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RESUMO  

 
A produção suinícola é uma das principais cadeias agropecuárias do Brasil, com grande 
impacto econômico e social. Com o aumento da demanda global por proteína animal, a 
produção intensiva tornou-se mais comum, proporcionando maior produtividade e controle 
sanitário rigoroso, mas também gerando grandes volumes de dejetos, ricos em nitrogênio 
amoniacal. Para o tratamento desses efluentes, a digestão anaeróbia (DA) é amplamente 
utilizada, mas o digestato gerado ainda apresenta altas concentrações de nitrogênio, o que 
exige processos adicionais para sua remoção eficiente. O processo anammox e suas 
variações, como a desamonificação, têm sido investigados como alternativas eficazes para a 
remoção de nitrogênio em efluentes com altas cargas amoniacais. No entanto, a 
implementação 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 formação, estabilidade e 
granulação do lodo anammox em sistemas alimentados com efluente real proveniente da 
digestão anaeróbia de resíduos suinícolas, por meio da investigação do impacto de (a) 
suplementação de nitrito e (b) o papel dos consórcios microbiológicos, em escala de bancada 
e piloto. Os resultados mostraram que o sistema Anammox em escala de bancada apresentou 
uma eficiência média de remoção de nitrogênio de 85%, com uma capacidade máxima de 
consumo de nitrogênio amoniacal (CNA) de 2,32 kgN m⁻³ d⁻¹. Em contraste, o sistema de 
desamonificação demonstrou um desempenho superior, com uma CNA máxima de 5,79 kg N 
m⁻³ d⁻¹ e eficiência de remoção de nitrogênio (ERN) de 82%. A análise das substâncias 
poliméricas extracelulares (SPE) revelou que a relação entre proteínas, bem como 
polissacarídeos (PN/PS) foi fundamental para a estabilidade, além da formação dos grânulos 
e biofilmes, sendo mais estável no sistema de desamonificação, que apresentou maior 
resiliência a variações de carga. Na escala piloto, o sistema Anammox alcançou 72% de ERN 
e 2,66 ± 0,27 kg N m⁻³ d⁻¹ de CNA. Este estudo confirmou a hipótese de que os consórcios 
anammox (AnAOB e BOA) contribuem para uma maior resiliência do processo a variações de 
carga, promovendo um desempenho mais estável a longo prazo. Além disso, a 
suplementação de nitrito foi eficaz na manutenção do processo Anammox, embora a presença 
de consórcios microbiológicos tenha sido crucial para a obtenção de melhores resultados, 
como no sistema de desamonificação. A formação de grânulos anammox e a estabilidade do 
sistema estão diretamente relacionadas à quantidade e composição das substâncias 
poliméricas extracelulares excretadas, que contribuem para a resistência mecânica dos 
grânulos e biofilmes. 
 
Palavras-chave: Anammox. Grânulos. Morfologia. Remoção de nitrogênio. Digestato. 
Efluentes suinícolas.  
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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-³ d-¹. In contrast, the 
deammonification system performed better, with a maximum ANC of 5.79 kg N m-³ d-¹ 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-³ d-¹ 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. INTRODUÇÃO 

 

A suinocultura configura-se como uma das cadeias produtivas mais relevantes 

da agropecuária global, apresentando um crescimento anual de 2,1% no contexto 

mundial. O Brasil ocupa o quarto lugar como maior fornecedor global de carne suína, o 

que contribui de forma expressiva para a geração de empregos, fortalecimento da 

agricultura familiar, desenvolvimento de agroindústrias e incremento da renda no setor. 

Contudo, o crescimento dessa atividade econômica tem gerado preocupações 

ambientais significativas, especialmente no que diz respeito à gestão dos resíduos, que 

podem causar contaminação de águas superficiais e subterrâneas. 

Entre as tecnologias desenvolvidas para mitigar os impactos ambientais dos 

resíduos suinícolas, destaca-se a digestão anaeróbia, amplamente utilizada para a 

remoção de matéria orgânica. Esse processo resulta na produção de digestato, uma 

fração líquida com baixa relação carbono/nitrogênio (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 limitações, como a necessidade 

de aplicações sazonais e as restrições agronômicas impostas pelos balanços de 

nutrientes do solo, sobretudo em regiões com alta densidade pecuária. 

Entre os componentes dos resíduos suinícolas, o nitrogênio destaca-se como 

uma das principais preocupações ambientais, diante de sua elevada concentração e 

potencial poluidor. O excesso de nitrogênio em corpos hídricos pode desencadear 

processos de eutrofização, prejudicando ecossistemas aquáticos, além de representar 

riscos à saúde pública, como a contaminação de mananciais (Chini et al., 2016). 

Adicionalmente, o nitrogênio contribui para a formação de gases de efeito estufa (GEE) 

e para a poluição atmosférica (Tao et al., 2024). 

Nesse cenário, a busca por tecnologias economicamente viáveis e 

ambientalmente sustentáveis para a remoção de nitrogênio torna-se crucial. Dentre as 

alternativas mais promissoras, o processo anammox (oxidação anaeróbia do amônio) 

tem se destacado devido às suas diversas vantagens em comparação aos processos 

convencionais de nitrificação e desnitrificação, principalmente pela vantagem de não 

necessitar de carbono orgânico para suas sínteses metabólicas (Chen; Guo; Li, 2022). 

As bactérias anammox utilizam nitrito (NO₂⁻) como aceptor de elétrons, convertendo 

amônio (NH₄⁺) em nitrogênio gasoso (N₂), sem a necessidade de carbono orgânico ou 

de aeração. 

Processos combinados, como a desamonificação, que integra a anammox com 

a nitritação parcial, têm atraído crescente atenção devido à sua eficiência em termos de 

economia de energia e recursos. Esse mecanismo autotrófico de remoção de nitrogênio 
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pode reduzir em até 60% o consumo de oxigênio, 50% a necessidade de alcalinidade e 

100% o uso de fontes de carbono orgânico, sendo, portanto, uma solução viável para o 

tratamento de efluentes com baixa relação C/N, como o digestato da suinocultura (Cao; 

Van Loosdrecht; Daigger, 2017). 

Embora as bactérias anammox sejam essenciais no ciclo global do nitrogênio, 

sua aplicação prática enfrenta desafios significativos (Zhang et al., 2019). Diversos 

processos já foram testados em escala laboratorial e piloto, como CANON (processos 

de remoção autotrófica de nitrogênio sobre nitrito) (Liu et al., 2021), NITRAMMOX 

(Bonassa et al., 2022), nitritação parcial e anammox de estágio único (desamonificação) 

(Al-Hazmi et al., 2022) e desnitrificação parcial/anammox (Du et al., 2019). No entanto, 

todos esses métodos ainda enfrentam obstáculos para serem aplicados em larga 

escala, devido à manutenção de um fornecimento estável de NO2
-com controle assíduo 

de parâmetros do processo, como a aeração e o pH, e a necessidade de obtenção de 

quantidades significativas de lodo anammox para a inicialização dos sistemas 

anammox.  

Isso se deve à alta sensibilidade dessas bactérias a determinadas condições 

ambientais, à dificuldade em aumentar o volume de lodo devido às suas taxas de 

crescimento lentas e à complexidade na retenção de biomassa nos sistemas de 

tratamento. Esses fatores exigem a implementação de estratégias específicas para 

prolongar o tempo de retenção de lodo (TRL) nos reatores, visando ao aumento gradual 

da biomassa e, consequentemente, à estabilidade do processo. 

Apesar de seu potencial, a aplicação do processo anammox em larga escala 

enfrenta desafios significativos, como a manutenção de um fornecimento estável de 

nitrito (NO₂⁻), o controle das condições ambientais necessárias para o cultivo de 

bactérias anaeróbias oxidantes de amônio (AnAOB) (Zhang et al., 2022) 

Uma das estratégias mais promissoras para superar esses desafios é a 

formação de grânulos e anammox, que possibilita uma melhor retenção de biomassa, 

maior resistência ao cisalhamento hidrodinâmico e uma transferência de massa mais 

eficiente nos reatores. Esses benefícios podem reduzir significativamente o tempo de 

duplicação das bactérias anammox e aumentar a viabilidade do processo em escala 

industrial (Xue et al., 2022) . 

Além disso, fatores sinérgicos de cooperação microbiológica desempenham um 

papel essencial em sistemas que promovem a formação de biofilmes estruturados. 

Esses biofilmes são compostos por agregados microbianos que, além de melhorar a 

retenção, protegem microrganismos de crescimento lento, como bactérias anammox 

(AnAOB) e bactérias oxidantes de amônia (BOA). Evidências indicam que a coexistência 

de AOB com arqueas oxidantes de amônia (AOA) podem contribuir para o 
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enriquecimento de AnAOB, promovendo maior estabilidade nos consórcios microbianos 

e otimizando o desempenho do processo. 

Diante dessas considerações, esta tese teve como objetivo principal investigar 

as características morfológicas do lodo anammox, além de seu desenvolvimento e 

desempenho em reatores alimentados com digestato da suinocultura. A pesquisa foi 

organizada em dois artigos científicos, compondo dois capítulos e uma conclusão: o 

primeiro artigo aborda a caracterização morfológica e a avaliação do desempenho de 

um reator de escala piloto, enquanto, no segundo artigo, foi estudada a influência do 

consórcio microbiano sobre a estabilidade e formação de grânulos anammox, 

considerando os desafios para a implementação em escala real. Todas as etapas 

envolvidas neste trabalho – da concepção da ideia aos resultados obtidos – foram 

embasadas nas seguintes hipóteses: 

Hipótese 1: Sistemas anammox suplementados com nitrito apresentam boa 

eficiência na remoção de nitrogênio e podem ser utilizados para uma possível produção 

de lodo anammox. 

Hipótese 2: Consórcios anammox (AnAOB e BOA) contribuem para uma maior 

resiliência do processo a variações de carga, promovendo um desempenho mais estável 

a longo prazo. Além disso, a quantidade e composição das substâncias poliméricas 

extracelulares excretadas variam conforme o tipo de sistema operado (com ou sem 

BOA) e têm um papel determinante na formação e estabilidade dos grânulos, conferindo 

maior resistência mecânica ao lodo anammox.  
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivos Gerais 

 

Avaliar o processo de formação, estabilidade e granulação do lodo anammox 

em sistemas alimentados com efluente real, investigando a influência de consórcios 

microbianos que envolvem bactérias anammox (AnAOB) e oxidantes de amônia (BOA), 

bem como o impacto da suplementação de nitrito no desempenho do lodo em condição 

piloto e escala de bancada. 

 

2.2. Objetivos Específicos:  

 

1. Caracterizar morfologicamente o lodo anammox em diferentes estágios de 

operação, avaliando os fatores que influenciam a formação e maturação de 

grânulos em sistemas alimentados com efluente real. 

 

2. Investigar o papel das Substâncias Poliméricas Extracelulares (SPE) na 

formação, estabilidade e resistência mecânica do lodo anammox em reatores 

operados sob diferentes condições. 

 

3. Comparar a eficiência de remoção de nitrogênio em reatores submetidos a 

diferentes estratégias operacionais, como a suplementação de nitrito e a 

interação com bactérias oxidantes de amônia (AOB). 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1. Desafios Ambientais Associados aos Resíduos Suinícolas 

 

A pecuária desempenha um papel essencial no abastecimento e na segurança 

alimentar global, sendo responsável por 34% da proteína consumida mundialmente, 

proveniente de carnes, leite e ovos. O Brasil ocupa a posição de quarto maior fornecedor 

mundial, com uma produção anual de 5,156 milhões de toneladas, em 2023, sendo os 

estados de Santa Catarina (54,6%), Rio Grande do Sul (23,1%) e Paraná (14,0%) os 

maiores produtores nacionais (ABPA, 2024). 

A suinocultura, contudo, gera consideráveis volumes de resíduos, especialmente 

dejetos suínos e efluentes de abatedouros, ricos em matéria orgânica e nutrientes, como 

nitrogênio (N) e fósforo (P). A composição desses resíduos varia conforme o estágio de 

crescimento dos animais, condições ambientais, tempo de armazenamento e consumo 

de água, tanto pelos animais quanto nos processos de limpeza das instalações (Zubair 

et al., 2020). Em média, um suíno com peso aproximado de 90 kg pode produzir 2,9 kg 

de dejetos diariamente (Kunz, 2006). No caso dos abatedouros, os efluentes 

apresentam elevadas concentrações de proteínas, lipídios, fibras e carboidratos, cuja 

composição é influenciada pelo porte das instalações, número de animais abatidos e 

volume de água utilizada nos processos (Aziz et al., 2019). 

A intensificação da suinocultura em sistemas de confinamento está associada a 

emissões significativas de gases de efeito estufa, como metano (CH₄) e dióxido de 

carbono (CO₂), além de compostos, como amônia (NH₃), sulfeto de hidrogênio (H₂S) e 

ácidos voláteis (Kunz, 2006). Embora o esterco suinícola seja amplamente utilizado 

como fertilizante agrícola devido à sua elevada carga de matéria orgânica e nutrientes, 

a saturação do solo em regiões de alta densidade pecuária limita essa prática. Esse 

cenário demanda a implementação de tecnologias alternativas que promovam o manejo 

sustentável dos resíduos (Dadrasnia et al., 2021). 

Entre as tecnologias biológicas disponíveis, a digestão anaeróbia destaca-se por 

sua eficiência na remoção de matéria orgânica, baixo consumo energético e capacidade 

de gerar biogás, uma fonte renovável de energia. O biogás, composto majoritariamente 

por metano e dióxido de carbono, pode ser utilizado diretamente como combustível ou 

passar por beneficiamento para obtenção de biometano, o que aumenta seu valor 

agregado (Pigosso et al., 2022). Esse processo também gera um subproduto líquido 

conhecido como digestato, rico em nutrientes e com potencial para uso como fertilizante, 

desde que atendidas as características agronômicas do solo e a disponibilidade de 

áreas para aplicação (Tyagi et al., 2018). 
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No entanto, mesmo com o uso de digestão anaeróbia, o digestato pode conter 

elevadas concentrações de nitrogênio e fósforo, que, quando não adequadamente 

manejados, representam um potencial impacto ambiental. Esses nutrientes podem 

causar problemas, como redução de oxigênio dissolvido em corpos hídricos, 

eutrofização, toxicidade para organismos aquáticos e riscos à saúde humana (Ma et al., 

2016). 

Frente às exigências ambientais crescentes sobre o manejo de resíduos 

agropecuários, torna-se indispensável a adoção de tecnologias complementares para o 

tratamento de digestatos, que promovem a remoção de nutrientes residuais antes da 

disposição final. Essa abordagem integrada possibilita a mitigação dos impactos 

ambientais associados aos resíduos suinícolas e fomenta o uso sustentável desses 

recursos. 

 

3.2.  Nitrogênio: Ciclo e Impactos Ambientais 

 

O nitrogênio (N) é um elemento essencial para todos os microrganismos, de 

forma que desempenha um papel crucial na formação de proteínas e ácidos nucléicos 

nas células. Embora represente cerca de 78% da atmosfera na forma de nitrogênio (N₂), 

esse gás precisa ser convertido em espécies químicas assimiláveis, como nitrito (NO₂⁻), 

nitrato (NO₃⁻), amônia (NH₃) e amônio (NH₄⁺) — presentes em matéria orgânica e 

mineral — para ser incorporado na biossíntese celular (Holmes; Dang; Smith, 2019) 

(Figura 1). 
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Figura 3-1 Representação esquemática das reações envolvidas no ciclo do nitrogênio. Fonte: 
Adaptado de Bonassa et al. (2021a). 

 

Na Figura 3-1, observa-se o papel fundamental do ciclo do nitrogênio nos 

ecossistemas, regulando e disponibilizando o elemento em diversas formas químicas 

por meio de transformações biológicas realizadas por microrganismos especializados. 

Esses processos são essenciais para manter o equilíbrio do nitrogênio em diferentes 

ambientes (Kuypers; Marchant; Kartal, 2018). Microrganismos, como bactérias e 

arqueas, convertem o N₂ em espécies assimiláveis, principalmente, por meio da fixação 

biológica de nitrogênio, utilizando vias enzimáticas para transformar N₂ em NH₃. 

O crescimento populacional global tem impulsionado atividades antropogênicas, 

especialmente, na agricultura e na produção de alimentos, alterando e desequilibrando 

o ciclo natural do nitrogênio ((Rockström et al., 2009);(Winkler; Straka, 2019)). Um dos 

métodos amplamente utilizados para a produção de fertilizantes nitrogenados é o 

processo Haber-Bosch, intensivo em energia, que permite a introdução de nitrogênio na 

biosfera sob a forma de amônio (NH₄⁺) (Cruz et al., 2019). 

Dessa forma, uma grande quantidade de fertilizantes e resíduos da 

produção de alimentos, como dejetos animais e resíduos da agroindústria, 

contribui para a contaminação do solo, ar e, principalmente, dos corpos hídricos. 

Quando não tratados adequadamente, esses fluxos de nitrogênio podem causar 
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uma série de problemas ambientais, como eutrofização, proliferação de algas 

tóxicas, contaminação de águas subterrâneas e a liberação de gases de efeito 

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

Terada; Saikaly, 2024). 

 

3.3. Remoção Biológica de Nitrogênio 

 

O nitrogênio presente em águas residuais está, em sua maioria, na forma de 

nitrogênio amoniacal total (NAT), composto por NH₃ e NH₄⁺. A remoção biológica de 

nitrogênio (RBN) convencional é realizada por processos de nitrificação seguidos de 

desnitrificação (Gajewska et al., 2015 ; Shoukat et al., 2024). 

A nitrificação ocorre em duas etapas e envolve a cooperação de dois grupos 

microbiológicos para a oxidação do NAT. Primeiramente, as bactérias oxidadoras de 

amônia (BOA), (Nitrosomonas, Nitrospira) convertem NH₃ em NO₂⁻, por meio da 

nitritação, utilizando oxigênio como aceptor de elétrons. Em seguida, as bactérias 

oxidadoras de nitrito (BON), (Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus) convertem o NO₂⁻ 

gerado em NO₃⁻ durante o processo de nitratação (Winkler; Straka, 2019) . 

O processo de desnitrificação é realizado por bactérias heterotróficas 

desnitrificantes (BH), encontradas em diversos gêneros, como Pseudomonas, 

Alcaligenes, Bacillus, Paracoccus e Thiobacillus. Essas bactérias convertem o NO₃⁻ 

gerado na nitrificação em N₂, utilizando carbono como doador de elétrons ((Winkler; 

Straka, 2019)). 

Embora essa rota biológica seja comprovadamente vantajosa e eficiente, 

ambas as etapas envolvem a produção de óxido nitroso (N₂O), um potente gás de efeito 

estufa (GEE), cujo impacto no aquecimento global é cerca de 300 vezes superior ao do 

dióxido de carbono (CO₂) (Ravishankara; Daniel; Portmann, 2009).  

Além disso, a etapa de nitrificação exige uma alta demanda energética para 

fornecer oxigênio, enquanto a desnitrificação, frequentemente, carece de carbono 

biodisponível, o que pode inviabilizar o uso dessa tecnologia. O custo de remoção 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 remoção de nitrogênio encarecem devido à 

quantidade de energia necessária para a aeração, que pode chegar a 1/3 do custo 

operacional das estações (aproximadamente 0,58 ± 0,17 € kg -1 por N oxidado) 

(Srivastava et al., 2024). 
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Dentre os processos da nova geração, destacam-se as tecnologias baseadas 

em remoção autotrófica de nitrogênio, que podem oferecer economia de energia de até 

50% e redução nos custos de operação dos sistemas (Figura 3-2). 

 

 

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

 

Esses desafios destacam a necessidade da implementação dessas novas 

tecnologias para a remoção biológica de nitrogênio, que apresentam mais eficiência e 

sustentabilidade em termos energéticos, de emissões de GEE e uso de carbono. A 

transição dos processos convencionais para tecnologias de nova geração é crucial para 

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

 

3.4. Processo Anammox  

 

Na remoção de nitrogênio amoniacal de águas residuais, a oxidação anaeróbia 

do amônio (Anammox, do inglês Anaerobic Ammonium Oxidation) é considerada uma 

das inovações mais significativas no ciclo biogeoquímico do nitrogênio (Figura 1). Esse 

processo propõe a eliminação biológica do amônio (NH₄⁺), utilizando o nitrito (NO₂⁻) 

como aceptor final de elétrons, o que resulta na formação de uma quantidade reduzida 

de nitrato (NO₃⁻) (equação 01). Em comparação com os processos tradicionais de 

nitrificação/desnitrificação, o Anammox apresenta vantagens consideráveis, como a 

diminuição da demanda energética e a redução do volume de lodo gerado, com uma 
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diminuição de até 60% e 90%, respectivamente. Além disso, não há a necessidade de 

fornecimento externo de carbono orgânico. 

 

NH4
+ + 1,32 NO2

- + 0,066HCO3
- + 0,13H+ →1,02N2

 + 0,26NO3
- + 0,066CH2O0,5N0,15 + 

2,03H2O                                                                                   Eq. (1) 

 

Os microrganismos responsáveis por essa reação são quimiolitoautotróficos 

(produzem seu alimento a partir da energia liberada por reações químicas), anaeróbios 

e sofrem inibição reversível na presença de oxigênio (Strous et al., 1998). Essas 

bactérias possuem, ainda, citoplasma compartimentalizado por três membranas em 

bicamada, além de uma organela específica, denominada de anamoxossomo (Figura 3-

3), em que ocorre o metabolismo energético do anammox (Van Niftrik et al., 2008; 

Ahmad et al., 2020). 

 

 

Figura 3-3 Ilustração esquemática de (a) uma bactéria anammox (AB) mostrando a via 
bioquímica anammox. Adaptado de (Srivastava et al., 2024) 

 

Conforme a estequiometria do processo Anammox (Equação 01), tanto o NH₄⁺ 

quanto o NO₂⁻ são fundamentais para que a reação ocorra de forma eficiente. 

Entretanto, o NO₂⁻ raramente se encontra em águas residuárias após os processos 

convencionais de remoção de matéria orgânica. Como apontado por Bonassa et al., 

(2021b), para garantir a disponibilidade adequada de NH₄⁺ e NO₂⁻ e viabilizar a 

aplicação do processo Anammox, essas bactérias podem atuar em conjunto com outros 

microrganismos, como as bactérias nitrificantes heterotróficas e as Nitrospira, que 

realizam a oxidação completa da amônia (em inglês, COMplete AMMonia Oxidizers – 

Comammox). 

A combinação da nitritação parcial, com o processo Anammox (NP/A), é 

conhecida como desamonificação, considerada uma rota tecnológica promissora para 



26 
 

 
 

a remoção de nitrogênio. Nesse processo, ocorre um consórcio entre as bactérias 

nitrificantes (microrganismos aeróbios) e as bactérias anammox (microrganismos 

anóxicos) para o consumo do nitrogênio presente no meio (Bonassa et al., 2021b). 

Em termos operacionais, o processo consiste na oxidação parcial (nitritação 

parcial) de amônia a nitrito por BOA’s sob concentrações de oxigênio dissolvido limitado. 

Posteriormente, o nitrito produzido e a amônia remanescente são consumidas por 

bactérias anammox e convertidas a nitrogênio gasoso, com um residual de 10% 

aproximadamente de nitrato. A fórmula estequiométrica para o processo de 

desamonificação está descrita abaixo, na Equação 2. 

 

NH4
+ + 0,85O2 → 0,44N2+ 0,11 NO3

- + 1,43H2O+ 1,14H+                                      Eq. (2) 

 

A desamonificação surge como uma tecnologia promissora quanto à remoção 

de altas cargas de nitrogênio amoniacal, como é o caso de efluentes suinícolas. Esse 

processo pode ser desenvolvido em dois reatores em série, ou em um único reator. Nas 

duas situações, tem-se uma economia de até 63% de oxigênio quando comparados a 

um sistema convencional de remoção de nitrogênio (Chini et al., 2019). 

Além da nitritação parcial e de desamonificação, várias outras configurações 

baseadas nesses processos já foram desenvolvidas para remoção biológica de 

nitrogênio de águas residuais em conjunto com os microrganismos anammox (Verma; 

Daverey, 2021). Dentre essas, destacam-se os processos de remoção autotrófica de 

nitrogênio sobre nitrito (CANON) (Sliekers, 2002; Winkler; Straka, 2019), a 

desnitrificação parcial de estágio único–anammox (DEAMOX) (Hou et al., 2025; 

Kalyuzhnyi et al., 2006), a nitrificação parcial de estágio único–anammox-desnitrificação 

(SNAD) (Cheng et al., 2022; Liu et al., 2022) e o processo de nitrificação parcial de dois 

estágios–anammox (SHARON–anammox) (Chen et al., 2009; Sri Shalini; Joseph, 

2018). 

 

3.5. Configuração de Reatores 

 

Devido ao lento crescimento das bactérias Anammox, torna-se essencial utilizar 

modelos reacionais que retenham a biomassa no sistema e ofereçam alta eficiência na 

remoção de nitrogênio amoniacal. Dessa forma, reatores, com configuração de fluxo 

ascendente, são amplamente aplicados também em escala real, pois apresentam 

custos operacionais mais baixos em comparação com configurações como Reatores 

por Batelada Sequencial (SBR), biorreatores de membrana e reatores anaeróbios de 

fluxo ascendente (UASB) (Casagrande et al., 2013). 
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Embora a desamonificação 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 Prá 

et al., 2016; Sliekers et al., 2003). 

Nos últimos anos, reatores de fluxo ascendente também vêm recebendo 

destaque em processos de desamonificação. Choi, Cho e Jung, (2018) empregaram um 

reator de fluxo ascendente com bactérias Anammox, que obteve remoção de uma carga 

de 17,4 gN L⁻¹d⁻¹. Em outro estudo, o mesmo objetivo foi alcançado com remoção de 

18,3 gN L⁻¹d⁻¹ (Casagrande et al., 2013), resultados muito superiores aos de processos 

convencionais de nitrificação/desnitrificação, que removem cerca de 0,41 gN L⁻¹ d⁻¹ 

(Bortoli et al., 2012). 

Entre as configurações 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 configurações, os reatores de leito expandido mostram vantagens 

notáveis, como maiores taxas de remoção de nitrogênio, devido à relação 

altura/superfície superior, que resulta em maior velocidade ascensional e melhora o 

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

 

 

Figura 3-4 Representação esquemática 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 geração, possuem uma relação altura/diâmetro elevada e permitem 

recirculação de efluente (Liu et al., 2021). Devido à sua estrutura simples, capacidade 

de remover altas concentrações de nitrogênio (600–1400 mgN L⁻¹) e adaptação a 

diferentes tipos de águas residuais, esses reatores vêm se popularizando no tratamento 

de efluentes (Lim; Kim, 2014). 
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Para operação em sistemas anammox, os reatores de fluxo ascendente são 

especialmente adequados, pois suas características hidrodinâmicas favorecem a 

formação de agregados densos de microrganismos (0,91 - 1,04 g mL-1) e grandes 

grânulos (2,8 - 4,9 mm) por autoimobilização (Chen et al., 2010; Zhou et al., 2020). 

 

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

Estruturação dos Grânulos de Lodo Anammox 

 

Estratégias para o enriquecimento do lodo Anammox desempenham um papel 

fundamental na aplicação eficiente do processo. Fatores que investigam e desenvolvem 

métodos de enriquecimento desse lodo são cruciais, diante da baixa taxa de 

crescimento das bactérias Anammox, que compromete a aplicação em larga escala 

desse sistema, além de serem suscetíveis à eliminação em função de sua baixa 

densidade. Tais características tornam o processo de partida lento e frequentemente 

instável durante a operação (Ibrahim et al., 2016; Jiang et al., 2022). 

Durante o processo de formação, as bactérias Anammox desenvolvem grânulos 

compactos e agregados densos, bem adaptados a ambientes anaeróbios e com alta 

capacidade de aderência a diferentes superfícies (Tomaszewski; Cema; Ziembinska-

Buczynska, 2017). A formação dos grânulos ocorre em quatro estágios: célula única, 

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

 

 

Figura 3-5 Formação do lodo granular anammox. Adaptado de Manonmani; Joseph, 2018. 
Grânulos do Tipo I são formados a partir da inoculação de reatores com lodos anammox já 
granulares, e Tipo II quando há a utilização de um lodo que possui células anammox. 

 

Ao longo do crescimento, essas bactérias produzem substâncias poliméricas 

extracelulares (SPE), que facilitam a agregação celular e contribuem para a estabilidade 

estrutural dos grânulos, com o suporte adicional de bactérias filamentosas (Manonmani; 

Joseph, 2018). 
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Os grânulos e biofilmes formados pelas bactérias Anammox são compostos 

principalmente por células microbianas, substâncias poliméricas extracelulares (SPE) e 

componentes inorgânicos, os quais resultam em alta densidade e robustez estrutural. 

Essa configuração granular permite a operação estável de reatores sob altas cargas 

orgânicas, prevenindo a perda de biomassa e elevando a eficiência do sistema (Chen 

et al., 2021). 

As secreções bacterianas (SPE) são produtos de apoptopse e lise celular, que 

podem ser classificados em fracamente ligados (com composição majoritária de 

polissacarídeos) e fortemente ligados (com concentrações maiores de proteínas). A 

composição do SPE forma uma arquitetura tridimensional que auxilia a nutrição das 

bactérias, ajudando inclusive na emulsificação e solubilização de compostos orgânicos 

complexos, o que melhora o seu processo de degradação ((Vandana; Priyadarshanee; 

Das, 2023).   

Atualmente, as duas formas mais empregadas para aumentar a retenção de 

biomassa anammox nos reatores é a formação de biofilme e grânulos (Wang et al., 

2019). Contudo, a formação do biofilme e grânulos anammox é um processo complexo, 

que envolve interações físicas, químicas e biológicas (Gao et al., 2024). Várias teorias 

já foram propostas para tentar explicar o processo de formação do grânulo, a saber: 

Teoria da pressão de seleção hidráulica (Liu et al., 2005; Qian et al., 2021), teoria do 

atrito (Milferstedt et al., 2017; Cao et al., 2021), teoria da ligação iônica positiva 

multivalência (Ma et al., 2021; Zhang et al., 2015), teoria da ligação SPE (Ding et al., 

2015; Li, Dang e Zhang, 2022), teoria dos núcleos inertes (Dehestaniathar et al., 2021; 

Xu et al., 2019), teoria da ligação de polímeros sintéticos e naturais (Chen et al., 2022b; 

Liu et al., 2003).  

A pressão de seleção hidráulica consiste em aplicar baixos tempos de retenção 

hidráulica (TRH) para garantir a operação estável de processos baseados em 

nitrificação parcial e anammox de estágio único. Isso evita o acúmulo de biomassa 

orgânica assimilável (BOA) e biomassa orgânica não-assimilável (BON) dentro dos 

reatores, prevenindo interferências no consumo de nitrogênio pelas bactérias anammox 

(Qoan et al., 2021). 

Os sistemas de remoção de nitrogênio e anammox baseados na teoria do atrito 

sugerem que os grânulos se formam devido ao atrito gerado por altas velocidades 

ascensionais e alterações nas hidrodinâmicas dos sistemas. Esse processo facilita a 

colonização de sólidos suspensos (Milferstedt et al., 2017). 

Além disso, nos modelos de ligação iônica positiva multivalente e na teoria das 

substâncias poliméricas extracelulares (SPE), a granulação ocorre pela repulsão 

eletrostática entre bactérias carregadas negativamente e a adição de íons positivos. A 
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excreção de SPE facilita a bioagregação ao modificar a carga negativa das superfícies 

bacterianas, promovendo a coesão e contribuindo para a formação de estruturas 

granulares estáveis no lodo (Ma et al., 2021; Zhang, 2022). 

Por fim, a teoria dos núcleos inertes sugere que colônias bacterianas se 

desenvolvem ao redor de agregados minerais e outras partículas inertes acumuladas 

no interior dos reatores. No contexto dos processos anammox, destaca-se a formação 

de hidroxiapatita (HAP – Ca₅(PO₄)₃OH), que favorece a retenção de lodo e cria uma 

relação sinérgica com o processo anammox (Lin et al., 2024). 

Apesar das teorias sobre o processo de granulação e dos avanços na tecnologia 

anammox, o mecanismo exato de formação de agregados anammox ainda carece de 

uma explicação definitiva, sendo necessário o desenvolvimento de estudos 

aprofundados para elucidar melhor esses processos (Wang et al., 2023). 

Outro aspecto relevante que exige investigação mais detalhada é a cooperação 

entre grupos microbiológicos, facilitada por mecanismos, como o quórum sensing (QS). 

Esse tipo de comunicação intercelular, já identificado em estudos recentes, 

desempenha um papel essencial na organização e estabilidade do biofilme anammox, 

permitindo a interação cooperativa entre microrganismos de diferentes gêneros (Zhao 

et al., 2021). 

Estudos prévios apontam para desafios específicos que afetam a eficiência do 

processo anammox, como a presença de amônia livre, ácido nitroso, temperatura, 

presença de carbono orgânico, concentração de oxigênio dissolvido, além da baixa taxa 

de crescimento das bactérias anammox. No entanto, ainda, há lacunas no conhecimento 

em relação aos efeitos sinérgicos da interação entre o anammox e outros 

microrganismos coexistentes nos efluentes, cuja compreensão é essencial para otimizar 

o processo e melhorar a eficiência dos sistemas de tratamento (Wang et al., 2023). 
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5. ARTIGO 1: CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E DESEMPENHO DE 

BACTÉRIAS ANAMMOX EM UM REATOR DE ESCALA PILOTO PARA O 

TRATAMENTO DE DIGESTATO DA SUINOCULTURA  

 

RESUMO 

 

A produção suinícola é uma das principais cadeias agropecuárias do Brasil, a qual 
contribui de forma significativa para a economia nacional. Contudo, a intensificação 
dessa atividade em larga escala resultou na geração de grandes volumes de dejetos, o 
que representa riscos ambientais consideráveis. A digestão anaeróbia surge como uma 
solução eficiente para a remoção de matéria orgânica desses resíduos, embora produza 
um digestato com altos níveis de nitrogênio amoniacal. Tal característica exige 
tratamentos adicionais para sua remoção, o que torna o processo anammox uma 
excelente alternativa, devido à baixa relação C/N do digestato e à estequiometria 
específica do anammox, que não utiliza carbono orgânico em sua reação metabólica. 
Nesse contexto, foi dimensionado e operado um sistema piloto anammox por 700 dias, 
com o objetivo de tratar efluentes provenientes da digestão anaeróbia de granjas 
suinícolas. 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 solução de nitrito de sódio, adicionada 
ao reator juntamente com o digestato, o que substitui o uso de bactérias oxidadoras de 
amônia (BOA) e a aeração do sistema para a produção de nitrito. Durante a operação, 
a carga máxima de nitrogênio aplicada foi de 2,66 kg N m⁻³ d⁻¹, com uma eficiência 
média de remoção de 72%. Observou-se maior variabilidade nos coeficientes 
estequiométricos, o que sugere competição microbiológica pelo substrato. A distribuição 
granulométrica realizada no lodo anammox ao longo do período de operação apontou 
uma maior concentração de grânulos em tamanhos de 1,41 e 0,7 mm, considerados 
tamanhos ideais para uma melhor performance dos microrganismos. Em termos de 
composição microbiana, nos primeiros 495 dias de operação, as bactérias anammox 
representaram 25,4% da população microbiana do sistema. Ao final do período 
experimental (700 dias), essa proporção foi reduzida para pouco mais de 2%. O sistema 
alimentado com digestato e solução de nitrito de sódio teve bons resultados e 
possibilitou a obtenção de uma eficiência média de remoção de nitrogênio de 70%. 
 
Palavras-chave: Anammox. Morfologia. Grânulos. Digestato. Nitrogênio. Relação C/N. 
 

5.1. Introdução 

 

A digestão anaeróbia (DA) é amplamente reconhecida como uma tecnologia 

econômica e eficiente para a conversão da matéria orgânica presente em resíduos 

suinícolas em biogás, com destaque para a produção de metano (CH₄) (CHEN et al., 

2021). No entanto, o processo gera, como subproduto, o digestato, um efluente líquido 

caracterizado por altas concentrações de nitrogênio (N), fósforo (P) e potássio (K), além 

de apresentar uma baixa relação carbono/nitrogênio (C/N), frequentemente inferior a 3 

(). 
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Embora o digestato possua potencial para aplicação como fertilizante agrícola, 

seu uso depende de diversos fatores, incluindo as características físico-químicas do 

solo receptor, métodos de armazenamento e transporte, bem como a forma de 

aplicação. Ademais, sua elevada concentração de nitrogênio amoniacal (NH₄⁺) pode 

acarretar impactos ambientais negativos, como a contaminação de corpos hídricos e a 

eutrofização, quando não adequadamente manejado (Khoshnevisan; Bazgir, 2021; 

Mancuso et al., 2024). 

Diante dessas limitações, torna-se necessária a adoção de tecnologias de 

tratamento que permitam a remoção eficiente de nitrogênio antes da disposição final do 

digestato. No entanto, a baixa concentração de carbono orgânico nesse efluente dificulta 

a aplicação de processos biológicos convencionais, como a nitrificação e a 

desnitrificação. 

Nesse contexto, o processo anammox (oxidação anaeróbia de amônio) surge 

como uma alternativa promissora para o tratamento de efluentes pós-digestão 

anaeróbia. Esse processo não requer carbono orgânico, utilizando o nitrito (NO₂⁻) como 

aceptor de elétrons para oxidar amônio (NH₄⁺) em nitrogênio gasoso (N₂). Além disso, 

o anammox apresenta vantagens, como baixos custos de implementação e operação, 

aliadas a altas eficiências na remoção de nitrogênio (Chen et al., 2021b; Guo et al., 

2020; Qian et al., 2022). 

Apesar de seu potencial, a aplicação do processo anammox em larga escala 

enfrenta desafios significativos, como a manutenção de um fornecimento estável de 

nitrito (NO₂⁻), o controle das condições ambientais necessárias para o cultivo de 

bactérias anaeróbias oxidantes de amônio (AnAOB) (Zhang et al., 2022), além dos 

processos inibitórios por autocompetição com as BON, causados por concentrações 

residuais de carbono orgânico, presentes principalmente em efluentes após os 

processos de DA (relações C/N maiores que 2)  (Bonassa et al., 2021b). 

Neste estudo, buscou-se operar e monitorar um sistema anammox utilizando 

efluente proveniente da digestão anaeróbia de resíduos da suinocultura, suplementado 

com nitrito de sódio (NaNO₂). Foram analisados o desempenho do sistema, a formação 

e a estabilidade dos grânulos de lodo, além das interações microbiológicas que foram 

favorecidas no processo. 
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5.2. Materiais e Métodos  

 

5.2.1. Sistema experimental e operação 

  

Os experimentos foram conduzidos na Estação de Tratamento de Dejetos 

Suínos (ETDS) e no Laboratório de Experimentação e Análises Ambientais (LEAA) da 

Embrapa Suínos e Aves, localizada em Concórdia, SC. Para este estudo, foi 

desenvolvido um sistema experimental dividido em três módulos principais (descrições 

detalhadas no Apêndice A). 

 

5.2.2. Módulo 1 (M1): Preparação do Efluente 

 

O primeiro módulo (M1) foi responsável pela preparação inicial do efluente que 

alimentaria o reator anammox. Nessa etapa, ocorreu a remoção do carbono orgânico 

residual proveniente do processo de digestão anaeróbia (DA), seguida pela diluição do 

efluente com água para atingir a concentração alvo de 100 mg L⁻¹ de NH₄⁺.Esse módulo 

incluiu um reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) com aquecimento, de 

volume 1,41 m³ (2,90 m de altura e 0,80 m de diâmetro), além de um sistema 

verticalizado (2,60 m de altura e 0,70 m de diâmetro) projetado para atuar como 

decantador e banho de aquecimento para o UASB. A disposição vertical otimizou o 

espaço físico da instalação. 

O M1 também contava com um tanque pulmão, destinado ao armazenamento 

de digestato diluído, além de um sistema de suplementação de nitrito por meio de uma 

solução de nitrito de sódio (NaNO₂) a 2500 ppm. Essa suplementação era ajustada 

conforme a carga de nitrogênio aplicada (CNA) ao reator, sendo injetada no tanque 

misturador por uma bomba peristáltica. A Figura 5-1 apresenta o módulo 1 em operação.  
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Figura 5-1 Preparo do efluente para alimentação dos reatores em operação na estação de 
tratamento, onde: a) Reator UASB; b) Sistema verticalizado (vista frontal do sistema na imagem 
a direita); c) Tanque pulmão de digestato diluído. 

 

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

 

O segundo módulo (M2) combinava o tanque misturador, o sistema de 

aquecimento e o reator anammox. O tanque misturador, com volume de 134 L (diâmetro 

de 0,50 m e altura de 0,70 m), incluía, como função, homogeneizar o digestato e o nitrito 

antes de sua entrada no reator. Para garantir uma mistura eficaz, duas bombas de 

aquário submersas com vazão máxima de 2200 L.h⁻¹ foram instaladas no fundo do 

tanque, assegurando agitação e homogeneização contínuas. 

Após a mistura, o efluente seguia para o reator anammox, um reator de fluxo 

ascendente em acrílico, com altura de 2,00 m e diâmetro de 0,150 cm. A temperatura 

média do sistema foi mantida em 35,0 ± 1,5 °C, com aquecimento indireto realizado por 

serpentinas internas com circulação de água quente, impulsionada por uma bomba 

periférica (Foxlux, 64.04), e alimentado com o auxílio de uma bomba peristáltica 

(Masterflex easy L/S, modelo 77200-52). A Figura 5-2 dispõe uma imagem do módulo 2 

em operação.  
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Figura 5-2 Reator anammox em operação. Onde: a) sistema de alimentação; b) dosagem de 
nitrito; c) sistema de aquecimento; d) reator de fluxo ascendente e) saída do sistema. 

 

O sistema experimental foi operado por 700 dias, com Tempo de Retenção 

Hidráulica (TRH) inicial de 8,8 horas, vazão inicial de efluente de 3,96 L h⁻¹ e 

concentração de nitrogênio total (NT) de 200 mg L⁻¹.O aumento gradual da CNA ao 

sistema foi ajustado conforme o reator demonstrava a capacidade de consumir todo o 

nitrogênio disponível. Para controle da eficiência, amostras de NH₄⁺-N, NO₂⁻-N e NO₃⁻-

N eram coletadas semanalmente tanto na entrada quanto na saída do reator. Além 

disso, parâmetros operacionais, como oxigênio dissolvido (OD), pH e temperatura, 

foram monitorados diariamente, utilizando sondas portáteis (Hanna, modelo HI 8424, 

Portugal) e um medidor de OD (modelo 200A, Eco Sense, EUA). 

 

5.2.4. Fonte de Inóculo  

 

O reator foi inoculado com aproximadamente 6L de lodo anammox, fornecido 

pela Coleção de Microrganismos de Interesse para a Suinocultura e Avicultura 

(CMISEA) em Concórdia, Santa Catarina, Brasil (número 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. 

  



42 
 

 
 

5.2.5. Caracterização do digestato 

 

O efluente utilizado para alimentação do sistema piloto é proveniente de um 

sistema de DA composto por dois biodigestores anaeróbios do tipo UASB (Upflow 

Anaerobic Sludge Blanket) (Kunz et al., 2009), localizados na Estação de Tratamento 

de Dejetos Suínos (ETDS) da Embrapa Suínos e Aves, em Concórdia, Santa Catarina, 

Brasil (27°18′S, 51°59′W).  

A estação recebe os efluentes das granjas de suínos da unidade. O digestato 

utilizado possui como principais características físico-químicas: 10,08 ± 0,1 g L⁻¹ de 

sólidos totais (ST), 5,77 ± 0,6 g L⁻¹ de sólidos voláteis (SV), 1,2 ± 0,5 g L⁻¹ de N-NH₃, 

4,40 ± 0,20 g CaCO₃ L⁻¹ de alcalinidade, pH médio de 8,30 ± 0,01 e carbono orgânico 

total (COT) de 3,96 ± 0,15 g L-1. Para ajuste da concentração de N-NH₃, o efluente foi 

diluído em um fator de 8 vezes. 

 

5.2.6. Métodos Analíticos 

 

Amostras coletadas das entradas e saídas dos reatores foram analisadas para 

N-NH₃, N-NO₂⁻, N-NO₃⁻, COT e alcalinidade (mg CaCO₃ L⁻¹). As taxas específicas de 

consumo de nitrogênio (µmáx) foram determinadas a partir de ensaios cinéticos em 

batelada, segundo Bonassa et al. (2021a). 

A quantificação dos parâmetros analíticos seguiu o protocolo descrito por APHA 

(2017) com todas as análises conduzidas em triplicata ou quadruplicata para garantir 

precisão e conformidade com as boas práticas laboratoriais e os padrões de qualidade. 

Para as concentrações de N-NH₃, N-NO₃⁻ e N-NO₂⁻, utilizou-se o método 

colorimétrico, empregando um sistema de análise por injeção em fluxo (modelo 2500, 

Fialab Instruments, Seattle, EUA). A quantificação de N-NH₃ baseou-se no método 

colorimétrico de Berthelot, em que N-NH₃ reage com hipoclorito e salicilato de sódio em 

pH 12, formando um complexo cuja absorbância é medida a 650 nm. A determinação 

de N-NO₂⁻ foi realizada em meio ácido (pH entre 2,0 e 2,5), usando sulfanilamida e N-

(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato, o que produziu uma coloração azul-avermelhada, 

medida a 550 nm. A concentração de N-NO₃⁻ foi avaliada após redução a N-NO₂⁻ em 

uma coluna de cádmio e medição subsequente.  

Para a quantificação do Carbono Orgânico Total (COT), foi empregado um 

analisador de COT (TOC-LCPH/CPN, Shimadzu, Kyoto, Japão), conforme as 

especificações do fabricante. As curvas de calibração foram geradas a partir de soluções 

padrão de biftalato de sódio (C₈H₅NaO₄), previamente secas a 105 °C, para obtenção 
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de soluções padrão de 1000 mg COT L⁻¹. A alcalinidade foi verificada usando uma 

solução de ácido sulfúrico 0,05 mol L⁻¹, padronizada contra Tris (Hidroximetil) 

Aminometano (Merck). 

Para a alcalinidade, as medições foram feitas usando um titulador automático 

(modelo 848 Titrino plus, Metrohm, Herisau, Suíça). As soluções padrão para calibração 

das concentrações de N-NH₃ (2–10 mgN L⁻¹), N-NO₃⁻ (0,1–3 mgN L⁻¹) e N-NO₂⁻ (0,1–

2,0 mgN L⁻¹) foram preparadas por diluição seriada a partir de padrões fornecidos pela 

Merck (Darmstadt, Alemanha). 

 

5.2.7. Cálculo dos Coeficientes Estequiométricos 

 

Os coeficientes estequiométricos do processo anammox (Equação 1) foram 

acompanhados e calculados com base no balanço de massa das espécies químicas 

envolvidas, conforme descrito por Strous et al. (1998) e, posteriormente, comparados 

com os valores reportados por Shi et al., (2017). 

NH4
+ + 1,32 NO2

- + 0,066HCO3
- + 0,13H+ →1,02N2

 + 0,26NO3
- + 0,066CH2O0,5N0,15 + 

2,03H2O       (Eq. 1) 

 

5.2.8. Distribuição Grânulométrica 

 

A análise da distribuição média de tamanho dos grânulos foi realizada utilizando 

uma série de peneiras do tipo Tyler, seguindo uma metodologia adaptada de Qian et al. 

(2022). Os diâmetros das peneiras utilizadas incluíram 2,38; 1,41; 0,70; 0,60; 0,30; 0,25; 

0,21; 0,149 e 0,125 mm, respectivamente. Para realização das análises, uma alíquota 

de 1,5 L de lodo era retirada para a realização da análise.  

  

5.2.9. Extração do DNA, quantificação das bibliotecas e sequenciamento 

 

5.2.9.1. Procedimentos de Sequenciamento e Análise de Dados 

 

Foram coletadas amostras (cerca de 5 g) no dia da inoculação dos reatores 

(dia 0) e nos dias 495 e 700 de operação para análise de comunidades microbianas por 

sequenciamento. Este estudo foi realizado utilizando-se a tecnologia de alto 

desempenho para as regiões V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas foi 

conduzido seguindo um protocolo do laboratório responsável pelas análises 

(Neoprospecta Microbiome Technologies (Florianópolis, Brasil)).  
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A amplificação foi realizada utilizando os 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 (Illumina Inc., EUA), utilizando kits V2 

com 500 ciclos em formato paired-end. 

 

5.2.9.2. Controle de Qualidade e Análise Bioinformática 

 

Os arquivos gerados no formato fastq foram submetidos a análises de qualidade 

de Phred (QP) utilizando o software FastQC v.0.11.8 (Thrash; Arick; Peterson, 2018). 

Sequências de baixa qualidade (QP < 20) e primers foram removidos utilizando um 

software proprietário construído 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 único arquivo por meio do programa pandaseq v.2.11 

(Masella et al., 2012). Clusters com abundância inferior a 5 foram excluídos das análises 

para minimizar a interferência de sequências quiméricas (Smyth et al., 2010). 

A identificação taxonômica foi realizada por meio do programa blastn v.2.6.0+ 

(Altschul et al., 1990), utilizando como referência um banco de dados público ou 

proprietário. A definição das espécies considerou 99% de identidade e seguiu critérios 

baseados em maior bit-score, menor e-value e representatividade taxonômica dos hits 

obtidos. 

 

5.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1. Comportamento e desempenho de remoção de Nitrogênio  

 

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

eficiência de remoção de nitrogênio (ERN) do processo ao longo dos 700 dia de 

operação, estão mostrados na Figura 5-3.  
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Figura 5-3 Cargas de Nitrogênio Aplicadas (CNA) e Eficiência de Remoção de Nitrogênio (ERN) 
durante os 700 dias de operação. 

 

As progressões de CNA foram realizadas gradualmente, mediante o aumento 

controlado da vazão de alimentação, mantendo-se a concentração de nitrogênio total 

(NT) fixa em 200 mg L⁻¹. As vazões aplicadas variaram entre 66 mL min⁻¹ e 300 mL 

min⁻¹, resultando em uma CNA inicial de 0,61 ± 0,06 kg N m⁻³ d⁻¹ e final de 2,66 ± 0,27 

kg N m⁻³ d⁻¹. As eficiências de remoção de nitrogênio (ERN) observadas foram de 75% 

± 0,09 no início e de 72 ± 0,09% ao término dos 700 dias de operação. 

Observou-se que, ao longo de todo o período de operação, o sistema não foi 

capaz de remover integralmente a carga de nitrogênio disponível. Ainda assim, houve 

aumentos sucessivos da CNA no reator e, apesar de algumas intercorrências e períodos 

de instabilidade, o sistema apresentou ERN consideráveis. No total, foram realizados 11 

aumentos de vazão. Após os primeiros 66 dias de operação, ocorreu o primeiro aumento 

de vazão de 66 para 88 mL min⁻¹, elevando a CNA para 0,84 ± 0,06 kg N m⁻³ d⁻¹ e 

resultando em uma leve redução na ERN para 67 ± 0,06%. A partir do dia 100 de 

operação, uma nova CNA foi aplicada, aumentando a vazão para 120 mL min⁻¹, de 

forma que alcança 1,06 ± 0,07 kg N m⁻³ d⁻¹ e ERN de 52 ± 0,06%. 

Entre os dias 160 e 250, o reator apresentou instabilidades, com uma redução 

da ERN para valores próximos a 40%. Esse comportamento pode estar associado ao 

fato de que o lodo anammox utilizado na inoculação dos reatores estava anteriormente 

sendo alimentado com efluente sintético. Estudos prévios indicam que a presença de 

matéria orgânica residual proveniente do digestato pode exercer pressão seletiva para 

favorecer espécies mais tolerantes ao carbono, provocando a substituição 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, não foi detectado nenhum 

processo inibitório, como acúmulo de amônia livre ou ácido nitroso. 

A partir do dia 318, o sistema voltou a apresentar baixas eficiências. Novamente, 

sem sinais de inibição, foram realizados ajustes no reator para melhorar a distribuição 

do substrato, incluindo a substituição e limpeza das mangueiras de alimentação 

internas. Adicionalmente, foi inserida uma peneira com abertura de 0,3 mm na saída do 

reator, para minimizar a perda de flocos, sendo o lodo retido devolvido ao sistema 

diariamente. Contudo, as eficiências continuaram baixas, o que motivou a instalação de 

uma bomba periférica de alta vazão (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 distribuição do substrato no interior do reator. 

No entanto, no dia 391, o controlador da bomba falhou, acionando a bomba por 

um período prolongado, o que resultou na moagem dos grânulos de lodo e no 

transbordamento do reator. Em consequência, a CNA do sistema, que estava em 2,24 

± 0,23 kg N m⁻³ d⁻¹, foi reduzida para 0,94 ± 0,09 kg N m⁻³ d⁻¹, ajustando a vazão para 

100 mL min⁻¹, até que o sistema recuperasse sua estabilidade. 

A partir do dia 440, observou-se uma melhora no consumo de nitrogênio, com 

aumento na eficiência de remoção para 63% ± 0,12. Ao final do experimento, o reator 

operava com uma CNA de 2,66 ± 0,27 kg N m⁻³ d⁻¹ e uma eficiência média de 7± 0,09%. 

Avaliando o comportamento do reator, nota-se que a eficiência foi relativamente 

baixa para reatores com atividade anammox. Nesse sistema, não houve o consórcio 

microbiológico entre as BOA com as anammox, além de não ter ocorrido o processo de 

nitritação parcial e anammox (NP/A). Alguns valores da literatura também alcançaram 

eficiências baixas em processos anammox alimentados com efluente real: ERN: 66,6% 

e CNA: 1,2 g N m⁻³ d⁻¹ (Xu et al., 2025), CNA – 1,19 g N L-1 d-1; ERN – 50,0%, contudo, 

esses estudos utilizaram o consórcio de bactérias oxidadoras de amônia e anammox 

para remoção de nitrogênio. Alguns autores citam a importância da heterogeneidade do 

biofilme para a cooperação e melhoria na remoção de nitrogênio de reatores baseados 

em anammox, o que reduz a competição e aumenta a cooperação entre os grupos 

microbiológicos (Fernández 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 químicas 
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envolvidas no processo anammox, ao longo dos 700 dias de operação, foram calculados 

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

 

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

 

Os coeficientes estequiométricos no sistema apresentaram instabilidade em dois 

períodos específicos: entre os dias 172 e 290 e 400 a 425, com valores médios de 1,06 

± 0,39 para nitrito (NO₂⁻) e 0,07 ± 0,07 para nitrato (NO₃⁻). Essa variabilidade sugere a 

possível contribuição de outros grupos microbiológicos competindo pelo substrato. 

Observa-se, em particular, a atividade de bactérias oxidantes de amônia (BOA), 

responsáveis pela conversão de amônia (NH₃) em nitrito (NO₂⁻), via nitritação, e de 

bactérias oxidantes de nitrito (BON), que promovem a conversão de NO₂⁻ em NO₃⁻ via 

nitratação.  

Embora o reator não fosse aerado, a literatura documenta a prevalência de BOA, 

arqueas e até de organismos comammox (bactérias que realizam a conversão direta de 

amônia em nitrato) em sistemas com concentrações extremamente baixas de oxigênio 

dissolvido (com valores monitorados <0,1 mg L-1), o que pode explicar a presença 

dessas reações em um ambiente predominantemente anóxico (Kits et al., 2017). 

A concentração de nitrato no sistema foi inferior ao esperado segundo os 

coeficientes estequiométricos clássicos do processo Anammox (0,26 para NO₃⁻). Esse 

desvio pode ser atribuído à presença de carbono orgânico residual do efluente da 

digestão anaeróbia, que potencialmente facilita a redução desassimilatória de nitrato 

(NO₃⁻ → NO₂⁻) e a desnitrificação autotrófica (NO₃⁻ → N₂), realizada por bactérias 

heterotróficas presentes no sistema (Zhang et al., 2018). A média de carbono orgânico 

total na entrada do reator durante todo o período foi de 16,4 ± 3,46; a saída foi de 15,02 
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± 3,24, com uma relação C/N de 0,26 ± 0,15, o que proporciona pouco efeito antagônico 

ao processo anammox. Essas oscilações também podem indicar a ocorrência de 

processos endógenos no sistema ao longo dos 700 dias de operação. 

Estudos recentes discutem a estequiometria ideal para o processo Anammox, 

destacando a importância da relação nitrito-amônia para a estabilidade e eficiência do 

sistema. A compreensão dessas relações é 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 desnitrificação de atalho na 

presença de uma fonte de carbono orgânico, 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 está correlacionada com a carga de nitrogênio aplicada (CNA), com 

coeficientes estequiométricos de 1,146, para NO₂⁻, e 0,161, para NO₃⁻. Segundo os 

autores, uma CNA elevada favorece um aumento na produção de biomassa, o que 

ocasiona o incremento na produção de nitrato. Modelos anteriores estabeleceram 

coeficientes para cargas de nitrogênio mais baixas (<1,5 gN L⁻¹ d⁻¹- Lotti et al., 2014) e 

muito altas (>15 gN L⁻¹ d⁻¹- Strous et al., 1998), o que reforça que o desempenho 

anammox é altamente dependente das condições de operação e da concentração de 

nitrogênio aplicada ao sistema. 

 

5.3.6. Distribuição granulométrica e Atividade do lodo anammox  

 

A distribuição granulométrica do lodo anammox é reconhecida como um 

parâmetro crítico que influencia diretamente o desempenho dos sistemas de remoção 

de N (Volcke et al., 2012; Xu et al., 2024). Análises granulométricas foram realizadas 

nos dias 0, 50, 100, 150, 200, 421, 495, 526 e 700 para monitorar a evolução das 

características do lodo durante o período de operação do reator (Figura 5-5). 
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Figura 5-5 Distribuição grânulométrica dos dias 50, 100, 150, 200 e 421 do reator. 

 

Como é possível observar na Figura 4, o lodo anammox, utilizado para 

inoculação do reator (D0), apresentava 41,25% de grânulos com tamanho maior ou igual 

a 2,0 mm, além de aproximadamente 22,04% de grânulos com tamanho médio de 1,41 

mm. Nota-se que 12,1% do lodo apresentavam característica floculenta, ou seja, ≤ 0,3 

mm. 

Entre D50 e D150, houve uma redução significativa no tamanho granular, com 

96,5% do lodo tornando-se floculento (≤ 0,3 mm). Essa alteração pode estar associada 

à substituição do efluente sintético pelo digestato da suinocultura suplementado com 

nitrito de sódio (NaNO₂), conforme relatado em outros estudos anteriores (Magrí et al., 

2012).  A mudança na fonte de alimentação do reator, contendo matéria orgânica, 

promoveu a substituição de Candidatus Jettenia por Candidatus Brocadia (ver item 

5.3.7), uma espécie mais tolerante a concentrações de carbono orgânico total (COT) 

características de efluentes de digestão anaeróbia (Chini et al., 2020). 

Em D200, o lodo começou a recuperar sua granulação, com 28% apresentando 

diâmetro médio de 2 mm, 36% com 1,41 mm e 12% floculento (≤ 0,3 mm). Em D421 

(ver item 5.2.3), a proporção de partículas ≤ 0,3 mm aumentou para 76% (Figura 5) com 

um lodo de característica predominantemente floculenta. A Figura 5-6 dispõe as 

distribuições granulométricas dos dias 495, 526 e 700 do reator.  

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

D0 D50 D100 D150 D200 D421

≤ 0,30 mm

≥ 0,30 mm

≥ 0,70 mm

≥ 1,41 mm

≥ 2,0 mm



50 
 

 
 

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

 

Em D495, o lodo apresentou uma recuperação gradual, mantendo 

características semelhantes até D700. Durante esse período, houve um aumento na 

proporção de grânulos com tamanho médio de 0,7 mm, atingindo 57,7%, em D700, 

enquanto o percentual de partículas maiores (2 mm) reduziu de 8%, em D526, para 1%, 

em D700. As partículas menores também diminuíram: tamanhos de 0,25 mm caíram de 

26% (D495) para 7,4% (D700) e 0,3 mm reduziram de 18,7% (D526) para 11% (D700). 

O tamanho granular está diretamente relacionado à eficiência de sedimentação 

e transferência de massa, aspectos essenciais para a remoção de nitrogênio em 

processos anammox (Cavaler et al., 2024). Estudos prévios demonstram que o tamanho 

dos grânulos impacta a estabilidade do sistema e a taxa de remoção de nitrogênio (Song 

et al., 2023). Foi relatada uma redução na atividade anammox em grânulos menores 

que 0,2 mm ou maiores que 1,0 mm (Liu et al., 2017), enquanto outros autores 

observaram impactos negativos em grânulos com tamanhos inferiores a 0,5 mm ou 

superiores a 0,9 mm (Zhu et al., 2018). 

As taxas específicas de consumo de amônia (µN-NH₃) corroboram a evolução 

da distribuição granulométrica. Aos 90 dias de operação, µN-NH₃ foi de 0,57 mgN 

gSSV⁻¹ h⁻¹, quando 79% do lodo eram floculentos. Em D200, a taxa aumentou para 

2,25 mgN gSSV⁻¹ h⁻¹, coincidente com o aumento de grânulos médios entre 2 mm e 

1,41 mm (64%). Durante o incidente de moagem dos grânulos, a atividade caiu para 

0,79 mgN gSSV⁻¹ h⁻¹, mas voltou a 1,4 mgN gSSV⁻¹ h⁻¹, em D483, em paralelo com a 

recuperação da granulação do sistema. 

Embora o tamanho de partícula seja um parâmetro importante, o grânulo não é 

composto apenas por bactérias anammox. Faixas de grânulos com diâmetros 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 não ocorre pela ação de um único microrganismo, mas 

sim por meio de interações complexas, como predação, competição e mutualismo, que 

permitem alcançar a remoção eficiente do nitrogênio. Portanto, a comunidade 

microbiológica do lodo é um parâmetro 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 operação do reator, detalhando a distribuição das 

comunidades microbianas em nível de filo. 

 

 
Figura 5-7 Abundância relativa dos microrganismos por filo durante os dias 495, 700 e no inóculo 
(D0). 

 

Durante a operação do reator, observou-se que a composição microbiana 

manteve padrões consistentes entre o inóculo (D0) e o dia 495 (D495). Os filos 

predominantes foram Planctomycetota (32,4% em D0 e 28,72% em D495), 

Proteobacteria (19,52% em D0 e 22,4% em D495), Bacteroidota (19,52% em D0 e 

10,6% em D495) e Chloroflexi (19,01% em D0 e 17,13% em D495). No dia 495, também 

foi observado um aumento na abundância de Firmicutes, que atingiu 13,71%. 

Ao final do experimento (D700), a dinâmica microbiana apresentou mudanças 

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 abundância. 

Os principais filos identificados desempenham papéis cruciais no ciclo do 

nitrogênio. Proteobacteria, Planctomycetota e Bacteroidota participam ativamente de 

todas as etapas das vias metabólicas, incluindo processos de desnitrificação e redução 

desassimilatória do nitrato. Além disso, Bacteroidota, Actinobacteria e Chloroflexi 

contribuem para a nitrificação completa e a redução assimilativa do nitrato (Fan; Sun, 

2024). 

A presença consistente desses filos ao longo do tempo destaca sua importância 

em reatores anammox. Mesmo diante de variações nas condições operacionais, nos 

tipos de efluentes e nas características do inóculo, essas comunidades microbianas 

demonstram uma notável capacidade de adaptação e resiliência (Cho et al., 2010). 

Proteobacterias eram abundantes em 19,5%, em D0, 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 desnitrificação via nitrato, 

processo heterotrófico que é favorecido com a presença de matéria orgânica (Silveira 

et al., 2021). Além disso, abundâncias maiores desse filo em reatores anammox 

aparentam ser benéficos ao processo, uma vez que essas bactérias possuem a função 

de sintetizar SPE (Hung et al., 2022). 

O filo Chloroflexi apresentou uma redução significativa ao longo do processo, 

diminuindo de 19,7%, em D0, para 8,57%, em D700. Já os Bacteroidota, mantiveram-

se relativamente constantes, com abundância em torno de 20% nos dias iniciais e finais, 

embora tenham mostrado uma redução temporária para 10,6%, em D495. Ambos 

desempenham um papel crucial na granulação do lodo anammox, pois se associam às 

bactérias anammox, o que contribui para a absorção de material celular proveniente da 

decomposição de outras bactérias (Silveira et al., 2021). 

Firmicutes não foram detectadas no início do experimento (D0), mas surgiram 

em D495 com uma abundância de 13,7%, atingindo 19% em D700. Esse filo está 

relacionado à decomposição bacteriana por meio da acidificação hidrolítica, um 

processo relevante para a estabilidade do sistema anammox (Wang et al., 2024). 

Os resultados taxonômicos ao longo dos dias de operação corroboram o 

comportamento observado durante todo o período experimental do reator. Para 

complementar as análises em nível de filo, a Figura 5-8 apresenta a distribuição da 

abundância microbiana em nível de gênero. 
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Figura 5-8  Abundância relativa dos microrganismos por gênero durante os dias 0, 495 e 700de 
operação do sistema. Vermelho indica maior abundância e verde menor abundância. 

 

Nos primeiros 100 dias de operação, o reator apresentou instabilidades, como 

esperado, devido à adaptação do inóculo ao efluente suinícola. Durante essa fase, o 

gênero predominante era Candidatus Jettenia, com uma abundância de 31,84%. Esse 

gênero é conhecido na literatura por ser sensível a concentrações elevadas de carbono 

orgânico (Chini et al., 2020), o que explica a transição para Candidatus Brocadia, que 

alcançou 25,85% em D495. 

É necessário ressaltar que, em D421, o reator passou por um problema 

operacional, o que resultou na desintegração total da biomassa. Durante esse período, 

a proporção combinada de Candidatus Jettenia e Candidatus Brocadia foi reduzida a 

pouco mais de 4%. 

A recuperação rápida da abundância do lodo anammox em apenas 70 dias foi 

um resultado surpreendente e positivo. Essa recuperação não apenas indicou a 

resiliência da comunidade microbiana, mas também foi acompanhada por melhorias na 

atividade anammox e na grânulometria do lodo (ver item 5.3.3). 

Ao final do experimento, a proporção de Candidatus Brocadia era de 0,85%, com 

1,5% de Candidatus Jettenia. Apesar de oscilações nos coeficientes estequiométricos, 

e do consumo reduzido de nitrogênio do dia 500 ao dia 700, o sistema aparentava 

Gênero D0 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

A4b_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
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estabilidade, não corroborando a redução abrupta de abundância anammox. Outros 

gêneros, como Clostridium, Denitratisoma, Comamonadaceae e Kapabacteriales, 

totalizavam 9,5%, 7,60%, 5,01% e 4,85%, respectivamente.  

Comamonadaceae é geralmente detectada em tratamentos de águas residuais 

baseados em lodos ativados, em escala plena e em experimentos de laboratório, sendo 

conhecida por consumir uma ampla variedade de ácidos orgânicos, incluindo 

aminoácidos (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 análise genômica (Ding et al., 2023). Ambas coexistem em 

processos biológicos de tratamento, juntamente com as anammox (Guo et al., 2023). 

Concentrações de matéria orgânica presentes em águas residuais favorecem e 

beneficiam o desenvolvimento de bactérias heterotróficas, desnitrificantes, como 

Denitratisoma, Thauera e Pseudomonas. Elas podem competir com as anammox por 

substrato (NO2
-), além do tempo de duplicação menor, o que favorece o aumento da 

população heterotrófica (Witkabel; Abendroth, 2024). Neste estudo, há a presença de 

carbono orgânico residual oriundo ainda dos processos de DA (ver item 5.3.5); atrelada 

à presença desses grupos microbiológicos, corroboram a possível concorrência de 

bactérias heterotróficas e anammox por substrato.   

Bactérias anammox, desnitrificantes e algumas heterotróficas podem formar 

sistemas simbióticos de degradação, o que facilita a remoção conjunta de nitrogênio e 

carbono. Essa interação sinérgica já foi documentada em estudos anteriores, de 

maneira que se destaca sua importância para a eficiência dos processos de tratamento 

de efluentes (Su et al., 2022). 

Os gêneros microbianos identificados neste estudo, como SJA-28, apresentaram 

correlação positiva com Comamonadaceae e Thauera, enquanto o gênero SJA-15 

mostrou correlação positiva com Limnobacter e Comamonadaceae. Essas interações 

sugerem que bactérias heterotróficas utilizam fontes de carbono conforme a demanda 

das bactérias desnitrificantes, além de fornecer material orgânico biodegradável por 

meio da acidificação hidrolítica de materiais celulares e peptídeos extracelulares. Esse 

processo contribui para a redução de lodo no sistema e auxilia a formação de 

bioagregados, como grânulos, biofilmes e flocos, beneficiando o processo anammox 

(Yang et al., 2020). 

 

5.4. Conclusão 

 

 O reator demonstrou eficiência satisfatória na formação e produção de lodo 

granular, apresentando uma capacidade significativa de granulação ao longo do período 
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de operação. Os grânulos formados evidenciaram um diâmetro médio variando entre 

0,7 a 2 mm, o que é considerado ideal para o processo; isso favorece a sedimentação 

e a retenção da biomassa. A formação de grânulos estáveis sugere uma interação eficaz 

entre as bactérias anammox e o meio, promovendo a coesão das partículas e 

contribuindo para a estabilidade operacional do sistema.  

Apesar da intensa competição microbiológica, o sistema demonstrou um 

desempenho eficiente no processo anammox, alcançando uma abundância de 25% de 

Candidatus Brocadia após 495 dias de operação. A eficiência média global de remoção 

de nitrogênio foi de aproximadamente 70%, indicando uma performance significativa na 

redução dos compostos nitrogenados. Além disso, o sistema proporcionou uma 

capacidade máxima de consumo de nitrogênio amoniacal (CNA), de 2,66 ± 0,27 kg N 

m⁻³ d⁻¹, evidenciando sua robustez e habilidade de adaptação ao longo do tempo. Esses 

resultados sugerem que o processo foi bem-sucedido em manter a dinâmica 

microbiológica necessária para uma eficiente remoção de nitrogênio, mesmo em 

condições competitivas. 

As interações microbiológicas no sistema foram predominantemente mediadas 

por bactérias anammox, heterotróficas e desnitrificantes, visto que o reator não possuía 

uma fonte de oxigênio dissolvido, mas sim residuais de carbono orgânico. A ausência 

de oxigênio favoreceu a predominância de processos anaeróbios, inibindo a proliferação 

de bactérias oxidantes de amônia (BOA), que dependem da presença de oxigênio para 

a oxidação do amônio. Dessa forma, as condições ambientais do sistema favoreceram 

a seleção de microrganismos adaptados a ambientes com baixa disponibilidade de 

oxigênio, promovendo a desnitrificação e as reações anammox como principais vias 

metabólicas para a remoção de nitrogênio. 
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APÊNDICE A 

 

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

Módulo Reator Volume (m³) Altura (m) Diâmetro (m) 

M1 

UASB 1,41 2,90 0,80 

Módulo Vertical - 2,60 0,70 

Reservatório de 
digestato diluído 

1,56 2,50 0,95 

M2 

Anammox 0,035 2,00 0,015 

Misturador 0,134 0,70 0,50 

Banho aquecedor 0,134 0,70 0,50 

Nitrito de Sódio 
concentrado 

0,019 0,050 0,027 
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Figura S1 Projeto detalhado do reator UASB, desenvolvido pela empresa parceira do projeto. 

 

 
Figura S2 Projeto do sistema três em um, desenvolvido pela empresa parceira do projeto. 
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Figura S3 Projeto do tanque pulmão de digestato diluído desenvolvido pela empresa parceira do 
projeto. 
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6. ARTIGO 2: INFLUÊNCIA DO CONSÓRCIO MICROBIANO NA ESTABILIDADE E 

FORMAÇÃO DE GRÂNULOS ANAMMOX: DESAFIOS PARA A IMPLEMENTAÇÃO 

EM ESCALA REAL. 

 

RESUMO 

 

Este estudo investigou a interação microbiológica e o desempenho de sistemas 
baseados em anammox, alimentados com digestato da suinocultura. Os reatores RA e 
RD foram alimentados com digestato da suinocultura diluído em uma concentração de 
200 mg L-1 de nitrogênio total.  RA foi inoculado com bactérias anammox já aclimadas 
com efluente real, além de suplementado com NaNO2 como fonte de nitrito.  Já RD, 
operou em sistema de nitritação parcial em estágio único, também conhecido como 
desamonificação. Os dois sistemas demonstraram comportamentos distintos, mas com 
eficiência média de remoção de nitrogênio satisfatórias (85% em RA e 82% em RD). A 
distribuição granulométrica do lodo foi analisada ao longo de 260 dias de operação, em 
que RA formou grânulos e, em RD, ocorreu a formação de biofilmes aderidos às paredes 
do reator. No entanto, a carga de nitrogênio amoniacal aplicada foi consideravelmente 
menor no RA do que em RD. A composição da substância polimérica extracelular (SPE) 
indicou poucas variações na relação proteínas/polissacarídeos dos dois sistemas, 
evidenciando que, em ambos, o SPE influenciou a estabilidade dos grânulos e biofilmes. 
Além disso, a análise taxonômica revelou alterações na abundância de filos 
microbianos, com destaque para as bactérias anammox, que, apesar de apresentarem 
baixa abundância relativa nos dois processos, evidenciaram uma boa eficiência de 
remoção de nitrogênio também nos dois processos. A simbiose entre bactérias 
anammox e heterotróficas foi identificada, apontando a melhor adaptabilidade do reator 
RD aos aumentos de cargas devido a essa cooperação microbiológica.  

 
Palavras-chave: Anammox. Biofilme. Granulação. Nitrogênio. Substâncias poliméricas 
extracelulares. Interação microbiana. Digestato de suinocultura. 

 

6.1. Introdução 

 

Em resposta à demanda global por soluções sustentáveis, a indústria de 

tratamento de águas residuais têm adotado práticas ambientalmente responsáveis e de 

baixo carbono (Guo et al., 2024). Nesse contexto, o processo anammox destaca-se 

como uma biotecnologia promissora para a remoção de nitrogênio, superando métodos 

convencionais, a exemplo da nitrificação/desnitrificação, por apresentar vantagens, 

como baixo consumo de energia, menores emissões de gases de efeito estufa e a 

independência de fontes de carbono orgânico (Naufal; Wu, 2024). 

A oxidação anaeróbia de amônio é uma reação quimiolitoautotrófica realizada 

por bactérias do filo Planctomycetes, que utilizam nitrito (NO2
-) como aceptor de 

elétrons, convertendo amônio (NH4
+) em nitrogênio gasoso (N2) e nitrato (NO3

-) residual 

(Su; Zhang; Chen, 2025). Atualmente, sete gêneros 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 nitrogênio amoniacal, desafios, como o lento 

crescimento das bactérias anammox e a perda de biomassa em reatores, dificultam a 

sua aplicação em larga escala (Yu et al., 2020). Além disso, fatores, como a interação 

com outros grupos microbiológicos e as características físico-químicas do ambiente, 

também desempenham um papel crucial, mas ainda são pouco estudados. 

Um fator importante para a estabilidade dos lodos anammox é a produção de 

substâncias poliméricas extracelulares (SPE), compostas principalmente por proteínas 

(PN) e polissacarídeos (PS) (Guo et al., 2022b). Essas substâncias influenciam 

diretamente a estruturação dos lodos, bem como a formação dos grânulos com 

diferentes relações PN/os, as quais afetam a agregação microbiana e a atividade 

anammox (Hou; Liu; Zhang, 2015). SPE ligados, com maior concentração de proteínas, 

apresentam efeitos positivos na agregação celular, enquanto SPE fracamente ligados, 

ricos em polissacarídeos, podem prejudicar a sedimentabilidade (Shi et al., 2017a). 

Nesse contexto, estudos sobre SPE são essenciais para compreender a 

formação e as estratégias de agregação do lodo anammox, visando garantir  a 

estabilidade estrutural do biofilme, além de sua resistência a fatores inibitórios (Wang; 

Wang, 2023). Porém, poucos estudos foram realizados avaliando o papel e 

comportamento do SPE na formação, estabilidade e resistência mecânica do lodo 

anammox em reatores operados sob diferentes condições. 

O presente estudo investiga dois sistemas alimentados com efluente real: um 

contendo lodo anammox e outro com consórcio microbiológico em processo de 

desamonificação (anammox e bactérias oxidantes de amônia (BOA)), com o objetivo de 

avaliar e comparar a eficiência de remoção de nitrogênio dos dois sistemas. Além disso, 

visa identificar a contribuição do consórcio microbiológico para a estabilidade e 

morfologia do lodo anammox, bem como a produção de SPE, objetivando a sua 

adaptação para operações em larga escala. 

 

6.2. Materiais e métodos  

 

6.2.1. Sistema Experimental e Operação 

 

Dois reatores de bancada, cada um com volume de 1 L, foram utilizados para 

os sistemas anammox (RA) e desamonificação (RD) (Figura 6-1). Ambos os reatores 

apresentavam uma relação altura/diâmetro de 12 (60 cm de altura e 5 cm de diâmetro) 

e estavam equipados com um sistema de separação trifásica, além de decantadores 

para recirculação da biomassa. A temperatura foi mantida constante em 35 ± 1,0 °C por 
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meio de banhos de água aquecidos, utilizando aquecedores de aquário (Hopar, modelo 

H-386, China). 

 

 
Figura 6-1 Reatores RA e RD em operação, onde: a) a bomba peristáltica realiza a alimentação 
do reator RA; b) Reator RA em operação em banho aquecido a 35°C; c) RD operando em banho 
aquecido a 35°C; d) Decantador do reator RD; e) Bomba de recirculação do reator RD 

 

O sistema RA contava com uma bomba peristáltica para alimentação (Milan, 

modelo 204, Brasil), mas não possuía um sistema de recirculação automática de lodo, 

o que exigiu o retorno manual de quaisquer grânulos que saíssem do sistema. O sistema 

RD utilizava duas bombas peristálticas (Easy-Load II, Masterflex), a saber, uma para 

alimentação e outra para recirculação de lodo, além de uma pedra porosa e um 

rotâmetro (Gilmont - BY-03230-12) para controle da vazão de ar fornecida ao sistema, 

realizada de forma contínua. 

Os reatores foram operados por 260 dias, com condições de inicialização 

iguais, incluindo um Tempo de Retenção Hidráulica (TRH) inicial de 6 horas, vazão inicial 

de efluente de 0,2 L h⁻¹ e concentração de nitrogênio total (NT) de 200 g L⁻¹. A amônia 

para ambos os sistemas foi derivada de efluente real da digestão anaeróbia de resíduos 

da suinocultura, enquanto o nitrito foi fornecido por uma solução de nitrito de sódio 

(NaNO₂) a uma concentração de 100 g L⁻¹, preparada especificamente para o RA.  

O aumento da carga de nitrogênio aplicada foi realizado de forma gradual à 

medida que os sistemas demonstravam consumo total do nitrogênio fornecido. 

Amostras de NH₄⁺-N, NO₂⁻-N e NO₃⁻-N foram coletadas semanalmente nas entradas e 

saídas dos reatores. Oxigênio dissolvido (OD), pH e temperatura foram monitoradas 

diariamente com sondas portáteis (Hanna, modelo HI 8424, Portugal) e um medidor de 

OD (modelo 200A, Eco Sense, EUA). 
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6.2.2. Fonte de Inóculo 

 

Os reatores foram inoculados com lodo anammox, de acordo com as normas 

da Coleção de Microrganismos de Interesse para a Suinocultura e Avicultura (CMISEA) 

em Concórdia, Santa Catarina, Brasil (número 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 digestão anaeróbia de dejetos suínos, suplementado com nitrito de 

sódio, que estava em operação há aproximadamente 400 dias, com característica 

floculenta. 

O lodo nitrificante foi obtido de um reator nitrificante (P3) em escala de bancada; 

parte do processo modified Ludzack–Ettinger (MLE), para remoção de nitrogênio, 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. Caracterização do digestato 

 

O digestato utilizado foi coletado no sistema experimental de produção de 

suínos da Embrapa Suínos e Aves em Concórdia, Santa Catarina, Brasil (27°18′S, 

51°59′W), e possui como principais características físico-químicas: 10,08 ± 0,1 g L-1 de 

sólidos totais (ST); 5,77 ± 0,6 de sólidos voláteis (SV); 1,2 ± 0,5 g L-1 N-NH3; 4,40 ± 0,20 

g CaCO3 L −1 Alcalinidade, pH médio 8,30 ± 0,01, carbono orgânico total (COT); 3,96 ± 

0,15 g L-1. Para ajuste de concentração de N-NH3, o efluente foi diluído em um fator de 

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

 

6.2.4. Métodos analíticos  

 

Todos os parâmetros analíticos foram quantificados conforme descrito por 

APHA (2017) e as análises foram realizadas em triplicata e/ou quadruplicata, seguindo 

protocolos padronizados que atendem às boas práticas de laboratório e à política de 

garantia de qualidade.  

As concentrações de N-NH3, N-NO3⁻ e N-NO2⁻ foram determinadas utilizando 

o método colorimétrico em um sistema de análise por injeção em fluxo (modelo 2500, 

Instrumento Fialab, Seattle, EUA). A quantificação de N-NH3 foi realizada com base no 

método colorimétrico de Berthelot, em que o complexo amoniacal é formado pela reação 

de N-NH3 com hipoclorito e salicilato de sódio em pH 12, sendo a absorbância medida 
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a 650 nm. A determinação de N-NO2⁻ foi feita pelo método colorimétrico em pH 2,0-2,5, 

utilizando sulfanilamida e N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato, que produz uma 

coloração azul-avermelhada, com a absorbância registrada a 550 nm. A concentração 

de N-NO3⁻ foi obtida pelo mesmo método após sua redução a N-NO2⁻ em uma coluna 

de cádmio. A alcalinidade foi monitorada no início e no final dos testes cinéticos 

utilizando um titulador automático (modelo 848 Titrino plus, Metrohm, Herisau, Suíça). 

As soluções padrão utilizadas para a calibração das curvas de N-NH3 (2 – 10 mgN L⁻¹), 

N-NO3⁻ (0,1 – 3 mgN L⁻¹) e N-NO2⁻ (0,1 – 2,0 mgN L⁻¹) foram preparadas por diluição 

em série a partir de soluções padrão da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

A determinação do Carbono Orgânico Total Dissolvido (COT) foi realizada 

utilizando um analisador de COT (TOC-LCPH/CPN, Shimadzu, Kyoto, Japão), conforme 

as instruções do fabricante. Para a calibração, foram preparadas curvas a partir de 

soluções estoque de biftalato de sódio (C8H5NaO4) (Synth, São Paulo, Brasil), 

previamente secas a 105°C, o que resultou em soluções padrão de 1000 mg COT L⁻¹. 

As determinações de alcalinidade foram realizadas por meio de um titulador automático 

(modelo 848 Titrino plus, Metrohm, Herisau, Suíça), utilizando uma solução de ácido 

sulfúrico 0,05 mol L⁻¹ padronizada por titulação com o padrão primário Tris, 

(Hidroximetil) Aminometano (Merck). 

Amostras das entradas e saídas dos reatores foram coletadas para as 

determinações de N-NH3, N-NO2
⁻, N-NO3

⁻, COT e alcalinidade (expressa em mg CaCO3 

L⁻¹). As taxas específicas de consumo de nitrogênio (µN-NH3) foram calculadas a partir 

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

 

6.2.5. Cálculo dos Coeficientes estequiométricos  

 

Os coeficientes estequiométricos para os processos anammox (Eq.1) e 

desamonificação (Eq. 2) foram calculados a partir do balanço de massa das espécies 

químicas 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
- + 0,066CH2O0,5N0,15 + 

2,03H2O      Eq. 1                                                            

NH4
+ + 0,85O2 → 0,44N2+ 0,11 NO3

- + 1,43H2O+ 1,14H+ Eq. 2 
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6.2.6. Distribuição granulométrica  

 

A distribuição 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 diâmetros 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. Substâncias poliméricas extracelulares (SPE) 

 

O método de extração de substâncias polares extracelulares (SPE) aplicado às 

amostras de lodo coletadas nos dias 0, 30, 135 e 260 foi baseado na metodologia 

descrita por Lotti et al. (2019), específica para bactérias Anammox. Inicialmente, as 

amostras foram liofilizadas e a extração das SPE contidas no lodo foi realizada por meio 

da modificação do pH. Após a análise, os pellets foram descartados e as SPE foram 

extraídas, ficando contidas na fração líquida obtida ao final do processo. As 

concentrações de proteínas e polissacarídeos foram, então, determinadas. 

A concentração de proteínas na fração líquida de SPE foi analisada utilizando o 

método do ácido bicinconínico (BCA), que emprega kits padrões da Sigma-Aldrich 

(Darmstadt, Alemanha). O princípio do ensaio colorimétrico BCA baseia-se na formação 

de um complexo entre a proteína e o íon Cu²⁺ em condições alcalinas, seguido pela 

redução do Cu²⁺ a Cu¹⁺. As absorbâncias foram medidas a 562 nm para quantificar as 

concentrações de proteínas nos extratos (Smith et al., 1985). 

Já a concentração de polissacarídeos, foi determinada por meio da metodologia 

espectrofotométrica de antrona. Durante a reação com antrona, que ocorre na presença 

de ácido sulfúrico concentrado, há uma ação hidrolítica e desidratante sobre os 

carboidratos. Nesse processo, ligações glicosídicas entre os carboidratos e o ácido 

sulfúrico são hidrolisadas, o que resulta na desidratação dos açúcares simples para 

formar furfural ou hidroximetilfurfural. Essas substâncias condensam-se com a antrona 

(9,10-dihidro-9-oxoantraceno), produzindo um complexo de coloração azul esverdeada, 

que é quantificado colorimetricamente entre 620 e 630 nm. Em resumo, esse método 

baseia-se na extração de carboidratos solúveis e na quantificação colorimétrica, 

comparando os resultados com uma curva de calibração obtida a partir de soluções 

padrão de glicose. Para a determinação dos polissacarídeos, reagentes analíticos da 

Sigma-Aldrich foram utilizados (Silva et al., 2003). 
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6.2.8. Quantificação de genes de bactérias do ciclo do nitrogênio por qPCR 

 

A técnica de qPCR foi utilizada para quantificar o número de cópias dos genes 

do RNAr 16S, bem como de genes funcionais relacionados ao ciclo do nitrogênio, com 

potencial impacto no processo anammox. Para a análise de DNA, as amostras de lodo 

foram centrifugadas para concentrar as células (5000 g por 5 minutos) e o sobrenadante 

foi descartado. A fração sólida obtida foi transferida para microtubos e armazenada a -

20 °C até a extração do DNA. A extração foi realizada utilizando 0,25 g de lodo e o kit 

Qiagen DNeasy PowerSoil Pro, seguindo o protocolo padrão do fabricante. As 

concentrações de DNA foram medidas com um espectrofotômetro NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, EUA). 

Os primers específicos para a amplificação dos genes-alvo estão listados na 

Tabela 6-1 e foram selecionados com base em estudos anteriores (Humbert; Zopfi; 

Tarnawski, 2012; Pereira; Aráujo, 2022). A quantificação dos genes foi realizada 

utilizando qPCR em um termociclador de PCR, em tempo real, modelo 7500 (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, EUA). Para a construção das curvas de 

calibração, foram utilizados fragmentos sintéticos (g-block) com os seguintes números 

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 calibração foram 

construídas na faixa de 22,3 a 2,23 × 10⁶ cópias/µL. 

O protocolo de amplificação seguiu as seguintes condições: 95 °C por 2 minutos 

na etapa inicial (holding stage), seguido por 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 

segundos e anelamento/extensão a 60 °C por 1 minuto. Ao final, foi realizada a curva 

de melting (dissociação) para avaliar a pureza dos produtos amplificados, com os 

seguintes parâmetros: 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 qPCR. 

Par de iniciadores Sequências 5’→ 3’ 
Temperatura de 

anelamento 
Referência 

A438F_Anammox 
A684R_Anammox 

 

5’ -GTCRGGAGTTAD GAA 
ATG -3' 

5’ -ACC AGAAGTTCC ACT 
CTC -3' 

57 
Humbert et al. 

(2012) 

RNAr 16S do domínio 
Bactéria 

5’-ATGGCTGTCG 
TCAGCT - 3’ 

5’- ACGGGCGGTGT GTAC 
-3’ 

53 
Ferris et al. 

(1996) 

Enzima Amônia 
monoxigenase (AmoA) 

de BOA 

5’- GGGGTTTCT 
ACTGGTGG-3’ 

5’- CCCCTCKGSA 
AAGCCTTCTTC-3’ 

57 
Rotthauwe et 

al. (1997) 

Enzima óxido 
nitroso redutase 

(nosZ) de bactérias 
desnitrificantes 

5’ – 
CGYTGTTCMTCGACAGC

CAG -3’ 
5’ – 

CGSACCTTSTTGCCSTYG
CG -3’ 

55 
Enwall et al. 

(2005) 

6.2.9. Metodologia de Sequenciamento e Análise das Comunidades 

Microbianas 

 

A coleta de amostras foi realizada nos dias 0 (inoculação) e 260, totalizando 5 

gramas para cada amostra. As análises de comunidades microbianas foram realizadas 

a partir do sequenciamento de alto desempenho, direcionado às regiões V3/V4 do gene 

16S rRNA. O protocolo de preparo das bibliotecas foi desenvolvido pela Neoprospecta 

Microbiome Technologies (Florianópolis, SC, Brasil). A amplificação 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 (Illumina 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). Sequências 

com QP < 20 e primers foram removidas utilizando um software proprietário 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 único arquivo utilizando 

o pandaseq v.2.11 (Masella et al., 2012). Sequências com clusters de abundância 

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

et al., 1990), utilizando bancos de dados públicos ou proprietários como referência. As 

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

com maior bit-score, menor e-value e maior representação taxonômica. 

 

6.3. Resultados e discussão  

 

6.3.1. Desempenho da Remoção de N 

 

As cargas aplicadas, removidas e as eficiências de remoção de nitrogênio (ERN) 

dos processos Anammox e Desamonificação são apresentadas na Figura 6-2. 

 

 
Figura 6-2 Carga de Nitrogênio Aplicadas durante os 260 dias de operação de RA e RD e 
eficiências de remoção de nitrogênio (ERN). 

 

O aumento da carga de nitrogênio aplicada (CNA) realizou-se de forma gradual, 

não havendo a separação da operação dos reatores por fases, de maneira que foi 

ajustado conforme o consumo significativo de nitrogênio total (NT) observado ao longo 
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dos dias de operação do reator. As concentrações de NT em ambos os processos foram 

mantidas constantes (200 ± 20 mgL-1), com o aumento da CNA realizado partir do 

aumento das vazões de alimentação. 

Em RA, observou-se uma maior dificuldade no consumo de nitrogênio total (NT) 

durante os primeiros 150 dias de operação. Somente após o dia 160, as concentrações 

de nitrogênio no efluente começaram a reduzir para valores menores que 20 mg L⁻¹, 

indicando um consumo eficiente de nitrogênio e permitindo o aumento da carga 

aplicada.  

A carga inicial de RA foi de 0,57 ± 0,11 kgN m⁻³ d⁻¹, 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⁻³ d⁻¹, permanecendo por aproximadamente 60 dias 

com uma ERN de 58,7 ± 12,7%. Durante esse período, o reator apresentou dificuldade 

em consumir o nitrogênio disponibilizado. A ERN passou a apresentar valores de 82,89 

± 5,09% a partir do dia 180 de operação com uma CNA de 1,65 ± 0,07 kgN m⁻³ d⁻¹. 

Apesar dessa dificuldade identificada, nenhuma inibição por amônia livre e ácido nitroso 

livre foram detectados durante toda a operação dos reatores. 

A carga máxima de nitrogênio amoniacal (CNA) alcançada nesse processo foi 

de 2,32 ± 0,24 kgN m⁻³ d⁻¹, com uma eficiência global do sistema de 67,8 ± 16%. Já 

para o período da última CNA aplicada, a ERN foi de 85,06 ± 4,92%. 

Em contraste, o reator RD apresentou uma operação mais estável desde os 

primeiros dias de operação, com um consumo eficiente de nitrogênio e uma eficiência 

global de remoção de 76 ± 7,9%. O sistema de desamonificação demonstrou melhor 

estabilidade em termos de consumo de nitrogênio e aumento progressivo de carga 

aplicada. A CNA inicial aplicada em RD foi de 0,56 ± 0,20 kgN m⁻³ d⁻¹, durante 28 dias 

com uma eficiência de 59,65 ± 8,43%. A CNA máxima obtida em RD foi de 5,79 ± 0,35 

kg N m⁻³ d⁻¹, aproximadamente 2,5 vezes maior do que a observada em RA para o 

mesmo período, refletida na eficiência (82,10 ± 6,12%) do sistema que combinava 

bactérias oxidantes de amônia com anammox, em comparação ao sistema que utilizava 

apenas anammox.  

Corroborando os resultados de ERN e CNA alcançados para os dois processos, 

as taxas de consumo específico de amônia (µN-NH3) obtidas a partir dos testes cinéticos 

de consumo de substrato, realizadas nos dias 0, 30, 135 e 260, estão dispostas na 

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

Dia de Operação 
µ(N-NH3) (mgN gSSV⁻¹ h⁻¹) 

RA RD 

0 0,8 0,8 

30 1,5 1,9 

135 3,4 4,7 

260 4,7 7,8 

 

O rápido aumento de µN-NH3 nos dois processos é notório, principalmente ao 

observar que, em 30 dias, o consumo específico de N-NH3 dobrou. Porém, RD  

sobressaiu-se e apresentou um intervalo de aumento maior que RA, alcançando 7,78 

mgN gSSV⁻¹ h⁻¹, em 260 dias de operação, superando também em 1,7 vezes a µN-NH3 

obtida por Chini et al. (2019), que foi de μN-NH3 – 4,50 mg N-NH3 gSSV−1 h−1 em uma 

CNA de 1,19 ± 0,07 g N L-1 d-1 também com um processo de desamonificação 

alimentado com efluentes da suinocultura.  

As ERN médias obtidas nas cargas finais dos dois sistemas são comparáveis 

e até superiores a outros estudos, com CNA semelhantes: CNA: 3,05 kgN m⁻³ d⁻¹; ERN: 

93,4% (Wu et al., 2024); 2,2 kgN m⁻³ d⁻¹; ERN: 98%  (Yan et al., 2024)2,3 kgN m⁻³ d⁻¹; 

ERN: 90% (Deng et al., 2024). Nota-se que a CNA máxima aplicada para RD é pouco 

comum em aplicações práticas para remoções biológicas de nitrogênio, porém, refletem 

a robustez do processo, principalmente considerando fatores, a saber, a rápida 

inicialização do sistema e uso de digestato da suinocultura como alimentação do 

sistema.  

Ocasionalmente, em sistemas anammox, há uma queda momentânea da 

eficiência de remoção logo após o aumento da carga de nitrogênio aplicada, quando é 

ocasionada pelo aumento da concentração de NAT no sistema. Segundo Bonassa et al. 

(2022), isso ocorre por conta da aclimatação da biomassa às novas condições impostas 

ao sistema de concentração de substrato e suplementação de oxigênio. É possível 

observar que, na estratégia deste estudo, de aumentar a CNA a partir da vazão de 

alimentação do sistema, os reatores não apresentaram reduções momentâneas na 

ERN.  

 

6.3.2. Coeficientes estequiométricos 

 

  Os coeficientes estequiométricos das espécies químicas envolvidas nos 

processos anammox e desamonificação foram calculados para confirmar a atividade 

biológica nos reatores. Esses coeficientes são indicadores base da conformidade das 
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reações observadas com os valores teóricos esperados. Os valores para os 260 dias de 

operação estão dispostos na Figura 6-3 para RA e RD.  

 

 

 
Figura 6-3 Coeficientes estequiométricos teóricos comparados aos coeficientes calculados 
durante os 260 dias de operação. 

 

Em RA, os coeficientes estequiométricos avaliados foram apenas os do 

processo anammox. Durante os 260 dias de operação, houve algumas oscilações 

principalmente nos primeiros dias de operação. Apesar da biomassa utilizada já estar 

aclimatada, o reator necessitou de alguns dias para se ajustar às novas condições, 

apresentando uma certa estabilidade após o dia 60 de operação (1,08 ± 0,63 para NO2
- 

e 0,12 ± 0,14 para NO3
-). Porém, a partir do dia 105, as oscilações 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 período experimental, os coeficientes 

de NO2
- apresentaram-se próximos a 1,02 ± 0,32 e 0,15 ± 0,1 para NO3

-. 

Sabe-se que a razão estequiométrica de remoção de nitrito para amônia no 

processo anammox é de 1:1,32 (Eq.1). Quando essa relação está acima de 1,32, sugere 

a utilização desse nitrito por microrganismos de desnitrificação. Porém, em casos em 

que essa relação é menor que 1,32, parte da amônia pode ter sido utilizada por outros 

mecanismos, como crescimento celular (Ahn; Hwang; Min, 2004). 

Em RD, os coeficientes estequiométricos do processo de desamonificação 

começaram a estabilizar e manter-se próximos aos da literatura após 30 dias de 

operação, exceto para os coeficientes de NO3
-, que mantiveram valores médios de 0,04 

± 0,05 ao longo dos 260 dias de operação.  

Como o reator foi operado com efluente real, possuía baixas concentrações de 

carbono orgânico presentes 30,81 ± 8,83 mg L-1, e uma eficiência média de remoção de 

16,33 ± 4,7 % foi observada. A disponibilidade de carbono orgânico em efluentes após 

a digestão anaeróbia influencia a ocorrência da desnitrificação heterotrófica de maneira 

simultânea ao processo de desamonificação (Bonassa et al., 2022).  

Apesar da possibilidade de competição entre esses organismos, houve 

estabilidade na remoção de nitrogênio, com os processos ocorrendo simultaneamente, 

típico de um processo SNAD (nitritação parcial, Anammox e desnitrificação simultâneas) 

(Li et al., 2020). 

 

6.3.3. Distribuição granulométrica  

 

As análises de distribuição granulométrica foram conduzidas nos dias 0, 30, 

135 e 260 de operação em ambos os sistemas. Inicialmente, os reatores foram 

inoculados com a mesma biomassa anammox, o que resultou em uma distribuição 

granulométrica idêntica no tempo zero (T0). No entanto, o reator de lodo de semente 

enfrentou uma intercorrência que ocasionou a desestruturação completa dos grânulos, 

como evidenciado pela distribuição granulométrica inicial (Figura 6-4). Apenas 2,73% do 

volume total de lodo apresentava grânulos de aproximadamente 2 mm, enquanto 76,2% 

apresentavam características floculentas, com grânulos menores que 0,3 mm, que 

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

 

Do volume total de lodo utilizado para a determinação de granulometria, apenas 

2,73% apresentaram grânulos com tamanho aproximado de 2 mm, enquanto 76,2% 

possuíam características completamente floculentas, com grânulos menores que 0,3 

mm, transpassando a peneira. Novas análises de distribuição granulométrica foram 

realizadas nos dois reatores ao longo dos 260 dias de operação. As distribuições 

granulométricas dos reatores em 30, 135 e 260 dias podem ser observadas na Figura 

6-5. 
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Figura 6-5 Distribuição granulométrica dos reatores RA e RD nos dias 30, 135 e 260 de 
operação. 

 

Aos 30 dias, observou-se uma recuperação 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 granulação, sendo 5% de grânulos com 

tamanho igual ou superior a 2 mm, 22% com 0,7 mm, e 5% e 8% com grânulos de 0,6 

e 0,5 mm, respectivamente. Essa recuperação estrutural foi rápida em ambos os 

sistemas. 

Aos 135 dias de operação, o reator RA continuou a apresentar granulação 

significativa, com 66% do volume total de lodo composto por grânulos com tamanhos 

entre 2 e 0,5 mm. Em contraste, o reator RD começou a mostrar uma redução na 

proporção de lodo granular, com uma transição para formação de biofilme e uma 

redução de 18% na fração granular. 

No dia 260, o reator RD manteve esse comportamento anterior, com variações 

mínimas entre as distribuições de grânulos. O reator RA, por sua vez, manteve a 

proporção de grânulos com tamanho igual ou superior a 2 mm, observada no dia 135, 

mas apresentou uma redução na fração de grânulos de 0,25 mm, acompanhada por um 

aumento da fração de 0,3 mm, o que indica o desenvolvimento contínuo de granulação. 

Além disso, flocos menores que 0,125 mm foram identificados, representando 3% do 

volume total.  

A granulação do lodo anammox é um processo complexo influenciado por 

interações físicas, químicas e biológicas (Ye et al., 2025). O tamanho dos grânulos de 

anammox é crucial para a estabilidade do lodo e o desempenho do processo.  
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Grânulos maiores tendem a ter uma capacidade de sedimentação melhorada, 

favorecendo a retenção de biomassa e otimizando a transferência de massa no 

biorreator. Assim, o diâmetro dos grânulos é um parâmetro fundamental para garantir a 

estabilidade operacional e otimizar o processo anammox (Huang et al., 2020).  

A comparação entre os resultados das análises de granulometria e as 

atividades específicas de consumo de substrato (ver item, tabela XX) revela uma 

correlação significativa entre a formação de grânulos e o aumento na atividade dos 

microrganismos. Esse fenômeno pode ser atribuído ao fato de que os flocos de bactérias 

anammox apresentam uma baixa densidade celular, resultando em uma atividade 

metabólica reduzida. Assim, à medida que ocorre a estruturação granular, observa-se 

um aumento na densidade celular, o que, por sua vez, eleva a atividade metabólica dos 

microrganismos (Oshiki et al., 2020). A Figura 6-6 ilustra as distribuições 

granulométricas e a morfologia dos lodos nos reatores RA e RD ao longo dos 260 dias 

de operação. 

 

 
Figura 6-6 Características do lodo dos reatores em T0 (a) e RA (b) e RD (c) após 260 dias de 
operação. 

 

Apesar da rápida melhoria na estruturação granular do lodo anammox no reator 

RA, a carga de nitrogênio amoniacal (CNA) aplicada (2,32 ± 0,24 kgN m⁻³ d⁻¹) foi 2,5 

vezes menor do que a observada no reator RD no mesmo período (5,79 ± 0,35 kgN m⁻³ 

d⁻¹). No reator RD, a transformação do lodo, que inicialmente apresentava 

características floculentas, evoluiu para grânulos e, posteriormente, para a formação de 

biofilme. É importante salientar que o biofilme aderiu diretamente às paredes do reator, 

sem a necessidade de meio suporte ou carreadores para promover a agregação e 

retenção do lodo. 

O biofilme anammox constitui um sistema microecológico complexo, cuja 

estabilidade interna é mantida pela comunicação e interação entre os microrganismos 

(Zheng et al., 2022). A formação do biofilme anammox é descrita como um processo em 

múltiplos estágios, caracterizado por uma sucessão dinâmica e a interação de 
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processos estocásticos e determinísticos. Esse processo pode ser subdividido em três 

estágios de crescimento distintos: colonização, sucessão e maturação (Li et al., 2020; 

Niederdorfer et al., 2021). Os sistemas de tratamento de águas residuais que utilizam 

biofilmes apresentam vantagens, como uma retenção eficiente de biomassa e uma 

capacidade adaptativa significativa a variações nas condições ambientais (Blandin et 

al., 2018). 

É importante destacar que grânulos excessivamente grandes (superiores a 4 

mm) podem reduzir a eficiência da transferência de massa devido à formação de zonas 

mortas dentro dos grânulos maiores, diminuindo a abundância de microrganismos 

anammox (Zhu et al., 2018). Portanto, o tamanho ideal do grânulo é crucial para o 

desempenho do reator (Lu et al., 2013). Vários estudos indicam que o tamanho ótimo 

de grânulos anammox varia entre 0,5-0,9 mm (Zhu et al., 2018) e 1,0 a 1,5 mm, com 

melhor eficiência na remoção de nitrogênio e metabolismo energético (Chen et al., 

2021b). 

Han et al. (2024) avaliaram a heterogeneidade de grânulos e biofilmes 

anammox e observaram um aumento da intensidade de interação microbiana durante o 

processo de formação do biofilme, além de que a estabilidade e atividade metabólica 

também apresentaram melhor performance. Concomitantemente a isso, comparando 

com diferentes bioagregados, bactérias anammox foram encontradas em maior 

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

 

6.3.4. Substâncias Poliméricas Extracelulares (SPE) 

 

As substâncias poliméricas extracelulares (SPE) são reconhecidas pelo seu 

desempenho crucial na formação de agregados microbianos em processos biológicos 

de tratamento (Li et al., 2021); seu acúmulo pode ocorrer em rotas distintas, tais como 

excreção, secreção, lise celular e sorção (Flemming; Wingender, 2001). Logo, o SPE 

possui efeito direto no processo de granulação e estabilidade do processo anammox 

(Ye et al., 2025) 

A composição do SPE é basicamente proteínas (PN), polissacarídeos (PN) e 

componentes menores, como ácidos nucléicos, lipídios e substâncias húmicas, que, ao 

variar as concentrações, interferem na hidrofobicidade e na carga superficial do lodo, 

alterando a funcionalidade, estrutura do biofilme e do grânulo (Zhao et al., 2018a). 

A diversidade bacteriana e a atividade específica no tratamento de águas 

residuárias estão estreitamente ligadas às propriedades físico-químicas do lodo no 

processo. Em cenários nos quais a abundância de bactérias do filo Anammox é maior, 

é esperado que as concentrações de substâncias poliméricas extracelulares (SPE), 
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especialmente na razão proteínas/polissacarídeos (PN/PS), sejam mais elevadas. Esse 

acréscimo tende a coincidir com aumentos na atividade específica do reator e na 

eficiência de remoção de nitrogênio (ERN) (Bonassa et al., 2022; Chen et al., 2021a). 

No início do experimento (T0), o lodo apresentou uma relação de proteínas e 

polissacarídeos (PN/PS) de 28,94. Após 30 dias de operação do reator anammox (RA), 

observou-se um aumento significativo nessa relação, alcançando o valor de 157,67.  

Contudo, ao longo de 135 dias de operação, a relação PN/PS sofreu uma queda 

acentuada, reduzindo-se para 19,30. Em um período de 260 dias, houve um novo 

aumento, com a relação atingindo 43,18. Em contrapartida, no reator de 

desamonificação (RD), o comportamento da relação 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 evolução das relações PN/PS ao longo do 

tempo. 

 

 

 
 Figura 6-7 Conteúdo de SPE durante a operação dos reatores RA (a) e RD (b). 

 

Estudos anteriores relataram que todos os processos anammox durante a 

inicialização sofrem  alguma forma de lise celular e um período de fase de latência, em 

que o microrganismo se adapta às novas condições hidráulicas e físico-químicas do 

sistema (Qin et al., 2017; Xu et al., 2018). Com mudanças no ambiente, as bactérias 
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anammox gastam energia para adaptação e até mesmo proteção, secretando mais SPE 

(Henriques; Love, 2007). 

A proteína (PN) excretada pelas células contribui para manter a estabilidade das 

bactérias e melhorar a atividade metabólica geral; já a quantidade de polissacarídeos 

excretada, contribui diretamente para a relação PN/PS e a sedimentabilidade dos 

grânulos (Feng et al., 2021). 

Independentemente do tipo de grânulo, as relações PN/PS geralmente 

apresentam-se como maiores que 1,0 nos estudos, indicando um comportamento 

interessante de excreções maiores de proteínas para formação e manutenção de 

grânulos e biofilmes anammox (Feng et al., 2021; Mcswain et al., 2005). Todavia, 

comparando essas relações com outros tipos de lodo (ativados e metanogênicos), os 

consórcios anammox são mais eficazes na excreção de SPE (Zhang et al., 2016). 

 

6.3.5. Comunidade microbiana 

 

  Como é sabido, os gêneros de bactérias anammox conhecidos não são culturas 

puras, o que evidencia a necessidade e ocorrência de interações simbióticas complexas 

com outros grupos microbianos para seu desenvolvimento. Trocas metabólicas 

importantes, como aminoácidos, polissacarídeos, cofatores e vitaminas, entre bactérias 

anammox e outros microrganismos simbióticos, estão sendo descobertas 

constantemente (Ya et al., 2022). Na Figura 6-8, são apresentados os filos de maior 

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

 

 
Figura 6-8 Abundâncias relativas por filo encontradas na metagenômica de amostras dos 
tempos 0 e 260 de RA e RD. 
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No tempo inicial (T0), os reatores foram inoculados com dois tipos distintos de 

lodo: o lodo anammox (AMX_T0), floculento, com volume de 300 mL em RA e 200 mL 

em RD, e o lodo nitrificante (RD_T0NIT), adicionado apenas ao reator de 

desamonificação RD (100 mL). A análise microbiológica apontou os filos de maior 

abundância nos dois lodos, sendo: Chloroflexi (31,51% em AMX_T0 e 31,64% em 

RD_T0NIT), Firmicutes (14,56% e 28,24%, respectivamente) e Planctomycetota (7,61% 

e 14,47%). Além disso, AMX_T0 apresentou predominância de Proteobacteria, 

enquanto RD_T0NIT destacou-se pelos filos Synergistota (7,87%) e Sumerlaeota 

(7,67%). 

Após 260 dias de operação, a composição microbiana dos reatores passou por 

modificações. 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 análises taxonômicas 

identificaram os gêneros dominantes de AnAOBs como Candidatus Brocadia e 

Candidatus Jettenia. No tempo inicial, Candidatus Jettenia apresentou a maior 

abundância relativa (4,15%). Ao final do experimento (T260), Candidatus Brocadia 

predominou em RA (2,99%), em comparação à RD (2,45%).  

Apesar da baixa abundância de Candidatus Brocadia nos reatores, as µN-NH₃ e 

as ERN foram satisfatórias. Em RA, a taxa específica de consumo de amônia (µN-NH₃) 

foi de 4,7 mgN gSSV⁻¹ h⁻¹, com ERN de 85 ± 4,92%; em RD, a µN-NH₃ foi de 7,8 mgN 

gSSV⁻¹ h⁻¹, com ERN de 82 ± 6,12%. Bonassa et al. (2021) relataram uma abundância 

de 32,55% de Candidatus Brocadia em um sistema de nitritação parcial-anammox de 

estágio único, obtendo uma ERN de 82,56% e uma µN-NH₃ de 40,7 mgN gSSV⁻¹ h⁻¹. 

Os resultados taxonômicos corroboram a análise de qPCR (Figura 6-9 a e b), 

que quantificou genes do RNAr 16S, anammox e bactérias heterotróficas (nos-Z). Em 

T0_AMX, a quantificação apontou 1,02 × 1010 cópias/g de lodo, enquanto, em 

RD_T0NIT, apresentou 5,74 × 10⁸ cópias/g de lodo. Após 260 dias, RA obteve 1,1 × 1010 

cópias/g de lodo, e RD, 3,97 × 1010 cópias/g de lodo. Os resultados confirmaram a baixa 

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

 

A análise de qPCR revelou uma abundância significativa de BOA (quantificadas 

utilizando o par de primers AmoA), no reator RD, cerca de 1000 vezes superior em 

relação ao reator RA. 
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Denitratisoma (6,32% em AMX_T0; 6,81% em RA_T260; 1,05% em RD_T260). Esses 

microrganismos são únicos em realizar a oxidação quimiolitotrófica de NH₄⁺, além de 

desnitrificação utilizando NO₃⁻ e NO₂⁻ como aceptores de elétrons. Como autotróficos, 

prosperam em ambientes anóxicos, a exemplo do reator RA. No reator RD, que possuía 

aeração para promover a nitritação parcial, esses microrganismos foram menos 

expressivos, explicando suas maiores concentrações em RA. 

A granulação dos lodos anammox nos reatores RA e RD está diretamente 

relacionada aos gêneros microbianos presentes em cada sistema. O reator RD 

apresentou uma transição gradual, passando de flocos para grânulos e, ao final, 

formando um biofilme espesso aderido às paredes do reator, mesmo sem o uso de meio 

suporte. Estudos sugerem que sistemas híbridos, combinando biofilmes e flocos, podem 

alcançar taxas de remoção mais elevadas, o que mostra resultados promissores (Zhang 

et al., 2022). 

Embora o lodo granular ofereça vantagens importantes, como excelente 

capacidade de sedimentação e alta concentração de biomassa, pode enfrentar 

dificuldades frente a componentes mais complexos presentes em águas residuais, o 

que pode comprometer o desempenho do processo (Zuo et al., 2023). 

Estudos anteriores também identificaram a importância da simbiose entre 

bactérias anammox e heterotróficas. Grupos, como OLB13, SJA-15, 1–20, SBR1031 e 

SJA-28, evidenciaram contribuir para a estabilidade dos sistemas baseados em 

anammox de variações ambientais. Tal relação simbiótica também pode favorecer a 

coexistência de flocos e grânulos, promovendo um desempenho estável e robusto dos 

processos (Su et al., 2022). 

Bactérias do filo Chlorofexi também foram associadas à biossíntese de 

polissacarídeos com a cooperação de bactérias anammox na inicialização de reatores 

(Zhao et al., 2018b), além da biossíntese de metabólitos secundários de folato (Ya et 

al., 2022). 

Bactérias heterotróficas desempenham papéis cruciais em sistemas anammox, 

especialmente por meio de processos, como a desnitrificação e a redução 

desassimilatória de nitrato amônio (DNRA). Esses microrganismos utilizam produtos da 

decomposição microbiana ou aminoácidos derivados de substâncias poliméricas 

extracelulares (SPE) produzidas por bactérias anammox como fonte de carbono, o que 

contribui para a remoção eficiente de nitrato (White et al., 2025; Zhang; Wei; Wu, 2020).  

Além disso, bactérias heterotróficas auxiliam a formação de agregados 

(apoiando a produção de SPE e a formação de lodo granular, além da agregação) 

celulares e a circulação de vitaminas, cofatores e metabólitos essenciais, suprindo vias 

biossintéticas deficientes em algumas espécies anammox (Cao; Du; Zhou, 2021; White 
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et al., 2023). Essas interações simbióticas promovem maior estabilidade estrutural do 

lodo e melhoram o desempenho geral do sistema anammox. 

O aumento de SPE é considerado um efetivo indicador da resistência das 

Anammox ao processo de remoção de nitrogênio. Chen et al. (2021b) constataram que, 

com o aumento da relação PN/PS, uma maior abundância de Planctomycetes estava 

presente no processo de desamonificação. O aumento da abundância de bactérias 

heterotróficas também pode ser explicado pelo aumento da excreção de SPE pelas 

bactérias anammox para a formação de grânulos (RA) e biofilme (RD), também já 

relatado por estudos anteriores (Zhang et al., 2024). 

Os resultados deste estudo evidenciam que a interação microbiológica entre 

bactérias anammox e outros microrganismos desempenha um papel crucial na 

performance do sistema. A formação de grânulos anammox no reator RA e o 

desenvolvimento de biofilmes no reator RD proporcionaram abordagens 

complementares para otimização do processo. Notou-se uma maior eficiência de 

remoção de nitrogênio no reator RD, destacando a importância das diferentes estruturas 

microbiológicas. 

 

6.4. Conclusão 

 

Este estudo destacou a importância das interações microbiológicas entre 

bactérias anammox e outros microrganismos presentes em efluentes no ciclo global do 

nitrogênio. A formação de biofilmes no processo de desamonificação, com altas taxas 

de remoção e estabilidade, ao longo de 260 dias de operação, evidencia a contribuição 

das BOA, BON e BHN para o desempenho robusto das bactérias anammox, garantindo 

uma remoção eficiente de nitrogênio. 

As relações entre proteínas e polissacarídeos (PN/PS) das substâncias 

poliméricas extracelulares (SPE) tiveram um papel determinante na modulação da 

estrutura do lodo, contribuindo para a estabilidade dos grânulos e biofilmes formados. 

O reator RD apresentou uma capacidade máxima de consumo de nitrogênio amoniacal 

(CNA) de 5,79 kg N m⁻³ d⁻¹, com uma eficiência de remoção de nitrogênio (ERN) de 

82%. Já o reator RA, atingiu uma CNA máxima de 2,32 kg N m⁻³ d⁻¹, com uma ERN de 

85,6%. 

Embora as eficiências globais sejam semelhantes, o reator RD demonstrou 

melhor desempenho na remoção de maiores cargas de nitrogênio, especialmente no 

processo de desamonificação. Esses resultados confirmam que a eficiência dos 

processos anammox no tratamento de águas residuárias depende não apenas da 

abundância de bactérias anammox, mas também das interações simbióticas com outros 
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microrganismos. Essas interações favorecem a resiliência e a robustez do sistema, 

especialmente em ambientes com alta carga orgânica, o que contribui para uma 

remoção mais eficiente e estável de nitrogênio. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS  

 

➢ Hipótese 1: 

A hipótese de que sistemas anammox suplementados com nitrito apresentam 

boa eficiência na remoção de nitrogênio e podem ser utilizados para a produção de lodo 

anammox não foi integralmente confirmada. O sistema apresentou uma eficiência média 

de remoção de nitrogênio de 72% e formou grânulos estáveis com diâmetro 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 à competição microbiológica por substrato. 

Durante o período de operação, a análise dos coeficientes estequiométricos 

revelou flutuações na eficiência devido à competição entre bactérias anammox e outros 

microrganismos, como bactérias heterotróficas e desnitrificantes. A presença de 

resíduos de carbono orgânico, associada à ausência de oxigênio dissolvido, favoreceu 

a proliferação dessas bactérias concorrentes, o que impactou negativamente a 

eficiência global do sistema e dificultou a manutenção de altas capacidades de consumo 

de nitrogênio amoniacal (CNA). 

Embora os grânulos anammox formados tenham demonstrado boa 

estabilidade estrutural, a capacidade máxima de CNA alcançada foi de 2,66 ± 0,27 kg N 

m⁻³ d⁻¹, abaixo do esperado para um desempenho ideal em condições de alta carga. 

Isso indica que, para viabilizar a aplicação em larga escala, o processo anammox deve 

ser complementado por consórcios microbiológicos mais robustos, como os presentes 

em sistemas de desamonificação, que combinam bactérias anammox (AnAOB) com 

bactérias oxidadoras de amônia (BOA). Esses consórcios favorecem a estabilidade 

operacional e a resiliência do sistema frente a variações de carga. 

Portanto, a hipótese não foi totalmente comprovada, sugerindo que ajustes no 

sistema, incluindo a combinação de microrganismos e o controle rigoroso das condições 

operacionais, são necessários para garantir eficiência e estabilidade na remoção de 

nitrogênio em larga escala. 

➢ Hipótese 2: 

Os resultados do estudo confirmam que os consórcios microbiológicos, 

especialmente a combinação entre bactérias anammox (AnAOB) e bactérias oxidadoras 

de amônia (BOA), conferem maior resiliência operacional a variações de carga, 

promovendo um desempenho mais estável a longo prazo. A comparação entre os 

reatores Anammox e Desamonificação revelou que o sistema de desamonificação 

apresentou maior estabilidade, atribuída, em grande parte, à presença e à interação 

entre diferentes microrganismos. 
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No reator de desamonificação, a relação entre proteínas e polissacarídeos 

(PN/PS) das substâncias poliméricas extracelulares (SPE) manteve-se em torno de 40, 

com flutuações mínimas ao longo do período analisado. Essa estabilidade sugere uma 

estrutura de lodo mais coesa e resistente, contribuindo para a formação e manutenção 

de biofilmes estáveis. Em contraste, o reator Anammox apresentou quedas acentuadas 

na relação PN/PS, indicando uma maior instabilidade no processo e menor resistência 

estrutural dos grânulos formados. 

Além disso, o sistema de desamonificação demonstrou uma CNA máxima de 

5,79 kg N m⁻³ d⁻¹, aproximadamente 2,5 vezes superior à aplicada ao sistema somente 

Anammox, que atingiu uma CNA máxima de 2,32 kg N m⁻³ d⁻¹. Essa diferença destaca 

a robustez do sistema de desamonificação em lidar com cargas mais elevadas, 

reforçando o papel dos consórcios AnAOB-BOA na resiliência do processo. A presença 

de BOA no sistema favoreceu interações simbióticas, promovendo uma melhor 

adaptação a variações ambientais e maior eficiência na remoção de nitrogênio. 

Esses fatores foram fundamentais para garantir a robustez do sistema em 

ambientes com alta carga orgânica, validando a hipótese de que consórcios anammox 

contribuem significativamente para a estabilidade e eficiência 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. Avaliação de Materiais Suporte para Biofilme: Considerando a formação de 

biofilme observada no sistema de desamonificação, é interessante a 

investigação de materiais que possam vir a ser utilizados como suportes para o 

desenvolvimento e estabilização do biofilme. A busca por materiais 

economicamente viáveis, que favoreçam a adesão dos microrganismos, é 

fundamental para a aplicação em larga escala de processos biológicos de 

tratamento de águas residuárias. 

2. Inicialização de Processos Anammox com Lodos de 

Nitrificação/Desnitrificação: A utilização de lodos provenientes de processos 

de nitrificação/desnitrificação, investigados previamente por determinações de 

biologia molecular, e que já contenham populações de bactérias anammox, 

como inóculo para a startup dos sistemas anammox, deve ser investigada. A 

avaliação do comportamento dos reatores sob essas condições pode oferecer 

insights importantes sobre a adaptação e a dinâmica dos consórcios 

microbiológicos, além de permitir uma redução do tempo de adaptação e uma 

maior eficiência no desempenho do sistema. 

 

 


