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RESUMO

A oxidacao anaerdbia de ambénio (anammox) € um dos processos bioldgicos mais
promissores para o tratamento de efluentes ricos em amoénio, uma vez que as
bactérias com atividade Anammox oxidam o ion amoénio diretamente a nitrogénio
gasoso, usando o nitrito como aceptor final de elétrons. Dessa forma, o oxigénio nao
€ requerido, proporcionando menor consumo energético e dispensa de fontes
externas de carbono. Nesse sentido, os testes com efluentes domeésticos e industriais
sdo encorajados na literatura. Contudo, o desenvolvimento de pesquisas e a sua
aplicacdo ao tratamento de efluente da industria de fertilizantes nitrogenados, assim
como a avaliacdo das melhores condi¢cdes operacionais dos reatores com atividade
anammox ndo tem sido o alvo principal dos estudos. Esta pesquisa avaliou, em escala
laboratorial, 0 desempenho do processo anammox em reator em batelada sequencial
(RBS) por 403 dias, aplicado ao efluente de uma industria de fertilizantes
nitrogenados, contendo, aproximadamente 10.000mgNH4*/L, testando diferentes
diluicdes e cargas de nitrogénio aplicada. Nesta pesquisa, a diluicdo do fertilizante
nitrogenado em efluente anaerobio doméstico foi realizada como estratégia, para nao
inibir o processo, sendo avaliadas 3 diferentes condi¢des: Fase 1 - diluicdo 1:100,
Fase 2 - diluicdo 1:50, Fase 3 - diluicdo 1:16,7 de efluente de fertilizante em efluente
anaerobio doméstico, respectivamente, com suplementacédo de nitrito ao reator. Além
dos parametros fisico-quimicos, a comunidade microbiana foi avaliada usando as
técnicas de gPCR em tempo real e 0 sequenciamento massivo do amplicon 16S rRNA.
As Fases 1 e 2 apresentaram consumo simultaneo de nitrogénio amoniacal e nitrito,
por 101 dias, com elevada eficiéncia média de remocédo de nitrogénio amoniacal
(80,69% - Fase 1) (98,06% - Fase 2) e nitrito (85,50% - Fase 1) (99,41% - Fase 2),
com cargas de nitrogénio aplicadas de até 42,75 g.m3d'. Remocdo de DQO,
subsidiada pelo consoércio microbiano com bactérias desnitrificantes heterotroficas,
sem prejuizo para a atividade anammox, também foi observada. Na Fase 3 0 processo
anammox foi inibido sem indicios de recuperacédo do desempenho durante o periodo
avaliado. Nas fases 1 e 2 a abundancia das bactérias anammox foi de 3,12x108 e 4,49
x108 cépias/ g de lodo do gene RNAr 16S de anammox, respectivamente. JA no SNG
0 género Ca. Brocadia foi identificado em baixa abundancia relativa (0,15%), na fase
1. Esta pesquisa revelou a potencialidade do uso do processo anammox para
efluentes da industria de fertilizantes nitrogenados em altas dilui¢cdes (1:100 e 1:50).
A pesquisa também mostrou que a aplicacdo do processo anammox sob condi¢des
diretas de uso foi inviavel para menores dilui¢cdes (1:16,7). O pré-tratamento deste
efluente, visando a degradacdo das altas cargas dos compostos nitrogenados e de
outras substancias com efeito inibitério ao processo, deve ser avaliado como
alternativa conjugada ao processo anammox.

Palavras-chave: Anammox; nitrogénio amoniacal; efluente da industria de fertilizante;
bactérias desnitrificantes; Ca. Brocadia; RBS.



ABSTRACT

Anaerobic Ammonium Oxidation (Anammox) is one of the most promising biological
processes for the treatment of ammoniume-rich effluents, as Anammox-active bacteria
oxidize ammonium ions directly to nitrogen gas, using nitrite as the final electron
acceptor. In this way, oxygen is not required, leading to lower energy consumption and
eliminating the need for external carbon sources. In this context, testing with domestic
and industrial effluents is encouraged in the literature. However, the development of
research and its application to the treatment of effluent from nitrogen fertilizer
industries, as well as the evaluation of the best operational conditions for reactors with
Anammox activity, have not been the main focus of studies. This research evaluated,
on a laboratory scale, the performance of the Anammox process in a Sequencing
Batch Reactor (SBR) for 403 days, applied to effluent from a nitrogen fertilizer industry,
containing approximately 10,000 mgNHa4*.L%, testing different dilutions and nitrogen
loading. In this study, dilution of nitrogen fertilizer in domestic anaerobic effluent was
used as a strategy to prevent process inhibition, with three different conditions being
evaluated: Phase 1 - 1:100 dilution, Phase 2 - 1:50 dilution, Phase 3 - 1:16.7 dilution
of fertilizer effluent in domestic anaerobic effluent, respectively, with nitrite
supplementation to the reactor. In addition to the physicochemical parameters, the
microbial community was evaluated using gPCR techniques in real-time and 16S rRNA
amplicon massive sequencing. Phases 1 and 2 showed simultaneous consumption of
ammonium nitrogen and nitrite for 101 days, with high average nitrogen removal
efficiency (80.69% - Phase 1) (98.06% - Phase 2) and nitrite removal (85.50% - Phase
1) (99.41% - Phase 2), with nitrogen loads of up to 42.75 g.m3.dt. COD removal,
supported by the microbial consortium with heterotrophic denitrifying bacteria, without
compromising Anammox activity, was also observed. In Phase 3, the Anammox
process was inhibited with no signs of performance recovery during the assessed
period. In Phases 1 and 2, the abundance of Anammox bacteria was 3.12 x 102 and
4.49 x 108 copies/g of sludge of the 16S rRNA gene of Anammox, respectively. In the
SNG, the genus Ca. Brocadia was identified at low relative abundance (0.15%) in
Phase 1. This study revealed the potential of using the Anammox process for effluents
from the nitrogen fertilizer industry at high dilutions (1:100 and 1:50). The study also
showed that applying the Anammox process under direct use conditions was
unfeasible for lower dilutions (1:16.7). Pre-treatment of this effluent, aiming at the
degradation of high loads of nitrogen compounds and other substances with inhibitory
effects on the process, should be considered as an alternative combined with the
Anammox process.

Keywords: Anammox; ammoniacal nitrogen; fertilizer industry efluente; denitrifying
bacteria; Ca. Brocadia; RBS.
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1 INTRODUCAO

A adicdo de fertilizantes no solo tem sido uma pratica comum para aumentar a
produtividade agricola e regular o suprimento daqueles nutrientes herdados
naturalmente nos solos, além de compensar a remocédo de nutrientes pelas plantas e

satisfazer as culturas com alto potencial de crescimento (REEZT, 2017).

Ramirez-Garcia, Gohil e Singh (2019) comentaram que os fertilizantes, todavia, séo a
principal fonte de efluentes agricolas por possuirem minerais nutritivos incluindo
nitrogénio, fésforo e potassio (N, P, K), que mesmo diante dos beneficios as plantas,
guando lancados em ambientes abertos, podem favorecer a eutrofizacdo do ambiente
aquatico, resultante do enriquecimento anormal de nutrientes nos corpos hidricos.
Ainda, as aguas residuarias geradas pela industria de fertilizantes possuem alta carga
organica nao facilmente biodegradavel, medida indiretamente em termos de demanda
guimica de oxigénio (DQO) e podem inibir o crescimento de micro-organismos
aquaticos (SINGH, SRIVASTAVA, MANDAL, 2015).

Diferentes estudos tém apresentado metodologias de tratamento de efluentes para a
industria de fertilizantes, visando solucdes sustentaveis e técnicas para a reducéo do
potencial impacto negativo dos residuos no meio ambiente (MILLAN-BECERRO et al.,
2022; SARAVANAKUMAR et al., 2022; SINGH, SRIVASTAVA e MANDAL, 2015).

Versando sobre os efluentes das indastrias de fertilizantes nitrogenados, bioprocessos
para tratamento de efluentes com alta concentracdo de nitrogénio tem sido
desenvolvidos e usados industrialmente (KAMALI et al., 2019). E, nesse aspecto, a
oxidacdo anaerobia de aménio (Anammox) € um dos processos mais promissores,
pois, as bactérias que sdo capazes de realiza-lo, oxidam diretamente o ion amdnio a
nitrogénio gasoso, usando o nitrito como aceptor final de elétrons. Dessa forma, reduz-
se a demanda de oxigénio em 60%; implicando em menor consumo energético; e
dispensa-se integralmente fontes externas de carbono (IZADI et al., 2023; JAGABA et
al., 2021; MADIGAN et al., 2016).

Outros beneficios a sua aplicacdo referem-se a baixa producédo de lodo devido ao
longo tempo de duplicacdo das bactérias anammox (GAMON, CEMA E
ZIEMBINSKA-BUCZYNSKA, 2021). A literatura tem mencionado taxas de duplicacéo
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de 7 a 14 dias, conforme Jagaba et al. (2021), embora Adams et al. (2020) tenham
relatado valores entre 2 a 5 dias ou ainda, tdo baixos quanto 0,17 a 4 dias, reportado
por Zhang et al. (2017).

O pos-tratamento de efluentes domésticos e de residuos alimentares utilizando o
processo anammox, para diferentes condi¢cdes operacionais e experimentais tem sido
objeto de pesquisas, mostrando-se eficiente para remocao de DQO, nitrito e amdnio
(CARVALHO et al., 2021; FERNANDES et al., 2018; PEREIRA et al., 2019). Outros
autores também investigaram, em escala piloto e laboratorial, 0 processo anammox
aplicado ao tratamento de lixiviado de aterro sanitario; como em Ren et al. (2022) e o
tratamento de efluente da suinocultura, desenvolvido por Chen et al. (2021a).

A tecnologia Anammox (oxidagdo anaerobia do amdnio) foi testada por Chen et al.
(2022), Keluscar, Nerurkar e Desai (2013), Verma e Daverey (2024) visando a
remocao dos compostos nitrogenados dos efluentes de industrias de fertilizantes.
Todavia, 0 processo e a aplicacdo das bactérias com atividade Anammox ao
tratamento de efluente da industria de fertilizantes nitrogenados, assim como a
avaliacdo das melhores condicdes operacionais dos reatores, ndo tem sido o alvo
principal dos estudos correlacionados ao uso desse sistema. E, até ao presente, sem

identificacdo de pesquisas nacionais correlatas ao tema em questao.

Frente a necessidade de maiores investigacbes sobre o tratamento do efluente de
fertilizantes, em especial aos nitrogenados e, diante de uma perspectiva futura de
implementacdo do processo Anammox em escala real, é importante avaliar as
condicBes ideias de funcionamento do sistema para que este viabilize a remoc¢éo de
DQO, aménio e nitrito de efluentes industriais. Nesse sentido, o presente estudo
investigou a aplicacdo do processo anammox para a remoc¢ao de nitrogénio do
efluente da industria de fertilizantes no reator em batelada sequencial (RBS) com

atividade anammox.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar, em escala laboratorial, 0 desempenho do
processo anammox, por meio de reator em batelada sequencial, aplicado ao efluente
de uma industria de fertilizantes, testando diferentes diluicbes e cargas de N aplicada.

2.2 Objetivos Especificos

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos, para alcangar o objetivo geral
do estudo.

e Avaliar o desempenho do reator anammox na remocao de nitrogénio amoniacal
guando submetido a diferentes diluicbes de efluente industrial e de efluente
anaerobio domestico;

e Avaliar o desempenho do reator anammox na remoc¢do de DQO quando
submetido a diferentes diluicdes de efluente industrial e de efluente anaerébio
domeéstico;

e |dentificar as mudancas na comunidade microbiana do reator ao longo das

diferentes condi¢des operacionais testadas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fertilizantes

Sob a perspectiva da produtividade agricola, a adicao de fertilizantes tem papel
importante como reguladora do suprimento de nutrientes herdados naturalmente nos
solos. Solos que possuem alta fertilidade natural podem alcancar produtividades
significativas mesmo sem a aplicacdo de fertilizantes, mas podem alcancar
produtividades ainda mais substanciais com o fornecimento adicional aos nutrientes
limitantes. Nesse sentido, a utilizacdo de fertilizantes, além de suprir 0 requerimento
natural do solo; satisfazendo as culturas com alto potencial de produtividade; também
compensa a remocdo de nutrientes pelas plantas ou aqueles perdidos pelos
mecanismos de lixiviagdo e volatilizacdo e ainda, aumenta o nivel e mantém a
fertilidade do solo (REEZT, 2017).

Conforme a Lei n° 6.894, de 16 de dezembro de 1980, os fertilizantes séo definidos
como “substancia mineral ou organica, natural ou sintética, fornecedora de um ou mais
nutrientes vegetais”. Estes referem-se aos elementos essenciais ou benéficos para o
crescimento e producdo das plantas, destacando-se 0s macronutrientes primarios;
nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), os macronutrientes secundarios; calcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S); e micronutrientes; boro (B), cloro (Cl), cobre (Cu), ferro

(Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo), zinco (Zn), cobalto (Co) e silicio (Si).

Nesse contexto, a legislacdo vigente traz as seguintes classificacbes para 0s

fertilizantes:

a) fertilizante mineral: produto de natureza fundamentalmente mineral, natural
ou sintético, obtido por processo fisico, quimico ou fisico-quimico, fornecedor
de um ou mais nutrientes de plantas;

b) fertilizante organico: produto de natureza fundamentalmente organica,
obtido por processo fisico, quimico, fisico-quimico ou bioquimico, natural ou
controlado, a partir de matérias-primas de origem industrial, urbana ou rural,
vegetal ou animal, enriquecido ou ndo de nutrientes minerais;

¢) fertilizante mononutriente: produto que contém um sé dos macronutrientes
primarios;

d) fertilizante binério: produto que contém dois macronutrientes primarios;
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e) fertilizante ternério: produto que contém os trés macronutrientes primarios;
f) fertilizante com outros macronutrientes: produto que contém o0s
macronutrientes secundarios, isoladamente ou em misturas destes, ou ainda
com outros nutrientes;

g) fertilizante com micronutrientes: produto que contém micronutrientes,
isoladamente ou em misturas destes, ou com outros nutrientes;

h) fertilizante mineral simples: produto formado, fundamentalmente, por um
composto quimico, contendo um ou mais nutrientes de plantas;

i) fertilizante mineral misto - produto resultante da mistura fisica de dois ou
mais fertilizantes minerais; (Reda¢éo dada pelo Decreto n° 8.384, de 2014)

j) fertilizante mineral complexo: produto formado de dois ou mais compostos
guimicos, resultante da reacao quimica de seus componentes, contendo dois
ou mais nutrientes;

) fertilizante orgénico simples: produto natural de origem vegetal ou animal,
contendo um ou mais nutrientes de plantas;

m) fertilizante orgénico misto: produto de natureza orgénica, resultante da
mistura de dois ou mais fertilizantes organicos simples, contendo um ou mais
nutrientes de plantas;

n) fertilizante orgéanico composto: produto obtido por processo fisico, quimico,
fisico-quimico ou bioquimico, natural ou controlado, a partir de matéria-prima
de origem industrial, urbana ou rural, animal ou vegetal, isoladas ou
misturadas, podendo ser enriquecido de nutrientes minerais, principio ativo
ou agente capaz de melhorar suas caracteristicas fisicas, quimicas ou
bioldgicas; e

o) fertilizante organomineral: produto resultante da mistura fisica ou

combinacao de fertilizantes minerais e organicos (BRASIL, 2004).

3.2 Contexto global de fertilizantes

Como elucidado no Plano Nacional de Fertilizantes 2050 (2022), a producédo de
insumo agricola cresce em escala global de acordo com a crescente necessidade de
expansao das areas de plantio no mundo. De acordo com a International Fertilizer
Association (2020), o mercado global de fertilizantes NPK demandou por 190, 186,8
e 189,8 milhdes de toneladas nos anos de 2018, 2019 e 2020, respectivamente. Em
2020, o nitrogénio foi produzido principalmente na China, na Russia e nos Estados
Unidos, ja os fosfatados foram China, Estados Unidos e Marrocos e 0s potassicos
foram no Canad@, Russica e Bielorrusia (GLOBALFERT, 2021).
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A pandemia de Covid-19 e as imposi¢cdes de san¢cbes econdmicas a Bielorrisia (um
dos principais fornecedores de fertilizantes potassicos para o Brasil) demonstraram o
risco de se depender fortemente da importacdo de produtos essenciais para a
sustentacdo da agricultura. Contudo, acredita-se que inovacfes tecnoldgicas da
indUstria dardo impulso ao mercado, diminuindo a demanda pelos compostos de NPK,
como a Amonia verde, fertilizantes com incorporacédo de matriz organica, insumos de

origem biolégica e agrominerais (BRASIL, 2021).
3.3 Contexto nacional fertilizantes

O Brasil é responséavel por aproximadamente 8% do consumo global de fertilizantes,
ocupando a quarta posicéo, atras da China, india e dos Estados Unidos. O principal
nutriente aplicado no Brasil é o potassio, com 38%, seguido por fésforo, com 33%, e
nitrogénio, com 29% do consumo total de fertilizantes (BRASIL, 2021).

No que tange a producéo, o Brasil possui grandes reservas de matérias-primas, como
rochas fosfaticas e potassicas, gas natural e micronutrientes, todavia, a producéo
nacional tem sido insuficiente para suprir a demanda interna, aumentando as taxas de
importacdo do insumo e a vulnerabilidade do pais frente as dos precos no mercado
mundial. Corroborando com as assertivas, em 2020 foram produzidas 224.000
toneladas de fertilizantes basicos nitrogenados no Brasil (em termos de nitrogénio
contido) e no mesmo ano o consumo foi de cerca de 40,5 milhdes de toneladas de
fertilizantes NPK e aproximadamente 5,3 milhGes de toneladas correspondem ao
nitrogénio contido (BRASIL, 2021).

A producdo nacional de concentrado fosfatico, em 2019, foi de 5,3 milhdes de t com
teor médio do concentrado de 33 a 35% P20Os e a produgédo de acido fosforico tem sido
de cerca de 1,1 milhdes de t/ano de P.Os contido e de fertilizantes fosfatados entre
1,7 e 2,0 milhdes de t/ano de P20s contido, nos ultimos 5 anos. Ja a producéo de acido
sulfurico nacional para a industria de fertilizantes em 2019 foi da ordem de 3,3 milhdes
de t (BRASIL, 2021).

Sobre o potassio, em 2020 a dependéncia dos fornecedores externos atingiu 96,4%,
sendo necessario importar 6,80 milhdes de t de KCI, enquanto a producéo foi de 250

mil t de KCI. Desta producéo, 89 mil t foram exportadas, enquanto o consumo aparente
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fechou em 6,8 milhdes de t de K>O. Para 2022, previu-se a producao de 0,3 milh&o
de t e, para 2035, de 8,7 milhdes de t de K>O contido (BRASIL, 2021).

3.4 Producéo de fertilizantes

7

A industria de fertilizantes é composta por fabricas de multiprodutos, dos quais
aqueles a base de fosfato ou a base de amodnia sdo normalmente produzidos em
plantas diferentes. A fabricagéo de fertilizantes fosfatados compreende a producéo de
acido sulfurico; derivado do enxofre elementar, e acido fosforico; derivado da rocha
fosfatica. Os principais produtos incluem o &cido fosférico, o superfosfato normal, o
superfosfato triplo e o fosfato de amdnio. A aménia é produzida utilizando o nitrogénio
atmosférico e hidrogénio derivado do gas natural ou ainda, bioprodutos da refinaria do
petroleo (UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2021).

Como apresentado na Figura 3.1, a cadeia de fertilizantes € complexa e depende das
interacdes com diferentes setores produtivos, como a industria quimica, de mineracao,

de energias e outras.

Figura 3.1 - Cadeia produtiva de fertilizantes

Recursos Matérias Produtos Fertilizantes Fertilizantes
naturais primas bésicas intermedidrios bésicos finais

Nitrato de

Residuo +» Acido nitrico  » Bnio » Nitrocdlcio
asfaltico amdn
Gas residual » Aménia » Urela
de refinaria
»
»  Fosfato de $
Gés natural = > monoamdnio ¢
(MAP) 3
5
»  Fosfatode 3
T »  diaménio %
Rocha Concentrado Acido (0AR) 3
fosfitica fosfatico fosférico é’
A Superfosfato v
> lo (TSP
| > triplo §
3
] v E
Acido Superfosfato (C]
Enxofre > Enxofre sulfdrico > simples (SSP) —
L L)
Minerais > Cloreto de
potédssicos Potéssio

Fonte: Brasil (2010); Brasil (2021)



22

3.5 Efluente industrial de fertilizantes no meio ambiente

A répida urbanizacdo e industrializacdo estdo se tornando a nova base para o
crescimento econOmico nacional, ao mesmo tempo que configuram uma fonte
emergente de poluicdo da 4gua e uma ameaca decisiva para perturbar o0 ecossistema
e a homeostase do meio ambiente (GAUR et al., 2020; SARAVANAKUMAR et al.,
2022). Nessa seara, 0 desenvolvimento industrial & considerado a espinha dorsal da
economia global e tem-se verificado que as industrias sédo contribuintes importantes
para a geragdo excessiva de aguas residuérias em diferentes processos produtivos
(SINGH; SINGH; KUMAR, 2023).

A agua residuaria de efluentes industriais atua como fonte de distintos compostos
guimicos como cloreto, cromato, fosfato, metais pesados. Notavelmente, alguns
efluentes sdo perigosos, toxicos; devido a suas propriedades fisico-quimicas; néo
biodegradaveis ou persistentes (SARAVANAKUMAR et al., 2022; YADAV et al.,
2019). Assim, a distribuicdo e o lancamento inadequado destes efluentes no
ecossistema podem afetar a flora, a fauna e colocar em risco a seguranca da sude
publica, sendo os efeitos de toxicidade continuamente apresentados por distintos
autores (GUO et al., 2021; OKEREAFOR et al., 2020; POHL et al., 2018; ROY et al.,
2015).

NoO que tange as espécies aquaticas, lancamentos de efluentes industriais mostram
alteracdes na histologia do odcito, inducdo de doencas ovarianas e inflamacao no
sistema reprodutivo, aumento da atividade estrogénica e estresse oxidativo, causando
interrupcdp na regulacdo hormonal enddécrina e aumenta da regulacdo da producédo
de antioxidantes (SARAVANAKUMAR et al., 2022; YOO; HUR; JUNG, 2019).

Vinoth et al. (2021) contribuem para as discussdes ao mencionarem que 0s solos
também podem ser contaminados com efluentes industriais, conferindo uma variacéo
na composicao do solo, reducdo da resisténcia ao cisalhamento e a permeabilidade;
envolvendo a construcdo de edificacbes menos robustas; e a possibilidade de

contaminacao do lencol freatico devido a lixiviagdo de metais pesados e perigosos.

Cada lancamento tende a causar algum efeito deletério no ambiente, variando de

acordo com os constituintes do efluente e do processo industrial empregado. Nesse
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sentido, os efluentes industriais podem ser categorizados dependendo do tipo de
industria de transformacéo, sendo a primeira categoria a de residuos inorganicos
(indastria quimica), a segunda referente aos residuos de processos organicos (téxtil,
processamento de alimentos, laticinios, cervejarias e industrias quimicas) e por fim a
de residuos quimicos (inseticidas, corantes, acidos, bases, fabricacdo de matérias-
primas em induastria e os fertilizantes) (SARAVANAKUMAR et al., 2022).

Versando sobre a categoria dos residuos quimicos, em especial os fertilizantes, a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (2021) destacou como fluxos de
residuos da cadeia produtiva de fertilizantes o condensado do processo, a purga da
torre de resfriamento, a agua de lavagem de cristal (em plantas de fertilizantes
formulados), a purga do compressor (plantas de ambnia), derramamentos e

vazamentos, lixiviagdo por precipitacdo e o efluente da estacéo de tratamento.

Efluentes da industria de fertilizantes quimicos contém compostos organicos, alcodis,
nitrogénio amoniacal, nitrato, fluoreto (AFFONSO et al., 2020), fosforo, metais
pesados como cadmio e soélidos suspensos e dissolvidos (BHANDARI;
SOROKHAIBAM; RANADE, 2016; WARMADEWANTHI, IKLAS, DAMAYANTI, 2023).

Ainda, as aguas residuarias geradas pela industria de fertilizantes possuem alta carga
organica nao facilmente biodegradavel, medida indiretamente em termos de demanda
guimica de oxigénio (DQO) e podem inibir o crescimento de micro-organismos
aquéticos (SINGH, SRIVASTAVA, MANDAL, 2015).

Younas et al. (2017) corroboram com as assertivas anteriores, ao mencionarem que
as unidades industriais de fertilizantes sdo o sustentaculo da agricultura, mas estao
entre as maiores contribuintes da poluicdo ambiental por meio da emissao de residuos
gasosos, liquido e solidos. E mais, junto a industria farmacéutica, curtimento e tintura,
estdo continuamente lancando efluentes contendo &anions toxicos, compostos

organicos e inorganicos, gases dissolvidos, pesticidas e metais pesados.

Verifica-se, portanto, que a 4gua é fortemente estressada e poluida por uma variedade
de efluentes industriais, precisa ser tratada e protegida por modelos sustentaveis de
tratamento de tais efluentes. (SARAVANAKUMAR et al., 2022).



24

Acerca dos compostos nitrogenados, lancamentos de aguas residuarias ricas neste
nutriente, nas suas formas orgénicas e inorganicas, podem causar eutrofizagédo
severa e desoxigenagao do corpo d’agua receptor, como lagos, rios, estuarios e aguas
costeiras (ARORA et al. 2021; WIJAYU e SOEDJONO, 2018). O nitrogénio, nos
processos bioquimicos de conversdo de nitrogénio amoniacal a nitrito e deste a
nitrato, implica em consumo de oxigénio dissolvido dos corpos hidricos, podendo
afetar a vida aquética e, na forma de amoénia livre é diretamente toxico aos peixes
(VON SPERLING, 2014).

Adicionalmente, significativas de ion ambnio resultam em reducdo do oxigénio
dissolvido necessario a nitrificacao e, em aguas com pH elevado, ocorre a conversao
no gas amonia, nocivo a algumas espécies de peixes mesmo em concentracdes da
ordem de 0,5 mg/L (LIBANIO, 2018).

Em vista disso, para evitar o lancamento e o despejo de efluentes industriais no
ecossistema de forma desregulada, estes devem ser tratados, obedecendo as
condicles, padrbes e exigéncias dispostos na legislagcdo ambiental. A nivel nacional,
as industrias devem atender as diretrizes Resolucdo CONAMA N° 430 de 13 de maio
de 2011, que dispde sobre as condi¢cdes e padrdes de lancamento de efluentes em
corpos de agua receptores. A legislacdo em questdo estabelece o lancamento de

efluentes em corpos hidricos com no maximo 20 mg/L de nitrogénio amoniacal total.
3.6 Tratamento de efluente da industria de fertilizantes

Diferentes estudos tem apresentado metodologias de tratamento de efluentes para a
industria de fertilizantes, visando solu¢des sustentaveis e técnicas para a reducéo do
potencial impacto negativo dos residuos no meio ambiente. Podem ser mencionados
0S processos oxidativos avancados (POA), métodos fisico-quimicos, as tecnologias
por membranas (nanofiltracdo-NF, osmose reversa-OR, microfiltracdo-MF,

ultrafiltracdo -UF), métodos bioldgicos, dentre outros (KAMALI et al., 2019).

Singh, Srivastava e Mandal (2015) utilizaram POA por meio do método de
peroxidacdo catalitica para o tratamento de um efluente da industria de fertilizantes
gue continha compostos por nitrogénio e fosforo toxicos dificiimente degradados por

métodos de tratamento fisico-quimicos e biolégiocs convencionais. Houve eficiéncia
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de remocédo de DQO de 83% na condigdo otima do catalisador e o método analitico
utilizado (Fourier transform infrared” — FTIR) para analise do efluente confirnou a

oxidagcao dos compostos presentes no fertilizante.

Saravanakumar et al. (2022) enfatizam a abordagem de filtragdo por membrana
baseada na estrutura organica metalica (Metal Organic Framework — MOF) para
remediacao de efluentes industriais, incluindo os fertilizantes, em comparagédo com o
processo de remediacgdo tradicional. De acordo com os autores, os filtros hibridos
baseados em MOF fornecem maior capacidade de reutilizacdo, melhor adsor¢céao e
taxas de remocao superiores, por meio da nanotecnologia, enquanto o processo de
remediacao tradicional oferece taxas de filtracdo e estabilidade mais baixas. Outros
autores como Ramanayaka et al. (2019) reforcam os beneficios da técnica de filtrac&o
de membranas, ao explicitar que membranas hibridas MOF peneiram impurezas, por
meio de mecanismos como adsorc¢éo (complexacao, ligacao de hidrogénio, interacéao

eletrostatica).

Millan-Becerro et al. (2022) utilizaram um tratamento quimico e confirmaram a
eficiéncia da tecnologia de subtratros alcalinos dispersos (DAS) no tratamento passivo
de livixiados acidos gerados em pilhas de residuos de fosfogesso da industria de

fertilizantes.
3.7 Tratamento de efluente de fertilizantes nitrogenados

Entre os fertilizantes do grupo NPK (Nitrogénio, Fésforo e Potassio), os nitrogenados
sdo o0s mais consumidos mundialmente (INTERNATIONAL FERTILIZER
ASSOCIATION, 2020). Em consonancia, a Organizacdo das Nacfes Unidas para
Alimentacdo e a Agricultura, conhecidamente como FAO, em seu relatorio de 2019
apresenta as tendéncias mundiais de fertilizantes, em um panorama de 2016 a 2022
gue coloca a frente a demanda por fertilizantes nitrogenados no mundo, em milhares

de toneladas.
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Todos os fertilizantes nitrogenados comegcam essencialmente com a amodnia anidra
(NH3), produzida do ar e gas natural pelo processo de Haber-Bosh, por meio da reacao
quimica [3H2+N>—> 2NHz3], sob condi¢cdes de alta temperatura e pressdo. Além da
utilizacao direta da aménia nidrida, a aménia pode servir de matéria prima na producao
de uréia, nitrato de aménio e inclusive na producéo de fertilizantes fosfatados, como
fosfato de monoamoénio (MAP) e fosfato de diaménio (DAP) (REETZ, 2017).

Ainda, Reetz (2017) destaca como fertilizantes nitrogenados mais comuns: amonia
anidra, aguamodnia (20% a 24% de N), sulfato de amoénio [(NH4)2S0O4)], ureia (46% de
N), nitrofosfato (concentracdes variadas), nitrato de amoénio (NHsNOs3), nitrato de
aménio-uréia (UAN — 28% de N) e cianamida calcica (18% de N).

Nesse contexto, 0 nitrogénio amoniacal esta presente em varios tipos de efluentes,
como explicitado por Santos et al. (2019), e diversos sdo 0s mecanismos de
tratamento de efluentes sejam estes domeésticos, efluentes de suinocultura, sistemas

de aquacultura, refinaria de petréleo, ou ainda, na producao de fertilizantes.

Santos et al. (2019) investigaram a influéncia de alguns parametros na eletrooxidacéo
(processo eletrolitico) do Nitrogénio Amoniacal Total (TAN), utilizando um efluente
real; coletado das instalacbes de armazenamento e manuseio de fertilizantes, no porto
de Tubaréo, no Espirito Santo — Brasil; e um reator eletrolitico em batelada indivisivel
com recirculagéo de eletrodos de Ti/RuO2. O porto recebe diferentes produtos como
MAP, DAP, Uréia, Cloreto de Potassio e esse tipo de efluente costuma ter altas
concentracfes de nitrogénio amoniacal, devendo ser processado para atingir o limite
permitido para lancamento. O TAN diminuiu com o0 aumento do tempo de eletrélise
para todas as densidades de corrente e concentracdes de cloreto investigadas. A
concentracdo dos ions nitrato aumentou apés a degradacdo completa do TAN, e
portanto, a eletrolise deve ser interrompida apés 90% da degradacédo do TAN. Assim,
€ possivel tratar um efluente real contendo alta concentracdo de TAN e ions cloreto
em solucdo, pela técnica de eletrélise, sem tratamento prévio e ainda evitar a

formacéo de nitrato.

As técnicas de membranas de destilacdo a vacuo (VMD) e osmose reversa (OR) foram
testadas por Tagliabue et al. (2021), em escala laboratorial, com efluente de uma

industria de fertilizantes da Italia. O tratamento por VMD foi avaliado e constatou-se
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que técnica pode ser aplicada com sucesso e todas as membranas testadas
forneceram destilados de alta qualidade com um nivel de contaminante inferior aos
limites italianos, contudo, com um pH acido, que pode ser ajustado por neutralizacéo.
A OR também apresentou boas retencdes, na faixa de 97% para sulfato, fosfato e
nitrogénio amoniacal e menores retencdes (83-87%) para demais parametros. Uma
comparacao entre as estratégias indicarou que a MD € mais vantajosa por permitir

fluxos mais altos, melhores retencdes e possuir menor tendéncia de incrustacao.

Bioprocessos para tratamento de efluentes com alta concentragéo de nitrogénio tem
sido desenvolvidos e usados industrialmente. Dois reatores em batelada sequencial
(RBS), por meio de um processo bioldgico Andxico-Aerdbio foram testados para o
tratamento do efluente de uma industria de fertilizante fosfatado e de uma industria de
laticinios, sendo observadas remoc0Oes significativas (90%) de carbono orgéanico
dissolvido (COD) em ambos os efluentes. Desnitrificacdo quase completa (90% em
ambos os reatores) foi observada junto com a remocéao de fosfato (JENA et al., 2020).

Pham e Bui (2020) investigaram a capacidade da microalga verde, Scenedesmus sp.
de remover nitrogénio e fosforo, bem como demanda quimica de oxigénio (DQO) e
demanda biologica de oxigénio (DBOs) para o tratamento do efluente de uma planta
de fertilizantes no Vietnd, a Phu My Fertilizer Wastewater Plant. Diferentes
concentracfes de microalgas de 10 mg/L a 60 mg/L foram usadas para avaliar a taxa
de crescimento, a producdo de biomassa e a habilidade de remocé&o. A alga cresceu
bem no efluente, com taxa de crescimento de 0,3 a 0,38/dia e produziu até 70,2 mg/L
de biomassa. A espécie de alga foi capaz de remover nitrogénio amoniacal (93%),
nitrato (84%), fosfato (97%), fésforo total (96%) e DBOs (84%). A formacdo de
biofloculacdo melhorou a remocao de nutrientes, DQO e DBOs do efluente e os
resultados indicaram que a autofloculacdo de microalgas pode ser usada como uma
abordagem mais pratica para o tratamento de efluentes, usando microalgas para

eliminar a eutrofizagao.

Jorquera et al. (2014) avaliaram o uso da tecnologia Anammox (processo de oxidacéo
anaerobia de ambénio) combinado com processos fisico-quimicos, por meio de
balancos de massa, energia e exergia para tratamento do efluente de fertilizante

nitrogenado de uma industria localizada em Camacari, na Bahia-Brasil. A industria
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produz um efluente condensado do processo e um efluente da estacao de CO> , que
séo tratados na torre de air stripping, configurando-se como o sistema atual.

A caracterizacgao fisico-quimica dos fluxos de entrada e saida da torre de air stripping
foram realizidas laboratorialmente, determinando pH, vaz&o, temperatura,
concentracdo de nitrogénio amoniacal (mg/L) e metanol (mg/L). Duas potenciais
solucdes foram avaliadas das quais uma propunha a segregacgéao dos fluxos, usando
o Sistema Anammox e a Osmose Reversa para tratar o efluente da estacdo de CO: e
a torre para tratar o condensado e a outra eliminava o uso da torre, previnindo
emissdes atmosféricas e minimizando a geracdo de efluentes nitrogenados reativos,
propondo o tratamento dos dois efluentes por uma bomba de calor quimica acoplada
ao processo Anammox, seguida de osmose reversa e subsequente geracao de vapor.
A ultima proposta apresentou os melhores resultados e evitou emissdes atmosféricas
de nitrogénio amoniacal e metanol, por meio da utilizacdo do processo biotecnolégico
(Anammaox), além da recuperacao do condensado perdido como efluente, para que
possa ser reincorporado na producdo da rede de vapor, aumentando a eficiéncia

energética e o desempenho ambiental do processo.

O ciclo do Nitrogénio assim como o0 uso do processo Anammox para tratamento de
efluentes, em especial, ao efluente da industria de fertilizantes serdo abordados no

topico seguinte.
3.8 Ciclo do Nitrogénio

O nitrogénio € um elemento quimico essencial a vida, por participar da constituicdo de
moléculas organicas imprescindiveis a sobrevivéncia de organismos, de varios
compostos bioldgicos, proteinas, acidos nucléicos e da constituicdo celular de micro-
organismos sendo considerado um dos elementos mais complexos e biologicamente
cruciais, capaz de controlar a composicdo de espécies marinhas, terrestres e
ecossistemas de agua doce (VON SPERLING, 2014; MADIGAN et al. 2016; VIEIRA,
2017; ARYAL et al. 2022).

O volume de nitrogénio disponivel € encontrado na natureza em sua maior parte na
forma de aménia (NHsz), nitrato (NOs~) ou em gés nitrogénio (N2), formas estas

inorganicas. Na atmosfera, o nitrogénio € mais abundante como gas nitrogénio
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molecular (N2), respondendo a aproximadamente 78% do gas na atmosfera, todavia,
esta forma de nitrogénio € inacessivel para muitos organismos, utilizado como uma
fonte de nitrogénio por procariotos fixadores de nitrogénio (MADIGAN et al. 2016;
ARYAL et al. 2022).

Os compostos nitrogenados da natureza foram classificados como N-n&o reativo e N-
reativo (Nr). O nao reativo € o gas nitrogénio (N2); quimicamente inerte, com uso direto
apenas para algumas espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio; e o Nr é toda
forma bioldgica, fotoquimica e radioativamente ativa de compostos de N presentes na
atmosfera e biosfera, incluindo as formas oxidadas inorganicas como 6xido nitroso
(N20), nitrato (NO3), nitrito (NO2) e os compostos organicos como acidos nucléicos,
proteinas, ureia e amina (VIEIRA, 2017). Como elucidado por Aryal et al. (2022),
diferentes processos biogeoquimicos ocorrem na atmosfera e no solo,
desencadeando a formacéo de estados de oxidacao e formas quimicas de nitrogénio,
tornando-o mais acessivel a outros organismos. A Tabela 3.1 apresenta os diferentes

estados de oxidacdo do nitrogénio.

Tabela 3.1 — Estados de oxidacdo do nitrogénio

Composto/lon Férmula do ion Estado de Oxidacédo
fon nitrato NOs" +5
Dioéxido de nitrogénio NO:2 (g) +4
fon Nitrito NO2 +3
Oxido nitrico NO(g) +2
Oxido nitroso N20 (g) +1
Gés dinitrogénio N2 0
Hidroxilamina NH20H (aq) -1
Hidrazina N2H4 (aq) -2
fon Am6nio NH4* -3

Adaptado de Stein & Klotz (2016) e Carvalho (2019)

Em meio aquatico o nitrogénio pode ser encontrado na forma de nitrogénio molecular
(N2), nitrogénio organico (dissolvido ou em suspenséo), amoénia (livre NHz ou ionizada
NH4*), nitrito (NO2-) e nitrato (NOz’) e, portanto, pode ser encontrado de varias formas
e em diferentes estados de oxidacéo, variando de -3 a +5 (VON SPERLING, 2014).

O autor também menciona que a distribuicdo do nitrogénio no esgoto bruto doméstico
pode ser representada em termos de Nitrogénio Total (NT) e Nitrogénio Total Kjeldahl
(NTK). As formas predominantes no esgoto sdo o nitrogénio organico (grupo amina)
e nitrogénio amoniacal. Sabe-se que a amdnia tem sua principal origem na ureia, que

€ rapidamente hidrolisada e pouco encontrada no esgoto bruto. Juntas, as duas
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espécies constituem o NTK, com sua origem primordialmente fisiolégica. O NTK pode
ser dividido em fracao soluvel (majoritariamente representado por NH4*) e uma fragédo
particulada (vinculada aos sélidos em suspensdo organicos). Ja a fracdo NOX
(nitrito+nitrato) é desprezivel em esgotos domésticos. As Equacdes (3.1) e (3.2)
apresentam esquematicamente as formas de nitrogénio encontradas nos esgotos
afluentes a uma estacao de tratamento.

(3.1)
NTK = amoénia + N — organico NTK = (forma predominante nos esgotos domésticos)

(3.2)
NT = NTK+ NO™, + NO™; (nitrogénio total)

Ainda sobre as formas de nitrogénio, a poluicdo das aguas e os efeitos deletérios a
saude, sabe-se que o nitrogénio na forma de amonia livre é diretamente toxico aos
peixes e na forma de nitrato esta associado a doencas como a metahemoglobinemia
(Sindrome do bebé azul) (VON SPERLING, 2014). Esta forma do nitrogénio oxida a
hemoglobina do sangue a metahemoglobina, levando a anoxia. Outro possivel efeito
a saude refere-se as nitrosamidas e nitrosaminas carcinogénicas formadas no
estbmago pela reacdo do nitrito com os aminoacidos presentes na dieta alimentar
(LIBANIO, 2018).

Como explicitado em Von Sperling (2014), a forma predominante de nitrogénio em um
curso d’agua pode fornecer indicagdes sobre o estagio de poluicdo. Sendo esta
recente, predominam-se as formas amonia ou nitrogénio organico e, se antiga,
basicamente observa-se nitrato, uma vez que o nitrito é quase que instantaneamente

oxidado a nitrato.

E oportuno salientar que as caracteristicas fisicas e quimicas dos corpos d’agua
tendem a definir o equilibrio entre as espécies de nitrogénio amoniacal (FERNANDES,
2017). A amodnia existe em solucédo na forma de ion (NH4*) e na forma néo ionizada
(NHs) e a temperatura e o pH elevados favorecem a producdo de aménia livre (na
temperatura de 25°C, a propor¢cdo da aménia livre com relacdo a ambnia total é
aproximadamente o dobro em relagédo a temperatura de 15 °C. Com o pH maior que

11, praticamente toda a aménia encontra-se na forma de NHs.Com o pH igual a 9,5,
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aproximadamente 50% estao na forma de NHz e 50% na forma de NH4* e com o pH
menor que 8, predomina a forma de NH4* (VON SPERLING, 2014).

No tocante ao ciclo do nitrogénio, os processos-chave que convertem N2 ndo-reativo
a N2 reativo séo a fixacao, a amonificacdo, a nitrificacdo, a desnitrificacéo e o processo
anammox (ARYAL et al. 2022; MADIGAN et al. 2016). A Figura 3.2 apresenta
esquematicamente o ciclo do nitrogénio, sendo: 1-fixacdo; 2-amonificacdo; 3a e 3b-
nitrificacao; 4-nitratacéo; 5a,5b,5c- assimilagéo do nitrato; 6a e 6b- desassimilagéo do
nitrato; 7a,7b,7c e 7d- desnitrificacdo e 8a,8b,8c-anammox.

Figura 3.2 - Processos-chave do ciclo do Nitrogénio
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Fonte: Carvalho (2019)

3.8.1 Fixacao Biolégica do Nitrogénio

Como representado acima, a fixacdo de nitrogénio é um processo de reducdo do
nitrogénio gasoso (N2) ao ion aménio (NH4") para incorporacdo em moléculas
biolégicas, em que a amodnia produzida é assimilada na forma organica em
aminoacidos e nucleotideos. O processo € altamente consumidor de energia
(anabdlico), para promover a quebra da ligacao tripla do nitrogénio. A principal enzima
responsavel pelo processo pertencente ao complexo nitrogenase, que catalisa a
reducédo de nitrogénio gasoso a ion aménio biodisponivel (Equacéo 3.3) em todos os
processos conhecidos (ARYAL et al. 2022, FERNANDES; 2017, LEAL; 2015,
MADIGAN et al. 2016).
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Apenas certas espécies de Bactéria e Archae podem fixar nitrogénio, logo, algumas
bactérias fixadoras de nitrogénio sdo de vida livre e realizam o processo de forma
independente e outras sao simbidticas e fixam o nitrogénio apenas na associa¢cao com
certas plantas. Assim, as bactérias podem ser de vida livre aerdbias (Azotobacter,
Cyanobacteria, Alcaligenes), vida livre anaerébias (Clostridium,Purple bacteria,
Methanosarcina) e bactérias simbioticas, que fixam nitrogénio em simbiose com
plantas (Rhizobium, Bradyrhizobium, Frankia) (MADIGAN et al. 2016).

0,5N, + 1,5H, + H* - NH,* (3.3

3.8.2 Nitrificacéo

Corresponde a um processo biologico de oxidacdo de amoénia (NHs) ou ion ambénio
(NH4*) a nitrito (NO2’), e ainda para nitrato (NOs’). Em um sistema convencional, a
conversao do nitrogénio ocorre em duas etapas e é realizada por micro-organismos
distintos, ou ainda, dois grupos fisiologicos de organismos. Primeiramente, a amoénia
ou o ion aménio € oxidado a nitrito por um grupo chamado de oxidantes de amonio
(i), processo reconhecido como nitritacdo. Esse grupo converte amonia a nitrito por
meio de um produto intermediario, a hidroxilamina (NH-OH). Ja os oxidantes de nitrito
(i) compreende os micro-organismos que produzem nitrato e que oxidam o nitrito a
nitrato, dando nome ao processo de nitratacdo (MADIGAN et al. 2016; ARYAL et al.
2022).

Segundo Madigan et al. (2016), duas enzimas-chave participam do processo de
nitrificacdo, a amdénia monoxigenase, que oxida NHs a hidroxilamina, e a nitrito
oxidorredutase, que oxida nitrito a nitrato. A oxidacdo completa da aménia a nitrato
(nitritacdo e nitratacdo), incluindo a sintese celular, foi proposta por Ahn (2006),

conforme Equacéo (3.4).

NH,* + 1,830, + 1,98HCO;~ — 0,021 CsH,0, N + 0,98N0;~ + 1,041H,0 + 1,88H,C0;~ (3.4)

Os micro-organismos nitrificantes sao quimiolitréficos e crescem utilizando compostos
inorganicos nitrogenados reduzidos (NHs, NO2’). Em geral, sdo aerdbios estritos, mas
podem ser autotroficos ou crescerem mixotroficamente, pela assimilagédo de CO:z e
carbono orgéanico (MADIGAN et al. 2016).
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Estes autores também afirmam que os oxidantes de aménia podem ser encontrados
em duas classes de bactérias, sendo o0s principais géneros Nitrossomonas,
Nitrosospira e Nitrosopumilus, conhecidas como bactérias os de aménia (BOA), e em
um filo de Archae, conhecidas como arqueas oxidadoras de amoénia (AOA). Enquanto
as bactérias desse grupo sdo encontradas em maior nimero em hébitats com maior
abundancia de aménia (lagos e coérregos que recebem esgotos e aguas residuarias),
as argqueias oxidantes de ambnia sdo mais comuns em habitats com baixas

concentragbes de amGnia, como em oceanos ou solos.

Os oxidantes de nitrito sdo representados estritamente por bactérias, sendo
encontrados em quatro classes, fazendo-se destaque aos géneros Nitrospira e
Nitrobacter, e em um filo. A Tabela 3.2 apresenta as classes e filos dos micro-

organismos oxidadores de amonia e de nitrito.

Tabela 3.2 — Micro-organismos oxidadores de amdnia e nitrito

Microorganismos

oxidantes de Classe/Filo Géneros
Amadnia ou Nitrito
Amonia Classe Betaproteobacteria Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosolobus,
Nitrosovibrio
Amonia Classe Gamaproteobacteria Nitrosococcus
Amébnia Filo Thaumarchaeota Nitrosopumilus, Nitrosocaldus,
Nitrosoarchaeum, Nitrososphaera

Nitrito Classe Alphaproteobacteria Nitrobacter
Nitrito Classe Betaproteobacteria Nitrotoga
Nitrito Classe Gamaproteobacteria Nitrosococcus
Nitrito Classe Deltaproteobacteria Nitrospira
Nitrito Filo Nitrospirae Nitrospira

Adaptado de Madigan et al. (2016)

A suposicao de longa data de um processo convencional de nitrificacdo em dois
estagios e com divisédo de trabalho por dois grupos de micro-organismos foi desafiada
pela descoberta da nitrificacdo completa por um Unico microrganismo, processo
conhecido como Comammox (Complete ammonia oxidation). Tal processo é
denominado Comammox (Complete ammonia oxidation), sendo mediado por
bactérias do género Nitrospira (Nitrospira inopinata), que possuem as enzimas
necessarias para a oxidacao do amoénio diretamente a nitrato (VIEIRA, 2017; ARYAL
et al., 2022).

Desde a sua descoberta por Daim et al. (2015), Pinto et al. (2015) e Van Kessel et al.

(2015), outros estudos detectaram bactérias comammox em sistemas ambientais,
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incluindo biorreatores que tratam efluentes em escala plena e laboratorial, como
Annavajhala et al. (2018) e Roots et al. (2019). Nesse sentido, Nitrospira Comammox
jA sdo amplamente detectadas em varios ambientes incluindo solos primitivos e
agricolas, habitats de agua doce, aguas subterrédneas, sistemas de tratamento de
agua potavel e estacdes de tratamento de aguas residuarias (KITS et al., 2019).

3.8.3 Reducéao assimilatéria e dissimilatoria do nitrato

Quando um composto inorganico, como nitrato (NO3’), é reduzido para ser utilizado
na biossintese, ele é reconhecidamente assimilado, sendo o processo de reducao
denominado metabolismo assimilativo. O metabolismo assimilativo de nitrato é
conceitual e fisiologicamente distinto da reducdo desses aceptores de elétrons no
metabolismo energético da respiracdo anaerdbia. Nesse sentido, para distinguir estes
dois tipos, a utilizacdo dos compostos inorganicos como aceptores de elétrons no

metabolismo energético é chamada de dissimilativo (MADIGAN et al., 2016).

A reducéao dissimilatéria do nitrato, do inglés Nitrate-reducing process (DNRA) é um
processo no qual o nitrato (NO3") é reduzido a nitrito (NO2) e a ambnia (NH4*), com
geracao de oxido nitroso (N2O), como um subproduto da reducgéo do nitrito (KELSO et
al., 1997; ARYAL et al. 2022). No metabolismo dissimilativo, uma grande quantidade
de aceptores de elétrons é reduzida, sendo o produto reduzido excretado no meio
(MADIGAN et al., 2016).

A DNRA ocorre em condi¢des limitantes de oxigénio e tem por finalidade gerar amonia
ou eliminar o excesso de potencial redutor para assimilacdo e crescimento celular
anaerobio (YE & THOMAS, 2001). No que tange a bioquimica da reducéo
dissimilativa, a primeira enzima envolvida € a nitrato redutase, posteriormente nitrito
redutase, o0xido nitrico redutase e Oxido nitroso redutase, todas desreprimidas por
condi¢cbes anoxicas. Alguns organismos sao capazes de realizar o0 processo
dissimilativo, todavia, h4 a formacdo de produtos gasosos que exibem maior
importancia global: o N2O gerado pode ser convertido a NO e reagir com 0 0z6nio nas
camadas atmosféricas, formando nitrito que retorna como chuva acida (MADIGAN et
al., 2016).
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Sobre a reducéo assimilatoria do nitrato, esta também envolve a reducéo do nitrato a
ion ambnio para biossintese celular. Todavia, ocorre tanto em condi¢Bes aerobias
guanto anaerdbias, segundo Kieling (2004), e ndo resulta em rendimento energético
e 0 ion ambnio produzido ndo é excretado para o meio extracelular. No metabolismo
assimilativo, apenas uma quantidade suficiente de nitrato € reduzida, visando as
necessidades da biossintese e os produtos sdo eventualmente convertidos em

material celular, na forma de macromoléculas (MADIGAN et al., 2016).
3.8.4 Desnitrificacéo

A desnitrificacao refere-se a uma via respiratéria executada por micro-organismos
anaerodbios onde nitrato (NO3) e nitrito (NO2’) séo reduzidos a nitrogénio gasoso (Nz)
e devolvidos para a atmosfera. S8o observadas reducfes intermediarias nesse
processo, com a producédo de NO (6xido nitrico) e N2O (6xido nitroso) (MADIGAN et
al. 2016; Pan et al., 2019; ARYAL et al. 2022).

Na desnitrificacdo completa o nitrato reduz-se a nitrito (12 etapa do processo) por
intermédio da enzima nitrato redutase e o nitrito € convertido a 6xido nitrico (22 etapa),
com atuacédo da enzima nitrito redutase. Posteriormente, 0xido nitrico € reduzido a
oxido nitroso (32 etapa) sendo catalisado pela enzima oxido nitrico redutase. Por fim,
0 Oxido nitroso € reduzido a nitrogénio gasoso (42 etapa), utilizando a 6xido nitroso
redutase. Destaca-se que a nitrato redutase € uma enzima integral de membrana, cuja
sintese é inibida pelo oxigénio molecular, assim como ocorre com as enzimas
subsequentes. Ness sentido, além das condi¢cdes andxicas, € necessario a presenca
do nitrato para que as enzimas sejam plenamente expressas (RICHARDSON &
WATMOUGH, 1999; MADIGAN et al. 2016). Richardson & Watnought (1999), Aryal et
al. (2022) apresentaram as reacfes envolvidas no processo de desnitrificacdo
conforme Equacbes (3.5), (3.6), (3.7) e (3.8):

NO;~ +2H* + e~ > NO,” + H,0 (3.5)

NO,” + 2H* + e~ - NO + H,0 (3.6)

2NO + 2H* + e~ -» N,0 + H,0 (3.7)
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N,O +2H*+e~ - N, + H,0 (3.8)

Segundo Madigan et al. (2016), os micro-organismos capazes de realizar a
desnitrificacdo sdo metabolicamente (em termos de mecanismos alternativos de
geracao de energia) e filogeneticamente diversos e podem ser encontrados em dois
filos de arqueias e seis filos bacterianos, incluindo cinco classes de Proteobactera.
Grupos como os das Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus e Thiobacilus também
fazem parte dos micro-organismos desnitrificantes (AHN, 2006). Aryal et al. (2022)
fizeram aluséo a estudos que indicam que mais de 60 géneros de micro-organismos
desnitrificantes ja foram identificados, variando de bactérias e arqueobactérias a
fundos e foraminiferos (GROFFMAN, 2012; THANDRUP, 2012).

A desnitrificagdo é geralmente realizada por um processo de bioconversao
heterotréfica sob condicbes andxicas, por bactérias anaerdbias facultativas, na qual
0s compostos nitrogenados oxidados, como nitrito e nitrato, sdo reduzidos a
dinitrogénio gasoso por micro-organismos heterotréficos. Estes micro-organismos
usam nitrito e/ou o nitrato como aceptores de elétrons, em vez de oxigénio, e usam
compostos organicos como fonte de energia e carbono, como metanol, acetato,
etanol, glicose e outros. A desnitrificacdo completa, utilizando o metanol como fonte

organica, pode ser descrita na Equacéao (3.9) (AHN, 2006).

NOs™ + 1,08CH;0H + 0,24H,C05 — 0,056 CsH,0, N + 0,47N, + 1,68H,0 + HCO3~ (3.9)

Todavia, muitos organismos ndo possuem um conjunto completo de enzimas para a
desnitrificacdo, que libera 6xido nitrico e nitroso (compostos nitrogenados gasosos)
com a formacdao do nitrito. Em espécies de bactérias como Paracoccus denitrificans e
Pseudomonas stutzeri, observa-se a desnitrificacdo completa, na qual éxidos de
nitrogénio sao formados a partir do nitrito pelas enzimas nitrato redutase, 6éxido nitrico
redutase e Oxido nitroso redutase. Outros organismos, como Escheria coli reduzem
nitrato apenas a nitrito (MADIGAN et al. 2016).

3.8.5 Oxidacdo Anaerdbia do ion Ambnio — Anammox

A oxidag&o aerdbia do ion amodnio por bactérias oxidadoras de aménia (BOA) foi

descoberta antes do século 19 e acreditava-se tradicionalmente que o ion aménio
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(NH4*) era oxidado apenas sob condi¢cdes aerdbias NH4*. A descoberta do processo
anammox, no inicio da década de 90, levou a constatacdo de que existia outro
caminho, que ndo o convencional (nitrificacdo-desnitrificacdo) para a conversao de

amonia a gas nitrogénio, por meio anaerébio.

Existem poucos registros e comprovacoes datadas de antes de 1990 que sugeriram
a oxidacao da aménia por meio de condi¢bes anaerdébias. Hamm & Thompson (1941)
foram os primeiros cientistas a preverem nos oceanos a oxidacdo anaerébia da
amobnia, em 1941, no pacifico nordeste e Richards (1964) propds a oxidacdo da
amobnia com nitrato em cond vgicdes anodxicas. Contudo, tais estudos receberam

pouca atencao, frente a inexisténcia de comprovacédo da bactéria anammox.

O austriaco Broda, em 1977, realizou céalculos termodinamicos e previu que a
existéncia de organismos que poderiam oxidar a amodnia para gas nitrogénio usando
nitrato ou nitrito como aceptor de elétrons sob condicdes anaerobias. A reacao seria
possivel do ponto de vista energético, com liberacéo significativa de energia livre de
Gibbs (- 357 kJ/mol) (BRODA, 1977). A primeira evidéncia de oxidacdo anaerdbia da
amonia foi originalmente descrita em estudo ocorrido na Universidade Técnica de Delf
(TU Delft), na Holanda, em 1990 (MULDER et al., 1995). Na oportunidade, os autores
verificaram o desaparecimento do amdnio com o consumo de nitrito e clara producao
denitrogénio gasoso, em uma planta piloto de um reator de leito fluidizado
desnitrificante, do inglés, denitrifying fluidized-bed reactor (FBR), tratando aguas

residuéarias de uma fabrica de fermento, sob condi¢cdes andxicas.

O termo “anammox”, portanto, foi dado por Mulder et al. (1995) e Van de Graaf et al.
(1995), que utilizaram como marcadores em um reator FBR sendo observado o gas
como produto, confirmando que as bactérias anammox usam nitrito como aceptor de
elétrons em vez de nitrato (KUMAR et al.,, 2017). O processo € catalisado por
bactérias quimiolitoautotroficas, que apresentam crescimento lento, que usam o nitrito
como aceptor de elétrons para oxidar diretamente amdnia em condi¢cfes anoxicas,
convertendo amonia em gas nitrogénio na auséncia de oxigénio (STROUS et al.,
1998; MADIGAN et al. 2016; CHANDEL et al., 2022). O crescimento lento destes
micro-organismos resulta em uma estequiometria (Equacéo 3.10) com produc¢ao baixa

de biomassa por mol de aménio que é consumido. Segundo esta estequiometria, para
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cada mol de amonio consumido, sdo consumidos 1,32 mol de nitrito e s&o produzidos
0,26 mol de nitrato (STROUS et al., 1998).

NH,* +1,32N0,”™ + 0,066HCO;™ + 0,13H* — 1,02N, + 0,26N0;~ + 0,066CH,04 5Ny 15 + 2,03H,0  (3.10)

Bactérias Anammox possuem forma de cocos, com um diametro de 800-1100
nandmetros, conforme Kartal et al. (2008), sdo quimiolitréficas, sendo possivel
encontrar seis géneros dentro do filo dos Plantomycetes: Candidatus kuenenia, C.
brocadia, Ca. anammoxoglobus, C. anammoximicrobium, C. jettenia, and C.
scalindua. Também possuem coloracdo alaranjada, devido a elevada concentracao
de citocromos no interior das células (JETTEN et al., 1998). Os cinco primeiros
géneros sdo comumente encontrados em aguas residuarias e sistemas aquaticos
enquanto o dltimo é mais comum em sistemas salinos como agua do mar e
sedimentos (ALl et al., 2015; GUO et al., 2016; LAWSON et al., 2017). Atabela 3.2.5.1

apresenta a taxonomia das bactérias anammox em diferentes sistemas ambientais.

Sobre a sua estrutura, as bactérias Anammox possuem um compartimento celular
conhecido como anammoxossomo, local no qual ocorre o seu catabolismo. A
membrana de bicamada lipidica que envolve este compartimento contém lipideos
incomuns, denominados “laderanos”. Eles consistem em acidos graxos contendo
multiplos anéis de quatro membros, ciclobutano, conectados ao glicerol por ligacdes
tanto de éster quanto éter ocorrem como alcoois livres. Estes lipideos agregam-se
formando uma estrutura densa, resistente a difusdo (MADIGAN et al.,2016; KUMAR
et al., 2017).

As membranas lipidicas sdo necessarias para a atividade celular e permitem
diferentes concentracbes de ions e metabdlicos, sendo provavelmente necessaria
para proteger a célula contra os intermediarios toxicos produzidos durante as reacoes,
incluindo o composto hidrazina, N2Hs, considerado um redutor extremamente forte.
Na reacdo anammox, primeiro o nitrito reduz-se a 6xido nitrico (NO) pela acédo da
enzima nitrito redutase (Nir) e depois o NO interage com a aménia produzindo a
hidrazina (HH) por meio da enzima hidrazina hidroxilase (HZO). A hidrazina oxida-se
a N2 mais elétrons pela enzima hidrazina desitrogenase. Durante essa etapa, alguns
elétrons entram na cadeia de transporte de elétrons dos anamoxossomos e a reacao

de transporte de elétrons produz forca préton-motiva enquanto outros elétrons



39

realimentam o sistema para promover as reacdes supramencionadas. Nesse sentido,
o ATP é formado a partir da for¢ca proton-motiva pelas ATPases na membrana do
anamoxossomo (MADIGAN et al., 2016). A

Figura 3.3 apresenta o anaxossomo, enzimas e a atividade microbiana neste

compartimento celular.

Figura 3.3 — Rea¢fes no anaxossomo

Membrana do
anamoxossomo

Exterio\f 4
Interior g

NO,™ +2 H*
A

Fonte: Madigan et al. (2016)

A fisiologia e as condi¢cdes ambientais impactam na disseminacao de tipos diferentes
de bactérias anammox (CHANDEL et al., 2022), sendo referenciada na Tabela 3.3
distintas taxonomias. Em baixas cargas de Nitrogénio, os géneros C. jettenia, C.
brocadia anammoxidans, C. anammoxoglobus, e C. Kuenenia sdo dominantes (Li et
al., 2017; Reino et al., 2018; Zhu et al., 2018). Enquanto em altas taxas dominam a C.
brocadia sinica e a C. kuenenia stuttgartiensis (CHO et al., 2018; YANG et al., 2018).
Diferentes temperaturas também favorecem diferentes géneros: C. Brocadia e C.
brocadia fulgida sdo mais comuns em ambientes entre 6°C e 15°C, conforme estudos
como Hendrickx et al. (2014) e Awata et al. (2015), enquanto o género foi observado
na faixa de 25-45°C (ISAKA et al., 2008).



Tabela 3.3 — Taxonomia das bactérias anammox

Género Espécies Fonte ambiental Referéncia
‘Candidatus Brocadia Strous et al. (1999)
anammoxidans’
‘Candidatus Brocadia Oshiki et al. (2011)
sinica’
‘Candidatus Brocadia A idUAri Kartal et al. (2008)
Brocadia fulgida’ guas residuanas
‘Candidatus Brocadia Yin et al. (2019)
caroliniensis
‘Candidatus Brocadia Aradjo et al. (2011)
brasiliensis'
Kuenenia Penton et al.
(2006), Verma e
‘Candidatus Kuenenia  Aguas residuarias Daverey (2024),
stuttgartiensis’ e Agua doce Vossenberg et al.
(2013), Schmid et
al. (2001)
Quan
‘Candidatus Jettenia et al. (2008), Hu et
asiatica’ al. (2011)
‘Candidatus Jettenia Aguas residuarias Ali et al. (2015),
Jettenia caeni’ Wang et al. (2024b)
‘Candidatus Jettenia Wang et al. (2024b)
AMX2’
‘Candidatus
Anammoxoglobus Anammoxoglobus Efluente sintético  Kartal et al. (2007)
propionicus’
‘Candidatus Efluente sintético Liu et al. (2008)
Anammoxoglobus
sulfate’
‘Candidatus Scalindua  Aguas residuarias Schmid et al. (2003)
brodae’ (marinha)

Scalindua

‘Candidatus Scalindua
wagneri

Candidatus Scalindua
sorokinii
‘Candidatus Scalindua

marina’

‘Candidatus Scalindua
profunda

Aguas residuéarias
(marinha)

Agua marinha

Sedimento
marinho

Marinha

Schmid et al. (2003)

Schmid et al.
(2003), Kuypers
et al. (2003)

Brandsma et al.
(2011)

Vossenberg et al.
(2013)

40
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‘Candidatus Scalindua Mar arabico Woebken et al.
arabica’ (2008)
‘Candidatus Lodo de aguas Khramenkov et al.
Woebken Anammoxomicrobium residuarias (2013)
MOoSCowii

Adaptado de Chandel et al. (2022)
3.9 Processo Anammox aplicado ao tratamento de efluentes

Como elucidado por Gamoén, Cema e Ziembinska-Buczynska (2021), a oxidacao
anaerébica de aménio (Anammox) € um dos processos mais promissores para o
tratamento de efluentes ricos em aménio, uma vez que as bactérias com atividade
Anammox oxidam anaerobicamente o ion amdnio a nitrogénio gasoso, usando o nitrito
como aceptor final de elétrons (Kartal et al., 2013; MADIGAN et al., 2016).

Uma grande vantagem deste processo em relacdo a nitrificacdo e desnitrificacéo
convencionais € que ndo ha a necessidade de oxidar o nitrogénio até nitrato,
permitindo uma economia de oxigénio e consequentemente, de energia (VON
SPERLING, 2016). O processo oferece beneficios importantes em comparagdao com
0 processo generalizado de nitrificacao e desnitrificacdo, e portanto, é interessante do
ponto de vista de tratamento de efluentes, ao mencionar que promove a reducao da
demanda de oxigénio (cerca de 60%), a eliminacdo da adicdo de fontes externas de
carbono, baixa producdo de lodo em excesso devido ao longo tempo de
duplicacdo das bactérias (9 a 29 dias), alta taxa de remocédo de nitrogénio e menor
emissdo de gases do efeito estufa (em cerca de 90%) (GAMON, CEMA E
ZIEMBINSKA-BUCZYNSKA, 2021; IZADI et al., 2023).

Nesse sentido, a literatura ndo deixa duvidas de que o0s processos baseados no
sistema anammox podem oferecer um caminho sustentavel, sendo os beneficios
supracitados elencados por autores como Lackner et al. (2014), Hoekstra et al.
(2018), Pedrouso et al. (2018) e Antwi et al. (2019).

O poés-tratamento de efluentes domésticos e de residuos alimentares utilizando o
processo anammox, para diferentes condi¢cdes operacionais e experimentais tem sido
objeto de pesquisas, mostrando-se eficiente para remocao de DQO, nitrito e ambdnio
(CARVALHO et al., 2021; FERNANDES et al., 2018; PEREIRA et al., 2019). Outros

autores também investigaram, em escala piloto e laboratorial, 0 processo anammox
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aplicado ao tratamento de lixiviado de aterro sanitario; como em Ren et al. (2022) e o

tratamento de efluente da suinocultura, desenvolvido por Chen et al. (2021a).

No contexto de tratamento de efluentes, é valida a mencao ao processo conjugado da
nitrificacéo parcial com o processo anammox (NP/A), uma vez que esta combinacéo
€ vista nos estudos correlatos ao tema (AKABOCI et al., 2018; JIANG et al., 2020;
LAURENI et al., 2019; LI et al., 2019; LIU et al., 2024; PEDROUSO et al., 2018). A
conjugacdo NP/A como um processo autotréfico completo tem sido utilizado para
realizar a nitrificacéo e o processo anammox, permitindo a remoc¢ao de nitrogénio por
meio da atividade sinérgica de bactérias oxidadoras de amonio (BOA) e bactérias
anammox e esta combinacdo é conhecida por ser um processo efetivo para o
tratamento de efluentes ricos em amoénio (IZADI et al., 2023). Portanto, 0 processo
de nitrificacdo parcial com tecnologia anammox envolve duas etapas: na primeira,
bactérias aerobias oxidadoras de amoénia oxidam amoénio (NHas-N) a nitrito (NO2-N), e
na segunda, bactérias anaerébias oxidadoras de amoénia oxidam o restante do grupo
NHs-N a dinitrogénio, com a formacdo de NO2-N (CHANDEL et al., 2022).

Como explicitado por Gilbert et al. (2015), o processo de nitrificacéo total € prejudicial
ao sistema de NP/A, uma vez que 0 processo convencional consome o nitrito
requerido por bactérias anammox para a producao de nitrato. Frente aos fatos, a NP/A
€ alcancada ajustando parametros de interesse (Oxigénio dissolvido, pH, temperatura,
matéria organica, carbono inorganico, amoénia livre (FA), acido nitroso livre (FNA) e
tipo do reator) que devem ser controlados a fim de garantir a inibicido de bactérias
oxidadoras de nitrito (BON) e o crescimento de bactérias oxidadoras de aménio (BOA)
(DUAN et al., 2019; LI et al., 2018).

3.10 Fatores que influenciam no processo Anammox

Mesmo diante dos beneficios explicitados anteriormente, o lento crescimento dessas
bactérias (aumenta o tempo de partida dos reatores), associado a necessidade de
controle do processo (pH, temperatura, concentracdo de oxigénio, concentracao dos
substratos amoénio e nitrito, concentracdo de substancias inibitérias) e a obtencéo de
biomassa séo fatores que ainda limitam o emprego do processo de desamonificacao
(nitrificagéo parcial e anammox) em larga escala, como elencado em Fernandes

(2017), sendo essencial a compreenséao das condi¢des que influenciam o processo.
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Distintos fatores interferem no processo Anammox, dentre os quais pH, temperatura,
efeito da concentracdo do substrato, concentracdo de oxigénio dissolvido, matéria
organica e tempo de retencao de lodo (CHANDEL et al., 2022).

3.10.1 Fornecimento de Oxigénio Dissolvido

O oxigénio dissolvido (OD) torna-se fator crucial quando realizado o processo
conjugado de nitrificacdo parcial e anammox, para que haja controle das BOA e a
inibicdo das BON. E, geralmente, a limitacdo de oxigénio € a estratégia mais aplicada
para inibicdo das BON e enriquecimento das BOA com atividade anammox, em
processos conjugados de NP/A (HU et al., 2023).

A aeracao continua ou a intermitente, formas de aeracdo de reatores de nitrificacéo
parcial, foi discutida por Giustinianovich et al. (2018), que observaram maior
efetividade na reducéo da atividade de BON por meio da aeracao intermitente. Pereira
et al. (2019) constataram que a aeracgao intermitente tanto contribui para a supressao

da atividade de BON quanto favoreceu o processo de NP/A.

Tem-se verificado que a baixa concentracdo de OD, menor que 0,5 mg/L, é
usualmente requerida para a manutencao da atividade anammox, inibindo bactérias
oxidadoras de nitrito e alcancando eficiéncia de remocéao de nitrogénio acima de 80%
(DAVEREY et al., 2013; LIU et al., 2017b)

Chen et al. (2020a) mantiveram o controle da taxa de aeracdo de OD na faixa de 0,13
-0,31 mg/L, o que foi favoravel para o desempenho de um reator em batelada
sequencial (RBS) de unico estagio. Wu et al. (2021) foi bem-sucedido no processo de
NP/A para um biorreator de membrana anaerdbio, mantendo a concentracdo de OD
mais baixo do que 0,5 mg/L, por meio aeracdo intermitente. Chen et al. (2021b)
puderam tratar efluente com NH4* em baixa concentragdo (50 mg/L), controlando o
OD entre 0,05 e 0,15 mg/L, em um reator de biofilme de circulacdo interna de Unico

estagio “airlif”, escala laboratorial de NP/A.

Hu et al. (2023) avaliaram o impacto de diferentes condi¢cdes de oxigénio dissolvido

(0,3 e 1,0 mg/L) em um RBS e verificaram a diminuicdo da atividade e abundéancia
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das BOA com atividade anammox quando utilizaram a alta concentracao de oxigénio
dissolvido (1,0 mg/L).

3.10.2 Temperatura

Sobre a temperatura, testes continuos e de bancada no sistema anammox geralmente
séo realizados em temperaturas de 30°C e 40°C para obter uma alta taxa de remogao
de nitrogénio, uma vez que a fisiologia das bactérias aerdbias oxidadoras de amonio
revela que sua atividade 6tima é a 37°C e que temperaturas acima de 45°C resultam
em perda irreversivel da atividade (DOSTA et al., 2008; STROUS et al., 1999; TOH et
al., 2002). Todavia, faixa de temperatura entre 17 e 35 °C néo é considerada por
Daverey et al. (2013) um fator critico para o crescimento das anammox, pois elas

podem crescer ativamente sem afetar seu desempenho.

O efeito da temperatura na diversidade microbiana e na remogao de nitrogénio em um
RBS anammox tratando efluente doméstico foi avaliado por Fernandes et al. (2018),
gue demonstraram que a atividade anammox néo foi afetada pelo decréscimo de
temperatura de 35°C para 20 °C sendo possivel remover nitrogénio de efluente
domestico em temperaturas tipicas tropicais. Carvalho et al. (2024) demonstraram a
possibilidade de atividade otima das bactérias anammox em RBS a temperatura

ambiente do sudeste brasileiro, em condicdo de NP/A

Ma et al. (2016) fortalecem a discussao ao elucidarem que o desenvolvimento do
processo PN/A tem sido vastamente aplicado para o tratamento de efluentes com
altas concentragbes de NH4*, mas, propenso a falhas quando a agua residuéria é
submetido a baixas temperaturas, como as menores que 15°C. Contudo, mesmo que
ja seja consagrado na literatura os efeitos inibitérios das altas temperaturas, a
adaptacao do processo anammox a baixas temperaturas tem atraido outros estudos
em laboratério e projetos piloto (LAURENI et al., 2016; LIU et al., 2020b).

3.10.3 Matéria Organica

Em efluentes reais, ambénio, carbono inorganico e carbono organico estédo
constantemente presentes e interferem distintamente na atividade anammox

(CHANDEL et al.,, 2022). Carbono inorganico pode estimular o crescimento das
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bactérias com atividade anammox, assim como aumentar sua atividade (KIMURA et
al., 2011). Compostos organicos, por outro lado, merecem atencdo no processo
conjugado NP/A, uma vez que podem ser considerados inibidores da bactéria
anammox, especialmente em altas concentracdes, levando a inativacdo enzimatica e
morte celular (ANJALI e SABUMON, 2014; CHAMCHOI, NITISORAVUT, SCHMIDT,
2008; CHEN et al., 2021; MOLINUEVO et al., 2009).

A matéria organica pode exercer dois mecanismos de inibicdo as bactérias anammox:
a) inibicdo por autocompeticdo, com alteracdo da populacdo microbiana devido a
supressdo de bactérias anammox e BOA e crescimento de BON e; vantagem
competitiva as bactérias desnitrificantes heterotréficas se comparada com as
bactérias anammox, uma vez que aquele grupo possui maior taxa de crescimento em
comparacdo com este; b) alteracdes na via metabdlica, nas quais as bactérias
envolvidas passam a metabolizar carbono organico em vez de nitrogénio amonical e
nitrito, causando diminuicdo na eficiéncia de remocéao de nitrogénio (BONASSA et al.,
2021; CHENG et al., 2018; JIN et al., 2012 ; MIAO et al., 2018). A discussao do item
“a” também é fortalecida por Chen et al. (2016), ao mencionarem que a competicao
entre bactérias anammox e bactérias heterotroficas desnitrificantes pelo mesmo

aceptor de elétrons, nitrito.

Se o carbono orgéanico presente nos efluentes mostra baixa biodegradabilidade e
disponibilidade, os efeitos dos processos da desamonificagcdo sdo minimizados, nao
sendo suficientes para promover a coexisténcia de BOA e bactérias Anammox com
as bactérias heterotroficas. Todavia, altas concentracbes de carbono organico
biodegradavel, como sucralose ou glicose, podem promover o excessivo crescimento
de bactérias heterotréficas e em concomitancia, decréscimo das BOA e com atividade
Anammox (LI et al., 2018).

Na literatura, o processo Anammox revela distintas eficiéncias de remocdo de NH4*
para diferentes taxas de C/N (carbono/nitrogénio) e COD/N (carbono orgéanico
dissolvido/nitrogénio). Wu et al. (2015) verificaram as taxas de C/N de 1,30 e 1,36
(3000 mg/L de COD e 2200-2300 mg/L N-NH) no tratamento de efluentes em reator
UASB. Na ocasido, efeitos inibitérios ndo foram observados devido a baixa

biodegradabilidade da matéria organica e alta atividade Anammox.
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Leal (2015) avaliou diferentes relagdes de DQO/N (com glicose) sobre o processo
anammox aplicado ao efluente de reator UASB tratando esgoto doméstico e mostrou
gue valores de DQO superiores a 300 mg/L inibiram o processo, corroborando com
os dados da literatura que afirmam sobre os efeitos inibitérios da matéria organica
sobre as bactérias anammox. Adicionalmente, revelou que relagdes altas de DQO/N
(de 5,0, com DQO até 300 mg/L) ndo inibiram o processo e permitiram atividade
anammox e atividade desnitrificante em reator em batelada sequencial (RBS).

Liu et al. (2017a) testaram diferentes taxas de C/N (de 0,1 a 3,0), mantendo a
concentracdo em 50 mg/L de N-NH3z para avaliar o desempenho do processo e qual
grupo predominaria. O crescimento da taxa de C/N de 0,1 para 0,6 levou ao aumento
de bactérias heterotréficas, com aumento da desamonificacdo (de 7,5 a 16%). Com
taxas maiores que 1,0, declinou-se a predominancia de BOA e Anammox, com

diminuicdo da eficiéncia de remocao de nitrogénio.

Miao et al. (2018) investigou os efeitos das taxas de C/N de 1,1 a 2,5 na remocéao de
nitrogénio, avaliando a morfologia das bactérias Anammox. A eficiéncia de remocéao
cresceu com o incremento de taxa de C/N de 1, para 2,0 (30,8 para 77,3%), frente ao
desenvolvimento da atividade anammox. Contudo, com a taxa de C/N de 2,5 houve o
decréscimo significativo da atividade anammox, associado no estudo ao

desenvolvimento de bactérias heterotroficas.

Se por um lado, a matéria organica pode possuir carater inibitério no processo de
NP/A; a depender das suas condi¢cdes de biodegradabilidade e biodisponibilidade;
estudos ja revelaram relacdes consorciais nas quais € possivel manter a concentracao
de biomassa Anammox alta em reatores, enquanto aumenta-se a relacdo C/N
afluente, podendo coexistir micro-organismos com atividade Anammox e bactérias
heterotréficas (BONASSA et al.,, 2021). Nesses sistemas mistos, a desnitrificacao
consome o carbono organico e o nitrato, produzido durante o processo anammox
(Equacéo. 3.9) (MOLINUEVO et al., 2009; XIE et al., 2017; NI et al., 2012).

De fato, uma boa performance de reatores que utilizam o processo NP/A pode estar
vinculada a biodegradabilidade da matéria organica, a sua disponibilidade, assim
como a uma relagao de DQOI/N inferior a 3,5 (BONASSA et al., 2021).
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3.10.4 pH

Autores como Strous, Kuenen, Jetten (1999) e Jetten et al. (2009) enfatizaram que a
faixa de pH ideal para a atividade anammox encontra-se entre 6,7 e 8,3. Ademais,
faixas de pH fortemente acidas ou fortemente basicas podem causar inibicdo completa
do processo, pois podem favorecer a hidrolise da membrana celular e cessar
processos metabdlicos essenciais para as bactérias (SCHEEREN et al., 2011).

Zhang e Okabe (2020) reforcam que bactérias anammox previamente enriquecidas
s6 sao ativas entre o pH de 6,8 e 8,5, e sua atividade e crescimento frequentemente
cessam em pH abaixo de 6,5 (CARVAJAL-ARROYO et al., 2013; PRADHAN; THIA,
WUERTZ, 2020; TOMASZEWSKI; CEMA; ZIEMBINSKA-BUCZYNSKA, 2017; YIN et
al., 2016).

3.10.5 Configuracéo do tipo de biomassa

As bactérias com atividade anammox tém a propensdo de agregar-se, COmo
explicitado em Ali et al. (2018) e Li et al. (2021b), sendo este processo benéfico para
aumentar a sua atividade biologica, abundancia relativa e proliferacdo (WANG et al.,
2022a).

Segundo Gu et al. (2016), as morfologias dos agregados microbianos enriquecidos
com bactérias anammox possuem trés categorias distintas: lodo floculento, biofilme
aderido e lodo granular, contudo, as formas mais estaveis de biomassa, que protegem
as bactérias anammox (de baixas temperaturas e outros fatores inibitorios) séo os
filmes e os granulos (TOMASZEWSKI et al., 2017).

O biofilme exerce multiplas funcées em sistemas baseados no processo anammox:
agregacado (retencdo de bactérias anammox e BOA), producdo (potencial de
recuperacédo de produtos de alto valor e remocéo de pouentes), selecéo (transporte e
recebimento de substratos e produtos metabdlicos por bactérias sintroficas), protecéo
(mitigacdo dos impactos da matéria organica, temperatura e outros fatores inibidores
por substancias extracelulares poliméricas) e comunicacdo (inducdo de agregacao

de células e formacéo de biolfime) (Du et al., 2024).
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Ainda, dentre os trés, o tipo granulo tem maior eficiéncia de remogao de nitrogénio,
abundancia de bactérias anammox oxidadoras de aménia (BOAAN) e diversidade de
comunidade microbiana (LIU et al., 2020c).

Em sistemas estaveis granulares com biomassa anammox, os flocos geralmente
coexistem com granulos (LIU et al., 2017; ZHUANG et al., 2020). Comparado aos
granulos, flocos possuem menor limitacéo de difusdo de massa devido a sua estrutura
e pequeno tamanho, tornando-os mais susceptiveis a interferéncia do ambiente
externo. Em contrapartida, granulos grandes e com estrutura compacta geralmente
apresentam maior limitacdo de difusdo de massa, por conseguinte, criam
microambientes internos completamente andxicos para o enriquecimento de bactérias
anammox (LIU et al., 2020c). Desse modo, a abundancia relativa de bactérias
anammox funcionais em granulos era maior do que dos flocos, enquanto os flocos
eram tipicamente enriquecidos com mais bactérias aerobias oxidadoras de amonia,
BON e bactérias heterotréficas do que em granulos (LI et al., 2019b; WANG e WANG,

2023).

Além disso, o processo de granulacdo demonstrou melhorar a retencéo da biomassa
em distintos estudos, tornando-se mais comum para enriquecer micro-organismos
anammox (ADAMS et al., 2022; LIN, ZHANG E LI, 2023; MANONMANI E JOSEPH,
2018). Como resultado, a granulacao do lodo resulta em um acumulo de biomassa
mais denso, prolongando o tempo de residéncia do lodo no reator, melhorando a sua
estabilidade, assim como evitando a perda de biomassa devido a choques fisicos ou
hidraulicos (TANG et al., 2017).

3.10.6 ilon aménio/amoénia livre e nitrito/acido nitroso livre

Atencdo também deve ser dada as concentracfes de nitrito, amonia livre e acido
nitroso livre, que podem funcionar como inibidores das bactérias anammox.
Fernandéz et al. (2012) relataram que altas concentracdes de nitrito (acima de 100
mg/L), aménia livre (FA) (acima de 20 mg/L) e acido nitroso livre (FNA) (acima de 0,5
Mg/L) inibiram o processo Anammox. O processo anammox pode ser, portanto, inibido
pelos seus substratos, nitrogénio amoniacal e nitrito, e pelas suas formas nao
ionizadas (TOMASZEWSKI et al., 2017).
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N&o h& consenso literario quanto os valores maximos dos substratos que provocam
inibicdo no sistema anammox. Lotti et al. (2012) concluiram que concentracbes de
NH4 + e NO2 - menores que 500 mg/L nao pareciam inibir as bactérias com atividade
anammox, mas, 0s resultados séo distintos para outros estudos. Comparando o efeito
inibitério da FA, do nitrogénio amoniacal, do FNA e do nitrito em diferentes processos
anammox, conforme Tabela 3.4, adaptada de Ma et al. (2017), reforca-se a afirmativa
de que ndo ha um valor especifico para inibicdo, mas sim, um conjunto de parametros

e fatores integrados que podem comprometer o sistema.



Tabela 3.4 - Comparacédo dos efeitos de inibicdo em diferentes estudos utilizando processo Anammox.

50

Tipo de Modo de T NH,* NO; FA FNA . A
biomassa Reator Operacdo ccy PH (mglL) (mgiL) (MgNH/L) (mglL) Efeito Referéncia
Biofilme RBS Batelada Continuo 30 7,8 - - 38 - 50% de Fernandez et al.
35-40 inibicao (2012)

Floculenta CSTR Batelada 30 7,8 770 - a7 - 50% de Dapena-Mora et

inibicdo al. (2007)
Granular UASB Continuo 20 7,381 - - 13-90 - Inibicao Waki et al. (2007)
Anammox
Granular UASB Continuo 35 7,5-7,8 100-250 - <5 - Sem Niu et al. (2016)
Anammox +1 inibicdo
Granular UASB Continuo 33 7,5-7,9 195,3 - 7 - 10% de Ma et al. (2017)
Anammox +1 inibicao

282,4 11

20% de

inibicao
Granular UASB Continuo 35 7,5-7,8 - 132-330 - < 0,002 Sem Niu et al. (2016)
Anammox +1 inibicao
Granular UASB Continuo 33 7,5-7,9 - 229,7338, - 0,017 10% de Ma et al. (2017)
Anammox +1 2 inibicao

0,026
20% de
inibicao

Fonte: Adaptado de Ma et al. (2017)
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3.11 Processo Anammox aplicado a remocao de compostos nitrogenados de
efluentes daindustria de fertilizantes

O processo anammox tem sido investigado no ambito do tratamento de efluentes com
diferentes concentracdes de nitrogénio amoniacal (efluente sintético, digestato de
residuo alimentar, lixiviado de aterro sanitario e efluente doméstico) e operados por
sistemas em reatores em batelada sequencial, respectiviamente (LI et al., 2019a;
PEREIRA et al., 2019; JIANG et al., 2020; PEDROUSO et al., 2018).

Em aluséo ao item 3.6, distintas técnicas para o tratamento de efluentes da industria
de fertilizantes foram destacadas, incluindo processos fisicos, quimicos e biol4gicos.
A Tabela 3.5 apresenta pesquisas que avaliaram o tratamento de efluente da industria
de fertilizantes e 0s respectivos processos envolvidos, sob distintas condi¢cbes de

operagao.



Tabela 3.5 - Tratamento de efluentes de fertilizantes sob distintos processos e condi¢cfes operacionais
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(Continua)
Efluente Reator P,ara}metros fisico- Volume/Dimensges Tempeoratura Processo Eficiéncia Referéncia
quimicos do efluente (reator) (c°)
SNAD -
; Processo
biorreator biolégico Keluscar
Efluente da simultaneo de (nitrificga 30 Aproximadamente Nerurkar ’e
industria de desnitrificagéo, N/A 1L 30°C arcia(I; 98,9% de remocéao Desai
fertilizante sintético  anammox e angmmo;( e de NH4* (2013)
nitrificacao T
. desnitrificacéo)
parcial
SABF - Filtro Pﬁgfgl?:ede Remocéo de ureia
Efluente Sintético - biolégico N/A oL 30°C nitrifica 50 > 99,5% Chen et al.
IndUstria de ureia aerado parcia(I;I NT = 77,09% (2022)
’ +: 0,
submerso anammox NH4*= 89,04%
Efluente real -
coletado das Reator .
instalacBes de eletrolitico em pH: 9,7 .
TAN: 1400-1700 mg/L Eletroxidagéo de .
armazenamento e batelada ) . P Aproximadamente
X L COD: 356 mg/L nitrogénio = Santos et
manuseio de indivisivel com . ; N/A 25 - 96% de remogéao
- ; ~ Nitrato: 29-32 mg/L amonical total al. (2019)
fertilizantes no recirculacé@o T de TAN
~ Nitrito: 4 mg/L (TAN)
Porto de tubardo, de eletrodos Cloreto: 3- 6.2 ma/L
no Espirito Santo -  de Ti/RuOz2 ' <My
Brasil.
I:/IIaDrjAt\ae?r(]a (MDA) Area de
escala pH: 3 membrana efetiva: Comparacao
+. 2 5 +
laboratorial NHé)-' 29;3 mg//L | d22 cm s (MDA: 40°C) Entre . Remocao de NHa4
Efluente real - DQO: 119 mg/L Altura de canal: 2mm membranas de Tagliabue
A . S042: 2290 mg/L destilagéo a (MDA> 99%)
Industria Italiana Planta de Ou % 312 / o . et al. (2021)
Osmose PO4 % : 3121 mg/L ) (OR) (OR: 25°C) vacuo (MDA) e
reversa em F: 161 mg/L Area de membrana ' Osmose (OR> 97%)
escala Cl: 1986 mg/L efetiva: 66 cm?2 Reversa (OR)

laboratorial

Altura de canal: 2mm




53

(Continua)
Efluente Reator P,arametros fisico- Volume/Dimensges Temperatura Processo Eficiéncia Referéncia
quimicos do efluente (reator) (c°)
pH 6.8+ 0.5
Temperature °C 29 £ 1.0
Efluente real - OD: 4.7 £ 0.6 mg/L Processo NHs* = 93%
planta de NH4": 26.5 £ 3.5 mg/L biologico - NO3- = 84%
fertilizantes no N/A NO3-:11.3+ 2.1 mg/L N/A 27°C microalaa verde PO43 = 97% Pham e Bui
Vietnd, a "Phu My PO4*3: 0.9 + 0.28 mg/L Scene?jesmus ’ PT = 96% (2020)
Fertilizer TN: L47.3£5.9mg/L S DQO =93%
Wasterwater Plant" TP: 1.8 £0.27 mg/L P DBOs= 84%
DQO: 180 + 18 mg/L
DBO: 87 + 12 mg/L
SBR -
"AnASBR_PPL" 3_ ano
Efluente real - - Reator em Processo ng‘lnit;if?é)a/oé(: Jena et al
fertilizante batelada PO4*3: 100 mg/L N/A N/A . .~ ¢ '
fosfatado sequencial Andxico-aerébio completa) (2020)
N DQO: 90%
anoxico-
aerobio
COD: 4982 mg/L
pH: 9,2 .
Efluente real - "A round- turbidez: 87 NTU Peroxidacao Sri\/SaIIZ?;\;a e
indUstria de b " NHs-N: 113 mg/L 250 mL N/A y DQO: 83%
fertilizante ottomed NO-N: 270 ma/L catalitica Mandal
3 9 (2015)
NT: 450 mg/L
PT: 2,0 mg/L
Lixiviado de Tech'ToSgia de PO«.F FeZn, Millan-
fosfogesso N/A N/A N/A N/A substrato Al, Cd, Ue As: Becerroetal.
100% (2022)

alcalino disperso
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(Continua)
Efluente Reator Pardmetros fisico- Volume/Dimensbes Temperatura Processo Referéncia
guimicos do efluente (reator) (c°)
Agui—ls_ Reator de Enzima urease- 0,067 Hidrolise da
residuérias membrana mg/L, adicdo de Ureia. bara
sintéticas enzimatica nitrogénio amoniacal (0, N/A 20+1°C recu erap 0 da Yahya et al. (2021)
preparadas em 100 mg/L, 200 mg/L, 500 perac,
e (EMR) amonia
laboratorio mg/L)
Processos
fisico-quimicos
(air
Efluente real — stripping,
industria de osmose Jorquera et al.
Camacari N/A N/A N/A N/A reversa, bomba (2014)
- Bahia de
calor quimico) e
biolégico
(anammox)
pH: 8,63
p'\él)g;-:-ﬂl%gomrgllh Parte inferior (altura:

Efluente real — Reator de NH4+'. 1710 mS/L 1,5m, diametro: 0.’05 Warmadewanthi
L . - 4 m), e parte superior Método de NH,*: 86,14% :
industria de leito fluidizado F: 122 mg/L | 0.2 N/A istalizaca - 0 Iklas, Damayanti
fertilizantes (FBR) SST: 122,22 mg/L (altura: 0,25 m, cristalizagao  PO,°:98,98% (2023)

. j 9 diametro: 0,1
DQO: 72 mg/L iametro: 0,1 m)

SiO2: 850 mg/L
Ca: 101,2 mg/L

105L
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(Concluséo)

Parametros fisico-quimicos do

Volume/Dimensfes Temperatura

Efluente Reator o Processo Eficiéncia Referéncia
efluente (reator) (c°)
NH,* e NO?~ (proporgdo molar de
1:1,2) na forma de (NH4)2S04 e
NaNO2, KH2POa.
Efluente Reator de leito Outras composicdes: R N: 83,7+4,8% Maetal
Sintético expandido 0,3 g/L de CaCl2-2H20 5L 25+1°C Anammox P:94,2+1,2% (2020)
0,57 g/L de KCI
0,2 g/L de MgS4-7H-20
0,5 g/L de NaHCO3
Oligoelementos
Nitrogénio
total:
~ 0,
Efluente real 8,?\’1}3092; 0/0
da industria Nitrogénio total: 34~58 mg/L Sistema de 0u )
e P S organico:
de Nitrogénio orgénico: 0.5~18 mg/L Precipitacao 41.6~99 8 % Son et al
fertilizantes N/A CH4N,O: 2~8 mg/L 250 mL N/A MAP (fosfato, CH N 'O' (2019) '
quimicos e NHs: 25~50 mg/L amonio e 78 8j992 9 %
efluente NOs: 1.2~2.7 mg/L magnésio) ' NH3" 0
sintético 80.8~91.5 %
NOs":
87.2~94.3 %
Efluente real
pH: 9,98+0,04
Efluente real Reator de Condutividade Elétrica: 5,26+0,03uS N: ~ 83%, 81%
L biofilme em
de fabrica OD: 1,8 mg/L e 80% nas Vermae
d . batelada de o
e ureia e ) NH,* :1500 mg/L 1,7L 25,6 °C Anammox fases Daverey
sequenciamento L
efluente AnAMMOox Nitrogénio Kjeldahl: 3000 mg/L subsequentes (2024)
sintético. (SBBR) CH,N,O: 1500 mg/L L 1le .

DQO: 200 mg/L
Nitrato Nitrogénio: 33 mg/L
Nitrogénio nitrito: < 0,5 mg/L
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Contudo, no tocante ao processo bioldgico, foi observado na literatura apenas trés
estudos nos quais o sistema Anammox foi testado experimentalmente em efluente da
industria de fertilizante (sintético), Chen et al. (2022), Keluscar, Nerurkar e Desai
(2013), Verma e Daverey (2024).

Keluscar, Nerurkar e Desai (2013), desenvolveram na Universidade de Nova Delhi,
india, um processo simultaneo de nitrificagdo parcial, anammox e desnitrificacio, em
escala de bancada para remoc¢édo de NH4* de um efluente da industria de fertilizante
(sintético). Aproximadamente 98,9% de NH4* foi removida, com taxa de remocéo de
0,35 kgNH4-N/m?3 dia, com 46,6 mg/L de carbono orgéanico dissolvido e 2,31 dias de
tempo de detenc¢do hidraulica (TDH).

Um filtro biologico aerado submerso de um Unico estagio foi operado por 126 dias, a
fim de se obter o desempenho e os mecanismos de remocéo de nitrogénio de um
efluente de ureia (H-NCONH: - fertilizante nitrogenado), usando simultaneamente a
hidrolise da ureia, nitrificacdo parcial e processo anammox. Foi utilizado um efluente
sintético (0-1,6 g/L ureia, 0-0,3 g/L (NH4*-N), 0-1.2 g/L alcalinidade (como CaCO:s) e
uma solucéo média, conforme descricdes do estudo (CHEN et al., 2022). O processo
combinado forneceu uma eficiéncia de remocao de ureia maior do que 99,5%, mesmo
com concentracao afluente de ureia de 1600 mg/L. No que tange a carga removida,
alcancou-se alta remocao (1.5 kg N/(m?-d)), eficiéncia de remocao de NH4* de 89,46%

e de nitrogénio total de 77,09%.

Em Gorakhpur, estado do Uttar Pradesh - india, Verma e Daverey (2024) testaram
experimentalmente a eficiéncia de remocao de nitrogénio de aguas residuarias de
ureia em um reator em batelada sequencial de biofiime (SBBR), com atividade
anammox. O reator foi alimentado com o efluente real e efluente sintético composto
por macro e micronutrientes necessarios para promover o crescimento da biomassa.
Os testes funcionam com concentracdo maxima de 400 mg/L de NH4s" e mesmo
recebendo concentracdes variadas do substrato, a eficiéncia de remocédo alcancada
nao foi inferior a 80%, sendo detectado enriquecimento de Candidatus Kuenenia,
aumentando de 41,69% para 48,11 %, enquanto Nitrospira diminuiu de 23,9 % para
1,24 %, e Nitrosomonas caiu de 4,32% para 0,01%.
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3.12 Processo Anammox aplicado a efluentes de alta carga de nitrogénio
diluidos com efluente anaerébio proveniente de reator tratando esgoto
domeéstico

O emprego do processo anammox no tratamento de efluentes da industria de
fertilizantes quimicos torna-se uma preocupacdo na medida que estes efluentes
podem conter &cidos, alcodis, metais pesados, nutrientes, soélidos suspensos e
dissolvidos (AFFONSO et al., 2020; BHANDARI; SOROKHAIBAM; RANADE, 2016;
WARMADEWANTHI, IKLAS, DAMAYANTI, 2023) e serem toxicos ou mesmo fatores
de inibicdo para o processo anammox. Al-Harahsheh et al. (2014) mencionaram a
geragdo de distintos ions em efluente da producdo de fertilizante fosfatado, como
Ca?*, Na*, K* Mg*, F~, CI, e SO4*, além de acidos como HF, H2SiFs, H3PO.

A andlise dos fatores inibitorios na atividade das bactérias anammox n&o deve
restringir-se ou mesmo justificar-se, apenas pelas concentracdes dos compostos
nitrogenados (Tabela 3.4), visto que o efluente pode conter outros compostos toxicos
a este grupo microbiano. Nos ultimos vinte anos, varias pesquisas tem direcionado
os esforcos para a identificacdo de inibidores potenciais da atividade anammox em
efluentes industriais e domésticos e estratégias de reduzir ou reverter os efeitos
toxicos. Madeira e Araujo (2021) apresentaram um compilado de estudos que
reportaram o efeito inibitério de diferentes poluentes em efluentes domeésticos e
industriais na atividade anammox: antibiéticos, poluentes aromaticos, surfactantes,
microplasticos, solventes organicos, substancias humicas, matéria organica
biodegradavel, nanoparticulas metalicas e metais. A Tabela 3.6 faz um recorte desta

revisao, indicando os efeitos observados.
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Tabela 3.6 - Compostos com efeitos inibitorios na atividade anammox

(continua)
Tipo de Tipo . Bacteria Cox Concentracde . A
Pol t de In6culo A Composicéo testad Efeitos Referéncias
oluente o o nammox s testadas
A exposicdo a longo prazo levou a uma menor
Lodo granular abundancia e diversidade de bactérias anammox
- Reator anammox _ _ o nos reatores. A presenca dos genes de resisténcia a Zhang et al
Antibidtico enriqguecido  Ca. Kuenenia Oxitetraciclina 2 mg/L antibioticos tetC, tetG, tetX e intl1 aumentou a '
UASB d P L e (2019)
e reator resisténcia do lodo anammox a oxitetraciclina. A
UASB bioaumentacédo levou a uma recuperacao acelerada
do desempenho.
Lo;r?aﬂ:?nnou):ar _ Concentra96e5~de 1 mg/L e §uperiores_ dim_in_uirgr'n a
Antibibtico Reator enriquecido Ca. Kue'nenl'a Tetraciclina 0.1a1,5mg/L taxa de remocao de nltro_genlo. Os efeitos !nIE)ItO!’IOS Fan et al. (2019)
UASB de reator stuttgartiensis k k foram revertidos em 10 dias. Genes de resisténcia a '
antibidticos foram desenvolvidos.
UASB
A estreptomicina teve efeitos inibitérios baixos e
Lodo granular - observou-se o0 aumento de mdaltiplos ARGs.
Antibidtico Reator anammox Ca. Kuenenia Estre_ptorr_uqna 1250 mg/L Inibicdo significativa com 3 mg/L de espiramicina. Zhang etal,
UASB ; : Espiramicina la5mg/L S . . . (2020)
enriquecido Ambos os antibiéticos reduziram a diversidade e
rigueza da comunidade microbiana.
0,5a5,0mg/L A eficiéncia de remocéo de nitrogénio diminuiu
parateste de  drasticamente em 5 mg/L. A aclimatagdo ajudou as
Reator Lodo granular Spiramicina longo prazo bactérias anammox a obter resisténcia ao
em anammox antibidtico. 1C5o = 256 mg/L no teste de curto prazo.
Antibidtico batelad enriqguecido Ca. Kuenenia A eficiéncia de remocao de nitrogénio diminuiu Lu et al. (2021)
ae de reator drasticamente em 50 mg/L. A aclimatag&o ajudou as
UASB UASB Estreptomicina 5,0 a 50,0 mg/L bactérias anammox a ganhar resisténcia ao

para teste de
longo prazo

antibidtico. 1Cso = 2096 mg/L no teste de curto
prazo.
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(continua)
Tipo de Tipo de In6culo Bacteria Composicéo Concentragoes Efeitos Referéncias
Poluente Reator Anammox testadas
Reatores em 5a 100 mg/L 1C50=13,07 mg/L para teste de curto
batelada e Lodo granular para teste de prazo. Reatores de fluxo continuo
Organico colunasde anammox enriquecido N&o se aplica Quinolina curto prazo, 5 mostraram gque a aclimatagéo Chen et al. (2019)
fluxo de UASB mg/L para teste aumentou a resisténcia das bactérias
continuo. de longo prazo. anammox a quinolina.
. Reator em Lodo flocu!ento . Ca. Kuenenia Inibicdo da remocao de amonio a 20
Organico anammox enriquecido X ! Fenol 20 a 250 mg/L Chen et al. (2020b)
batelada Ca. Brocadia mg/L de DQO.
de reator UASB
Lodo granular Sulfonato de Deterioracao do desempenho do
AL anammox enriquecido . benzeno de reator em exposicao de longo prazo a
Organico  Reator UASB em reator de fluxo Ca. Kuenenia dodecil sulfato 1a10mg/L >5 mg/L devido a desagregacao do Zhang et al. (2021c)
continuo de sdédio lodo e inibicdo metabdlica.
A exposi¢éo ao PBS teve um efeito
o muito baixo nas taxas de remocéo de
Pol|bu_t|Ieno 100 e 500 mg/L  aménio e nitrito. No entanto, alterou a
Lodo granular succinato composi¢ao do lodo, diminuindo sua
Orgénico Reatorem  anammox enrque C.'do Ca. Brocadia (PBS) viscosidade. Tang et al. (2021)
batelada em reator anaerdébico ~
; . Concentragdes de 100 e 500 mg/L
compartimentado Policloreto de ) e ~
- 100 e 500 mg/L  reduziram ligeiramente a remocao de
vinila (PVC) o - L
amonio, enquanto a remocao de nitrito
foi altamente inibida.
Ca. Kuenenia
Organico stuttgartiensis, Concentragdes >100 mg/L causaram
: Reator em Lodo anammox Ca. Brocadia  ; . B inibicdo significativa da atividade .
blgg\?glra batelada enriquecido anammoxidans, Acido himico 50 a 200 mg/L anammox em experimentos tanto de Kraiem et al. (2019)

Ca. Brocadia
fulgida

curto quanto de longo prazo.
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(continua)
Tipo de Tipo de In6culo Bacteria Composicéao Concentragoes Efeitos Referéncias
Poluente Reator Anammox testadas
Lodo Glucose Remocao mais alta de nitrito
floculento Acido acético 20 a 250 mg/L Remocao mais alta de nitrito.
Orgénico Reator em  enriquecido  Ca. Jettenia, Ca. Acetato de 20 a 250 mg/L Remogéo mais alta de nitrito. Chen et al. (2020b)
biodegradavel batelada de anammox Brocadia g 20 a 250 mg/L I ¢ ~ A '
Sadio Inibicdo da remocao de aménio em 150
de reator Metanol 20 a 250 mg/L mg/L de DQO
UASB 9 :
A atividade anammox foi inibida em
Lodo concentracdes mais altas (72-80 mg/L),
Orgénico Reator ; . Ca. Jettenia, Ca. - . 25,2 a 80,3 enquanto a remog&o total de nitrogénio
biodegradavel UASB denrlquemdo Kuenenia Acido fulvico mg/L aumentou em concentragdes mais Zhang et al. (2020)
€ anammox . AN
baixas (25-65 mg/L). A inibicao foi
reversivel.
Lodo
Refitj%de ei??rﬂg?é(o Ca. Jettenia A atividade anammox foi mantida a 20
continuo de rgator de asiatica mg/L e inibida de forma irreversivel a
' Organlcp com leito fixo ou Ca. Je_ttenla Metanol 5 a 40 mg/L 40 mgl/L. Corg um aumento gradual na Isaka et al. (2021)
biodegradavel suportes reenchido caeni, concentragcdo de metanol, nenhum
dg gel cgm suportes Ca. Kue'neni'a efeito inibitorio foi observado, mesmo a
anammox  de tecido néo stuttgartiensis 100 mgl/L.
tecido
A atividade anammox foi impactada em
109,3 mg/L e completamente inibida
. Filtro Biofilme em 378,6 mg/L de Fe (I). A lavagem
Metais biolégico anammox Nao se aplica Fe (Il 0023786 com EDTA-2Na teve um impacto Li et al. (2020a)
pesados : ; mg/L - ~
ascendente enriquecido limitado na recuperac¢éo do anammox,

enquanto a adi¢éo de betaina acelerou
0 processo de recuperagao.
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(concluséo)

Tipode Tipode . Bacteria . Concentrag¢des . A
In6culo Composicéo Efeitos Referéncias
Poluente  Reator Anammox testadas
Concentracfes mais baixas dos trés metais
Biomassa combinados néo afetaram o desempenho do
anammox Zn (11 04208mg/L reator. Em concentracdes mais altas,
Metais Reatorem  enriquecida de N&o se observou-se uma inibig&o significativa. Gutwinski et al.
pesados batelada SBR tratando aplica Cu () 003752 0,225 mg/L Aumentar as concentracdes de Cu e Ni sem (2021)
agua_re_al de Ni (Il 0,02 20,12 mg/L adicao de~ Zn néo afeEOl_,I o_de_sempenho da
rejeito remocao de nitrogénio, indicando alta
toxicidade do zZn.
A combinacao dos trés metais ndo causou
Cd (1) S T TR g
inibicdo significativa da atividade anammox.
0,001 a 0,006 mg/L
Metais Reator em LOd.O anammox N&o se Pb (I 0,025a0,15mg/L O ICs, foi de 41,97 mg/L para lodo sem EPS
enriguecido de . Ma et al. (2021)
pesados batelada reator UASB aplica cr (Il 0,0625 a 0,375 mg/L e 408 mg/L para lodo contendo EPS (testes
0 a 500 mg/L de curto prazo). O As (lll) foi encontrado
As (Il principalmente ligado a compostos proteicos
do EPS, levando a um estado mais solto.
ICs0 = 4,6 mg/L (teste de curto prazo). No
experimento de longo prazo, a concentragao
Reatores Ca. 0 a 10 mg/L para de Cu foi gradualmente aumentada, e uma
. Lodo anammox . ~ o :
Metais em : . Kuenenia, testes de curto prazo, redugdo severa da atividade anammox foi
enriguecido de Cu o Aktan et al. (2021)
pesados batelada e reator UASB Ca. 0,1 a 8 mg/L para observada em 6 mg/L. Ca. Brocadia foi
UASB Brocadia testes de longo prazo, completamente removido em concentracdes
elevadas de Cu, enquanto Ca. Kuenenia
permaneceu no reator.
_ Lodo anammox IC.50~: 6,8 mg/L _(teste de curto prazP). A
Metais Reator em enriauecido de Ca. Cr (V1) 0232 ma/L adi¢ao de hidrazina causou a reducéo de Feng et al. (2021)
pesados batelada q Brocadia 9 Cr(VI) para Cr(Ill), melhorando o g '

reator UASB

desempenho do reator.
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As autoras propdem como estratégias para melhorar a performance da biomassa
anammox submetida a condi¢cdes de inibicdo por poluentes organicos uma menor
adicdo do substrato, a bioaumentacdo, o tratamento adicional para remoc¢ao do
poluente e a dessorc¢éo do poluente por meio da lavagem da biomassa. Para o caso
de inibicdo por metais ou nanoparticulas metéalicas, a bioaumentacdo ainda € uma
alternativa, assim como a baixa adicdo da concentracdo de metais, como Cu, Fe e
Mn.

Sobre os efluentes da industria de fertlizantes de alta carga de nitrogénio Wang et al.
(2024a) investigaram a diferenga na comunidade microbiana de quatro estagdes de
tratamento de efluente da industria de fertilizante nitrogenado, na China. As quatro
estacdes possuem diferentes localidades e processos bioldgicos empregados.
Contudo, mesmo projetadas para tratar aguas residuarias contendo altas
concentracbes de nitrogénio, sdo identificados nos produtos; além de compostos
nitrogenados, o éter dimetilico, o enxofre, a glicerina e o metanol. O ultimo, por
exemplo, é visto como fator inibitério para as bactérias Anammox (CHEN et al. 2024;
MADEIRA; ARAUJO, 2021).

Alternativas que evitem o efeito inibitério dos compostos nitrogenados e de outros
potenciais poluentes toxicos desconhecidos deste efluente, na atividade anammox,
devem ser pensadas. Logo, a reducdo da concentracdo por meio da diluicdo do
efluente da industria de fertilizantes nitrogenados torna-se atrativa. Contudo, o
processo perde seu carater sustentavel e de uso racional de recurso hidrico, se
volumes excessivos de agua limpa forem requeridos para diluir o efluente de
fertilizante nitrogenado. Assim, a sua diluigdo em efluente doméstico é vista como uma

boa estratégia.

Além de aumentar a biodegradabilidade da mistura e mitigar a toxicidade dos
poluentes organicos em altas concentragdes, como posto por Brennan et al. (2017), a
diluicdo permite o co-tratamento dos efluentes. Estudos utilizando o processo
Anammox ou de NP/A demonstraram viabilidade na diluicao de efluentes de alta carga
de nitrogénio em efluente doméstico (ZHANG et al. 2021b; WU et al., 2019; WU et al.,
2015).
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Fernandes (2023) avaliou o desempenho do processo de NP/A no co-tratamento de
lixiviado maduro e efluente anaerdbio doméstico sob 4 (quatro) diferentes diluicdes e
estratégias de aeracdo, em RBS de mistura completa, alcancando nas Fases |, I, I,
e IV, respectivamente, eficiéncia de remocéao de nitrogénio total de 89,7%, 89%, 90%
e 71 %. Também consolidou, por meio de seu experimento e de uma robusta revisao
bibliogréafica, a assertiva de que esgoto doméstico e lixiviado maduro € a principal
combinacdo de diluicAdo testada em estudos experimentais, podendo alcancar
resultados satisfatorios.

Em carater inovador, Spelman et al. (2024) propuseram o co-tratamento de drenagem
acida de mina com efluente doméstico, em RBS em escala de bancada, e
demonstraram que o co-tratamento permitiu o tratamento do primeiro sem impactar
negativamente no desempenho do tratamento por processos biolégicos do segundo e

sem impactos na diversidade microbiana.

Como posto na Tabela 3.5 foi testemunhado apenas um experimento na literatura com
a utilizacdo de um efluente real da industria de fertilizantes nitrogenados, sob
condicBes diretas de uso do processo anammox em RBS, para remocao de nitrogénio
amoniacal. Contudo, ainda assim, favorecendo as condi¢Bes de enriquecimento das

bactérias adicionando outro efluente, no caso, sintético.

Frente a necessidade de maiores investigacdes sobre o tratamento de efluentes da
producéo de fertilizantes, em especial aos nitrogenados e, diante de perspectiva futura
de implementacéo do processo Anammox, em escala plena e do potencial estratégico
de diluicdo do efluente da industria de fertilizantes em em efluente anaerdbio
doméstico, é importante avaliar as condi¢cGes ideais e reais de funcionamento do
sistema para que este viabilize a remocdo de DQO, aménio e nitrito do efluente; em
condi¢cbes nas quais ndo se observe a inibicdo do processo Anammox. Até ao

momento esta pesquisa mostra-se inédita frente as pesquisas desenvolvidas na area.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa, de cunho primordialmente experimental e quantitativo, foi realizada escala
laboratorial, no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental (DESA) da Escola de Engenharia da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), na linha de tratamento de aguas residuarias, com a tematica
de Microbiologia Aplicada a Engenharia Sanitaria. A seguir, apresentam-se as

especificagdes técnicas e metodoldgicas do projeto.

4.1 Efluente utilizado na pesquisa

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados dois efluentes distintos, em

diferentes condicdes de diluicao para a remocao de N-amoniacal no reator RBS.

Foi utilizado o efluente anaerébio advindo do reator UASB, que se destina ao
tratamento de esgoto doméstico e esta localizado no Centro de Pesquisa e
Treinamento em Saneamento (CePTS/UFMG/COPASA), que se encontra na ETE
Arrudas/COPASA. Primeiramente, o esgoto bruto passa por um tratamento preliminar
na ETE e entdo uma parcela é direcionada para o reator piloto UASB, no qual foi
coletado o efluente (semanalmente e armazenando-o a 4°C) para as diluigdes com o
efluente de fertilizantes e posteriormente, operacdo das fases do reator RBS.
Portanto, o efluente anaerdébio em questao foi utilizado como meio de diluigdo do

efluente objeto do estudo (efluente da industria de fertilizante nitrogenado).

Quanto aos seus parametros de projeto, o reator UASB possui 4,5 m? de area util, 4,5
m de altura, 2 m de diametro interno, 14,2 m® de volume Uutil, dimensionado para
equivaler a uma projecao populacional de 320 habitantes (per capita de esgoto igual
a 125 L/hab.d) e tempo de detencgao hidraulico (TDH) médio de 7,5 horas.

A Tabela 4.1 apresenta os principais parametros operacionais do reator UASB,

definidas para sua operacao, obtidos em pesquisas pretéritas com o mesmo reator.
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Tabela 4.1 - Condi¢goes operacionais do reator UASB

Parametro Reator UASB Média (Desvio
padréo)
Tempo de detencao hidraulica -
TDH (h) 10,17 (2,3)
Velocidade ascensional média
(m.h) 0,47 (0,1)
~ 3 pl ~
Vazao afluente; (_m . h™1) (vazéo 143 (0,3)
meédia)
Carga organica volumétrica 41,53 (15)

(gDQO.m™3. dh?)

Taxa de aplicacdo superficial
(m3.m-2.d?)
Fonte: Fernandes (2017, 2023).

11,17 (2,7)

O efluente da industria de fertilizantes foi fornecido pela Oxi Ambiental S.A, empresa
de S&o Paulo - Brasil, especializada em remediagao ambiental in-situ, gerenciamento
de areas contaminadas, tratamento de efluentes industriais, amostragem de solo,

agua e efluentes e brownfileds.

O efluente é originario de uma planta industrial de produgédo de fertilizantes, em
Cubatao, no estado de Sao Paulo, que possui setor especifico para a producéo de
fertilizantes nitrogenados (GANIT) e outro para os fosfatados (GAFOS). No que se
refere a GANIT, esta é responsavel pela producao de 3 (trés) fertilizantes: nitrato de
amoOnio, aménia e acido nitrico. Durante o processo produtivo dos respectivos
fertilizantes, ha a limpeza de equipamentos como a lavagem dos filtros, torres, canais
e vazamentos na rede, que compdem juntamente com a coleta da agua pluvial e de

lavagem dos patios da planta industrial o “efluente da industria de fertilizantes”.

O efluente da industria de fertilizantes foi diluido com efluente anaerébio doméstico. A
diluicao se justificou por distintos fatores, primeiramente, pelo pH alcalino do efluente
da industria de fertilizante a ser testado (pH = 10,8), que tende a causar inibicao do
processo anammox. Autores como Strous, Kuenen, Jetten (1999) e Jetten et al. (2009)
enfatizaram que a faixa de pH ideal para a atividade anammox encontra-se entre 6,7
e 8,3. Faixas de pH fortemente acidas ou fortemente basicas podem causar inibigao
completa do processo, pois podem favorecer a hidrélise da membrana celular e cessar

processos metabdlicos essenciais para as bactérias (SCHEEREN et al., 2011).

Ademais, sabe-se que em pH préximo a 9,5, aproximadamente 50% da amodnia esta
na forma de (AL) ou (NH3) e 50% na forma de NH4* e em pH superior a 11,
praticamente toda a aménia estd na forma de NHiz (VON SPERLING, 2014).
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Considerando o pH e a concentragdo (mg/L) de aménia deste efluente (ver Tabela
4.3), acredita-se que mais de 50% da aménia esteja livre e, como elucidado no 3.10.4,

poderia causar inibicdo das bactérias anammox.

De igual relevancia para esta discusséo, as altas cargas dos substratos amoénia (NH4")
e nitrito (NO2’) em efluentes podem inibir o processo Anammox, como posto no item
3.10.6 e, portanto, a diluicdo proposta tende a diminuir a concentracido destes
compostos. Outra preocupagédo quanto ao emprego do processo anammox para
tratamento de efluentes é a presenca de compostos toxicos, discutidos no item 3.11 e

que podem gerar mecanismos de inibigdo na atividade anammox.

Frente a necessidade de se evitar efeitos inibitérios por compostos desconhecidos e,
considerando a complexidade do efluente da industria de fertilizante nitrogenado
objeto deste estudo (Tabela 4.3) a diluicdo do efluente da industria de fertilizante
nitrogenado em efluente doméstico anaerdbio tornou-se uma boa estratégia

operacional para redugao da concentragao de potenciais poluentes do efluente.

Reforca-se que estudos pretéritos utilizando o processo Anammox ou de NP/A
demonstraram viabilidade na diluicdo de efluentes de alta carga de nitrogénio em
efluente doméstico (ZHANG et al. 2021a; WU et al., 2019; WU et al., 2015). A Figura
4.1 apresenta esquematicamente o fluxo de utilizacdo e diluicdo dos efluentes
utilizados no experimento. Cabe registrar que para esta pesquisa utilizou-se apenas 1
(um) lote de efluente da industria de fertilizantes e para o efluente anaerébio foram

utilizados 5 (cinco), sendo realizadas, portanto, 5 caracterizagdes deste ultimo.



Figura 4.1 - Fluxo de chegada dos efluentes utilizados no experimento
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Tabela 4.2 - Caracterizagao do efluente anaerébio doméstico utilizado ao longo do estudo

Parametros Média (Desvio Padrao)
pH 6,70 (0,82)
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 1,1 (1,14)
Temperatura (°C) 24,6 (1,3)
DQO (mg/L) 54,50 (20,12)
NH4* (mg/L) 38,52 (14,89)
NOz (mg/L) 0,00
NOs™ (mg/L) 3,77
Alcalinidade (mg CaCOs/L) 209,23 (18,58)
DBO (mg/L) 116,37 (83,31)

Tabela 4.3 - Caracterizacao do efluente da industria de fertilizante nitrogenado

Parametros Média
Odor Cheiro amoniacal
altamente pungente
pH 10,32
Temperatura (°C) 25
DQO (mg/L) 1915,83
NH4" (mg/L) 10172,42
NOz (mg/L) 0,00
NOs (mg/L) 12,34

Alcalinidade (mg

CaCOs/L) 25502,50
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4.2 Reator em batelada sequencial

Utilizou-se para o experimento o fermentador de mistura completa, modelo Benchtop
Fermentor & Bioreactor BioFlo®/CelliGen® 115, marca New Brunswick/Eppendorf. O
reator possui 10 litros de volume util de trabalho (Figura 4.2) e foi operado no modo

batelada sequencial, sedimentacédo da biomassa e posterior retirada do sobrenadante.

Figura 4.2 - RBS em escala de bancada — Laboratorio de Microbiologia — DESA/UFMG

O RBS é confeccionado de vidro, envolvido por uma jaqueta d’agua que realiza a troca
da agua armazenada na parede externa para manter a temperatura desejada de
operacao. O reator possui sensores de nivel para controlar o volume (entrada e saida)
tanto de meio de cultura quanto de efluente, além de sondas que permitem medir o
pH, temperatura e saturagao de oxigénio (%). Adicionalmente, o RBS foi protegido de

incidéncia luminosa para evitar o crescimento de algas em seu interior.

O RBS foi operado em condi¢gbes andxicas 5 (cinco) vezes por semana (segunda a
sexta-feira) por um ciclo operacional de 24 horas (Tempo de Detencao Hidraulica —
TDH de 48 horas), envolvendo 4 etapas: desligamento/sedimentacéao - |, retirada do

efluente do clico anterior- Il, alimentacéo — lll e reacao do reator-1V.

A primeira etapa consistiu na interrupgao do ciclo anterior do reator, da aeragao e da
sua agitacao, permitindo o descanso da biomassa para que esta nao seja descartada
junto do efluente. Apdés a sedimentacao, é iniciada a retirada do sobrenadante por
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meio do acionamento manual da mangueira de silicone do reator, que consistiu na
retirada da sua pinga e em movimentos verticais pressionando-a, favorecendo a saida
do efluente tratado biologicamente. Salienta-se que o efluente de entrada, assim como
o de saida do RBS sao armazenados em frascos shot de 5 litros e é retirado do reator

todo o volume afluente, correspondendo aos 5L do frasco.

Sobre a terceira etapa (alimentagéo) consistiu no acionamento da bomba externa
(modelo Gilson) para entrada do novo efluente no reator, da aeragéo e da agitagéo e
posteriormente. Apds o acionamento do sistema ocorreu a reagao e ultima etapa

operacional, que possibilitou o contato do efluente com a biomassa do reator. A

Figura 4.3 apresenta as etapas supramencionadas de funcionamento do sistema.

Figura 4.3 - Ciclo operacional do reator RBS
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Etapas operacionais do RBS: (i) Sedimentacdo, com desligamento da agitagdo para que a biomassa
possa sedimentar no reator; (ii) saida do efluente, com desligamento da agita¢édo e acionamento da
bomba de saida; (iii) entrada do meio de cultura/ efluente da industria de fertilizantes com as diferentes
diluicdes no reator; (iv) periodo de reacdo, que ocorre até a interrupcado para que um novo ciclo se

inicie.
4.3 Enriquecimento de bactérias anammox
Quando do inicio das atividades experimentais, o reator em batelada sequencial ja

continha biomassa com atividade anammox, tendo em vista que o sistema foi

previamente operado por Fernandes (2023), com inoculacao de lodo proveniente da
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linha de recirculacdo dos decantadores secundérios da Estacdo de Tratamento de
Esgoto do Ribeirdo Arrudas (ETE-Arrudas) da Companhia de Saneamento de Minas
Gerais (COPASA), em Belo Horizonte -MG. Ap06s a operacgdo do projeto anteriormente
descrito, o reator foi utilizado para testes independentes utilizando lixiviado de aterro
sanitario. Com o objetivo de remover as impurezas da biomassa, limpando quaisquer
resquicios do referido efluente que porventura poderiam interferir no novo experimento
e, visando a aclimatacao gradual do RBS para recebimento do efluente de fertilizante,

realizou-se nova alimentagdo com meio de cultura por 267 dias.

Apbs as etapas de enriquecimento do RBS e aclimatacao, o RBS foi alimentado com
efluente de fertilizante diluido com efluente doméstico do reator UASB, em fase
preliminar, mantendo o TDH de 48 horas e temperatura de 35°C ja utilizada
anteriormente por Fernandes (2023).

A partir dos resultados observados da concentracdo de NHs* antes e apds o
tratamento biologico utilizando o RBS para os testes preliminares, observou-se
possivel inibicdo da atividade anammox, com aumento da concentracdo de NH4s" a e
nitrito na saida do efluente tratado. Visando a bioaumentacéo das bactérias anammox,
foi inserido novo meio de cultura no sistema, do dia 19 de dezembro de 2022 ao dia
10 de abril de 2023, todavia, os resultados apresentaram-se similares aqueles
observados do teste com o efluente de fertilizante. Nesse sentido, optou-se pela
reinoculacéo do reator RBS. A Tabela 4.4 apresenta o periodo de aclimatacao e testes

experimentais do reator, levando a decisdo de um novo periodo de start up do RBS.

Tabela 4.4 — Concentragdo dos substratos no meio de cultura — aclimatacao

Concentragao de substratos (mg/L)

Data de Operagao N-NO: N-NH/*
09/11/22-20/11/22 120 90
21/11/22-04/12/22 Testes preliminares com o efluente de fertilizante
19/12/22-30/12/22 120 90
03/01/23-12/02/23 60 50
13/02/23-26/02/23 30 30
27/03/23-10/04/23 30 0

________ Inoculagédo do reator




71

Em 10/04/2023, o RBS foi inoculado com lodo da linha de recirculagao do sistema de
lodos ativados, da Estacdo de Tratamento de Esgoto do Ribeirdo Arrudas (ETE-
Arrudas) da Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA), em Belo
Horizonte - MG. Foram coletados 20 litros de lodo da linha de recirculagéo do sistema
de lodos ativados e transportados ao laboratorio. O lodo foi centrifugado a 10.000 rpm
por 20 minutos nos dias 10 e 11/04/2023 e nesta transi¢cdo, foi armazenado a 4°C.
Apés a centrifugacdo, adicionou-se a fracdo sélida ao meio de cultura mineral e
autotrofico, em consonéncia com o preconizado por Dapena-Mora et al. (2004) e Van
de Graaf et al. (1996), nas Tabela 4.5 e Tabela 4.6, respectivamente, visando o
enriquecimento e o cultivo das bactérias com atividade anammox até atingir seu

volume final de 10 litros, com concentracao final de in6culo de 7,29 g STV.L.

Tabela 4.5 — Composicao do meio mineral autotréfico

Componentes Concentracdo (mg/L)
NHa4ClI Variavel
NaNO:2 Variavel
KHCO3 500
KH2PO4 27
CaCl2.2H20 180
MgS04.7H20 300
Solucado de Micronutrientes | 1,0 ml
Solucado de Micronutrientes |l 1,25 ml

Tabela 4.6 — Composi¢ao das solu¢gdes de micronutrientes | e Il

Micronutrientes | Micronutrientes |l
Componentes Concentracdo (mg/L) Concentracdo (mg/L)
Na2EDTA.2H20 6250 15000
FeS04.7H.0 6250 )
ZnS04.7H20 - 430
CoCL2.6H20 - 240
MnCl2.4H20 - 990
CuS04.5H.0 - 250
NaMoO4.2H-0 - 220
NiCl2.6H20 - 190
NaSeOs3 - 80
H3BOs - 14

Fonte: Dapena-Mora et al. 2004

Em virtude da elevada concentracéo inicial de solidos no in6culo, adotou-se para o
reator uma etapa reacional de aproximadamente 20,8 horas, visto a necessidade de
um periodo de sedimentagdo prolongado, evitando a perda da biomassa durante a

sua lavagem, sendo: 1 hora para a sedimentacao, 0,17 horas para saida do efluente
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e 2 horas para a entrada do efluente. Mesmo ap0s observacéo da reducao do teor de
solidos no efluente; conforme mencionado em estudos prévios por Fernandes (2017),
Leal (2015) e Pereira (2013) que inocularam reatores do tipo RBS, com atividade
anammox; manteve-se o periodo de sedimentacdo do reator, minimizando perdas da

biomassa.

O periodo de enriquecimento do sistema ocorreu do dia 11/04/2023 a 02/01/2024,
aumentando-se gradativamente as concentragdes de nitrogénio amoniacal e nitrito
visando o monitoramento da atividade anammox no reator. A Tabela 4.7 expde 0s
valores adotados durante esta fase. ApOs identificacdo de atividade anammox e
estabilizacdo do reator, foram viabilizados os testes com efluente real.

Tabela 4.7 — Concentracdo dos substratos no meio de cultura - enriquecimento do reator

Concentragao de substratos (mg/L)

Data de Operagao N-NO: N-NH4*
11/04/2023- 22/09/2023 45 30
25/09/2023 - 02/01/2024 70 55

4.4 Planejamento Experimental

Realizou-se o Start up do reator, em 11 de abril de 2023, e posteriormente iniciou-se
a fase de enriquecimento com o objetivo de selecionar e aumentar a comunidade de

bactérias com atividade anammox. A

Tabela 4.8 apresenta as fases do estudo desenvolvidas e os parametros avaliados.
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UASB2

Fator de
Concentracéo diluicéo Parametros
Etapas do Temperatura D ~ em 5L do . .
o ata Duracéo ambientais de
RBS (°C) (dias) efluente analise
anammox (%) de
fertilizante
11/04/2023 Meio de cultura
Fase de 35 - 267 autotréfico
Enriquecimento 02/01/2024 -
1% de efluente de
e 0
03/01/2024 fertilizante e 99%
35 ) de ef[l:)gntg
anaerobio de A
H
Fase | 01/03/2024 59 UASB1 1:100 pdié SCJ;(ll\%zglO
temperatura,
2% de efluente de DQO, DBO, NH4*,
fertilizante NO2", NOs',
35 02/03_/2024 e 98% de efluente alcalinidade,
anaeroébio de analises
21/04/2024 51 . o
Fase Il UASB 1:50 microbiol6gicas
6% de efluente de
22/04/2024 fertilizante
35 - 26 e 94% de efluente
Fase Il )
17/05/2024 anaeroébio de 1:16,7

45 Meétodos analiticos

As analises de sodlido total, solidos volateis, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato,

demanda quimica de oxigénio, demanda bioquimica de oxigénio e alcalinidade foram

realizadas utilizando metodologias consagradas no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). No APENDICE A é apresentado

o detalhamento das referidas analises.

1 Para um frasco schott de 5L de mistura, utilizou-se 0,05 L de fertilizante e 4,95 L de efluente anaerdbio
2 Para um frasco schott de 5L de mistura, utilizou-se 0,30 L de fertilizante e 4,70 L de efluente anaerdbio
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Tabela 4.9 apresenta de forma resumida os parametros fisico-quimicos analisados, a

unidade, principio metodoldgico, frequéncia de amostragem e a importancia das

variaveis escolhidas para o monitoramento do sistema.

Tabela 4.9 - Parametros de interesse da pesquisa

Frequéncia
Parametros Unidade Metodologia de Importancia
Amostragem
Temperatura °C Termométrico Diaria Estabilidade do sistema
(RBS)
Potenciométrico Estabilidade do sistema e
pH - Diaria formacéo de NHz e
(RBS) HNO2
2 vezes por . P
Alcalinidade mgCaCOs/L Titulométrico semana Intensidade da nitrificagao
3 vezes por
DQO mg/L Colorimétrico Semana
Intensidade da atividade
1 vez por heterotréfica e estabilidade
DBO mg/L Oximétrico semana do sistema
Inicio do
experimento e . .
ST, STV mg/L e g/L Gravimétrico fim do Efeito da entrada de sdlidos
. no desempenho do sistema
experimento
Eficiéncia de remocgao de N,
NH4* mg/L Colorimétrico atividade de BOA
Atividade de bactérias
. o anammox, comammox €
NO2 mg/L Colorimétrico Cinco vezes BON
por semana
NOs mg/L Colorimétrico Eficiéncia de remocgao de N

e atividade de bactérias
BON, anammox,
comammox e
desnitrificantes

Adaptado de Carvalho (2019).
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Foram coletadas amostras da biomassa para investigacao da comunidade microbiana

gue esteve presente no RBS, sendo avaliada por meio de métodos moleculares. As

amostragens ocorreram em distintos momentos de desenvolvimento do experimento,

desde o start up do RBS até o final do experimento. Utilizando um coletor proprio, uma

porcdo da biomassa foi removida do reator, durante o periodo de reacdo, no qual

liquido e biomassa encontravam-se sob agitacao continua.

A Tabela 4.10 reflete os periodos de coleta da biomassa, assim como as técnicas de

biologia molecular empregadas para a caracterizacdo dos micro-organismos

presentes no reator.

Tabela 4.10 - Amostras coletadas para a investigacdo microbiana

Identificagao Fase Dia de Data Amostras Técnicas
Operagao
1 Inéculo 0° 11/04/2023 Lodo ativado
da linha
recirculagao -
ETE Arrudas
2 Enriquecimento — 7° 20/06/2023 Apds 70 dias
fase intermediaria de cultivo
entre a inicial e a
de propagacéo.
3 Enriquecimento — 135° 24/08/2023 Biomassa
identificacao de apos 35°C
atividade Extracdo de DNA,
anammox. PCR em tempo
real e
4 Fim do 266° 02/01/2024  Biomassa sequenciamento
enriguecimento apos 35°C
5 Fim da Fase 1 328° 04/03/2024 Biomassa

apos 35°C
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6 Periodo 363° 08/04/2024 Biomassa
intermediario da apo6s 35°C
Fase 2

Visando atender os prazos estipulados no cronograma de defesa do mestrado e,
considerando o tempo necessario para a quantificacdo das bactérias pela técnica
PCR, bem como da execuc¢éo do Sequenciamento de Nova Geracao, nao foi possivel

avaliar a comunidade microbiana da Fase 3.

4.6.1 Extracdo de DNA

As amostras (biomassa) foram submetidas a centrifugacdo (10000 rpm por 15
minutos) e lavadas trés vezes consecutivas, apos cada ciclo de centrifugacdo, com
tampao fosfato-salino (PBS 1X, NaCl, Na;HPO4, NaH2POas, pH=7,2-7,4). Apés a
centrifugacéo, foram pesadas e armazenadas a -20°C, como preconizado em Garcia
e Araujo (2010) e replicado por Leal (2015), Fernandes (2017), Carvalho (2019),
Fernandes (2023).

Em seguida, o DNA gendmico foi extraido a partir de 0,5 g de todas as amostras com
o kit de extracdo FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals), conforme as
instrucdes do fabricante. A fim de se verificar o resultado da extracéo, aliquotas de
2,0 yl de DNA extraido das amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1,8% (75 volts, 35 minutos). O DNA foi quantificado em espectrofotémetro
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

4.6.2 Quantificacdo das bactérias do Ciclo do Nitrogénio pela técnica de PCR em
tempo real

Para a estimar a concentracdo dos principais micro-organismos presentes nas

amostras coletadas do RBS, foi realizada a técnica da PCR em tempo real (QPCR,

quantitative real-time polymerase chain reaction, do inglés). As etapas utilizadas para

a quantificacdo de bactérias nas amostras do RBS sdo descritas nos proximos itens.

Obtencdo dos plasmideos recombinantes para as curvas padrdo de DNA
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Plasmideos recombinantes contendo genes especificos foram utilizados nas curvas
padréao dos ensaios da PCR em tempo real. Os plasmideos foram obtidos por meio
de clonagem do produto da PCR em vetor plasmidial (kit pGem Easy Vector, Promega)
e inseridos em células E. coli JM 109, seguindo instrugdes do fabricante. Os
plasmideos ja se encontravam disponiveis no Laboratério de Microbiologia/DESA,
uma vez que foram obtidos em pesquisas anteriormente realizadas por Mac Conell
(2014).

Para o célculo da massa do inserto, primeiramente calculou-se o numero de cépias
do plasmideo com o inserto, considerando que a massa de 1 mol de par de bases (pb)
possui 660g e que o nimero de moléculas em 1 mol é igual a 6,02 x 1023, conforme
descrito na Equacéo (4.1) (WHELAN et al., 2003). A partir do resultado do calculo
descrito na Equacéo (4.1), obtém-se o numero de copias do inserto e dessa forma,
pode-se calcular a quantidade de DNA do inserto utilizando a mesma equacao,

substituindo o tamanho do plasmideo com o inserto, pelo tamanho do inserto.

6,02 x 1023 (copias/mol) x quantidade de DNA (ng) (4.1)

Copias de DNA =
Optas de Tamanho do DNA (pb)x 6,6 x 1011 (ng/mol/pb)

Apoés a estimativa da quantidade em nanogramas (ng) de DNA do inserto foram
realizadas diluicdes seriadas do DNA plasmidial em agua ultrapura na proporcéao de
1:10 para o Dominio Bacteria, bactérias anammox, desnitrificantes e os géneros
Nitrospira e Nitrobacter. Aliquotas de 2,0uL de cada diluicdo foram adicionadas nas
reacdes da PCR em tempo real, cujas curvas de amplificacdo foram utilizadas para

elaboracdo da equacao linear do experimento.

Preparo das reacoes para a realizacdo da PCR em tempo real

Para as reacdes da PCR em tempo real utilizou-se o mix PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix for gPCR (Thermo Fisher Scientific). O SYBR® Green € um composto
fluorescente amplamente utilizado em reacdes da PCR em tempo real, esse reagente

se liga na fita dupla de DNA e emite fluorescéncia conforme acontece a reacdo da
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PCR. Os reagentes utilizados na reacdo e suas respectivas concentracdoes estao

detalhados na

Tabela 4.11 e 0s pares de iniciadores utilizados estdo detalhados na Tabela 4.12. O
volume final de cada reagado foi igual a 20 pyL. As reagdes foram realizadas em
triplicata, tanto para as amostras, quanto para os controles negativos e diluicdes das

curvas padréo.

Tabela 4.11 - Concentracdo dos reagentes utilizados na reacdo da PCR em tempo real, paraum
volume final de 20 pL

Concentracéo do Concentracdo final Volume por reacao
Reagente <
Estoque por reacdo (ML)
Agua ultrapura - - 7,5
Master Mix* 2X 1X 10
Iniciador 1 30 pmol/uL 375 nM 0,25
Iniciador 2 30 pmol/uL 375 nM 0,25
Amostra de DNA variavel 5 ng/ uL 2,0

* O Master Mix inclui o tampéo da PCR, MgCI2, a enzima Taq polimerase, dNTPs, o corante SYBR
Green e o corante de referéncia passiva ROX.

Tabela 4.12 - Iniciadores (Primers) utilizados na reacdo da PCR em tempo real

°C

Primers Grupo Alvo Sequéncia (5'—3") Referéncia
Anelamento
1055F Dorrllqilxi'gr Bla6csteria ATGGCTGTCGTCAGCT e FERRIS et al.,
1392R (337pb) ACGGGCGGTGTGTAC (1996)
Pla46F Plzn;:rt]c;r;]]):]:;t(es GGATTAGGCATGCAAGTC 6 VAN DER STAR
Amx 667 R (621pb) ACCAGAAGTTCCACTCTC et al. (2007)
nosZ F Enzima éxido CGYTGTTCMTCGACAGCCAG
nitroso redutase
- ENWALL et al.
noszZ1622 de bactérias 55
R Desnitrificantes CGSACCTTSTTGCCSTYGCG (2005)
(500pb)

amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGG 57
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Enzima amoénia

i monoxigenase Rotthauwe et al.
amoA-2R (amoA) de BOA CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC (1997)
(491 pb)

Nitro- ACCCCTAGCAAATCTCAAAA

1198F RNAr 16S de AACCG Graham et al.

Nit Nitrobacter (397 58 (2007)

1473R pb) CTTCACCCCAGTCGCTGACC
NTSPAF NRi’tr?IOASr IlrE;S( 1oI5el CGCAACCCCTGCTTTCAGT i Kindaichi et al.
NTSPAR Bb) CGTTATCCTGGGCAGTCCTT (2006)

A microplaca (96 pocos) foi vedada com selante 6ptico e colocada em equipamento
7500 Real Time System (Applied Biosystems). O programa da PCR consistia em 40
ciclos de desnaturacédo por 1 minuto (94 °C), anelamento dos iniciadores por 1 minuto
(temperatura de acordo com par, conforme especificado na Tabela 4.17) e extensao
por 1 minuto (72 °C). O programa se encerrava com a elaboracéo da curva de melting
ou de dissociacgao, util para checar a pureza dos produtos amplificados, aparecendo-
se apenas um pico no grafico. Esta etapa consistia em 15 segundos a 95 °C, 1 minuto
a 60 °C, 30 segundos a 95 °C e 15 segundos a 60 °C.

Determinacdo do numero de copias de genes dos grupos bacterianos

Para o calculo do numero de cépias dos genes por reacao utilizou-se as equacgdes da
reta obtidas a partir das curvas padréo. A Tabela 4.13 apresenta as equacdes das
curvas padrao e eficiéncias obtidas nos ensaios da PCR em tempo real realizados no
presente estudo. Por meio da equacdo da reta, obteve-se a quantidade em
nanogramas de DNA das amostras investigadas e por meio da Equacao (4.7),
determinou-se o numero de copias de DNA por reacdo, ou o numero de cépias do
gene por 5 ng de DNA (quantidade de DNA adicionada em cada reacao).
Posteriormente, estimou-se a quantidade em nanogramas de DNA extraido por grama

de lodo.

Tabela 4.13 - Equacgdes das curvas padrao e eficiéncias dos ensaios da PCR em tempo real de
guantificacdo absoluta

Par de iniciadores  Eficiéncia (%) r? Valor Threshold Equacdo dareta

1055F 0,992 0,017822
1392R 105,77

Y=-3,191x+32,758
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Pla46F 90,45 0,993 0,107387 Y=-3,574X+47,933
Amx 667 R
NosZ F 110,7 0,99 0,917169 Y=-3,012X+50,378
NosZ1622 R
amoA-1F 106,38 0,993 0,248393 Y=-2,676X + 40,731
amoA-2R
Nitro-1198F 103,76 0,989 0,255573 Y= -3,235X+42,903
Nitro-1423R
NTSPAF 111,53 0,992 0,29307 Y=-2,611X+39,666
NTSPAR

4.6.3 Sequenciamento de Nova Geragao

O DNA extraido das amostras foi enviado para sequenciamento gendmico e este foi
realizado pela empresa NGS Solutions, do municipio de Piracicaba, estado de Sao
Paulo, Brasil, utilizando a técnica MiSeq (lllumina), seguindo as instru¢cdes do
fabricante, com cobertura de 50.000 peired-end reads por amostra e 2x300pb. Foram
utilizados os primers 515F-B (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e B806R-B
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT) para amplificacdo e sequenciamento da regido V4
do RNAr 16S de Archaea e Bacteria. A aplicacdo da técnica de Nested PCR foi
necessaria para amplificacdo das amostras. Assim, foram seguidas as seguintes

etapas:

1. 12 PCR- amplificacdo com primers 16S Universal
Primer (27F e 1492R) a 10 pm

2. Purificacdo dos produtos da PCR com beads ampure xp

w

22 PCR - amplificacdo com os primers 16S V3V4

Primer 16S V4 (515F-B e 806R-B) a 10 ym

Purificacdo dos produtos da PCR com beads ampure xp
32 PCR - ligacao dos adaptadores (nextera xt)

Purificacdo da 32 PCR com beads ampure xp

N o o &

Normalizac&o e pool das bibliotecas
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Apés a quantificacdo da 32 PCR em NanoDrop, as bibliotecas foram normalizadas
para uma mesma concentracdo. Foi realizado um pool equimolar com 5 pL de cada
biblioteca. Esse pool foi quantificado por qPCR usando o kit KAPA Library
Quantification Kit (Roche) para estimar a concentragéo do pool em nM (nanomolar) e
assim fazer as diluicbes necessarias para o carregamento no equipamento Next seq
2000 em corridas 2x300pb.

4.7 Anélise estatistica

Para avaliar se as diluicbes testadas foram significativamente diferentes entre si em
relacdo a eficiéncia de remocdo dos compostos desejados, os resultados foram
submetidos ao teste de normalidade (teste de Shapiro-Wilk). Posteriormente, os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando os tratamentos
foram significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Para fins de analise dos dados, o delineamento experimental foi

considerado inteiramente casualizado. Os testes foram executados no software R.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa de enriquecimento

O reator foi inoculado e monitorado desde abril de 2023, a fim de se verificar o
crescimento e estabilidade das bactérias com atividade anammox, correspondendo a
uma etapa enriquecimento do indculo e desenvolvimento de atividade anammox antes
do inicio dos testes com efluente real, conforme Tabela 4.7. O RBS foi mantido a
temperatura de 35°C, e pH 7,5, realizando a correcdo deste parametro sempre que
necessario, utilizando NaOH (0,5M) ou H2SO4 (1N). Tais condi¢cdes sdo consideradas
ideais para o crescimento das bactérias com atividade anammox (STROUS et al.,
1999hb). A partir do monitoramento realizado, foi possivel observar a dinAmica dos
compostos nitrogenados e a predominancia das reacfes que ocorrem no RBS,

conforme Figura 5.1.



Figura 5.1 - Dindmica dos compostos nitrogenados durante o enriquecimento das bactérias anammox no RBS
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Na etapa de enriquecimento do reator foram identificadas trés fases: (I) fase inicial; (ll) fase de propagacéo e (lll) fase anammox. A

fase inicial de operacéo foi marcada pelo consumo total de nitrito com aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal na saida

do efluente sintético (meio de cultura), caracterizando reacdes de desnitrificacdo e amonificacdo, respectivamente, no reator.
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As condi¢Bes anaerdbias fornecidas ao sistema, juntamente com nitrito domeio de
cultura, a disponibilidade de matéria organica advinda do in6culo e a morte e a lise
das bactérias aerébias do lodo, proporcionaram o processo de desnitrificacdo. Além
disso, ocorreu a liberacéo de nitrogénio organico a partir das células mortas, que se
converteu rapidamente em ion aménio e foi liberado, provocando o aumento da
concentragdo de amonio observada no efluente durante a fase. Distintos estudos
durante o periodo de enriquecimento de bactérias anammox em RBS com atividade
anammox descreveram essa etapa (FERNANDES; 2017; PEREIRA, 2013; ARAUJO
et al., 2011; DAPENA-MORA et al., 2004; TOH & ASHBOLT, 2002).

Na fase de propagacao das bactérias com atividade anammox (Fase Il) observou-se
diminuicdo da atividade desnitrificante, ocasionada possivelmente pela reducdo de
compostos organicos presentes no meio, com deteccéo de nitrito no efluente a partir
do 76° dia de operacdo. Também foi evidente a reducdo da amonificagcdo, com a
concentracdo de amonio afluente se equiparando a concentracao efluente no RBS no
73° dia de operacdo. A reducdo da atividade das bactérias desnitrificantes
heterotréficas pode ter impulsionado o estabelecimento das bactérias anammox,
permitindo o inicio da segunda fase, visto que o primeiro grupo tende a competir com
o segundo pelo mesmo aceptor de elétrons (NO2-) (DIAZ-JUAN et al., 2022; LI et al.,
2020; CHAMCHOI et al.,2008).

A terceira fase do enriquecimento foi o periodo em que atividade anammox foi
detectada no reator, identificada a partir do 120° dia de operagédo, marcada pelo
consumo simultaneo de nitrogénio amoniacal e nitrito do meio de cultura em
proporcdes estequiométricas semelhantes ao previsto na Equacédo 1.1 (a equacgédo do

consumo de nitrito e nitrogénio amoniacal de anammox).

Estudos pretéritos envolvendo reatores em batelada sequencial (escala de bancada),
utilizando lodo ativado convencional como inéculo, encontraram distintos tempos para
0 inicio da atividade anammox. Campos (2011) e Pereira (2019) identificaram
atividade Anammox apd6s 90 dias de cultivo, para um reator RBS de 1,2 L e 2 L,
respectivamente, enquanto Fernandes (2017), a partir do 82° dia de operacédo de um

reator de 2L.
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A variabilidade do tempo para obtencéo da atividade anammox é notada em outras
pesquisas, como em Chanchoi e Nitsoravut (2007) que observaram atividade em 120
dias. Nota-se, portanto, uma faixa de 60 a 120 dias, estando esta pesquisa em
consonancia com a faixa identificada. Ressalta-se que o reator possui um volume (til
de 10 L e foi operado com tempo de detencado hidraulica de 48 horas, havendo lum
ciclo operacional por dia. Esses fatores podem ter contribuido para que a atividade
anammox fosse observada em periodo maior, comparado aos periodos mencionados

em outras pesquisas.

O reator foi alimentado até o 163° dia de operacdo com meio de cultura nas
concentracdes de 30 mg/L? e 45 mg/L?l, de nitrogénio amoniacal e nitrito,
respectivamente. Observado o bom desempenho na remocdo dos compostos
nitrogenados no reator, a partir do 164° dia, a concentragdo dos compostos foi
aumentada para 55 mg/L (NHs") e 70 mg/L (NO2), seguindo as proporcoes
estequiomeétricas da reacdo anammox, a fim de favorecé-la. Tais concentracdes foram

mantidas até o ultimo dia de enriquecimento (266° dia).

As relacdes estequiomeétricas obtidas entre os compostos nitrogenados durante a fase
de enriquecimento sédo apresentadas na Figura 5.2. O coeficiente estequiométrico da
reacdo representa a razado entre a concentracdo de nitrito consumido pela
concentragdo de nitrogénio amoniacal consumida. Notou-se que durante a fase inicial
o coeficiente foi nulo, como esperado, uma vez que o nitrito foi totalmente consumido

pelo sistema que apresentava intensa desnitrificacao.

No periodo de transicdo ou propagacédo, notadamente os coeficientes distanciaram-
se do padrdo estequiométrico almejado, indicando a reducdo da desnitrificacédo e
consecutivo consumo de NHs* no sistema. A partir do 120° dia de operagdo, mesmo
com oscilacbes, as propor¢cdes estequiométricas do reator aproximaram-se da
estequiometria da reacdo anammox indicada na literatura (1,32 mol de N-NOz:1 mol
de N-NH4*, STROUS et al., 1998), revelando o bom desenvolvimento do processo

anammox no reator, apresentando durante a Fase Ill o coeficiente médio de 1,27.



Figura 5.2 - Coeficiente estequiométrico do consumo de nitrito/consumo de amdnia
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A estatistica do coeficiente estequiométrico verificado na fase de enriqguecimento é

apresentada na Tabela 5.1 e Figura 5.3.

Tabela 5.1 - Estatistica descritiva do coeficiente estequiométrico obtido durante os dias 120 a
266 da etapa de enriquecimento

Consumo de nitrito/consumo de ion aménio

N° de dados
Média
Desvio Padrao
Coeficiente de Variagéo
Mediana
Minimo
Maximo
Percentil 10%
Percentil 25%
Percentil 75%
Percentil 90%

70
1,27
0,30
0,24
1,33
0,60
1,87
0,89
1,00
1,49
1,65
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Figura 5.3 - Box-plot do coeficiente estequiométrico Consumo de N-NO; "/ Consumo de N-NH,*
obtidos para o RBS durante os dias 120 e 266 da etapa de enriquecimento
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A média (1,27) e a mediana (1,33) apresentaram-se proximas, indicando uma
distribuicdo com tendéncia a simetria dos dados. Campos (2011) enriqueceu bactérias
anammox a partir de lodo proveniente de sistema de lodos ativados, alcancando, em
RBS coeficientes de 1,26 (inicio da atividade anammox) e 1,11 (recuperacao do
processo anammox). Li et al. (2021a) alcancaram um coeficiente de 1,09 em reator
em escala de bancada anaerdbio, anoxico, 6xico, enriquecido com bactérias com
atividade anammox, visando o tratamento de efluente municipal real. Os resultados
observados nos estudos pretéritos e neste indicam maior presenca de bactérias
anammox se comparada com outros micro-organismos, uma vez identificado

consumo semelhante de nitrogénio amoniacal e nitrito.

Ja Fernandes (2017) reportou um coeficiente de 1,47, em RBS, ao avaliar o efeito da
temperatura no processo anammox aplicado ao pos-tratamento de efluente de reator
anaerobio tratando esgoto doméstico. Resultados similares foram observados por
Chamchoi e Nitisoravut (2007); com coeficiente igual a 1,5, em média; e por Quan et
al. (2008); com coeficiente igual a 1,46; em um reator anaerdbio com atividade
anammox. Para estes casos, acredita-se que outros micro-organismos além da

bactéria anammox consumiram nitrito, mas, sem efeitos inibitorios.
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A Figura 5.4 apresenta a eficiéncia de remog¢&o dos compostos nitrogenados (NHs" e
NO3’), notando-se fases bem definidas: Fase | - de consumo integral de nitrito; com
eficiéncia de remoc¢ao de 100%; e, amonificacdo, com eficiéncia de remocéo de 0%
Fase Il — desnitrificacdo intensa; reduzindo a eficiéncia de remogao de nitrito e,
reducdo da amonificagcdo, aumentando sua eficiéncia de remocao; e Fase Il —

aumento das eficiéncias de remog¢éo de ambos 0os compostos.



Figura 5.4 — Dindmica de remoc¢&o dos compostos nitrogenados - enriquecimento
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Notadamente, a Figura 5.5 demonstra estatisticamente a evolucéo da eficiéncia de remocédo dos compostos nitrogenados (NH4* e

NO2-) entre as fases Fase Il para a Fase Ill. Cumpre salientar que a Fase | ndo foi representada, visto que ao se avaliar os seus

guartis (Q1, Q2 e Q3), estes corresponderam ao mesmo valor (Q1=Q2=Q3), com taxa de remocao inferiores a 5% (NH4") e 100%

(NO2), como esperado, sendo mais bem representada a dindmica desta fase na Figura 5.4.



89

Figura 5.5 - Eficiéncia de remoc¢ado dos compostos nitrogenados - enriquecimento
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No que se refere a fase Il observou-se que 90% dos resultados apresentaram taxa de
remocado de nitrogénio amoniacal e nitrito inferiores a 58,8% e 60,8%,
respectivamente. A eficiéncia de remo¢ao dos compostos nitrogenados teve um salto
de remocado na fase Ill, com percentis 90 de 97,41% e 100%, para NHs* e NO2,
indicando bom desempenho do reator, mesmo com o aumento das concentracdes do

efluente sintético.

Desde a identificacdo da atividade anammox (120° dia), por 146 dias observou-se
eficiéncia média de remocao de nitrogénio amoniacal e nitrito de 87,8% e 92,5%,
motivando a partir do 267° dia a utilizacao do efluente real e dando inicio a Fase | da

pesquisa.

Os dados de enriguecimento apresentados, portanto, demonstraram que a utilizacéao
de lodo da linha de recirculacédo de lodos ativados €é idealmente adequada para cultivo
e bioaumentacdo da comunidade de bactérias com atividade anammox em reatores
em batelada sequenciais, operados com pH neutro (7,2-7,6), a 35°C, e em meio

mineral e autotréfico, aumentando-se gradualmente a carga de nitrogénio aplicada.

Vale lembrar que a concentragéo de solidos totais volateis (STV) inoculada foi de 7,29

g.L! e ao final da Fase 2, identificou-se uma reducédo na concentracdo no RBS para
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3,8 g.L L. Dado o tempo de 267 dias de enriquecimento, acredita-se que micro-
organismos foram selecionados durante o periodo e outros naturalmente inibidos,
frente as condi¢cdes operacionais selecionadas para que o reator alcancasse atividade

anammox.

5.2 Desempenho do reator anammox quando submetido a distintas diluicGes
de efluente de fertilizante e efluente anaerébio proveniente de reator UASB

Para avaliar o desempenho do reator anammox tratando a mistura de efluente de
fertilizante e efluente anaerdbio advindo de reator UASB, bem como a sua viabilidade
de aplicagéo real, mesmo que em menor escala, o estudo dividiu-se em 3 fases
operacionais: a) Fase 1: 1% de fertilizante e 99% de efluente anaerobio; b) Fase 2:
2% de fertilizante e 98% de efluente anaerdbio; c) Fase 3: 6% de fertilizante e 94% de

efluente anaerobio, todas com suplementacéo de nitrito no reator.

Durante tais etapas manteve-se a temperatura de 35°C, a uma agitacao de 50 rpm, e
TDH de 48 horas com retencéo total de biomassa. O pH do reator foi mantido entre
7,2 e 7,6 e corrigido com adicdo de acido H2SO4 (0,5 M) ou base NaOH (0,5 M).

5.2.1 Fase 1 - Operacdo com adicdo de 1% de fertilizante

O periodo inicial da fase 1 foi marcado pela transicédo entre a aplicacdo do meio de
cultura autotréfico, com concentragées finais utilizadas de 70 mg. L de nitrito e 55
mg. L* de nitrogénio amoniacal para o efluente real, constituido da mistura de

fertilizante (1%) e efluente anaerdbio (99%) e adicdo de 200 mg/L de nitrito.

Portanto, a fase 1 durou 59 dias, contudo, os dias 03 a 12 de janeiro foram
considerados o intervalo de aclimatacdo do reator, sendo o comportamento do
sistema avaliado a partir do 15° dia (dia 279), no qual observou-se o consumo de

nitrogénio amoniacal e nitrito.

O perfil apresentado na Figura 5.6 reflete a concentracdo observada da série
nitrogenada (nitrogénio amoniacal e nitrito), em funcdo do tempo de operacéo do RBS.
Notou-se um prejuizo inicial na remocao completa de aménia, devido a auséncia de
nitrito em quantidade suficiente para o completo consumo, que foi superado e

verificada uma remocao integral com aumento gradual na concentracéo efluente de
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amonia, a partir do dia 314. Na mesma perspectiva, a concentracao de nitrito efluente
aumentou. Considerando que a mistura fornecida ao sistema n&o possuia nitrito
suficiente para favorecimento da reagdo anammox, foi adicionado ao reator solugcao
concentrada em propor¢des estequiométricas de consumo das bactérias anammox,
para concentracao final de nitrito de 200 mg/L.

Figura 5.6 - Dindmica de remoc¢do dos compostos nitrogenados da Fase 1
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Foi observada uma concentracdo média afluente de aménia de 168,6 mg/L e de
174,32 mg/L de nitrito. A concentracdo efluente foi de 37,36 mg/L e 3,09 mg/L,
respectivamente. Assim, foi obtida na 12 fase experimental uma eficiéncia média de
remocao de amobnia de 80,69 % e de 98,06 %, para nitrito, com efluente real da

industria de fertilizantes diluido cem vezes (1:100).

De fato, o efluente real aplicado na Fase 1 do experimento possui alta carga de
nitrogénio amoniacal, e nesse sentido, a preocupa¢do com a concentracdes a serem
aplicadas de nitrito sdo legitimas, uma vez que a alta concentracdo deste substrato
pode inibir o crescimento do consércio bacteriano anammox em uma ampla faixa
(TALAN, TYAGI, DROGUI, 2021).

Reino et al. (2018) relataram que a atividade anammox € reduzida pela metade com
alta concentracéao de nitrito (350 mg/L) enquanto nenhuma inibi¢ao foi verificada em

valores superiores a 140 mg/L por Ma et al. (2016). Outro estudo indicou que nas



92

concentragbes maiores que 280 mg/L de nitrito, acontece a completa inibic&o e nitrito
(TANG et al., 2011). Em geral, obteve-se comportamento satisfatorio do RBS com
atividade anammox ao longo da Fase 1, sem indicios de inibicdo com a evolucao do
tempo de operacéao.

Acredita-se ainda que o momento de consumo integral de amonia foi retardado pela
presenca de bactérias heterotréficas que competem com as bactérias anammox pelo
mesmo aceptor de elétrons, o nitrito (CHEN et al., 2016). Ou ainda, por inibicdo de
compostos toxicos que podem existir no efluente da industria de fertilizantes, que
mesmo correspondendo a 1% na diluicdo da mistura, foi 0 maior contribuinte para a
concentracdo de aménia no efluente final e nesse sentido, pode também contribuir
com outros compostos (AFFONSO et al., 2020).

As Figuras 5.7 e 5.8 apresentam as concentracdes afluente e efluente de nitrogénio
amoniacal e nitrito na Fase 1; conforme estatistica descritiva; e a carga de nitrogénio

total aplicada e removida do sistema (Tabela 5.2).

Figura 5.7 - Concentracdes afluente e efluente de aménia e nitrito - Fase 1
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Figura 5.8 - Carga de nitrogénio total aplicada e removida no RBS— Fase 1
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Tabela 5.2 - Estatistica descritiva da carga aplicada e removida durante a Fase 1 (1% de
fertilizante e 99% de efluente anaerébio de UASB)

Estatistica descritiva — Carga aplicada Carga removida
medidas de tendéncia central (gN/mz3d) (gN/mzsd)
N° de dados 34 34

Média 34,29 30,21
Desvio Padréo 7,65 7,62
Coeficiente de Variacéo 0,22 0,25
Mediana 34,99 30,31
Minimo 19,53 8,50
Maximo 44,47 40,73
Percentil 10% 24,21 21,48
Percentil 25% 28,15 25,68
Percentil 75% 40,31 36,06
Percentil 90% 43,55 39,58

Obteve-se nesta pesquisa, em termos de nitrogénio amoniacal e nitrito, uma carga
média aplicada de 34,29 gN/m3.d, sendo removida 30,21 gN/m3.d. A carga aplicada
foi eficientemente removida, demonstrando adaptabilidade do RBS com atividade
anammox a transicao do efluente sintético autotréfico (meio de cultura) para o efluente

misto (efluente de fertilizante e efluente doméstico anaerobio), para esta fase.

As relacdes estequiométricas de consumo de nitrito e producédo de nitrato por aménia

foram monitoradas na Fase 1, conforme Figura 5.9.



Figura 5.9 - Coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito/consumo de aménia e producéo
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O coeficiente médio de consumo de nitrito por consumo de amoénia atingiu o valor de
1,37, proximo do valor da reacdo encontrado na literatura (1,32), demonstrando maior
consumo de nitrito em relacdo ao nitrogénio amoniacal nesta fase, conforme Tabela
5.3 . Enquanto o coeficiente médio de producédo de nitrato por consumo de amdnia
alcancou o valor de 0,008, expresivamente menor do que o valor observado na

literatura para a reacdo anammox (0,26), indicando baixa producéo de nitrato.

Tabela 5.3 - Estatistica descritiva do coeficiente estequiométrico (NO2/NH4*) obtido durante a
Fase 1 (1% de fertilizante e 99% de efluente anaerébhio de UASB)

Estatistica descritiva -
Medidas de tendéncia central

Consumo de nitrito/consumo
de ion aménio

Producéo de
nitrato/consumo de ion

amonio
N° de dados 34 34

Média 1,37 0,008
Desvio Padrdo 0,49 0,004
Coeficiente de Variagéo 0,24 0,522
Mediana 1,33 0,008
Minimo 0,01 0,000
Méaximo 2,34 0,022
Percentil 10% 0,78 0,005
Percentil 25% 1,18 0,005
Percentil 75% 1,73 0,009
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Percentil 90% 1,94 0,013

Estudos prévios utilizando RBS em escala laboratorial, como de Leal et al. (2016)
verificaram um coeficiente de nitrito por aménia de 1,7, com efluente doméstico sendo
aplicado a um RBS com atividade anammox. Para o mesmo estudo, os autores
identificaram um coeficiente de nitrato por amoénia de 0,2. Valores na mesma ordem
de grandeza foram observados por Fernandes et al. (2018), alcancando os
coeficientes de 1,92 e 0,37, respectivamente, tratando efluente doméstico em RBS.
Pereira et al. (2019) reportou valores muito proximos da literatura, 1,33 e 0,26,

alimentando um RBS de 10 L com digestato de residuos alimentares.

O consumo de nitrito acima da relacdo estequiométrica das bactérias anammox e a
baixa producdo de nitrato apresentam indicios de outros processos metabolicos no
processo. Chamchoi e Nitisoravut, (2007) afirmaram que coeficientes de producao de
nitrato em relagdo ao consumo de amonia proximos a zero, s&o indicios de

desnitrificacao.

A reducdo do nitrato observada no experimento pode ter sido favorecida pela
desnitrificacdo e impulsionada por fontes enddégenas de carbono (MA et al., 2024).
Além da combinagcdo do processo anammox com a nitrificacdo parcial, processos
como a desnitrificacdo parcial podem estar envolvidos (ZHANG et al., 2022). A
desnitrificacdo parcial proporciona um fornecimento mais estavel de nitrito do que a
nitrificacdo parcial, sendo capaz de consumir matéria organica e reduzir o impacto

negativo nas bactérias anammox (JIANG et al., 2021).

Mesmo diante da hipotese da presenca de bactérias desnitrificantes no RBS, nao
houve prejuizo na atividade anammox, sendo observado evolucdo gradual nas
eficiéncias de consumo de nitrogénio amoniacal e nitrito, conforme Figura 5.6. Su et
al. (2023) observaram que a desnitrificacdo parcial ajudou as bactérias anammox a
competirem com outras bactérias heterotroficas, e em concomitanica, mitigou os

efeitos negativos da presenca de matéria organica.

A condicao de existéncia de um consdércio microbiano misto era, portanto, esperada
na presente pesquisa, visto a disponibilidade de matéria organica e de bactérias

heterotréficas (que podem requerer nitrato e DQO no seu metabolismo).
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Com base nas inferéncias anteriores, e considerando que o reator foi alimentado nesta
fase com 99% de efluente anaerdbio de um reator UASB, e portanto, ha presenca de
matéria organica, foi realizado o monitoramento da DQO do sistema, conforme Figura
5.10. O perfil apresentado indicou oscilages na eficiéncia de remogédo da matéria
organica, com meédia de 73,41% e uma DQO média afluente de 135,04 mg/L e efluente
de 37,17 mg/L (Figura 5.11). Considerando que as bactérias anammox ndo utilizam
carbono organico no seu metabolismo, outros micro-organismos atuaram em
cooperacdo no RBS, para que a eficiéncia de remocdo da matéria organica se
expressasse e nao prejudicasse a eficiénca de remoc¢éo da série nitrogenada, como
observado. A oscilacdo também foi observada nas concentracdes afluentes de DQO,
gue tiveram seu minimo em 74,92 mg/L e maximo em 293,25 mg/L, também esperada

frente a aplicacao de efluente real composto por dois outros efluentes.

Figura 5.10 - Concentracdo de matéria organica (DQO) afluente e efluente no RBS — Fase 1
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Figura 5.11 - Box-plot da concentragdo de DQO afluente e efluente no RBS — Fase 1
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Na Fase 1, foi observada concentracdo média afluente de DBO de 47,44 mg/L e
efluente de 36,46 mg/L, com eficiéncia de remocdo de 28,28%. Também foram
constatadas oscilagdes nas concentracdes afluente (minimo de 8,97 mg/L e maximo
de 77,63 mg/L) e efluente (minimo de 20,31 mg/L e maximo de 63,54 mg/L) vinculadas
a utilizacdo de um efluente real com matéria organica potencialmente recalcitrante
(Figura 5.12). Portanto, maiores investigacdes sdo necessarias para o entendimento
de quais micro-organismos atuaram na reducdo da matéria organica, biodegradavel
ou recalcitrante.

Figura 5.12 - Box-plot da matéria organica (DBO) afluente e efluente no RBS - Fase 1
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A relacdo DQO/N foi avaliada na Fase 1, conforme Tabela 5.4 e Figura 5.13
apresentando valor médio de 0,45, favoravel para a aplicacao do processo Anammox.
A literatura corrobora com tal entendimento na medida que o processo tem sido
aplicado em efluentes com alta concentracéo de nitrogénio e teor de carbono organico
biodegradavel baixo, abaixo de 0,5 gDQO/N (JENNI et al., 2014; JOSS et al. 2009).

Li, Kechen, Yongzhen (2018) alcancaram valor ligeiramente menor do que o presente
estudo (0,4), aplicando o sistema de NP/A a um livixiado de aterro sanitario, com alta
concentracdo de DQO (2100 mg/L £75). Li et al. (2020b) encontraram o intervalo de
0,3 - 0,4 para um efluente de suinocultura (101-352 mg/L), com aplicacdo similar a

anteriormente mencionada.

No que tange ao decaimento de nitrogénio no sistema, Chen et al. (2016) constataram
experimentalmente, utilizando um reator anaerébio compartimentado (“anaerobic
baffled reactor’) que a remocdo de nitrogénio em um efluente sintético contendo
nitrogénio amoniacal e nitrito foi potencializada pela coexisténcia de processo de
desnitrificacdo e anammox em relacdes de DQO/N de 0,8 em uma Fase com adic¢ao
de matéria organica. Portanto, correlacdes abaixo de 1 sdo vistas na literatura e
podem apresentar bom desempenho de remocdo de nitrogénio amoniacal sem
prejuizo ao processo anammox, como verificado no presente estudo em sua primeira

fase.

Tabela 5.4 - Estatistica descritiva da concentracao de DQO afluente e efluente e da relagéo
DQOI/N durante a Fase 1 (1% de fertilizante e 99% de efluente anaerdbio de UASB)
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Estatistica descritiva — DQO afluente DQO efluente DQO/N
medidas de tendéncia (mgl/L) (mg/L)
central
N° de dados 20 20 20
Média 135,04 37,17 0,45
Desvio Padréo 61,28 33,35 0,26
Coeficiente de Variagéo 0,45 0,90 0,57
Mediana 115,96 34,50 0,35
Minimo 74,92 0,00 0,19
Maximo 293,25 125,75 1,09
Percentil 10% 88,16 3,83 0,24
Percentil 25% 100,75 11,58 0,28
Percentil 75% 137,63 49,50 0,49
Percentil 90% 244,00 76,13 0,95

Figura 5.13 - Relagdo de DQO/N no RBS - Fase 1
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A alcalinidade também foi um parametro de interesse no sistema monitorado. Foi
identificada uma alcalinidade média afluente de 483,93 mgCaCOs/L e efluente de
456,03 mgCaCOs/L, conforme Figura 5.14, para a Fase 1. Primeiramente, € valido
mencionar que o efluente da industria de fertilizante bruto foi avaliado com uma
concentragcdo na ordem de 15.000 mg/L e o efluente anaerébio com uma
concentracdo média de 25.000 mgCaCOs/L. Portanto, a mistura resultante teria alta

concentracdo de alcalinidade, como observado.

Figura 5.14 - Alcalinidade afluente e efluente do RBS - Fase 1
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Em segundo plano, notou-se ligeiro consumo de alcalinidade, sendo manutengéo dos

valores afluentes, com eficiéncia média de remocéao de 3,62% nos dados amostrados.

Wang et al. (2024) apresentaram a caracterizagao fisico-quimica de amostras de
efluentes de duas industrias chinesas produtoras de fertilizante nitrogenado, ambas
utilizando como unidade de tratamento o RBS. As amostras coletadas em cada
industria diferenciam-se pelas concentracbes dos parametros, como nitrogénio

amoniacal, nitrito, alcalinidade, dentre outros.

A primeira indastria apresentou como produtos a ureia, o metanol o enxofre e o dimetil
eter enquanto a segunda, além da ureia, produziu glicerol. As aguas residuarias
afluentes ao sistema bioldgico proposto apresentaram respectivamente, 978,5
mgCaCOs/L e 728,23 mgCaCOa/L. Apos tratamento, a menor concentragdo efluente
observada, dentro das Fases de cada industria, foi de 515,50 mgCaCOs/L e 692,57
mgCaCOs/L, notando-se eficiéncias de remocdo na ordem de 40% e 5%. Para a
segunda industria ainda foi observado em uma de suas fases o aumento da
alcalinidade para 843,97 mgCaCOs/L. Dentre os micro-organismos abordados no
referido estudo, ndo houve mencéo as bactérias com atividade anammox, contudo, é
perceptivel altas concentracfes afluentes do parametro alcalinidade e a sua

persisténcia no meio.

O processo anammox, segundo Szatkowska e Trela (2005), ndo confere alteracdes
perceptiveis na alcalinidade do sistema. Strous et al. (1998) relataram que em termos
de Carbonato de Célcio, para cada miligrama de amobnia oxidado, 0,23 mg de

carbonato sdo consumidos pelas bactérias anammox. No presente estudo (Fase 1)
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constatou-se uma remoc¢do meédia de oxidagdo/remocao de 131,24 mg NH4*/L para
27,9 mgCaCOs/L, conferindo uma relacdo aproximada de 0,21, bastante proximo ao

proximo ao valor respaldado na literatura.

5.2.2 Fase 2- Operacédo com adicao de 2% de fertilizante

A condicdo de mistura de 2% de fertilizante e 98% de efluente anaerdbio (diluicao
1:50) no RBS foi operada por 51 dias, sendo o desempenho do sistema avaliado do
dia 328 ao dia 374. Foi adicionado ao reator solugéo concentrada de nitrito visando
concentracdo final de 240 mg/L. Esta etapa também foi marcada pelo consumo
simultdneo de nitrogénio amoniacal e nitrito, com concentragdes afluente médias de
201,82 mg/L e 225,70 mg/L, e efluente de 29,81 mg/L e 0,80 mg/L respectivamente.
Portanto, o aumento em 1% da diluicdo de fertilizante na mistura afluente, imputou em
um aumento médio de 33,22 mg/L de amonia afluente e 51,38 mg/L de nitrito afluente

no sistema.

Em que pese a eficiéncia de remocao, foram notadas maiores oscilacbes durante a
Fase 2 (Figura 5.15) para ambos os substratos, se comparado a Fase anterior, na
gual gradualmente foi constatado o aumento do consumo de nitrogénio amoniacal e
nitrito. Para esta, obteve-se uma eficiéncia média de 85,5% (nitrogénio amoniacal) e

99,41% (nitrito) havendo, portanto, o aumento percentual no consumo dos substratos.

A preocupacao com a inibicdo das bactérias anammox tratando distintos efluentes &
valida, posto que ndo h& consenso quanto aos valores tipicos de inibicdo
(FERNANDEZ et al.; 2012; MA et al., 2017; STROUS et al., 1999). Para esta pesquisa,
as concentracfes até o momento adotadas n&o indicaram prejuizos ao RBS

enriquecido com bactérias anammox (Figura 5.16).

Figura 5.15 - Dindmica de remoc¢do dos compostos nitrogenados da Fase 2
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Figura 5.16 - Concentracdes afluente e efluente de amdnia e nitrito - Fase 2
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Em termos de carga de nitrogénio aplicada diariamente, constatou-se valores
satisfatorios de remocdao, estando a carga aplicada (42,75 gN/m3.d) e a consumida

(39,69 gN/m3.d) na mesma ordem de grandeza, como visto na Tabela 5.5 e Figura
5.17.



Figura 5.17 - Carga de nitrogénio total aplicada e removida no RBS - Fase 2
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Tabela 5.5 - Estatistica descritiva da carga aplicada e removida durante a Fase 2 (2% de
fertilizante e 98% de efluente anaerébio de UASB)

Estatistica descritiva — Carga aplicada Carga removida
medidas de tendéncia central (gN/ms3.d) (gN/m3.d)
N° de dados 31 31

Média 42,75 39,69
Desvio Padréo 10,90 10,33
Coeficiente de Variacédo 0,26 0,26
Mediana 40,17 38,54
Minimo 22,77 20,11
Maximo 71,14 68,50
Percentil 10% 32,97 31,39
Percentil 25% 35,01 32,97
Percentil 75% 50,47 45,93
Percentil 90% 58,71 52,88

Até o momento, o desempenho do reator evidencia a existéncia de um consorcio misto

de bactérias heterotroficas desnitrificantes e de bactérias anammox. A Figura 5.18

respaldada pela

Tabela 5.6, demonstrou na Fase 2 um coeficiente de consumo de nitrito de 1,35

notadamente proximo a literatura (1,32) e um coeficiente de producédo de nitrato
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proximo a zero, indicando a existéncia de micro-organismos consumidores de nitrato

sem indicios de inibicdo na atividade anammox.

Figura 5.18 - Coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito/consumo de aménia e
producdo de nitrato/consumo de aménio durante afase 2
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Tabela 5.6 - Estatistica descritiva do coeficiente estequiométrico (NO2/NH4*) obtido durante a
Fase 2 (2% de fertilizante e 98% de efluente anaerébio de UASB)

Estatistica descritiva - Consumo de nitrito/consumo Producéo de
Medidas de tendéncia central de ion ambnio nitrato/consumo de ion
amonio
N° de dados 31 26

Média 1,35 0,006
Desvio Padrdo 0,28 0,006
Coeficiente de Variagdo 0,20 0,990
Mediana 1,29 0,004
Minimo 0,81 0,000
Maximo 1,94 0,031
Percentil 10% 1,06 0,003
Percentil 25% 1,19 0,004
Percentil 75% 1,52 0,006

Percentil 90% 1,69 0,010
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Bactérias heterotroficas sdo capazes de converter o nitrato a nitrito utilizando a DQO
como doadora de elétrons, por meio do processo de desnitrificagdo parcial (DP). Por
meio deste processo, 0 nitrito gerado pode servir como substrato para o crescimento
de bactérias anammox, enquanto o consumo de matéria organica auxilia no controle
deste parametro como um fator de inibicdo em sistemas enriquecidos por esta bactéria
(GUO et al., 2023). Estes mesmos autores identificaram relacdo similar ao presente
estudo utilizando um RBS (1,33 +0,1 — NO2/NH4" e 0,05£0,1 — NO3/NH4") com

efluente sintético.

Du et al. (2022) demonstraram eficiéncia de remog¢&o de nitrogénio total acima de
94,1% em reator de Unico estagio de desnitrificacdo parcial e anammox (DP/A), com
efluente sintético de baixa carga (50 mg/L de nitrogénio amoniacal e 50 mg/L de
nitrato). Em consonancia, Du et al. (2023) alcancaram eficiéncia sensivelmente
proxima em RBS do tipo DP/A, adotando efluente sintético de alta carga (150 mg/L
para os mesmos substratos mencionados). Além de uma boa estratégia de remocéao
de nitrogénio total, o processo demonstrou o aumento da riqueza populacional das
bactérias anammox em reator de manta de lodo alimentado com lixiviado com alta
concentracdo de nitrogénio amoniacal (1200-1300 mg/L) e matéria organica (4000-
5000 mgDQOI/L) (WU et al., 2018).

A hipotese colocada inicialmente acerca da coexisténcia de “desnitrificantes” e
bactérias anammox é sustentada pelo alto consumo de DQO. Conforme Figura 5.19
e Figura 5.20, a diluicdo adotada de 2% de efluente da industria de fertilizante
nitrogenado apontou analiticamente para uma concentracdo afluente e efluente média
de 370,54 mgDQO/L e 43,08 mgDQOI/L, respectivamente, condicionando o RBS a
uma concentracao afluente extra de 235,5 mgDQO/L se comparada a Fase anterior.
Notou-se, portanto, um aumento expressivo de matéria organica no sistema entre
Fases 1 e 2 e 0 consumo consistente de DQO, néo sendo constatada a reducédo na

atividade anammox, nem mesmo efeito inibitério.

Fernandes et al. (2018) reportaram uma eficiéncia de remocéo de 100% de nitrogénio
amoniacal com concentracao maxima afluente de DQO de 124,7 mg/L. Em taxas mais
altas, Leal et al. (2016) observaram que a concentracédo de DQO de 487 mg/L reduziu

a eficiéncia de remocao de nitrogénio amoniacal de 92 para 22%, utilizando efluente
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sintético e a glicose como fonte organica. Carvalho et al. (2021) aplicando o sistema
de NP/A ao digestato anaerébio de residuos alimentares alcangcou um adequado
desempenho do sistema com concentracdes de DQO em torno de 550 mg/L.

Sobre remocgfes simultdneas de matéria organica e nitrogénio total, Zhang et al.
(2021a) aplicaram lixiviado maduro diluido com efluente doméstico (1:11,5), em um
sistema conjugado de nitrificacdo parcial/ anammox e desnitratacdo, e alcancaram
eficiéncias de remocéo de 99,1% (NT) e 95,3% (DQO), com concentracdes afluentes
de 47,3 mg/L de nitrogénio amoniacal e 205,5 mg/L de DQO, sem prejuizos ao
sistema. WU et al. (2015) também aplicaram lixiviado maduro diluido com efluente
doméstico (1:5), em um sistema UASB/ andxico/éxico/anammox, e notaram
eficiéncias de 93,5% (NT) e 89% (DQO), com concentracdes afluentes de 460-500
mg/L de nitrogénio amoniacal e 1400-2000 mg/L de DQO.

O presente estudo demonstrou ser possivel alcancar um bom desempenho do RBS,
com uma concentragdo de DQO afluente na ordem de 400 mg/L, atingindo eficiéncia
média de remocdo de amodnia de 85,5%. Igualmente, foi notéria uma eficiéncia de
remocado de DQO (meédia) de 86,16%, sem prejuizos a atividade das bactérias

anammox.

Figura 5.19 - Box-plot da concentracdo de DQO afluente e efluente no RBS - Fase 2
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Figura 5.20 - Concentracdo de matéria organica (DQO) afluente e efluente no RBS - Fase 2

107

340

600
i ,—""-" N
500 i At
Vo
=) 11 e g
= L
g 400 i
L "
1
- ': e
wh
@ 300 tH
g o
@
(¥}
5 200
Q
100 *
< o
© ¢ <©
0
325 330 335
+ DQO Afluente

¢ DQO Efluente

.-
-
-

;
M e e e AR TAT TR A e = = = = A - - - -
v e \‘l
- !
s n *

S

o
o oo 0%y °%o

o0

345 350 355 360 365 370

Tempo de Operacdo (dias)

------- Eficiéncia de remogdo

375

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

= = = Eficiéncia média deremocéo

Eficiéncia de remogéo (%)

A relacdo de DQO/N na Fase 2 € expressa na Tabela 5.7 e Figura 5.21. Os resultados

apresentados nesta fase do estudo indicaram uma relacdo média de 0,90, com

maximo em 1,37 e minimo em 0,37, ainda favoravel a atividade anammox. As

concentracfes de DQO no sistema aumentaram com a diluicdo de 2% de efluente de

fertilizante e 98% de efluente domeéstico, assim como a concentracado de nitrogénio

total também aumentou, justificando a proporcédo encontrada nesta etapa.

Tabela 5.7 - Estatistica descritiva da concentracdo de DQO afluente e efluente e da relacéo
DQOIN durante a Fase 2 (2% de fertilizante e 98% de efluente anaerébio de UASB)

Estatistica descritiva — DQO afluente DQO efluente DQOIN
medidas de tendéncia (mg/L) (mg/L)
central
N° de dados 18 18 18
Média 370,54 43,08 0,90
Desvio Padrao 91,54 16,62 0,31
Coeficiente de Variagéo 0,25 0,39 0,35
Mediana 380,13 45,75 0,87
Minimo 99,50 5,75 0,37
Maximo 483,25 72,00 1,37
Percentil 10% 290,75 23,38 0,51
Percentil 25% 330,75 30,69 0,72
Percentil 75% 444,50 52,00 1,16
Percentil 90% 458,38 61,13 1,30

Figura 5.21 - Relagdo de DQO/N no RBS - Fase 2
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Relacdes de DQO/N similares foram promissoras para o desempenho de sistemas
com atividade anammox tratando efluentes industriais. Li et al. (2021c) aplicaram
experimentalmente lixiviado maduro em um sistema de desnitrificacao
parcial/nitrificacdo parcial, a uma relacdo de 0,98, sendo possivel alcancar uma
remocao estavel de nitrogénio total acima de 96%. Pan et al. (2020), tratando efluente
de suinocultura por NP/A, com DQO/N de 0,85, alcancou 94% de eficiéncia de

remocao de nitrogénio total.

De fato, como defendido por Bonassa et al. (2021), relacdes de DQO/N menores que
3,5, inclusive como aquela obtida no presente estudo (0,88), apresentaram boa

performance do sistema anammox.

A dificil biodegradabilidade da matéria organica presente no sistema na Fase 2 foi
reafirmada pela razdo DQO/DBO de 5,17. Nesta fase, também foi observado
concentracdo média afluente de 71,7 mgDBO/L e efluente de 125,2 mgDBOI/L,
reiterando a necessidade de maiores investigacdes quanto a versatilidade metabdlica

dos micro-organismos do presente estudo.
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Em fenbmeno similar a Fase anterior, a Fase 2 foi marcada pelo baixo consumo de
alcalinidade, com concentracéo afluente média de 654,5 mgCaCOs/L e efluente de
633,08 CaCOsmg/L, sem indicios de inibicdo do sistema (Figura 5.22).

Pereira et al. (2019) adicionaram alcalinidade em um sistema de RBS (1084
mgCaCOs/L afluente), alimentado com digestato de residuos alimentares diluido, a
fim de se verificar o0 aumento de eficiéncia do processo. Os autores chegaram a
conclusdo que esta adicdo néao alterou o comportamento do sistema, sem influéncia
na remogado de nitrogénio, nas condi¢bes experimentais avaliadas. Mesmo néo
alterando o processo, houve alto consumo de alcalinidade, justificando-se pelo uso do
processo de NP/A, que diferentemente do sistema adotado no presente estudo
(processo anammox convencional), consome maior alcalinidade, pois, bactérias
nitrificantes possuem alto requerimento de alcalinidade (para cada mg oxidado de
amonia, 7,07 mg de CaCOgzé consumido (AHN,2006)).

Figura 5.22 - Alcalinidade afluente e efluente do RBS — Fase 2
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5.2.3 Fase 3 — Operacdo com adicao de 6% de fertilizante

O RBS foi operado na Fase 3 por 26 dias, avaliando-se os dados do dia 377 ao dia
402. A aplicacdo de 6% de efluente de fertilizante (diluicdo 1:16,7) implicou na
oscilagdo do consumo de amoniacal e nitrito. A remocao integral de amoniacal foi
observada apenas no inicio da Fase 3 (Dia 377), resultado possivelmente influenciado
pela fase anterior. Para o mesmo dia, foi constatado uma eficiéncia de 46% de
remocao de nitrito. Por vezes, a remocdo de amoniacal e nitrito foi nula, como

observado na Figura 5.23.

Para esta fase foram obtidas as concentracbes afluentes médias de nitrogénio
amoniacal e nitrito de 365 mg/L e 227 mg/L, respectivamente, e efluente de 227,05
mg/L e 239,56 mg/L. Ao comparar a fase atual com a anterior, houve um incremento
de 163,58 mg/L (médio) na concentragdo da NH4* e 13,86 mg/L (médio) no nitrito. A
literatura ja abordou experimentos com bactérias anammox utilizando efluentes com
concentracfes maiores que estas da Fase 3, sem deteccdo de prejuizo ao sistema,

em distintas condi¢cdes operacionais (WU et al., 2018; WU et al., 2024).

Contudo, considerando que este estudo nao abrangeu a caracterizagdo completa do

fertilizante nitrogenado e assim, de todos os parametros com potencial de inibi¢cdo
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para as bactérias anammox, faz-se a reflexdo de que além dos substratos amonia e
nitrito, outros compostos presentes no fertilizante influenciaram nos resultados

obtidos, como a prépria DQO, que foi de 531,58 mg/L nesta fase.
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Figura 5.23 - Dinamica de remocgé&o dos compostos nitrogenados da Fase 3
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Na Figura 5.24, pode-se notar intervalos interquartilicos (afluente e efluente) similares
para os dois substratos, reiterando o pequeno consumo dos compostos nitrogenados.
Certamente, as concentracdes afluentes de nitrogénio amoniacal foram maiores em
relacdo ao nitrito, ndo seguindo a estequiometria esperada da reacdo anammox.
Mesmo diante deste fato, caso a causa da inibicdo fosse a menor concentracédo do
nitrito, este teria sido totalmente consumido no sistema, sendo rapidamente

identificado como fator limitante, ndo sendo esta a ocasido.

Em termos de carga organica volumeétrica (Figura 5.25), na Fase 3 foi aplicada no
reator uma carga de 56,90 gN/m3d com remoc¢ao média de 4,09 gN/m3d. Notou-se
acumulo de carga nitrogenada no sistema, sendo que 75% dos dados de carga
removida sao iguais ou menores que 4,04 gN/m3d (ver Tabela 5.8), indicando que o
consumo de nitrogénio amoniacal e nitrito foi estagnado pela inibicdo dos micro-

organismos consumidores dos substratos.
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Figura 5.24 - Concentragdes afluente e efluente de amdnia e nitrito - Fase 3
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Figura 5.25 - Carga de nitrogénio total aplicada e removida ho RBS - Fase 3
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Tabela 5.8 - Estatistica descritiva da carga aplicada e removida durante a Fase 3 (6% de
fertilizante e 94% de efluente anaerébio de UASB)

Estatistica descritiva — Carga aplicada Carga removida
medidas de tendéncia central (gN/mz3.d) (gN/m3.d)
N° de dados 19 19

Média 56,90 4,09
Desvio Padré@o 11,59 9,87
Coeficiente de Variagéo 0,20 2,41
Mediana 56,31 0,00
Minimo 35,61 0,00
Maximo 73,13 42,39
Percentil 10% 41,20 0,00
Percentil 25% 48,61 0,00
Percentil 75% 66,13 4,04

Percentil 90% 71,74 8,56
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O coeficiente de consumo de nitrito teve redugcao expressiva das Fases anteriores
para a atual (Figura 5.26), acreditando-se que este novo cenario se deva tanto a
observacdo de uma propor¢cdo menor de nitrito do que de nitrogénio amoniacal
afluente no sistema quanto a reducdo do consumo de ambos os substratos, fazendo

com que a relacdo estequiométrica e matematica apresente valores proximos a zero.

Dos 19 dados observados para o coeficiente de consumo de nitrito/consumo de
amonia, 9 puderem ser valorados uma vez que a inibicdo das bactérias com atividade
anammox foi clara, com remo¢do de NH4" e nitrito nula, indicando uma relagéo
matématica com numerador e denominaror nulos. Os dados de nitrato seguiram o
comportamento similar ao das fases pretéritas, também sem indicios de producédo de
nitrato no reator e consumo de NH4*, com coeficientes prOximos a zero ou com

relacbes estequimétricas ndo sendo possiveis de serem valoradas.

Figura 5.26 - Coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito/consumo de aménia durante a
fase 3
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Tabela 5.9 - Estatistica descritiva do coeficiente estequiométrico (NO2/NH.*) obtido durante a
Fase 3 (6% de fertilizante e 94% de efluente anaerdbio de UASB)

Estatistica descritiva - Consumo de nitrito/consumo
Medidas de tendéncia central de fon amonio
N° de dados 9

Média 0,13
Desvio Padréo 0,16
Coeficiente de Variagéo 1,23
Mediana 0,08
Minimo 0,00
Maximo 0,39
Percentil 10% 0,00
Percentil 25% 0,00
Percentil 75% 0,21
Percentil 90% 0,38

Na Fase 3, a concentracado de DQO afluente alcangcou uma meédia de 531,58 mg/L e
efluente de 393,67 mg/L. Durante o inicio da Fase, a eficiéncia de remog¢&o da matéria
organica manteve-se constante (Figura 5.27), indicando que 0s micro-organismos
consumidores da matéria organica e presentes no RBS n&do foram integralmente
inibidos e estavam aclimatados. A partir do dia 391, o consumo de DQO diminuiu,
junto a eficiéncia média de remocé&o, apontando para um potencial perda de bactérias

heterotréficas, com eficiéncia média de remocao de 36%.

Figura 5.27 - Concentracdo de matéria organica (DQO) afluente e efluente no RBS — Fase 3
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A matéria organica foi acumulada durante a fase 3, sendo encontrado valores

afluentes e efluentes na ordem de 600 a 700 mg/L de DQO. A ampla faixa
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interquartilica da DQO efluente reitera o declinio na remocao de matéria organica
(Figura 5.28). De modo evidente, a diluicAo aplicada na Fase 3 alterou o
comportamento e desempenho do RBS e do seu consércio microbiano.

Figura 5.28 — Box-plot da concentracdo de DQO afluente e efluente no RBS — Fase 3
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A relacdo de DQO/N na Fase 3 € expressa na Figura 5.29 e Tabela 5.10. Os
resultados apresentados nesta etapa indicaram uma relacdo média de 0,95, com
maximo em 1,10 e minimo em 0,80. Mesmo que a propor¢ao encontrada ainda seja
favoravel a atividade anammox, esta razdo isoladamente néo indica auséncia de
inibicdo no sistema, uma vez que as concentracdes de NH4* e DQO aumentaram,
assim como possivelmente a concentracao de outros compostos ndo analisados neste
estudo. Reitera-se a assertiva posta inicialmente de que a performance de um reator
€ avaliada por um conjunto de parametros e fatores integrados e nao condicbes
isoladas (MA et al., 2017).



Figura 5.29 - Relagdo de DQO/N no RBS - Fase 3
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Tabela 5.10 - Estatistica descritiva da concentracdo de DQO afluente e efluente e da relacéo

DQOIN durante a Fase 3 (6% de fertilizante e 94% de efluente anaerdbio de UASB)

Estatistica descritiva — DQO afluente DQO efluente DQO/N
medidas de tendéncia (mg/L) (mg/L)
central
N° de dados 9 9 9
Média 531,58 393,67 0,95
Desvio Padrao 166,30 286,24 0,12
Coeficiente de Variagéo 0,22 0,73 0,12
Mediana 534,5 527,00 0,96
Minimo 392,00 680,75 0,80
Méaximo 694,5 17,00 1,10
Percentil 10% 402,00 18,00 0,80
Percentil 25% 407,00 19,50 0,93
Percentil 75% 639,5 584,50 1,05
Percentil 90% 651,5 629,75 1,07

A matéria organica biodegradavel afluente na Fase 3 alcancou concentragéo de 35,3

mg/L, valor esperado frente as caracteristicas do efluente doméstico anaerébio do

reator UASB e do efluente da industria de fertilizante. Porém, com eficiéncia média de

remocao de 6%, valor este observado frente a uma remocao de DBO pontual no dia

380. A razdo DQO/DBO nesta etapa mostrou-se alta (15,06) reforcando o caréater

recalcitrante do efluente testado experimentalmente.
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A mistura de 6% de efluente de fertilizante adotada na Fase 3 implicou em
concentragbes notadamente altas (Figura 5.30), de 2207,332 CaCOsmg/L afluente e
1862,437 CaCOsmg/L. Os valores afluentes observados superaram em trés vezes o
valor da fase anterior, podendo ser um dos fatores de grande influéncia para inibicéo
das bactérias com atividade anammox. A rota metabdlica da desnitrificacdo
heterotréfica é capaz de repor em torno de 3,57 mg de alcalinidade (CaCO3), por
grama de amodnia (NH4*) reduzida a nitrogénio gasoso, segundo Ahn (2006), contudo,
considerando a hipotese na reducdo simultdnea de micro-organismos heterotréficos e

das anammox na Fase 3, notou-se consumo de alcalinidade, na ordem de 20%.

Figura 5.30 - Alcalinidade afluente e efluente do RBS - Fase 3
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A Fase 3 foi marcada pelas maiores cargas de nitrogénio amoniacal, DQO e
alcalinidade do presente estudo e estes compostos, de forma individual ou mesmo

sinérgica, podem ter inibido a atividade anammox no RBS.

Wang et al. (2024) apresentaram como componentes dos efluentes de quatro
industrias de fertilizante de ureia, o éter, o glicerol, o metanol e o sulfato, além dos
compostos nitrogenados, sendo identificado em todos o metanol ou a glicerina. Chen

et al. (2024) investigaram o impacto do glicerol bruto em sistema com atividade
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anammox e detectaram que o metanol é o principal composto do glicerol responsavel

pela inibicdo Anammox.

Portanto, traz-se a hip6tese de que, além dos compostos caracterizados, 0 metanol
esteja no efluente estudado na presente pesquisa. Para tanto, uma andlise da
caracterizacdo detalhada deve ser feita, incluindo andlise de metais pesados,
organicos biodegradaveis e recalcitrantes, ja que estes compostos podem ser fatores
de inibicdo ao processo (Tabela 3.6).

Verma e Daverey (2024) testaram a eficiéncia de remocao de nitrogénio de aguas
residudrias de ureia, utilizando um Reator em Batelada Sequencial de Biofilme (SBBR)
com atividade anammox. O estudo demonstrou viabilidade do sistema proposto e
apesar de receber, de forma faseada, distintas concentracoes de NHa* afluente
(maxima de 400 mg/L) e nitrito afluente (maxima de 528 mg/L), o reator exibiu
consistentemente uma eficiéncia de remogéao de nitrogénio = 80% ao longo de todo o
estudo. O experimento em questao durou 225 dias e contou com 15 tratamentos (com
aumento gradual das concentragfes de nitrogénio amoniacal e nitrito), divididos em 3
fases, até alcancar as concentracbes maximas mencionadas. Quanto a duracao de

cada tratamento, nao foi observado um padréao temporal.

Assim, mesmo com altas concentracdes de compostos nitrogenados e de outras
potenciais substancias inibitérias da atividade anammox, uma abordagem
metodolégica com um numero maior de tratamentos entre Fases, poderia ndo ter

inibido as bactérias anammox na Fase 3.

5.2.4 Comparacao dos resultados obtidos nas Fases 1,2 e 3

Apos a etapa de enriquecimento que durou 267 dias, o RBS foi operado por 136 dias,
em trés fases distintas de diluicdo do efluente de fertilizante nitrogenado: a) Fase 1 —
a 1% de Fertilizante e 99% de efluente doméstico de reator UASB; b) Fase 2 — a 2%
de Fertilizante e 98% de efluente doméstico de reator UASB; c) Fase 3 — a 6% de
Fertilizante e 94% de efluente doméstico de reator UASB. A Figura 5.31 apresenta a

dindmica dos compostos nitrogenados nas trés fases operacionais.
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Ao final das trés etapas testadas, observou-se elevado consumo de nitrogénio
amoniacal e nitrito nas Fases 1 e 2, indicando resisténcia das bactérias com atividade
anammox. Além disso, potencialmente houve um consorcio microbiano com bactérias
heterotréficas desnitrificantes consumidoras de matéria organica, visto que as fases

nao demonstraram inibicdo quando da presenca de DQO e alcalinidade.

Né&o foi observada diferenca estatistica (APENDICE B) entre os resultados das Fases
1 e 2, no que se refere as concentracbes de NH4* e nitrito, afluentes e efluentes ao
RBS. Também nao houve diferenca significativa entre as eficiéncias de remocao de
NH4" e nitrito. Portanto, o aumento da concentracdo do efluente de fertilizante entre
as fases de 1% para 2% (mudanca de diluicdo de 1:100 para 1:50) néo interferiu no
desempenho do RBS com atividade anammox. Mesmo que os testes estatisticos n&do
tenham indicado diferenca entre as médias, notou-se aumento gradual da eficiéncia
de remogéo de NH4" na Fase 1, enquanto na Fase 2 a eficiéncia oscilou durante todo
0 periodo de controle. Acredita-se que na primeira etapa a biomassa estava mais
aclimatada as condic@es iniciais de enriquecimento do que na Fase seguinte, pois
mesmo que as concentracdes afluentes ndo tenham sido distintas, o teste estatistico

revelou diferenca significativa entre a DQO afluente e efluente.

Ao comparar a Fase 3 com as demais, os resultados da concentracéo da NH4* afluente
foram significativamente maiores, assim como a eficiéncia de remocao foi
estatisticamente menor. Para o nitrito, a eficiéncia de remocdo também foi
significativamente baixa, indicando que a diluicdo de 6% de efluente de fertilizante nao

alcancou resultados satisfatorios.

Por fim, a Tabela 5.11 apresenta a estatistica descritiva das eficiéncias de remocao

de nitrogénio amoniacal e nitrito nas trés fases experimentais.
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Tabela 5.11 - Estatistica descritiva da eficiéncia de remog¢ao de aménio e nitrito observado no
RBS nas 3 fases experimentais

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Medidas de tendéncia central
NH4* NO? NH4* NO? NH4* NOZ
T=35°C T=35°C T=35°C T=35°C T=35°C T=35°C
N° de dados 34 34 31 31 19 19
Média 80,68 98,06 85,50 99,41 13,59 3,80
Desvio Padréo 17,15 7,46 7,40 2,20 25,81 10,63
Coeficiente de Variagcéo 0,21 0,08 0,09 0,02 1,90 3,12
Mediana 84,05 100 85,83 100 0 0
Minimo 41,30 57,32 64,69 90,08 0 0
Méaximo 100 100 100 100 100 46,07
Percentil 10% 55,54 97,69 79,67 100 0 0
Percentil 25% 68,33 100 81,15 100 0 0
Percentil 75% 99,87 100 89,79 100 16,28 0,55

Percentil 90% 100 100 92,13 100 37 6




Figura 5.31 - Dindmica dos compostos nitrogenados durante as trés fases da pesquisa
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A eficiéncia de remoc¢éo de DQO ao longo do experimento também foi avaliada (Figura
5.32) com o objetivo de verificar se 0 aumento das concentragcbes do efluente de
fertilizante impactaria na remo¢do dos compostos nitrogenados e qual seria o
comportamento da matéria organica no sistema. Ademais, se haveria aumento da
concentragcdo de DQO, se haveria consumo ou ndo e se este parametro provocaria
inibicdo das bactérias com atividade anammox.

Figura 5.32 - Dindmica da concentracdo de DQO durante as trés fases desta pesquisa
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Como observado, a matéria organica esteve presente no RBS durante as trés etapas
experimentais e houve consumo de DQO nas Fases 1 e 2, sem efeitos inibitérios da
atividade anammox no RBS. A eficiéncia de remoc&o de matéria organica durante a
Fase 1 apresentou comportamento variavel (decerto pelas condicdes novas impostas
ao sistema que antes era alimentado com meio de cultura autotréfico), aumentando
ao final da etapa. Na Fase seguinte, o consumo foi mais estavel e com alta eficiéncia
de remocao. Acredita-se que em ambas as fases o consumo foi favorecido por micro-
organismos heterotréficos desnitrificantes e mesmo apresentando comportamentos
distintos no decorrer do experimento, ndo foi detectada diferenca significativa na

eficiéncia de remoc¢éo de matéria organica entre elas.

A Fase 3 apresentou concentracdes afluentes significativamente maiores do que as
demais, na ordem de 500 mg/L. O consumo foi observado inicialmente e declinou para
eficiéncias baixas, por fim, nula. Em concomitancia, houve decaimento na remocao

dos compostos nitrogenados de maior interesse, nitrogénio amoniacal e nitrito,
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prejudicando a performance do RBS. As Figura 5.33 e Figura 5.34, apresentam,
respectivamente, a concentracdo de DQO ao longo do periodo experimental e a sua

eficiéncia de remocao.

Figura 5.33 - Concentracdo de DQO afluente e efluente durante as 3 fases operacionais (Fase 1,
1% de Fert.), (Fase 2, 2% de Fert.) e (Fase 3, 6% de Fert.).
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Figura 5.34 — Eficiéncia de remoc¢édo de DQO durante as 3 fases
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A alcalinidade, mesmo néo sendo o principal parametro de interesse, foi monitorada

durante as 3 fases operacionais, ja que o efluente bruto de fertilizante apresentou uma
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concentragdo na ordem de 20.000 mg CaCOg/L, podendo ser um fator de inibicdo
guando do aumento das concentracfes da mistura (efluente anaerébico + efluente de

fertilizante) afluente ao reator.

Em fendmeno similar ao parametro DQO, as duas primeiras fases do experimento nao
foram prejudicadas pela alcalinidade e nédo foi observada inibicdo das bactérias com
atividade anammox. A alcalinidade pouco foi consumida na Fase 1 e 2, com eficiéncias
de remocdo de aproximadamente 9% e 3%, respectivamente, sem diferenca
estatistica entre estas remoc¢fes. Ja na Fase 3, as concentracdes afluente e efluente
foram significativamente maiores do que nas Fases 1 e 2, mas, apresentou 17% de
consumo de alcalinidade, que nao se diferiu estatisticamente das eficiéncias

supramencionadas. As Figura 5.35 e

Figura 5.36 apresentam, respectivamente, o comportamento da alcalinidade ao longo

desta pesquisa e a concentracao afluente e efluente durante as fases operacionais.

Figura 5.35 - Dindmica da alcalinidade durante a pesquisa
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Figura 5.36 - Alcalinidade afluente e efluente medidas durante a 3 fases operacionais (Fase 1,

1% de Fert.), (Fase 2, 2% de Fert.) e (Fase 3, 6% de Fert.).
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A Tabela 5.12 apresenta resumidamente as principais caracteristicas avaliadas durante esta pesquisa

Tabela 5.12 - Resumo dos principais parametros avaliados durante a pesquisa
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Pardmetros Fase de Enriquecimento Fase 1 Fase 2 Fase 3
Carga de N total (ambnia 11,08 34,29 42,75 56,90
+nitrito) (g.m3d -1)
Concentracdo de amonia 50,92 168,6 201,82 365,40
afluente (mg/L)
Concentrag&o de nitrito 59,84 174,32 225,70 227,05
afluente (mg/L)
Concentracédo de DQO - 135,04 370,54 531,58
afluente (mg/L)
Eficiéncia de remoc¢éo de N 90,17 88,11 92,78 7,38
total (%)
Eficiéncia de remocdao de 87,40 80,69 85,50 13,60
nitrogénio amoniacal (%)
Eficiéncia de remocao de 92,49 98,06 99,41 3,40
nitrito (%)
Eficiéncia de remocéo de - 74,76 86,16 36,05
DQO (%)
Coeficiente nitrito/amdnio 1,26 1,37 1,35 0,13
Coeficiente nitrato/aménio - 0,008 0,006 -
Relagdo DQO/N - 0,45 0,90 0,95
Concentracgéo afluente de - 483,93 654,54 2207,33

alcalinidade (mgCaCOs/L)
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5.3 Quantificacdo das bactérias do ciclo do nitrogénio pela técnica de gPCR

A gquantificagdo de bactérias totais, bactérias anammox, bactérias desnitrificantes,
bactérias oxidadoras de amonia e bactérias oxidadoras de nitrito (géneros Nitrospira
e Nitrobacter) pela técnica de PCR em tempo real na biomassa do reator foi realizada.
Cabe ressaltar que foram avaliadas seis condi¢cdes operacionais - resultando em 6
amostras de biomassa, incluindo o enriqguecimento e excluindo a Fase 3, frente ao
planejamento experimental desta pesquisa e ao tempo necessario para a conclusao
das andlises: 1- Inoculo; 2- Enriquecimento intermediario das anammox; 3 -
Enriquecimento com identificagdo de atividade anammox; 4 - Fim do enriquecimento;
5 - Fim da Fase 1; 6 - Metade da Fase 2.

A Figura 5.37 demonstra as estimativas das quantificacbes do numero de copias dos
genes por grama de lodo das bactérias identificadas no RBS. Registra-se que para as
desnitrificantes, foram quantificadas as bactérias que realizam a desnitrificacdo

completa, portanto, gene nosZ.

Figura 5.37 - Estimativa do nimero de copias dos genes de bactérias nas fases de
enriquecimento e operacionais da pesquisa
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Os resultados revelaram que no indculo ndo houve deteccdo do gene RNAr 16s das
bactérias anammox, sendo identificado em maior concentracdo as bactérias
desnitrificantes (1,72x10° cépias/ g de lodo) e as oxidadoras de nitrito do género
Nitrobacter (1,11 x 108 cépias/ g de lodo). Os resultados encontrados foram esperados
visto que ainda ndo haviam sido estabelecidas as condigbes favoraveis de

enriquecimento das bactérias com atividade anammox.

Na transicdo entre as etapas de inicio e fim de enriquecimento, as concentracfes de
bactéria anammox aumentaram de 4,49x10° coépias/ g de lodo, para 4,82x10’ e
1,13x108 cépias/ g de lodo, indicando étimo desempenho do sistema e corroborando
com as analises fisico-quimicas apresentadas neste estudo. Para estas mesmas
condigdes, enriquecimento das anammox com meio mineral e autotrofico (sem
matéria organica), observou-se redugdo na concentragdo das desnitrificantes: de
1,68x107 para 1,37x108 copias/g de lodo, respectivamente. O género Nitrobacter
também foi impactado pela transicdo do in6culo para o enriquecimento, visto o

favorecimento de condi¢des anaerdbias no RBS.

Da condicéo final de enriquecimento para a Fase 1, o RBS deixou de ser alimentado
com meio de cultura autotréfico e recebeu efluente real (misto de efluente anaerdobio
de UASB com efluente de fertilizante). Pode-se notar que nesta nova Fase do
experimento, bactérias anammox alcancaram 3,12x108 cépias/ g de lodo, maior
guantificacdo observada desde o restart do RBS. As desnitrificantes também

aumentaram na referida etapa para 6,06x106 copias/ g de lodo.

Ja na metade da Fase 2, a concentracdo das bactérias anammox foi de 4,49 x108
copias/g de lodo, ainda maior do que na Fase 1, e a populacéo de desnitrificantes foi
de 8,87x106 copias/ g de lodo, de fato indicando um consorcio entre os dois grupos
mencionados e corroborando com a hipétese da ocorréncia de desnitrificacdo no

sistema.

Ademais, foi possivel observar que a alimentacdo do RBS com meio de cultura
provocou a reducdo das bactérias desnitrificantes, de 1,72x10° cépias/g de lodo no
indculo para 1,68x107 copias/g de lodo, 2,40x107 cépias/g de lodo, 1,37x10° cépias/g
de lodo nas fases inicial, intermediaria e final de enriquecimento, respectivamente.

Quando do inicio da alimentagdo com o efluente real, observou-se pequeno aumento
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de 1,37x10° para 6,06x10° copias/g de lodo de desnitrificantes (Fase 1). Da Fase 1
para a 2, foi notado crescimento em valor absoluto de 6,06x10° para 8,87 x108 cpias/g
de lodo de desnitrificantes, na mesma ordem de grandeza.

A Figura 5.38 apresenta a abundancia relativa, em porcentagem, dos grupos com
maior populacéo identificados nesta pesquisa, bactérias anammox e desnitrificantes,
em relacdo a quantificacdo de bactérias totais (soma dos grupos de bactérias

anammox com as desnitrificantes).

Figura 5.38 - Abundancia relativa de bactérias anammox e desnitrificantes em relagéo ao
numero total de bactérias, determinada pelo qPCR, nas fases de enriquecimento e operacional
da pesquisa
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Em niveis percentuais, a Fase 1 apresentou 98% de bactérias anammox e 2% de
bactérias desnitrificantes. Portanto, o desempenho do RBS durante a Fase 1 nao foi
prejudicado pela transicdo dos efluentes, sintético para real, e as bactérias com
atividade anammox nédo foram inibidas. Inclusive, nesta fase o reator apresentou bom

desempenho de remogao dos substratos nitrogénio amoniacal e nitrito, sendo 80,69%
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e 98,06%, respectivamente e boa remocao de 74,76% de DQO, esperada pela

presenca e confirmacao das bactérias desnitrificantes.

Na Fase 2 intermediaria, com 2% de efluente de fertilizante, detectou-se ligeiro
aumento das bactérias anammox, com concentracdo de RNAr 16 S de 4,19x108
copias/ g de lodo e das desnitrificantes, com concentracédo de 8,87x10°. A partir dos
resultados apresentados, percebeu-se ainda excelente desempenho do RBS, e
cooperacao entre os dois grupos mencionados. Em niveis percentuais, a Fase 2
apresentou resultados similares aos da Fase 1, sem indicios de inibicdo das bactérias
com atividade anammox e continuidade do sistema de cooperacgéo entre 0s grupos de

maior abundancia.

Bactérias anammox podem trabalhar em cooperagcédo e/ ou competicdo com outros
grupos de micro-organismos do ciclo do nitrogénio, como os nitrificantes e
desnitrificantes (KARTAL et al.,, 2012). No presente estudo, bactérias anammox e
desnitrificantes foram capazes de coexistir em condi¢coes sem inibicdo do primeiro
grupo nas duas Fases operacionais. O processo simultaneo de bactérias anammox
com a desnitrificacdo ou SAD (Simultaneous anammox and denitrification) € comum
em tratamento de efluentes que possuem nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato e
matéria organica (AZARI, LUBKEN, DENECKE, 2017; TAKEKAWA et al. 2014,
ZHANG, WANG, DAI, 2020).

Em geral, a literatura reporta trés tipos de SAD. No primeiro, as bactérias anammox
obtém nitrito a partir da desnitratatacdo, com o nitrato servindo como substrato ao
processo metabdlico. No segundo tipo, o processo anammox e a desnitrificacédo
contribuem coletivamente para a remocao de nitrito, especialmente quando nitrito
um substrato predominante em comparacdo com a aménia (NH4*). Ja no terceiro tipo,
nitrato e nitrito sdo removidos pelo processo completo de desnitritacdo e
desnitratacéo, tratando efluente ricos em NH4*, independente se o nitrito ou o nitrato
€ apresentado como o aceptor principal de elétrons (WANG, GONG, PENG, 2021). O
gene nosZ quantificado foi abundante durante esta pesquisa, revelando que o terceiro

tipo de SAD foi preponderante.
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5.4 Dinamica e composi¢do da comunidade microbiana no tratamento do

efluente da industria de fertilizantes nitrogenados.

5.4.1 Diversidade a nivel de filo

Para esta pesquisa, foi avaliada a dinamica da comunidade microbiana do RBS
durante as etapas operacionais, resultando em 6 amostras: In6culo (Amostra 1),
Enriquecimento com 70 dias (Amostra 2), Enriquecimento com 135 dias (Amostra 3),
Enriquecimento com 267 dias (Amostra 4), Fim da fase 1, com 328 dias (Amostra 5)
e Fase 2 intermediaria com 363 dias (Amostra 6).

As discussoes quanto a diversidade microbiana no RBS foram realizadas a nivel de
filo e género. A abundancia relativa dos filos (eixo y) has amostras coletadas no RBS

€ apresentada na

Figura 5.39. Constatou-se que nao houve diferenca na comunidade microbiana durante
as fases de enriquecimento (amostras 2, 3 e 4). Também nao foi observada alteracéao
na composicdo da comunidade apos a adicdo de efluente de fertilizante diluido

(amostras 5 e 6).

Proteobacteria, Actinobacteria, Planctomycetota, Firmicutes, Verrucomicrobiota e
Chloroflexi foram os filos dominantes. Estes filos tém sido frequentemente
encontrados em processos anammox, tratando efluentes em distintas condicbes
operacionais (CARVALHO et al., 2021; CHEN et al. 2021c; REN et al., 2022). Pereira
(2018) reportou que bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria e Chloroflexi
estdo sempre presentes em reatores anammox juntamente com o filo Planctomycetes.
De maneira recorrente, micro-organismos incluidos nos filos Acidobacteria, Chlorobi

e Bacteroidetes e tém sido encontrados.

Considerando os 10 primeiros filos mais abundantes de cada amostra, estes
representaram de 435% a 67,5% do total. Fernandes (2023) identificou
Proteobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Zixibacteria, Acidobacteria e Latesbacteria
como filos dominantes em reator de NP/A tratando lixiviado maduro de aterro sanitario
diluido em efluente anaerébio doméstico, representando de 84,3% a 91,2% do total.

Pereira et al. (2019) tratando digestato de residuos alimentares identificaram
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Proteobacteria, Planctomycetota, Chloroflexi, Bacteroidetes e Acidobacteria como os
mais abundantes, correspondendo a 81% a 93%. Verma e Daverey (2024)
identificaram em reator anammox tratando efluente de ureia os filos Planctomycetota,
Nitrospirae, Proteobacteria e Bacteriodetes. Zhang et al. (2021a) reportaram como
mais abundantes os filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Planctomycetota co-tratando
lixiviado maduro com efluente anaerdbio doméstico, via processo de nitrificacéo,

anammox e de desnitrificacao.

Nota-se grande diferenga entre os resultados de abundéncia relativa de filos do
presente estudo em comparacgao aos estudos referenciados, possivelmente devido ao
fertilizante nitrogenado, que foi a principal diferenca entre os trabalhos acima
mencionados. Apesar disso, alguns filos foram comuns, como Plantomicetota,
Chloroflexi e Proteobacteria. Pereira et al. (2017) constataram que
independentemente da configuracédo do reator, das condi¢cdes de operacéo e do tipo
de indculo utilizado, a presenca frequente desses filos indica que eles desempenham
papéis importantes nesses sistemas. Isto pode justificar a presenca dos filos no RBS
da presente pesquisa, uma vez que apesar do inéculo ter a mesma origem do in6culo
de Pereira et al. (2017) e Fernandes (2023), os efluentes empregados foram

diferentes.

Proteobacteria foi 0 grupo com maior abundancia relativa em todas as Fases
excetuando o indculo, representando, respectivamente, 41%; 41,8%; 40,7%; 40,2%,

40,3% e 43,2%, ndo sofrendo, portanto, reducdes expressivas entre as Fases.

O filo Proteobacteria € o grupo mais diversificado de bactérias gram-negativas. Os
micro-organismos que representam esse grupo possuem distintos mecanismos para
producéo de energia, com espécies fototroficas, quimiolitréficas e quimiorganotroficas.
Também sédo fisiologicamente diversos e incluem formas aerdbias, anaerdbias,
microaerodbias e aerdbias facultativas (MADGAN et al., 2016). Ainda dentro deste filo,
sdo encontrados micro-organismos que realizam a desnitrificacdo heterotrofica, como
membros das ordens: Rhodospirillales, Burkholderiales, Rhodocyclales,
Pseudomonadales, Rhizobiales. Isso pode justificar sua presenca nas diferentes

condicBes operacionais adotadas e, portanto, nas amostras sequenciadas.
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Figura 5.39 - Abundéancia relativa dos filos nas amostras do RBS anammox no tratamento de
efluente de fertilizante nitrogenado diluido com efluente anaerébio doméstico
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O filo Planctomycetota foi o segundo filo mais abundante no in6culo, como mostra a

Figura 5.39. No decorrer das fases experimentais houve declinio deste grupo, apesar
de ainda apresentar cooperagdo com 0os demais grupos microbianos identificados pelo
desempenho observado do reator. No in6culo (amostra 1) este filo apresentou 26,5%
de abundéancia relativa. Contudo, durante a bioaumentagdo das bactérias com
atividade anammox, notou-se sua expressiva reducdo para valores na ordem de
grandeza de 2%: 2,5%, 2,6%, 3,8%, 3,9% e 3,3% para as amostras 2, 3, 4, 5 e 6,
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respectivamente. Nota-se que a Fase 1 - amostra 5, em que os efluentes reais ja foram
inseridos no RBS e cujo desempenho em termos de eficiéncia alcangou 88,11% de
remocao de nitrogénio, ndo provocou reducao desse filo, em ordem de grandeza.
Reducéao de Planctomycetota j& foi reportada sem prejuizo observado no desempenho
de reator com atividade anammox (PEREIRA, 2018).

Conforme mencionado e observado na

Figura 5.39, houve uma reducdo do filo Plantomycetota da amostra 1 para a 2.
Entretanto, a abundancia relativa se manteve semelhante nas demais amostras
mesmo com as diferentes condi¢cdes impostas. Vale mencionar que a quantificacao
do RNAr 16S de anammox apresentou 3,12x108 copias/ g de lodo para a amostra 5
e 0 SNG apresentou 3,9% de abundéancia relativa, maior valor entre as amostras de
biomassa analisadas, em consonéncia também com o melhor desempenho do RBS.
Dessa forma, observa-se que mesmo com a reducéao deste filo apresentada pelo SNG,

a atividade anammox se manteve estavel no reator.

Actinobacteriota aumentaram em proporc¢éo do inoculo (7,1%) para as demais fases
operacionais (19,7%, 21,5%, 19,6%, 19,8% e 21,2%, para as amostras 2, 3, 4,5 e 6,
respectivamente). Verma e Daverey (2024) identificaram o crescimento expressivo na
abundancia relativa de Actinobactéria (0,79% para 5,91%) em RBS tratando efluente
de industria de ureia. O grupo de bactérias deste filo podem ser aerobias Gram-
positivas ou Gram-variaveis, anaerdbias facultativas ou anaerobias e sdo capazes de
degradar pesticidas, metais pesados, polimeros e metabolizar matéria organica
complexa (ALVAREZ et al., 2017). Portanto, o enriquecimento com meio de cultura
mineral e autotréfico, ou seja, sem fontes externas de carbono, e, a introducéo de
fonte externa de carbono a partir do uso de efluente real ndo diferiram em
porcentagem, demonstrando que as bactérias que compdem este filo ndo foram
influenciadas pelo uso do efluente de fertilizante diluido em efluente anaerébio de
reator UASB.

Yang et al. (2024) observando as caracteristicas de granulacdo do lodo anammox de
um RBS alimentado com nitrogénio amoniacal e nitrito, identificaram a dominancia dos
filos Chloroflexi, Proteobacteria, e Actinobacteriota apds sequenciamento da regido
hipervariavel V3-V4 do gene 16S rRNA, usando primers 338F (5'-
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ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') e 806R (5" GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3').
Os autores constataram que enquanto a abundancia relativa dos filos Actinobacteriota
e Proteobacteria aumentaram, a abundancia do filo ao qual as bactérias anammox
(Planctomycetota) pertencem diminuiu e, enquanto o numero total de bactérias

anammox aumentou, a sua abundancia relativa diminuiu.

O filo Firmicutes foi identificado no experimento nas 6 amostras, com abundancia
relativa na ordem de 8-10% em todas as amostras analisadas, ndo sendo afetado ou
inibido pelo efluente testado. Corresponde ao grupo de bactérias Gram positivas e
associa-se a microbiota intestinal humana (DAVEY, HALPERIN, LEE, 2016). A
presenca deste filo esta possivelmente associada ao indculo, retirado da linha de
recirculacédo de lodos ativados de uma estacao de tratamento de efluente domeéstico,
uma vez que sao constantemente encontrados em biorreatores para tratamento de
efluentes (ZHANG, SHAO, YE, 2012). Wei et al. (2017) também encontraram
Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria e Firmicutes como dominantes na biomassa
de reator anammox com desnitrificacdo. Pereira et al. (2017) avaliando o efeito do
fenol sobre o desempenho de reator anammox também verificaram que Firmicutes e
Verrucomicrobia estavam entre filos dominantes, contabilizando com outros filos, 2 a
7% do total. Actinobacteria e Firmicutes tém sido relacionadas a degradacédo de
compostos como celulose e lignina (PANKRATOV et al., 2011; PARTANEN et al.,
2010).

Na presente pesquisa observou-se que o filo mais favorecido durante todas as fases
foi o Proteobacteria, que pode estar vinculado aos micro-organismos desnitrificantes
heterotréficos. Em geral, o filo Planctomycetota, que compreende as bactérias com
atividade anammox, esteve entre os 10 filos mais abundantes na ultima etapa de
enriquecimento com meio de cultura autotrofico (Amostra 4), e nas etapas com uso
de efluente real (Amostras 5 e 6). Entretanto, também foi identificado nas demais

amostras, em menor abundancia relativa.

5.4.2 Diversidade em nivel de género

A Figura 5.40 apresenta a abundancia relativa dos géneros (eixo y) nas amostras (eixo
X) do RBS com atividade anammox (ver também Anexo A para identificacdo dos

demais géneros). A Tabela 5.13 apresenta os dez géneros mais abundantes
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identificados pelo sequenciamento nas amostras de biomassa coletadas durante esta
pesquisa.

Figura 5.40 - Abundéancia relativa dos géneros nas amostras do RBS anammox no tratamento
de efluente de fertilizante nitrogenado diluido com efluente anaerébio doméstico
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Tabela 5.13 - Os dez géneros mais abundantes nas sete amostras da biomassa coletadas, durante tratamento de efluente de fertilizante
nitrogenado diluido com efluente anaerdbio doméstico

Amostra 2 - Amostra 3 - Amostra 4 -
Posicéo Enriquecimento 70 Enriquecimento 135 Enriquecimento 266 ~ Amostra 5 - Efluente diluido ~ Amostra 6 - Efluente diluido
Amostra 1-Indculo dias dias dias (1:100) (1:50)

Género AR Género AR Género AR Género AR Género AR Género AR
1 N&o id. 23,08% N&o id. 15,34% N&o id. 15,17% N&o id. 14,87% N&o id. 15,03% N&o id. 14,94%
2 Ottowia 13,88% Conexibacter 6,38% Conexibacter 5,61% Conexibacter 5,32% Conexibacter 6,51% Conexibacter 5,26%
3 Nao id. 6,29% Acidibacter 4.39% Acidothermus 4,50% Acidibacter 3,48% Acidibacter 4,03% Acidibacter 4,54%
4 Romboutsia  4,51% Nao id. 3,53% Nao id. 3,28% Acidothermus 3,38% Acidothermus 3,33% Acidothermus 4,34%

Candidatus Candidatus
5 Ferruginibacter 4,47%  Acidothermus 3,47%  Udaeobacter 3,08% Nao id. 3,33% Udaeobacter 3,21% Bradyrhizobium 3,36%
6 Terrimonas 4,09% Nao id. 3,16% Acidibacter 2,85% Nao id. 2,92% Nao id. 3,14% Nao id. 3,35%
Candidatus Candidatus
7 IMCC26207 2,94% Udaeobacter 2,81% Bradyrhizobium 2,80%  Udaeobacter 2,81% Nao id. 2,99% Nao id. 3,29%
8 N&o id. 2,80% Bradyrhizobium 2,38% N&o id. 2,58% N&o id. 2,71% N&o id. 2,73% Tumebacillus 3,06%
Candidatus

9 Nao id. 2,64% Nao id. 2,27%  Tumebacillus 2,39% Bradyrhizobium 2,49% Tumebacillus 2,70% Udaeobacter 2,60%
10 Nao id. 2,52% N&o id. 2,25% Bryobacter 2,27% N&o id. 2,22% Bradyrhizobium 2,40% Né&o id. 2,60%

Candidatus

89 Brocadia 0.15%
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Como observado na tabela, os géneros mais abundantes das amostras 1 a 6 (Posi¢cao
1) n&o foram identificados. Assim, para melhor compreenséao da funcionalidade dos
microrganismos que estiveram mais abundantes em cada amostra, de forma
exclusiva, buscou-se correlaciona-los a nivel de Familia. No inéculo, o género
amplificado é representado pela Familia Isosphaeraceae, que se associa a oxidacéo
de amonia e nitrito e a degradacédo de matéria organica (HOSODA et al., 2022; ZHU
et al., 2018).

Nas amostras 2 a 6, 0os géneros mais abundantes correlacionam-se a Familia
Xanthobacteraceae, que foram reportadas no estudo de Fan et al. (2022) como sendo
responsaveis pelo processo de desnitrificacdo heterotréfica, reiterando a hipétese de
um consorcio microbiano com bactérias desnitrificantes no presente estudo. A
abundanciarelativa de Xanthobacteraceae, foi notadamente alta em solo contaminado
por arsénio e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, estabelecendo esta Familia

como bioindicador para solos afetados por tais compostos (ZHOU, LIU, HU, 2024).

Os géneros identificados na Tabela 5.13 ndo sdo comumente detectados em reatores
anammox e possivelmente correlacionam-se as caracteristicas do efluente da
industria de fertilizante testado. Géneros como Limnobacter (desnitrificantes),
Thauera (desnitrificantes),  Comamonadaceae (desnitrificantes),  Nitrospira
(nitrificante), Nitrosomonas (BOA'’s), Candidatus Kuenenia (anammox), Candidatus
Jettenia (anammox), Candidatus Brocadia (anammox) tem sido frequentemente
identificados em reatores com alta carga de nitrogénio (Fernandes, 2023; VERMA e
DAVEREY, 2024; WU et al., 2019). A Tabela 5.14 apresenta as funcfes e processos
metabodlicos encontrados na literatura para os géneros identificados na Tabela

anterior.

Dos géneros identificados, Conexibacter foi o mais abundante nas fases de
enriquecimento e alimentacéo do reator com efluente real. O género € conhecido por
degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em solos (PAH) (LIANG et al., 2021).
Este género foi relacionado a desnitrificacdo parcial e associado a producao de nitrito
para crescimento das bactérias anammox em um reator de biofiltro anammox tratando
aguas residuarias de baixa carga. Neste estudo, o sistema de desnitrificacdo parcial

aliado ao processo anammox (deteccdo de Ca. Brocadia) foram os responsaveis pela
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remocao eficiente de nitrogénio no sistema (LIU et al., 2024). Conexibacter foi
detectada em abundancia semelhante (4%) em reator com atividade anammox

combinado com remocgao biolégica de fésforo (LU et al., 2022).

Acidibacter foi considerado um indicador de drenagem acida de minas com alta
concentracéo de metais pesados (ETTAMIMI et al., 2019). Em consonancia, o género
tem sido identificado em espécies de plantas e solos contaminados por Cadmio (Chen
et al., 2023). Também foi associado como promotor do crescimento das plantas por
favorecer a fixacdo de nitrogénio (GUPTA et al., 2015). O género é aciddfilico,
exclusivamente composto por bactérias heterotroéficas com habilidades para reducéo
de compostos de Fe (Ill) (Hu et al., 2024). Acidibacter tem demonstrado versatilidade
heterotréfica, sendo capaz de metabolizar distintos compostos organicos e
carboidratos para o seu crescimento, como os PAHs (SHANG et al., 2024). Mesmo
heterotréfico, o grupo néo foi inibido na fase de enriquecimento com meio de cultura
autotrofico, como esperado, e manteve-se constante nas fases de aplicacdo do

efluente de fertilizante.
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Tabela 5.14 - Principais funcdes, processos e micro-organismos presentes nas fases do RBS durante o tratamento de efluente de fertilizante

nitrogenado com efluente anaerébio doméstico

(Continua)
Género Potencial Funcéo Referéncias
Associada a degradacéo de compostos organicos (hidrocarbonetos
Acidibacter aromaticos policiclicos) e a reducao de Fe (lll) Shang et al. (2024), Hu et al. (2024)

Acidothermus

Bradyrhizobium

Bryobacter

Candidatus Udaeobacter

Conexibacter

Ferruginibacter

IMCC26207

Ottowia

Associada a degradac@o de compostos organicos (celulose, serrapilheira \y o4 et al (2009): You, Lu, Huang (2022): Xu
e madeira morta). Também se correlaciona a desnitrificacéo e a producdo et al (2'024). N,ie et é\l (é018) Yin et aI,
de 6xido nitroso. - , (202?;) , .

Tem sido associada a degradacdo de compostos organicos (aromaticos Gao et al. (2024)
clorados)

Associada a utilizacdo de nitrato e produtos microbianos solUveis
produzidos por bactérias anammox, aumentando a capacidade de Silveira et al. (2021)
sobrevivéncia de bactérias anammox em ambientes organicos.

Tem sido associada a urease em solos “florestais Qin et al. (2023)

Tem sido associada a degradacgio de compostos organicos e a Liang et al. (2021), Liu et al., 2024
desnitrificagc&o parcial
Associada a degradacgéo de compostos organicos e de substancias
poliméricas extracelulares, além de desnitrificacao. Li et al. (2023), Huang et al. (2024)

Bactéria resistente a metais e redutora de Cr (VI).
Tem sido associada a desnitrificacéo. Forte correlagdo foi observada Chi et al. (2023), Zhang et al. (2021b), Li et al.
entre Ottowia, Terrimonas e IMCC2620, confirmando a associacdo destes (2024)
micro-organismos como a desnitrificacao

Associada a degradacgéo de compostos organicos (aromaticos clorados),

e a desnitrificacao. Gao et al. (2024), Spring et al. (2004)



https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.159440
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.122802Ottowia%20thiooxydans%20gen.%20nov.,%20sp.%20nov.,%20a%20novel%20facultatively%20anaerobic,%20N2O-producing%20bacterium%20isolated%20from%20activated%20sludge,%20and%20transfer%20of%20Aquaspirillum%20gracile%20to%20Hylemonella%20gracilis%20gen.%20nov.,%20comb.%20nov
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.122802Ottowia%20thiooxydans%20gen.%20nov.,%20sp.%20nov.,%20a%20novel%20facultatively%20anaerobic,%20N2O-producing%20bacterium%20isolated%20from%20activated%20sludge,%20and%20transfer%20of%20Aquaspirillum%20gracile%20to%20Hylemonella%20gracilis%20gen.%20nov.,%20comb.%20nov
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(Conclusao)

Género Potencial Funcéo Referéncias

Frequentemente relacionada ao processo de acidificacdo e producéo de
acidos graxos. Capaz de utilizar glicose, frutose, maltose, trealose e

Romboutsia . .
sorbitol como Unica fonte de carbono.

Jiang, Shi, Ng (2021); Wang et al. (2015)

Terrimonas Tem sido associada a desnitrificacéo. Huang et al. (2020)
Tem sido associada a oxidacdo enxofre Wang et al. (2022b), Syao et al. (2017)

Tumebacillus . : : o~ . A
Seu crescimento foi relacionado a adicdo de fertilizante orgénico no solo.
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A diversidade microbiana neste estudo aponta para uma efetiva atuacéo de bactérias
desnitrificantes heterotroficas, visto que estas ndo foram inibidas no enriquecimento e

favoreceram o consumo de DQO ao longo da Fases 1 e 2, assim como do nitrato.

Na presente pesquisa, apenas a amostra 5, respectiva a Fase 1 (primeira fase com
efluentes reais), detectou Candidatus Brocadia com abundancia relativa de 0,15%, e
nao esteve dentro os dez géneros mais abundantes, ocupando a posi¢cao 89, como
referenciado na Tabela 5.13.

Ap0s aplicagdo de altas cargas de fenol em RBS com atividade anammox, Pereira et
al. (2014) detectaram o género Ca. Brocadia, demonstrando que este grupo foi
resistente as condicOes operacionais adversas. Fernandes et al. (2018) e Pereira et
al. (2019) reportaram que Ca. Brocadia foi o género mais abundante, tratando
respectivamente, efluente domeéstico e digestato de residuos alimentares em RBS
com atividade anammox. Os reatores foram enriquecidos com lodos ativados, indculo

de mesma origem do presente estudo.

A auséncia de deteccdo do género anammox pela técnica de sequenciamento do
RNAr 16S nas demais amostras (2,3,4 e 6) ndo corroborou com as analises fisico-
guimicas realizadas nesta pesquisa, que obtiveram resultados satisfatorios de
remocao de nitrogénio amoniacal e nitrito no periodo de enriquecimento e nas Fases
1 e 2. Vale ressaltar que o qPCR realizado mostrou a presenca de anammox utilizando
o primer Amx 667 R (ACCAGAAGTTCCACTCTC), aumentando da amostra 2, etapa

de enriquecimento, para a amostra 6, final do experimento com efluente real.

Na deteccdo de atividade anammox (Amostra 4), foram quantificados 1,13x108 n°
copias/ g de lodo do gene 16S rNA. Na diluicdo de 1:10, gPCR quantificou 3,12x108
n° copias/ g de lodo do gene RNAr 16S de anammox e na razéo de diluicdo de 1:50
aumentou para 4,49x108 n° cépias/ g de lodo do gene 16S rNA de anammox (Figura
5.37).

Gao et al. (2023) avaliaram por meio de diferentes métodos de deteccdo e
sequenciamento a composi¢cdo da comunidade anammox em reservatorios de
petréleo: pirosequenciamento, sequenciamento lllumina e metagenoma. A analise

combinada de diferentes metodologias mostrou que as bactérias anammox existem
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em varios reservatorios de petroleo, mas a sua baixa abundancia relativa torna a sua
deteccdo dificil pelo sequenciamento metagendémico. Pirosequenciamento nao
detectou bactérias anammox em 22 reservatorios geograficamente separados
enquanto o sequenciamento lllumina detectou o género Anammoximicrobium, que
ndo é comumente relatado em reatores anammox com O mesmo indculo e

metodologia de enriquecimento empregados nesta pesquisa.

A analise da comunidade microbiana obtida a partir do SNG (MiSeq - lllumina) para
esta pesquisa pode ter apresentado limitacbes para identificacdo das bactérias
anammox presentes no RBS, em funcdo do primer usado (menos especifico que o
primer do gPCR). Por esta ser uma pesquisa pioneira, h4 poucos estudos
investigando o processo anammox associado a efluentes de industria de fertilizantes
nitrogenados e, portanto, a diversidade de bactérias anammox nesta matriz ainda &
desconhecida. Autores ja relataram desvantagens da amplificacéo do gene 16S RNAr
para analise da diversidade de bactérias anammox, uma vez que nenhum dos primers
disponiveis pode ser aplicado a todas as bactérias anammox atualmente relatadas.
Ademais, alguns primers resultam na amplificacdo do gene 16S RNAr de bactérias
nao anammox, como outras espécies de Planctomycetes (LI et al., 2010; YANG et al.,
2020).

Contudo, a técnica de sequenciamento massivo do amplicon 16S rRNAr, usando os
primers 515F (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e 0 806R
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT) para a regido V4 do RNAr, na plataforma MiSeq —
lllumina, se mostrou robusta para os estudos de Pereira et al. (2019), Fernandes
(2023) e Carvalho et al. (2021), utilizando o mesmo indculo desta pesquisa, com
deteccdo de atividade anammox nas fases testadas. Considerando o exposto e o
desempenho verificado do RBS durante as fases do presente estudo, pode ter
ocorrido alguma interferéncia no SNG que ndo permitiu detectar bactérias anammox.
Isto porque tanto bactérias anammox quanto outras bactérias do ciclo do nitrogénio
frequentemente relatadas em reatores com atividade anammox nédo foram

relacionadas nas amostras respectivas as etapas de enriqguecimento.
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6 CONCLUSOES

A aplicagdo das bactérias com atividade Anammox no tratamento de efluente da
industria de fertilizantes nitrogenados ndo tem sido o alvo dos principais estudos
relacionados ao uso desse processo. Assim, ainda sado desconhecidos todos o0s
compostos destes efluentes e 0s seus potenciais efeitos inibitérios sobre o processo
anammox. Dessa forma, apés caracterizagao fisico-quimica do efluente de fertilizante
nitrogenado, a diluicdo em efluente anaerébio doméstico de reator UASB demonstrou
ser uma boa estratégia para viabilizar a aplicacdo do processo anammox.

A patrtir dos resultados obtidos neste trabalho, constatou-se que as concentracdes de
1% (diluicdo 1:100) e 2% (diluicdo 1:50) foram bem-sucedidas para a remocao de
nitrogénio dos efluentes, alcancando eficiéncias médias de remocéao de 92% (Fase 2),
com cargas de nitrogénio total aplicadas de até 42,75 g.m3 d . Quando aplicado 6%
de efluente de fertilizante (diluicdo 1:16,7 e carga de N aplicada de 56, 90g.m3d 1), o
RBS com atividade anammox foi negativamente impactado e ndo sendo mais
observada remocao de nitrogénio amoniacal, indicando inibicdo das bactérias com

atividade anammox.

O RBS exibiu consistentemente remocao de nitrogénio amoniacal e nitrito simultaneos
ao consumo de DQO por 110 dias (diluicbes de 1 e 2%), apdés observacao de
desempenho estavel do enriquecimento, sendo subsidiado principalmente por
Proteobactérias e Actinobactérias. A concentracdo de bactérias anammox
permaneceu na ordem de grandeza de 108 n° de cépias/g de lodo durante as fases,
promovendo uma associacdo microbiana com as bactérias heterotréficas
desnitrificantes, que se mantiveram na ordem de 10° n° de coépias/g de lodo,

contribuindo para o desempenho observado.

O género Ca. Brocadia foi identificado somente na amostra 5 (Fase 1), com 0,15% de
abundancia relativa, pela técnica de sequenciamento massivo do amplicon 16S rRNA,
usando o0s primers 515F-B (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R-B
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT), para amplificacdo e sequenciamento da regido V4
do RNAr 16S de Archaea e Bacteria.
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Mesmo com desempenho satisfatério neste experimento, as diluicbes aplicadas nas
Fases 1 e 2 corresponderam a concentragdes muito baixas do efluente de fertilizante,
mostrando que a aplicagdo do processo anammox para o efluente in natura da
industria de fertilizante € inviavel. Em contrapartida, para que concentra¢cdes maiores
do efluente de fertilizante nitrogenado desta pesquisa sejam aplicaveis ao processo
anammox sem efeitos inibitérios, é necessario o uso de um pré-tratamento, visando a
degradacdo dos compostos recalcitrantes e de alta carga, além de uma analise

detalhada das caracteristicas do efluente.

Nesse cenario, os tratamentos fisico-quimicos e/ou avancados associados ao
biolégico (anammox) se apresentam como estratégias promissoras, a fim de alcancar
a estabilidade observada nas Fases 1 e 2 e para aumentar a escala do processo.

De modo geral, os resultados deste trabalho demonstraram, em um RBS em escala
de bancada, o potencial do processo anammox para o tratamento de efluente de
industria de fertilizante nitrogenado. A técnica pode se tornar, portanto, uma
alternativa aplicavel as industrias brasileiras produtoras de fertilizantes, que devem
atender aos padrdes de langamento de efluentes industriais em corpos d’agua, em

especial ao nitrogénio amoniacal, limitado a 20 mg/L, pela CONAMA n° 430/11.
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7 IMPLICACOES/PERSPECTIVAS FUTURAS/RECOMENDACOES

A aplicagéo do processo anammox aos efluentes da industria de fertilizantes testado
no presente estudo é uma abordagem inovadora a nivel nacional e internacional. As
caracteristicas de tais efluentes, bem como os efeitos em processos anammox séo
escassos perante o potencial de aplicacdo j& iniciado no ambito de pesquisa.
Considerando a relevancia da tematica e o0s resultados aqui apresentados,

recomenda-se investigacdes adicionais abarcando:

e Avaliar estratégias de diluicbes de fertilizante nitrogenado em efluente
anaerébio doméstico entre 2% e 6%, no desempenho do RBS anammox;

e Realizar caracterizacao do efluente de fertilizantes mais detalhada, incluindo a
analise de metais, compostos organicos biodegradaveis e recalcitrantes, uma
vez que estes (ndo avaliados nesta pesquisa) podem ter contribuido para a
inibicdo da atividade anammox na diluicido de 6%;

e Investigar a associacdo do processo anammox a processos oxidativos
avancados, a fim de se obter um efluente que atenda a padrdes mais restritivos
de lancamento de nitrogénio amoniacal, como em Minas Gerais-Brasil, que
estabelece um limite de 20 mg/L (Deliberacdo Normativa Conjunta CERH/MG
N° 8, de 21 de novembro de 2022);

e Avaliar o desempenho do processo anammox apos aplicacdo de um pré-
tratamento por oxidacao quimica;

e Investigar processos fisico-quimicos que podem ser empregados antes do
processo anammox, para tratamento de efluentes de fertilizantes nitrogenados,
visando a oxidacdo da matéria organica recalcitrante e demais agentes
inibidores do processo anammox;

e Investigar tecnologias de recuperacdo de amdnia que podem ser aplicadas
como pré-tratamento de efluentes de fertilizantes nitrogenados, permitindo um
melhor desempenho do processo biolégico (anammox), a ser empregado

consecutivamente.
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APENDICE A - Detalhamento das anélises fisico-quimicas

Anélise de solidos total (ST) e sélidos totais volateis (STV)

A andlise de ST e STV foi realizada duas vezes e em duplicatas: quando do
enriquecimento do reator, em abril de 2023, e posteriormente na fase Il, em abril de
2024. Cabe ressaltar que o numero de andlises foi determinado em fungdo da
guantidade de biomassa presente no reator, evitando-se maiores perdas desta no
sistema. Assim, para o resultado de cada analise, considerou-se a média entre as
duplicatas realizadas. Tais analises foram realizadas utilizando a metodologia 2540B
e E do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

Seguindo a metodologia, foi utilizado 20 ml de lodo (pesado em recipientes de
porcelana — “cadinho”) de peso conhecido e posteriormente submetido a banho maria,
a temperatura de 90°C, visando a evaporagcado da agua. Em seguida, os cadinhos
contendo a amostra do inéculo foi incubada por 1 (uma) hora da estufa, com
temperatura aproximada de 105°C para secagem. Dando sequéncia, os recipientes
esfriaram em dessecador e foram pesados novamente. Obteve-se a concentragido de

sélidos totais, conforme Equacgao seguinte:

1000
20

STg.l™' =(A+B)x

Em que:

A = peso (em g) da capsula somada ao do residuo seco, apos passar na estuda;

B = peso (em g) da capsula.

Para a identificacdo dos sdlidos volateis, dando continuidade a analise, apés a
pesagem dos recipientes, estes foram submetidos a mufla, a temperatura de 550° C,
durante 30 minutos, para alcancar a volatilizacdo da matéria organica dos sélidos.
Pesou-se novamente, ap6s esfriamento, sendo possivel a determinacdo de soélidos

fixos presentes no lodo, conforme Equacéo a seguir:
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1000

-1 _
STF g.1™" = (C+B)x —

Em que:

C = peso (em g) da capsula somada ao do residuo seco, apos passar na mufla;

B = peso (em g) da capsula.

A concentragdo de STV foi entdo obtida subtraindo-se os sdlidos totais fixos dos

sélidos totais, como segue na Equacao:

gST gSTF

-1 _
STV g.17" == l

Analise de nitrogénio amoniacal (N-NH;")

As analises de nitrogénio amoniacal basearam-se no método colorimétrico 4500-
NHzF, detalhado no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2012). O método consiste na formacdo de um composto de coloracdo azul
intensa (indofenol), proveniente da reacdo de amonio, hipoclorito e fenol. O
nitroprussiato de sédio age como catalisador da reacéo, permitindo que a reacéao seja
determinada por colorimetria em espectofotdmetro. Mede-se, portanto, a absorbancia
(medida no comprimento de onda de 640nm) que é proporcional a quantidade de

nitrogénio amoniacal presente na matriz analisada.

Analiticamente, o procedimento consistiu inicialmente na transferéncia de 5 ml de
amostra de efluente (de entrada ou saida do RBS) — ou de diluicdo da amostra — em
tubos tipo falcon de 15 ml e de 5 ml de agua Milli-Q® (para o branco). Posteriormente,
foram pipetados os reagentes: 200 pl de solugao de fenol 1% (p/v), 200 pl de uma
solugédo de nitroprussiato de sodio 0,5% (p/v), seguido de 500 ul de solugao oxidante;
composta por hipoclorito de sodio 4-6%; e de uma solucao alcalina, composta por
citrato de sddio e hidréxido de sodio. A solucdo oxidante é preparada na proporcao
4:1 dos reagentes informados. Os tubos falcon foram devidamente homogeinizados

em agitador tipo vortex e incubados a temperatura ambiente, na auséncia de luz por
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um periodo de 2 horas. ApoOs a incubacdo seguiu-se para a etapa de leitura das
absorbancias em espectofotdmetro PerkinElmer Lambda XLS.

As andlises foram feitas em triplicata para obtencédo do resultado, realizando-se a
média entre as repeticdes obtidas. Ademais, a concentracdo foi obtida por meio da
equacao de reta obtida na construgdo da curva de calibracdo, conforme Equacéo
abaixo.

Y=aX+Db

Em que:

Y = concentracdo de amoénia (mg/L);
X = absorbancias;

Andlise de nitrito (N-NOy)

As andlises de nitrito basearam-se no método colorimétrico 4500 NO2-B, conforme
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). O
método consiste na reacao de nitrito com acido sulfanilico, em condi¢des de baixo pH,
com a formacdo de um ion diazdnico, que se acopla com um composto a-Natftil,

formando um corante com a coloracao avermelhada.

Analiticamente, pipetou-se 5 ml de amostra de efluente (de entrada ou saida do RBS)
— ou de diluicdo da amostra — em tubos tipo falcon de 15 ml e de 5 ml de agua Milli-
Q® (para o branco). Foi adicionado 200 pl de um reagente de cor (acido fosforico 85%,
sulfanilamida e cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina) nos tubos e estes foram
devidamente homogeinizados posteriormente no vortex. Os cubos foram incubados
por 20 minutos a temperatura ambiente e em seguida foi feita a leitura da absorbancia
no espectofotdbmetro a 543nm. Registra-se que para ambas as analises, de ambnia e

nitrito, utilizou-se uma cubeta quadrada de quartzo, de caminho optico igual a 1 cm.

A concentracao de nitrogénio nitroso foi obtida por meio da Equacéo abaixo, sendo
realizadas analises em duplicata e o resultado foi obtido por meio das médias das

duplicatas.
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Y=aX+Db

Em que:

Y = concentracéo de nitrito (mg/l);
X = absorbancias;

Anélise de nitrato (N-NOg3)

A analise de nitrato foi realizada pelo método de absorcéo ultravioleta 4500 NO3-B
(espectrofotométrico), que se baseia na absorcdo de luz ultravioleta em um
comprimento de onda de 220 nm (APHA, 2012). A curva de calibracéo alcanca até 11
mg N-NOs/L. A metodologia é recomendada para aguas com baixo teor de matéria
organica, pois a matéria organica absorve ondas de 220nm e de 275 nm. Contudo, 0
ion nitrato n&o absorve esta Ultima, contornando-se a limitacdo do meétodo realizando
uma segunda medida em 275nm para que o valor de absorbancia referente a matéria

organica seja subtraido.

Analiticamente, pipetou-se 1 ml de acido cloridrico em cada amostra de 5 ml de
efluente (entrada ou saida do RBS) e posteriormente foi lida a absorbancia utilizando
0s comprimentos de onda de 220nm, de 275 nm. A concentracéo de nitrato foi obtida,
em duplicata, realizando a subtracdo duas vezes da absorbancia de 275nm da
absorbancia de 220nm. Por fim, preparou-se a curva de calibracdo para a leitura de

nitrato em mg/L.
Analise de Demanda Quimica de Oxigénio Total (DQO)

Conforme APHA (2012), a DQO foi realizada pelo método colorimétrico, refluxo
fechado (5520 D). As amostras foram oxidadas por dicromato de potassio, em meio
acido. Conforme metodologia, a quantidade de dicromato de potassio colocada em
contato com a amostra foi superior a quantidade necesséaria para a oxidacao,
assegurando a oxidacdo da matéria organica. Logo, o excesso deste reagente foi
medido ao final do processo de oxidacéo, permitindo a determinacdo da quantidade
consumida para degradacdo da matéria organica e, indiretamente, a quantidade de

oxigénio.
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Anélise de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A DBO foi realizada pelo método oximétrico (5210) da APHA (2012) e consistiu em
colocar as amostras em frascos vedados e completamente cheios, incubando-os sob
condicdes especificas e durante tempo especifico. O oxigénio dissolvido (OD) foi
medido inicialmente e apds a incubacdo. A DBO foi dada pela diferenca entre OD

inicial e final.

Analiticamente, foram preparadas 4 solu¢cbes (tampéao fosfato, sulfato de magnésio,
cloreto de célcio, cloreto férrico). Em seguida, preparou-se a agua de dilui¢do, na qual
foi separado um barrilete, com volume de agua deionizada em fun¢édo do nimero de
pontos. Para cada litro de agua deioinizada, adicionou-se 1 ml de cada solugéo e
posteriormente, deixou-se a agua com 0s nutrientes aerando durante uma hora. As
amostras foram colocadas em frascos de volumes conhecidos e iguais, separando-se
um frasco do OD imediato (lido em oximetro) e os outros foram tampados com papel
aluminio e incubados a 20 °C por um tempo de 5 dias. Foi realizado um branco com

a agua de diluicdo juntamente com a determinacao de DBO, com no maximo 0,2 mg/L.

Apos os dias de incubacao (de 5 a 8) a 20 °C, os frascos de OD foram retirados da
incubadora, colocados dentro do becker de 1L e sobre agitador magnético. Foram

destampados e apos agitacdo, foi realizada a leitura no oximetro.
Alcalinidade

As analises basearam-se no método 2510 B Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2012). A medida de alcalinidade foi realizada
volumetricamente por titulagdo com H2SO4, e € representada em termos de Carbonato
de Calcio (CaCO3). Foi utilizado o método potenciométrico, no qual colocou-se o acido
H>SO4 na bureta, com concentracdo (0,002N) e fator de corre¢do conhecidos. Em
seguida, pipetou-se um volume da solucao a ser titulada (efluente de entrada ou saida
do reator RBS)., transferindo-a para um béquer de 250 ml, colocando-0 sobre o
agitador magnético. O eletrodo de pH foi imergido na solucdo com o béquer e foi
medido o seu pH inicial. A titulacédo foi entdo iniciada, anotando o pH em funcdo do
volume de titulante (H2SO4) adicionado. Realizou-se a titulagcdo até o pH préximo de

3,5, tracando-se posteriormente a curva de pH x H2SOa.
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O célculo da Alcalinidade foi dado pela Equacéo a seguir:

A= Vx 50000 x N x Fc
v

Em que:

V = volume total de H2SO4 (ml);
N = normalidade do acido calculada;
Fc = fator de correcao da normalidade do acido

V = volume da amostra (ml)
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APENDICE B - Andlises estatisticas

Nitrogénio Amoniacal (mg/L)

Fases Afluente Efluente Eficiéncia (%)
Fase 1 168,59 b 37,75 b 80,68 a
Fase 2 201,82 b 29,80 b 85,50 a
Fase 3 360,52 a 351,26 a 13,59 b
CV (%) 28,10 62,67 25,23

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nédo se diferem pelo teste de Tukey
(p =0,05). CV = coeficiente de variagao.

Nitrito (mg/L)

Fases Eficiéncia (%)

Afluente Efluente
Fase 1 174,32 b 3,09b 98,06 a
Fase 2 225,70 a 0,80 b 99,41 a
Fase 3 227,05 a 239,55 a 3,80b
CV (%) 25,30 31,52 8,99

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nédo se diferem pelo teste de Tukey
(p =0,05). CV = coeficiente de variagao.

DQO (mg/L) a
Fases Afluente Efluente Eficiéncia (%)
Fase 1 135,04 c 37,17 b 73,40 a
Fase 2 370,54 b 43,08 b 86,15 a
Fase 3 531,58 a 393,66 a 36,05 b
CV (%) 28,41 115,54 34,13

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna néao se diferem pelo teste de Tukey
(p =0,05). CV = coeficiente de variacao.

Alcalinidade (mg/L)

Fases Afluente Efluente Eficiéncia (%)
Fase 1 483,92 b 456,02 b 9,27 a
Fase 2 654,53 b 633,07 b 2,97 a
Fase 3 2207,33 a 1862,43 a 17,02 a
CV (%) 64,10 58,2 158,01

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna néao se diferem pelo teste de Tukey
(p =0,05). CV = coeficiente de variagao.
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ANEXO A — Abundancia relativa dos géneros nas amostras do RBS
anammox
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Adb

AAP99
Acetobacteraceae
Acetobacterium
Achromobacter
Acidibacter
Acidimicrobiaceae
Acidiphilium
Acidipila
Acidobacteriaceae_(Subgroup_1)
Acidothermus
Acinetobacter
Actinoallomurus
Actinospica
ADurb.Bin063-1
AKYG587
AKYH767

Alicyclobacillus

Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizob {iin

alphal_cluster
Amycolatopsis
Anaerocolumna
Anaerolinea
Anaerolineaceae
Anaeromyxobacter
Anaerosinus
Anaerostipes
Anaerovoracaceae
Ancalomicrobium
Aquicella
Aquisphaera
Aureimonas
Azospirillum
Babeliaceae
Bacillaceae
Bacillus
Bacteroidetes_vadinHA17
Bauldia
Bdellovibrio
Beijerinckiaceae
Belnapia

Blrii41
Blastocatella
Blastocatellaceae
Blastococcus
Blautia

Bosea
Bradyrhizobium
Brevibacillus
Brevundimonas

Bryobacter

Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia

Burkholderiaceae
Caldilineaceae
Candidatus_Berkiella
Candidatus_Brocadia

Candidatus_Caldatribacterium

Cerasicoccus
Chitinophaga
Chitinophagaceae

Chlamydiaceae

Christensenellaceae_R-7_group

Chryseobacterium
Chthoniobacter
Chthonomonas
Cloacibacterium
Clostridium_sensu_stricto_1
Clostridium_sensu_stricto_12
Clostridium_sensu_stricto_18
Clostridium_sensu_stricto_3
Cohnella
Comamonadaceae
Comamonas
Conexibacter
Coxiella

Crossiella
Cupriavidus

cvEb
Dactylosporangium
Defluviimonas
Deinococcus
Denitratisoma
Desulforhabdus
Desulfosporosinus
Devosia
Diplorickettsiaceae
DMER64
Dokdonella

Dongia

Duganella

Dyella
Edaphobacter
Edaphobaculum
Ellin516

Ellin6067
Enterobacteriaceae
Enterococcus
Entotheonellaceae
env.OPS_17
Erysipelatoclostridium
Eubacteriaceae
FCPS473
Ferruginibacter
Fictibacillus
Filimonas
Fimbriiglobus
Fimbriimonadaceae
Flavisolibacter
Flavobacteriaceae
Flavobacterium
Fonticella
G12-WMSP1

Gaiella

Gallicola

Holosporaceae
HSB_OF53-F07
Hungateiclostridiaceae
Hungateiclostridium
Hydrogenedensaceae
Hyphomicrobiaceae
Hyphomicrobium
Ilumatobacteraceae
IMCC26207
Intestinibacter
Intrasporangiaceae
Intrasporangium
Isosphaera
Isosphaeraceae
Janibacter
Jatrophihabitans
JG30-KF-AS9
JG30-KF-CM45
JGI_0001001-HO3
Kaistia

KD3-10

KF-JG30-B3
Kitasatospora
Kribbella
Ktedonobacter
Ktedonobacteraceae
Kutzneria

Labrys
Lachnospiraceae
Lacihabitans
Lactobacillus
Lacunisphaera
Larkinella

Lautropia
Legionella

Leifsonia

Leptolinea
Leucobacter
Limnobacter
Longilinea
Luedemannella
Magnetospirillaceae
Marmoricola
Massilia

Mesorhizobium

Methylobacterium-Methylorubrum

Methyloligellaceae
Micrococcaceae
Micromonosporaceae
Micropepsaceae
Microscillaceae
Microvirga

mie1-7

MND1

Moraxellaceae
Mucilaginibacter

Mycobacterium

Obscuribacteraceae

Occallatibacter

oLBg

OM27_clade I

Opitutaceae

Oryzihumus

Oscillospiraceae
Ottowia
Oxalobacteraceae

Paenarthrobacter

Paenibacillaceae

Paenibacillus

HEEN

Pajaroellobacter
Paludisphaera

Pandoraea

Parachlamydiaceae
Paracoccus
Parafilimonas
Pedomicrobium
Pedosphaeraceae
Phenylobacterium

PHOS-HE36

Pird_lineage
Pirellula

Pirellulaceae
Planctopirus

Planococcaceae

Pleomorphomonas

Polyangiaceae

Prolixibacteraceae
Prosthecobacter
Prosthecomicrobium
Pseudarthrobacter
Pseudoflavitalea ||
Pseudolabrys
Pseudomonadaceae
Pseudonocardia | |
Pseudonocardiaceae

Pseudoxanthomonas

Puia

Ralstonia

[

Ramlibacter

RB41

Reyranella

Reyranellaceae

Rhizobiaceae
Rhizobiales_Incertae_Sedis
Rhodanobacter
Rhodanobacteraceae
Rhodobacter
Rhodobacteraceae

Rhodoblastus

Rhodocyclaceae
Rhodomicrobium
Rhodoplanes
Rhodospirillaceae

Romboutsia | |

Sandaracinaceae
Sandaracinobacter
Saprospiraceae
Sarcina

SC-1-84
Sedimentibacter
SH-PL14
Simkaniaceae
Singulisphaera
Sinomonas

SM1A02

Smithella
Solirubrobacter
Solirubrobacteraceae
Sphaerisporangium
Sphingobacteriaceae
Sphingobacterium
Sphingomonadaceae
Sphingomonas
Sporomusa

ST-12K33
Stenotrophomonas
Steroidobacter
Streptococcus
Streptomyces
Streptomycetaceae
Streptosporangiaceae
Subdoligranulum
Subgroup_10
Sutterellaceae
SWB02
Symbiobacteraceae
Synergistaceae
Syntrophobacteraceae
Syntrophus
Taibaiella

Q1

Terrabacter
Terracidiphilus
Terrimicrobium
Terrimonas
Terrisporobacter
Tetrasphaera
Thermomonas
Thermovirga
Thiobacillus

TM7a

Truepera
Tumebacillus
Turicibacter
UBA12409

UCG-010
Vampirovibrionaceae
Vermiphilaceae
Vicinamibacteraceae
Vulgatibacter

WD2101_soil_group




