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RESUMO

O processo de nitrificagdo parcial/anammox (NP/A) ¢ promissor para alcangar a
sustentabilidade em estagdes de tratamento de esgotos (ETEs). No entanto, sua aplicagdo para
diferentes efluentes e cargas aplicadas, os impactos da configuracdo de reator, de diferentes
estratégias de aeracdo e da temperatura ndo estdo totalmente compreendidos. Além disso, a
partida de novos sistemas anammox na auséncia de indculos com atividade anammox tém sido
um desafio para a implementacao de novos sistemas. Assim, este trabalho teve como objetivos:
1) avaliar diferentes estratégias (de aeracdo e temperatura) para desenvolvimento do processo
de NP/A para remogao de nitrogénio efluentes anaerdbios domésticos; 2) avaliar a dindmica de
oxido nitroso (N20) e metano (CHs) em diferentes condi¢des de aeragdo e carga afluente para
NP/A; 3) verificar a viabilidade de partida de sistema anammox aplicando efluente anaerébio
doméstico e aeracdo para NP/A, utilizando lodos ativados como indculo e 4) investigar os
efeitos da aplicagdo de efluentes de baixa e alta carga na NP/A N>O e CH4 e na comunidade
microbiana. Para isto, reatores em bateladas sequenciais e de leito fixo em espuma com fluxo
continuo foram utilizados. Os principais resultados referentes ao objetivo 1 mostram que a
diminui¢do da temperatura de 35°C para temperatura ambiente (20 a 29°C) nado limitou o
processo anammox (remogoes de NT 71 e 75%, respectivamente) e que a melhor estratégia de
aeracdo intermitente consistiu em 7 min on/14 min off, resultando em eficiéncia mediana de
NT de 59%, e efluente com concentragdo mediana de NT de 15 mg/L. Quanto ao objetivo 2,
foi verificado que o tempo de aeracao para NP/A (1 a 7 min) favoreceu a redugdo das taxas de
emissao de N2O. O grupo microbiano com maior diversidade foram as bactérias desnitrificantes
heterotroficas. Os resultados do objetivo 3 mostram eficiéncia de remoc¢do de NT de 63 e 45%
nos reatores alimentados (desde a partida) com meio de cultura autotrdfico e efluente anaerobio
doméstico sob aeracdo, respectivamente. A remog¢ao de nitrogénio em ambos os reatores foi
maior apos 60-70 dias da partida. Foi verificado nos resultados do objetivo 4 que o aumento de
carga ocasionado pela alimentagdo com efluente anaerobio doméstico e lodo anaerdbio (3:1)
ocasionou remogao de NT de 43% e emissdo de NoO e CHy por carga aplicada de NT e DQO
de 0,021 e 1,022 %, respectivamente. Este estudo contribui na elucidacao questdes relacionadas
as estratégias operacionais de reatores anammox e para sua difusdo no Brasil e regides de clima

tropical em geral.

PALAVRAS-CHAVE: aeragdo intermitente; comunidade microbiana; efluente anaerobio

doméstico; nitrificagdo parcial/anammox; 6xido nitroso.



ABSTRACT

The partial nitrification/anammox (PN/A) process is promising for achieving sustainability in
wastewater treatment plants (WWTPs). However, its application for different wastewaters and
applied loads, the impacts of reactor configuration, different aeration strategies and temperature
are not fully understood. Furthermore, the startup of new anammox reactors in the absence of
inoculum with anammox activity has been a challenge for implementing new anammox
systems. Therefore, this work had the following objectives:1) to evaluate different strategies
(aeration and temperature) for developing the PN/A process for removing nitrogen from
anaerobically pretreated sewage; 2) to evaluate the dynamics of nitrous oxide (N>O) and
methane (CHa) under different aeration conditions and influent load for PN/A; 3) to verify the
feasibility of starting anammox system by applying both anaerobically pretreated sewage and
aeration to PN/A, using activated sludge as inoculum and 4) to investigate the effects of
applying low and high load effluents on PN/A, N>O emission and CH4 and in the microbial
community. For this, sequential batch and fixed-bed foam with continuous flow reactors were
used. The main results regarding objective 1 show that the decrease in temperature from 35°C
to room temperature (20 to 29°C) did not limit the anammox process (TN removals 71 and
75%, respectively) and that the best aeration strategy intermittent consisted of 7 min on/14 min
off, resulting in a median NT efficiency of 59%, and effluent with a median TN concentration
of 15 mg/L. Regarding objective 2, it was verified that the aeration time for NP/A (1 to 7 min)
favored the reduction of N>O emission rates. The most diverse group of microorganisms were
heterotrophic denitrifying bacteria. The results of objective 3 show TN removal efficiency of
63 and 45% in reactors fed (from start-up) with autotrophic culture medium and anaerobically
pretreated sewage under aeration, respectively. Nitrogen removal in both reactors increased
after 60-70 days of start of operation. It was verified in the results of objective 4 that the increase
in load caused by feeding with domestic anaerobic effluent and anaerobic sludge (3:1) caused
TN removal of 43% and emission of N>O and CHj4 per applied load of NT and COD of 0.021
and 1.022%, respectively. Finally, this study helps to elucidate issues related to operational
strategies in anammox reactors and contribute to the dissemination of this technology in Brazil

and warm climate regions in general.

KEYWORDS: anaeobically pretreated sewage; intermittent aeration; microbial community;

nitrous oxide; partial nitritation/anammox.
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1 INTRODUCAO

Dentre as problematicas ambientais alarmantes, destaca-se a disseminagdo indevida de
nitrogénio nas diversas matrizes ambientais devido a assimilagdo excessiva deste nutriente,
principalmente apds o advento do processo Haber-Bosh para a producdo de fertilizantes
(ROCKSTROM et al., 2009; STEIN; KLOTZ, 2016). Na América Latina, um dos principais
desafios ambientais consiste no langamento de efluentes sem o devido tratamento ¢ contendo
nutrientes como o nitrogénio, o que potencializa danos aos corpos hidricos e,
consequentemente, a dgua para consumo humano, agricultura e atividades aquaticas como

pesca e lazer (FURLEY et al., 2018).

Este cenario reforca a necessidade de gerenciamento correto do nitrogénio, com destaque as
aguas residuarias, por serem uma fonte expressiva de langamento indevido deste composto em
matrizes ambientais. Além da importancia das iniciativas de recuperagdo de nitrogénio, o atual
cenario de excesso de nitrogénio fixado demanda também processos de remocao de compostos
de nitrogénio fixados a nitrogénio gasoso (N2). Dentre os processos de remocao de nitrogénio,
as vias bioldgicas tém maior aplicagdo e interesse pela viabilidade econdmica em comparagao

a processos fisico-quimicos.

O processo cléssico, usualmente utilizado para remogdo bioldgica de nitrogénio, com
nitrificagdo total seguida de desnitrificacdo heterotrofica € associado a alta demandas de
oxigénio e depende da disponibilidade de matéria organica suficiente para garantir a
desnitrificacdo (PIJUAN et al., 2020). No entanto, as estagoes de tratamento de esgotos (ETEs)
estdo sob constante demanda para se tornarem mais sustentaveis, a0 mesmo tempo em que
precisam garantir a qualidade do efluente final (HAUSHERR et al., 2021). Nesse sentido, a
selecdo de tecnologias para remocdo de nutrientes requer sustentabilidade econdmica e

desempenho adequado, de forma a garantir a seguranca hidrica dos corpos receptores.

Nesse sentido, a aplicabilidade do processo anammox tem sido amplamente investigada, pois
os processos combinados de nitrificagdo parcial e anammox (NP/A) sdo capazes de promover
economias e outras vantagens significativas na remog¢ao de nitrogénio de adguas residudrias.
Uma vez que a NP/A ¢ um sistema completamente autétrofo, reduz os custos de aeragao,
demanda de carbono e geracdo de lodo em até 60, 100 e 100%, respectivamente (LACKNER

et al., 2014). Além disso, a contribui¢do do processo de nitrificagdo parcial e anammox (NP/A)
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para alcancar autarquia energética em ETEs, quando implementado na fase liquida ¢ inegavel

(PEDROUSO et al., 2021).

A NP/A depende da atividade conjunta de bactérias aerdbias oxidadoras de amonio (BOA) e de
bactérias anaerobias oxidadoras de amonio (anammox), que converte 0 amoénio em nitrogénio
gasoso (SEUNTIJENS et al., 2020). No entanto, a taxa de crescimento de anammox ¢ menor em
comparagdo a outros microrganismos envolvidos no ciclo do nitrogénio e interferentes na
remogao deste composto de dguas residudrias devido a competigdo por substratos (LACKNER
et al. 2008; LOTTI et al., 2014). Por esta razdo, apesar das vantagens do processo de NP/A, a

aplicacdo ¢ desafiadora e requer reducdo dos fatores intervenientes neste processo.

Por este motivo, algumas estratégias operacionais tém sido investigadas e aplicadas com o
intuito de garantir a remogado de nitrogénio via NP/A, através da alta atividade de bactérias
anammox e controle de atividade dos demais microrganismos. Estas condi¢des operacionais
dependem do tipo de sistema de NP/A, como carga de nitrogénio e outras caracteristicas do
afluente, como teor de matéria organica e outros compostos; configuragdo do reator de NP/A,
temperatura no reator e demais variaveis de controle (LACKNER etal., 2014; CAO et al., 2017,
GANTI et al., 2020; WANG et al., 2022).

O tratamento anaerdbio de aguas residuarias domésticas ¢ uma das principais tecnologias
aplicadas no Brasil e outros paises com clima tropical e subtropical, com notérias vantagens
devido ao potencial de recuperacdo energética (CHERNICHARO et al., 2018). Segundo os
autores, a maioria das ETEs no Brasil ainda ndo conta com unidades para remogao de nitrogénio
e as poucas existentes baseiam-se no sistema classico de nitrificagdo total e desnitrificacao
heterotrofica, que frequentemente ¢ intensivamente energético. Além disso, este sistema
classico requer altas demandas de alcalinidade para a nitrificacdo total e de matéria organica
como fonte de carbono para a desnitrificagdo heterotrofica. Estes compostos podem estar
indisponiveis nos efluentes pos remogdo prévia de matéria organica para garantir a remogao

adequada de nitrogénio.

Por esse motivo, investigacdes da aplicabilidade da NP/A em efluentes provenientes de
tratamento anaerdobio (denominados como efluentes anaerdbios) sdo importantes para aprimorar
a qualidade do tratamento de dguas residudrias no Brasil, através de solucdes sustentaveis e

altamente eficientes de remocao de nitrogénio. Para isso, fatores como estratégias de aeragao,
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aplicabilidade em temperatura ambiente e a recuperacao dos sistemas devem ser incluidos nas

pesquisas de NP/A.

A demanda por sistemas de ETEs cada vez mais sustentaveis requer, além de adequada
qualidade final do efluente, atencdo a possiveis langamentos de gases de efeito estufa (GEE).
Nesse sentido, ETEs podem representar significativas emissdes de GEEs, como o metano
(CHa), subproduto da remocao anaerdbia de matéria organica e 6xido nitroso (N20O). Nesse
sentido, o processo anammox também apresenta vantagens, pois tem o potencial de reducdo das

emissoes de CH4 e N2O (GANI et al., 2020; PIJUAN et al., 2020).

Outro desafio a respeito da aplicagdo do processo de NP/A ¢ a implementagdo em localidades
sem indculo anammox com alta atividade, além da frequente aclimatacdo da biomassa com
meio de cultura autotrofico. Estes dois pontos dificultam a instalacdo de novos reatores
anammox, em escala plena, principalmente, devido a complexidade operacional e de obtengao
de in6culo. Portanto, investigagdes sobre o aprimoramento de partidas de reatores com indculo

alternativo — como lodos ativados -, que sdo comumente encontrados, devem ser exploradas.

Ha também dificuldade de implementar a NP/A em efluentes domésticos pelas menores cargas
de nitrogénio. No caso de efluentes anaerobios, hd um segundo grande desafio, que € a presenga
em maiores teores (em comparacgao com efluente proveniente de tratamento aerdbio) de matéria
organica, composto conhecido como interveniente e dificultador da NP/A. Assim, o co-
tratamento de efluentes com maiores e menores concentragdes de nitrogénio tem o potencial de
equalizar choques de carga e também aumentar a concentracao de nitrogénio e assim favorecer
o processo de NP/A. Nesse sentido, o co-tratamento surge como contribui¢do para tratar

diversos tipos de efluentes em ETEs.

O processo e as bactérias anammox tém sido estudados ao longo de quinze anos no Programa
de Pos-Graduacao em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da Universidade
Federal de Minas Gerais (SMARH/UFMG). As primeiras pesquisas foram voltadas para a
investigagdo do cultivo e enriquecimento de biomassa anammox, utilizando meio de cultura
sintético e inoculo alternativo proveniente de outros sistemas de tratamento de dguas residudrias
(CAMPOS, 2011; COSTA, 2013; LARA, 2009). Apos, avancos foram feitos em termos de
avaliacdo de compostos toxicos na inibicdo de bactérias anammox, como fenol e matéria
organica sintética (LEAL, 2015; PEREIRA, 2013). A aplicacdo de efluentes reais (efluente

anaerobio doméstico e digestato de residuos alimentares, porém sem aeracdo para NP/A e
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utilizando suplementacdo de NO> foram realizadas posteriormente (FERNANDES., 2017,
PEREIRA, 2018). Os efeitos de diferentes temperaturas controladas, na aplicacao de efluentes
reais com suplementacao de NO,” também foram avaliados (FERNANDES, 2017). A NP/A foi
investigada para remocao de nitrogénio de digestato de residuos alimentares em sistema sob
temperatura controlada e temperatura ambiente, com altas eficiéncias de remocao
(CARVALHO, 2019), no entanto, a experiéncia tentando adotar as mesmas condi¢des para
efluente anaerdbio doméstico ndao alcangcou a NP/A, havendo instabilidade no sistema ¢

acumulo de nitrogénio (FERNANDES, 2019).

Este trabalho justifica-se pela necessidade de aperfeigoar tecnologias sustentaveis de remocao
de nitrogénio de efluentes, devido ao frequente langamento deste composto em corpos d’agua.
Devido as vantagens econOmicas e ambientais do processo conjugado de NP/A, muitas
pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de elucidar, otimizar e ampliar a aplicabilidade do

processo, desde o descobrimento das bactérias e do processo anammox, na década de 1990.

No entanto, estas pesquisas tém se concentrado na Europa e na China, sendo menos frequentes
no Brasil. Uma vez que ETEs brasileiras tipicamente utilizam tecnologias de tratamento
anaerdbio (reatores UASB), o processo de NP/A tem potencial de ser aplicado com sucesso
como pos tratamento destes efluentes No entanto, pouco se sabe sobre quais seriam os impactos
da propria composi¢do destes efluentes - matéria organica, gases dissolvidos, niveis de
nitrogénio, alcalinidade, dentre outros - no processo, qual a configuracdo de reator mais
adequada (reator de mistura completa com granulos sob bateladas sequenciais, reator de leito
fixo e fluxo continuo, entre outros), estratégias de aeragdo, inoculacdo e crescimento de
bactérias anammox, especificidades operacionais sob efluentes anaerdbios com diferentes

concentragdes de nitrogénio, desempenho e lancamento de emissdes gasosas.

Além disso, a temperatura tropical/subtropical brasileira ¢ vantajosa para a aplicacdo de
processos baseados em vias anaerdbias - como processo anammox - sem necessidade de
adaptacdo de inoculo ou aquecimento de reatores, como frequentemente ocorre com sistemas
de digestdo anaerdbia de lodos ativados em paises de clima temperado (LACKNER et al.,
2014). Porém, ha muitas lacunas a serem preenchidas no ambito do processo de NP/A em
condigdes brasileiras, mesmo que haja potencial vantagem em virtude da temperatura
moderada, ainda ha questdes ndo elucidadas como aplicabilidade aos efluentes reais brasileiros,
em especial, provenientes de sistemas anaerdbios e sistemas com baixas concentracdes de

nitrogénio em geral (efluentes domésticos).
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Adicionalmente, ndo ha consenso na literatura mundial sobre estratégias de aeragdo e
configuragdes de reatores e suas adaptacdes para diferentes tipos de efluentes, contendo maiores
e menores concentragdes de nitrogénio, matéria organica, entre outros compostos. Compostos
estes que, principalmente a matéria organica, t€m se mostrado como inibidores do processo
anammox. Ha dificuldade em estabelecer a NP/A em efluentes domésticos, onde ha menores

concentragdes de nitrogénio em comparacdo a centrados e lixiviados, por exemplo.

Dessa forma, o presente trabalho visa contribuir para o avanco de pesquisas no SMARH e no
Brasil sobre a aplicabilidade do processo anammox em temperaturas ambientes no brasileiro
(no caso desta pesquisa, no Sudeste brasileiro), para a remog¢ao de nitrogénio de efluentes reais,
verificando a viabilidade deste processo como pos-tratamento de reator UASB, uma vez que ¢

uma das tecnologias mais empregadas em ETEs no pais.

As diversas condi¢des operacionais, como caracteristicas dos efluentes, estratégias de aeragao,
vazdo de ar e tempo de detencdo hidraulica (TDH) -, pretendem verificar o desempenho do
sistema diante de mudangas e, principalmente, as melhores estratégias para manter adequada
remocdo de nitrogénio. Por fim, este trabalho busca ndo somente tdpicos inéditos a serem
abordados, mas principalmente uma real contribuigdo para o avango cientifico na area de
saneamento, com aperfeicoamento de processos anaerobios que até entdo tém sido utilizados
para remocdo de matéria organica, mas com alto potencial de também remover nitrogénio.
Especialmente no Brasil, onde hd um consideravel déficit nos &mbitos da tratabilidade de 4guas
residudrias e da sustentabilidade, as contribui¢cdes no ambito das tecnologias de tratamento de
aguas residudrias poderdo refletir diretamente na qualidade de vida da populacdo e qualidade

ambiental.
2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impactos antropicos no ciclo do nitrogénio

As interferéncias no ciclo do nitrogénio (N) causadas por atividades antropicas e suas
consequéncias sdo historicamente reportadas na literatura cientifica. Com grande destaque,
encontra-se o excessivo lancamento de N em ambientes aquaticos, bem como lancamentos de
compostos nitrogenados poluentes na atmosfera e solo. Os efeitos notérios destes impactos
incluem eutrofizagdo, aumento da produgao de gases de efeito estufa, riscos a saide humana,
dentre outros impactos. (ROCKSTROM et al., 2009) observaram as interferéncias e mudancas

no ciclo do nitrogénio, juntamente com as mudancas climdticas e a taxa de perda da
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biodiversidade, sdo processos que ja excederam seus limites e comprometem significativamente

os principais componentes de funcionamento do ambiente terrestre.

Apesar de sua relevancia para a maioria dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), a polui¢do por nitrogénio ainda carece de ampla
visibilidade e governanca global coordenada (Sutton et al., 2021). Segundo os autores, apesar
do surgimento de agéncias mundiais e convengdes para tratar sobre questdes relacionadas ao
N, os residuos de N continuam aumentando no meio ambiente, triplicando sua magnitude nas

ultimas quatro décadas.

Naturalmente, a fixacdo de nitrogénio no ambiente terrestre ¢ realizada através de processos
biologicos, bem como a conversdo do nitrogénio fixado em gas dinitrogénio (N2) através do
processo de desnitrificagdo. Contudo, na década de 1990 ja era reportado que atividades
antropicas mais do que duplicaram a taxa global de fixacdo de nitrogénio, de 130 teragramas
(Tg)/ano no periodo pré-industrial para 280 Tg/ano (Kinzig & Socolow, 1994). Segundo os
autores, a taxa de fixacdo de nitrogénio para fins de fertilizagdo era de aproximadamente 90
Tg/ano. Mundialmente, a destinagdo de nitrogénio para cultivo agricola, incluindo fertilizantes
sintéticos e organicos, fixacao biologica e deposi¢do atmosférica quadruplicou desde a década

de 1960 (em média, 40 Tg/ano) até¢ 2010 (em média, 161 Tg/ano) (Zhang et al., 2021).

O processo industrial de fixacdo de N2 € essencial para a producdo de alimentos, mas atualmente
apresenta altos prejuizo ambiental e a saude publica (Erisman et al., 2013; Zhang et al., 2021;
Sutton et al., 2021). Apesar do aumento do uso para cultivos, o excesso de fertilizagao
utilizando N pode ter efeito inverso ao desejado crescimento acelerado das diversas culturas,
através da inibi¢do do crescimento do plantio, redugdo da fertilidade do solo por acidificagao,
aumento de espécies invasoras, € no ambiente aquatico com mortandade de peixes e outras
espécies alimenticias, por intoxicacao causada por excesso de algas toxicas (Townsend et al.,

2003).

Uma vez que o aumento populacional foi significativo desde a década de 1990 até os dias atuais,
as fontes de langamento de nitrogénio intensificaram este processo, por meio do consequente
aumento da producao de diversos tipos de dguas residuarias (domésticos e industriais), queima
de combustiveis fosseis e da fertilizagdo agricola em decorréncia da demanda por alimento

(Townsend et al., 2003; Erisman et al., 2013). Desse modo, Mahmud et al. (2021) elencou uma
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série de estratégias de plantio agricola sustentavel, com foco na mitigacdo da poluicdo global

causada por N, com menor aplica¢ao de N sem reducao de desempenho.

No Brasil, a fixacdo de nitrogénio devido a atividades antropicas duplicou de 1995 a 2002,
principalmente devido a excessiva fixa¢do bioldgica de nitrogénio em sistemas agricolas
(Filoso et al., 2006). Segundo os autores, no ano de 2002, a produg¢do de soja, que ocupa area
de mais de 20 milhdes de hectares, foi responsavel por um terco da fixacdo de nitrogénio
causada por atividades antropicas mundialmente. Além disso, as areas de pastagem, que
correspondem a 70% das areas agricolas do pais, também tém influéncia significativa na fixagao
excessiva de nitrogénio (Filoso et al., 2006). De acordo com Zhang et al. (2021), juntamente
com a China, India e Estados Unidos, o Brasil foi responsavel por 56 a 66% das entradas e

saidas de nitrogénio a nivel mundial.

As altas concentracoes de N no ar, d4gua e solo gera impactos ndo somente nos compartimentos
ambientais, mas também na satide humana (Kinzig & Socolow, 1994; Townsed et al.,2003;
Erisman et al., 2013). A medida que atividades agricolas e industriais se intensificam, as perdas
de N no meio ambiente tém efeitos diretos e indiretos na saide humana Townsend et al. (2003).
Os autores observaram correlagcdes entre compostos de nitrogénio em excesso em corpos
hidricos e na atmosfera com doengas respiratorias, doengas cardiacas e diversos tipos de cancer,
além do aumento de alergias a polen e distirbios na dindmica de diversos vetores de doenca,
incluindo o virus do Nilo Ocidental, malaria e cdlera. Os beneficios da aplicacdo de altos teores
de N para producao global de alimentos ¢ evidente, no entanto, o gerenciamento do nitrogénio,

evitando concentragdes excessivas em matrizes ambientais € uma questao de saude publica.

De acordo com Townsed et al. (2003), mesmo com a recomendacdo da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) para concentragdo de maxima de nitrato (NO3") de 10 mg/L em 4gua de
abastecimento humano, visando a seguranca dos consumidores, este composto tem estado
acima deste limite em muitos paises, pelo uso excessivo de fertilizantes. Segundo os autores,
os riscos a saude associados a ingestao de altos teores de NOs3™ incluem problemas reprodutivos,

metahemoglobinemia e cancer.

A aplicagdo de fertilizantes no solo produz 6xido nitroso (N20), aumentando a concentragdo e
o langamento deste gas de efeito estufa (Kinzig & Socolow, 1994; Mahmud et al., 2021). Além
disso, a disposicao excessiva de nitrogénio em matrizes ambientais aumenta a concentracao de

ozoOnio e de material particulado na atmosfera — o que implica em riscos a populagao — e diminui
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a concentracdo de ozdnio na estratosfera, contribuindo para a intensificacdo do aquecimento
global (Erisman et al., 2013). Uma vez que ecossistemas terrestes naturalmente t€ém limitada
disponibilidade de nitrogénio, o aumento deste composto favorece a produtividade primadria,
causando diferenga e alteracdes na composi¢do de comunidades ecossistémicas e reducao de

biodiversidade (Kinzig & Socolow, 1994; Erisman et al., 2013).

2.2 Nitrogénio em aguas residudrias

A sustentabilidade estd sempre na lista de prioridades de formuladores de legislacdes e
pesquisadores quanto ao tratamento de aguas residudrias, visando reduzir impactos quanto a
mudangas climaticas e menor consumo de recursos (Gani et al., 2020). Considerando o histérico
cendrio de fixacdo excessiva de N e seus impactos, esfor¢os para desenvolver a aprimorar
tecnologias de remocao de nitrogénio estdo sendo executados através de diversas pesquisas.
Nesse sentido, o foco tem se mantido em aguas residuarias, visando aperfeigoar o tratamento e

evitar lancamento de N em corpos hidricos.

Por outro lado, diversos estudos tém sido desenvolvidos objetivando a recuperacdo de N de
aguas residuarias. Beckinghausen et al. (2020) reporta que através do reaproveitamento de N
de aguas residudrias, ha significativa redu¢do tanto de custos quanto de impactos ambientais no
uso de N reaproveitado para producao de fertilizantes. No entanto, devido aos grandes impactos
da fixag¢do excessiva de N somada a tendéncia de cultivos agricolas cada vez mais sustentaveis
com reducdo da demanda de N sem prejuizo no desempenho do processo, ¢ igualmente

necessario desenvolver técnicas sustentaveis para remocao de N.

Visando identificar questdes prioritarias para alcancar o desenvolvimento sustentavel na
América Latina, Furley et al. (2018) observaram desafios intensos relacionados a geragdo de
efluentes e residuos solidos. Os autores ressaltam que o langcamento de efluentes contendo
nitrogénio potencializa o surgimento de floragdes algais, comprometendo a qualidade ambiental
e saude publica. No Brasil, visando reduzir os impactos decorrentes da gestao inadequada de
residuos e efluentes e proteger corpos hidricos, foram estabelecidas diretrizes normativas
prescritas na Politica Nacional de Residuos Soélidos (MMA, 2010) e em Resolugdes do
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) n° 357 e 430 (CONAMA, 2005;
CONAMA, 2011) No entanto, apos mais de uma década destes marcos legais, o cendrio ainda

¢ desafiador.
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De acordo com o Diagnéstico dos Servigos de Agua e Esgoto do ano de 2019 (SISTEMA
NACIONAL DE INFORMACOES SOBRE SANEAMENTO - SNIS, 2020), apenas 49,1% dos
esgotos gerados no Brasil sdo tratados, com as regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul
apresentando os maiores indices, que ainda ndo sdo ideais (57, 56 e 47%, respectivamente. No
entanto, Chernicharo et al. (2018) constataram que na maioria das estacdes de tratamento de
esgoto (ETEs) localizadas nestas Regides prevalecem sistemas com utilizagcao de lodos ativados
e também de reatores de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB, do inglés, upflow anaerobic
sludge blanket), estes ultimos que funcionam na maioria das ETES como primeiro estagio de
tratamento, j& que, por ser um processo anaerobio, tem economias significativas de custo de
operacdo, além da possibilidade de aproveitamento energético. Tecnologias anaerobias de
tratamento de aguas residudrias tem se tornado mais populares recentemente por sua ampla
gama de aplicacdes, alta taxa carregamento volumétrico, baixa produgdo de lodo, baixo

consumo de energia e capacidade de recuperacao energética (Wang et al., 2020).

Apesar das significativas vantagens da aplicacdo de reatores UASB para o tratamento de
esgotos, sdo necessarios tratamentos complementares para adequada disposi¢do do efluente
final, visando a remo¢ao de compostos organicos € inorganicos, matéria organica, nutrientes e
patogenos (Khan et al., 2011). Visando alcangar processos de tratamento sustentaveis do ponto
de vista ambiental e econdmico, diversos métodos para tratamento de efluentes anaerobios tém
sido investigados e aperfei¢oados, o que contribui ndo sé para a melhoria do processo de
tratamento e mitigacdo de impactos, como também para a ampliacdo e democratizacdo do

acesso ao saneamento em paises com déficit neste setor, como o Brasil.

Apesar das deficiéncias e desafios, o setor de tratamento de esgotos no Brasil em 2019
apresentou expressivos gastos. Considerando apenas custos relacionados a energia elétrica,
foram utilizados 760 milhdes de reais (sistema nacional de informagdes sobre saneamento -
SNIS, 2020). Dessa forma, a implementacdo de tecnologias com aproveitamento energético
para geracdo de energia em ETEs através da digestdo anaerdbia e de outros processos robustos
e de baixo custo representam tendéncias promissoras para melhorar os indices e a qualidade do
tratamento de esgotos. Além disso, o desafio para processos de gerenciamento de N em
efluentes, como digestatos e efluentes domésticos previamente tratados, também requer

sustentabilidade econdmica para viabilizar sua maior aplicacao.
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2.3 Sistemas para remog¢ao de nitrogénio de dguas residudrias

A etapa de nitrificacdo geralmente divide-se em duas etapas: oxidagao do amonio a nitrito e
oxidagdo do nitrito e nitrato, realizados por BOA/AOA e BON, respectivamente, conforme
mostram com estequiométricas apresentadas nas Equacdes 1 e 2 (WIESMANN, 1994; STEIN
& KLOTZ, 2016). Assim, a nitrificagdo total pode ser definida pela estequiometria apresentada
na Equagdo 3 (HENZE, 2010).

NH4* + 2HCO3 + 1,5 O2 — NO; + 2CO2 + 3H20 (Eq. 1)
2NO2 + 02 — 2NO3 (Eq. 1)
NH4" + 1,98 HCO3 + 1,86 O — 0,98 NOs™ + 1,88H2COs3 + 1,04 H,0 (Eq. 3)

De acordo WEF (2010), o processo de nitrificacdo total, envolvendo a oxidacdo de amonio a
nitrito (nitritacdo ou nitrificacdo parcial) e a posterior oxidacdo de nitrito a nitrato (nitratacao
ou nitrificacao total) ¢ um processo que envolve alta demanda tanto de oxigénio (4,3g de
oxigénio para cada 1g de amdnio oxidada a nitrato) quanto de alcalinidade (7,2g de alcalinidade

para cada 1g. de amonio oxidada a nitrato).

De acordo com Ahn (2006), o processo de desnitrificacdo do nitrato, realizado por
microrganismos desnitrificantes heterotroficos utilizando fonte externa de carbono pode ser
descrito conforme a Equagdo 4. De acordo com os autores, neste processo, para cada 1g de
nitrato desnitrificado, sdo consumidos 2,47 g de carbono externo (como o metanol) e sem
considerar a sintese celular, este valor ¢ reduzido para 1,90. De acordo com WEF (2010), na
etapa de desnitrificagdo heterotrofica, sdo produzidos 3,57g de alcalinidade para cada 1g de
nitrato reduzido.

(Eq. 4)
1,08 CHsOH + NO3 + 0.24 H,CO3” — 0,47 NO3™ + H.COs + 1,68 H20

O processo classico de lodos ativados tem sido reportado desde a década de 1990 como uma
alternativa ampla e mundialmente utilizada para remog¢ao de carbono e também de nitrogénio,

com a utilizacdo do carbono presente nas proprias aguas residuarias, e eventualmente com
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adicao de metanol (HENZE et al., 1991). Este sistema cléssico conta com processos bioldgicos

envolvendo a nitrificagdo total e desnitrificacao heterotrofica, intensivamente energéticos.

Na década de 1990, foi descoberto o processo anaerdbio de oxidagdo do ion amonio
(anammox), que encurta o ciclo do nitrogénio e as etapas para a desnitrificagdo. O processo
anammox ¢ autotrofico, utilizando CO2 como unica fonte de carbono (STROUS et al., 1998a).
Van de Graff et al. (1996) propds a estequiometria apresentada na Equagao 5 para este processo.

(Eq. 5)
NHs" + 1,31NO; + 0,0425C0O;, —

1,045N2 + 0,22NO3” + 1,87H20 + 0,090H" + 0,0425CH20

O processo classico de nitrificagdo com aeracdo e desnitrificagdo com fonte externa de carbono
pode ser substituido pelo processo anammox, uma alternativa com menor demanda de aeragao
e sem necessidade de fonte externa de carbono (Gani et al., 2020). Assim, esforgos t€ém sido
feitos para a aplicacdo do processo anammox em diversos tipos de aguas residuarias, em
substitui¢do ao processo classico. No entanto, o nitrogénio presente em aguas residuarias esta
na forma de ion amonio, prioritariamente (SLIEKERS, 2002), dessa forma, ¢ preciso oxidar
parcialmente o nitrito, para fornecer substrato adequadamente para a reacdo anammox,
conforme a Equagdo 5, num processo chamado nitrificagdo parcial/anammox. Este processo
combinado ¢ realizado através da equagao estequiométrica apresentada na Equagao 6.

(Eq. 6)
NH,* +0,85 O —

0,44 N2 + 0,11NO3 + 0,14 H" + 1,43 H,0

Em comparagdo ao sistema tradicional para remocdo bioldgica de nitrogénio, o processo
anammox consome menores taxas de oxigénio e alcalinidade (WEF), 2010. Adicionalmente,

por se tratar de um processo totalmente autotrofo, ndo ha demanda externa de carbono, além da

menor produ¢do de lodo (LACKNER et al., 2014).

2.4 Sistemas de remogao de nitrogé€nio com aplica¢ao do processo anammox

Até o ano de 2015, mais de cem ETEs aplicavam o processo anammox para a remogao bioldgica
de nitrogénio no mundo em escala plena (LACKNER et al., 2014; ALI & OKABE, 2015). De
acordo com Lackner et al. (2014), mais de 50% das ETEs com processo anammox em escala

plena utilizavam reatores em bateladas sequenciais, 88% contavam com reatores de estagio
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unico para o processo combinado de nitrificagdo parcial e anammox, e mais de 75% tratavam
o digestato proveniente da digestao anaerobia da fase solida destas ETEs. De acordo com Ali
& Okabe (2015), estas ETEs estavam concentradas na Europa (Alemanha, Holanda, Suica e

Espanha, principalmente), na China e nos Estados Unidos (Figura 2 1).

Figura 2 1 — Distribuicao mundial de estagdes de tratamento de esgotos com aplicagdo do processo
anammox em escala plena
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Fonte: ALI & OKABE (2015).

Recentemente, outras ETEs com processo anammox em escala plena estdo consolidadas para
os mais diversos tipos de efluentes, como digestato de suinocultura (ISHIMOTO et al., 2021;
CHEN et al. (2021), lixiviado de aterro sanitario (MAGRI et al., 2021) e a fase liquida de ETEs
(WANG et al., 2021). No entanto, fatores relacionados ao clima (regides de ambientes
temperados) e as proprias caracteristicas das aguas residuarias — como presencga de solidos,
carbono, controle de aeragdo - t€m sido reportados como dificuldades em sistemas de NP/A
(LACKNER et al., 2014). Em geral, os resultados da aplicagdo do processo anammox em
regides tropicais sdo mais promissores em comparagdo as regioes temperadas (CAO et al.,

2017).

2.4.1 Inoculagdo e partida de reatores anammox

O indculo para novos sistemas anammox pode ser proveniente de reatores com atividade

anammox em opera¢do, o que usualmente proporciona uma rapida partida destes novos



36

sistemas, tanto aqueles com suplementacdo de nitrito (LEAL et al., 2016), como também para
o processo de NP/A (DE PRA et al., 2021). No entanto, em caso de impossibilidade de obtengio
de inoculo de reatores anammox, o lodo proveniente da linha de recirculagdao de sistemas de
lodos ativados tem sido utilizado para a partida de novos reatores anammox (FERNANDES et
al.,2018; PEREIRA et al., 2019; AUGUSTO et al., 2018). Os autores observaram que bactérias
Anammox estdo presentes nesse indculo, ainda que em propor¢des menores em relacao a outros
grupos do ciclo do nitrogénio. Nestes casos, anteriormente a aplicagdo de efluentes reais, tém
sido utilizado meio de cultura sintético, a fim proporcionar atividade anammox adequada,

observada usualmente dentro de noventa dias.

No entanto, pesquisas t€ém provado ser possivel a partida de novos reatores anammox sem
alimentacdo com meio de cultura em meio anoxico para a bioaumentacao de bactérias
anammox. Qiu et al. (2019) reportaram a partida de reator anammox para remog¢ao de nitrogénio
via aeracdo intermitente para alcancar a NP/A, utilizando lodos ativados como indculo. Os
autores observaram que ap6s 225 dias, o reator foi capaz de alcancar eficiéncia de remogdo de

nitrogénio total de até 81,5%.

Choi et al. (2020) reportaram a partida de reator anammox de estagio Uinico para remocao de
digestato proveniente da metanizacao da fase sélida de ETE (concentragdo de amonio de 688 +
4 mg/L). A bioaumentagdo de BOA e Anammox foi realizada anteriormente a inoculagdao do
reator de NP/A (por 75 dias), com dois reatores inoculados com lodos ativados — o primeiro,
para bioaumentacdo de BOA foi alimentado com digestato sob aeragdo intermitente, € o
segundo, para bioaumenta¢ao de Anammox foi alimentado com digestato e nitrito. Apds, ambas
as biomassas foram utilizadas o reator de NP/A, que atingiu eficiéncia de remogao de nitrogénio

de mais de 82% no 9° dia de operagdo.

Miao et al. (2020) observaram o estabelecimento de NP/A em reator inoculado com 96,2% de
lodo nitrificante e 3,8% de lodo anammox, sob aeracdo intermitente (8§ min on/21 min off) em
75 dias, com eficiéncia de remog¢do de nitrogénio de 85,4% sob temperatura ambiente (22 a
26°C). Zhang et al. (2021) alcangaram remoc¢des de nitrogénio acima de 80% em trés sistemas
de NP/A inoculados com variantes de lodos ativados (de sistemas nitrificante, nitrificacao
parcial e de remocao de fosforo) apos 120 dias de operagdo. Os autores utilizaram aeracao
intermitente para promover a nitrificagdo parcial, e alimentacdo com efluente doméstico
aerdbio, e observaram que sistemas inoculados com diferentes biomassas responderam de

maneira similar, obtendo alto desempenho de NP/A.
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Zuo et al. (2020) observaram a partida de sistema com NP/A apos 77 dias da inoculacdo com
lodos ativados em sistema alimentado com digestato de suinocultura suplementado com nitrito,

com concentragdo de nitrogénio removido de 227 mg/L no 106° dia de operagao.

A aplicacdo do processo de NP/A na fase liquida de ETEs permite a remog¢do do carbono e
nitrogénio e amplia a recuperacdo energética através da producdo de biogas via digestdo

anaerobia (CAO et al., 2017).

Altas relagdes C/N podem resultar em uma ampla fracdo de bactérias heterotroficas no lodo,
resultando na redu¢do da populagdo e atividade de BOA e anammox e, consequentemente, em

baixas taxas de remogao de nitrogénio (CAO et al., 2017).

2.4.2 Aguas residudrias oriundas de processos anaerobios

A fim de complementar o tratamento de efluentes anaerobios, muitos métodos de tratamento
tém sido desenvolvidos. De acordo com Khan et al. (2011), numerosos processos aerdbios tém
sido aplicados no tratamento de efluentes de reatores UASB, com base no processo biologico
de nitrificacdo total seguido de desnitrificagdo heterotréfica, como lodos ativados, reatores de
leito fluidizado, filtros bioldgicos, reatores em bateladas sequenciais (RBS), com processo de
nitrificagdo total e desnitrificagdo heterotrofica, reatores bioldgicos de leito movel, reatores com
espuma suspensa e fluxo descendente, entre outros. Ainda de acordo com os autores, a redugao
de custos com energia elétrica em processos aerobios e em processos combinando reatores
UASB com processos aerobios de tratamento ¢ de 195 para 74 KW-h/1.000 m®.d. Sistemas de
lagoas de estabilizagdo e wetlands construidos sdo alternativas de tratamento, ndo s6 de
efluentes anaerdbios, mas de esgoto bruto, conferindo solugdes de baixo custo, mas aplicaveis

em locais com disponibilidade de area para a implementacao.

A integragdo de tecnologias de tratamento anaerdbio utilizando o processo anammox ¢ uma
opg¢ao sustentavel de tratamento de aguas residuarias para remog¢ao de carbono e nitrogénio
(GANI et al., 2020). Ainda de acordo com os autores, os impactos conhecidos quanto ao
lancamento de efluentes contendo nitrogénio merecem atengdo especialmente em efluentes
anaerdbios. Isto ocorre pelo fato de que a remogao biologica de carbono por via anaerdbia ndo

envolve processos de remogao de nitrogénio.

Em comparagdo com tratamentos aerébios, a demanda quimica de oxigénio (DQO) de efluentes

anaerobios ¢ maior (WANG et al., 2022). Efluentes anaerdbios contém metano dissolvido,
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sulfeto, pH flutuante, carbono organico e sélidos suspensos que podem impactar negativamente
0 processo anammox, resultando no lancamento de espécies nitrogenadas no ambiente receptor
(CAOQO et al., 2017; GANI et al., 2020). O controle das concentragdes de DQO e de soélidos
suspensos em efluentes anaerobios tem se tornado um fator critico que determina a estabilidade

de acoplar a digestdo anaerdbia ao processo anammox (WANG et al., 2020).

Pijuan et al. (2020) observaram que a presenca de DQO aumenta a atividade de comunidades
microbianas desnitrificantes, capazes de consumir DQO utilizando nitrito ou nitrato como
aceptor de elétrons, sem que o composto iniba diretamente a atividade anammox. Assim, o
desafio para a aplicagdo de NP/A em efluentes contendo DQO consiste em estratégias

operacionais para limitar a atividade de bactérias desnitrificantes.

A presenga de altas concentragdes de compostos sulfurados, como sulfato (SO4’) e sua reducao
a sulfeto (H2S) pode interferir no crescimento de bactérias anammox devido a toxicidade do
H2S (GANI et al., 2020; WANG et al., 2022). No entanto, a aclimatizacdo da biomassa
anammox pode aumentar sua resisténcia ao H2S (Gani et al., 2022). Além disso, os autores
reportam que algumas bactérias podem utilizar NO>™ e NO3™ para reduzir enxofre elementar
(S0), processo no qual ha consumo demasiado de alcalinidade (4,57 mg CaCO3 por mg NO3").
De acordo com Wang et al. (2022), algumas medidas podem eliminar os compostos de sulfetos

de efluentes anaerdbios, como aeracdo e escape para atmosfera.

Ao mesmo tempo em que ha compostos em efluentes anaerdébios com potenciais impactos no
processo anammox, alguns destes também podem aperfeigoar a remocao biologica de
nitrogénio. Segundo Gani et al. (2020), o nitrato gerado no processo de NP/A (11% do total de
amoénio consumido) necessita da presenca de fonte externa de carbono para ser removido via
desnitrificagdo heterotrofica. Assim, a presenga de carbono orgadnico remanescente pode
auxiliar na maior remogao de nitrogénio em sistemas anammox contendo atividade de bactérias
desnitrificantes heterotroficas (BDH). O processo anammox pode ser acoplado a outros
processos para este fim, como os processos simultaneos de nitrificacdo parcial, anammox e

desnitrificagdo (SNAD) e processo anammox acoplado a desnitrificagdo parcial (PD-A).

De acordo com Gani et al. (2020), uma vez que em torno de 30% no metano produzido nos
processos anaerdbios ¢ perdido como gas dissolvido no efluente e além disso, ha desafios
relacionados a recuperacao desta fragdo devido aos custos associados, o processo de oxidacao

anaerdbia desnitrificante do metano (DAMO) ¢ uma excelente rota para eliminar tanto a
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pequena fragcdo do NO;3™ produzido no processo de NP/A, quanto o CH4 remanescente de

efluentes anaerobios, reduzindo o lancamento deste gas de efeito estufa.

Apesar do tratamento anaerdbio gerar subprodutos que podem interferir negativamente em
sistemas de remocdo de nitrogénio com processo anammox, ¢ reportado na literatura que o
processo anammox tem sido bem sucedido para remogao de nitrogénio desses efluentes (LEAL
et al., 2016; FERNANDES et al., 2018; PEREIRA et al., 2019; CARVALHO et al., 2021;
CHINTI et al., 2020).

Leal et al. (2016) desenvolveu o processo anammox com altas eficiéncias de remocao de
amonio e nitrito (84 a 99%) em sistema alimentado com efluente doméstico proveniente de
reator UASB com DQO média de 150 mg/L, com suplementacdo de nitrito. Fernandes et al.
(2018) também observou altas eficiéncias de remoc¢ao de amonio e nitrito (>90%) em reator
anammox alimentado com efluente doméstico de reator UASB e suplementag¢do de nitrito,
mesmo em diferentes temperaturas operacionais (35, 25 e 20°C). Esses resultados demonstram
o potencial de aplicagdo de NP/A em efluentes anaerdbios domésticos sob temperatura

ambiente do Sudeste brasileiro (média de 20°C).

Efluentes anaerobios de alta carga também podem ser aplicados na NP/A, como digestato de
suinocultura (CHINI et al., 2020) e de residuos alimentares (CARVALHO et al., 2021), sob
temperaturas de 25°C e 26 a 30°C e com eficiéncias de remocgdo de nitrogénio de 83 e 66%,
respectivamente. No entanto, a aplicacdo direta de efluentes de alta carga sem dilui¢do pode
inibir Anammox (SCAGLIONE et al., 2016), por isso, frequentemente adota-se a dilui¢ao dos
efluentes anaerobios de alta carga com agua (PEREIRA et al., 2019; CARVALHO et al., 2021;
CHINI et al., 2020).

Assim, uma medida mais sustentdvel para a aplicacdo de efluentes anaerdbios de alta carga em
sistemas de NP/A sem a dilui¢do com agua seria o co-tratamento de efluentes de baixa carga
(domésticos) com efluentes mais concentrados. Esta tendéncia tem sido pouco estudada, mas
ha relatos na literatura no co-tratamento de lixiviado de aterro sanitario com efluente doméstico
via NP/A e desnitrificacdo heterotrofica (WU et al., 2015; ZHANG et al., 2021). No entanto,
este processo seria facilitado no tratamento de efluentes de alta e baixa carga dentro de ETEs,
uma vez que a viabilidade seria facilitada sem a necessidade de transporte de efluentes a longa

distancia.
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2.5 Comunidade microbiana envolvida no tratamento de dguas residuérias visando a remocao

de nitrogénio

A comunidade microbiana frequentemente presente em sistemas de tratamento de aguas
residudrias para remocao de nitrogénio ¢ bastante diversa devido a diversidade de compostos
quimicos presentes no meio. Dentre os os grupos microbianos responsaveis por diferentes
reagdes, como a oxida¢do de N-NH4" por BOA/AOA, oxidagdo de N-NO, por BON, bactérias
heterotroficas e bactérias anammox, ha competicdo por certos substratos, assim como a

dependéncia da atividade das demais para producao de substratos.

Os grupos de BOA, NOB e bactérias heterotroficas (incluindo desnitrificantes heterotroficas e
possivelmente organismos acumuladores de fosforo (PAO) e organismos acumuladores de
glicogénio (GAO) competem por oxigénio; BOA e anammox competem por amonio; BON,
anammox ¢ bactérias desnitrificantes heterotréficas competem por nitrito — o substrato limitante
para anammox na maioria dos casos - € bactérias heterotroficas e organismos heterotréficos em
geral competem por carbono organico (CAO et al., 2017). A Figura 2 2 resume as interagdes

entre microrganismos e substratos envolvidos na remocao de nitrogénio.

As comunidades microbianas BOA e BON e suas respectivas cinéticas podem se alterar de
acordo com as mudangas ambientais e operacionais impostas (CAO et al, 2017). O
conhecimento da cinética dos microrganismos envolvidos na remog¢do de nitrogénio de aguas
residudrias ¢ fundamental para limitar ou facilitar a atividade de determinados microrganismos,
como as bactérias anammox, através do controle das condi¢des operacionais. De forma geral,
¢ reportado na literatura cientifica algumas constantes cinéticas, aplicaveis para populacdes

microbianas de BOA, BON, anammox e bactérias heterotroficas (Tabela 2 1).

Evidentemente, estes valores cinéticos sofrem alteracdo de acordo com as condi¢des de
temperatura, com as especificidades dos diferentes géneros microbianos em que se encontram
os grupos de BOA, BON, anammox e bactérias heterotroficas. No entanto, de maneira geral,
percebe-se que a taxa de crescimento de bactérias anammox ¢ muito inferior em comparagao
aos outros grupos. Adicionalmente, a constante de inibi¢do por oxigénio inerente a anammox ¢é
baixa (0,01 gOD/m?), fato que deve ser observado em sistemas anammox, especialmente em

estagio unico.

Por outro lado, a constante de afinidade de BOA por oxigénio ¢ maior em comparagao a BON,

o que significa que BON pode ter vantagem na competicdo por oxigénio. Enquanto bactérias
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heterotroficas tem vantagem maior ainda, uma vez que a constante de afinidade por oxigénio ¢
menor do que dos dois outros grupos. No entanto, o consumo de oxigénio por BOA ¢ de vital
importancia para o €xito do processo anammox, para que ocorra a nitrificagdo parcial, e ambos
os substratos da reagdo anammox — amonio e nitrito — estejam disponiveis, além de consumir o
oxigénio no meio, eliminando a toxicidade que este composto causa em bactérias anammox.
Existem ainda microrganismos metabolicamente adaptados, capazes de realizar as oxidagdes
de amonia e nitrito, em processo denominado “Comammox” (do inglés, complete ammonium
oxidation) (SOBOTKA et al., 2018). De acordo com os autores, estes microrganismos

percentem ao género Nitrospira.

Figura 2 2 - Esquema da competi¢do por substrato entre BOA, anammox, BON, bactérias
heterotroficas em geral e bactérias heterotroficas desnitrificantes

BOA

NOs + COD

+ .
NH"+NO7 ~N, + NOx + CoD| €02+ e

NO;

Desnitrificantes

Anammox o
heterotroficas

Fonte: CAO et al. (2017).

Para alcancar altas remocgodes de nitrogénio em sistemas de NP/A, é necessario inibir BON, que
competem com Anammox por nitrito (SEUNTJENS et al., 2020). Conhecendo a cinética
inerente aos grupos microbianos presentes em sistemas de NP/A (Tabela 2-1), observa-se que
Anammox tém vantagem na competicao de substrato em comparacao a BOA, BON e bactérias
heterotroficas, pelo menor coeficiente de meia saturacdo desse grupo para amonio € nitrito.
Assim, torna-se cineticamente possivel que bactérias Anammox sejam dominantes em sistemas

de NP/A, coexistindo com outros grupos microbianos.



42

Tabela 2-1 — Constantes cinéticas de BOA, BON, Anammox ¢ bactérias heterotroficas

Bactérias oxidadoras de amdnio (BOA)

Coef. cinético Unidade Descrigédo Valores Referéncia
HUBoA d+? Taxa maxima de crescimento especifico de BOA  2.05 Wiesmann 94!
Ysoa gogo.gnt Producdo de BOA 0,15 Wiesmann 941
KNH4,80A gnHamM3 Constante de meia saturacdo de BOA para NHs* 24 Wiesmann 94%
Koz,soA go2m3 Constante de meia saturacdo de BOA para O: 0,6 Wiesmann 94!
beoa d? Taxa de decaimento de BOA 0,13 Wiesmann 94!
iNXBgoa gn/gpgo’? Teor de nitrogénio em BOA 0,083 Hubaux, 2014

Bactérias oxidadoras de nitrito (BON)
HBON d+? Taxa maxima de crescimento especifico de BON 1,45 Wiesmann 94%
YgoN Opqognt Produgéo de BON 0,08 Jubany, 20082
Knoz,80N gnHam3 Constante de meia saturagcdo de BON para NO>» 0,5 Wiesmann,942
Koz,8on goam-? Constante de meia saturacdo de BON para O2 04 Guisasola, 052
beon d? Taxa de decaimento de BON 0,06 Kock 2000*
iNXBgoa gn/gooo™? Teor de nitrogénio em BON 0,083 Hubaux, 2014
Bactérias anaerébias oxidadoras de aménio - (anammox)
Hanammox d+? Taxa méxima de crescimento especifico de 0,21 Lotti, 2014
anammox
Y anammox gogognt Producéo de anammox 0,17 Strous, 982
KNH4, anammox gnHam3 Constante de meia saturacdo de anammox para 0,03 Volcke, 20102
NH4*
KNo2, anammox gnozm Constante de meia saturacdo de anammox para 0,005 Volcke, 20102
NO2
Koz, anammox go2m3 Constante de inibicdo de anammox por O2 0,01 Hao, 20022
Danammox d+? Taxa de decaimento de anammox 0,00036 Volcke, 20102
iNXBanammox gn/gpgo’? Teor de nitrogénio em anammox 0,058 Hubaux, 2014
BDH
UBDH d?! Taxa méxima de crescimento especifico de BDH 6 Henze, 2000
YBDH gogo.gnt Producio de BDH 0,67 Henze, 2000
KsbH, bQo gogo.m3 Constante de meia saturagdo de BDH para DQO 20 Henze, 2000
KepH,02 go2m?3 Constante de meia saturacdo de BDH para O: 0,2 Henze, 2000
KebH,N02 gnozm® Constante de meia saturacdo de BDH para NO>» 0,3 Alpkist, 2006
KsbH,N03 gnoam3 Constante de meia saturacdo de BDH para NOz 0,3 Alpkist, 2006
beoH d? Taxa de decaimento de BDH 0,62 Alpkist, 2006
iNXBspH gn/gpgo’? Teor de nitrogénio em BDH 0,083 Hubaux, 2014
Constante de difusividade e transferéncia de massa
Dnha* m2.d! Difusividade de NH4* na 4gua 1,5.10% willi &
Dno2 m2.d? Difusividade de NO," na 4gua 1,4.10% Mlcclzrrrgsogel
Dnos m2.d Difusividade de NOs™ na 4gua 1,4.10% Y
Dn2 mZ2.d1 Difusividade de N2 na 4gua 2.2.10* Picioreanu, 97*
Dbqo m2.d-1 Difusividade de DQO na &gua 1.10* Hao & van
Loosdrecht,
20041
Doz m2.d-! Difusividade de O2 na dgua 2,2.10* Picioreanu, 971

Fonte: Adaptado de Lackner et al. (2008) e Lotti ef al. (2014).

Compreender as relagdes atividade-temperatura dos principais grupos microbianos ¢ essencial
para desenvolver potenciais estratégias de otimizagdo do projeto e operagdo de sistemas de
NP/A (CAO et al., 2017). E necessario utilizar métodos apropriados para eliminar bactérias
oxidadoras de nitrito (BON) baseados nas diferentes fisiologicas e metabolicas de BON e BOA
(Wang et al., 2022). Segundo os autores, algumas das técnicas para inibicdo de BON em
sistemas de NP/A incluem a concentracdo de amonia livre (1-10mg/L) e acido nitroso livre
(0,I-1 mg/L), temperaturas maiores que 25°C, concentragdes de OD > 0,5 mg/L, aeracdo

intermitente, baixas concentra¢des de N>O e adi¢ao de substancias inibidoras.
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Baixas concentragdes de OD e de TRS pode eliminar bactérias BON, mas também inibir a
atividade de BOA, resultando em baixas taxas de remoc¢ao de nitrogénio, além do que BON sao
adaptaveis a baixas concentragoes de OD (Wang et al., 2022). Portanto, estratégias operacionais

devem ser melhor investigadas com o intuito de garantir a NP/A.

Zhang et al. (2022) observaram alta abundancia de BON do género Nitrospira (na ordem de
10° a 10'° copias/L) em reator de NP/A sob aeragio intermitente. No entanto, houve aumento
nessas bactérias no lodo floculento, enquanto foi observada diminui¢cao no biofilme (meio
suporte com espuma). O contrario foi observado para Anammox ¢ BOA, com abundancia
relativa maior no biofilme. Esses resultados sugerem que a utilizag¢ao de sistemas com biofilme
utilizando espuma tem potencial de limitar a abundancia de BON e garantir a permanéncia de

BOA e anammox em reatores de NP/A em estagio unico.

A presenga de carbono organico aumenta a competi¢do por oxigénio entre bactérias
heterotroficas e bactérias oxidadoras de amoénio (BOA), resultando em competicdo entre
anammox e bactérias heterotroficas desnitrificantes por NO»™ (Gani et al., 2020). No entanto,
de acordo com Cao et al. (2017), a presenga de bactérias heterotrdficas tem sido inevitavel em
sistemas anammox, correspondendo a mais de 50% da populacdo microbiana, mesmo em
sistemas com auséncia de carbono exdgeno, uma vez que os proprios produtos soluveis

enddgenos provenientes da decomposi¢cao microbiana cumprem este papel.

Se por um lado, a desnitrifica¢do heterotrofica total pode resultar no aumento da competicao de
Anammox com outros grupos microbianos pelo substrato, a desnitrificacdo parcial pode

beneficiar o processo anammox, fornecendo nitrito (ZHANG et al., 2022).

Arqueas oxidadoras anaerdbias do metano dependente de nitrito s3o capazes de oxidar metano
e reduzir nitrito a nitrato (CORGET et al., 2019). Segundo os autores, este processo pode ser
interessante em sistemas de NP/A aplicado a fase liquida de ETEs com tratamento anaerdbio,
pela reducdo de custos ¢ de emissdes de gases do efeito estufa de $ 0,303 para $ 0,300/d/m? e

1,72 para 1,65 kg equiv.CO>/d/m?, respectivamente.

A desnitrificagdo heterotrofica também pode ocorrer tendo compostos de enxofre como
doadores de elétrons, utilizando nitrito ou nitrato como o aceptor de elétrons (MORAES et al.,
2012; DI CAPIA et al., 2019). O sulfeto pode existir na agua como sulfeto de hidrogénio (H»S)
e/ou espécies 10nicas ndo volateis, ou seja, ions de hidrossulfeto (HS") e sulfeto (S2)

dependendo do pH (DI CAPIA et al., 2019). A desnitrificacdo autotréfica, por sua vez,
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utilizando sulfeto como doador de elétrons e nitrito ou nitrato como aceptor de elétrons ocorre

de acordo com as Equagdes 7, 8,9 e 10 (MORAES et al., 2012).

5HS™+8N0; +3H* - 5505~ + 4N, + 4H,0 Eq. 7

3HS™ 4+ 8 NO; + SH* - 3502~ + 4N, + 4H,0 Eq. 8
5HS™ +2NO; +7H* - 55° + N, + 6H,0 Eq. 9
3HS™ +2NO; +5H* - 35° + N, + 4H,0 Eq. 10

Wang et al. (2020) identificou o género de bactérias anammox Candidatus Brocadia (com
abundancia relativa de até 8%) como dominante em sistema anammox tratando efluente
anaerobio doméstico no reator anammox pertencente a sistema de NP/A de duplo estagio.
Mesmo com reator em bateladas sequenciais de mistura completa para promogao de nitrificagdo
parcial, os autores identificaram no reator anammox bactérias heterotréficas desnitrificantes
(com abundancia relativa de 1,73%), especificamente os géneros Denitratisoma (1,40%),

Dokdonella (0,35%), Pseudomonas (0,40%) e Thermomonas (0,22%).

Ca. Brocadia tem sido o género de bactérias anammox mais observado em sistemas de NP/A
(WANG et al., 2020, ZHANG et al., 2022). Zhang et al. (2022) também observaram o género
Nitrosomonas como BOA dominante, Nitrospira como BON dominante e Denitratisoma como

BDH dominante.

2.6  Configuragdes de sistemas para NP/A
2.6.1 NP/A tratando a fase liquida em ETEs

Nos ultimos anos, a investigagdo de aplicacdes da NP/A na fase liquida de ETEs tratamento
efluentes domésticos tem aumentando. No entanto, ha alguns desafios para a aplicagdo do deste
processo na remoc¢do de nitrogénio da fase liquida, incluindo: i) baixas temperaturas em
comparag¢do ao digestato proveniente da metanizacdo de fase solida, ocasionando longos
periodos para partida ii) baixas taxas de remog¢do de nitrogénio e iii) competicdo com outros
grupos microbianos por nitrito, comprometendo o processo ¢ a qualidade do efluente final
(PIJUAN et al., 2020). Por outro lado, regides de clima tropical, como o Sudeste brasileiro, t€ém
significativas vantagens para a aplicacao de processos dependentes de temperaturas moderadas,
0 que pode também contribuir para aumentar a taxa de remocdo de nitrogénio, bem como
conferir vantagem a bactérias anammox em relagdo a outros grupos microbianos competidores

de substratos.
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Além disso, a mistura de esgoto doméstico bruto com efluente de reator apenas de nitrificacdo
parcial, para aplicacdo em reator anammox tornou-se uma possibilidade com altas remocgoes de
nitrogénio (CHEN et al., 2020). No entanto, tratando-se da realidade brasileira, onde a aplicagao
de processos anaerobios para remocdo de carbono visando o aproveitamento energético, o
desvio de efluente com alta taxa de carbono para a desnitrificacdo heterotréfica causaria menor

producdo de biogés e, como consequéncia, menor potencial de recuperagdo energética.

Uma vez que no processo anammox aplicado a fase liquida de ETES, ha uma baixa producao
de biomassa devido as reduzidas concentragdes de N, manter elevado o tempo de detencao de
solidos (TDS) para garantir a concentragdo da biomassa € um critério essencial para o processo
anammox aplicado a fase liquida principal de ETEs (Gani et al., 2020). Nesse sentido, os
autores ressaltam que a granulacdo em reatores anammox pode ser util para a retengdo de
biomassa. Além disso, em sistemas com baixas concentragdes de nitrogénio, a taxa de
crescimento de bactérias anammox pode ser menor, ocasionando longo periodo de partida e

baixas taxas de remocdo de N (Wang et al., 2022).

De acordo com Wang et al. (2022), de forma a garantir adequado TDS em sistemas anammox
tratando a fase liquida principal, lodo granular e meios suportes para crescimento de biofilmes
sdo adequados, apesar do longo periodo para a formagao do biofilme ser um desafio, requerendo
meios suportes de aumentem a afinidade dos microrganismos. Segundo Cao et al. (2017), em
sistemas anammox com biomassa suspensa, Anammox pode ser protegida da inibi¢do por
oxigénio com a criagdo de zonas anodxicas, no entanto, biofilmes e meios suporte podem melhor
proteger Anammox, auxiliando no aumento da atividade deste grupo. No entanto, segundo os
mesmos autores, na presenca de matéria organica, o crescimento de bactérias heterotroficas
pode ser estimulado na superficie de granulos e biofilmes em geral, comprometendo o processo

de NP/A.

No entanto, uma vez que a populacdo BON cresce preferencialmente na fragdo floculenta da
biomassa de sistemas NP/A em estagio Uinico, a eliminacdo de parte desta fragdo de biomassa
pode reduzir a abundancia e a atividade deste grupo microbiano (SEUNTJENS et al. 2020;
ZHANG et al., 2022). No entanto, Miao et al. (2016) observaram diminui¢ao na remogao de
nitrogénio com a redug¢do do TDS. Ja Seunjtens et al. (2020) observaram em reator hibrido
(com biomassa floculenta dispersa e aderida a meio suporte) que a retirada gradual (TDS 60
dias) apenas da biomassa floculenta pode inibir BON com sucesso, mantendo altas eficiéncias

de remogao de nitrogénio via NP/A.
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Para Cao et al. (2017), a combinagdo do processo de NP/A em estagio unico, isto €, em apenas
um reator reduz significativamente os custos de constru¢do e operacao dos sistemas, além de
reduzir no lancamento de compostos nitrogenados de efeito estufa, no entanto, a competicao
por nitrito entre anammox ¢ BON ¢ inevitavel. Nesse sentido, de acordo com Seuntjens et al.
(2022), reatores hibridos, com biomassa floculenta e com biofilmes (com presenca de granulos
ou de meio suporte) podem ser adequados para criar zonas aerobias/anaerdbias no sistema e
favorecer a NP/A. No entanto, os autores ressaltam que o sucesso da NP/A nesta configuracao
de reator também depende de estratégias de aeragdo — com intermiténcia e/ou controle da

concentragao de OD.

2.6.2 Estratégias de aeracdo

De acordo com Cao et al. (2017), a aeracao intermitente, com anoxia transitoria, ¢ um método
eficaz para reduzir a atividade de BON, uma vez que a fase de laténcia da atividade deste grupo
¢ causada pela auséncia de nitrito e oxigé€nio no inicio dos periodos de aeracdo e inativagdo dos
mecanismos metabolicos de recuperacao e adaptacdo comparado ao grupo BOA em condigdes

de aeragao.

De acordo com Chen et al. (2020), a aeragao intermitente tem vantagens relacionadas ao menor
consumo de energia em comparagao a aeragao continua, e pode ser uma estratégia para alcancar
a NP/A no tratamento da fase liquida de ETEs. No entanto, os autores ressaltam que a
alternancia entre fases aerdbias e andxicas também favorecer o consumo de nitrito por bactérias

heterotréficas desnitrificantes, ocasionando escassez de substrato para bactérias anammox.

A remogdo de nitrogénio e a atividade de BON pode apresentar diferentes tendéncias sob
diferentes condi¢des de aeracdo intermitente (ZHANG et al., 2022). De acordo com os autores,
periodos sem aeragdo curtos podem nao ser suficientes para inibir BON, no entanto, periodos
sem aeragdo muito longos podem reduzir a efetividade dos periodos sob aeracao,

comprometendo a estabilidade dos reatores.

De modo geral, ndo ha consenso na literatura sobre a estratégia mais eficaz para implementagao
do processo de NP/A. Tabela 2 2 apresenta investigacdes sobre o processo de NP/A com
diferentes configuracdes de reatores ¢ com diferentes estratégias operacionais e resultados

obtidos em termos de remogao de nitrogénio.
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Tabela 2 2 — Resumo de pesquisas utilizando o processo de NP/A com diferentes configuracdes de
reatores, estratégias de aeracdo, concentragdo de OD e alimentagéo

Sistema Alimentacdo OD (mg/L) Taxa de | Aeragdo Remocdo | Referéncia
aeracdo de NT

NP/A em  duplo | Efluente anaerdébio | 0,2a0,6 2,33 a 4,04 | Intermitente, 85% Wang et
estagio, reator em | doméstico L/min.L 3s on/ 2s off al. (2020)
bateladas sequenciais | proveniente de
para NP/A e reator | biorreator de
granular de  fluxo | membranas
ascendente para
processo anammox
NP/A em  duplo | Efluente anaerébio | 1,5a2,6 0,27 L/min.L Intermitente 70 a | Chenetal.
estagio, dois reatores | doméstico bruto 30min on/30 a | 100% (2020)
em bateladas | misturado a efluente 10 min off
sequenciais para NP/A | do reator de
para 0  processo | nitrificagdo parcial
anammox,
separadamente
NP/A em duplo | Esgoto  doméstico | 0,2a8,0 0,15 a | Continua 88 + 5 a | Pedrouso
estagio, dois reatores | pés decantacdo 0,75L/min.L 91+ 2% et al.
em bateladas | primaria e pds reator (2021)
sequenciais para NP/A | para nitrificagdo
para 0  processo | parcial
anammox,
separadamente
NP/A  em estagio | Efluente  sintético | 0,8 +0,4 Intermitente 88,5 Zhang et
Gnico, em  reator | simulando 9 min on/ 21 | +1,8% al. (2022)
integrado de lodo | concentragbes  de min off
ativado com biofilme | nitrogénio e DQO de
em leito movel efluentes doméstico

(65 a 75 mg/L e 190

a 240 mgl/L,

respectivamente)
NP/A  em estdgio | Efluente  sintético | 10 mina 0,07 | 0,02 a 0,22 | Continua 73+13% | Seuntijens
Unico, em  reator | simulando efluente | a0,13e5min | L/min.L (122 £23 | et al.
integrado de lodo | domeéstico, a0,27a0,43 mgN/L.d) | (2020)
ativado com biofilme | concentracdo de
em leito movel nitrogénio (50 a 50

mg/L) e relagdo

N/DQO

biodegradavel  de

0,5-1.
NP/A em estagio tnico | Efluente doméstico | 8 min on/ 21 | 0,5a 1,5 mg/L Intermitente 53a80% | Miaoetal.
em reator em bateladas | aerdbio (proveniente | min off (2020)
sequenciais, com | de lodos ativados)
inoculagdo de lodo
nitrificante (96,2%) e
anammox (3,8%)
NP/A  em estdgio | Efluente doméstico | Dependente 0,7+0,3mg/L | Intermitente 86% Zhang et
Unico, em reator em | aer6bio (proveniente | da al. (2021)
bateladas sequenciais | de lodos ativados) concentracao
com biofilme de OD

2.7 Emissdes gasosas na remogao bioldgica de nitrogénio

O ciclo do nitrogénio compreende os processos de fixacdo do dinitrogénio gasoso,

amonificagdo, nitritacao e nitrata¢do, assimilagdo e desassimilagdo do nitrato e desnitrificacao

por via heterotréfica ou via anammox (Figura 2 3). Uma vez que em aguas residuarias - como

as fases liquida e solida de esgotos domésticos — o nitrogénio encontra-se prioritariamente na

forma de nitrogénio amoniacal com diminutas parcelas de nitrogénio organico (VON

SPERLING, 2014), os processos biologicos de remogdo de nitrogénio conhecidos atualmente

ocorrem de acordo com o ciclo exemplificado (Figura 2 3).
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Figura 2 3 - Ciclo do nitrogénio com processos de (1) fixacao; (2) amonificacdo; (3a) e (3b) nitritacao;
(4) nitratagdo; (5a), (5b) e (5¢) assimila¢do do nitrato; (6a) e (6b) desassimilagdo do nitrato; (7a), (7b),
(7¢) e (7d) desnitrificagao heterotrofica e (8a),(8b) e (8¢) anammox

NOy NO,
GDNO;,; / NH,OH
| 7 [©

NO , NH,* *

@ MM® @
N,O D > N,

Fonte: Adaptado de Stein & Klutz (2016) e Madigan et al. (2016).

Observa-se que dois dos compostos intermediarios da desnitrificagdo heterotroficas sao os
oxidos nitrico e nitroso, conhecidos por serem gases de efeito estufa. O 6xido nitroso pode ser
convertido a 6xido nitrico na atmosfera, que reage com o 0zonio e forma nitrato, que retorna a
Terra como 4cido nitrico (MADIGAN et al., 2016). Ainda de acordo com os autores, a
contribui¢cdo para o aquecimento global em virtude da emissdo de 6xido nitroso ¢ 300 vezes
maior em comparac¢ao a emissao de didoxido de carbono. Assim, caso a desnitrificagdo total ndo
seja realizada, a desnitrificagdo parcial pode ocasionar emissdo destes gases. De acordo com
Desloover et al. (2012), estima-se que a emissao de 6xido nitroso em sistemas de tratamento de

aguas residuarias seja correspondente a 10% do total de 6xido nitroso langado por via antropica.

Uma vez que emissdes gasosas no tratamento de aguas residuarias pode causar grandes
impactos ambientais, entender quais as circunstancias favorecem esta emissao ¢ essencial para
mitiga-las (CASTRO-BARROS et al., 2015). Dessa forma, a desnitrificacdo heterotrofica
ocorrendo com reduzidas emissdes de 6xidos nitrico e nitroso pode auxiliar na emissao de outro
gas de efeito estufa: o metano. Sistemas anaerdbios de remogao de carbono de aguas residuarias
emitem mais gases do efeito estufa, na forma de metano, em comparacdo a sistemas de

tratamento aerébios (CALIR & STENSTROM, 2005). Assim, a desnitrifica¢ao heterotrofica -
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com metano como doador de elétrons -da parcela de nitrato produzida na NP/A pode auxiliar

nao so da redugao de nitrato efluente, como na reducao da emissao de metano.

2.7.1 Estratégias operacionais para redugdo de 6xido nitroso em sistemas de NP/A

Segundo Pijuan et al. (2020), apesar do processo anammox ndo gerar como subproduto o 6xido
nitroso, alguns fatores podem estimular a acumulagdo deste gas de efeito estufa em sistemas de
desnitrificagdo, como a presente de nitrito e a disponibilidade de matéria organica. Em sistemas
de NP/A, a inibigao de BON e a mitigacao do langamento de 6xido nitroso sao dois importantes
objetivos (AL-HAZMI et al., 2020). Algumas estratégias operacionais tem sido utilizada em
sistemas de NP/A para reduzir a emissdo de 6xido nitroso, dentre as quais destacam-se a adesao
a sistemas de estdgio unico em vez de sistema de duplo estagio (CONNAN et al., 2018), visto
que este ultimo tende a produzir maiores concentragdes de oOxido nitroso devido as altas
concentragdes de nitrito do primeiro estagio de nitrificacao parcial (PEREIRA et al., 2019b).
Além disso, a aeragdo intermitente também tem sido observada como fator de mitiga¢ao ndo s
da atividade nitrificante excessiva, como também de producgdo de 6xido nitroso devido ao

efetivo controle do acimulo de compostos nitrogenados imtermediarios (BLUM et al., 2018).

Sistemas com atividade anammox com partida relativamente recente (dois anos) inoculados
com lodos ativados e/ou alimentados com efluentes contendo matéria organica biodisponivel
sdo conhecidos pela presenca de DHB na composi¢do microbiana (WANG et al., 2020;
PIJUAN et al., 2020). Apesar da presenca de DHB potencializar a emissdo de 6xido nitroso, a
aplicacdo de aguas residuarias com baixo teor de matéria organica biodegradavel juntamente a
competicao entre outras bactérias heterotroficas, podem ser fatores limitantes da atividade de

DHB e, consequentemente, para a emissao de 6xido nitroso.

Além disso, estratégias operacionais adequadas podem reduzir emissao de 0xito nitroso apesar
da alimentacao com efluentes com alto teor de matéria organica. Pijuan et al. (2020) observaram
que em um sistema anammox com adi¢ao de DQO de até 250 mg/L, a concentragdao de 6xido
nitroso foi de 0,01 a 0,14 mg/L., com maiores concentragdes no inicio dos ciclos operacionais,
causada pela presente de nitrito. Desloover et al. (2011) obsevaram emissao de 6xido nitroso
correspondendo de 5,1 a 6,6% da carga total de nitrogénio afluente, em virtude de altas
concentragdes de nitrito no reator de nitrificagao parcial em sistema de duplo estagio para NP/A.
Assim, espera-se que em sistemas de NP/A em estdgio unico com aeragdo intermitente sob
curtos periodos aerados — o que ocasiona geragdo gradual de nitrito ao longo do ciclo — as

concentragdes de 0xido nitroso sejam menores. Além disso, os autores identificaram que as
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maiores concentracdes de 6xido nitroso dissolvido foram obtidas alguns dias ap6s a interrupgao
da adicao de DQO. Quando a adicdo de DQO foi interrompida, bactérias heterotroficas
desnitrificantes provavelmente continuaram ativas, tentando reduzir nitrito ou nitrato sob

limitagdo de DQO (PIJUAN et al., 2020).

Corroborando o beneficio da presenga da matéria organica para reduzir emissdo de gases do
efeito estufa, Wan et al. (2019) analisaram as condi¢des para emissao de 6xido nitroso através
de observagdes em reator anammox, que culminaram no desenvolvimento de modelo
matematico capaz de simular estas condi¢des. Os autores observaram que a presenca de matéria
organica em aguas residudrias aplicadas a reatores anammox reduz a emissao de 6xido nitroso,
uma vez que permitem a completa desnitrificagdo a dinitrogénio gasoso. Al-Hazmi et al. (2021)
investigaram diferentes estratégias operacionais em NP/A em estdgio unico através de
simulagdo matematica, observando que a aeracao intermitente e baixas concentracdes de OD
(0,7 mg/L) apresentaram os melhores resultados, tanto de remoc¢ao de nitrogénio quando de

emissdo de 6xido nitroso (menor que 2% do nitrogénio total removido).

Devido as frequentes mudangas das condi¢des de potencial de oxirredugdo durante o regime de
aeracao intermitente, a producao e emissao de 6xido nitroso sao dinamicas (BLUM etal., 2018).
Por este motivo, amostragem ¢ coleta de biogas para avaliagdo das concentra¢des de 6xido
nitroso requer investigacao das circunstancias operacionais responsaveis pela maior ou menor
emissdo deste gds. Por exemplo, em sistemas de NP/A em estadgio Uinico com aeracdo
intermitente, faz-se necessario avaliar a emissao de o0xido nitroso nos periodos com e sem

aeracdo, além da fracdo que, como ocorre com o metano, fica retida no sistema.

Blum et al. (2018) observaram que cerca de 80% do total de 6xido nitroso produzido em sistema
de NP/A foi emitido durante as fases de aerac¢do, em virtude da presenga de nitrito nestas fases,
resultando em 1,1 no nitrogénio total removido sendo emitido na forma deste gas. No entanto,
quanto maior a intermiténcia de aeragao (com menores periodos de aeracao), mais escassa se
torna a presenca de nitrito, uma vez que, conforme é produzido em pequenas taxas, €
rapidamente consumido no meio. Assim, esta estratégia operacional aliada a baixas

concentragdes de OD pode reduzir emissdes de 6xido nitroso.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para elucidar a aplicacdo da nitrificagdo parcial/anammox para remog¢ao de
nitrogénio de efluente doméstico proveniente de tratamento anaerdbio sob diferentes

parametros operacionais e configuracdes do sistema.
3.2 Objetivos especificos
. Desenvolver a NP/A utilizando diferentes estratégias de aeracdo para remocao de

nitrogénio de efluente anaerdbio doméstico;

. Aplicar a NP/A sob temperatura ambiente e verificar seus efeitos no desempenho e na

partida de sistemas de NP/A;

. Investigar os efeitos de diferentes condi¢des operacionais na dindmica de N20 e CH4

para estabelecimento de estratégias mitigadoras de emissdao de GEE;

. Viabilizar a partida de reator de NP/A alimentado com efluente anaerdébio doméstico
utilizando lodos ativados como indculo e comparar com reator alimentado com meio de cultura

autotrofico para partida;

. Estabelecer a NP/A para co-tratamento de efluente anaerobio doméstico e sobrenadante

de lodo anaerdbio

. e caracterizar as comunidades microbianas dos sistemas ao longo das etapas

operacionais aplicadas.
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4 PREMISSAS E HIPOTESES
As premissas e hipoteses relacionadas aos objetivos especificos deste trabalho sao apresentadas

na Tabela 4-1.

Tabela 4 1 — Premissas, objetivos especificos e hipdteses da pesquisa
Objetivos Hipoteses
especificos

Premissas

A aplicagdo da NP/A ainda é desafiadora em 1) Desenvolver a NP/A | Estratégias adequadas de

efluentes domésticos, que possuem baixas utilizando diferentes aeragdo propiciam a

concentragdes de nitrogénio (GANI et al, estratégias de aeracao NP/A para remocéo de

2020). No entanto, a aeragdo intermitente para remocéo de nitrogénio de efluente
nitrogénio de efluente anaerobio doméstico

possibilita o desempenho deste processo em
efluentes domésticos provenientes de lodos
ativados (MIAO et al., 2020), e € um método
promissor para NP/A em efluentes domésticos
anaerébios

anaerébio doméstico

2) Aplicar a NP/A sob Temperaturas tropicais e

A NP/A é favorecida sob temperaturas
temperatura ambiente e | subtropicais possibilitam

moderadas (CAO et al., 2017). Assim, embora

climas tropicais sejam ideias para a NP/A, o verificar seus efeitos no a NP/A, incluindo a
clima subtropical do Sudeste brasileiro, com | desempenho e na partida partida de novos
de sistemas de NP/A reatores, sem a

temperatura média anual de 22°C, pode
beneficiar a NP/A, uma vez que outros
processos anaerobios de tratamento de
efluentes domésticos ja sdo consolidados sob
temperatura ambiente nesta regido
(CHERNICHARO et al., 2018)

necessidade de
aquecimento de reatores

Em sistemas de NP/A, comumente também 3) Investigar os efeitos A aeracdo intermitente

ocorre desnitrificagdo heterotréfica parcial, de diferentes condi¢des promove reduzida
razdo pela qual pode haver emissdo de N,O | operacionais na dindmica | emissdo de N2O e CH,4
(PIJUAN et al., 2020). Além disso, efluentes de N2O e CH4 para em sistemas de NP/A
provenientes de tratamentos anaerobios estabelecimento de alimentados com
potencializam a emissdo de CH4 em unidades estratégias mitigadoras efluente anaerébio
de emissdo de GEE doméstico

posteriores (Ribeiro et al., 2018). No entanto,
as estratégias operacionais adotadas para
NP/A influenciam no potencial emissor destes
gases (AL-HAZMI et al., 2020).

/Continua




A partida de reatores de NP/A com lodos
ativados como indculo e aeracéo ja foi
observada utilizando uma pequena porcdo de
biomassa com alta atividade anammox
(MIAO et al., 2020) e com efluente sintético
simulando lixiviado (QIU et al., 2019).
Portando, a partida de novos sistemas de
NP/A alimentados com efluente anaerébio
domestico sob aeracdo intermitente é
promissora, sem etapa prévia de alimentacgao
com meio de cultura sintético ou
suplementacéo de nitrito

4) Viabilizar a partida de
reator de NP/A
alimentado com efluente
anaerébio domeéstico
utilizando lodos ativados
como indculo e comparar
com reator alimentado
com meio de cultura
autotrdfico para partida

A NP/A pode ser obtida
em reator com lodos
ativados como inoculo
alimentado desde a
partida com efluente
anaerdbio domeéstico
através da aplicacdo de
aeracado intermitente

Uma vez que o desempenho da NP/A é
favorecido com alimentacéo de efluentes com
altas concentragdes de nitrogénio, como
digestatos e lixiviados (LACKNER et al.,
2014; PEREIRA et al., 2019; CARVALHO et
al., 2021), a aplicacdo conjunta de efluente
domestico anaerobio e sobrenadante de lodo
tem potencial de aprimorar e viabilizar o
processo de NP/A, além de contribuir para
fechar ciclos em ETEs

5) Estabelecer a NP/A
para co-tratamento de
efluente anaerébio
domeéstico e sobrenadante
de lodo anaerébio

O co-tratamento de
efluente doméstico e
sobrenadante de lodo
anaerébio favorece a

NP/A devido ao aumento
da concentracdo de
nitrogénio afluente

A comunidade microbiana em sistemas com
atividade anammox sofre alteracdes de acordo
com as condi¢des operacionais impostas
(ZHANG et al., 2022). Da mesma forma,
sistemas anammox inoculados com lodos
ativados e alimentados com efluente real
apresentam alta diversidade de bactérias que
competem com bactérias anammox pelo
substrato e que influenciam no desempenho de
sistemas anammox (LEAL et al., 2016;
FERNANDES et al., 2018; PEREIRA et al.,
2019). O conhecimento a respeito da
comunidade microbiana auxilia na tomada de
deciséo na NP/A.

6) Avaliar e comparar as
comunidades
microbianas dos sistemas
ao longo das etapas
operacionais aplicadas

Diferentes configuragdes
e condicOes operacionais
de sistemas de NP/A
modificam a comunidade
microbiana, sendo
possivel a dominancia de
bactérias anammox
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5 MATERIAIS E METODOS

Esta se¢do visa a apresentacdo geral dos materiais e métodos utilizados no presente estudo, com
planejamento experimental das quatro etapas executadas, que serdo apresentadas em forma de
capitulos a seguir. Além do planejamento experimental, serdo descritos em detalhes os reatores
utilizados, os sistemas dos quais os efluentes utilizados foram provenientes, descricdo do
gerenciamento da biomassa, o método de coleta da biomassa e a justificativa das analises de
biologia molecular utilizadas. As demais analises, especificas de cada capitulo, serdo descritas

individualmente em se¢do adequada.

5.1 Planejamento experimental

O planejamento experimental divide-se em quatro etapas, consistindo em: etapas 1, 2, 3 e 4
(Figura 5-1). A etapa 1 consistiu na partida de reator de mistura completa e bateladas
sequenciais, visando cultivo e aumento de concentracao e atividade de biomassa anammox,
utilizando lodos ativados como indculo e meio de cultura sintético sob anaerobiose. Nesta etapa,
apos a fase de cultivo e aumento de biomassa e atividade anammox estavel, foi aplicado efluente
doméstico proveniente de tratamento anaerobio (denominado efluente anaerdbio), com
suplementagdo de nitrito. Em seguida, houve etapas somente com efluente anaerébio e sob
aeracdo intermitente para investigacdo do processo de NP/A. Utilizando reator de mesma
configuracdo da etapa 1, a etapa 2 consistiu na investiga¢cao do fluxo — em termos de emissao —
de CH4 e NO; sob trés diferentes condi¢des de aeragdo intermitente e alimentagdo em todas as

fases com efluente anaerdbio doméstico.

A etapa 3 consistiu na partida simultanea de dois reatores de leito fixo com espuma e fluxo
continuo, alimentados com efluente anaerobio doméstico sob aera¢do intermitente para
estabelecimento da NP/A e alimentado com meio de cultura autotréfico para aumento da
concentragdo e atividade de bactérias anammox, respectivamente. Em ambos os reatores, foi

utilizado lodos ativados como in6culo.

Por fim, a etapa 4 deste estudo incluiu a investigacdo de NP/A aplicada a efluente anaerobio
doméstico (fase 1) e a aplicagdo de mistura de efluente anaerébio doméstico com sobrenadante
de lodo de reator UASB (centrifugado) (fase 2). As fases previstas no planejamento
experimental estdo apresentadas no fluxograma da Figura 5-1. Maiores detalhes sobre essas

fases serao explicados nos capitulos subsequentes.
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Figura 5-1 - Fluxograma do planejamento experimental, com resumo das fases previstas
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5.2  Efluente anaerdébio doméstico e sobrenadante de lodo

O efluente anaerdbio doméstico e o sobrenadante de lodo utilizados neste estudo foram
provenientes de um reator UASB localizado no Centro de Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CePTS), situado nas dependéncias da Esta¢do de Tratamento de Esgotos da Bacia

do Ribeirdo Arrudas (ETE Arrudas), em Belo Horizonte, Minas Gerais.

O reator UASB recebe parte da vazao de efluente doméstico bruto encaminhado a ETE Arrudas,
apos as etapas de tratamento preliminar contendo grade grossa de limpeza manual, grade fina
mecanizada e desarenador. Esse reator vem sendo utilizado por diversas pesquisas realizadas
no SMARH/UFMG, principalmente em sistemas de pods-tratamento, e algumas de suas

caracteristicas de concepg¢ao e operagao estdo contidas na Tabela 5-1.

Tabela 5-1 - Caracteristicas de concepgao e operagdo do reator UASB utilizado para tratamento de
efluente doméstico bruto

Volume util (m3) 14
Diametro (m) 2
Altura Gtil 45
Material Ferrocimento
VazAio de operagdo (ms.d?) 34a37
TDH (h) 6al6
Velocidade ascensional 0,45a 0,50

(m.h)
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5.3 Reatores utilizados para avaliagdo de NP/A
5.3.1 Reator de mistura completa em bateladas sequenciais

O reator de mistura completa, modelo New Brunswick™ Bioflo®/CelliGen® 1135, utilizado
neste trabalho nas etapas 1, 2 e 4 foi programado para operagdo em bateladas sequenciais (RBS)
(Figura 5-2). Este reator possui volume de trabalho de 2L e dispde de sondas para medi¢ao de
temperatura (°C), pH e oxigénio dissolvido (%). Adicionalmente, o reator possui sondas de
nivel, para ajuste do volume afluente e efluente ao reator. A entrada e saida de liquido foi feita
com auxilio de bombas, que eram desativadas automaticamente com auxilio dos sensores de

nivel. O sistema conta com mecanismo de mistura sob agitacdo controlada de 50 rpm.

O reator foi mantido protegido da luz para evitar o crescimento de algas que poderiam assimilar
o nitrogénio do meio. Para promover a nitrificagao parcial através da aeracao intermitente, foi
adicionado ao reator um sistema de aeracdo com compressor de ar conectado a mangueira de
silicone e pedra porosa para geracdo de microbolhas. A vazao de ar foi controlada com auxilio
de vélvula reguladora e mantida de 50 a 200 mL/min. A vazao de ar foi medida com auxilio de
seringa esmerilhada. O acionamento e desligamento do compressor de ar foi feito com auxilio

de temporizador automatico.

A operagao do reator RBS dividiu-se em 4 etapas, que compdem ciclos curto e longo, de 8 ¢ 16
horas, respectivamente, sendo elas: 1) alimentacdo (5 min) — na qual a bomba de entrada do
reator e a agitacdo eram ativadas e um volume afluente de 1-1,8 L ¢ bombeado para o reator;
2) reagdo (16-48h) —etapa na qual houve reagdo da biomassa com o meio de cultura ou efluente
adicionado sob agitacdo e aeragdo intermitente (este tltimo, somente nas etapas de aeracao); 3)
sedimentacdo (20 min) — havendo interrupcdo da mistura, de forma a possibilitar a
sedimentacdo da biomassa e sua retencdo do RBS e 4) retirada de efluente (5 min)— onde a
bomba de saida do reator era ativada, sendo retirado volume de 1-1,8 L. O TDH do reator foi

variavel de acordo com as fases experimentais (segunda a sexta).

5.3.2 Reatores de fluxo continuo

Dois reatores de leito fixo com espuma e fluxo continuo (RFC 1 ¢ RFC 2) com a mesma
configuragao foram utilizados nesta pesquisa, para atender os objetivos da etapa 3. Estes
reatores (Figura 5-3) t€ém formato cilindrico e material acrilico, com sistema alimentacao
continua e fluxo ascendente. No interior, os reatores foram preenchidos com meio suporte, que

consiste em pequenas midias de espuma de poliuretano revestidas de material plastico. O
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objetivo destas midias foi a fixacdo da biomassa, possibilitando protecdo contra possiveis

agentes inibidores no meio liquido e reten¢ao no reator, principalmente nas etapas de aeragao.

Figura 5-2 - Representagdo esquematica do RBS e seus componentes: (1) temporizador automatico;
(2) compressor de ar; (3) registro regulador da vazao de ar; (4) mangueira de ar com pedra porosa; (5)
agitador; (6) sensores de pH, temperatura, OD, agitacdo e niveis maximo e minimo; (7) afluente; (8)
bomba para entrada do afluente; (9) bomba para saida do efluente tratado; (10) coleta do efluente
tratado; (11) painel de controle, programagao e armazenamento de dados do RBS e (12) exportagao
dos dados armazenados
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Na parte superior (headspace), havia tampa de acrilico com borracha para vedar a transferéncia
de gases com o ambiente externo aos reatores. Essa tampa tem uma abertura de 5 cm de
diametro para inserir sonda de medi¢ao de redox, OD, pH e temperatura. Na base do reator
havia pedra porosa para geragdo de microbolhas, que foi utilizada tanto para adicionar
nitrogénio gasoso e expulsar o oxigénio no meio liquido na etapa de enriquecimento com meio
de cultura, quanto para aerar o meio na etapa de desenvolvimento de nitrificagdo
parcial/anammox através de aeracdo. As dimensdes e outros componentes pertinentes dos

reatores de fluxo continuo sdo apresentados na Tabela 5-2.

Quanto ao uso de pedra porosa, seu principal objetivo, além da aeragdo para geracdo de
substratos necessarios ao processo anammox (NOy") foi também melhorar a hidrodinamica do
reator, de modo que as microbolhas geradas proporcionem mistura e previnam o surgimento de
zonas mortas ou caminhos preferenciais. Conforme o RBS apresentado no item anterior, os
RFC 1 e 2 também foram aerados por meio de compressor de ar ligado a um temporizador
automatico para garantir a intermiténcia da aeragdo, com vazao ajustavel e controlada através

de registro. Os RFC 1 e 2 também foram protegidos da luz para evitar o crescimento de algas
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em seu interior. Adicionalmente, a principal vantagem do uso destes reatores consiste em
flexibilizar o TDH em tempos menores que 24h pela propriedade de fluxo de entrada do

afluente e saida de efluente continuos.

Figura 5-3 - Representag@o esquematica do RFC 1 e 2 e seus componentes: (1) temporizador
automatico; (2) compressor de ar; (3) registro regulador da vazao de ar; (4) saida de efluente; (5)
entrada para sondas; (6) entrada para adigdo de nitrogénio gasoso ¢ saida de gases; (7) frasco de

armazenamento de afluente; (8) bomba peristaltica para alimentagao; (9) entrada de efluente; (10)
meio suporte e (11) pedra porosa.

==

——

Tabela 5-2 - Caracteristicas da concepg¢do do RFC e seus principais componentes

Altura (cm) 53

Diametro interno (cm) 9,5

Volume total (L) 3,6

VVolume atil aproximado (L) 2,0

Diametro da pedra porosa (cm) 3-4

Aresta do meio suporte (cm) 2,0
Numero de pecas do meio suporte Aproximadamente 500

5.3.3 Inoculacdo dos reatores, amostragem e analises da biomassa

A inoculagdo dos reatores utilizados neste estudo foi realizada utilizando lodos ativados
proveniente da linha de recirculagdo. Para os reatores RBSs, o lodo foi lavado com solucao
padrdo de fostato, centrifugado e adicionado no reator por abertura no headspace. Apos coleta

do lodo, este permaneceu refrigerado por 1 a 24h a cerca de 4°C antes do preparo e inoculagao.
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Para os reatores com biomassa imobilizada em espuma, imediatamente ap6s a coleta, o indculo
permaneceu em contato com o meio suporte por sete dias e anteriormente a sua disposi¢ao nos
reatores, houve fornecimento de oxigé€nio através de compressor de ar, para facilitar a adesao

da biomassa no meio suporte.

A amostragem de biomassa no reator RBS foi realizada com pequena abertura no headspace e
inser¢do de tubulacdo acoplada a seringa, promovendo fluxo de saida da biomassa (com o
equipamento de mistura do reator ativado), com volume aproximado de 50 mL. No caso de
adesdo da biomassa as paredes do reator, a tubulagdo feita de silicone promovia o
desprendimento do biofilme aderido as paredes do reator, que em seguida era retirado com

auxilio de seringa.

A amostragem nos reatores com biomassa imobilizada em espuma foi feita separadamente: da
biomassa aderida aos meios suporte e da biomassa dispersa no reator. No caso da biomassa
aderida, foi realizada coleta de vinte midias, de todas as camadas do reator, que foram lavadas
com solugdo de fosfato e centrifugadas, até a retirada total da biomassa. Ap0s a retirada de todas
as midias, 25 mL do liquido no interior misturado com biomassa eram retirados, lavados e

centrifugados.

A biomassa coletada foi armazenada sob -20°C para extracdo de DNA e parte da biomassa foi
utilizada para analise de solidos suspensos volateis (SSV), de acordo com APHA (2017).
Devido a baixa disponibilidade de agua para ser filtrada nas amostras, estas foram pesadas e a
massa foi substituida pelo volume na férmula de determinacdo de SSV (considerando peso
especifico da amostra igual ao da 4gua). Além disso, nao houve filtracdo, sendo o material de

coleta depositado diretamente nas capsulas de porcelana da analise.

Quanto a coloracdo das amostras de biomassa, de maneira geral, ndo ficaram visivelmente
avermelhadas como comumente sdo observadas biomassas com atividade anammox, mas em
tons de marrom mais claros, com alguns granulos alaranjados (no caso do RBS) e alaranjadas
nos reatores de fluxo continuo, principalmente a biomassa aderida no meio suporte. A utilizagao
de efluente real permite o crescimento de outros microrganismos e¢ devido a presenca de

materiais inertes nos solidos do reator justificam a coloragdao da biomassa.

No entanto, ténicas de biologia molecular foram utilizadas para a correta quantificacao de
bactérias anammox e outros microrganismos envolvidos no ciclo do nitrogénio (analise de

reacdo em cadeia da polimerase quantitativa - qPCR), bem como avaliagdo da diversidade
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microbiana, considerando todo o dominio de bactérias e arqueas (sequenciamento de nova
geracao — NGS). Os primers utilizados na qPCR foram descritos por Pereira (2018). Na analise
de NGS, foi realizada amplificagdo do DNA com primers para regiao de interesse 16s V4, com
inclusdo dos barcodes, pool das amostras, quantificacdo do pool e sequenciamento (2x150pb
ou 2x250pb, média de cobertura de 40.000 paired-end reads por amostra). Para identificagdo
taxondmica, foi utilizado programa QUIME™, com aplicacdo de Amplicon Sequence Variant

(ASV) para analise das sequéncias obtidas.

Informagdes complementares da analise de bioinformatica (nimero de sequéncias recuperadas,
indice de diversidade de Chaol, indice de diversidade de Shannon, indice de diversidade de

Gini-Simpson e indice de diversidade de Simpson inverso estdo contidas no Apéndice A.
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6 ETAPA 1 — NITRIFICACAO PARCIAL/ANAMMOX PARA REMOCAO DE NITROGENIO DE
EFLUENTE ANAEROBIO DOMESTICO EM REGIAO DE CLIMA TROPICAL: ESTRATEGIAS DE
AERACAO E COMUNIDADE BACTERIANA DO CICLO DO NITROGENIO (DADOS DO CAPITULO

PUBLICADO NA REVISTA ENVIRONMENTAL TECHNOLOGY)
RESUMO

A combinacdo da digestdo anaerdbia e da NP/A pode tornar ETEs energeticamente
autossuficientes. No entanto, a aplicagao da NP/A tem sido um desafio em aguas residudrias
contendo baixas concentragdes de nitrogénio; além do mais, sua aplicagdo em efluentes
anaerobios domésticos, bem como as estratégias de aeragdo e investigagdo do processo sob
temperatura ambiente sdo pouco explorados. Este estudo, que teve duragdo de 729 dias,
investigou a PN/A em RBS, tratando efluente anaerobio doméstico. Apos a partida do sistema,
o RBS foi alimentado com efluente real sob 35°C e sob temperatura ambiente sem diminui¢ao
na remoc¢ao de nitrogénio (71 e 75%, respectivamente). As remog¢des medianas de N-NH4+ e
NT sob aeracdo de 7 min on/14 min off foram de 66 e 59%, respectivamente, com efluente em
acordo com a legislacdo de langamento de efluentes brasileira. Os resultados da qPCR mostram
a abundancia de bactérias anammox na ordem de magnitude entre 108 e 109 n° copias/gSSV.
Estes resultados mostram que € possivel estabelecer a NP/A como pos-tratamento de efluentes

anaerobios domésticos sob temperatura ambiente.

6.1 Introducdo

A digestao anaerdbia para remocao de matéria organica ¢ uma alternativa promissora para
regides de clima quente e tem ganhado destaque no tratamento de aguas residuarias domésticas
em regides tropicais e subtropicais devido a condi¢do climatica favoravel, menor demanda
energética e potencial de geragdo de energia (SOUZA; OKADA; FORESTI, 2018; STAZI;
TOMEI, 2018). Reatores UASB consistem no principal sistema para tratamento anaerdbio de

aguas residuarias no Brasil (CHERNICHARO et al., 2015).

No entanto, na digestdo anaerobia, a remog¢ao de matéria organica ¢ menor em comparagao a
processos aerdbios, como lodos ativados, exigindo frequentemente processos de pos-tratamento
para atender aos critérios de descarte ou reuso (CHERNICHARO et al., 2015). Apesar da
limitacdo de altas remocdes de DQO (~70%), o tratamento anaerdbio pode converter 70% de

DQO em metano (SANDRA C et al., 2017).
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As técnicas tradicionais para a remogdo de nitrogénio (com nitrificagao total e desnitrificacdo
heterotréfica) podem nao ser adequadas como pos-tratamento de efluentes domésticos
anaerdbios, uma vez que estes contém uma fragdo de DBO, mas nao suficiente para suprir a
demanda de matéria organica na desnitrificagdo heterotrofica, afetando o desempenho do
processo (Chernicharo et al., 2015). Além disso, o desvio de matéria organica do esgoto bruto
para garantir a remog¢do de nitrogénio reduziria a geracdo de biogas e, consequentemente, e

recuperagao energética (LAURENI et al., 2015).

A introdug@o do processo de NP/A como pods-tratamento de efluentes domésticos permite a
separa¢do da remogao de carbono e de nitrogénio e maximiza a recuperagao energética atraveés
do pré-tratamento de matéria organica em digestor anaerdbio (ou reator UASB) para a geragao
de biogas (CAO; VAN LOOSDRECHT; DAIGGER, 2017). No entanto, um dos maiores
desafios da NP/A em efluentes domésticos consiste no controle da populagdao de BON (MIAO
et al., 2017) e nesse sentido, a aeracdo intermitente tem sido uma alternativa para inibir BON e
garantir a PN/A (MA et al., 2015b; MIAO et al., 2020a; XU et al., 2020). A NP/A para a
remocio de nitrogénio de efluentes domésticos tem sido aplicada com sucesso (JUAN-DIAZ;
PEREZ; CARRERA, 2021; LAURENI et al., 2016; MA et al., 2015a; MIAO et al., 2016). No
entanto, sua aplica¢do tem tido o foco em efluentes aerobios domésticos e a aplicagdo em

efluentes anaerdbios domésticos tem sido pouco investigada.

Regides de clima quente podem favorecer o processo de NP/A e favorecer a remocdo de
nitrogénio de efluentes anaerobios domésticos. Fernandes et al. (2018) observaram altas
atividade anammox e remog¢do de nitrogénio em RBS alimentado com efluente anaerdbio
doméstico e com suplementacdo de nitrito sob 35, 25 e 20°C. A NP/A foi estabelecida em RBS
alimentado com digestato de residuo alimentar sob temperatura ambiente do Sudeste brasileiro
(Carvalho et al., 2021). No entanto, a adequabilidade da NP/A em temperatura ambiente para

remogao de nitrogénio de efluente anaerobio doméstico ndo estd totalmente compreendida.

A aeragdo intermitente com curtos periodos de aeracdao e ndo aeracdo e baixas concentragdes
de oxigénio podem controlar as populacdes de BOA e DHB, inibir BON e promover a atividade
anammox (MIAO et al., 2017; XU et al., 2020). A vazao de ar aplicada ¢ um parametro crucial
para as estratégias de aeragao (PEREIRA et al., 2019a). Contudo, o equilibrio entre as vazdes
de ar aplicadas e periodos de aeracdo/ndo aeragdo nao estdo totalmente exploradas,
especialmente na aplicacdo de NP/A em efluentes domésticos, devido a dificuldade de inibir

BON.
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Portanto, os objetivos deste trabalho s@o: 1) avaliar o processo anammox para remocdo de
nitrogénio de efluente doméstico anaerdbio sob temperatura controlada e sob temperatura
ambiente; 11) investigar estratégias de aeracao com diferentes periodos de aeracao (1, 5 ¢ 7 min)
e a influéncia da vazdo de ar aplicada e iii) analisar a dindmica da comunidade bacteriana do
ciclo do nitrogénio. Este estudo auxilia em melhor compreensio da PN/A em efluentes
domésticos, especialmente anaerobios, bem como na interferéncia da temperatura ambiente e

efeitos das estratégias de aeracao.

6.2 Materiais e métodos
6.2.1 Efluente anaerdbio doméstico

O afluente do RBS consistiu em efluente anaerébio doméstico de reator UASB em escala de
demonstragdo (14 m*) com TDH de 6 a 16h, localizado em Belo Horizonte, Brasil (latitude
19530 42"S e longitude 43520 42"W), no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) da UFMG. O efluente foi armazenado em recipientes sob 6°C e mantido por 1 a 5

semanas anteriormente a aplicagdo no sistema.

6.2.2 RBS

Um RBS com volume ttil de 2 a 2,3L (modelo New BrunswickTM Bioflo®/CelliGen® 115)
foi utilizado nesta pesquisa durante 729 dias. O RBS continha sondas de temperatura (°C), pH,
OD (% e mg/L), controle de agitacdo (rpm) e software para armazenamento e exportacdo de
dados. A agitacdo foi controlada a 50 rpm e o TDH variou entre 16 e 32h (exceto em finais de

semana e periodos de restricdo devido a pandemia de Covid-19).

Os ciclos operacionais do reator incluiam: (i) alimentacdao (5 min); (ii) reagdo (450 a 1.350
min); (iii) sedimentacdo (20 min) e (iv) descarte de efluente (5 min). Um compressor de ar
externo foi conectado ao RBS com temporizador para garantir a alternancia entre periodos com
e sem aeragdo. A vazdo de ar foi controlada através de valvula reguladora conectada a
mangueira de aera¢ao e monitorada com auxilio de seringa esmerilhada. Nao houve descarte de
solidos do sistema (exceto em situagcdes em que parte destes foi arrastado pelo fluxo de saida

de efluente do reator), ocasionando alto TDS.

6.2.3 Inoculo

O RBs foi inoculado com 12L de lodos ativados proveniente da linha de recirculacdo de ETE

Arrudas, operada pela Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA). O lodo foi
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centrifugado a 12000 rpm por 20 min e adicionado no reator. A concentragdo de s6lidos no lodo

centrifugado foi de 76.5 gSSV.L.

6.2.4 Estratégias operacionais do RBS

As fases operacionais incluiram: fase 1- alimentacdo com meio de cultura autotréfico descrito
por Dapena-Mora et al. (2004) e Van de Graaf et al. (1996) para aumento de copias e atividade
de bactérias anammox, com concentra¢do de nitrogénio total de 60 a 200 mg/L. -; fase 2 e 3
(alimentacdo com efluente anaerdbio doméstico suplementado com nitrito, sob 35°C e
temperatura ambiente, respectivamente); fases 4, 5 e 7 (alimentagdo com efluente anaerobio
doméstico e aeragao intermitente para NP/A, sob condigdes de aeragdo/ndo aeracdo de 1 min/14
min, 5 min/14 min e 7 min/14 min, respectivamente) e fases 6.1 e 6.2 (com suplementacao de
biomassa com atividade anammox para recuperagao de remog¢ao de nitrogénio e alimentagao
com meio autotréfico e efluente anaerdbio doméstico e nitrito, respectivamente). Mais detalhes

sobre as estratégias operacionais sdo apresentados na Tabela 6-1.

6.2.5 Analises fisico-quimicas

As concentracdes afluentes e efluentes(mg/L) dos compostos nitrogenados (Nitrogénio total
Kjeldahl — NTK -, N-NH4+, N-NO2-, N-NO3-), DBO, DQO e alcalinidade total (AT) foram
investigadas de acordo com APHA (2017). As eficiéncias e taxas de remog¢ao/consumo destes
compostos foram analisadas em estatistica descritiva e os resultados, apresentados em tabelas

e graficos utilizando o software Office Excel 2020.

6.2.6 Extracao de DNA e qPCR

As coletas de biomassa incluiram o indculo e amostras do RBS ao final de cada fase
operacional, para andlises de SSV (de acordo com APHA, 2017) e para extragdo de DNA
(utilizando o kit Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA e seguindo os
procedimentos descritos pelo fabricante). O n° de copias/gSSV do gene RNAr 16s (anammox,
Nitrospira, Nitrobacter) e genes funcionais (AmoA para BOA e NosZ para bactérias
desnitrificantes que convertem N>O a N3) foram estimados através de PCR quantitativo (qPCR)
utilizando mix SYBR Green e primers e plasmideos (para curva padrdo). Mais detalhes sobre

coleta, primers utilizados e condigdes da qPCR foram previamente descritos por Pereira et al.

(2019a).
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Tabela 6-1—- Estratégias operacionais no RBS para estabelecer atividade anammox (fases 1, 2 e 3);
processo de NP/A (fases 4, 5 e 7) e recuperacdo de atividade anammox (fases 6.1 e 6.2)

. Duragdo - x Aeragdo  Vazdo de ar o
Fases Periodo (dias) Alimentacdo  TDH (on/off) (L/min.L) Temp. (°C)
20/3/202 .
Meio de
0to 24h-14
1 131202 990 cultura dias =
1 autotrofico
Etuene
2 to 61 doméstico e 24-32h 35
19/3/21 N
nitrito
Efluente
9/4/21 to anaerobio .
3 11/6/21 e doméstico e Uere ORI
nitrito
Efluente
17/6/21 anaerobio .
4 10 5/8/21 50 doméstico e 16h 1/14 0.020-0.150  Ambiente
ar
Efluente
6/8/21 to anaerébio 0.0045- .
£ 181021 4 domésticoe 10" il 0,120 HTlEente
ar
26/10/21 Meio de
6.1 to 15 cultura 32h Ambiente
9/11/21 autotrofico
e
6.2 to 79 domeéstico e 15-32h 7/14 Ambiente
28/1/22 o
nitrito
Efluente
1/2/22 to anaerébio .
7 18/3/22 46 domeéstico e 31h 0.025-0.050  Ambiente

ar

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Caracteristicas do efluente anaerobio

As principais caracteristicas do efluente anaerébio doméstico proveniente de reator UASB sdo
apresentadas na Tabela 6-2. O composto nitrogenado predominante é o N-NH4" (mediana de
38,1 mg/L), seguido de uma porcao de nitrogénio organico (mediana de NTK de 43 mg/L). A
matéria organica também ¢é presente (mediana de DQO e DBO de 91,3 e 42,4 mg/L,
respectivamente), resultando em mediana de taxa C/N de 1,40 e mediana de DQO/DBO de 2,6).
A matéria organica biodegradavel nao ¢ expressiva e a maior parte da matéria organica ¢
composta por fracao inerte. Estes resultados indicam que a atividade de BDH pode ser limitada,
reduzindo a competicao por bactérias anammox por substrato. Outras caracteristicas do efluente
anaerdbio doméstico consistem na presenca de CHa 7-25 mg/L) e S (7-23 mg/L) (CABRAL
et al., 2020).
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O processo tradicional de remocdo bioldgica de nitrogénio de &4guas residudrias (com
nitrificacdo total e desnitrificagdo heterotrofica) requer 2.86 mg de DQO (sem considerar o
crescimento bacteriano) por mg de N-NOs™ removido (GUVEN, 2009) e 7,07 mg de AT por mg
de N-NH4" oxidado a N-NOj3™ (Ahn, 2006). As medianas dos valores de DQO/N-NH4" ¢ de
AT/N-NH4" no efluente anaerobio doméstico foram de 1,40 e 5,89, respectivamente (Tabela
6-2). Estes resultados sugerem que ndo ha DQO e AT suficiente para garantir o processo
tradicional de remog¢ao de nitrogénio. No entanto, uma vez que a demanda de DQO e de AT
para a NP/A € de 0 e 3,57 (TAaftuente/N-NH4 afiuente) (Ahn, 2006), as concentragdes destes
compostos no efluente anaerdbio doméstico sdo adequadas para a NP/A. Laureni et al. (2015)
observaram que efluentes aerdbios domésticos também ndo apresentam matéria organica
suficiente para a desnitrificagdo heterotrofica, e os resultados da presente pesquisa mostram que
o efluente anaerdbio doméstico tem comportamento similar, embora haja menor remogao de

matéria organica em tratamentos anaerobios em compara¢do com tratamentos aerobios.

Tabela 6-2- Principais caracteristicas do efluente de reator UASB tratando efluente doméstico
utilizado nesta pesquisa

Variavel n Mediana Média aritmética C.V.
N-NH4* (mg/L) 135 38.1 375 0.20
NTK (mg/L) 130 43.0 43.3 0.22
N-NO; (mg/L) 21 0.24 0.37 1.19
N-NOs™ (mg/L) 21 0.58 0.72 0.92
AT (mgCaCOs/L) 101 218.9 224.0 0.18
CODxotal (Mg/L) 93 91.3 108.9 0.67
DBOs (mg/L) 78 42.4 45.6 0.49
DQO/DBO 74 2.6 2.7 0.58
DBO/NT 66 0.68 0.75 0.56
TAafluente/N- 93 5.89 6.23 0.30
NH4 afiuente

n: namero de amostras ¢ C.V.: coeficiente de variagao (desvio padrao/média aritmética).
6.3.2 Partida do RBS com lodos ativados como in6culo

A partida do RBS foi feita utilizando lodos ativados como indculo e os primeiros 300 dias de
operagdo consistiram em alimentagdo com meio de cultura autotréfico para a aumento de
bactérias anammox, conforme descrito anteriormente (Dapena-Mora et al., 2004; van de Graaf

et al., 1996). A remogdo dos compostos nitrogenados nesta fase foi instavel (Figura 6-1),
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provavelmente devido a atipica operagao (com longos e flutuantes TDHs) do sistema, devido
as restri¢des em virtude da pandemia de Covid-19. Contudo, carga mediana de nitrogénio total
removido foi de 116 mg/L.d foi obtida nesta fase. Este valor ¢ préximo a carga de nitrogénio
total removido observado por Pereira et al. (2019) em RBS inoculado com lodos ativados
(mediana de 82 mg/L.d em 300 dias de operagdo com meio de cultura autotrofico para
bioaumentagdo de biomassa anammox). A mediana da taxa N-NO3 produzido/N-NH4" consumido
(0,60) foi maior do que a taxa teorica da reagdo anammox (0,26) (STROUS et al., 1998b), o
que também ¢ reportado sobre sistemas anammox inoculados com lodos ativados, mesmo
quando alimentados com meio de cultura autotréfico (Fernandes et al., 2018; Leal et al., 2016;

Pereira et al., 2019), devido a presenca de BOA e BON.

O coeficiente N-NOj3 produzido/N-NH4 " consumido apresentou valores discrepantes ao longo das fases
operacionais, inclusive com valores negativos, proximos a -21 (Figura 6-1), é resultado do
actmulo de N-NOj3 no reator em alguns ciclos operacionais e do baixo consumo de N-NH;". O
alto TDH do sistema aliado a retirada parcial de volume efluente e a nitrificagdo excessiva

seguida de nitrificacdo insuficiente favorece este cenario.

Os dados da série nitrogenada e de alcalinidade total no sistema apresentados na Figura 6-1
foram produzidos a partir do 120 e 200° dia de operagao do sistema, respectivamente, uma vez
que anteriormente a este momento, havia impossibilidade de acesso ao laboratdrio para as

analises em virtude das restri¢gdes provocadas pela pandemia de Covid-19.

6.3.3 Alimentagdo com efluente anaerébio doméstico com suplementacao de nitrito sob 35°C

e sob temperatura ambiente

Apbs o periodo para o aumento da atividade de bactérias anammox, o RBS foi alimentado com
efluente anaerdbio doméstico suplementado com nitrito (com proporgdo de 1 N-NH4/1,5 N-
NO>) para a reagao anammox (fases 2 e 3). Na fase 2, a temperatura foi mantida a 35°C, como
na fase anterior. As eficiéncias medianas de remog¢io de N-NH4" e de NT foram de 74 ¢ 71%,

respectivamente (Tabela 6-3).

A presenga de DQO e DBO ndo diminuiu a remog¢do de nitrogénio em comparacdo a fase
anterior com meio de cultura autotréfico como alimentacao (Figura 6-1). A AT também foi
consumida na fase 2 (mediana de 19%), mesmo sem fornecimento de ar. Este consumo pode
ser uma medida indireta da nitrificagdo total, devido a atividade de BOA e BON, uma vez que

a mediana da taxa de N-NO3 produzido/N-NH4 consumido f0i de 0,79, maior do que o valor tedrico
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da reacao anammox de 0,26 (Strous et al., 1998). A atividade de BOA ¢ BON mesmo sem
aeracao ¢ comum em reatores anammox inoculados com lodos ativados, aumentando a taxa de
N-NO3produzido/N-NH4" consumido (Fernandes et al., 2018; Leal et al., 2016; Pereira et al., 2019),
uma vez que estes microrganismos sao adaptados a limitagdo de OD e podem emergir em meio
com excesso de nitrogénio (NOWKA; DAIMS; SPIECK, 2015; VAL DEL RIO et al., 2019;
YU et al., 2020), que é o caso do RBS com alimentagio com N-NH4" afluente (efluente
anaerobio doméstico) e N-NO>™ (suplementado no efluente) com concentracoes de 38,1 e 60

mg/L, respectivamente.

O maior consumo de DBO (mediana de 38%) foi observado na fase 2, possivelmente devido a
presenca simultdnea de matéria organica e N-NO2, o que favorece a desnitrifica¢do
heterotrofica, de acordo com pesquisas prévias em sistemas anammox alimentados com
efluente anaerébio doméstico e suplementagdo de nitrito (Fernandes et al., 2018; Leal et al.,
2016). Contudo, bactérias anammox podem ser dominantes nestes sistemas, mesmo com DHB

e matéria organica (LAURENI et al., 2015).

A partir da fase 3, o reator foi operado sob temperatura ambiente. As medianas de eficiéncias
de remogdo de N-NH4" e NT foram de 64 ¢ 75 %, respectivamente. A mediana da taxa N-NO3
produzido/N-NH4" consumido f0i de 0,22, menor do que a taxa tedrica da reagdo anammox de 0,26, o
que siginifca que parte do N-NOs3™ produzido pela reagdo anammox pode ser sido consumo
juntamente com a DBO (mediana de consumo de 24%) por DHB, o que foi observado em

estudos anteriores (JUAN-DTAZ; PEREZ; CARRERA, 2021; LAURENI et al., 2015).

A redugdo da temperatura na fase 3 (de 35°C para temperatura ambiente de 20 a 29°C) nao
diminuiu a remoc¢ao de nitrogénio (de 71para 75%), de acordo com estudos prévios com
diminuicdo da temperatura de 35 para 25 e 20°C (Fernandes et al., 2018). Alguns estudos
sugerem que um longo periodo (um ano) € necessario para a aclimatagao de bactérias anammox
diante da reducao da temperatura (20°C) para sistemas anammox alimentados com efluente
doméstico pré-tratado (Juan-Diaz et al., 2021). No entanto, este estudo mostra que a
aclimatacdo de sistemas com atividade anammox sob temperaturas ambientes em regides
tropicais (20-29°C) pode ser rapida, o que facilita a implementagdo do processo anammox.
Apesar da temperatura 6tima de bactérias anammox de 37°C (ISAKA et al., 2008) e de BON
entre 25 e 30°C (MEHRANI et al., 2020), os resultados da presente pesquisa mostram que ¢
possivel alcancar altas eficiéncias de remoc¢do de nitrogénio tratamento efluente anaerobio

doméstico sob temperatura ambiente em sistemas anammox, limitando a atividade de BON.
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Figura 6-1- Dindmica das concentragdes de N-NH4* (mg/L), N-NOs3 produzido/N-NHa*consumido, limite de
descarte de N-NH4* (A); concentragdes de AT (mg/L), TA consumida/N-NHa"consumido (B), concentracdes
de DQO and DBO (mg/L), limite de descarte de DBO (C) e concentracBes de NT, N-NO, e N-NOs-

(mg/L) nas fases de 1 a 7 (D).
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A temperatura ambiente, que foi medida a cada minuto diariamente, variando de 20 a 29°C ao

longo do periodo sem controle de temperatura, resultou em menores consumos de DBO e AT,

o que indica indiretamente a diminui¢do das atividades de BOA, BON e DHB em comparagao

a operagdo sob 35°C. Estes resultados estdo de acordo com Juan-Diaz et al. (2021),

considerando a diminui¢do de DHB com a diminui¢ao da temperatura em sistemas anammox

alimentados com efluente doméstico.
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Tabela 6-3 — Mediana e coeficiente de variacdo (C.V.) das eficiéncias de remocdo de N-NH4*, NT, AT
e DBO (%)1 taxas de N'NO3_produzido/N'N H4+consumido e ATconsumida/N'N H4+consumido e Concentragées
efluentes de N-NH4*, NT, AT, DBO, N-NO, e N-NO3 nas fasesde 1 a 7.

Eficiéncias de remogio (%) Taxas
w ar
n Mediana C.V. n Mediana C.V. n Mediana C.V. n Mediana C.V. n  Mediana C.V. n  Mediana C.V.
1 29 56 045 |12 46 0,31 {10 13 2,30 ¢ - - - 11 0,60 0,46 |11 1,04 2,66
2 14 74 0,16 {13 71 0,11 | 14 19 0,95 {11 38 049 {13 0,79 044 {12 234 0,92
3 11 64 025 11 75 0,08 | 6 0 -1529 ¢ 9 24 1,69 {11 022 0,74 | 6 0,06 -7,65
4 26 22 1,09 {25 18 0,85 {11 27 4,07 i 9 12 -10,85 25 0,22 -1492 {11 1,10 -4,67
5 28 30 0,58 |21 26 0,40 |18 31 0,75 {13 22 1,09 {21 0,33 -6,84 118 523 -7,60
6.1 8 98 0,01 6 96 0,05 | 8 -1 -4,65 | - - - 6 0,08 0,69 {8 -006 -451
62 32 93 0,13 {32 89 0,11 |24 -1 1595 19 3 -12,52 132 0,02 1,53 {24 -0,07 2046
7 23 66 0,18 21 59 0,15 {21 68 0,34 {12 10 1,64 |21 0,09 0,59 {21 5,98 0,28

Concentragdes efluentes (mg/L)

Fases N-NH4* NT AT DBO N-NOy N-NO3

n Mediana C.V. n Mediana C.V. n Mediana C.V. n Mediana C.V. n  Mediana C.V. n  Mediana C.V.

1 29 17,8 0,88 12 53,0 0,54 10 162,0 0,22 - - - 29 7,90 1,15 {11 17,50 0,30
2 14 5,1 0,58 {13 20,5 0,18 14 158,0 0,17 {11 16,3 0,29 {14 0,00 2,88 {14 14,50 0,28
3 11 14,5 0,61 11 18,6 026 | 6 252,0 0,29 {10 238 0,76 {11 0,00 2,26 ¢ 11 4,08 0,81
4 26 31,9 0,21 {25 40,7 0,34 14 156,0 0,48 {11 46,6 0,42 {26 0,00 3,84 {25 2,58 1,09

5 28 330 032 {21 381 011 {21 1800 042 {15 351 048 28 0,04 2,55 {23 48 1,04
61 8 0,6 054 | 6 33 070 |8 2330 014 | - - - 8 082 1,66 |6 247 0,73
62 32 22 1,09 {32 83 0,77 (24 2090 022 {19 39, 042 {32 040 190 (32 0,65 144

7 23 12,3 0,32 21 15,9 0,23 21 76,0 0,54 {12 314 043 {22 0,05 1,85 {21 2,44 0,63

n: numero de dados; C.V: coeficiente de variagdo (desvio padrdo/média aritmética).

Em contraste, Fernandes et al. (2018) observaram aumento no consume de matéria organica
(como DQO) com a redugdo da temperatura em reator com atividade anammox alimentado com
efluente anaerobio doméstico e suplementado com N-NO;". Contudo, os autores aplicaram a
alimentagdo com taxa de NH4":NO: de 1,80 a 2,00 (no presente estudo, esta taxa foi de 1,50),

maior do que a estequiometria da reagdo anammox (1,32) proposta por Strous et al. (1998).

6.3.4 Estratégias de aeragao com curtos periodos de aeragao (1 e 5 min de aeragdao e 14 min

de ndo-aeracao)

A fase 4 foi conduzida sob temperatura ambiente e foi a primeira sob aeragao intermitente para
estabelecer a NP/A (1 min on/14 min off). As médias de OD (mg/L), temperatura (°C) e pH na
fase 4 foram de 0,70, 27,0 e 6,72, respectivamente. As condi¢des de aeragao ocasionaram baixa

remogao de nitrogénio (de -2 a 68%) e o aumento da vazao de ar aplicada de 0,020 a 0,150



71

L/min.L ndo aumentaram a eficiéncia de remocao de nitrogénio, uma vez que as concentragdes
afluentes e efluentes mantiveram-se muito proximas (Figura 6 1). Portanto, mesmo com o
aumento da vazdo de ar aplicada, os curtos periodos de aeragdo limitaram a NP/A.
Surpreendentemente, apesar das baixas eficiéncias medianas de remog¢do de N-NH4" e de NT
(22 e 18%, respectivamente), a taxa mediana de N-NOj3 produzido/N-NH4 consumido foi de 0,22, o
que corresponde ao dobro do valor teérico para a NP/A (0,11) (SLIEKERS et al., 2002) (Tabela
6 3). Contudo, a remog¢@o de DBO (mediana de 12%, Tabela 6 3) diminuiu em comparacao as
fases anteriores, provavelmente devido a reducdo de desnitrificagdo heterotrofica por auséncia

da suplementacdo de N-NO;".

Na fase 5, o periodo aerado aumentou de 1 para 5 min. As medianas de OD (mg/L), temperatura
(°C) e pH foram de 0,36, 27,3 e 6,69, respectivamente. No entanto, as eficiéncias medianas de
remog¢do de N-NH4" e de NT ndo aumentaram o suficiente em relagdo a fase anterior (30 € 26%,
respectivamente) (Tabela 6-3). Como na fase 4 anterior, o aumento da vazao de ar (de 0,0045
a 0,120 L/min.L) ndo aumentou a remoc¢ao de nitrogénio (Figura 6-1). A mediana da taxa de N-
NO3 produzido/N-NH4 " consumido aumentou para da fase 4 (0,22) em relagdo a fase 5 (0,33), o que
mostra que a nitrificagdo total também aumentou ao adotar o periodo aerado de 5 min. Apesar
da baixa remogao de nitrogénio na fase 5, o consumo de AT foi alto, com valores efluentes de
AT iguais a zero (Figura 6-1), levando a taxa mediana de AT consumida/N-NH4 " consumido de 5,23,

maior que o valor tedrico de 3,57 da NP/A.

Em conclusdo, ambas as estratégias de aeracdo intermitente, com 1 € 5 min on/14 min off nas
fases 4 e 5, respectivamente, nao foram adequadas para desenvolver o processo de NP/A, além
de promoverem nitrificacdo total, observada indiretamente pelos altos valores observados na
taxa de N-NO3 produzido/N-NHa consumido. Nestes fases, os curtos periodos de aeragdo foram
aplicados com taxas de vazdes de ar de 0,0045 e 0,020 a 0,150 e 0,120 L/min.L,
respectivamente. E possivel que estas condi¢des ocasionaram a instabilidade do sistema (Figura
6-1), com inibicdo de bactérias anammox e maior atividade de BOA e BON em relagdo a

atividade de bactérias anammozx, ainda que a remog¢ao de nitrogénio tenha sido insuficiente.

Desempenhos similares com baixa remog¢do de NT (de 22 a 41%) e altas taxas de N-NOj"
produzido/N-NH4" consumido (de 0,28 a 0,66) foram observados por Pereira et al. (2019) em sistema
de NP/A com longos periodos de aeragao e ndo-aeracao (de 15 a 45 min) na aeragdo intermitente
em comparacao a este estudo (1 a 5 min on/14 min off), taxas de vazao de ar de 0,026 a 0,200

L/min.L e concentracdes de OD de0,06 a 3,67 mg/L. Do mesmo modo, Miao et al., (2016)
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observaram resultados similares, com baixa remogao de NT (14,7%) e altas taxas de N-NO3"
produzido/N-NHa4 " consumido (0,88), aplicando aeragdo continua na NP/A aplicada a efluente
doméstico aerdbio, com baixo OD (0,17 £+ 0,08 mg/L). Em contraste ao presente estudo, Azari
et al. (2021) observaram remocdo de NT de 33 a 91% in sistema de PN/A com aeragao de 4+1
min on/ 2141 min off (OD de 0,2 a 0,7 mg/L) alimentado com efluente sintético simulando
efluente doméstico em termos de concentragdo de nitrogénio (N-NH4" de 63 mg/L). Contudo,
os autores mostraram que suplementacdo de biomassa anammox foi necessaria para garantir

bom desempenho.

A aeracgdo intermitente tem sido uma ferramenta adequada para estabelecer a PN/A, uma vez
que pode limitar atividade de BOA e inibir BON, principalmente em condi¢des de limitagao de
OD. Mesmo sob aeragdo intermitente, o controle das concentragdes de OD e periodos com e
sem aeracao sao parametros cruciais. Curtos periodos de aeracdo t€ém sido aplicados com
sucesso em processos de NP/A para pds-tratamento de efluentes domésticos em reator de
estagio Unico (Azari et al., 2021; Laureni et al., 2016; Ma et al., 2015; Miao et al., 2016;
Pedrouso et al., 2019; Xu et al., 2020). Contudo, os resultados da presente pesquisa mostram
que mesmo com curtos periodos de aeragao e baixas concentracdes de OD (médias de 0,70 e

0,36 mg/L), é possivel que ocorra nitrificagdo total devido a excessiva atividade de BON.

Ha algumas hipoteses que justificam este comportamento. O primeiro ¢ o fato da atividade de
BON observada nas fases anteriores (sem aeragdo) ter interferido nas duas primeiras fases de
aeracdo. A segunda hipotese € relacionada ao acimulo de OD em alguns ciclos operacionais, o
que resulta no aumento da atividade de BOA e BON (MIAO et al., 2016; XU et al., 2020).
Além disso, altas vazdes de ar aplicadas aumentam a disponibilida de OD, tornando dificil a
limitacdo de BON (XU et al., 2020), mesmo com periodos de aeracdo curtos (1 a 5 min). Além
disso, as concentra¢gdes de meia satura¢do de N-NH4", N-NO;", OD de BOA, BON e anammox
mostram que BOA e BON tem melhor atividade em ambientes com disponibilidade de OD e
substrato (LAURENI et al., 2015). Em conclusdo, periodos curtos de aeragdo ndo sdo

suficientes para prevenir a atividade de BON e garantir bom desempenho do processo de NP/A.

6.3.5 Fase de recuperagdo ¢ nova estratégia de aeragao (7 min de aeracao/ 14 min sem

aeracao)

A fase 6 consistiu em recuperagao do sistema com suplementagdo de biomassa com atividade
anammox (5g). Durante 15 dias, o RBS foi alimentado com meio de cultura autotréfico (fase

6.1), resultando em remogao mediana de NT de 96% e concentracdo mediana efluente de 3,3
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mg/L (Tabela 6-3)., o que significa que a recuperacdo da atividade anammox. Apds, o RBS foi
alimentado com efluente anaerébio doméstico com suplementacao de N-NO»™ (fase 6.2), com
remogdo mediana de NT de 89% (Tabela 6-3). As concentragdes efluentes de N-NH4" (mediana
de 8,3 mg/L) permaneceram em conformidade com o limite brasileiro de langcamento de
efluente (Brasil, 2011) abaixo de 20 mg/L. A suplementa¢do de biomassa com atividade
anammox ¢ descrita como uma boa estratégia para aumentar a remog¢do de nitrogénio em
sistemas de NP/A apos periodos de instabilidade (MIAO et al., 2016). Azari et al. (2021)
aplicaram suplementacdo de biomassa anammox em granulos por nove dias para aumentar a
remoc¢do de nitrogénio (33-91%). Os resultados da presente pesquisam mostram que uma
pequena por¢do de biomassa com atividade anammox para suplementagdo foi efetiva para

aumentar a atividade anammox e a remogao de nitrogénio em curto periodo.

Finalmente, na fase 7, as remog¢des medianas de N-NH4" ¢ NT de 68 € 59%, respectivamente,
devido a nova estratégia de aeragdo (7 min on/14 min off) e o efluente (concentragdes medianas
de N-NH4" € DBO de 12,3 e 31,4mg/L, respectivamente) estava de acordo com os limites de
lancamento de 20 e 120 mg/L, respectivamente (BRASIL, 2011). As médias de OD (mg/L),
temperatura (°C) e pH foram de 0,09, 25,4 e 6,43, respectivamente. Estes resultados estdo de
acordo com Xu et al. (2020),que observaram melhor desempenho na NP/A tratando efluente

doméstico com o aumento do periodo de aeracdo e redugdo das concentragdes de OD.

Em comparacgdo as fases 4 e 5 (1 e 5 min com aeracao, respectivamente, e 14 min sem aeragao,
com vazoes de ar de 0,020-0,150 e 0,045-0,120 L/min.L, respectivamente), a fase 7 com
aumento da aerag¢do (7 min on/14 min off) e reducdo da vazao de ar (0,025-0,050 L/min.L)
melhorou a NP/A e a remogdo de nitrogénio. A taxa N-NOj3 produzido/N-NH4 consumido Na fase 7
(mediana de 0,09) mostrou melhor controle das atividades de BOA e BON, uma vez que esta

taxa estava proxima a da NP/A de 0,11 (Sliekers et al., 2002).

As concentragdes de NT (mediana de 15,9 mg/L) foram similares aos resultados obtidos por
Juan-Diaz et al. (2021) em sistema de NP/A de duplo estagio, tratando efluente aerobio
doméstico, com relagdo C/N de 1,40 (NT efluente de 9-15 mg/L). Estes resultados indicam que
o processo de NP/A como pods-tratamento de efluentes domésticos pode alcangar bom
desempenho em sistemas de NP/A em estdgio unico mesmo com afluentes com alta

concentracdo de matéria organica em relacdo as concentragoes de nitrogénio (C/N).
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Miao et al. (2016) observaram remoc¢ao de NT de 57 a 77% em sistema de NP/A de estagio
unico como pos-tratamento de efluente doméstico em estratégias similares de aeragdo
intermitente (7 min on/21 min off) ao presente estudo, porém com descarte frequente de
biomassa para o controle de BOA e BON e para evitar reducao na remog¢ao de nitrogénio. Os
resultados da presente pesquisa mostram que ndo ¢ necessario descarte da biomassa para
alcangar boa eficiéncia de remog¢do deNT (mediana de 59%), uma vez que uma das vantagens

do processo anammox consiste em reduzir o descarte de lodo (Ahn 2006).

As configuragdes de reatores tém um grande impacto nas condi¢des de aeragdo para NP/A.
(Malovanyy et al. (2015) remog¢do de NT de 36-70% em sistema de NP/A alimentado com
efluente doméstico pré-tratado em reator de lodos ativados com biofilme fixo integrado (IFAS),
sob aeragdo com 15 min on/45 min off e OD de 0,28 a 0,46 mg/L. Contudo, os autores
observaram a dependéncia de alta relagdo C/N no afluente (1,8) para aumentar garantir a
remocao de nitrogénio devido a desnitrificacdo heterotrofica. Nossos resultados sugerem que
em reator RBS a demanda de oxigénio ¢ menor e que a remog¢do de nitrogénio pode ser
alcancada para efluentes anaerobios domésticos com relagao C/N de 1,4, uma vez que a méxima

remogao de matéria organica ¢ desejada no pré-tratamento para aumentar a produgao de biogas.

6.3.6 Bactérias do ciclo do nitrogénio

Os resultsdos de qPCR mostrsm que do in6culo (lodos ativados da linha da recirculagdo) para
o final da fase 1 (alimentagdo com meio de cultura autotréfico), ndo apenas a abundancia de
bactérias anammox aumentou (de 1.38E+06 para 1.15E+11 copias/gSSV) no sistema, mas
também os grupos nitrificantes, incluindo BON (Nitrospira — de 1.07E+07 para 1.24E+11
copias/gSSV) e BOA (4moA) (de 2.74E+05 para 1.05E+09 copias/gSSV).

O maior aumento em termos de abundancia foi observado para Nitrospira, seguido de bactérias
anammox (Figura 6-2). Miao et al. (2016) reportaram que baixas concentragdes de OD nao sao
suficientes para a completa inibi¢ao de BON. Os autores observaram aumento da populacado de
BON sob OD de 0,17 mg/L. Assim, isto explica a bioaumentagdo de BON no presente estudo,
uma vez que mesmo sem aeragao nas fases de 1 a 3, ndo foi possivel estabelecer um ambiente
completamente livre de OD. Adicionalmente, a constante de meia saturagao de oxigénio (ko)
de Nitrospira de 0,13 (BLACKBURNE et al., 2007) e a taxa de decaimento de BON menor em
comparacgdo a de BOA e DHB (LAURENI et al., 2015) pode explicar a bioaumentacao de BON

na fase 1.
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Figura 6-2 — Abundancia (n° copias/gSSV) de anammox, Nitrobacter, Nitrospira (como gene RNAr
16s), BOA (como gene AmoA) e DHB (como gene NosZ) nas fases operacionais de 1 a 7 ¢ da
biomassa suplementada no sistema, com barra de padrao
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S. B.: suplementacao de biomassa.

DHB (como NosZ) foi o grupo menos abundante do ciclo do nitrogénio observado neste estudo,
incluindo o indculo, fases operacionais e a biomassa suplementada no RBS entre as fases 5 e 6.
Estes resultados estdo em contraste com os resultados observados por Fernandes et al. (2018) e
Leal et al. (2016) em sistemas anammox alimentados com efluente anaerobio doméstico. Os
autores observaram que a abundancia de DHB foi maior que a abundancia de bactérias

anammox em todas as temperaturas operacionais (35, 25 ¢ 20°C).

As fases com aeracdo intermitente (4, 5 e 7) obtiveram as menores abundancias de DHB,
provavelmente devido a escazzes de N-NO> em comparagdo as fases com suplementacio de
N-NO;". Isto pode ser atribuido a limitagdo de DHB. Estes resultados estdo de acordo com o
consumode DBO observado. A presenca de DHB confirma sua influéncia da remocao de N-
NOs, resultando em taxas de N-NOs3 produzido/N-NH4 consumido nas fases 3, 6.1, 6.2 € 7 menores
do que a estequiometria do processo anammox ¢ NP/A, como foi observado em estudos prévios

(Carvalho et al., 2021; Juan-Diaz et al., 2021; Ma et al., 2015).

As abundancias de Nitrobacter ¢ DHB aumentaram da fase 2 para a fase 3 (RBS alimentado
com efluente anaerdbio doméstico) com a redugdo da temperatura de 35°C para temperatura
ambiente. Contudo, a remog¢do de DBO e a taxa N-NO3 produzido/N-NH4 consumido diminuiram da
fase 2 para a fase 3. Isto pode ter sido ocasionado devido a taxa de crescimento maximo de
DHB (6,0) ¢ BON (1,45) e a reduzida taxa de decaimento de BON (0,06) (LAURENI et al.,

2015). Além disso, Nitrobacter tem vantagens sob redu¢do da temperatura em comparacao a
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Nitrospira (HUANG et al., 2010), o que explica o aumento da abundancia de Nitrobacter e a

diminui¢do da abundancia de Nitrospira com a reducao de temperatura.

As duas primeiras estratégias de aeracdo (I min on/14 min off ¢ 5 min on/14 minoff,
respectivamente) foram as piores em termos de abundancias de bactérias anammox (2.02E+09
and 9.14E+09 copias/gSSV, respectivamente). Na fase 7, apés a suplementagdo de biomassa
erecuperagdo da atividade anammox, a abundancia de bactérias anammox foi de 5.40E+10
copias/gSSV. A abundancia de anammox ¢ similar a valores observados por Ma et al. (2015)
em sistema de NP/A em estagio tnico (de 1.89E+10 a 2.33E+10 copias/gSSV) inoculado com

biomassa proveniente de reator de NP/A.

A abundancia de Nitrospira foi maior do que as abundancias de BOA e Nitrobacter em todas
as amostras, com excec¢ao do indculo, em que a abundancia de BOA foi maior. Da fase 1 a4, a
abundancia de Nitrospira diminuiu bem como as abundancias de amammox e BOA. A maior
abundancia de Nitrospira em comparagao a Nitrobacter foi observada em diversos sistemas de
NP/A com baixo OD e sob acracao intermitente (Carvalho et al., 2021; Miao et al., 2016, 2017).
As constantes de meia saturacdo de oxigénio e de substrato de Nitrospira sdo menores o que de
Nitrobacter (BLACKBURNE et al., 2007), o que explica a vantagem de Nitrospira sob

condig¢oes de limitagdo de substrato, como sob acracao intermitente ¢ baixo OD.

6.4 Conclusio

O processo anammox foi aplicado com sucesso para remog¢do de nitrogénio de efluente
anaerdbio doméstico, mesmo com a redugao da temperatura de 35°C para temperatura ambiente
(20-29°C), a remocao mediana de NT foi de 75%. Para NP/A, a aeracdo intermitente com curtos
periodos de aeragdo (1 e 5 min) ocasionaram baixa remog¢ao de NT e nitrificagdo total (aumento
da taxa de N-NO3/N-NH4"). A suplementagdo de pequena por¢do de biomassa com atividade
anammox (5g) foi suficiente para melhorar a eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio. A melhor
estratégia de aeracgdo foi de 7 min on/14 min off, com remog¢des medianas de N-NH4" e NT de
66 ¢ 59%, respectivamente. A abundancia de bactérias anammox durante o estudo permaneceu

na ordem de magnitude de 10° a 10'° copias/gSSV.
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7 ETAPA 2 — ESTRATEGIAS DE AERACAO INTERMITENTE PARA NITRIFICACAO
PARCIAL/ANAMMOX APLICADA AO TRATAMENTO DE EFLUENTE ANAEROBIO DOMESTICO:
DINAMICA DA EMISSAO DE GASES DE EFEITO ESTUFA E AVALIACAO DA COMUNIDADE

MICROBIANA

7.1  Introdugao

A NP/A ¢ um processo robusto e energeticamente eficiente para a remocao de nitrogénio de
aguas residuarias (AL-HAZMI et al., 2021). Neste processo, o N-NH4" é parcialmente oxidado
a N-NO por BOA sob aeracao para que, em seguida, a reagdo anammox ocorra, com conversao
destes dois compostos nitrogenados em N> (CASTRO-BARROS et al., 2015). Contudo, o
potencial de emissdo de N>O, um dos mais potentes GEE, pode comprometer a sustentabilidade

da NP/A (WAN et al., 2021).

A geracdo de N2O pode ocorrer por vias metabolicas de grupos microbianos comumente
encontrados em sistemas de NP/A: por BOA (oxidagdo subsequente de N-NH4" a hidroxilamina
(NH,OH) a NO e em seguida a N>O); por BOA (na redugdo de N-NO>" a N-NH4" ¢ em seguida,
pelo processo descrito anteriormente) e durante a desnitrificagdo heterotrofica de N-NO; e N-
NOs°, uma vez que um dos compostos intermediarios para a geracao de N2 ¢ o N>O (STEIN,

2011).

Algumas condi¢des podem potencializar o lancamento de N2O em sistemas de NP/A, como
limitagdo da concentracao de OD e elevadas concentragdes de N-NO>" (AL-HAZMI et al.,
2021), dessa forma, sistemas de NP/A de duplo estdgio emitem mais NoO em comparacao a

sistemas de estagio unico (CONNAN et al., 2018).

Altas remogdes de nitrogénio e baixas emissdes de N>O em sistemas de NP/A dependem de
muitos fatores, como a carga de nitrogénio aplicada no sistema, o regime de aeragdo, pH,
temperatura, composi¢cdo do afluente e configuragdo da biomassa no sistema (AL-HAZMI et
al., 2021). Adequadas estratégias de aeracdo tém sido observadas como fator crucial para
mitigar o langamento de N>O na NP/A (CASTRO-BARROS et al., 2015; AL-HAZMI et al.,
2021). Nesse sentido, a aeracdo intermitente tem sido uma estratégia operacional efetiva para a
redu¢do de emissdes de N»O, possivelmente devido ao efetivo controle de compostos

nitrogenados intermediarios (BLUM et al., 2018).
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Na aera¢do intermitente, a dindmica de emissdo de N>O ¢ distinta nos periodos de aeragdoe nao
aeracdo, e pode ser maior nos periodos de aeragdo, correspondendo a cerca de 80% das emissdes
totais (AL-HAZMI et al., 2021). No entanto, o regime de emissao de GEE em diferentes
estratégias operacionais de aeracdo intermitente, bem como o acimulo nos sistemas de NP/A
ainda ndo esta totalmente compreendido. Da mesma forma, a influéncia da presenca de matéria
organica sob diferentes condi¢des operacionais de aeragdo pode aumentar a eficiéncia de
remoc¢ao de nitrogénio e reduzir a producdo de N>O (WAN et al., 2021). No entanto, mais

investigagdes sobre este processo sdo necessarias.

O tratamento anaerobio de efluentes pode emitir mais gases de efeito estufa (CH4) em
comparagdo ao tratamento aerobio, a ndo ser que haja processo para recuperacdo de CHs
dissolvido no efluente (CAKIR; STENSTROM, 2005). Esta ¢, portanto, um dos desafios da
aplicacdo de efluentes anaerdbios em reatores de NP/A, uma vez que a matéria organica
biodegradavel (DBO) e o metano dissolvido podem estimular a atividade de DHB (CAO et al.,
2017). Por outro lado, o processo N-damo, que pode ser observado em reatores de NP/A, pode
oxidar o CHs simultaneamente a reducdo de N-NO;3; a N-NO>  (COGERT et al., 2019),

reduzindo, portanto, a emissao de GEE.

Dessa forma, esta etapa teve o objetivo de investigar a dinamica de GEE (CH4 e N>O) em
sistema de NP/A sob diferentes estratégias de aeragdo intermitente, para remog¢ao de nitrogénio
de efluente anaerobio doméstico em RBS sob temperatura ambiente, bem como investigar a

dindmica da comunidade microbiana ao longo das etapas operacionais.

7.2 Materiais € métodos
7.2.1 Configuragdes do reator

O reator utilizado nesta pesquisa foi um reator em bateladas sequenciais (RBS) com volume
util de 2-2,3L. A agitacao no RBS foi controlada sob 50 rpm. O sistema dispunha de sondas de
oxigénio dissolvido, pH e temperatura. Para promover a NP/A, foram adotadas diferentes

estratégias de aeragdo intermitente.

O RBS foi inoculado com lodos ativados (12L) proveniente da linha de recirculagdo da ETE
Arrudas, operada pela COPASA (Belo Horizonte, MG). O lodo foi centrifugado a 12.000 rpm
por 20 min antes de ser adicionado no reator. A concentragdo de solidos do lodo centrifugado

por de 67,5 gSSV/L.
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7.2.2 Estratégias operacionais

Para 0 aumento da concentragdo e da atividade de biomassa anammox, nos primeiros 300 dias
(fase 1), o reator foi alimentado com meio de cultura autotréfico. Apos este periodo, o RBS foi
alimentado com efluente anaerdbio doméstico proveniente de reator UASB suplementado com
nitrito em propor¢do de NH4":NO, de 1:1,50, com temperatura a 35°C e temperatura ambiente
(fases 2 a 3, respectivamente). O intuito destas etapas foi promover a aclimatacdo da biomassa

com efluente anaerobio doméstico.

Nas fases 4 ¢ 5, o RBS foi alimentado com efluente anaerdbio doméstico sem nitrito, mas com
aeracdo intermitente para desenvolvimento da NP/A. Apos estas fases, uma fase de recuperagao
foi realizada, com suplementa¢do de biomassa com atividade anammox (5g de biomassa
centrifugada) e alimentagdo com efluente anaerdbio e nitrito. Finalmente, a fase 7 foi a ultima
fase de aeracdo intermitente e alimentacdo com efluente anaerobio. Os detalhes das fases sao

descritos em detalhes na Tabela 7-1.

7.2.3 Efluente anaerobio doméstico

O afluente do RBS nas fases 2, 3, 4, 5, 6.2 ¢ 7 consistiu em efluente anaerébio doméstico
proveniente de reator UASB em escala de demonstragdo (14 m?) operado com TDH de 6-16h,
localizado em Belo Horizonte, MG (latitude 19530 42"S e longitude 43520 42"W) no CePTS.

O efluente foi armazenado em bombonas de 20L sob 6°C durante 4-5 semanas.

As principais caracteristicas (medianas, em mg/L) do efluente anaerébio doméstico utilizado
para alimenta¢do do RBS2L sdo: NTK de 43,0; N-NH4" de 38,1; N-NO> de 0,24; N-NOs" de
0,58; DQO de 91,3; DOB de 42,4 ¢ AT de 218,9.

7.2.4 Amostragem e analises fisico-quimicas da fase liquida e gasosa

Neste estudo, foram realizadas de uma a duas coletas no inicio e no final das fases com aeragao
intermitente. As amostras foram coletadas por cerca de 8 h, a partir do inicio do ciclo
operacional (imediatamente apds o final da alimentagao do RBS). Amostras da fase liquida para
analise de NTK, N-NH4+", N-NO,", N-NOs ¢ DQO foram realizadas no afluente ¢ efluente do

ciclo operacional e analisadas de acordo com (APHA, 2017).

As amostras de biogas foram divididas em 1) periodos com aeracao (no minimo, 10 amostras)
e 1) periodos sem aeracdo (o numero de amostras dependeu da vazdo de biogas. Foram

calculadas a taxa (%) e o fluxo (mg/h.m?) de N2O e CH4 de acordo com Ribeiro et al. (2021).
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A emissdo de N>O e CHy foi calculada somando os valores obtidos nos periodos com e sem

aeracgao.

Tabela 7-1- Descrigdo das estratégias ooperacionais adotadas na opera¢do do RBS2L

Fases Duragéo Alimentacdo TDH Aeracdo  Temperatura
(dias) (on/off) (°C)
1 300 Meio de cultura 24h-14 dias off 35
autotrofico
2 61 Efluente anaerébio e 24-32h off 35
nitrito
3 64 Efluente anaerdbio e 16-32h off Ambiente
nitrito
4 50 Efluente anaerdébio 16h 1/14 Ambiente
sob aeracéo
5 74 Efluente anaerobio 16h 5/14 Ambiente
sob aeracéo
6.1 15 Meio de cultura 32h off Ambiente
autotroéfico
6.2 79 Efluente anaerobio e 15-32h off Ambiente
nitrito
7 46 Efluente anaerobio 31h 7/14 Ambiente

sob aeracdo
Em negrito, fases com aerag@o intermitente com amostragem da fase liquida e gasosa.

7.2.5 Avaliacdo da diversidade microbiana

Foi realizada coleta de biomassa do reator ao final de cada fase operacional (de 1 a 7). Para a
extracdo do DNA, cerca de 25mL de biomassa foi centrifugada a 8.000 rom por 20 minutos e
lavada com solugdo padrao de fosfato. A extragdo de DNA foi feita utilizando o kit Fast DNA
Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA), de acordo com o procedimento do fabricante. A
composi¢do da comunidade microbiana foi realizada através de sequenciamento genético de
nova geragao (NGS) utilizando a plataforma Illumina MiSes (realizada por NGS Solugdes
Genodmicas, Sao Paulo, Brasil). Para o NGS foram utilizados os primers 515Fe 806R da regido
V4 do gene RNAr 16s para os dominios Bacteria e Arquea (média de cobertura de 40.000

paired-end reads por amostra).

Para tratamento dos dados, as sequéncias brutas foram analisadas utilizando o software
QUIIME™ 2.0. Sequéncias duplicadas, barcodes e sequéncias com tamanho inferior a 150 bp
foram removidas. Quimeras e ruidos também foram removidos. Apo6s o filtro de qualidade, as
sequéncias remanescentes foram clusterizadas em Amplicon Sequence Variant (ASV) com

nivel de similaridade de 97%. As sequéncias representativas classificadas utilizando a
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plataforma BLASTn foram atribuidas taxonomicamente utilizando os bancos de dados RDP II

((http://rdp.cme.msu.edu) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

7.3 Resultados
7.3.1 Fase 4 (1 min on/14 min off)

Na fase 4 foi adotada estratégia de aeracdo intermitente (1 min on/14 min off) para
desenvolvimento da NP/A com vazdo de ar aplicada de 0,15 L/min.Leator. Como consequéncia
destas condig¢des operacionais, com curto tempo de aeracao (1 min) e alta taxa de ar aplicada, a
carga de nitrogénio removida foi reduzida (Tabela 7-2). Detalhes da fase 4 foram descritos no

Capitulo 6.

Para avaliagdo da dinamica de N>O e CH4, foram realizados monitoramentos no inicio € no
final desta fase (Figura 7-1). Foi observada redu¢do gradual na emissdo de CH4 (3.400 a 0
mg/m?.h) ao longo do ciclo operacional e taxas de emissdo de N>O com valores muito menores
(0,25 a 1,6 mg/m?.h) em relagdo ao CHs4. No entanto, houve pico da emissao de N>O no inicio
e no final do monitoramento. Os picos de N>O no inicio do ciclo operacional pode ser reflexo
do acimulo de N>O do ciclo anterior, pois ndo ¢ esperado que haja N2O no efluente anaerobio
doméstico de reator UASB, j4 que os compostos nitrogenados neste sistema nao sofrem

nitrificag¢do pela escassez de oxigénio.

Foi observada variabilidade nos picos de emissdo de metano do inicio dos monitoramentos
(Figura 7-1), provavelmente ocasionado pela perda de metano dissolvido devido ao
armazenamento do efluente anaerébio utilizado para alimentar o reator e¢/ou pela mudanga das
caracteristicas do efluente gerado no UASB (esperado em sistemas reais). Apesar das maiores
taxas de emissdo de metano, elas se concentraram no inicio do ciclo operacional, chegando a

valores nulos ao longo do ciclo.

Na fase 4, as emissdes de N,O e CH4 durante a aeragao foram maiores em comparagao aos
periodos sem aeracdo (Tabela 7-2). Provavelmente nas fases com aeracao houve emissao do
biogés acumulado no reator durante os periodos sem aeracdo. As taxas de emissdo de CH4 foram
maiores em relacdo a N>O, o que pode ter relacdo com a carga removida de DQO, que foi
superior a carga de nitrogénio removida nesta fase. As taxas de emissdo por carga afluente
foram de 0,010 e 1,167% para N20O e CH4, respectivamente, e as taxas de emissdo por carga

removida foram de 0,032 e 1,406% para N20 e CH4, respectivamente (Tabela 7-2).
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Figura 7-1 — Dinamica do fluxo de N,O e CH4 durante os periodos com aeragdo no inicio (A) e final

(B) e (C) da fase 4 (Lmin on/14min off)
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Tabela 7-2 — Resumo da dindmica de emissdo de N-O e CH, na fase 4 (1 min on/14 min off) com
valores medianos de emiss6es e de cargas aplicadas de NT e DQO

Valores medianos de emissao de N2O e CH4 na Fase 4

N20 CH4
Com aeracao (mg/ciclo) 0,007 1,363
Sem aeragao (mg/ciclo) 0,000 0,001
Total emitido (mg/ciclo) 0,007 1,368
Taxa de emissao/carga
afluente (%) 0,010 1,167
Taxa de emissdo/carga
removida (%) 0,032 1,406
NT DQO
Carga aplicada (mg/ciclo) 65,2 117,0
Carga removida (mg/ciclo) 17,0 97,1

7.3.2 Fase 5 (5 min on/14 min off)

A estratégia de aeragdo adotada na fase 5 consistiu em intermiténcia na aera¢ao (5 min on/14

min off) com vazdes de ar aplicadas de 0,120 e 0,025 L/min.Leator no inicio e no final do ciclo,



83

respectivamente. Apesar do aumento do periodo com aeragdo e da redugdo de vazdo de ar

aplicada em relacao a fase anterior (fase 4), a carga de nitrogénio removida também foi reduzida

(Tabela 7-3).

Foi observado que as tendéncias da fase 4 anterior se mantiveram nesta fase, mesmo com
diferentes condi¢des operacionais. A reducdo gradual na emissdo de CH4 ao longo do ciclo
operacional, fluxos de emissdo de N>O inferiores aos fluxos de emissdo de CH4 e os picos de
emissd@o de N2O no inicio e no final do monitoramento também foram observados na fase 5
(Figura 7-2).

Figura 7-2 - Resumo da dindmica de emisséo de N.O e CHy na fase 5 (5 min on/14 min off) com
valores medianos de emissdes e de cargas aplicadas de NT e DQO
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A emissao de NoO e CHy durante os periodos com aeragdo continuou maior em relagdo aos
periodos sem aeracdo. Na fase 5, a emissdo total de N,O e CHs (0,004 e 0,452 mg/ciclo,
respectivamente), as taxas de emissdo de N>O e CH4 por cargas de NT e DQO aplicadas (0,006
e 0,377 %, respectivamente) e as taxas de emissdo de N2O e CHy por cargas de NT e DQO
removidas (0,016 e 0,920 %, respectivamente) (Tabela 7-3) foram menores em relacdo aos

valores obtidos na fase 4.
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A reducdo destes valores na fase 5 pode ter sido obtida em virtude da mudanga de estratégia
operacional, principalmente pela redu¢dao das vazdes de ar aplicadas, que pode favorecer o
acumulo de biogas no reator, impedindo que sejam emitidos. O aumento da carga removida de
NT (26,6 mg/ciclo) em relagdo a fase 4 (17,0 mg/ciclo) pode ter contribuido para a redugdo das
emissoes de N>O. No entanto, em relacdo as emissdes reduzidas de CH4 na fase 5, a carga
removida de DQO nesta fase durante o monitoramento de biogés (25,20 mg/ciclo) foi menor

em relacao a fase 4 (97,1 mg/ciclo).

Tabela 7-3 - Resumo da dinamica de emissdo de N2O e CH4 na fase 5 (5 min on/14 min off) com
valores medianos de emissdes e de cargas aplicadas de NT e DQO

Valores medianos de emissao de N20 e CH4 na Fase 5

N20 CH,
Com aeracao (mg/ciclo) 0,004 0,451
Sem aeragao (mg/ciclo) 0,000 0,000
Total emitido (mg/ciclo) 0,004 0,452
Taxa de emissao/carga
afluente (%) 0,006 0,377
Taxa de emissao/carga
removida (%) 0,016 0,920
NT DQO
Carga aplicada (mg/ciclo) 75,450 128,950
Carga removida (mg/ciclo) 26,580 25,200

7.3.3 Fase 7 (7 min on/14 min off)

Na fase 7 foi adotada a maior duracdo do tempo de aeracao (7 min on/14 min off) com variacao
nas vazoes de ar aplicadas (0,022 L/min.Leator no inicio do ciclo e 0,29 L/min.L cator no final do
ciclo). Nesta fase foram obtidos os melhores resultados em relacdo a carga de nitrogénio
removida (55,9 mg/ciclo) (Tabela 7-4) em relagdo as fases anteriores de aeragdo intermitente

para desenvolvimento de NP/A.

Apesar da mudanca de condi¢do operacional e do melhor desempenho em relagdo a remogao
de NT, as tendéncias observadas nas fases 4 ¢ 5 anteriores foram observadas nesta fase (redugao
gradual na emissdao de CH4 ao longo do ciclo operacional, fluxos de emissdo de N»O inferiores
aos fluxos de emissdo de CH4 e os picos de emissdo de N>O no inicio e no final do

monitoramento também foram observados na fase 5 - Figura 7-3).
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Figura 7-3 - Resumo da dindmica de emissdo de N,O e CH,4 na fase 7 (7 min on/14 min off) com
valores medianos de emissdes e de cargas aplicadas de NT e DQO

Dinamica do fluxo de N,O e CH, durante os periodos com aeracao no inicio (A) e (B) e
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Na fase 7, as emissdes de NoO e CHy4 durante os periodos com aeragado (0,002 e 1,133 mg/ciclo,
respectivamente) foi maior em relacdo aos periodos sem aeragdo (0,000 e 0,001 mg/ciclo,
respectivamente), assim como foi observado nas fases anteriores. A emissao total de N>O e CHs4
(0,002 e 1,136 mg/ciclo, respectivamente), as taxas de emissao de NoO e CH4 por cargas de NT
e DQO aplicadas (0,005 e 0,510 %, respectivamente) e as taxas de emissdao de N2O e CH4 por
cargas de NT e DQO removidas (0,007 e 24,8 %, respectivamente) foram menores para N>O e

maiores para CH4 em relacdo as fases anteriores (Tabela 7-4).

Na fase 7, observou-se a maior carga de NT removida (mediana de 55,9 mg/ciclo, Tabela 7-4)
e o melhor desempenho da NP/A (conforme discutido no Capitulo 6). Além disso, houve
reducgdo de carga de DQO removida, com valores negativos devido ao incremento de DQO no
efluente em relagdo ao afluente (-33,8, Tabela 7-4). A remogdo de NT e incremento de DQO

pode ter afetado a dinamica da emissao de N>O e CH4 na fase 7.

A maior produ¢do de N>O durante os periodos aerados nas fases 4 (1 min on/14 min off, 5 (5

min on/14 min off e 7 (7 min on/14 min off) estd de acordo com os resulados observados por
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Al-Hamzi et al. (2021). Os autores atribuiram este comportamento a dois fatores: a libera¢ao
de biogéas facilitada durante os periodos de aeracao e o consumo de N,O pela comunidade de
BDH durante longas fases sem aeragdao em relagdo as fases com aeracdo. A desnitrificagao
incompleta gera N>O e, se houver aeragdo durante este processo, ha emissdo deste gas

(RASSAMEE et al., 2011).

Tabela 7-4 - Resumo da dindmica de emissdo de N,O e CH4 na fase 7 (7 min on/14 min off) com
valores medianos de emissdes e de cargas aplicadas de NT e DQO

Valores medianos de emissao de N20 e CH4 na Fase 7

N20 CH4
Com aeragao (mg/ciclo) 0,002 1,133
Sem aeracédo (mg/ciclo) 0,000 0,001
Total emitido (mg/ciclo) 0,002 1,136
Taxa de emissao/carga
afluente (%) 0,005 0,510
Taxa de emisséo/carga
removida (%) 0,007 24,837
NT DQO
Carga aplicada (mg/ciclo) 72,000 237,600
Carga removida (mg/ciclo) 55,900 -33,800

A aeracdo intermitente em sistemas de NP/A auxilia na mitigagdo de emissao de N.O em
comparagdo a aeracao continua, uma vez que evita o acumulo de NO>  (MA et al., 2022). Os
autores verificaram taxas de emissao de N>O correspondendo a 0,37 e 2,35% da carga afluente

de NT com aeragdo intermitente (6 min on/ 6 min off) e continua, respectivamente.

Rassamme et al. (2011) observaram resultados de emissdao de N,O similares ao adotar aeragao
intermitente de 30 min on/60 min off (0,39% em relacdao a carga de NT afluente). Os autores
destacam que longos periodos sem aeracdo (60 min) contribuem para a desnitrificagdo
heterotrofica parcial e, consequentemente, maior producdo de N2O. Altas concentragdes de
NO»™ em reatores favorecem a emissdao de N>O ((PEREIRA et al., 2019b), enquanto o adequado
controle da aeragao minimiza esta emissao (CASTRO-BARROS et al., 2015).

No presente estudo, as taxas de emiss@o de N>O foram menores (0,005-0,010 %), o que significa
que o tempo sem aeracao de 14 min pode ter contribuido para a reducao de emissao de N,O por
controlar os niveis de NO>™ no sistema e a desnitrificacao parcial. Resultados similares foram
obtidos por Ribeiro et al. (2021) em sistema de filtro bioldgico com aerag@o natural (0,005 %)

como pos-tratamento de efluente doméstico proveniente de reator UASB.
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A tendéncia de aumento gradual no fluxo de emissdo de N>O durante os periodos com aeragao
também foi verificado por Blum et al. ( 2018) em RBS com aeragdo intermitente para
desenvolvimento da NP/A. Os autores observaram taxa emissao de N>O por NT consumido de
1,1 + 0,5%, enquanto no presente estudo, essa taxa foi de 0,036 a 0,007 %. Altas concentragdes
de OD (1,5 £ 0,2 mg/L e acumulo de NO>™ (6 mg/L) podem contribuir para o aumento da

emissao de N;O.

Blum et al. ( 2018) observaram correlagao positiva entre o aumento da remog¢ao de nitrogénio
total € o aumento das taxas de emissdao de N>O. Entretanto, no presente estudo foi observado o
contrario: nas fases 4, 5 ¢ 7 com cargas medianas de NT removido de 17, 27 e 56 mg/ciclo,
respectivamente, as taxas medianas de emissdo de N2O por carga de NT removida foram de
0,036, 0,016 ¢ 0,007 (%), respectivamente. Ainda de acordo com os autores, baixas
concentragdes de OD diminuem a emissdo de N>O. No presente estudo, embora a remogao de
NT tenha sido crescente ao longo das fases de operagdo com tempo de aeragdo prolongado (1,
5 e 7 min), a vazdo de ar aplicada foi gradualmente reduzida, o que pode ter relagdo com a

redugdo de emissao de N>O.

Embora a emissao de CH4 tenha se concentrado nos primeiros minutos no ciclo de operagao do
RBS2L at¢ atingir valores nulos constantes em todas as fases operacionais, as taxas de emissao
por carga afluente de DQO observads (1,167 a 0,377 %) foram superiores as taxas observadas
por Ribeiro et al. (2021) em sistema de lodos ativados (0,054%) e em filtro bioldgico como

pos-tratamento de reator UASB (0,015%).

7.3.4 Comunidade microbiana (NGS)

A comunidade microbiana foi investigada no in6culo, nas fases operacionais de 1 a 7 ¢ da
biomassa suplementada no sistema (B.S.) e os microorganismos do ciclo do nitrogénio
(bactérias anammox, BOA e AOA, BON e BDH) e bactérias metanotroficas com abundancia
relativa igual ou superior a 1% em pelo menos uma das amostras foram selecionados (Tabela

7-5).

As bactérias anammox do RBS percentem aos géneros Ca. Jettenia e Ca. Brocadia. A partir da
fase 2, houve aumento expressivo de bactérias anammox, com dominancia do género Ca.
Jettenia até a fase 4 e dominancia do género Ca. Brocadia a partir da fase 5 e na biomassa
suplementada. A substituicdo do género Ca. Jettenia por Ca. Brocadia em sistemas de NP/A

em estagio unico com aeragao intermitente foi observada em estudos anteriores (GONCALVES
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PITEIRA CARVALHO et al., 2021). No presente estudo, as abundéncias relativas de bactérias

anammox foram elevadas, com valores de até 54%.

De maneira geral, a abundancia de bactérias anammox nas fases com alimentagcdo com efluente
anaerobio doméstico e nitrito (de 42, 43 e 46 %f nas fases 2, 3 e 6, respectivamente) foi maior
em comparacdo as fases com aeracdo intermitente (de 54, 14 e 26%, nas fases 4, 5 ¢ 7,
respectivamente), o que ¢ esperado devido ao aumento da competicdo por substratos sob
aeracdo. Uma excec¢do deste comportamento foi identificada na fase 4, que obteve os menores
valores de eficiéncia de remocgao de nitrogénio (Capitulo 6) e a maior abundancia de bactérias
anammox. Este resultado pode ser explicado pelo estresse que os microorganismos do ciclo do
nitrogénio foram submetidos nesta fase (pouca amonifica¢do) e consequente reducdo de AOA,
BON e BDH, que cineticamente apresentam indices de decaimento maior em comparagao a

bactérias anammox (LAURENI et al., 2015).

A abundancia de BOA/AOA foi menor em comparacao a de bactérias anammox em todas as
amostras a partir da fase 3. No entanto, cinco géneros foram identificados com abundancia
maior que 1%, incluindo arqueas da familia Nitrososphaeraceae nas fases 6 e 7. Na fase 7, a
abundancia de AOA (3,3 %) superou a abundancia da soma da abundancia de BOA (3,1). Esse
resultado sugere que algumas condi¢cdes operacionais adotadas no presente trabalho sdo

farovareis para AOA, como aerac¢ao e OD reduzidos e longo TDH (YANG et al., 2021).

O género Nitrospira foi dominante no grupo de BON, com expressiva abundancia na biomassa
suplementada e também na fase 7, onde se obteve os melhores resultados de NP/A e, em
consequéncia, de remocao de nitrogénio. O género Nitrospira ¢ conhecido por ser adaptavel a
condi¢cdes variadas de carga nitrogenada aplicada, OD e temperatura, além de incluir espécies

capazes de oxidar NH4+" em NOs™ (comammox) (LATOCHESKI et al., 2022).

O grupo de BDH foi o mais abundante, com 28 géneros de bactérias. As altas abundancias
relativas de BDH desde o in6culo (46,7 %) e na biomassa suplementada (28,6 %) juntamente
com a alimentagdo com efluente anaerébio doméstico, que contém, além de nitrogénio, matéria

organica remanescente favorece a permanéncia destes microrganismos no sistema.

Além de microrganismos do ciclo do nitrogénio, também foram identificadas bactérias
metanotréficas (KOLB et al., 2003) do género Methylosarcina, com abundancias de até 2,1%
na fase 7. A presenca destes microrganismos pode estar associada a gradual redug@o na emissao

de CH4 ao longo das primeiras horas dos ciclos operacionais, observada no item 7.3.3.
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Tabela 7-5 - Microorganismos do ciclo do nitrogénio e de bactérias metanotréfica com abundancia
relativa igual ou superior a 1% em pelo menos uma das amostras.

Dominio Familia Gémero Inéculo Fz;se F;se Fz;se Fa:‘se F&;se B.S. Fzse Fz;se
Anammox
Bacteria Brocadiaceae Ca. Jettenia 0,0 0,0 31,1 37,2 50,8 0,0 0,0 0,9 0,5
Bacteria Brocadiaceae Ca. Brocadia 0,0 0,0 11,3 5,5 2.9 13,6 20,7 45,2 25,6
Total 0,0 0,0 424 42,6 53,6 13,6 20,7 46,2 26,1
BOA/AOA
Archaea  Nitrososphaeraceae #N/D 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 2,2 33
Bacteria  Nitrosomonadaceae Ellin6067 0,0 0,0 2,1 1,2 0,2 0,0 0,0 1,2 0,6
Bacteria Nitrosomonadaceae Nitrosospira 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2.4 0,0 0,0
Bacteria  Nitrosomonadaceae Nitrosomonas 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 1,3 1,4 0,3 1,2
Bacteria Pirellulaceae #N/D 0,0 0,0 0,3 0,4 0,1 0,0 1,0 1,4 1,6
Total 00 00 24 18 05 13 48 51 6,7
BON
Bacteria Nitrospiraceae Nitrospira 0,0 0,0 1,7 0o 07 00 37 24 54
Total 00 00 1,7 1,0 07 00 3,7 24 54
BDH
Bacteria Chitinophagaceae Ferruginibacter 2,1 1,7 0,0 0,0 0,0 0,2 1,4 0,5 0,6
Bacteria Chitinophagaceae Terrimonas 8,3 7,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0
Bacteria Saprospiraceae OLBS 5,3 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacteria Saprospiraceae #N/D 3,3 5,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 1,3
Bacteria  Verrucomicrobiaceae  Prosthecobacter 1,4 0,3 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,1
Bacteria Gaiellaceae Gaiella 0,0 0,0 0,5 0,1 0,1 0,0 2,3 0,9 1,5
Bacteria  Intrasporangiaceae Tetrasphaera 1,5 14 00 00 00 00 00 00 0,0
Bacteria Ignavibacteriaceae Ignavibacterium 0,0 0,0 0,8 0,9 0,2 0,7 3,0 0,7 1,1
Bacteria  Sphingomonadaceae  Novosphingobium 1,3 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
Bacteria Beijerinckiaceae #N/D 1,9 1,7 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1
Bacteria Rhodobacteraceae #N/D 1,2 0,9 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,5 0,2
Bacteria Rhodobacteraceae Rhodobacter 1,1 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacteria Bdellovibrionaceae Bdellovibrio 1,1 0,4 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0
Bacteria Haliangiaceae Haliangium 0,6 0,1 1,2 0,3 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2
Bacteria Blastocatellaceae OLBI17 0,0 0,0 0,3 0,0 0,2 0,7 1,1 0,6 0,6
Bacteria Blastocatellaceae  JGI 0001001-H03 1,3 1,0 0,0 0,0 0,0 6,0 1,9 0,6 0,4
Bacteria ~ Rhodanobacteraceae Dokdonella 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 1,9 0,0 0,2
Bacteria Xanthomonadaceae Thermomonas 1,2 0,9 0,0 0,0 0,0 1,8 0,2 0,0 0,0
Bacteria Burkholderiaceae Limnobacter 0,2 0,2 3,9 6,3 6,0 0,9 1,3 8,1 5,6
Bacteria Rhodocyclaceae Denitratisoma 0,0 0,0 4,1 4,6 1,7 12,9 6,3 3,2 1,6
Bacteria Comamonadaceae #N/D 5,4 6,8 0,2 0,9 0,3 4,1 3,8 29 21
Bacteria Comamonadaceae Ottowia 7,3 5,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacteria Comamonadaceac Simplicispira 1,4 1,7 0,0 0,0 0,0 4,7 0,2 0,0 0,0
Bacteria ~ Hydrogenophilaceae Thiobacillus 0,0 0,0 0,0 2,2 1,9 0,0 0,0 0,8 0,1
Bacteria  Steroidobacteraceae  Steroidobacter 0,0 0,0 0,0 1,1 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas 0,0 0,0 0,4 0,2 0,2 0,2 1,5 0,9 0,9
Bacteria ~ Gemmatimonadaceae #N/D 0,0 0,5 1,6 1,7 0,9 0,1 1,3 0,4 0,8
Bacteria Anaerolineaceae #N/D 0,9 1,0 4,4 8,1 9,6 0,5 1,3 3,9 5,0
Total 46,7 47,0 17,5 26,7 22,0 36,6 28,6 24,8 22,7
Bactérias metanotroficas
Bacteria ~ Methylomonadaceae ~ Methylosarcina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 2,1
Total 0,0 00 00 00 00 00 00 1,2 2,1

B.S.: Biomassa suplementada

O género Denitratisoma apresentou o aumento mais expressivo durante as fases com aeragao

intermitente (1,7, 12,9 e 1,6 % nas fases 4, 5 e 7, respectivamente). Este género esta relacionado

a producao de N>O (GE et al., 2018). Por outro lado, foram identificados géneros como

Ignavibacterium, relacionados ao consumo de N>O, transformando este composto em N> (SUN
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et al., 2023). A baixa emissdo de N2O também por estar relacionada a presenga de BDH das
classes Alphaproteobacteria e Deltaproteobacteria, conhecidas pela capacidade de consumir

N,O (DING et al., 2019).

7.4 Conclusdes

Apesar das diferentes estratégias operacionais estabelecidas (Imin on/14 min off, 5 min on/14
min off ¢ 7 min on/14 min off), resultando em desempenhos diferentes quanto a remocgao de
NT e DQO, a dinamica de emissdao de N,O e CH4 apresentou similaridades. De maneira geral,
houve maior emissdo de CH4 do que de N>O. Nos peridos com aeragdo, a emissao de CHy foi
decrescente até ser nula, enquanto a emissao de N>O apresentou picos no inicio e no final das
amostragens. A medida em que os tempos aerados foram aumentados (1 a 7 min da fase 5 a 7),
a emissao (%) de N>O diminuiu e a de CH4 aumentou. O grupo mais abundante, em termos de
numero de géneros, na comunidade microbiana foram as BDH, com 28 géneros. O género de

metanotroficas Methylosarcina também foi identificado, com abundancia de 0,0 a 2,1%.
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8 ETAPA 3 -INVESTIGACAO DE PARTIDA DE REATORES DE LEITO IMOBILIZADO EM ESPUMA
COM EFLUENTE ANAEROBIO DOMESTICO REAL SOB AERACAO INTERMITENTE PARA

NITRIFICACAO PARCIAL/ANAMMOX

8.1 Introdugdo

O tratamento anaerobio de dguas residuarias tem sido aplicado amplamente em regides tropicais
e subtropicais, devido as vantagens em termos de reducdo de custos operacionais, menor
demanda de area e ao potencial de recuperagao energética (CHERNICHARO et al., 2015;
SILVA et al., 2018). No entanto, a remogao de nitrogénio ¢ desprezivel neste processo, sendo
necessario processo de pos-tratamento para remocao deste composto (COSTA et al., 2022). No
Brasil, reatores UASB sdo a terceira tecnologia mais empregada para o tratamento de efluentes
domésticos (CHERNICHARO et al., 2015), e pds-tratamentos para remog¢ao de nitrogénio
incluem o processo tradicional de nitrificagdo e desnitrificagdo heterotrofica, que ¢€
excessivamente energético (SILVA et al., 2018). Assim, a combinagdo do tratamento anaerobio
para remog¢ado de matéria organica e do processo anammox para remog¢ao de nitrogénio promove
a sustentabilidade de ETEs, possibilitando que sejam energeticamente autossustentaveis (GANI

et al., 2021; SIEGRIST et al., 2008).

Apesar das conhecidas vantagens do processo anammox, como redu¢ao da demanda energética,
menor produgdo de lodo e menor emissdo de gases de efeito estufa (WANG et al., 2022), o
crescimento lento de bactérias anammox limita a aplicagdo do processo na auséncia de
biomassa anammox para partida de novos sistemas (LACKNER et al., 2014). Além disso, a
competi¢ao com outros grupos microbianos, potencializada na aplicacao do processo de NP/A
para pos-tratamento de efluentes domésticos, a presenca de matéria organica e elevada relagao
C/N, bem como as condi¢des operacionais (estratégias de aeragdo e condicdes climaticas)

também sdo um desafio (CAO et al., 2017).

Para a partida de novos sistemas de NP/A, frequentemente utiliza-se como indculo biomassa
proveniente de outros sistemas de NP/A (DE PRA et al., 2021; MA et al., 2015b; MIAO et al.,
2016), ou lodos ativados e neste ultimo caso, empregando alimentagdo com meio de cultura
autotofico para garantir a atividade anammox usualmente apos 90 dias (AUGUSTO et al., 2018;
DE ALMEIDA FERNANDES et al., 2018; LEAL et al., 2016; PEREIRA et al., 2019a). No
entanto, para a aplicagdo do processo em escala real, estas possibilidades podem ser
indisponiveis, seja pela auséncia de in6culo de NP/A, ou pela dificuldade em alimentar reatores

em escala real com meio autotrofico. Portanto, pesquisas recentes estdo sendo desenvolvidas
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no sentido de investigar a partida de sistemas de NP/A utilizando lodos ativados como in6culo
— por ser maior disponibilidade de acesso em comparagdo a biomassa de NP/A — sob
alimentacdo com efluentes reais e aeragdo intermitente para NP/A (MIAO et al., 2020a; QIU et

al., 2019; ZHANG et al., 2021b).

Com relacdo as estratégias operacionais para desenvolvimento da NP/A, a aeracdo intermitente
com baixas concentragdes de OD tem sido muito utilizada para garantir a atividade de bactérias
anammox ¢ limitar a atividade de BOA e BON (CARVALHO et al., 2021; MA et al., 2015b;
MIAO et al.,, 2020b). Sistemas de NP/A de estdgio Unico, embora apresentem maior
simplicidade operacional e menores emissdes de gases de efeito estufa em comparacdo a
sistemas de duplo estagio (LACKNER et al., 2014) também estdo mais suscetiveis ao acumulo
de OD, ocasionando desequilibrio ao sistema em virtude da inibicao de bactérias anammox e
aumento da atividade de BOA ¢ BON (CARVALHO et al., 2021; LACKNER et al., 2014).
Portanto, sistemas com biomassa imobilizada em espuma podem ser muito Uteis para garantir

a protecao de bactérias anammox e o bom desempenho de sistemas de NP/A.

Sistemas de pos-tratamento de efluentes domésticos com biomassa imobilizada em espuma sdo
amplamente utilizados, e no Brasil sdo a tecnologia mais empregada (BRESSANI-RIBEIRO et
al., 2018). No entanto, a remogdo bioldgica de nitrogénio pelo processo convencional de
nitrificag¢do total/desnitrificacdo heterotrofica pode nao ser aplicavel em efluentes domésticos
pré-tratados, de vido a reduzida disponibilidade de matéria organica para tal (CHERNICHARO
et al., 2015). Assim, o processo de NP/A em reatores com biomassa imobilizada em espuma ¢
uma alternativa promissora para pos-tratamento de efluentes anaerobios domésticos (WATARI

et al., 2021).

Ainda, este trabalho busca elucidar as lacunas no conhecimento em relagdo a partida de novos
sistemas anammox com lodos ativados e comparar o desempenho de reatores de leito fixo com
espuma e fluxo continuo alimentados com meio de cultura autotrofico e efluente anaerobio

doméstico real, respectivamente, além de comparar a dinamica das comunidades microbianas.
8.2 Materiais e métodos

8.2.1 Reatores de leito fixo em espuma e fluxo continuo

Dois reatores de leito fixo em espuma e fluxo continuo em acrilico (RFC 1 ¢ RFC 2) com
volume util de 2L e fluxo ascendente foram utilizados simultaneamente, sob temperatura

ambiente. Os reatores foram alimentados de forma continua utilizando bomba peristaltica de
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deslocamento positivo com vazao de 2L/d, resultando em TDH de 24 h. O efluente dos reatores
foi coletado por gravidade. Para imobilizacdo e crescimento da biomassa, o reator foi
preenchido com midias de espuma de poliuretano envoltas de estrutura plastica para

estruturacdo com tamanho de aproximadamente 2cmx3cm.

Os reatores foram inoculados com 4L de lodos ativados, provenientes da linha de recirculagdo
da ETE Arrudas (Belo Horizonte, MG), operada pela COPASA. Para garantir a adesdo da
biomassa ao meio suporte utilizado — espuma de poliuretano com estrutura pléstica externa -,
ambos ficaram em contato em recipiente por 7 dias, antes de serem adicionados aos reatores.
Ap6s este periodo, o meio suporte foi adicionado aos reatores, com adi¢do de N» e ar nos RFC
1 e 2, respectivamente, de modo a garantir a aderéncia da biomassa no meio suporte. Os reatores
estiveram em operagao de julho de 2021 a junho de 2023, com o intuito de avaliar o desempenho

a longo prazo.

O RFC 1 foi alimentado com meio de cultura autotrofico (VAN DE GRAAF et al., 1996;
DAPENA-MORA et al., 2004) com concentragdes de nitrogénio total (na forma de N-NH4" e
N-NO2) de 45-50 mg/L. O RFC 2 foi alimentado com efluente anaerdbio doméstico
proveniente de reator UASB em escala de demonstracdo. Maiores detalhes deste sistema foram
descritos no Capitulo 6. Para desenvolvimento de NP/A no RFC2, houve fornecimento de ar.
A estratégia de aeragdo adotada consistiu em 1 min on/14 min off nos primeiros 30 dias, para
limitar atividade de BOA ¢ BON, caracteristicos do lodo nitrificante utilizado como inoculo.
Apos este periodo, a estratégia de aeracdo intermitente adotada consiste em 5 min on/14 min

off, com variacao da taxa de aeracao, de 0,005 a 0,150 (média aritmética de 0,041) mL/min.L.

8.2.2 Analises fisico-quimicas

Na fase liquida, foram coletadas amostras simples do afluente e efluente dos reatores RFC1 e
RFC2. Foi analisado o pH e temperatura (°C) imediatamente apos a coleta. Foram analisados
compostos da série nitrogenada (NTK, N-NH4", N-NO>", N-NOj3™ e NT), da série carbonacea
(DQO e DBO), além da AT, em mg/L. Os procedimentos de armazenamento e analise foram

realizados de acordo com APHA (2017).

8.2.3 Analises microbioldgicas

No inoculo e ao longo da operagdo do reator foram coletadas amostras de biomassa. As
amostras foram lavadas com solu¢do padrao de fosfato e centrifugadas a 8.000 rpm. A biomassa

retirada dos reatores foi dividida em dispersa (biomassa floculenta localizada na parte externa
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do meio suporte do reator) e aderida (biomassa localizada no interior do meio suporte, que ficou

submerso em solucao padrao de fosfato para retirada desta biomassa).

A extracdo de DNA foi feita utilizando o kit Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals,
USA), de acordo com o procedimento do fabricante. Amostras do indculo, da biomassa aderida
e da biomassa dispersa dos reatores RFC 1 e RFC 2 (dos dias de operagdo 51, 202, 547 ¢ 696)
foram coletadas para andlise de SSV (de acordo com procedimentos de APHA, 2017) e para
analise de qPCR. O n° de copias/gSSV do gene RNAr 16s (anammox, Nitrospira, Nitrobacter)
e genes funcionais (4moA para BOA e NosZ para bactérias desnitrificantes que convertem N>O
a N) foram estimados através de PCR quantitativo (QPCR) utilizando mix SYBR Green e
primers e plasmideos (para curva padrdo). Mais detalhes sobre coleta, primers utilizados e

condigdes da qPCR foram previamente descritos por (PEREIRA et al., 2019a).

Amostras no indculo e da biomassa aderida dos reatores RFC 1 e RFC 2 (dos dias de operagao
51 e 547) foram coletadas para analise da comunidade microbiana. A composicao da
comunidade microbiana foi realizada através de NGS utilizando a plataforma Illumina MiSeq
(realizada por NGS Solugdes Gendmicas, Sdo Paulo, Brasil). Para o NGS foram utilizados os
primers 515Fe 806R da regido V4 do gene RNAr 16s para os dominios Bacteria e Arquea

(média de cobertura de 40.000 paired-end reads por amostra).

Para tratamento dos dados, as sequéncias brutas foram analisadas utilizando o software
QUIIME™ 2.0. Sequéncias duplicadas, barcodes e sequéncias com tamanho inferior a 150 bp
foram removidas. Quimeras e ruidos também foram removidos. Apds o filtro de qualidade, as
sequéncias remanescentes foram clusterizadas em Amplicon Sequence Variant (ASV) com
nivel de similaridade de 97%. As sequéncias representativas classificadas utilizando a
plataforma BLASTn foram atribuidas taxonomicamente utilizando os bancos de dados RDP II

((http://rdp.cme.msu.edu) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

8.3 Resultados e discussao

8.3.1 Caracterizacdo do meio de cultura autotréfico (alimentacdo do RFC1) e efluente

anaerébio doméstico (alimentagao do RFC2)

Ao longo da operacao, incluindo a partida dos reatores inoculados com lodos ativados, foi
utilizado meio de cultura autotrofico e efluente anaerdébio doméstico nos reatores RFC1 e RFC2,
respectivamente. As principais caracteristicas dos afluentes dos reatores estdo apresentada na

Tabela 8-1.
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A composi¢ao da série nitrogenada do efluente anaerobio doméstico aplicado no RFC2 teve
predominancia de N-NH4", com concentra¢io mediana de 39,8 mg/L e de NT de 42,8 mg/L. A
composi¢ao do meio de cultura autotréfico para cultivo de bactérias anammox utilizado no
RFC1 apresentou concentra¢des medianas de N-NH4", N-NO> e NT de 15,7, 25,7 € 42,5 mg/L,
respectivamente. As concentracoes de NT foram ajustadas para valores similares as
concentra¢des de NT do afluente doméstico utilizado no RFC2. A relagdo média NO>/NH4" do
afluente do RFCI1 foi de 1,65. As concentragdes de NT aplicadas nos reatores foram

semelhantes, facilitando a comparagao entre os dois sistemas.

As concentragdes medianas de AT no afluente do RFC 1 e 2 foram de 124,0 ¢ 210,0 mg/L,
respectivamente, resultando em razdes AT/NH4" de 8,2 e 5,7, respectivamente. O efluente
anaerdbio doméstico apresentou concentracdes medianas de DQO e DBO de 11,3 e 39,2 mg/L,
respectivamente, resultando em razdes medianas DQO/DBO, DQO/NT e DBO/NT de 3,0, 2,7

e 1,0, respectivamente.

Tabela 8-1 — Caracterizagdo do meio de cultura para bioaumentacao de bactérias anammox utilizado
como afluente do RFC 1 e do efluente anaer6bio doméstico utilizado com efluente do RFC2.

o Meio de cultura autotrofico para Efluente anaerdbio doméstico para
Variaveis de alimentac&o do RFC1 alimentacéo do RFC 2
estudo n Med Max Min Ccv n Med Méx | Min | CV
Temperatura 84 22,9 28,0 18,4 0,1 84 23,0 28,6 17,7 | 0,1
pH 77 7.8 8,3 7,0 0,0 84 7,2 8,2 66 | 0,0
NTK (mg/L) - - - - - 188 | 434 84 | 224 | 02

N-NH.* (mg/L) | 186 157 | 454 | 84 | 04 | 188 | 398 | 532 | 224 | 0,2
N-NOy (mg/L) | 186 257 | 565 | 80 | 03 | 87 0,0 19 | 00 | 34

N-NO3 (mg/L) 11 0.2 1,2 00 | 10 | 63 04 24 | 00 | 09
NT 152 425 | 1003 | 278 | 03 | 167 | 428 | 854 | 224 | 02

AT (mg/L) 144 1240 | 2000 | 50,0 | 02 | 157 | 210,0 | 3000 | 84,0 | 0,2
AT/NH,* 144 82 | 164 | 16 | 02 | 156 | 57 99 | 20 | 02
DQO (mg/L) 134 | 111,3 | 3130 | 19,7 | 05
DBO (mg/L) 144 | 392 | 117,7 | 11,4 | 0,6
DQO/DBO 108 | 30 | 194 | 07 | 08
DQO/NT 18 | 27 72 | 03 | 05
DBO/NT 126 | 10 29 | 01 | 06

n: nimero de dados; Med: mediana; Max: valor maximo; Min: valor minimo; CV: coeficiente de
variagao.
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8.3.2 Desempenho dos reatores e remogao de nitrogénio

A dinamica dos compostos nitrogenados apresentou comportamentos distintos ao longo da
operagdo e entre os reatores RFCI1 (alimentado com meio de cultura autotrofico) e o RFC2
(alimentado com efluente anaerébio doméstico sob aeracdo intermitente), que foram partidos
com lodos ativados como indculo e operados por mais de 690 dias. As concentragdes afluentes

¢ efluentes de N-NH4" ¢ NT nos reatores estdo apresentadas em séries historicas na Figura 8-1.

Figura 8-1 - Dindmica de concentracdes (mg/L) e eficiéncias de remoc¢do (%) de NH4* nos reatores
RFC1 (1A) e RFC2 (2A) e de NT nos reatores RFC1 (1B) e RFC2 (2B)
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Apods aproximadamente 210 dias de operacdo, o RFCI1, alimentado com meio de cultura

autotrofico foi capaz de remover completamente a NH4 " de maneira estavel, resultando em altas
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eficiéncias de remogdo deste composto (Figura 8-1, 1A). Por outro lado, o RFC2, alimentado
com efluente anaerobio doméstico sob aeragdo intermitente para desenvolvimento da NP/A,
apresentou remocdo instavel de NH4". Estes resultados eram esperados, uma vez que reatores
alimentados com efluentes reais estdo sujeitos & maiores flutuacdes de concentracido de
nitrogénio e de outros compostos, como matéria organica e alcalinidade, além da aeracdo
intermitente. A mudanca da estratégia de aeragdo intermitente de 1 min on/14 min off nos
primeiros 30 dias para 5 min on/14 min off apds este periodo resultou em eficiéncias de remogao

de amonio que variaram predominantemente de 45 a 95% (Figura 8-1, 1A).

A dinamica nas concentracdes e eficiéncias de remoc¢ao de NT no RFC1 foram menos instaveis,
com as melhores eficiéncias de remog¢do entre os dias 210 e 300 (Figura 8-1, 1B). A
instabilidade no RFC1 pode ser sido causada pela influéncia da atividade de BON, causando
nitrificagdo total e contribuindo para menores eficiéncias de remoc¢ao de NT. Mesmo utilizando
meio de cultura autotrofico, a atividade de BOA/AOA e BON é comum em reatores inoculados
com lodos ativados (DE ALMEIDA FERNANDES et al., 2018; GONCALVES PITEIRA
CARVALHO et al., 2021; PEREIRA et al., 2019a).

Foi observada variagdo nas eficiéncias de remocao de NT no RFC2, que pode ter sido
ocasionada também pela influéncia da atividade excessiva de BOA/AOA e BON, favorecidas
pela aeragdo no sistema. No entanto, valores altos de eficiéncia de remogao de NT (70 a 95%)
foram observados, principalmente entre os dias 220 e 320 e 520 a 570 (Figura 8-1, 2B). Xu et
al. (2020) observaram eficiéncias de remocao de 80-89% em RBS com biofilme em espuma
para NP/A sob aeracdo intermitente para pds-tratamento de efluente doméstico. No presente
estudo foi observado que, além dos beneficios de aeracdo intermitente para a NP/A, € possivel

iniciar novos sistemas sob estas condicdes, utilizando efluentes reais.

Altas eficiéncias de remocao de NT foram notadas nos reatores RFC1 ¢ RFC2 cerca de 80 dias
ap6s o inicio da operacao e partida dos reatores. Remocdes de nitrogénio expressivas, bem
como aumento da atividade anammox, foram observadas apos cerca de 50 dias de operacdo do
RFC1 e 75-80 dias de operagdo do RFC2. Estes resultados sugerem que € possivel estabelecer
a NP/A em sistemas inoculados com lodos ativados ¢ iniciados com alimentacdo com efluente
real sob acragdo intermitente. Além disso, a aeragao intermitente beneficia o desenvolvimento
de NP/A desde o inicio da operagdo de novos sistemas. Estudos prévios de partida de novos
sistemas anammox (RBS) alimentados com meio de cultura autotréfico sugerem partida do

sistema apds 90 dias no inicio da operacdo (DE ALMEIDA FERNANDES et al., 2018; LEAL
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et al., 2016; PEREIRA et al., 2019a), que pode ser reduzido para 48 dias de operagdo em
reatores com biofilme em membrana aerada (AUGUSTO et al., 2018).

Os valores medianos de temperatura e pH nos respectivos efluentes dos reatores RFC 1 e 2
foram de 23,2°C, 7,5, 23,0 ¢ 6,7, respectivamente. O valor mediano de pH ligeiramente acido
do efluente do RFC2 foi ocasionado pela nitrificagdo neste sistema, com consumo de

alcalinidade e redu¢ao de pH.

Comparando a qualidade dos efluentes gerados (Tabela 8-2), as concentragdes medianas de N-
NH4" foram de 1,7 € 11,1 no RFC1 e RFC2, respectivamente. Nao houve gera¢do expressiva
de N-NO;  no RFC 1 e 2, com concentracdes medianas efluentes de 0,2 e 0,0 mg/L,
respectivamente. No entanto, a concentragdo mediana de N-NO3™ foi maior no RFC1 (11,3
mg/L) em compara¢do ao RFC2 (6,4 mg/L). Os valores medianos efluentes de N-NH4" obtidos
nos reatores estdo dentro dos padrdes de langamento estabelecidos (20 mg/L) por Brasil (2011),
apesar da pouca restricdo que esta legislagdo determina. Em comparacdo trabalhos prévios
utilizando reatores com atividade anammox alimentados com efluente doméstico, com
biomassa previamente aclimatada, onde as concentragdes de N-NH4" no efluente foram de 0 a
8 mg/L (DE ALMEIDA FERNANDES et al., 2018) e de 0-2 mg/L (MA etal., 2015), o presente
trabalho obteve maiores concentragdes medianas de N-NH4" efluente nos reatores RFC 1 e 2,
apesar de episodios de remogao total do composto Figura 8-1. Portanto, o desafio para o alto
desempenho ndo consistiu na auséncia de indculo com alta atividade anammox e sim em manter

condigdes favoraveis a NP/A no ambito operacional.

O valor mediano do coeficiente de NO3 produzido/NH4 consumido N0 RFC1 foi de 0,83, superior ao
coeficiente do processo anammox de 0,26 (AHN, 2006) (Tabela 8-3). O valor mediano do
coeficiente de NO3 produzido/NH4 consumido N0 RFC2 (0,27) também foi superior ao valor proposto
na NP/A de 0,11 (AHN, 2006). No entanto, a estratégia de aeragao de 1 min on/14 min off nos
primeiros 30 dias de operacdo do RFC2 foi capaz de controlar a nitrificagdo, uma vez que a
mediana do coeficiente de NO3 produzido/NH4 consumido neste periodo foi de 0,07. Ainda que a
remocdo mediana de nitrogénio neste periodo inicial tenha sido baixa (19%), a nitrificagdo foi
controlada num curto periodo de tempo, criando condi¢des para o favorecimento de bactérias

anammox em seguida.

Nos primeiros 30 dias de operagao do RFCI, a eficiéncia mediana de remocao de NT foi de

44%, com NO3 produzido/NH4 consumido de 0,19, o que significa que a nitrificagdo foi controlada
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desde o inicio da operagdo do sistema, com maior eficiéncia de remocao de NT em relagdo ao
RFC2. Este resultado era esperado, uma vez que o meio de cultura utilizado no RFC1 auxilia a
obtengdo de maiores eficiéncia de remocao de nitrogénio em comparacao a utilizacao de

efluentes reais.

Ambos reatores RFCl1 e RFC2 tiveram valores medianos dos coeficientes NOj3
produzido/NHa consumido abaixo dos valores estabelecidos para NP/A (0,11 - SLIEKERS et al.,
2002) e do processo anammox (0,26 - AHN, 2006). Tal resultado deve-se a atividade de BDH,
que consomem N-NOs3™ juntamente com a matéria organica no meio, proveniente do decaimento
microbiano ou da prépria matéria organica presente no efluente anaeréobio (DE ALMEIDA

FERNANDES et al., 2018; MA et al., 2015b).

Tabela 8-2 — Caracterizagdo dos efluentes dos reatores RFC 1 e RFC 2

RFC 1 RFC 2

n Med Max Min Ccv n Med | Max | Min | CV

NTK - - - - - 188 | 11,9 | 675 | 1,1 | 07
N-NH,* (mg/L) 186 1,7 | 448 0,0 16 188 | 11,1 | 498 | 06 | 07
N-NO2" (mg/L) 186 02 | 398 0,0 2,4 189 | 0,0 27 | 00 | 19
N-NO3 (mg/L) 152 11,3 | 357 0,0 0,8 168 | 64 | 421 | 00 | 10
mgj‘;fn“s‘fn'jzé 152 083 | 26,2 -1,9 2,1 165 | 027 | 24 00 | 1.2
NT 152 15,6 | 855 0,0 0,7 167 | 232 | 765 | 28 | 05

AT 144 90,0 | 176,0 | 20,0 0,3 157 | 64,0 | 5200 | 0,0 | 09
ATJ/NH4* 144 31 | 1033 | -52 2,2 154 | 53 | 679 | -97 | 11
DQO (mg/L) 124 | 68,0 | 3930 | 113 | 07
DBO (mg/L) 144 | 329 | 983 | 34 | 05

n: namero de dados; Med: mediana; Max: valor maximo; Min: valor minimo; CV: coeficiente de

variacgao.

As concentragdes medianas de DQO e DBO efluentes do RFC2 foram de 68,0 e 32,9 mg/L,
respectivamente. Os valores de DBO também estdo de acordo com os padrdes de langamento
(limite de 120 mg/L) de Brasil (2011), apesar da pouca restrigao desta legislagdo para esta
variavel. Portanto, o reator ndo s6 removeu nitrogénio como também foi capaz de remover
parcialmente a matéria organica do sistema. O consumo de matéria organica dos reatores era
esperado uma vez que o indculo utilizado (lodos ativados) contém bactérias heterotroficas
consumidoras de matéria orginica (apresentado em maior detalhes no subtopico referente a
composi¢ao da comunidade microbiana), pela composi¢do do afluente com matéria organica

(efluente anaerdbio doméstico) e presenca de N-NOz” e N-NO3™ . O consumo de matéria
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organica em reatores anammox ¢ frequentemente observado na literatura (DE ALMEIDA
FERNANDES et al., 2018; GONCALVES PITEIRA CARVALHO et al., 2021; MA et al.,
2015).

Tabela 8-3 — Eficiéncia de remocdo dos compostos dos reatores RFC1 e RFC2

RFC 1 RFC 2

n Med Méx Min CcVv n Med | M&x | Min | CV

NTK - - - - - 188 72 98 -12 0,4

N-NH,* 186 91 100 -124 0,4 188 72 98 -13 0,3
N-NO; 186 99 100 -3 0,1

NT 152 63 100 -12 0,4 167 45 93 -64 0,7

AT 144 31 84 -125 0,8 157 69 100 | -117 0,5

DQO (mg/L) 134 50 100 | -325 | 1,4

DBO (mg/L) 144 31 88 | -210 | 2,9

n: nimero de dados; Med: mediana; Max: valor maximo; Min: valor minimo; CV: coeficiente de
variagao.

As eficiéncias medianas de remogdo de N-NH4'e de NT no RFC1 e RFC2 foram de 91 € 72%
e de 63 e 45%, respectivamente (Tabela 8-3). As cargas medianas removidas no RFC1 de N-
NH4" e NT foram de 13,4 € 21,8 mg/L.d, respectivamente. Ja as cargas medianas removidas no
RFC2 de N-NH4" e NT foram de 26,6 ¢ 16,8 mg/L.d, respectivamente. O consumo de
alcalinidade do RFC1 (mediana de 69%) foi maior em comparagdo ao RFC2 (mediana de 31%)
em virtude da aeragdo para promoc¢ao de nitrificagdo parcial. Estes resultados sdo similares aos
resultados observados em MBBR alimentagdo com efluente sintético (50mg/L de N-NH4") e
inoculado com lodos ativados, onde a remog¢do de NT no dia 53 atingiu valores de 85% (LV et
al., 2019). Em comparacao a resultados obtidos em reator de leito imobilizado em espuma com
eficiéncias de remocao de NT de 78% apos 400 dias de operagao (alimenta¢do com 50 mg/L de
N-NH;" e 50 mg/L de N-NO>"), o presente trabalho demonstrou partida em menor tempo nos
reatores RFC1 ¢ 2, com eficiéncias satisfatorias de remogdo de NT (SANCHEZ GUILLEN et
al., 2015).

Embora o desempenho em termos de remoc¢do de nitrogénio tenha sido maior no RFCI,
alimentado com meio de cultura autotrofico, o RFC2, alimentado com efluente anaerdbio
doméstico obteve resultados satisfatorios para remocao de nitrogénio. Estes resultados sugerem
que ¢ possivel estabelecer a partida de reatores com NP/A com eficiéncias de remogdo de
nitrogénio de até 93% utilizando lodos ativados como in6culo e com alimentagdo com efluente

real e sob aeracdo intermitente para a partida de novos sistemas de NP/A.
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8.3.3 gPCR de microrganismos do ciclo no nitrogénio

As abundancias relativas de microrganismos do ciclo do nitrogénio obtidas através de qPCR
(Figura 8-2) revelam que a abundancia de bactérias anammox no inéculo (1,02x10°+ 5,17x10*
n° copias/gSSV) foi menor do que a abundancia dos géneros de BON Nitrospira e Nitrobacter

(2,33x10% +£2,36x107 e 4,03x10° + 3,47x10% n° copias/gSSV, respectivamente).

Figura 8-2 - Abundancia relativa (n° de copias/gSSV) de bactérias anammox, dos géneros Nitrospira e
Nitrobacter, BOA e BDH, na biomassa disperda do RFC 1 (A) e RFC 2 (B) e na biomassa aderida do
RFC1 (C)eRFC2 (D)
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Apds 51 dias de operagdo, a abundancia de bactérias anammox na biomassa dispersa no RFC1
diminuiu ¢ no RFC2 aumentou em relag¢do ao indculo. Ja na biomassa aderida, a abundancia de
bactérias anammox tanto do RFC1 quanto no RFC2 aumentou em relacdo ao indculo. No
entanto, o aumento foi mais expressivo no RFC2 (1,42x107 + 1,73x10* n° de copias/gSSV),
demosntrando que foi possivel bioaumentar bactérias anammox melhor no reator alimentado

com efluente real em comparacao ao reator alimentado com meio de cultura autotrofico.

Ap6s o dia 201, houve diminui¢do da abundancia de bactérias anammox no RFC2, enquanto
aumento gradual foi observado no RFCI. Esses resultados sugerem que a dindmica dos
compostos nitrogenados impactou a abundancia relativa de bactérias anammox. Enquanto no
RFCI1 foram criadas condigdes favoraveis pela a atividade de bactérias anammox, com destaque

paraa alimenta¢do com meio de cultura autotréfico com concentragdes fixas, que ocasionou
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aumento na remog¢do de nitrogénio, as condi¢des mais adversas no RFC2, destacando
alimentacdo com efluente real sob aeracao, contribuiram para as oscilagdes na abundancia de

bactérias anammox e, consequentemente, da remocao de nitrogénio também.

O género de BON Nitrospira foi mais abundante que o género Nitrobacter em todas as amostras
analisadas, tanto do RFC1 quanto do RFC2, ainda que estes reatores tenham operado com
condi¢des operacionais distintas. Em ambos os reatores RFC 1 ¢ RFC 2, nos dois tipos de
biomassa (aderida e dispersa), a concentragdo de bactérias anammox foi superior a de
Nitrospira nos dias 547 e 696 de operagdo. Este resultado significa que em reatores com
atividade anammox sob operacdo a longo prazo, bactérias anammox tendem a ser dominantes
em relacdo a BON. As condi¢gdes operacionais como limitagdo de nitrito e oxigénio no meio

aliada a velocidade ascensional adequada podem contribuir para a retirada de BON do reator.

A abundancia do gene funcional AmoA revela que BOA foram bioaumentadas tanto no RFCI
quanto no RFC2 e que as maiores abundancias relativas deste grupo foram obtidas na biomassa
aderida ao meio suporte. Estes resultados estdo em contraste com os resultados obtidos por Xu
et al. (2020), que identificaram maiores abundancias de BON e BOA na biomassa dispersa em

relagdo a biomassa aderida no meio suporte.

O contrario do comportamento de BOA (com maiores abundancias relativas a biomassa aderida
ao meio suporte) foi observado para o gene funcional NosZ (pertence a BDH), uma vez que
estes microrganismos apresentaram abundancias relativas a biomassa dispersa dos reatores

RFC1 e RFC2 maiores em relagdo a biomassa aderida ao meio suporte.
8.3.4 Diversidade microbiana (NGS)

A diversidade microbiana das amostras da biomassa aderida ao meio suporte nos reatores RFC1
e RFC2, obtida através da andlise de NGS, revela que o grupo mais abundante foi de BDH
(Figura 8-3). Além disso, ndo houve aumento da abundéncia de bactérias anammox (%) no
RFCI1 em relagdo ao indculo. No entanto, no RFC2, as abundancias foram de 25,9 ¢ 4,7% nos

dias 51 e 547, respectivamente.

O género de bactérias anammox dominante foi Ca. Brocadia (Tabela 8-4). Em contraste, Lv et
al. (2019) observaram Ca. Jettenia como género anammox domimante (42%) apods 53 dias de
partida de MBBR alimentado com efluente sintético (NH4" de 50 mg/L). Ca. Brocadia foi o

género dominante na biomassa aderida em biofilme (0,7 %) em RBS com meio suporte em
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espuma integrado (XU et al., 2020). Em estudo prévio, foi observado em RBS com NP/A para
pos-tratamento de efluente doméstico, foi identificado o género anammox Ca. Kuenenia como

dominante no sistema (abundéncia de 3,23 %) apos 101 dias de partida (WU et al., 2020).

Figura 8-3 — Gréfico de barra da abundancia dos microrganismos do ciclo do nitrogénio e de bactérias
metanotréficas na biomassa aderida dos reatores RFC 1 e RFC 2
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Houve bioaumentacio de BOA e BON dos géneros Nitrosomonas e Nitrospira,
respectivamente, tanto no RFC1 quanto no RFC2, com maiores abundancias (até 2,3 ¢ 7,2 %,
respectivamente) no RFC2. A presenga de nitrificantes em sistemas anammox alimentados com
meio de cultura autotrofico se da pela capacidade de adaptagcdo destes microrganismos a
reduzidas concentragdes de OD (ZHANG et al.2020). Possivelmente as condi¢des operacionais
adotadas no RFC2 (aeragao intermitente) favoreceram o crescimento destes grupos
microbianos. No entanto, no dia 51 de operagdo, a abundancia de bactérias anammox foi

superior a abundancia de BOA e BON no RFC2.

Foram identificados 32 géneros de BDH com abundancia relativa igual ou superior a 1% em
pelo menos uma das amostras. As abundancias de BDH no RFCI1 (71,0 e 46,9 %) foram
superiores as abundancias no RFC2 (16,5 e 36,6 %). A disponibilidade de N-NO> no meio

autotrofico utilizado para alimentagdo no RFC1 pode ter favorecido a dominancia de BDH.

Bactérias do género Methylosarcina foram identificadas com abundancia de até 1,1% no RFC2.
Estas bactérias sdo consideradas metanotroficas por serem capazes de assimilar CH4 (KOLB et
al., 2003). A presenca destas bactérias pode estar relacionada a presenga de metano dissolvido

no efluente anaerébio doméstico utilizado para alimentagdo do RFC2.
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Tabela 8-4 —Microorganismos do ciclo do nitrogénio e bactérias metanotroficas (< 1% ) no indculo
nos reatores e na biomassa aderida no RFC1 e RFC2.

Filo Familia Género Inéculo | RFC1 RFC 1 RFC2 | RFC2
(dia51) | (dia547) | (dia51) | (dia547)
Anammox

Planctomycetota | Brocadiaceae | Candidatus Brocadia 0,0 0’0 0,0 25,9 4,7
Total 0,0 0,0 0,0 25,9 4,7

BOA
Proteobacteria | Nitrosomonadaceae | Nitrosomonas 0,1 0,2 1,5 0,2 2,3
Total 0,1 0,2 15 0,2 2,3

BON
Nitrospirota | Nitrospiraceae | Nitrospira 1,4 0,8 6,3 4,6 72
Total 1,4 0,8 6,3 4,6 7,2

BDH
Bacteroidota Chitinophagaceae Terrimonas 472 19,6 8,1 0,2 0,1
Proteobacteria Rhodocyclaceae Denitratisoma 0,3 79 29 10,1 12,8
Actinobacteriota Nocardiaceae Gordonia 11,0 0,2 0,8 0,1 0,0
Proteobacteria Xanthomonadaceae Thermomonas 1,0 14,5 0,7 0,1 0,1
Proteobacteria Comamonadaceae Ottowia 5,7 79 2,8 0,1 0,7
Proteobacteria Rhodanobacteraceae Rhodanobacter 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1
Proteobacteria Comamonadaceae Alicycliphilus 50 15 0,4 0,1 0,0
Proteobacteria Rhodocyclaceae Thauera 0,6 5,8 1,2 0,0 0,0
Proteobacteria Burkholderiaceae Limnobacter 0,0 0,3 0,0 0,5 1,9
Bacteroidota Ignavibacteriaceae Ignavibacterium 0,0 0,0 0,0 1,1 0,8
Proteobacteria Rhodocyclaceae Dechlorobacter 40 0,2 1,3 0,0 0,0
Acidobacteriota Blastocatellaceae OLB17 0,0 0,0 0,0 1,8 2,8
Bacteroidota Saprospiraceae OLB8 3,2 0,9 1,2 0,0 0,0
Bacteroidota Chitinophagaceae Ferruginibacter 3,9 2,1 57 0,7 0,5
Proteobacteria Rhodobacteraceae Rhodobacter 1,1 2,0 0,2 0,0 0,0
Proteobacteria Rhodocyclaceae Dechloromonas 0,6 0,5 8,4 0,0 0,1
Proteobacteria Sphingomonadaceae Novosphingobium 3,3 0,4 0,5 0,0 0,2
Proteobacteria Hydrogenophilaceae Thiobacillus 0,0 1,7 0,2 0,0 0,1
Proteobacteria Rhodocyclaceae Zoogloea 29 0,0 2,1 0,0 0,0
Myxococcota Haliangiaceae Haliangium 47 0,0 48 0,1 1,0
Proteobacteria Competibacteraceae Candidatus Competibacter 2,2 0,2 1,8 0,0 0,0
Bacteroidota Flavobacteriaceae Flavobacterium 1,8 0,1 0,1 0,0 0,0
Proteobacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas 1,1 0,7 0,0 0,1 0,5
Chloroflexi Anaerolineaceae Longilinea 0,0 0,6 0,0 1,0 0,0
Proteobacteria Rhodocyclaceae Candidatus 1,3 0,0 0,8 0,0 0,0

Accumulibacter
Acidobacteriota Holophagaceae Geothrix 0,5 0,0 2,4 0,0 0,0
Proteobacteria Rhodanobacteraceae Dokdonella 0,3 0,0 0,1 0,1 2,0
Proteobacteria Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas 0,0 1,2 0,0 0,1 0,0
Desulfobacterota | Syntrophobacteraceae | Desulforhabdus 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2
Proteobacteria Rhodocyclaceae Sterolibacterium 0,0 1,1 0,2 0,2 0,5
Actinobacteriota | Intrasporangiaceae Tetrasphaera 1,6 0,0 0,2 0,0 0,0
Proteobacteria Xanthomonadaceae Arenimonas 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0
Total 60,2 71,0 46,9 16,5 36,3
Bactérias metanotroficas

Proteobacteria | Methylomonadaceae | Methylosarcina 0,0 0,0 0,1 0,0 1,1
Total 0,0 0,0 0,1 0,0 1,1

8.4 Conclusoes

As remogdes medianas de N-NH4" foram de 91 ¢ 72% e para NT foram de 63 e 45%,

respectivamente, no RFC1 e RFC2. Houve maior abundancia de BOA na biomassa aderida e
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de BDH na biomassa dispersa em ambos os reatores. Foi observada alta abundancia de bactérias
anammox do RFC2 apds 51 dias de operacdo (25,9 %), e maior abundancia de bactérias
anammox no RFC2 em relagdo ao RFCI. O género anammox dominante foi Ca. Brocadia. Este
trabalho mostra a possibilidade de bioaumentar biomassa anammox em novos sistemas de
NP/A com lodos ativados, sem a necessidade de indculo proveniente de sistemas anammox e
sem a necessidade de aclimatacao do sistema com meio de cultura autotrofico, o que implica

em contribui¢des reais para a maior aplicacdo do processo anammox em ETEs.



106

9 ETAPA 4: CO-TRATAMENTO DE EFLUENTE DOMESTICOS DOMESTICOS: EFEITOS NA
NITRIFICACAO PARCIAL/ANAMMOX, DINAMICA DE EMISSAO DE OXIDO NITROSO E

METANO E COMUNIDADE MICROBIANA

9.1 Introdugado

Tradicionalmente, sistemas de NP/A sdo aplicaveis para a remog¢ao de nitrogénio de efluentes
de alta carga, com baixa relagdo C/N, como “centrado” de lodo — fase liquida proveniente da
digestdao do lodo (LACKNER et al., 2014; SIEGRIST et al., 2008). No entanto, a necessidade
de criar alternativas mais sustentaveis para a remocao de nitrogénio de efluentes domésticos
pré-tratados levou ao éxito das pesquisas nesse sentido, com aplicacdo cada vez mais frequente
de NP/A como pos-tratamento de efluentes domésticos (JUAN-DIAZ et al., 2021;
MALOVANYY etal., 2015; MIAO et al., 2020; PEDROUSO et al., 2019).

Contudo, dificuldades inerentes a aplicagdo de NP/A em efluentes de baixa carga, como os
efluentes domésticos, ainda ¢ um desafio, principalmente devido a dificuldade de inibir BON e
garantir o crescimento e atividade adequadas de bactérias anammox, comprometida em virtude
da menor oferta de substrato (CAO et al., 2017). Por outro lado, efluentes com alta carga
aplicados sem diluigdo também podem inibir o processo de NP/A devido a choques de carga,

tanto de substrato como de substancias inibidoras (SCAGLIONE et al., 2017).

A demanda por sustentabilidade nos processos de tratamento de esgotos sdo cada vez maiores
e fechar ciclos dentro da ETE tem sido uma destas. ETEs com sistemas bioldgicos de tratamento
frequentemente geram efluentes contendo nitrogénio na fase liquida e s6lida. A mistura destes
efluentes com concentra¢des diferentes de nitrogénio pode também ser vantajoso para melhorar
a performance do processo anammox através da aplicagdo simultanea de efluentes de alta e

baixa carga, equalizando a concentracdo de nitrogénio nos reatores de NP/A.

Reatores de lodos ativados e reatores UASB sdo a primeira e a terceira tecnologia mais utilizada
para tratamento de efluentes domésticos no Brasil, respectivamente (CHERNICHARO et al.,
2018). Visto que o Brasil ainda apresenta déficit de tratamento de esgotos de quase 50%
(SISTEMA NACIONAL DE INFORMACOES SOBRE SANEAMENTO - SNIS, 2020),
espera-se que mais ETEs sejam construidas para mitigar esta realidade. Em sistemas
centralizados de tratamento, os volumes de lodo produzido, tanto em sistemas de lodos ativados
quanto em UASBs sdo expressivos, ainda que nos sistemas aerdbios a produgdo seja maior,

com demanda de descarte mais frequente. Nestes dois casos, devido a fatores como area de
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constru¢do limitada, o desaguamento mecanizado de lodos ¢ uma alternativa que vem sendo

aplicada com frequéncia, ¢ que inclui o uso de centrifuga para separagdao solido/liquido

(LOBATO et al., 2018).

O liquido proveniente da separagdo de fases do lodo pode retornar a ETE desde o tratamento
primario para remocdo de matéria organica. No entanto, pode também ser direcionado a
sistemas de pds-tratamento para remocao de nitrogénio, como o sistema de NP/A, uma vez que
este processo aumentaria a concentragao afluente de nitrogénio, podendo favorecer o processo
anammox. Apesar das recentes pesquisas a respeito do co-tratamento de efluentes de alta e
baixa carga em sistemas anammox (WU et al., 2015; ZHANG et al., 2021), a viabilidade do
tratamento de efluentes anaerdbios e aerdbios domésticos e seus respectivos sobrenadantes do
lodo de excesso, bem como os efeitos de diferentes propor¢des de mistura no desempenho do
sistema, em termos de remog¢ao de nitrogénio, alteracdo da comunidade microbiana e emissao

de GEE ainda é uma lacuna no conhecimento.

O tratamento de aguas residudrias requer cada vez mais alternativas sustentdveis, ndo so
considerando fatores de eficiéncia dos sistemas, otimizagdo como reducdo de custos
operacionais, mas também a mitigagdo de GEE. Entre estes, o NoO ¢ conhecido por ser mais
prejudicial em comparagdo ao CH4 e CO2 como GEE (CAKIR; STENSTROM, 2005). Sabe-se
que sistemas biologicos de tratamento de efluentes podem ser hotspots para a emissdao de GEE,
e apesar da reacdo anammox ndo produzir N2O, outo acimulo de nitrito e a desnitrificagdo
heterotréfica parcial podem gerd-lo em sistemas com atividade anammox, como reatores de
NP/A (AL-HAZMI et al., 2021). A presenca da matéria organica € um fator que potencializa a
emissdo de N>O, bem como as estratégias de aeracdo e a configuragdo de reator e disposi¢do da
biomassa (WAN et al., 2021). Em geral, a aplicacdo de NP/A em efluentes anaerdbios
domésticos € pouco explorada, no entanto, a concentracdo maior de matéria organica nestes

efluentes pode ser um fator favoravel a emissdao de N>O, requerendo mais investigagoes.

Portanto, esta etapa do trabalho visa esclarecer estas lacunas através da investigacdo do co-
tratamento de efluente anaerébio doméstico e sobrenadante de lodo de reator UASB através do
processo de NP/A, visando investigar o desempenho do processo ¢ as dindmicas de emissdo de

N>O e CH4 e da comunidade microbiana
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9.2 Materiais e métodos
9.2.1 Reator em bateladas sequenciais

Neste estudo foi utilizado RBS com volume util de 2,3L (modelo New BrunswickTM
Bioflo®/CelliGen® 115). A agitagdo do reator foi mantida a 70 rpm e o TDH foi de 31h. No
inicio da operacdo, o sistema continha biomassa com atividade de NP/A, em virtude da
operacao descrita no Capitulo 6. Os ciclos operacionaos do reator incluiram: (i) alimentagao (5
min); (ii) reacdo (1.440 min); (iii) sedimenta¢do (20 min) e (iv) descarte de efluente (5 min). O
fluxo de afluente e efluente do reator foi realizado por a¢do da gravidade, dispensando o uso de

bombas.

Um compressor de ar externo foi conectado ao RBS com temporizador para garantir aeragao
intermitente, com alternancia entre periodos com e sem aeragdo. A vazao de ar foi controlada
através de valvula reguladora conectada a mangueira de aeracdo e monitorada com auxilio de
seringa esmerilhada. Nao houve descarte de solidos do sistema (exceto em situagdes em que

parte destes foi arrastado pelo fluxo de saida de efluente do reator), ocasionando alto TDS.

9.2.2 Efluente anaerdbio doméstico e sobrenadante de lodo anaerobio

O efluente anaerobio doméstico utilizado para alimentacdo do RBS foi proveniente de reator
UASB em escala de demonstrag¢do (14 m*) com TDH de 6 a 16h, localizado em Belo Horizonte,
Brasil (latitude 19530 42"S e longitude 43520 42"W), no Centro de Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CePTS) da UFMG. Deste mesmo sistema, foi coletado lodo de excesso (altura de
60 cm) para aplicagdo no RBS em conjunto com o efluente anaerébio doméstico. Anteriormente
a aplica¢dao no RBS, o lodo de excesso foi centrifugado a 4000 rpm por 20 min e o sobrenadante
foi misturado ao efluente anaerébio doméstico em propor¢ao de 1:3 (diluicdo de 4x). Os
efluentes utilizados foram armazenados em recipientes sob 6°C e mantido por 1 a 5 semanas

anteriormente a aplica¢do no sistema.

9.2.3 Estratégias operacionais do RBS

O RBS foi operado por 451 dias. Nos primeiros 250 dias (fase 1), o reator foi alimentado com
efluente anaerobio doméstico sob aeracdo intermitente (7 min on/ 14 min off). Do dia 251 ao
dia 451 (fase 2), o sistema foi alimentado com efluente anaerébio doméstico e sobrenadante de
lodo anaerobio na proporcao de 3:1 (diluigdo de 4x) sob o mesmo regime de aeracao

intermitente (7 min on/ 14 min off). Ao longo de toda a operagdo, o RBS foi mantido sem
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controle de temperatura, estando sob temperatura ambiente. Na fase 1, foram aplicadas vazdes

de ar de 0,034 a 0,052 L/min.Leator € na fase 2, de 0,012 a 0,130 L/min.Lcator.

9.2.4 Analises fisico-quimicas na fase liquida

Na fase liquida, foram coletadas amostras simples do afluente e efluente dos reatores RFC1 e
RFC2. Foi analisado o pH e temperatura (°C) imediatamente apds a coleta. Foram analisados
compostos da série nitrogenada (NTK, N-NH4", N-NO,", N-NOs™ e NT), da série carbonacea
(DQO e DBO) somente no RFC2, que recebeu efluente doméstico anaerdbio real, além da AT,
em mg/L. Os procedimentos de armazenamento e andlise foram realizados de acordo com

APHA (2017).

9.2.5 Analise de N>O e CH4 na fase gasosa

Neste estudo, foram realizadas duas coletas para monitoramento de N>O e CH4 no inicio € no
final das fases 1 e 2. As amostras foram coletadas por cerca de 8 h, a partir do inicio do ciclo
operacional (imediatamente ap6s o final da alimentagcdo do RBS). Amostras da fase liquida para
analise de NTK, N-NH4+", N-NO,", N-NOs ¢ DQO foram realizadas no afluente e efluente do

ciclo operacional e analisadas de acordo com (APHA, 2017).

As amostras de biogas foram divididas em 1) periodos com aera¢do (no minimo, 10 amostras),
i1) periodos sem aeracao (coletadas imediatamente apos a coleta dos periodos com aeragao), iii)
biogas dissolvido no afluente utilizado para alimentagdo do RBS e iv) biogas dissolvido no
RBS no inicio, ap6s 7-8h de reacdo e no final do ciclo operacional. As duas tltimas amostragens
foram realizadas de acordo com Ribeiro et al. (2021). Foram calculadas a taxa (%) e o fluxo
(mg/h.m?) de N>O e CH4 de acordo com Ribeiro et al. (2021). A emissio de N.O e CHy foi

calculada somando os valores obtidos nos periodos com e sem aeragao.

9.2.6 Varidveis microbiologicas

Nos dias 0, 70, 250 e 451 de operacao do RBS, foram coletadas amostras de biomassa. As
amostras foram lavadas com solu¢do padrao de fosfato e centrifugadas a 8.000 rpm. A extracao
de DNA foi feita utilizando o kit Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA), de acordo

com o procedimento do fabricante.

Foi realizada anélise de SSV (de acordo com procedimentos de APHA, 2017) e analise de qPCR
em todas as amostras coletadas. O n° de copias/gSSV do gene RNAr 16s (anammox, Nitrospira,

Nitrobacter) e genes funcionais (AmoA para BOA e NosZ para bactérias desnitrificantes que
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convertem N>O a N») foram estimados através de PCR quantitativo (qPCR) utilizando mix
SYBR Green e primers e plasmideos (para curva padrao). Mais detalhes sobre coleta, primers

utilizados e condigdes da qPCR foram previamente descritos por (PEREIRA et al., 2019a).

Amostras do final das fases 1 e 2 (dia 250 e dia 452) foram coletadas para analise da
comunidade microbiana. A composi¢do da comunidade microbiana foi realizada através de
NGS utilizando a plataforma Illumina MiSes (realizada por NGS Solucdes Genodmicas, Sao
Paulo, Brasil). Para o NGS foram utilizados os primers 515Fe 806R da regidao V4 do gene RNAr
16s para os dominios Bacteria e Arquea (média de cobertura de 40.000 paired-end reads por

amostra).

Para tratamento dos dados, as sequéncias brutas foram analisadas utilizando o software
QUIIME™ 2.0. Sequéncias duplicadas, barcodes e sequéncias com tamanho inferior a 150 bp
foram removidas. Quimeras e ruidos também foram removidos. Apds o filtro de qualidade, as
sequéncias remanescentes foram clusterizadas em Amplicon Sequence Variant (ASV) com
nivel de similaridade de 97%. As sequéncias representativas classificadas utilizando a
plataforma BLASTn foram atribuidas taxonomicamente utilizando os bancos de dados RDP II

(http://rdp.cme.msu.edu) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

9.3 Resultados e discussio

9.3.1 Caracteristicas do efluente anaerdbio doméstico € da mistura de efluente anaerdbio e

lodo anaerdbio

As principais caracteristicas do efluente anaerébio doméstico e da mistura deste efluente com
lodo anaerobio sdo apresentadas na Tabela 9-1. Houve aumento expressivo nas concentragdes
medianas de N-NH4" e NT na mistura de efluente anaerdbio doméstico e lodo anaerdbio (88,4
e 115,5 mg/L, respectivamente) em relagdo as concentragdes medianas de N-NHs" ¢ NT do
efluente anaerobio doméstico (36,4 ¢ 39,8 mg/L, respectivamente). As concentracdes de NO2
e NOs™ foram reduzidas (medianas menores que 1 mg/L), em virtude da auséncia de nitrificacao

no reator UASB.

A carga volumétrica de NT afluente (90,4 mg/L.d) no presente estudo na fase 2 com a mistura
de efluente anaerébio doméstico com sobrenadante de lodo (concentragao mediana de NT,
volume do reator e vazao de 115,5 mg/L, 2,3 L e 1,8 L.d, respectivamente) foi proxima a carga
volumétrica de NT de digestato de residuos alimentares diluido quatro vezes utilizado por

Gongalves Piteira Carvalho et al. 2021) de 119,4 mg/L.d (considerando concentragdo mediana



111

de NT, volume do reator e vazdo de 361,9 mg/L, 10 L e 3,3 L/d, respectivamente) e o valor
observado por (PEREIRA et al., 2019a) de 67,9 mg/L.d (considerando concentragao mediana
de NT de 205,8 mg/L, volume de reator de 10L e vazao de 3,3 L.d), aplicados em reator de
NP/A.

Tabela 9-1 — Caracterizagdo do efluente anaerébio doméstico e da combinagéo de efluente anaerdbio
doméstico e sobrenadante de lodo de reator UASB (proporcdo de 3:1).

Mistura de efluente anaerdbio
Efluente anaerdbio domeéstico (alimentagéo doméstico e sobrenadante de lodo de
do RBS na fase 1) reator UASB (3:1) (alimentacdo do
RBS na fase 2)
n Med Max Min cv n Med Méx | Min | CV
Temperatura 43 23,3 28,60 | 18,50 0,1 29 22,3 25,6 209 | 01
pH 43 7,1 8,7 6,8 0,0 29 7,2 7,7 6,8 0,1
NTK (mg/L) 86 39,2 53,2 29,1 0,2 50 114,8 | 1926 | 448 | 0,4
N-NH4* (mg/L) 86 36,4 53,2 24,1 0,2 50 88,4 131,6 | 40,3 04
N-NO, (mg/L) 72 0,0 6,4 0,0 5,0 18 0,0 1,4 0,0 2,3
N-NOs" (mg/L) 54 0,4 2,1 0,0 0,9 8 0,9 1,4 0,0 0,7
NT 86 39,8 54,3 29,1 0,1 50 1155 | 1926 | 448 | 04
AT (mg/L) 76 210,0 | 260,0 | 164,0 0,1 42 345,0 | 560,0 | 1120 | 0,5
AT/NH4* 79 5,75 9,14 0,00 0,2 42 4,22 10,1 1,3 0,5
DQO (mg/L) 53 123,0 | 261,3 | 59,7 0,4 44 2638 | 764,7 | 84,7 | 0,6
DBO (mg/L) 68 41,5 117,7 19,4 0,5 27 66,0 164,8 | 22,0 0,7
DQO/DBO 48 3,7 7,9 1,2 0,5 27 4,9 11,4 0,0 0,6
DQO/NT 52 3,1 54 1,6 0,3 27 2,3 2,0 0,2 0,7
DBO/NT 64 1,0 2,8 0,5 0,6 45 2,6 12,2 0,0 0,8

n: pﬁrilero de dados; Med: mediana; Max: valor maximo; Min: valor minimo; CV: coeficiente de
variagao.

A relagdo DQO/NT do presente estudo (3,1 na fase 1 e 2,3 na fase 2) foram superiores as
relagdes DQO/NT de digestato de residuos alimentares diluido, aplicado em reator de NP/A em
estudos prévios (1,4 a 2,1) (GONCALVES PITEIRA CARVALHO et al., 2021; PEREIRA et
al., 2019a). O aumento da relagdo C/N ¢ considerado um fator potencial de degradagao do
processo anammox devido ao aumento da populagdo de BDH, que competem com bactérias

anammox por substratos.

Houve aumento da AT no afluente da fase 2 (345,0 mg/L) em relacdo ao efluente da fase 1
(210,0). No entanto, os valores medianos da relacdo AT/NH4 dos afluentes das fases 1 € 2 foram
de 5,75 e 4,22, sendo possivel a aplicagdo da NP/A, onde a demanda de AT/NH4 ¢ de 3,57
(AHN, 2006). As concentra¢des de DQO e DBO na mistura de efluente anaerébio doméstico e
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lodo anaerobio (medianas de 263,8 e 66,0 mg/L, respectivamente) também foram maiores em

relagdo ao efluente anaerobio doméstico (medianas de 123,0 e 41,5 mg/L, respectivamente).

9.3.2 Desempenho do RBS nas fases 1 e 2

O RBS foi operado por 451 dias sob aeragdo intermitente para NP/A. A operacao foi dividida
na fase 1 (dia 0 a 250, utilizando efluente anaerobio doméstico para alimentagao) e fase 2 (do
dia 251 a 451, utilizando efluente anaerébio doméstico e sobrenadante de lodo na proporgao

3:1 para alimentagao).

Os valores medianos de temperatura e pH nos respectivos efluentes do RBS nas fases 1 e 2
foram muito proximos, de 29,9°C, 7,1 e 22,7 ¢ 7,2, respectivamente. No entanto, o0 aumento das
concentragdes afluentes de nitrogénio e matéria organica (em termos de DQO e DBO)
ocasionaram diferencas no desempenho do RBS nas fases 1 e 2 (Tabela 9-2). Houve redugdo
nas eficiéncias de remogdo de N-NH4" e NT entre as fases 1 (72 e 64%, respectivamente) e 2
(45 e 43%, respectivamente). Apesar deste resultado, a remog¢do de N-NHs" ¢ NT na fase 2
atingiu valores de até 97 e 86%, respectivamente. A remoc¢ao de NT na fase 1 foi similar a
resultados obtidos (remocdo de NT de 72 = 11 %) em trabalho anterior (PEDROUSO et al.,
2019), utilizando efluente doméstico de reator UASB em reator de NP/A.

Tabela 9-2 — Eficiéncia de remocao dos compostos nitrogenados e carbonaceos e consumo de
alcalinidade (%) no RBS nas fases 1 e 2.

Fase 1 Fase 2
n Med Max Min Ccv n Med | Méx | Min | CV
NTK 86 71 100 18 0,4 50 46 93 -95 0,9
N-NH,* 86 72 100 -7 0,4 50 45 97 -102 11
NT 86 64 96 -20 0,5 50 43 86 -95 1,2
AT 76 68 99 0 0,3 42 45 100 | -21 0,8
DQO (mg/L) 42 51 88 -59 0,8 40 40 87 -99 15
DBO (mg/L) 68 49 84 -129 1,3 27 2 63 | -140 | 28,9

n: nimero de dados; Med: mediana; Max: valor maximo; Min: valor minimo; CV: coeficiente de
variacdo

As eficiéncias maximas de NT nas fases 1 e 2 (96 e 86 %, respectivamente) sdo proximas a
valores em RBS de NP/A como pds-tratamento de efluentes domésticos (81-87 % de remocao

de NT) de estudos prévios (WU et al., 2020). Similar ao presente estudo, em estudo prévio, o
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aumento das concentracdes de NT (48,9 = 4,1 para 66,1 £ 13,4 mg/L) e de DQO (121,9 + 19,9
para 192,4 + 42,6 mg/L) levaram a diminui¢cdo da remogao de NT (efluente de 4,8 para 35,2
mg/L) em estudo prévio em sistema de NP/A para efluente anaerdébio doméstico (JIN et al.,
2019). Ao contrario, em sistemas com alta atividade desnitrificante heterotrofica, a reducdo da
relagcdo C/N (1,8 para 1,3) pode diminuir a remog¢ao de NT (70 para 52%) (MALOVANYY et
al., 2015). No entanto, em sistemas de pos-tratamento de efluentes anaerdbios, a prioridade da
utilizacdo de matéria organica ¢ usualmente para geracao de CHa, constituindo a aplicacao da

NP/A vantagem em virtude de que o processo nao demanda carbono externo.

As cargas medianas removidas na fase 1 de N-NH4" ¢ NT foram de 20,8 e 21,5 mg/L.d,
respectivamente. Ja as cargas medianas removidas na fase 2 de N-NH;" ¢ NT foram de 24,4 ¢
32,2 mg/L.d, respectivamente. Apesar da diminui¢ao de remogao de eficiéncia de nitrogénio e
aumento da concentracdo de nitrogénio efluente na fase 2, nesta fase houve maior mediana de
cargas de nitrogénio removidas, similares aos valores de carga de NT removida (37 + 3 mg/L.d)
obtida em estudo prévio (PEDROUSO et al., 2019), onde efluente anaerobio doméstico foi

aplicado em reator de NP/A.

A diminui¢do das efici€éncias de remocdo ocasionou efluentes com qualidades distintas em
termos de concentra¢do de nitrogénio (Tabela 9-3). As concentragdes medianas de N-NH4" e de
NT no efluente na fase 1 foram de 9,8 e 15,3 mg/L, respectivamente. Estes valores estdo dentro
do padréo de langamento de efluentes brasileiro, com limite de N-NH4" de 20 mg/L (BRASIL,
2011). No entanto, na fase 2, as concentragdes medianas de N-NH4" e NT no efluente foram de
36,7 e 59,1 mg/L, respectivamente. Zhang et al. (2024) observaram resultados diferentes, com
remocdo de NT reduzida (de 85 para 75 %) ao reduzir a taxa de C/N afluente de 3,4 para 1,7.

No presente estudo, as taxas de DBO/NT nas fases 1 e 2 foram de 1,0 e 2,6, respectivamente.

Os valores medianos do coeficiente de NO3,/NH4'¢ foram de 0,13 € 0,18 nas fases 1 e 2,
respectivamente. Na fase 1, este valor foi proximo ao valor da reagdo de NP/A de 0,11 (AHN,
2006). Portanto, apesar da diminui¢do da remog¢io de N-NH4" e de NT na fase 2, houve aumento
da producao de N-NOs’, caracterizando nitrificagdo total. J4 os valores medianos do coeficiente
de AT/NH4'p na fase 2 (3,55) foram menores em relagdo a fase 1 (4,43) e mais proximos ao
valor da reagdo de NP/A (3,57, Ahn, 2006). Este resultado esta de acordo com a diminui¢do do

consumo de alcalinidade entre as fases 1 (68%) e 2 (45%).
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Também houve diminui¢do na remog¢do de matéria organica na fase 2 em comparagdo com a
fase 1, sendo esta diminui¢cdo mais acentuada para DBO (medianas de 49% na fase 1 e de 2%
na fase 2). A concentragdo mediana de DBO efluente na fase 2 (128,1 mg/L) esteve proxima
do limite de langamento brasileiro de até¢ 120mg/L (BRAZIL, 2011), mas ndo atendeu a este

padrdo.

Tabela 9-3 — Concentra¢des das variaveis (mg/L) e coeficientes cinéticos do efluente do RBS na fase 1

e2.

Fase 1 Fase 2
n Med Max Min Ccv n Med | Max | Min | CV
NTK 86 11,8 31,9 0,0 0,7 50 37,0 | 2358 | 6,7 0,8
N-NH4* (mg/L) 86 9,8 30,8 0,0 0,8 50 36,7 | 1165 | 45 0,7
N-NO2 (mg/L) 86 0,0 885 0,0 2,2 50 0,0 12,7 0,0 4,4
N-NOs (mg/L) 80 3,6 22,3 0,0 1,0 33 10,0 | 48,1 0,0 11
NO3p/NH4* 80 0,13 1,89 -4,90 4,0 33 0,18 | 4,76 | -0,07 | 2,14
NT (mg/L) 86 15,3 46,9 1,6 0,6 50 59,1 | 236,1 | 14,0 0,7
AT (mg/L) 79 74,4 | 200,0 2,0 0,5 42 150,0 | 550,0 | 2,0 0,9
AT/NHs*; 79 4,43 10,45 -2,35 0,4 42 3,55 | 19,64 | -0,68 | 1,0
DQO (mg/L) 54 49,7 | 354,7 16,3 0,8 40 128,0 | 549,7 | 34,7 | 08
DBO (mg/L) 68 27,0 86,9 3,7 0,6 27 69,5 | 189,0 8,2 0,7

n: nimero de dados; Med: mediana; Max: valor maximo; Min: valor minimo; CV: coeficiente de
variagao.

9.3.3 Dinamica de N;O e CH4

Na fase 1 (alimentagdo com efluente anaerébio doméstico sob aeragao intermitente de 7 min
on/14min off), durante os periodos sob aera¢ao, o fluxo de CH4 variou de 0 a 300 mg/m?.h, com
concentragdo dos maiores valores no inicio do ciclo operacional e decaimento gradual ao longo
do ciclo (Figura 9-1). Ja o fluxo de N>O variou de 0 a 0,77 mg/m?.h, com aumento gradual no

inicio do ciclo operacional e redugdo ao final do monitoramento (Figura 9-1).

Considerando os fluxos de CH4 e N>O durante os periodos sem aeragdo na fase 1 (Figura 9-2),
a emissao de N>O foi inferior a emissao de CH4 em todos os dias de monitoramento, assim
como nos periodos com aeragdo. Adicionalmente, também foi observada a redugdo gradual na
emissao de CHy até atingir valores nulos ao longo do ciclo e também picos de emissao de N»O.
Os valores de fluxo de CH4 (0 a 5 mg/m%h) e de N>O (0 a 10,5 pg/m?.h) nos periodos sem

aeracdo foram inferiores em comparacao aos resultados dos periodos com aeracao.
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De acordo com Al-hazmi et al. (2021), a aeragdo pode resultar no aumento da producgdo e da
emissao de N>O, tanto por favorecer o desprendimento de gases da fase liquida, quanto por
aumentar o consumo de N-NH4". No entanto, os autores ressaltam que periodos longos sem
aeracdo sdo cruciais para estabelecer a NP/A e reduzir a emissdo de N2O. O presente estudo
corrobora com estes resultados, uma vez que na fase 1 o valor mediano da relagio NO3"
produzido/NHa "consumido de 0,13, proximo ao coeficiente da NP/A, juntamente com a eficiéncia
mediana de NT de 64% implicam que o processo de NP/A foi estabelecido com sucesso, com

fluxo de emissdo de N2O de até 0,77 mg/m?2.h.

Figura 9-1 - Dindmica do fluxo de N,O e CH. durante os periodos com aeragdo na fase 1 (alimentacéo
com efluente anaerébio doméstico)

Dinamica do fluxo de N,O e CH, durante os periodos com aeragao no inicio (A)e (B) e
final (C) e (D) da fase 1 (alimentagdo com efluente anaerébio)
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Na fase 2 (alimentacdo com efluente anaerébio doméstico e lodo anaerdbio sob aeragdo
intermitente de 7 min ob/14 min off), durante os peridos sob aeracao, o fluxo de CH4 variou
entre 3.200 a 0 mg/m*.h. Foi observada diminui¢do gradual na emissdo de CH4 durante os
periodos com aerac¢do ao longo do ciclo operacional. O fluxo de N2O durante os periodos com
aeracdo na fase 2 variou de 9 a 0,8 mg/m?.h. Apesar do menor fluxo em relagdo ao fluxo de

CHa4, foram observados aumentos graduais no fluxo de N>O ao longo da operagao (Figura 9-3).
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Figura 9-2 - Dindmica do fluxo de N,O e CH. durante os periodos sem aera¢do na fase 1 (alimentagéo
com efluente anaer6bio doméstico)

Dinamica do fluxo de N,O e CH, durante os periodos sem aeracao no inicio (A) e (B) e
final (C) e (D) da fase 1 (alimentagao com efluente anaerobio)
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O aumento gradual de emissdo de N2O observado no presente estudo estd em acordo com os
resultados obtidos em estudo prévio em RBS com aeracdo intermitente para NP/A tratamento
efluente doméstico, onde houve aumento da emissao N2O ao longo do ciclo nas primeiras dez
horas de operacdo, com valores de 1 a 1,2 mg/L (AL-HAZMI et al., 2021). O aumento da
emissdo de N>O no inicio do ciclo operacional pode ser explicado pelo aumento das cargas de
nitrogénio e DQO (uma vez que o reator funionava em bateladas sequenciais), propiciando a
desnitrificagdo parcial, ainda que os valores de emissdo de N>O observados tenham sido

reduzidos.

Nos periodos sem aeracdo ao longo da fase 2, houve reducdo acentuada no fluxo de CH4 (de 6
a 0 mg/m>.h) em relacdo aos periodos com aeragdo. Assim como nos periodos com aeracao,
houve diminui¢do gradual de CH4 nos periodos sem aeracao ao longo do ciclo operacional do
RBS. O fluxo de N>O também apresentou acentuada diminuigdo nos periodos sem aeracao (de
16 a 0,5 pg/m?.h) em relagdo aos periodos com aeracao. Em trés dias de monitoramento, de
quatro da fase 2, o pico de emissdo de N2O no periodo sem aeragdo foi observado ao final do

ciclo operacional (Figura 9-4).
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Figura 9-3 — Dinamica do fluxo de N,O e CH4 durante os periodos com aeragdo na fase 2 (alimentacéo
com efluente anaerébio e sobrenadante de lodo)

Dinamica do fluxo de N,O e CH, durante os periodos com aeragio no inicio (A) e (B) e
final (C) e (D) da fase 2 (efluente anaerdbio e sobrenadante de lodo)
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Em termos de comparagao de emissao de CHs e N>O nas fases 1 (alimentacdo com efluente
anaerobio) e 2 (alimentagdo com efluente anaerébio e sobrenadante de lodo), o aumento de
carga de nitrogénio total e DQO na fase 2 em relagdo a fase 1 ocasionou o aumento na emissao
destes gases, incluindo os periodos com e sem aeragdo, e a taxa de emissao por carga afluente

e por carga removida (Tabela 9-4).

As medianas de emissao de N2O nos periodos com aeragdo foram de 0,005 e 0,038 mg/ciclo
nas fases 1 e 2, respectivamente. Ja as medianas de emissdo de N2O nos periodos sem aeracao
foi de 0,000 e 0,001 mg/ciclo nas fases 1 a 2, respectivamente. As medianas de taxa de emissao
de N>O por carga de nitrogénio total afluente nas fases 1 e 2 foram de 0,006 e 0,021%,
respectivamente. E as medianas de taxa de emissdo de N»O por carga de nitrogénio total

removida nas fases 1 e 2 foram de 0,006 e 0,114 %, respectivamente.

As medianas de emissdo de CH4 nos periodos com aeragdo foram de 0,423 e 7,127 mg/ciclo
nas fases 1 e 2, respectivamente. J4 as medianas de emissdo de CH4 nos periodos sem aeracao

foi de 0,065 e 0,265 mg/ciclo nas fases 1 a 2, respectivamente. As medianas de taxa de emissao
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de CHj4 por carga de DQO afluente nas fases 1 e 2 foram de 0,164 e 1,022 %, respectivamente.
E as medianas de taxa de emissao de CH4 por carga de DQO removida nas fases 1 e 2 foram de
0,221 e 1,313 %, respectivamente. A maior emissao de CH4 em relagdo a emissdo de N>O esta
de acordo com estudo prévio que observou que o CH4 dissolvido em efluentes anaerdbios ¢ a
principal causa de producdo de GEE, especialmente em efluentes de baixa carga, como os

domésticos (CAKIR; STENSTROM, 2005).

Figura 9-4 - Dindmica do fluxo de N,O e CH4 durante os periodos sem aeracdo na fase 2 (alimentacdo
com efluente anaerébio e sobrenadante de lodo)

Dinamica do fluxo de N,O e CH, durante os periodos sem aeracao no inicio (A) e (B) e
final (C) e (D) da fase 2 (efluente anaerobio e sobrenadante de lodo)
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Os valores de emissao de N>O obtidos no presente estudo sdo menores em relacdo a trabalho
prévio de investigacdo de NP/A sob aeracdo intermitente em reatores multiplos de tanques
anoxicos/0xicos, onde foi observada remoc¢ao maxima de NT de 91,5% e emissdo de N.O de
60,7%, principalmente durante a nitrificacdo e acentuada pela presenca de compostos organicos

(SUN et al., 2019).

Na fase 1, a carga de NT removida e emissdo de N,O por carga removida foram de 77,6
mg/ciclo e 0,006%, respectivamente. Na fase 2, a carga de NT removida e emissdao de N,O por

carga de NT removida foram de 42,3 e 0,114%. Portanto, a diminui¢do da carga de NT
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removida ocasionou aumento da emissdo de N>O, o que esta em contraste com estudo prévio
Al-hazmi et al. (2021) que a taxa de producao de N,O foi independente da taxa de remogao de
amonio. Considerando o aumento da atividade nitrificante, observado indiretamente pelos
aumentos da relagdo NO3 produzido/NH4 consumido € da concentragido de DQO e DBO na fase 2, a
maior emissao de N>O pode ter sido favorecida pelo aumento da nitrificacdo e favorecimento

de BDH pela maior disponibilidade de matéria organica no reator.

Tabela 9-4 — Valores medianos de emisséo de N2O e CH4 nas fases 1 (alimentac&o com efluente
anaerdbio doméstico) e fase 2 (alimentacdo com efluente anaerdbio doméstico e sobrenadante de lodo
na propor¢éo 3:1).

Valores medianos de emissao de N2O e CH4 na Fase 2

Fase 1 Fase 2
N20 CHa4 N20 CH4
Com aeragao (mg/ciclo) 0,005 0,423 0,038 7,127
Sem aeracédo (mg/ciclo) 0,000 0,065 0,001 0,265
Total emitido (mg/ciclo) 0,006 0,488 0,039 7,273
Taxa de emissdo/carga
afluente (%) 0,006 0,164 0,021 1,022
Taxa de emissdo/carga
removida (%) 0,006 0,221 0,114 1,313
NT DQO NT DQO
Carga aplicada (mg/ciclo) 87,190 312,845 168,850 707,400
Carga removida
(mg/ciclo) 77,595 218,995 42,300 519,000

9.3.4 Abundancia relativa de microorganismos do ciclo do nitrogénio (qPCR)

Os resultados da qPCR mostraram diminui¢ao gradual da abundancia relativa de bactérias
anammox, BON dos géneros Nitrobacter e Nitrospira, BOA (considerando o gene funcional
AmoA ao longo da operagdo do RBS e o aumento de BDH nos dias 70, 250 e 451 em relagao

ao inicio da operagdo (Figura 9-5).

A maior abundancia de bactérias anammox (5,40x10'" +- 5,64x10%) foi obtida no dia 0. Ao final
da fase 1 ao final da fase 2, as abundancias de bactérias anammox foram de 7,91x10° + 1,68x10%
e de 2,62x10° + 3,89x10° n° de copias/gSSV, respectivamente. Os valores de abundancia de
bactérias anammox observados neste estudo sdo similares a valor (7,83x10% + 4,29x10* n° de
copias/gSSV) observado em sistema de NP/A com aeracdo intermitente de 8§ min on/21 min
off, alimentado com efluente doméstico. A diminuicdo da abundancia de bactérias anammox

com o aumentode carga na fase 2 (DBO/NT de 2,6) em relacao a fase 1 (DBO/NT de 1,0) esta



120

em contraste com os resultados obtidos por Zhang et al. (2024), que observaram ligeiro aumento
da abundancia de bactérias anammox de 1,3x10° para 2,0x10° ao aumentar a taxa C/N de 1,7

para 2,9.

A abundancia de BON no género Nitrospira foi maior do que o género Nitrobacter em todas as
amostras de qPCR. Estes resultados demonstram a vantagem do género Nitrospira em relagao
a Nitrobacter nas condigdes operacionais adotadas no presente estudo (aeracao intermitente e
redu¢do da disponibilidade de OD). As abundancias relativas iniciais (dia 0) de Nitrobacter e
Nitrospira foram de 7,08x10% + 7,91x107 e 2,42x10'° + 1,73x10° n° de copias/gSSV,
respectivamente, foram as maiores para estes grupos. Ao longo da fase 1 (até o dia 250), houve
diminuicdo gradual de Nitrobacter e Nitrospira, que voltaram a aumentar ao final da fase 2 (dia
451), com abundancias relativas de 6,61x107 £ 1,00x10° e 6,87x10% £ 3,96x107 n° de
coOpias/gSSV.
Figura 9-5 — Abundancia relativa de microorganismos do ciclo do nitrogénio (n° de copias/gSSV) no

RBS ao longo da operagdo, incluindo duas amostras da fase 1 (dia 0 e dia 70) e duas amostras da da
fase 2 (dia 250 e 451)
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A abundancia relativa de BOA (avaliada pelo gene funcional 4moA) diminuiu ao longo da fase
1 (1,23x10° + 7,04x107 e 1,12x107 + 3,27x10° n° de copias/gSSV nos dias 0 e 250,
respectivamente e aumentou no final na fase 2 (4,70x107 £ 6,37x10° n° de copias/gSSV). Estes
resultados indicam que durante a fase 1 (alimentagdo com efluente anaerobio sob aeracgao
intermitente), a comunidade de BOA e BON foi reduzida e que as condi¢des operacionais
adotadas na fase 2 (alimentagdao com efluente anaerobio doméstico e lodo anaerdbio sob aeragao

intermitente) favoreceu estes grupos.
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Estudo prévio de NP/A com aeragdo intermitente para remog¢do de nitrogénio de efluente
doméstico mostrou a tendéncia dos géneros de NOB Nitrospira e Nitrobacter (principalmente
0 primeiro) em ter maiores abundancias retivas em relagao a BOA (AmoA) (MIAO et al., 2020).
No presente estudo, na maioria das amostras, a abundancia dos géneros de BON Nitrobacter ¢
Nitrospira foi superior a abundancia do gene funcional 4moA de BOA. BON sdo capazes de
resistir em sistemas com escassez de aeracdo, como reatores com pequenas vazoes de ar
aplicadas e aeragao intermitente, por exemplo, € podem levar vantagem sobre BOA, uma vez
que a afinidade por oxigénio de BON é maior do que de BOA, com constantes de meia saturagao

por oxigénio de 0,05 e 0,41 mg/L, respectivamente (MALOVANYY et al., 2015).

Mesmo com o aumento de carga orginica em virtude da alimentagdo com efluente anaerdbio
doméstico e lodo anaerdbio na fase 2, a abundancia de BDH (considerando o gene funcional
NosZ) diminuiu ao final desta fase (1,41x10® + 3,85x107) em relacdo ao final da fase 1
(2,01x10% + 3,78x10°). Estes resultados corroboram com a menor eficiéncia de remocio de
DBO (mediana de 2%) na fase 2, demonstrando que organismos heterotroéficos ndo foram

favorecidos nesta fase.

9.3.5 Diversidade microbiana (NGS)

A diversidade microbiana foi investigada através da analise de NGS das amostras do final da
operacao das fases 1 e 2. Os microrganismos do ciclo do nitrogénio e bactérias metanotroficas
com abundancia igual ou superior a 1% em pelo menos uma das amostras sdo apresentados na
Tabela 9-5. Tanto na fase 1 quanto na fase 2, foi observada maior abundancia (%) de BDH,

bactérias anammox, BOA/AOA, BON e bactérias metanotroficas, nesta ordem.

O género dominante de bactérias anammox foi Ca. Brocadia, com abundancias relativas de
13,8 € 9,1% ao final das fases 1 e 2, respectivamente. A dominancia de bactérias anammox do
género Ca. Brocadia ¢ comumente encontrada em sistemas de NP/A de duplo estagio (6-13%)
(JIN et al., 2019; JUAN-DIAZ; PEREZ; CARRERA, 2021) estdgio unico com aeracgio
intermitente (2,4 a 8,7% e 1,9 a 3,7%) (AL-HAZMI et al., 2021; GONCALVES PITEIRA
CARVALHO et al., 2021).

Dentre os microrganismos oxidadores de amonio identificados, com abundancia relativa nas
fases 1 e 2 de 12,7 e 7,8 %, respectivamente, os géneros Ellin6067, Nitrosomonas ¢ MNDI

pertencentes a familia Nitrosomonadaceae tiveram abundancias relativas maiores na fase 1,
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enquanto o género mlell-7 da familia Nitrosomonadaceae e AOA do género Ca. Nitrocosmicus

apresentaram maiores abundancias relativas na fase 2.

Tabela 9-5 — Diversidade microbiana do RBS ao final das fases 1 (dia 250) e 2 (dia 451), com

microrganismos do ciclo do nitrogénio e de bactérias metanotréficas (abundancia igual ou superior a
1% em pelo menos uma das amostras)

RBS RBS
Dominio Classe Familia Género dia 250 | dia 451
Anammox
Bacteria Brocadiae Brocadiaceae Ca. Brocadia 13,8 9.1
Total 13,8 9,1
BOA e AOA
Archaea Nitrososphaeria Nitrososphaeraceae | Ca. Nitrocosmicus 3,2 4,1
Bacteria Gammaproteobacteria | Nitrosomonadaceae | Ellin6067 4,1 0,7
Bacteria Gammaproteobacteria | Nitrosomonadaceae | Nitrosomonas 3,6 1,5
Bacteria Gammaproteobacteria | Nitrosomonadaceae | mlel-7 0,5 1,2
Bacteria Gammaproteobacteria | Nitrosomonadaceae | MND] 1,3 0,4
Total 12,7 7,8
BON
Bacteria Nitrospiria Nitrospiraceae Nitrospira 2,8 3,8
Total 2,8 3.8
BDH
Bacteria Gammaproteobacteria | Rhodocyclaceae Denitratisoma 6,1 13,6
Bacteria Gammaproteobacteria | Comamonadaceae | Ottowia 0,8 1,3
Bacteria Gammaproteobacteria | Rhodanobacteraceae | Rhodanobacter 0,4 3,2
Bacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiaceae Limnobacter 4.5 2,9
Bacteria Ignavibacteria Ignavibacteriaceae | Ignavibacterium 5,0 1,9
Bacteria Bacteroidia Chitinophagaceae | Ferruginibacter 2,0 1,4
Bacteria Gammaproteobacteria | Comamonadaceae | Methylibium 4,2 1,1
Bacteria Bacteroidia Chitinophagaceae | Sediminibacterium 0,0 2,2
Bacteria Polyangia Haliangiaceae Haliangium 1,9 0,1
Bacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadaceae | Pseudomonas 1,9 3,0
Bacteria Gammaproteobacteria | Rhodocyclaceae Azovibrio 1,1 0,2
Bacteria Holophagae Holophagaceae Geothrix 1,4 0,1
Bacteria Anaerolineae Anaerolineaceae Anaerolinea 0,3 1,7
Bacteria Gammaproteobacteria | Rhodocyclaceae Sterolibacterium 0,5 1,5
Bacteria Omnitrophia Omnitrophaceae Ca. Omnitrophus 4,0 0,9
Bacteria Gammaproteobacteria | Rhodocyclaceae Sulfuritalea 2,4 0,2
Bacteria Bdellovibrionia Bdellovibrionaceae | Bdellovibrio 1,2 0,8
Total 37,5 | 36,1
Bactérias metanotroficas

Bacteria Gammaproteobacteria | Methylomonadaceae | Methylosarcina 1,6 1,2
Total 1,6 1,2
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O género Nitrospira foi dominante como grupo de BON, com abundancias de 2,8 e de 3,8 %
nas fases 1 e 2, respectivamente, caracterizando o unico grupo microbiano do ciclo do
nitrogénio com aumento na abundancia relativa na fase 2 em comparagao a fase 1. O aumento
deste género na fase 2 corrobora os resultados da qPCR que também evidenciaram o aumento
do n° de copias/gSSV deste género na fase 2, bem como o aumento da relagio NO3

produzido/NHa consumido Na fase 2 (mediana de 0,18) em relagio ao valor obtido na fase 1 (mediana

de 0,13).

Bactérias do género Nitrospira tém vantagem com o aumento da taxa C/N (ZHANG et al.,
2024), o que foi observado também por Jin et al. (2019), com percentuais de até 5% sob o
aumento de DQO de 121,9 para 192,4 mg/L. No presente estudo, com o aumento de de
DBO/NT de 1,0 para 2,6 nas fases 1 e 2, respectivamente, houve incremento de 2,8 % para

3,8% da abundancia de Nitrospira, respectivamente.

Dentre as BDH, 17 géneros apresentaram abundancias expressivas (maior ou igual a 1%),
caracterizando o grupo mais abundante em percentual e em nimero de individuos. Os géneros
de BDH Denitratisoma, Ottowia, Rhodanobacter, Sediminibacterium, Pseudomonas,
Anaerolinea e Sterolibacterium tiveram suas abundincias relativas aumentadas na fase 2,
enquanto os géneros Limnobacter, Ignavibacterium, Ferruginibacter, Methylibium,
Haliangium, Azovibrio, Geothrix, Ca. Omnitrophus, Sulfuritalea e Bdellovibrio foram mais

abundantes na fase 1.

Nas fases 1 e 2, as abundancias de anammox (13,8 € 9,6 %, respectivamente), BOA (12,7 ¢ 7,8
%, respectivamente), BON (2,8 e 3,8 %, respectivamente) ¢ BDH (37,5 e 36,1 %,
respectivamente) estiveram em contraste com estudos prévios em sistemas SNAD (abundancias
de anammox, BOA, BON e BDH de 0,5,1,3, 0,8 e 18,4 %, respectivamente). Embora BDH
tenham sido mais abundantes no presente estudo (devido ao enriquecimento com lodos ativados
e alimentacdo com efluente anaerébio contendo matéria organica), houve melhor

bioaumentagao de bactérias anammox.

Microrganismos do género Sediminibacterium (14 %) e das familias Rhodocyclaceae (12,4 %),
Anareolinaceae (6 %) foram identificados em reator com meio suporte composto de espuma de
poliuretano (COSTA et al.,, 2022). Foi observado aumento de abundancia de familia
Anareolineceae (8%) com o aumento de carga de efluente em estudos prévios (JIN et al., 2019).

O aumento de carga de matéria organica na fase 2, com a adi¢do de lodo anaerdbio, ocasionou
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mudancas na comunidade microbiana do sistema, com diminui¢do da abundancia de bactérias
anammox. A adicdo de matéria organica ocasiona a reducdo de bactérias anammox,
principalmente pelo favorecimento de BDH, que competem com bactérias anammox pelo
substrato (ZHANG et al., 2020). O género Pseudomonas foi identificado em estudo prévio
como produtor de N>O, devido a sua capacidade de reducdo incompleta de N-NO> (SUN et al.,

2019). No entanto, no presente estudo, a abundancia maxima deste género foi de 3% na fase 2.

Bactérias do género Methylosarcina foram identificadas nas fases 1 e 2, com abundancias
relativas de 1,6 e 1,2 %, respectivamente. Este género compreende bactérias metanotroficas
capazes de assimilar CHs (KOLB et al., 2003). A presenca destes microrganismos esta de
acordo com os resultados de fluxo de emissdo de CH4, com diminui¢do gradual ao longo do
ciclo operacional, indicando que este gas estaria sendo consumido no reator, além da propria

emissao elimina-lo do sistema.

9.4 Conclusodes

O processo de NP/A foi implementado com sucesso em efluente anaerobio doméstico, com
valores medianos de remogdo de N-NH4" e NT de 72 e 64 %, respectivamente. A aplicagdo
conjunta de efluente anaerdbio doméstico e sobrenadante de lodo na propor¢do de 3:1
ocasionou a reduc¢do da remog¢do de N-NHs" e NT (valores medianos de 45 e 43 %,
respectivamente), onde a emissdo de N2O e de CH4 correspondeu a 0,021 e 1,022 % da carga
de NT e DQO aplicada, e a 0,114 e 1,313 % da carga de NT e DQO removida. A abundancia
de anammox, BOA (AmoA) e BDH (NosZ) diminuiu, enquanto a abundancia de BON
(Nitrobacter e Nitrospira) aumentou na fase 2 em relacao a fase 1. Ca. Brocadia foi o género
anammox dominante, enquanto Nitrospira predominou como BON. 17 géneros de BDH foram
identificados, caracterizando a maior abundancia entre os grupos do ciclo do nitrogénio em

percentual e em diversidade de géneros.
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10 CONCLUSOES GERAIS
A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

1) O processo anammox foi aplicado com sucesso para remocao de nitrogénio de efluente
anaerobio doméstico, mesmo com a reducgdo da temperatura de 35°C para temperatura ambiente
(20-29 °C) (remogao mediana de NT foi de 75%). Para NP/A, a melhor estratégia de aeragao
foi de 7 min on/14 min off, com remog¢des medianas de N-NH4s" ¢ NT de 66 ¢ 59%,
respectivamente. A abundancia de bactérias anammox durante o estudo permaneceu na ordem

de magnitude de 10° a 10'° copias/gSSV.

Estes resultados confirmam a possibilidade da aplicabilidade do processo de NP/A em efluentes
domésticos provenientes de tratamentos anaerobios, o que tem sido um grande desafio devido
a baixa concentracdo de nitrogénio nestes efluentes em relacdo a centrados de lodo, e também
a maior presenca de matéria organica. Além disso, a temperatura ambiente do Sudeste brasileiro
foi propicia para o desenvolvimento do processo, demonstrando o grande potencial da extensao
da aplicacdo de NP/A em outras localidades brasileiras e em paises de clima tropical e

subtropical.

2) Apesar das diferentes estratégias operacionais estabelecidas para NP/A (1min on/14 min off,
5 min on/14 min off € 7 min on/14 min off), resultando em desempenhos diferentes quanto a
remoc¢do de NT e DQO, a dindmica de emissdo de N2O e CH4 apresentou similaridades. De
maneira geral, houve maior emissdo de CH4 do que de N>O. Nos peridos com aeragdo, a emissao
de CH4 foi decrescente até ser nula, enquanto a emissao de N>O apresentou picos no inicio e no
final das amostragens. A medida em que os tempos aerados foram aumentados (1 a 7 min da
fase 5 a 7), a emissdo (%) de N>O diminuiu e a de CH4 aumentou. O grupo microbiano mais
abundante, em termos de numero de géneros, na comunidade microbiana foram as BDH, com

28 géneros. Bactérias anammox representaram até 53,6% da comunidade microbiana.

Estes resultados demonstram que a NP/A ¢ capaz de emitir baixos teores de GEEs como N>O
e CHs. Isto implica na sustentabilidade do processo de NP/A ndo s6 do ponto de vista
econdmico e da alta eficiéncia para remover nitrogénio da fase liquida, mas também da fracao

gasosa (biogas).

3) E possivel estabelecer a partida de novos sistemas anammox ap6s 40-70 dias de inoculagio

com lodos ativados, incluindo reatores com alimentagdo com meio de cultura autotrofico
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(RFC1) e reatores alimentados com efluente anaerébio doméstico real sob aeracdo (RFC2). As
remogdes medianas de N-NH4" foram de 91 e 72% e para NT foram de 63 e 45%,
respectivamente, no RFC1 e RFC2. Houve maior abundancia de BOA na biomassa aderida e
de BDH na biomassa dispersa em ambos os reatores. Foi observada alta abundancia de bactérias
anammox do RFC2 apds 51 dias de operacdo (25,9 %), e maior abundancia de bactérias

anammox no RFC2 em relagdo ao RFC1.

O género anammox dominante foi Ca. Brocadia. Este trabalho mostra a possibilidade de
bioaumentar biomassa anammox em novos sistemas de NP/A com lodos ativados, sem a
necessidade de indculo proveniente de sistemas anammox e sem a necessidade de aclimatacdo
do sistema com meio de cultura autotréfico, o que implica em contribuigdes reais para a maior

aplicagdo do processo anammox em ETEs.

Estes resultados demonstram que novos reatores anammox podem ser inoculados sem a
presenga de biomassa com alta atividade anammox, como por exemplo, proveniente de outros
sistemas anammox. Este ¢ um dado interessante para aplicabilidade de sistemas de NP/A em
locais como o Brasil, onde ha excassez de reatores anammox em escala de demonstragao ou

plena, de onde poderia ser retirado o in6culo para novos reatores anammox.

Além disso, a rapida atividade anammox em sistemas alimentados com efluente real desde a
partida torna promissora a aplicacdo de novos sistemas anammox em escala real, onde a
necessidade de alimentagdo com meio de cultura autotréfico, que envolve também a expulsdo
de oxigénio presente no meio, além de considerdvel volume de dgua e reagentes quimicos,

dificulta a aplicagdo em escala plena.

4) O processo de NP/A foi implementado com sucesso em efluente anaerébio doméstico, com
valores medianos de remogdo de N-NH4" ¢ NT de 72 € 64 %, respectivamente. A aplicagdo
conjunta de efluente anaerébio doméstico e sobrenadante de lodo na proporg¢ao de 3:1
ocasionou a reducdo da remoc¢do de N-NH4" e NT (valores medianos de 45 e 43 %,
respectivamente), onde a emissdo de N2O e de CH4 correspondeu a 0,021 e 1,022 % da carga
de NT e DQO aplicada, e a 0,114 e 1,313 % da carga de NT e DQO removida. A abundancia
de anammox, BOA (AmoA) ¢ BDH (NosZ) diminuiu, enquanto a abundancia de BON
(Nitrobacter e Nitrospira) aumentou na fase 2 em relacao a fase 1. Ca. Brocadia foi o género

anammox dominante, enquanto Nitrospira predominou como BON. 17 géneros de BDH
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heterotrocias foram identificados, caracterizando a maior abundancia entre os grupos do ciclo

do nitrogénio em percentual e em diversidade de géneros.

Portanto, apesar de ter aumentado a carga de NT removida (mg NT/m?.d), o aumento de carga
em virtude da aplicag@o da mistura de efluente anaerobio doméstico com sobrenadante de lodo
diminuiu a eficiéncia de remog¢do de NT e a abundancia de bactérias anammox da biomassa do
reator, além de ter aumentado as emissoes de N2O ¢ CHs4. Ainda assim, o co-tratamento dos
efluentes citados para remogao de nitrogénio ¢ promissora e podera contribuir para o tratamento

simultaneo dos efluentes gerados em ETEs.
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11 RECOMENDACOES

Recomenda-se que algumas as condi¢des operacionais utilizadas neste trabalho (diferentes
configuragdes de reatores, melhores estratégias de aeracdo intermitente para estabelecer a
NP/A, partida de reatores com efluente real e sob aeracdo intermitente), que foram
desenvolvidas em reatores em escala de laboratorio (2 a 2,3 L de volume 1til) sejam aplicadas

em reatores em escala de demonstragao e escala real.

Adicionalmente, recomenda-se que sensores de OD, pH, temperatura e de compostos
nitrogenados e organicos sejam utilizados nos reatores utilizados para NP/A para melhor
controle da NP/A, além de gerarem dados cinéticos que podem explicar certos desempenhos e

auxiliar em tomadas de decisdo quanto a adocao de novas estratégias operacionais.
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APENDICE A - INFORMACOES COMPLEMENTARES DA ANALISE DE BIOINFORMATICA DOS
RESULTADOS DE NGS (NUMERO DE SEQUENCIAS RECUPERADAS, INDICE DE
DIVERSIDADE DE CHAO1, iNDICE DE DIVERSIDADE DE SHANNON, INDICE DE

DIVERSIDADE DE GINI-SIMPSON E iNDICE DE DIVERSIDADE DE SIMPSON INVERSO

Tabela A-1 - Informagdes complementares da anélise de bioinformética dos resultados de
NGS (nimero de sequéncias recuperadas, indice de diversidade de Chaol, indice de
diversidade de Shannon, indice de diversidade de Gini-Simpson e indice de diversidade de

Simpson inverso

Nﬁmf’ ro.de Simpson Gini-
sequéncias Chaol . . Shannon
recuperadas inverso  Simpson
Capitulo 2
Fase 1 32611 198,83 31,47 0,97 4,03
Fase 2 27584 120,47 14,17 0,93 3,45
Fase 3 4817 66,00 4,58 0,78 2,66
Fase 4 21593 154,44 12,40 0,92 3,66
Fase 5 34688 187,04 29,42 0,97 3,92
B.S. 24941 94,75 7,99 0,87 2,96
Fase 6.1 26518 144,53 6,28 0,84 2,89
Fase 6.2 26153 112,20 3,56 0,72 2,26
Fase 7 31037 89,50 8,09 0,88 2,72
Capitulo 3
Inoculo 26283 173,00 30,01 0,97 4,01
RFCl1 dia 51 23144 152,00 12,55 0,92 3,41
RFCI dia 547 17786 149,00 29,77 0,97 4,00
RFC2 dia 51 25694 102,00 4,58 0,78 2,30
RFC2 dia 547 20984 130,00 11,63 0,91 3,27
Capitulo 4
RBS dia 250 13049 147,00 24,87 0,96 3,91

RBS dia 451 18313 180,00 25,96 0,96 4,10




