
e aretencao da biomassa. Aformacao de granulos estaveis sugere uma interacao eficaz
entre as bactérias anammox e o meio, promovendo a coesdao das particulas e
contribuindo para a estabilidade operacional do sistema.

Apesar da intensa competicdo microbiolégica, o sistema demonstrou um
desempenho eficiente no processo anammox, alcangando uma abundancia de 25% de
Candidatus Brocadia ap6s 495 dias de operagao. A eficiéncia média global de remocéao
de nitrogénio foi de aproximadamente 70%, indicando uma performance significativa na
reducdo dos compostos nitrogenados. Além disso, o sistema proporcionou uma
capacidade maxima de consumo de nitrogénio amoniacal (CNA), de 2,66 + 0,27 kg N
m~d™, evidenciando sua robustez e habilidade de adaptacéo ao longo do tempo. Esses
resultados sugerem que o processo foi bem-sucedido em manter a dindmica
microbioldgica necessaria para uma eficiente remocao de nitrogénio, mesmo em
condi¢cbes competitivas.

As interagcbes microbiolégicas no sistema foram predominantemente mediadas
por bactérias anammox, heterotréficas e desnitrificantes, visto que o reator ndo possuia
uma fonte de oxigénio dissolvido, mas sim residuais de carbono organico. A auséncia
de oxigénio favoreceu a predominancia de processos anaerdbios, inibindo a proliferacao
de bactérias oxidantes de amoénia (BOA), que dependem da presencga de oxigénio para
a oxidacao do aménio. Dessa forma, as condicbes ambientais do sistema favoreceram
a selecdo de microrganismos adaptados a ambientes com baixa disponibilidade de
oxigénio, promovendo a desnitrificagcdo e as reagdes anammox como principais vias

metabdlicas para a remogao de nitrogénio.
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APENDICE A

Tabela S1 dimensbes de todo o aparato experimental utilizado neste experimento.

Moédulo Reator Volume (m?) Altura (m) Diametro (m)
UASB 1,41 2,90 0,80
Modulo Vertical - 2,60 0,70
M1 Reservatorio de
digestato diluido 1,56 2,50 0,95
Anammox 0,035 2,00 0,015
Misturador 0,134 0,70 0,50
M2 Banho aquecedor 0,134 0,70 0,50
Nitrito de Sodio 0,019 0,050 0,027

concentrado
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6. ARTIGO 2: INFLUENCIA DO CONSORCIO MICROBIANO NA ESTABILIDADE E
FORMAGAO DE GRANULOS ANAMMOX: DESAFIOS PARA A IMPLEMENTAGCAO
EM ESCALA REAL.

RESUMO

Este estudo investigou a interacdo microbiolégica € o desempenho de sistemas
baseados em anammox, alimentados com digestato da suinocultura. Os reatores RA e
RD foram alimentados com digestato da suinocultura diluido em uma concentragéo de
200 mg L' de nitrogénio total. RA foi inoculado com bactérias anammox ja aclimadas
com efluente real, além de suplementado com NaNO2 como fonte de nitrito. Ja RD,
operou em sistema de nitritacdo parcial em estagio unico, também conhecido como
desamonificagao. Os dois sistemas demonstraram comportamentos distintos, mas com
eficiéncia média de remocgao de nitrogénio satisfatorias (85% em RA e 82% em RD). A
distribuicdo granulométrica do lodo foi analisada ao longo de 260 dias de operagéo, em
que RAformou granulos e, em RD, ocorreu a formagao de biofilmes aderidos as paredes
do reator. No entanto, a carga de nitrogénio amoniacal aplicada foi consideravelmente
menor no RA do que em RD. A composicao da substancia polimérica extracelular (SPE)
indicou poucas variagcdes na relacdo proteinas/polissacarideos dos dois sistemas,
evidenciando que, em ambos, o SPE influenciou a estabilidade dos granulos e biofilmes.
Além disso, a analise taxondémica revelou alteracbes na abundancia de filos
microbianos, com destaque para as bactérias anammox, que, apesar de apresentarem
baixa abundancia relativa nos dois processos, evidenciaram uma boa eficiéncia de
remocao de nitrogénio também nos dois processos. A simbiose entre bactérias
anammox e heterotroéficas foi identificada, apontando a melhor adaptabilidade do reator
RD aos aumentos de cargas devido a essa cooperagéo microbiolégica.

Palavras-chave: Anammox. Biofilme. Granulagéo. Nitrogénio. Substancias poliméricas
extracelulares. Interagdo microbiana. Digestato de suinocultura.

6.1. Introducao

Em resposta a demanda global por solugbes sustentaveis, a industria de
tratamento de aguas residuais tém adotado praticas ambientalmente responsaveis e de
baixo carbono (Guo et al., 2024). Nesse contexto, o processo anammox destaca-se
como uma biotecnologia promissora para a remogao de nitrogénio, superando métodos
convencionais, a exemplo da nitrificacao/desnitrificacao, por apresentar vantagens,
como baixo consumo de energia, menores emissdes de gases de efeito estufa e a
independéncia de fontes de carbono organico (Naufal; Wu, 2024).

A oxidagao anaerdbia de amdnio € uma reagao quimiolitoautotréfica realizada
por bactérias do filo Planctomycetes, que utilizam nitrito (NO2") como aceptor de
elétrons, convertendo amoénio (NH4+*) em nitrogénio gasoso (N) e nitrato (NOs3) residual
(Su; Zhang; Chen, 2025). Atualmente, sete géneros de bactérias anammox foram

identificados, incluindo Candidatus Kuenenia, Brocadia e Jettenia (Yang et al., 2022).
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Todavia, apesar do processo anammox apresentar elevado potencial para
tratamento de efluentes com alto teor de nitrogénio amoniacal, desafios, como o lento
crescimento das bactérias anammox e a perda de biomassa em reatores, dificultam a
sua aplicagdo em larga escala (Yu et al., 2020). Além disso, fatores, como a interagao
com outros grupos microbiolégicos e as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente,
também desempenham um papel crucial, mas ainda sdo pouco estudados.

Um fator importante para a estabilidade dos lodos anammox é a producao de
substancias poliméricas extracelulares (SPE), compostas principalmente por proteinas
(PN) e polissacarideos (PS) (Guo et al., 2022b). Essas substancias influenciam
diretamente a estruturacdo dos lodos, bem como a formagdo dos granulos com
diferentes relagdes PN/os, as quais afetam a agregacdo microbiana e a atividade
anammox (Hou; Liu; Zhang, 2015). SPE ligados, com maior concentragédo de proteinas,
apresentam efeitos positivos na agregacao celular, enquanto SPE fracamente ligados,
ricos em polissacarideos, podem prejudicar a sedimentabilidade (Shi et al., 2017a).

Nesse contexto, estudos sobre SPE sao essenciais para compreender a
formagcdo e as estratégias de agregacdo do lodo anammox, visando garantir a
estabilidade estrutural do biofilme, além de sua resisténcia a fatores inibitorios (Wang;
Wang, 2023). Porém, poucos estudos foram realizados avaliando o papel e
comportamento do SPE na formacdo, estabilidade e resisténcia mecanica do lodo
anammox em reatores operados sob diferentes condicoes.

O presente estudo investiga dois sistemas alimentados com efluente real: um
contendo lodo anammox e outro com consorcio microbioldogico em processo de
desamonificagdo (anammox e bactérias oxidantes de amdnia (BOA)), com o objetivo de
avaliar e comparar a eficiéncia de remogao de nitrogénio dos dois sistemas. Além disso,
visa identificar a contribuicdo do consércio microbiolégico para a estabilidade e
morfologia do lodo anammox, bem como a produgao de SPE, objetivando a sua

adaptacgao para operacdes em larga escala.

6.2. Materiais e métodos

6.2.1. Sistema Experimental e Operagao

Dois reatores de bancada, cada um com volume de 1 L, foram utilizados para
os sistemas anammox (RA) e desamonificagdo (RD) (Figura 6-1). Ambos os reatores
apresentavam uma relacao altura/diametro de 12 (60 cm de altura e 5 cm de didmetro)
e estavam equipados com um sistema de separacgao trifasica, além de decantadores

para recirculagdo da biomassa. A temperatura foi mantida constante em 35 + 1,0 °C por
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meio de banhos de agua aquecidos, utilizando aquecedores de aquario (Hopar, modelo
H-386, China).

Figura 6-1 Reatores RA e RD em operagao, onde: a) a bomba peristaltica realiza a alimentagéo
do reator RA; b) Reator RA em operagao em banho aquecido a 35°C; c) RD operando em banho
aquecido a 35°C; d) Decantador do reator RD; e€) Bomba de recirculagéo do reator RD

O sistema RA contava com uma bomba peristaltica para alimentagdo (Milan,
modelo 204, Brasil), mas nao possuia um sistema de recirculagdo automatica de lodo,
0 que exigiu o retorno manual de quaisquer granulos que saissem do sistema. O sistema
RD utilizava duas bombas peristalticas (Easy-Load Il, Masterflex), a saber, uma para
alimentagcdo e outra para recirculacdo de lodo, além de uma pedra porosa € um
rotdmetro (Gilmont - BY-03230-12) para controle da vazao de ar fornecida ao sistema,
realizada de forma continua.

Os reatores foram operados por 260 dias, com condi¢cdes de inicializacéo
iguais, incluindo um Tempo de Reten¢ao Hidraulica (TRH) inicial de 6 horas, vazao inicial
de efluente de 0,2 L h™ e concentracéo de nitrogénio total (NT) de 200 g L™". A aménia
para ambos os sistemas foi derivada de efluente real da digestdo anaerdbia de residuos
da suinocultura, enquanto o nitrito foi fornecido por uma solugéo de nitrito de sodio
(NaNO,) a uma concentragao de 100 g L™, preparada especificamente para o RA.

O aumento da carga de nitrogénio aplicada foi realizado de forma gradual a
medida que os sistemas demonstravam consumo total do nitrogénio fornecido.
Amostras de NH,*-N, NO,-N e NO;™-N foram coletadas semanalmente nas entradas e
saidas dos reatores. Oxigénio dissolvido (OD), pH e temperatura foram monitoradas
diariamente com sondas portateis (Hanna, modelo HI 8424, Portugal) e um medidor de
OD (modelo 200A, Eco Sense, EUA).
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6.2.2. Fonte de In6culo

Os reatores foram inoculados com lodo anammox, de acordo com as normas
da Colecao de Microrganismos de Interesse para a Suinocultura e Avicultura (CMISEA)
em Concérdia, Santa Catarina, Brasil (numero de acesso: BRMSA 00323)(Viancelli et
al., 2011). O lodo anammox foi obtido de um reator piloto anammox de 35 L, alimentado
com efluente real da digestao anaerdbia de dejetos suinos, suplementado com nitrito de
soédio, que estava em operagdo ha aproximadamente 400 dias, com caracteristica
floculenta.

O lodo nitrificante foi obtido de um reator nitrificante (P3) em escala de bancada;
parte do processo modified Ludzack—Ettinger (MLE), para remogao de nitrogénio, foi
efetivado conforme descrito por Hollas et al. (2019).

Os dois reatores foram inoculados com volume de lodo correspondente a 30%
de seu volume total, sendo RA com 300 mL de lodo anammox e RD 200 mL de lodo

anammox e 100 mL de lodo nitrificante.

6.2.3. Caracterizacao do digestato

O digestato utilizado foi coletado no sistema experimental de producdo de
suinos da Embrapa Suinos e Aves em Concérdia, Santa Catarina, Brasil (27°18'S,
51°59'W), e possui como principais caracteristicas fisico-quimicas: 10,08 + 0,1 g L de
solidos totais (ST); 5,77 + 0,6 de solidos volateis (SV); 1,2 £ 0,5 g L' N-NH3; 4,40 + 0,20
g CaCO3 L " Alcalinidade, pH médio 8,30 + 0,01, carbono orgénico total (COT); 3,96 +
0,15 g L. Para ajuste de concentragado de N-NHj3, o efluente foi diluido em um fator de

8 vezes, para a alimentacado de RA, e 4 vezes, para RD.

6.2.4. Métodos analiticos

Todos os parametros analiticos foram quantificados conforme descrito por
APHA (2017) e as analises foram realizadas em ftriplicata e/ou quadruplicata, seguindo
protocolos padronizados que atendem as boas praticas de laboratorio e a politica de
garantia de qualidade.

As concentragoes de N-NH3, N-NO3~ e N-NO2~ foram determinadas utilizando
0 método colorimétrico em um sistema de analise por injecdo em fluxo (modelo 2500,
Instrumento Fialab, Seattle, EUA). A quantificagdo de N-NH3 foi realizada com base no
método colorimétrico de Berthelot, em que o complexo amoniacal é formado pela reagao

de N-NH3 com hipoclorito e salicilato de sédio em pH 12, sendo a absorbancia medida
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a 650 nm. A determinacio de N-NO-™ foi feita pelo método colorimétrico em pH 2,0-2,5,
utilizando sulfanilamida e N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato, que produz uma
coloragao azul-avermelhada, com a absorbancia registrada a 550 nm. A concentragao
de N-NO3~ foi obtida pelo mesmo método apés sua redugcao a N-NO2~ em uma coluna
de cadmio. A alcalinidade foi monitorada no inicio e no final dos testes cinéticos
utilizando um titulador automatico (modelo 848 Titrino plus, Metrohm, Herisau, Suica).
As solugdes padrao utilizadas para a calibragédo das curvas de N-NH3 (2 — 10 mgN L™),
N-NO3~ (0,1 =3 mgN L™") e N-NO2~ (0,1 — 2,0 mgN L") foram preparadas por diluicdo
em série a partir de solugdes padrdo da Merck (Darmstadt, Alemanha).

A determinacdo do Carbono Orgéanico Total Dissolvido (COT) foi realizada
utilizando um analisador de COT (TOC-LCPH/CPN, Shimadzu, Kyoto, Japao), conforme
as instrucdes do fabricante. Para a calibragao, foram preparadas curvas a partir de
solugbes estoque de biftalato de sédio (C8H5NaO4) (Synth, S&o Paulo, Brasil),
previamente secas a 105°C, o que resultou em solugdes padrdao de 1000 mg COT L.
As determinacdes de alcalinidade foram realizadas por meio de um titulador automatico
(modelo 848 Titrino plus, Metrohm, Herisau, Suiga), utilizando uma solugédo de acido
sulfurico 0,05 mol L™ padronizada por titulagdo com o padrdo primario Tris,
(Hidroximetil) Aminometano (Merck).

Amostras das entradas e saidas dos reatores foram coletadas para as
determinagdes de N-NH3, N-NO>", N-NO3", COT e alcalinidade (expressa em mg CaCO3
L™). As taxas especificas de consumo de nitrogénio (UN-NH3) foram calculadas a partir

de testes cinéticos em batelada, conforme descrito por Bonassa et al. (2021).

6.2.5. Calculo dos Coeficientes estequiométricos

Os coeficientes estequiométricos para os processos anammox (Eq.1) e
desamonificagcédo (Eq. 2) foram calculados a partir do balango de massa das espécies
quimicas envolvidas no processo (Strous et al., 1998) e comparados aos determinados
por Shi et al. (2017b).

NH4* + 1,32 NO2 + 0,066HCO3 + 0,13H* —1,02N2 + 0,26NO3 + 0,066CH200,5N0,15 +
2,03H,0 Eqg.1
NH4* + 0,850, — 0,44N2+ 0,11 NOs™ + 1,43H,0+ 1,14H" Eq. 2
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6.2.6. Distribuicdo granulométrica

A distribuigdo granulométrica média de RA e RD foi realizada utilizando uma
série de peneiras do tipo Tyler, de acordo com metodologia adaptada (Qian et al., 2022).
Os diametros de peneiras utilizadas foram 2,38; 1,41; 0,70; 0,60; 0,30; 0,25; 0,21; 0,149;

0,125 mm, respectivamente.

6.2.7. Substancias poliméricas extracelulares (SPE)

O método de extragdo de substancias polares extracelulares (SPE) aplicado as
amostras de lodo coletadas nos dias 0, 30, 135 e 260 foi baseado na metodologia
descrita por Lotti et al. (2019), especifica para bactérias Anammox. Inicialmente, as
amostras foram liofilizadas e a extragcao das SPE contidas no lodo foi realizada por meio
da modificagcdo do pH. Apds a analise, os pellets foram descartados e as SPE foram
extraidas, ficando contidas na fragdo liquida obtida ao final do processo. As
concentragoes de proteinas e polissacarideos foram, entédo, determinadas.

A concentracao de proteinas na fragéo liquida de SPE foi analisada utilizando o
método do acido bicinconinico (BCA), que emprega kits padrées da Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemanha). O principio do ensaio colorimétrico BCA baseia-se na formacéo
de um complexo entre a proteina e o ion Cu?* em condi¢des alcalinas, seguido pela
reducdo do Cu?* a Cu'. As absorbancias foram medidas a 562 nm para quantificar as
concentragdes de proteinas nos extratos (Smith et al., 1985).

Ja a concentracao de polissacarideos, foi determinada por meio da metodologia
espectrofotométrica de antrona. Durante a reagdo com antrona, que ocorre na presenca
de acido sulfurico concentrado, ha uma acdo hidrolitica e desidratante sobre os
carboidratos. Nesse processo, ligagdes glicosidicas entre os carboidratos e o acido
sulfurico sado hidrolisadas, o que resulta na desidratacao dos acglcares simples para
formar furfural ou hidroximetilfurfural. Essas substancias condensam-se com a antrona
(9,10-dihidro-9-oxoantraceno), produzindo um complexo de coloragao azul esverdeada,
que é quantificado colorimetricamente entre 620 e 630 nm. Em resumo, esse método
baseia-se na extracdo de carboidratos solUveis e na quantificagdo colorimétrica,
comparando os resultados com uma curva de calibragdo obtida a partir de solugdes
padrao de glicose. Para a determinacao dos polissacarideos, reagentes analiticos da
Sigma-Aldrich foram utilizados (Silva et al., 2003).
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6.2.8. Quantificagao de genes de bactérias do ciclo do nitrogénio por qPCR

A técnica de gqPCR foi utilizada para quantificar o nimero de cépias dos genes
do RNAr 16S, bem como de genes funcionais relacionados ao ciclo do nitrogénio, com
potencial impacto no processo anammox. Para a analise de DNA, as amostras de lodo
foram centrifugadas para concentrar as células (5000 g por 5 minutos) e o sobrenadante
foi descartado. A fragcao solida obtida foi transferida para microtubos e armazenada a -
20 °C até a extragdo do DNA. A extracao foi realizada utilizando 0,25 g de lodo e o kit
Qiagen DNeasy PowerSoil Pro, seguindo o protocolo padrdao do fabricante. As
concentracoes de DNA foram medidas com um espectrofotémetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, EUA).

Os primers especificos para a amplificacdo dos genes-alvo estado listados na
Tabela 6-1 e foram selecionados com base em estudos anteriores (Humbert; Zopfi;
Tarnawski, 2012; Pereira; Araujo, 2022). A quantificacdo dos genes foi realizada
utilizando gPCR em um termociclador de PCR, em tempo real, modelo 7500 (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, EUA). Para a construcdo das curvas de
calibragéo, foram utilizados fragmentos sintéticos (g-block) com os seguintes niumeros
de pares de base para os respectivos microrganismos: 437 para anammox, 352 para
16S Bacteria, 454 para nosZ, 491 para nitri-AmoA. As curvas de calibragdo foram
construidas na faixa de 22,3 a 2,23 x 10° copias/uL.

O protocolo de amplificagdo seguiu as seguintes condigdes: 95 °C por 2 minutos
na etapa inicial (holding stage), seguido por 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15
segundos e anelamento/extensao a 60 °C por 1 minuto. Ao final, foi realizada a curva
de melting (dissociagao) para avaliar a pureza dos produtos amplificados, com os
seguintes parametros: 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 30 segundos a 95 °C e
15 segundos a 60 °C.
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Tabela 6-1 Iniciadores utilizados na técnica de gPCR.

Temperatura de

Par de iniciadores Sequéncias 5> 3’ Referéncia
anelamento
5 -GTCRGGAGTTAD GAA
ﬁggfg—ﬁ'ﬁimﬁi ATG -3' 5 Humbert et al.
— 5 -ACC AGAAGTTCC ACT (2012)
CTC-3'
5-ATGGCTGTCG
RNAr 16S do dominio TCAGCT -3’ 53 Ferris et al.
Bactéria 5- ACGGGCGGTGT GTAC (1996)
-3
Enzima Amdnia 5- GGGGTTTCT
) ACTGGTGG-3 Rotthauwe et
monoxigenase (AmoA) 5- CCCCTCKGSA 57 al. (1997)
de BOA AAGCCTTCTTC-3'
5 -
Enzima oxido CGYTGTTCMTCGACAGC
nitroso redutase CAG -3 55 Enwall et al.
(nosZ) de bactérias 5- (2005)
desnitrificantes CGSACCTTSTTGCCSTYG
CG-3

6.2.9. Metodologia de Sequenciamento e Analise das Comunidades

Microbianas

A coleta de amostras foi realizada nos dias 0 (inoculagéo) e 260, totalizando 5
gramas para cada amostra. As analises de comunidades microbianas foram realizadas
a partir do sequenciamento de alto desempenho, direcionado as regides V3/V4 do gene
16S rRNA. O protocolo de preparo das bibliotecas foi desenvolvido pela Neoprospecta
Microbiome Technologies (Floriandpolis, SC, Brasil). A amplificagdo do gene alvo foi
realizada com os primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), conforme descrito em estudos prévios (Caporaso et
al., 2012; Wang; Qian, 2009). O sequenciamento foi realizado no sistema MiSeq
Sequencing System (lllumina Inc., EUA), utilizando kits V2 de 500 ciclos em formato

paired-end.

6.2.9.1. Pipeline de Controle de Qualidade e Processamento de Dados

A qualidade dos dados brutos foi avaliada por meio do software FastQC v.0.11.8
(Thrash; Arick; Peterson, 2018), considerando os valores de Phred (QP). Sequéncias
com QP < 20 e primers foram removidas utilizando um software proprietario baseado no
projeto BioPython (Cock et al., 2009) desenvolvido em Python v.3.6. Para dados paired-
end, os pares de arquivos fastq (R1 e R2) foram unidos em um Unico arquivo utilizando
0 pandaseq v.2.11 (Masella et al., 2012). Sequéncias com clusters de abundancia

inferiores a 5 foram descartadas, considerando seu potencial (Smith et al., 2010).
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Aidentificagéo taxonémica foi realizada com o programa blastn v.2.6.0+ (Altschul

et al., 1990), utilizando bancos de dados publicos ou proprietarios como referéncia. As

espécies foram definidas com base em 99% de identidade, sendo priorizados os hits

com maior bit-score, menor e-value e maior representagao taxondémica.

6.3.

6.3.1.

Resultados e discussao

Desempenho da Remogao de N

As cargas aplicadas, removidas e as eficiéncias de remocao de nitrogénio (ERN)

dos processos Anammox e Desamonificagdo sdo apresentadas na Figura 6-2.
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Figura 6-2 Carga de Nitrogénio Aplicadas durante os 260 dias de operacdo de RAe RD e
eficiéncias de remocao de nitrogénio (ERN).
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O aumento da carga de nitrogénio aplicada (CNA) realizou-se de forma gradual,

nao havendo a separacdo da operacdo dos reatores por fases, de maneira que foi

ajustado conforme o consumo significativo de nitrogénio total (NT) observado ao longo
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dos dias de operacéo do reator. As concentragdes de NT em ambos os processos foram
mantidas constantes (200 + 20 mgL™"), com o aumento da CNA realizado partir do
aumento das vazdes de alimentagéo.

Em RA, observou-se uma maior dificuldade no consumo de nitrogénio total (NT)
durante os primeiros 150 dias de operagao. Somente apods o dia 160, as concentragdes
de nitrogénio no efluente comegaram a reduzir para valores menores que 20 mg L™,
indicando um consumo eficiente de nitrogénio e permitindo o aumento da carga
aplicada.

A carga inicial de RAfoi de 0,57 + 0,11 kgN m™3 d™", que ocorreu em um tempo
médio de 72 dias, e com uma ERN de 52,16 + 17,7%. Posteriormente, a CNA foi
aumentada para 1,23 £ 0,10 kgN m~ d™*, permanecendo por aproximadamente 60 dias
com uma ERN de 58,7 + 12,7%. Durante esse periodo, o reator apresentou dificuldade
em consumir o nitrogénio disponibilizado. A ERN passou a apresentar valores de 82,89
1 5,09% a partir do dia 180 de operagdo com uma CNA de 1,65 £ 0,07 kgN m™2 d™.
Apesar dessa dificuldade identificada, nenhuma inibicao por aménia livre e acido nitroso
livre foram detectados durante toda a operagao dos reatores.

A carga maxima de nitrogénio amoniacal (CNA) alcangada nesse processo foi
de 2,32 £ 0,24 kgN m™ d™', com uma eficiéncia global do sistema de 67,8 + 16%. Ja
para o periodo da ultima CNA aplicada, a ERN foi de 85,06 + 4,92%.

Em contraste, o reator RD apresentou uma operagao mais estavel desde os
primeiros dias de operagado, com um consumo eficiente de nitrogénio e uma eficiéncia
global de remocéao de 76 * 7,9%. O sistema de desamonificacdo demonstrou melhor
estabilidade em termos de consumo de nitrogénio e aumento progressivo de carga
aplicada. A CNA inicial aplicada em RD foi de 0,56 £ 0,20 kgN m™ d™", durante 28 dias
com uma eficiéncia de 59,65 + 8,43%. A CNA maxima obtida em RD foi de 5,79 + 0,35
kg N m™ d™', aproximadamente 2,5 vezes maior do que a observada em RA para o
mesmo periodo, refletida na eficiéncia (82,10 £ 6,12%) do sistema que combinava
bactérias oxidantes de amdnia com anammox, em comparagao ao sistema que utilizava
apenas anammox.

Corroborando os resultados de ERN e CNA alcangados para os dois processos,
as taxas de consumo especifico de amonia (uN-NHz3) obtidas a partir dos testes cinéticos
de consumo de substrato, realizadas nos dias 0, 30, 135 e 260, estdo dispostas na

Tabela abaixo.
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Tabela 6-2 Atividades especificas de consumo de substrato ao longo dos 260 dias de

operagao.
. ~ M(N-NH3) (mgN gSSV~' h™)
Dia de Operagao RA RD
0 0,8 0,8
30 1,5 1,9
135 34 4,7
260 4,7 7,8

O rapido aumento de yuN-NH3 nos dois processos € notorio, principalmente ao
observar que, em 30 dias, o consumo especifico de N-NHs; dobrou. Porém, RD
sobressaiu-se e apresentou um intervalo de aumento maior que RA, alcangando 7,78
mgN gSSV™" h™, em 260 dias de operagao, superando também em 1,7 vezes a yuN-NH3
obtida por Chini et al. (2019), que foi de uN-NH3; — 4,50 mg N-NH; gSSV~' h™' em uma
CNA de 1,19 £ 0,07 g N L' d' também com um processo de desamonificagio
alimentado com efluentes da suinocultura.

As ERN médias obtidas nas cargas finais dos dois sistemas s&do comparaveis
e até superiores a outros estudos, com CNA semelhantes: CNA: 3,05 kgN m™d™"; ERN:
93,4% (Wu et al., 2024); 2,2 kgN m™3 d™"; ERN: 98% (Yan et al., 2024)2,3 kgN m™=d™,
ERN: 90% (Deng et al., 2024). Nota-se que a CNA maxima aplicada para RD é pouco
comum em aplicagbes praticas para remogoes bioldgicas de nitrogénio, porém, refletem
a robustez do processo, principalmente considerando fatores, a saber, a rapida
inicializacdo do sistema e uso de digestato da suinocultura como alimentagdo do
sistema.

Ocasionalmente, em sistemas anammox, ha uma queda momentanea da
eficiéncia de remocgao logo apds 0 aumento da carga de nitrogénio aplicada, quando é
ocasionada pelo aumento da concentragdo de NAT no sistema. Segundo Bonassa et al.
(2022), isso ocorre por conta da aclimatagdo da biomassa as novas condi¢des impostas
ao sistema de concentracdo de substrato e suplementacdo de oxigénio. E possivel
observar que, na estratégia deste estudo, de aumentar a CNA a partir da vazao de
alimentacdo do sistema, os reatores nido apresentaram reducbes momentaneas na
ERN.

6.3.2. Coeficientes estequiométricos
Os coeficientes estequiométricos das espécies quimicas envolvidas nos

processos anammox e desamonificagdo foram calculados para confirmar a atividade

bioldgica nos reatores. Esses coeficientes séo indicadores base da conformidade das
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reagoes observadas com os valores tedricos esperados. Os valores para os 260 dias de

operacao estao dispostos na Figura 6-3 para RA e RD.
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Figura 6-3 Coeficientes estequiométricos tedricos comparados aos coeficientes calculados
durante os 260 dias de operagéao.

Em RA, os coeficientes estequiométricos avaliados foram apenas os do
processo anammox. Durante os 260 dias de operagdo, houve algumas oscilagcbes
principalmente nos primeiros dias de operagéo. Apesar da biomassa utilizada ja estar
aclimatada, o reator necessitou de alguns dias para se ajustar as novas condi¢des,
apresentando uma certa estabilidade apés o dia 60 de operagao (1,08 £ 0,63 para NO2
e 0,12 £ 0,14 para NOs’). Porém, a partir do dia 105, as oscilagdes principalmente do
coeficiente de nitrito voltaram a ocorrer (1,06 + 0,29), apresentando instabilidades até o
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dia 175. Apesar das instabilidades, durante todo o periodo experimental, os coeficientes
de NO; apresentaram-se proximos a 1,02 + 0,32 € 0,15 + 0,1 para NOs'.

Sabe-se que a razao estequiométrica de remogao de nitrito para aménia no
processo anammox é de 1:1,32 (Eq.1). Quando essa relacéo estd acima de 1,32, sugere
a utilizagcao desse nitrito por microrganismos de desnitrificacdo. Porém, em casos em
que essa relacao € menor que 1,32, parte da aménia pode ter sido utilizada por outros
mecanismos, como crescimento celular (Ahn; Hwang; Min, 2004).

Em RD, os coeficientes estequiométricos do processo de desamonificagao
comecaram a estabilizar e manter-se préximos aos da literatura apds 30 dias de
operacao, exceto para os coeficientes de NO3z", que mantiveram valores médios de 0,04
+ 0,05 ao longo dos 260 dias de operacgao.

Como o reator foi operado com efluente real, possuia baixas concentragdes de
carbono organico presentes 30,81 + 8,83 mg L', e uma eficiéncia média de remogéao de
16,33 + 4,7 % foi observada. A disponibilidade de carbono organico em efluentes apds
a digestao anaerdbia influencia a ocorréncia da desnitrificacéo heterotréfica de maneira
simultanea ao processo de desamonificacéo (Bonassa et al., 2022).

Apesar da possibilidade de competicdo entre esses organismos, houve
estabilidade na remocao de nitrogénio, com os processos ocorrendo simultaneamente,
tipico de um processo SNAD (nitritagdo parcial, Anammox e desnitrificagdo simultaneas)
(Li et al., 2020).

6.3.3. Distribuicdo granulométrica

As andlises de distribuicdo granulométrica foram conduzidas nos dias 0, 30,
135 e 260 de operacdo em ambos os sistemas. Inicialmente, os reatores foram
inoculados com a mesma biomassa anammox, o que resultou em uma distribuigao
granulométrica idéntica no tempo zero (T0). No entanto, o reator de lodo de semente
enfrentou uma intercorréncia que ocasionou a desestruturagdo completa dos granulos,
como evidenciado pela distribuigcdo granulométrica inicial (Figura 6-4). Apenas 2,73% do
volume total de lodo apresentava granulos de aproximadamente 2 mm, enquanto 76,2%
apresentavam caracteristicas floculentas, com granulos menores que 0,3 mm, que

atravessaram a peneira utilizada na analise.
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Figura 6-4 Distribuicdo granulométrica inicial do lodo anammox utilizado para inoculagéo dos
reatores RA e RD no dia 0.

Do volume total de lodo utilizado para a determinag&o de granulometria, apenas
2,73% apresentaram granulos com tamanho aproximado de 2 mm, enquanto 76,2%
possuiam caracteristicas completamente floculentas, com granulos menores que 0,3
mm, transpassando a peneira. Novas analises de distribuicdo granulométrica foram
realizadas nos dois reatores ao longo dos 260 dias de operagdo. As distribuicdes
granulométricas dos reatores em 30, 135 e 260 dias podem ser observadas na Figura
6-5.
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Figura 6-5 Distribuicdo granulométrica dos reatores RA e RD nos dias 30, 135 e 260 de
operagao.

Aos 30 dias, observou-se uma recuperagcao na morfologia do lodo em ambos
os sistemas. No reator RA, 39% do lodo apresentavam estrutura granular, com
tamanhos superiores ou iguais a 2 mm (6%), 0,7 mm (23%), 0,6 mm (3%) e 0,5 mm
(7%). No reator RD, 40% do lodo apresentava granulagéo, sendo 5% de grénulos com
tamanho igual ou superior a 2 mm, 22% com 0,7 mm, e 5% e 8% com granulos de 0,6
e 0,5 mm, respectivamente. Essa recuperagao estrutural foi rapida em ambos os
sistemas.

Aos 135 dias de operacao, o reator RA continuou a apresentar granulagéo
significativa, com 66% do volume total de lodo composto por granulos com tamanhos
entre 2 e 0,5 mm. Em contraste, o reator RD comegou a mostrar uma redugao na
propor¢do de lodo granular, com uma transicdo para formacgédo de biofiime e uma
reducao de 18% na fragado granular.

No dia 260, o reator RD manteve esse comportamento anterior, com variacdes
minimas entre as distribuicdes de granulos. O reator RA, por sua vez, manteve a
proporgédo de granulos com tamanho igual ou superior a 2 mm, observada no dia 135,
mas apresentou uma redugéao na fragao de granulos de 0,25 mm, acompanhada por um
aumento da fragéo de 0,3 mm, o que indica o desenvolvimento continuo de granulagéo.
Além disso, flocos menores que 0,125 mm foram identificados, representando 3% do
volume total.

A granulagdo do lodo anammox € um processo complexo influenciado por
interagdes fisicas, quimicas e biologicas (Ye et al., 2025). O tamanho dos granulos de

anammox é crucial para a estabilidade do lodo e o desempenho do processo.
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Granulos maiores tendem a ter uma capacidade de sedimentacdo melhorada,
favorecendo a retencdo de biomassa e otimizando a transferéncia de massa no
biorreator. Assim, o didmetro dos granulos € um parametro fundamental para garantir a
estabilidade operacional e otimizar o processo anammox (Huang et al., 2020).

A comparagao entre os resultados das analises de granulometria e as
atividades especificas de consumo de substrato (ver item, tabela XX) revela uma
correlagao significativa entre a formacgao de granulos e o aumento na atividade dos
microrganismos. Esse fendmeno pode ser atribuido ao fato de que os flocos de bactérias
anammox apresentam uma baixa densidade celular, resultando em uma atividade
metabdlica reduzida. Assim, a medida que ocorre a estruturagcao granular, observa-se
um aumento na densidade celular, o0 que, por sua vez, eleva a atividade metabdlica dos
microrganismos (Oshiki et al, 2020). A Figura 6-6 ilustra as distribuicdes
granulométricas e a morfologia dos lodos nos reatores RA e RD ao longo dos 260 dias

de operacéo.

Figura 6-6 Caracteristicas do lodo dos reatores em T-O‘(a) e RA (b) e!RD (c) ap6s 260 dias de
operagao.

Apesar da rapida melhoria na estruturagéo granular do lodo anammox no reator
RA, a carga de nitrogénio amoniacal (CNA) aplicada (2,32 + 0,24 kgN m™ d™) foi 2,5
vezes menor do que a observada no reator RD no mesmo periodo (5,79 + 0,35 kgN m™
d™"). No reator RD, a transformagdo do lodo, que inicialmente apresentava
caracteristicas floculentas, evoluiu para granulos e, posteriormente, para a formagao de
biofilme. E importante salientar que o biofilme aderiu diretamente as paredes do reator,
sem a necessidade de meio suporte ou carreadores para promover a agregacao e
retengao do lodo.

O biofilme anammox constitui um sistema microecolégico complexo, cuja
estabilidade interna é mantida pela comunicacao e interagdo entre os microrganismos
(Zheng et al., 2022). A formacgéao do biofilme anammox é descrita como um processo em

multiplos estagios, caracterizado por uma sucessdao dindmica e a interagdo de
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processos estocasticos e deterministicos. Esse processo pode ser subdividido em trés
estagios de crescimento distintos: colonizacao, sucessao e maturacao (Li et al., 2020;
Niederdorfer et al., 2021). Os sistemas de tratamento de aguas residuais que utilizam
biofilmes apresentam vantagens, como uma retencao eficiente de biomassa e uma
capacidade adaptativa significativa a variacbes nas condigcbes ambientais (Blandin et
al., 2018).

E importante destacar que granulos excessivamente grandes (superiores a 4
mm) podem reduzir a eficiéncia da transferéncia de massa devido a formacao de zonas
mortas dentro dos granulos maiores, diminuindo a abundancia de microrganismos
anammox (Zhu et al., 2018). Portanto, o tamanho ideal do granulo € crucial para o
desempenho do reator (Lu et al., 2013). Varios estudos indicam que o tamanho étimo
de granulos anammox varia entre 0,5-0,9 mm (Zhu et al., 2018) e 1,0 a 1,5 mm, com
melhor eficiéncia na remocao de nitrogénio e metabolismo energético (Chen et al.,
2021b).

Han et al. (2024) avaliaram a heterogeneidade de granulos e biofilmes
anammox e observaram um aumento da intensidade de interacdo microbiana durante o
processo de formagao do biofilme, além de que a estabilidade e atividade metabdlica
também apresentaram melhor performance. Concomitantemente a isso, comparando
com diferentes bioagregados, bactérias anammox foram encontradas em maior

abundancia em biofilmes e em lodos com estrutura granular (Du et al., 2017).

6.3.4. Substancias Poliméricas Extracelulares (SPE)

As substancias poliméricas extracelulares (SPE) sdo reconhecidas pelo seu
desempenho crucial na formagao de agregados microbianos em processos biolégicos
de tratamento (Li et al., 2021); seu acumulo pode ocorrer em rotas distintas, tais como
excregao, secregao, lise celular e sorgao (Flemming; Wingender, 2001). Logo, o SPE
possui efeito direto no processo de granulagéo e estabilidade do processo anammox
(Ye et al., 2025)

A composicao do SPE é basicamente proteinas (PN), polissacarideos (PN) e
componentes menores, como acidos nucléicos, lipidios e substancias humicas, que, ao
variar as concentracoes, interferem na hidrofobicidade e na carga superficial do lodo,
alterando a funcionalidade, estrutura do biofilme e do granulo (Zhao et al., 2018a).

A diversidade bacteriana e a atividade especifica no tratamento de aguas
residuarias estdo estreitamente ligadas as propriedades fisico-quimicas do lodo no
processo. Em cenarios nos quais a abundancia de bactérias do filo Anammox é maior,

€ esperado que as concentracdes de substancias poliméricas extracelulares (SPE),
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especialmente na razéo proteinas/polissacarideos (PN/PS), sejam mais elevadas. Esse
acréscimo tende a coincidir com aumentos na atividade especifica do reator e na
eficiéncia de remocao de nitrogénio (ERN) (Bonassa et al., 2022; Chen et al., 2021a).
No inicio do experimento (T0), o lodo apresentou uma relagdo de proteinas e
polissacarideos (PN/PS) de 28,94. Apos 30 dias de operacao do reator anammox (RA),
observou-se um aumento significativo nessa relagéo, alcangando o valor de 157,67.
Contudo, ao longo de 135 dias de operacéo, a relacao PN/PS sofreu uma queda
acentuada, reduzindo-se para 19,30. Em um periodo de 260 dias, houve um novo
aumento, com a relagdo atingindo 43,18. Em contrapartida, no reator de
desamonificacdo (RD), o comportamento da relacdo PN/PS manteve-se relativamente
constante, variando de 43,33 no dia 30, 49,20 no dia 135 e 45,09 no dia 260. Os dados
apresentados na Figura 6-7 demonstram a evolugéo das relagdes PN/PS ao longo do

tempo.
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Figura 6-7 Conteudo de SPE durante a operagao dos reatores RA (a) e RD (b).

Estudos anteriores relataram que todos os processos anammox durante a
inicializagao sofrem alguma forma de lise celular e um periodo de fase de laténcia, em
que o microrganismo se adapta as novas condi¢des hidraulicas e fisico-quimicas do

sistema (Qin et al., 2017; Xu et al., 2018). Com mudangas no ambiente, as bactérias
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anammox gastam energia para adaptacao e até mesmo protegao, secretando mais SPE
(Henriques; Love, 2007).

A proteina (PN) excretada pelas células contribui para manter a estabilidade das
bactérias e melhorar a atividade metabdlica geral; ja a quantidade de polissacarideos
excretada, contribui diretamente para a relacdo PN/PS e a sedimentabilidade dos
granulos (Feng et al., 2021).

Independentemente do tipo de granulo, as relacbes PN/PS geralmente
apresentam-se como maiores que 1,0 nos estudos, indicando um comportamento
interessante de excre¢cdes maiores de proteinas para formagao e manutengdo de
granulos e biofilmes anammox (Feng et al., 2021; Mcswain et al., 2005). Todavia,
comparando essas relagbes com outros tipos de lodo (ativados e metanogénicos), os

consoércios anammox s&o mais eficazes na excregdo de SPE (Zhang et al., 2016).

6.3.5. Comunidade microbiana

Como é sabido, os géneros de bactérias anammox conhecidos ndo sao culturas
puras, o que evidencia a necessidade e ocorréncia de interagcdes simbidticas complexas
com outros grupos microbianos para seu desenvolvimento. Trocas metabdlicas
importantes, como aminoacidos, polissacarideos, cofatores e vitaminas, entre bactérias
anammox e outros microrganismos simbidticos, estdo sendo descobertas
constantemente (Ya et al., 2022). Na Figura 6-8, sdo apresentados os filos de maior

abundéancia nos reatores RA e RD nos tempos 0 e 260.

RD_T260..| Sl T
RA_T260.. | N Bl T EIan
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Verrucomicrobiota = Qutros NB1-j m Dadabacteria = Myxococcota
WPS-2

Figura 6-8 Abundancias relativas por filo encontradas na metagendmica de amostras dos
tempos 0 e 260 de RA e RD.
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No tempo inicial (TO), os reatores foram inoculados com dois tipos distintos de
lodo: o lodo anammox (AMX_TO), floculento, com volume de 300 mL em RA e 200 mL
em RD, e o lodo nitrificante (RD_TONIT), adicionado apenas ao reator de
desamonificacdo RD (100 mL). A analise microbiolégica apontou os filos de maior
abundancia nos dois lodos, sendo: Chloroflexi (31,51% em AMX TO e 31,64% em
RD_TONIT), Firmicutes (14,56% e 28,24%, respectivamente) e Planctomycetota (7,61%
e 14,47%). Além disso, AMX_TO apresentou predominadncia de Proteobacteria,
enquanto RD_TONIT destacou-se pelos filos Synergistota (7,87%) e Sumerlaeota
(7,67%).

Apods 260 dias de operacgao, a composi¢cao microbiana dos reatores passou por
modificagdes. Em RA, os cinco filos mais abundantes foram Bacteroidota (30,91%),
Proteobacteria (26,78%), Firmicutes (10,61%), Chloroflexota (8,26%) e MBNT15
(4,87%). No reator RD, os filos predominantes foram Firmicutes (31,85%),
Planctomycetota (18,12%), Chloroflexota (15,46%), Pseudomonadota (12,51%) e
Bacteroidota (5,72%).

O filo Planctomycetota, conhecido pelas bactérias anammox, apresentou
comportamentos distintos nos dois sistemas: em RA, reduziu-se para 4,05%, enquanto,
em RD, aumentou significativamente para 18,12%. As analises taxonémicas
identificaram os géneros dominantes de AnAOBs como Candidatus Brocadia e
Candidatus Jettenia. No tempo inicial, Candidatus Jettenia apresentou a maior
abundancia relativa (4,15%). Ao final do experimento (T260), Candidatus Brocadia
predominou em RA (2,99%), em comparacéao a RD (2,45%).

Apesar da baixa abundancia de Candidatus Brocadia nos reatores, as UN-NH; e
as ERN foram satisfatérias. Em RA, a taxa especifica de consumo de aménia (UN-NH;)
foi de 4,7 mgN gSSV™" h™*, com ERN de 85 £ 4,92%; em RD, a uN-NH; foi de 7,8 mgN
gSSV™ h™', com ERN de 82 + 6,12%. Bonassa et al. (2021) relataram uma abundéancia
de 32,55% de Candidatus Brocadia em um sistema de nitritacao parcial-anammox de
estagio unico, obtendo uma ERN de 82,56% e uma uN-NH; de 40,7 mgN gSSV™ h™.

Os resultados taxondmicos corroboram a analise de gPCR (Figura 6-9 a e b),
que quantificou genes do RNAr 16S, anammox e bactérias heterotroficas (nos-Z). Em
TO_AMX, a quantificagdo apontou 1,02 x 10" cépias/g de lodo, enquanto, em
RD_TONIT, apresentou 5,74 x 108 copias/g de lodo. Apds 260 dias, RA obteve 1,1 x 10
copias/g de lodo, e RD, 3,97 x 10'° copias/g de lodo. Os resultados confirmaram a baixa

abundancia relativa de anammox, também observada pelo sequenciamento.
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Figura 6-9 Abundancia dos genes de bactérias do ciclo do nitrogénio realizados por q-PCR em
amoA (a) e nosZ (b).

A analise de gPCR revelou uma abundancia significativa de BOA (quantificadas
utilizando o par de primers AmoA), no reator RD, cerca de 1000 vezes superior em
relagdo ao reator RA.

E necessario ressaltar que a ERN n#o deve ser diretamente correlacionada a
abundancia relativa de bactérias anammox presentes em um reator. Estudos com
comunidades em abundancia de anammox superior a 44,22% nao apresentam altas
ERN. Porém, sistemas com < 5% de anammox em abundancia registraram elevadas
ERN, sugerindo novamente a atuac&o de outros grupos microbianos que desempenham
papéis funcionais essenciais, contribuindo para o desempenho do sistema como um
todo (Witkabel; Abendroth, 2024).

Filos, como Proteobacteriota, Chloroflexota e Bacteroidota, destacam-se pela
adaptabilidade e resisténcia a variagdbes ambientais, os quais sdo frequentemente
encontrados em processos anammox (Guo et al., 2022a; Ishimoto; Waki; Soda, 2021).
Bactérias do filo Bacteroidota, por exemplo, que exercem fungdes, como fermentagao e
desnitrificacado, foram representadas por géneros como Kapabacteriales (11,66% em
RA_T260) e SJA-28 (8,03% em AMX_TO0).

No filo Pseudomonadota, foram observadas as seguintes bactérias: Limnobacter
(6,18% em AMX_TO; 1,09% em RA _T260; 4,45% em RD_T260), Comamonadaceae
(4,06% em RA _T260; 5,00% em RD _T260), Thauera (5,90% em RA _T260) e
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Denitratisoma (6,32% em AMX_TO0; 6,81% em RA_T260; 1,05% em RD_T260). Esses
microrganismos sado unicos em realizar a oxidagao quimiolitotréfica de NH,*, além de
desnitrificacao utilizando NO;™ e NO,~ como aceptores de elétrons. Como autotroficos,
prosperam em ambientes andxicos, a exemplo do reator RA. No reator RD, que possuia
aeracdo para promover a nitritagdo parcial, esses microrganismos foram menos
expressivos, explicando suas maiores concentragdes em RA.

A granulacdo dos lodos anammox nos reatores RA e RD esta diretamente
relacionada aos géneros microbianos presentes em cada sistema. O reator RD
apresentou uma transicdo gradual, passando de flocos para granulos e, ao final,
formando um biofilme espesso aderido as paredes do reator, mesmo sem o uso de meio
suporte. Estudos sugerem que sistemas hibridos, combinando biofiimes e flocos, podem
alcancar taxas de remogao mais elevadas, o que mostra resultados promissores (Zhang
et al., 2022).

Embora o lodo granular oferegca vantagens importantes, como excelente
capacidade de sedimentacdo e alta concentracdo de biomassa, pode enfrentar
dificuldades frente a componentes mais complexos presentes em aguas residuais, o
que pode comprometer o desempenho do processo (Zuo et al., 2023).

Estudos anteriores também identificaram a importancia da simbiose entre
bactérias anammox e heterotroficas. Grupos, como OLB13, SJA-15, 1-20, SBR1031 e
SJA-28, evidenciaram contribuir para a estabilidade dos sistemas baseados em
anammox de variagcbes ambientais. Tal relacdo simbidtica também pode favorecer a
coexisténcia de flocos e granulos, promovendo um desempenho estavel e robusto dos
processos (Su et al., 2022).

Bactérias do filo Chlorofexi também foram associadas a biossintese de
polissacarideos com a cooperagao de bactérias anammox na inicializacao de reatores
(Zhao et al., 2018b), além da biossintese de metabdlitos secundarios de folato (Ya et
al., 2022).

Bactérias heterotréficas desempenham papéis cruciais em sistemas anammox,
especialmente por meio de processos, como a desnitrificacdo e a reducao
desassimilatéria de nitrato amonio (DNRA). Esses microrganismos utilizam produtos da
decomposicao microbiana ou aminoacidos derivados de substancias poliméricas
extracelulares (SPE) produzidas por bactérias anammox como fonte de carbono, o que
contribui para a remocao eficiente de nitrato (White et al., 2025; Zhang; Wei; Wu, 2020).

Além disso, bactérias heterotréficas auxiliam a formacdo de agregados
(apoiando a producao de SPE e a formacgado de lodo granular, além da agregacgao)
celulares e a circulagao de vitaminas, cofatores e metabdlitos essenciais, suprindo vias

biossintéticas deficientes em algumas espécies anammox (Cao; Du; Zhou, 2021; White
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et al., 2023). Essas interacdes simbidticas promovem maior estabilidade estrutural do
lodo e melhoram o desempenho geral do sistema anammox.

O aumento de SPE é considerado um efetivo indicador da resisténcia das
Anammox ao processo de remogao de nitrogénio. Chen et al. (2021b) constataram que,
com o aumento da relagcdo PN/PS, uma maior abundancia de Planctomycetes estava
presente no processo de desamonificacdo. O aumento da abundancia de bactérias
heterotroficas também pode ser explicado pelo aumento da excre¢do de SPE pelas
bactérias anammox para a formacao de granulos (RA) e biofiime (RD), também ja
relatado por estudos anteriores (Zhang et al., 2024).

Os resultados deste estudo evidenciam que a interagao microbioldgica entre
bactérias anammox e outros microrganismos desempenha um papel crucial na
performance do sistema. A formacdo de granulos anammox no reator RA e o
desenvolvimento de biofilmes no reator RD proporcionaram abordagens
complementares para otimizagdo do processo. Notou-se uma maior eficiéncia de
remocao de nitrogénio no reator RD, destacando a importancia das diferentes estruturas

microbioldgicas.

6.4. Conclusao

Este estudo destacou a importdncia das interagbes microbiologicas entre
bactérias anammox e outros microrganismos presentes em efluentes no ciclo global do
nitrogénio. A formacgéao de biofilmes no processo de desamonificagdo, com altas taxas
de remocéo e estabilidade, ao longo de 260 dias de operagao, evidencia a contribuicdo
das BOA, BON e BHN para o desempenho robusto das bactérias anammox, garantindo
uma remogao eficiente de nitrogénio.

As relagdes entre proteinas e polissacarideos (PN/PS) das substancias
poliméricas extracelulares (SPE) tiveram um papel determinante na modulagéo da
estrutura do lodo, contribuindo para a estabilidade dos granulos e biofilmes formados.
O reator RD apresentou uma capacidade maxima de consumo de nitrogénio amoniacal
(CNA) de 5,79 kg N m™ d™', com uma eficiéncia de remocao de nitrogénio (ERN) de
82%. Ja o reator RA, atingiu uma CNA maxima de 2,32 kg N m™= d™, com uma ERN de
85,6%.

Embora as eficiéncias globais sejam semelhantes, o reator RD demonstrou
melhor desempenho na remogao de maiores cargas de nitrogénio, especialmente no
processo de desamonificacdo. Esses resultados confirmam que a eficiéncia dos
processos anammox no tratamento de aguas residuarias depende nao apenas da

abundancia de bactérias anammox, mas também das interagcdes simbidticas com outros
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microrganismos. Essas interagdes favorecem a resiliéncia e a robustez do sistema,
especialmente em ambientes com alta carga organica, o que contribui para uma

remoc¢ao mais eficiente e estavel de nitrogénio.
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7. CONCLUSOES GERAIS

> Hipotese 1:

A hipoétese de que sistemas anammox suplementados com nitrito apresentam
boa eficiéncia na remog¢ao de nitrogénio e podem ser utilizados para a produgao de lodo
anammox nao foi integralmente confirmada. O sistema apresentou uma eficiéncia média
de remocéo de nitrogénio de 72% e formou granulos estaveis com didmetro entre 0,7 a
2 mm, o que indica um desempenho promissor. No entanto, foram identificados desafios
operacionais que comprometeram a estabilidade do processo, especialmente
relacionados a competicao microbiolégica por substrato.

Durante o periodo de operacao, a analise dos coeficientes estequiométricos
revelou flutuacdes na eficiéncia devido a competi¢cao entre bactérias anammox e outros
microrganismos, como bactérias heterotréficas e desnitrificantes. A presenca de
residuos de carbono organico, associada a auséncia de oxigénio dissolvido, favoreceu
a proliferacdo dessas bactérias concorrentes, o que impactou negativamente a
eficiéncia global do sistema e dificultou a manuten¢ao de altas capacidades de consumo
de nitrogénio amoniacal (CNA).

Embora os grénulos anammox formados tenham demonstrado boa
estabilidade estrutural, a capacidade maxima de CNA alcangada foi de 2,66 + 0,27 kg N
m~ d™', abaixo do esperado para um desempenho ideal em condi¢des de alta carga.
Isso indica que, para viabilizar a aplicagdo em larga escala, o processo anammox deve
ser complementado por consoércios microbiolégicos mais robustos, como os presentes
em sistemas de desamonificacdo, que combinam bactérias anammox (AnAOB) com
bactérias oxidadoras de aménia (BOA). Esses consodrcios favorecem a estabilidade
operacional e a resiliéncia do sistema frente a variagbes de carga.

Portanto, a hipétese nao foi totalmente comprovada, sugerindo que ajustes no
sistema, incluindo a combinag&o de microrganismos e o controle rigoroso das condigdes
operacionais, sdo necessarios para garantir eficiéncia e estabilidade na remogao de
nitrogénio em larga escala.

> Hipotese 2:

Os resultados do estudo confirmam que o0s consorcios microbiolégicos,
especialmente a combinacao entre bactérias anammox (AnAOB) e bactérias oxidadoras
de amoénia (BOA), conferem maior resiliéncia operacional a variagbes de carga,
promovendo um desempenho mais estavel a longo prazo. A comparagao entre os
reatores Anammox e Desamonificagdo revelou que o sistema de desamonificagdo
apresentou maior estabilidade, atribuida, em grande parte, a presencga e a interagao

entre diferentes microrganismos.
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No reator de desamonificacdo, a relagcdo entre proteinas e polissacarideos
(PN/PS) das substancias poliméricas extracelulares (SPE) manteve-se em torno de 40,
com flutuagdes minimas ao longo do periodo analisado. Essa estabilidade sugere uma
estrutura de lodo mais coesa e resistente, contribuindo para a formacgédo e manutencao
de biofilmes estaveis. Em contraste, o reator Anammox apresentou quedas acentuadas
na relacdo PN/PS, indicando uma maior instabilidade no processo e menor resisténcia
estrutural dos granulos formados.

Além disso, o sistema de desamonificacdo demonstrou uma CNA maxima de
5,79 kg N m™ d™", aproximadamente 2,5 vezes superior a aplicada ao sistema somente
Anammox, que atingiu uma CNA maxima de 2,32 kg N m™ d™*. Essa diferenga destaca
a robustez do sistema de desamonificacdo em lidar com cargas mais elevadas,
reforgando o papel dos consoércios ANAOB-BOA na resiliéncia do processo. A presenga
de BOA no sistema favoreceu interagcbes simbidticas, promovendo uma melhor
adaptacgao a variagbes ambientais e maior eficiéncia na remocgao de nitrogénio.

Esses fatores foram fundamentais para garantir a robustez do sistema em
ambientes com alta carga orgénica, validando a hipétese de que consércios anammox
contribuem significativamente para a estabilidade e eficiéncia dos processos de

tratamento de efluentes.
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8. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, que investigou o comportamento e

a morfologia dos lodos anammox alimentados com efluentes da suinocultura,

recomenda-se para trabalhos futuros:

1.

Avaliacao de Materiais Suporte para Biofilme: Considerando a formacéao de
biofilme observada no sistema de desamonificacdao, € interessante a
investigagdo de materiais que possam vir a ser utilizados como suportes para o
desenvolvimento e estabilizacdo do biofilme. A busca por materiais
economicamente viaveis, que favorecam a adesdo dos microrganismos, &
fundamental para a aplicacdo em larga escala de processos biologicos de
tratamento de aguas residuarias.

Inicializacao de Processos Anammox com Lodos de
Nitrificacao/Desnitrificagao: A utilizacdo de lodos provenientes de processos
de nitrificacao/desnitrificacao, investigados previamente por determinacées de
biologia molecular, e que ja contenham popula¢des de bactérias anammox,
como inéculo para a startup dos sistemas anammox, deve ser investigada. A
avaliacdo do comportamento dos reatores sob essas condicbes pode oferecer
insights importantes sobre a adaptagdo e a dindmica dos consorcios
microbioldgicos, além de permitir uma reducédo do tempo de adaptagdo e uma

maior eficiéncia no desempenho do sistema.



