UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANEAMENTO,
MEIO AMBIENTE E RECURSOS HIDRICOS

CARACTERIZACAO MICROBIANA E
AVALIACAO DO EFEITO DO FENOL EM UM
REATOR EM BATELADA SEQUENCIAL COM

ATIVIDADE ANAMMOX

Alyne Duarte Pereira

Belo Horizonte
2013



CARACTERIZACAO MICROBIANA E AVALIACAO DO
EFEITO DO FENOL EM UM REATOR EM BATELADA
SEQUENCIAL COM ATIVIDADE ANAMMOX

Alyne Duarte Pereira



Alyne Duarte Pereira

CARACTERIZACAO MICROBIANA E AVALIACAO DO
EFEITO DO FENOL EM UM REATOR EM BATELADA
SEQUENCIAL COM ATIVIDADE ANAMMOX

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-graduacao
em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da
Universidade Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial & obtencdo do titulo de Mestre em Saneamento,
Meio Ambiente e Recursos Hidricos.

Area de concentracdo: Saneamento

Linha de pesquisa: Tratamento de dguas residuérias

Orientadora: Juliana Calabria de Araujo

Belo Horizonte
Escola de Engenharia da UFMG
2013



Pagina com as assinaturas dos membros da banca examinadora, fornecida pelo Colegiado do

Programa



AGRADECIMENTOS

Agradeco a professora Juliana Calédbria de Araujo, pela orientacdo durante todo o trabalho,
pelas oportunidades oferecidas que foram imprescindiveis para meu crescimento pessoal e
profissional. Pela confianga depositada em mim, pelo respeito, atencéo e disponibilidade para

me ajudar em todos os momentos que se fizeram necessarios.

A Cintia Leal, pelo interesse e empenho em me auxiliar durante a execucdo do projeto, e

acima de tudo pela amizade construida durante estes dois anos de convivio.

A Marcela Dias, pela essencial ajuda no cultivo das bactérias anammox, nas analises fisico-

quimicas e nos experimentos de biologia molecular.

Aos bolsistas de iniciacdo cientifica do projeto anammox, Guilherme Brugger e lIsabella

Mancuelo, que tanto me auxiliaram durante a execu¢do do experimento.

A Erika Mac Conell, por sua paciéncia e disposicdo em me ajudar nas analises de biologia
molecular, pelas experiéncias compartilhadas, as quais contribuiram imensamente para a

realizacéo deste trabalho.

A todos os amigos do Laboratério de Microbiologia: Renata Cértes, Graziela Garcia, Luciene
Alves, Victor Franco, Cristina Costa, Karoline Lopes, Ana Maria, Luciana Carvalho e a todos
ja citados anteriormente, pela excelente convivéncia e por tornarem as longas horas de

trabalho mais agradaveis e divertidas.

Ao Cassiano e aos estagiarios do Laboratério de Analises Instrumentais, pela realizacdo das

analises de nitrato.

A Ana Paula Campos, por compartilhar suas experiéncias adquiridas durante o experimento

de enriguecimento e cultivo de bactérias anammox, desenvolvido em seu mestrado.

A professora Claudia Etchebehere Arenas que possibilitou as analises por pirosequenciamento

das amostras coletadas neste estudo.

A Patricia e Mariana, do Laboratério de Genética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG por terem possibilitado e colaborado com a anélise dos perfis de DGGE por meio do

Software BioNumerics.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



Aos professores do Programa de Pos-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos
Hidricos da UFMG pelos ensinamentos transmitidos nas disciplinas ministradas durante o

Curso.

A Livia Lana e Raissa Vitareli, grandes companheiras durante 0 mestrado e amigas para toda

avida.

Aos meus pais, José Lucas e Maria Leonor, exemplos de vida e dedica¢do. Obrigada por

serem sempre meus maiores incentivadores, pelo apoio, carinho e amor incondicionais.
Ao meu irmdo, Rangel, pelo carinho, torcida e amizade.

Ao meu noivo, Gustavo, sempre presente em todos os momentos, pelo amor, paciéncia, por

me motivar e inspirar, e também pelas importantes contribuicdes feitas a esse trabalho.

A todos os familiares e amigos que torceram por mim e compreenderam minha auséncia

durante estes dois anos de intenso trabalho.
A Vanessa e Anna Gabriela, companheiras de republica, pelo apoio e amizade.
A COPASA pelo fornecimento do lodo de indculo para a partida do reator anammox.

A FAPEMIG, pela bolsa de mestrado concedida, a qual possibilitou minha dedicago

exclusiva ao trabalho desenvolvido.
Ao CNPq, FINEP e FAPEMIG pelo apoio financeiro essencial para a execucédo do trabalho.

A Deus pelas grandes oportunidades que coloca em minha vida e por me dar forcas para

prosseguir em todos 0s momentos.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



RESUMO

O processo de oxidacao anaerdbia da aménia (anammox) vem sendo estudado para a remocao
de nitrogénio amoniacal de efluentes, por seus atrativos econémicos e sustentabilidade
ambiental. O estudo do efeito de compostos tdxicos, como os fenois, sobre a atividade das
bactérias responsaveis pela conversdo da aménia é importante, uma vez que esse composto
estd presente em muitos despejos industriais ricos em nitrogénio amoniacal. Os objetivos
deste trabalho foram enriquecer bactérias anammox a partir de lodo ativado, caracterizar
microbiologicamente a biomassa cultivada e avaliar o efeito de concentracGes crescentes de
fenol sobre o processo anammox. O enriquecimento foi realizado em um reator em batelada
sequencial (RBS) de 2L, alimentado com meio mineral autotréfico, mantido a temperatura de
35 °C e pH proximo a 7,5. As concentragdes afluentes de N-NH;" e N-NO, foram
inicialmente iguais a 20 mg.L™ e alcancaram valores de 177 e 160 mg.L™, respectivamente.
Fenol foi adicionado ao reator do 335° ao 377° dia de operagdo com concentracdes afluentes
variando de 10 mg.L™? até 300 mg.L™. Atividade anammox foi detectada apds 90 dias de
operacdo do RBS e apds esta fase as eficiéncias médias de remocdo de N-NH;" e N-NO,
foram proximas a 75% e 90%, respectivamente. A carga maxima de nitrogénio removida foi
igual a 390 g N.m?.d™". Perdas de eficiéncias iguais a 48% de amonia e 15% de nitrito foram
observadas, quando as concentragdes de fenol atingiram 300 mg.L™, em comparagdo com
periodo precedente a alimentacdo do reator com fenol. Bactérias anammox foram detectadas
pela PCR em todas as amostras de biomassa coletadas ao longo do tempo. A analise de FISH
(utilizando a sonda Amx820) confirmou a presenca de células com morfologias caracteristicas
de bactérias anammox. Pela técnica de PCR em tempo real, foram obtidas concentracGes
méximas de RNAr 16S de bactérias anammox iguais a 4,7 x 10'° cépias.g™ de lodo. Os perfis
da comunidade microbiana pela PCR-DGGE revelaram a predominancia de uma banda em
todos os tempos analisados, cuja sequéncia apresentou 99% de identidade com aquela de
Candidatus “Brocadia sp. 40”. O pirosequenciamento da amostra coletada aos 270 dias de
operacdo demonstrou que 12,16% das sequéncias obtidas foram estreitamente relacionadas ao
género Candidatus “Brocadia”. Portanto, o enriquecimento de bactérias anammox foi
realizado com sucesso, 0 que foi confirmado pelos resultados fisico-quimicos e pela
caracterizacdo microbiologica. O reator foi capaz de tolerar concentracGes elevadas de fenol
(200 mg.L™) sem que houvesse inibicdo do processo anammox, sugerindo que o mesmo pode

ser aplicado no tratamento de despejos com esse tipo de composto em sua constituicao.
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ABSTRACT

The anaerobic ammonia oxidation (anammox) process has been studied for biological
nitrogen removal due to its economic attractive and environmental sustainability. The study of
the effect of toxic compounds such as phenols, on the anammox activity is important, since
this compound is present in many industrial wastewaters rich in ammonia. The aims of the
study were to enrich anammox bacteria from activated sludge, to characterize microbial
community and to evaluate the effect of increasing concentrations of phenol on the anammox
process. A sequential batch reactor (SBR) of 2L was used for anammox enrichment, fed with
autotrophic mineral medium at 35 ° C and pH around 7.5. The initial concentrations of NH,"-
N and NO,-N were 20 mg.L™, reaching 177 and 160 mg.L™, respectively. Phenol was added
to the reactor from the 335" day till 370" day with influent concentrations ranging from 10 to
300 mg.L™!. Anammox activity was detected after 90 days of RBS operation and after this
phase the average ammonium and nitrite removal efficiencies were near 75% and 90%,
respectively. The maximum nitrogen removal rate was equal to 390 g N.m>.d™. Losses of
ammonium and nitrite removal efficiencies of 57% and 15% in RBS were observed when
phenol concentrations were nearly to 300 mg.L™. Anammox bacteria was detected by PCR in
all biomass samples collected. FISH analysis (with Amx820 probe) confirmed the presence of
cells with the typical morphology of anammox bacteria. By the real time PCR, concentrations
of 165 rRNA anammox equal to 4.7 x 10'° copies.g™ sludge were obtained. The microbial
community profiles revealed by PCR-DGGE showed a band that prevailed during all the
experiment and had 99% of sequence identity to Candidatus “Brocadia sp. 40”. The
pyrosequencing results from sample collected at 270 days showed that 12.16% of the
sequences retrieved closely related to Candidatus “Brocadia”. Thus, the enrichment of
anammox bacteria was successfully performed which was supported by the physical-chemical
results and the microbiological characterization. The reactor was able to tolerate high
concentrations of phenol (200 mg.L™) without any anammox inhibition, suggesting that these

process can be applied to the treatment of wastewaters containing phenol.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt ettt st eneaneeneene e vii
LISTA DE TABELAS ...ttt bbbttt bbb ene s X
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS.......c.ccoovieeerceseeeeers e, Xii
O [N 270 516 107X 1T 1
N O 1 N | I 1 1 TSR 4
2.1 OBIETIVO GERAL ..ottt 4
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....cooveicieeeeceeeeeee e sesis st enes s, 4

3 REVISAO DA LITERATURA ...oooieeteceeeeee et senas st 5
3.1  CICLO DO NITROGENIO .....coveiieeieiieeieeiess s ses e tesae e eses st ssssnessenssnessesaesenns 5
0 0 A A 11 1 07= o= Lo USROS PO PP TP PR PRPRO 6
3.1.2  DESNIIITICAGAD ...cvvcieeciiccie ettt nas 7
3.1.3  Oxidacdo anaerdbia da amonia ...........cccevviieiieiiiiie s 9
3.1.4  Redugdo desassimilatoria do NILrato............ccoererirerereiisc e 9
3.1.5 Reducdo assimilatoria do NItrato ..........cccecvevieieevi i 9
3.1.6  ASSIMIlaCa0 da amMONIA..........cccveiieiieiecie e 10
3.1.7  Fixacdo biologica de Nitrogenio...........ccoviriririeinieseis s 10
3.1.8  Novos processos envolvidos no ciclo do Nitrogénio...........cccceeeeieeieveeceenen, 11

3.2 PROCESSO ANAMMOX (ANAEROBIC AMMONIUM OXIDATION).............. 12
3.3 APLICACAO DO PROCESSO ANAMMOX PARA REMOGCAO DE
NITROGENIO AMONIACAL DE EFLUENTES .....coovviieieiieeseeeseteee e esiesnienenen, 18
34 COMPOSTOS QUE EXERCEM EFEITO TOXICO SOBRE A ATIVIDADE
ANAMMONX ...ttt s et et e be bt be et e e st e n e et et et nbeerenneeneas 27
3.5 INIBICAO DO PROCESSO ANAMMOX POR FENOIS ......c.cooovvveerreeenreeenenn. 32

4 MATERIAL E METODOS .......oooiiieeiieeeseeteee e tesie s s ses e st sesansn s, 36
4.1 OPERACAO DO REATOR EM BATELADA SEQUENCIAL (RBS) .........cc........ 36
4.1.1 Caracteristicas e modo de operagao do RBS............cccooviiiiiiiieienesc s 36
Ot | 0o T U] oSSR 38
4.1.3  Meio de cultura utilizado no enriquecimento de bactérias anammox................ 39
4.1.4  Avaliacdo do efeito de concentragdes crescentes de fenol no processo anammox
............................................................................................................................. 41

4.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS ..ottt 42

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



5

4.2.1  Analise de solidos totais (ST) e sélidos totais volateis (STV) no lodo de in6culo

............................................................................................................................. 42

4.2.2  Determinacdo da concentracéo de nitrogénio amoniacal (N-NHz")................. 42
4.2.3  Determinacéo da concentracdo de nitrogénio na forma de nitrito (N-NO3) ....43
4.2.4  Determinacdo das concentrac@es de nitrato (NO3)......ccccevvevierieiecieneesieennn 44
4.3  ANALISES MICROBIOLOGICAS.........coovtiiiiiisiiereseseiesiss s 45
4.3.1  EXIragao de DINA.......oooi ettt et 47
4.3.2  Deteccdo de bactérias anammoXx pela PCR .........ccccceviiieiviccciece e 48
4.3.3  Detecgdo de bactérias anammox pela técnica de FISH ... 50
4.3.4  Analise do perfil da comunidade microbiana pela técnica de PCR-DGGE ......51
4.3.5 Quantificacédo de bactérias anammox por meio de PCR em tempo real............ 53
435.1 Obtencéo dos plasmideos recombinantes para as curvas padréo de DNA............ 54
435.2 Preparo das reagdes para a realizacdo da PCR em tempo real ............ccoccevvevennne 55
4.35.3 Estimativa do nimero de copias de RNAr 16S em cada amostra.............c.ce....... 56
4.3.6  Analise da diversidade microbiana pela técnica de pirosequenciamento ......... 57
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o erieses e sess s ssnessenasnessenas s 60
5.1 DINAMICA DOS COMPOSTOS NITROGENADOS NORBS .......cccovevvrverrnne. 60
5.2 AVALIAQAO DO EFEITO DA ALIMENTACAO DO RBS COM
CONCENTRAGCOES CRESCENTES DE FENOL .....ccocoviiiiiieieicseseeee e 73
5.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA NO INTERIORDORBS.......cccocvvevunene 80
5.4 DETECCAO DE BACTERIAS ANAMMOX NO RBS........ccccvvvvivieeicrerseeeees 81
DAL PCR et b bttt bbb reanes 81
S 11 SR 83
55 ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE BACTERIAS ANAMMOX POR PCR EM
TEMPO REAL ..ottt sttt n et et st b et neene e 84
56 ANALISE DO PERFIL DA COMUNIDADE MICROBIANA AO LONGO DO
TEMPO DE OPERACAO DO REATOR POR PCR-DGGE .......cccccocvviiiiieiiiecc e, 88
5.7 ANALISE DA DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS NO RBS PELA
TECNICA DE PIROSEQUENCIAMENTO .....ooiiiciecee e 95
5.7.1  Caracterizacdo da diversidade microbiana............ccccccevveveevieiieie e 97
57.1.1 FHIOS e et re et re e e e 98
5.7.1.2 (C 2] T oSSR 101
5.7.2  Analise filogenética das UTOs relacionadas a bactérias anammox................ 111
CONCLUSOES. ...ttt 113
RECOMENDAGOES...........ooieieeeeeeeeetee et nansse s 116
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooveiieeveeeseeeeees e esassenes s 117

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

Vi



LISTA DE FIGURAS
FIGURA 3.1 — Ciclo d0 NItFOGENIO .....vevveieeieciecieee ettt 6
FIGURA 3.2 — Rota metabolica para a oxidacdo anaerdbia da amonia..........cc.cceceevrerninennns 13

FIGURA 3.3 — Nova proposta para a rota bioguimica da oxidacdo anaerobia da amdnia
baseada no sequenciamento do genoma de Candidatus “K. stuttgartiensis”. O
anammoxossomo, compartimento intracelular representado pela linha cinza, € o local onde
ocorre o catabolismo anammox; a enzima hidrazina sintase é mostrada no centro da figura; as
setas amarelas indicam o fluxo de elétrons; os quadrados amarelos indicam agrupamentos de
ferro-enxofre; grupos Heme b, ¢, d e hemes atipicos c! sdo mostrados no interior das unidades
€ COMPIEXOS CALAITTICOS. .. vveuveeeieiieeie ettt e sr e e e et e neesneenreenee e 14

FIGURA 3.4 — Micrografia eletrénica de transmissdo de uma célula anammox (esquerda) e
representacdo esquematica de uma célula anammox (direita) mostrando o anamoxossomo...17

FIGURA 3.5 — Estrutura de biofilme formado em um reator com biodiscos para tratamento de
efluente de lixiviado de aterro SANITAIIO. ........ccceecieieiie i 24

FIGURA 3.6 — FOrmula estrutural do fENOL ..........coooieeeeeeeeee et e e 33

FIGURA 4.1 — Representacdo esquematica do RBS utilizado para o enriquecimento e cultivo
de bactérias anammox. (pH) Sensor de pH; (T) Sensor de Temperatura; (OD) Sensor de
(o) qTo L= T L0 N0 [153S{o] AV To [o BRSSPSR 36

FIGURA 4.2 — RBS utilizado para o enriquecimento e cultivo de bactérias anammox .......... 37

FIGURA 4.3 — Diagrama dos ciclos de operacdo do RBS evidenciando a duracdo de cada
periodo predominante na maior parte do eXPerimento ...........ccoovrerrrieereneiesiese e 38

FIGURA 4.4 — Fluxograma das metodologias utilizadas para a caracterizacdo microbiologica
das amostras do indculo e da biomassa cultivada no RBS. ) O inéculo corresponde ao tempo
zero de operacdo do RBS; ™ Amostra coletada apds 34 dias do inicio da adicdo de fenol ao

FIGURA 4.5 — Marcador de peso molecular GeneRuler Express DNA Ladder 100-5000 pb. 50
FIGURA 4.6 — Marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder...........cccccovvvevvniennennne 52

FIGURA 5.1 — Dinamica dos compostos nitrogenados no RBS ao longo do tempo de
0peraGao — CICIO 10NGO (16 NOTAS).....c.veiiiiieiiiere s 61

FIGURA 5.2 — Dinamica dos compostos nitrogenados no RBS ao longo do tempo de
0PeraGao — CICIO CUIO (8 NOTAS) ......eiueiiieieieiie i 61

FIGURA 5.3 — Producédo de N-NO3 no RBS ao longo do tempo de operagéo — ciclo longo (16
NOras) € CUMO (8 NOTAS) ....c..iiiiiiiiiiiiiiiitiee et bbbt 62

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

vii



FIGURA 5.4 — Coeficiente estequiométrico do consumo de nitrito/ consumo de amdnia e da
producdo de nitrato/ consumo de amonia durante toda a fase 111 de operacéo — Ciclo longo (16
010] ) PSPPSR 64

FIGURA 5.5 — Coeficiente estequiométrico do consumo de nitrito/ consumo de amdnia e da
producéo de nitrato/ consumo de amonia durante toda fase 111 de operagdo — Ciclo curto (8
010] ) OSSPSR 64

FIGURA 5.6 - Box-plot do coeficiente estequiométrico Consumo de NO,/ Consumo de N-
NH," obtidos para o RBS durante a fase 111 (90 a 335 dias), antes da alimentagdo do reator
(o70] 0 018 =100 OSSR PR R 66

FIGURA 5.7 — Box-plot do coeficiente estequiométrico Producdo de N-NO3z/ Consumo de N-
NH," obtido para o RBS durante a fase 111 (90 a 335 dias), antes da alimentag&o do reator com
L3 10 SO SSPS 67

FIGURA 5.8 — Eficiéncia de remocio de N-NH," e N-NO, no RBS durante todo o periodo
operacional — Ciclo 10Ng0 (16 NOKAS) ......ccvveiiiiiiiee e 68

FIGURA 5.9 — Eficiéncia de remocio de N-NH," e N-NO, no RBS durante todo o periodo
operacional — Ciclo CUt0 (8 NOKAS) ......ccuciuiiiiiiiie e 69

FIGURA 5.10 — Cargas de nitrogénio (N-NO," e N-NH,") aplicadas e removidas do RBS ao
longo de todo 0 Periodo OPEraCIONAl ............ccviieiieii et 73

FIGURA 5.11 — Dinémica e eficiéncia de remocdo dos compostos nitrogenados no RBS
durante o experimento de alimentacdo do reator com fenol (ciclo ongo). ......c.cccocevevveiieennee 74

FIGURA 5.12 — Box-plot das eficiéncias de remogdo de N-NO; durante o experimento de
alimentacdo do reator COmM fENOL. .........ccoooi i 76

FIGURA 5.13 — Box-plot das eficiéncias de remogdo de N-NH," durante o experimento de
alimentacao do reator COM fENOI ..........ccooiiiiiic e 77

FIGURA 5.14 — Box-plot dos coeficientes N-NO, consumido/ N-NH," consumido durante o
experimento de alimentacao do reator com fenol............cccoooveiiiie i 78

FIGURA 5.15 — Granulagdo da biomassa no RBS. (A) Biomassa no inicio da operacdo do
RBS; (B) Biofilme formado na parede do RBS com coloracdo marrom alaranjada; (C)
Gréanulos formados no interior do RBS. (D) Granulos retirados do RBS. ... 80

FIGURA 5.16 — Deteccdo de bactérias anammox pela PCR com iniciadores para 0 DNAr 16S
de bactérias anammox (Pla 465/ AMX 8206). ......oiiiiiiiieieie e 81

FIGURA 5.17 — Deteccéo de bactérias anammox pela PCR com iniciadores para a subunidade
HzsA da enzima hidrazina sintase de bactérias anammox (HzsA 526f/HzsA 1857r). ............. 82

FIGURA 5.18 — Detecgdo de bactérias anammox no RBS apds 190 dias de cultivo pela
técnica de FISH. (A e C) Células coradas com DAPI. (B e D) Células de bactérias anammox
hibridadas com a sonda Amx 820 (especifica para os géneros Candidatus “Brocadia” e
B QTS 1155 1V TSRO PP PSR PPRPR 83

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

viii



FIGURA 5.19 — Estimativa do nimero de copias do gene RNAr 16S de bactérias anammox
a0 1ongo da 0peragao d0 RBS..........ccooi i 85

FIGURA 5.20 — Carga de nitrogénio removida no RBS (linha azul) e nimero de cdpias de
RNAr 16S de bactérias anammox (quadrados vermelhos) ao longo do tempo de operacéo....86

FIGURA 5.21 — Abundéancia relativa do nimero de copias do gene RNAr 16S de bactérias
anammox em relacdo ao numero de copias do gene RNAr 16S de bactérias totais ao longo da
OPErAGAD O RBS. ...ttt 87

FIGURA 5.22 — Gel de DGGE contendo fragmentos de DNAr 16S amplificados com primers
universais para bactérias em geral (1055F/1392R-GC). (1) In6culo; (2) RBS 110 dias; (3)
RBS 190 dias; (4) RBS 270 dias; (5) RBS 330 dias; (6) RBS 370 dias. .........ccccervervrerirrvrrnnnns 88

FIGURA 5.23 — Dendrograma obtido para os perfis de bandas do in6culo e RBS aos 110,
190, 270, 330 e 370 dias (coeficiente do correlacdo de Pearson e método de agrupamento
UPGIMAL. oottt ettt 89

FIGURA 5.24 — Imagem invertida do gel de DGGE evidenciando as bandas que foram
recortadas do gel e sequenciadas (setas vermelhas). (1) Inéculo; (2) RBS 110 dias; (3) RBS

190 dias; (4) RBS 270 dias; (5) RBS 330 dias; (6) RBS 370 dias. ........ccccoeevveiverveieiieiienne 90
FIGURA 5.25 — Possivel rota para degradacdo anaerobia de fenol incluindo a degradagéo do
DENZOBEO. ... ettt et 94
FIGURA 5.26 — Degradacéo aerdbia de fenol por Pseudomonas putida...........cccceevvereennenne. 95
FIGURA 5.27 — Histograma da distribuicdo do comprimento das sequéncias obtidas. .......... 96

FIGURA 5.28 — Abundancia relativa dos filos mais representativos na biomassa do RBS aos
270 dias de operacdo (97% de similaridade). .........ccccovevveieiicieee e 98

FIGURA 5.29 — Abundancia relativa dos géneros mais representativos observados na
biomassa do RBS aos 270 dias de operacdo (97% de similaridade). .........ccccoevveveiverieennenn, 101

FIGURA 5.30 — Arvore filogenética apresentando a posicdo das UTOs relacionadas a
bactérias anammox obtidas pelo pirosequenciamento da amostra de biomassa do RBS
coletada aos 270 dias de operacdo. Os nimeros nos nds da arvore representam a porcentagem
de recuperacdo dos bracos relevantes em 1000 analises de reamostragem por Bootstrap. Os
nameros de acesso das sequencias depositadas no GenBank estdo indicadas entre parénteses.
A barra de escala (0,01) representa uma modificacdo a cada 100 nucleotideos. ................... 112

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



LISTA DE TABELAS

TABELA 3.1 — Estado de oxidag&o do nitrogénio em diferentes compostos nitrogenados ......5
TABELA 3.2 — Candidatos a géneros de bactérias anammox descritos na literatura. ............. 16
TABELA 3.3 — Reatores em escala plena existentes no mundo (volume maior que 58 m®)...23
TABELA 3.4 — Concentracdes inibitorias de alguns compostos sobre a atividade anammox 32
TABELA 4.1 — Tempos de detencdo hidraulica do RBS ao longo do tempo de operacéo...... 38
TABELA 4.2 — Composic¢ao do meio mineral autotrofico.........ccccvvvvevveveiiieseene e 40
TABELA 4.3 — Composicéo das solugdes de miCronutrientes ...........ccocvevererenenenenesesnnnns 40

TABELA 4.4 — Concentracdes de fenol inoculadas no RBS durante o experimento de
alimentagao COM TENON. ........ooiiiii s 41

TABELA 4.5 — Condicdes operacionais no RBS no momento das coletas de biomassa
realizadas para analises de biologia MOIeCUIar ... 46

TABELA 4.6 — Iniciadores utilizados nas reacfes da PCR para deteccdo de bactérias

A= 010 1 ) GO PR USRI 48
TABELA 4.7 — Concentracdo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR.............cccccvevvvenenn. 49
TABELA 4.8 — Iniciadores utilizados na reacdo da PCR para a técnica PCR-DGGE............ 53
TABELA 4.9 - Valores esperados para o nimero de copias de DNA das curvas padrdo dos
ensaios de quantificacdo absoluta pela PCR em tempo real..........c..cccoovveveiiciecce e, 55
TABELA 4.10 — Concentragdo dos reagentes utilizados na PCR em tempo real .................... 56
TABELA 4.11 — Iniciadores utilizados nas reaces da PCR em tempo real..............c.ccoc....... 56

TABELA 4.12 — Equages de reta das curvas padrdo obtidas nos ensaios da PCR em tempo
FRAN 1.ttt bRt E Rt R e et b e R e Rt Rt e Rt e Rt et e te st ebenteebenneeneas 57

TABELA 5.1 — Estatistica descritiva dos coeficientes estequiométricos obtidos durante a fase
I11 (90 a 335 dias) antes da alimentacdo do reator com fenol. ..........cccccevveviiicce e, 66

TABELA 5.2 — Eficiéncias médias de remocdo de nitrogénio durante as trés fases
operacionais do RBS (desconsiderando o periodo da fase Il em que o reator foi alimentado
COM TEINON). bbb bbbttt nb ettt enes 71

TABELA 5.3 — Estatistica descritiva das eficiéncias de remocdo de nitrito, amonia e do
coeficiente N-NO,/ N-NH,4" sob diferentes concentragdes de fenol adicionadas ao RBS ......75

TABELA 5.4 — Identificacdo das bandas do DGGE. ... 91

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



TABELA 5.5 — indices de diversidade determinados para a amostra analisada (97% de
T =T o= Vo ) ISR 96

TABELA 5.6 — Numero de UTOs classificadas nos diferentes niveis taxonémicos e
porcentagem em relacdo ao total de UTOs (97% de similaridade) ..........cccoevveveveevecicinenne 97

TABELA 5.7 — Abundancia relativa de todos os filos observados na biomassa do RBS aos
270 dias de operacdo (97% de similaridade) ..........cccovveveeieiiieiiee e 98

TABELA 5.8 - Abundéncia relativa de todos os géneros observados na biomassa do RBS aos
270 dias de operacdo (97% de Similaridade) ..........ccoeveiieiiiie i 102

TABELA 5.9 — Descricdo dos principais géneros encontrados no RBS ap6s 270 dias de
(0] 01T = Vo (o TSP TRTPR 103

TABELA 5.10 — UTOs relacionadas a bactérias anammox obtidas pela técnica de
PIFOSEQUENCIAMENTO .....evieieeie ettt et e et e e e s be e beeseesaeesteesnesbeebeeneesneesreenee e 111

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Anammox Anaerobic Ammonium Oxidation ou Oxidacdo Anaerdbia da Aménia
Anammox-SBA Anaerobic Ammonium Oxidation with Sequential Biocatalyst addition
ANME Anaerobic Methane Oxidation ou Oxidacdo Anaerébia do Metano
AOB Aerobic Oxidazing Bacteria ou Bactéria Oxidadora de Amdnia

APS Persulfato de amonio

ATP Adenosina Trifosfato

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BSA Albumina de soro bovina

CANON Complete Autotrophic Nitrogen Removal over Nitrite

CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente

COPASA Companhia de Saneamento de Minas Gerais

CcoT Carbono Organico Total

DAPI 4-diamino-2-fenilindol

DESA Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental

DGGE Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis ou Eletroforese em Gel de

Gradiente Desnaturante

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTP Desoxirribonucleotideo fosfatado

DO Densidade Optica

DQO Demanda Quimica de Oxigénio

Eq. Equacéo

ETE Estacédo de Tratamento de Esgotos

FBN Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

FISH Fluorescent in situ Hybridization ou Hibridag&o in situ Fluorescente

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

Xii



INDEAR
LB
NCBI
NOB
OLAND
pb

PCR
pH
QIIME
RBS
RDP
RNAr
RPM
SDS
SHARON
ST
STV
TAE
TEMED
TDH
UASB
UFMG
UPGMA
uTo

uv

Instituto de Agrobiologia Rosario

Luria Bertani

National Center of Biotechnology Information

Nitrite Oxidizing Bacteria ou Bactéria Oxidadora de Nitrito
Oxigen Limitant Autotrophic Nitrification Denitrification
Par de base

Polimerase Chain Reaction ou Reagcdo em Cadeia da Polimerase
Potencial Hidrogenionico

Quantitative Insights Into Microbial Ecology

Reator em Batelada Sequencial

Ribossomal Database Project

Acido Ribonucleico Ribossomal

Rotacdes por Minuto

Dodecil sulfato de sodio

Single Reactor for Ammonium Removal Over Nitrite
Solidos Totais

Solidos Totais Voléateis

Tris acetato EDTA

Tetrametiletilenodiamina

Tempo de Detencdo Hidraulica

Upflow Anaerobic Sludge Blanket

Universidade Federal de Minas Gerais

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages
Unidade Taxondmica Operacional

Ultravioleta

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

Xiil



1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um elemento quimico essencial para todos 0s organismos por ser constituinte
de moléculas importantes como proteinas e acidos nucleicos. Seu langamento indiscriminado
nos corpos hidricos pode causar importantes problemas ambientais, sendo um dos mais
preocupantes a eutrofizacdo artificial. Os esgotos domésticos e, principalmente, os efluentes
industriais constituem fontes expressivas de nitrogénio e, por esse motivo, seu tratamento
adequado antes do langamento nos corpos d’agua ¢ imprescindivel para a preservacdo do

ambiente e da saude publica.

A remocao bioldgica de nitrogénio de efluentes tem sido tradicionalmente realizada por meio
da nitrificacdo autotrofica seguida da desnitrificacdo heterotrofica. Esses processos sdo
mediados por dois grupos de bactérias com requisitos metabdlicos distintos e por isso sdo
requeridas duas etapas diferentes para o tratamento. Na etapa de nitrificagdo, ha muitas vezes
demanda de gastos energéticos com aeracdo, uma vez que esse processo € mediado por
bactérias aerdbias. Na etapa de desnitrificacdo sdo requeridas condi¢bes anaerdbias e pode ser
necessaria a adicdo de uma fonte externa de matéria organica ao sistema para suprir a

demanda de carbono, essencial ao metabolismo das bactérias desnitrificantes.

Como alternativa as tecnologias bioldgicas convencionais de remoc¢do de nitrogénio, vem
sendo estudado nas Ultimas duas décadas o processo de oxidacdo anaerObia da amonia
(anammox). O processo anammox foi descoberto ao acaso em um reator desnitrificante na
Holanda, no qual foi observado a remocéo de nitrogénio amoniacal sob condicGes anaerdbias,
0 que ndo era esperado, uma vez que, até entdo se pensava que a oxidacdo da amdnia so era
possivel na presenca de oxigénio (MULDER et al., 1995). Verificou-se que 0 processo
anammox era realizado por bactérias anaerobias capazes de encurtar a oxidacdo da aménia,
transformando-a diretamente a nitrogénio gasoso e utilizando o nitrito como aceptor de
elétrons (VAN DE GRAAF et al., 1996).

A remocdo de nitrogénio de efluentes pelo processo anammox possui como principais
vantagens a reducdo de custos operacionais com aeracdo e a auséncia da necessidade de
adicdo de fontes externas de carbono, que s&o requeridos nos processos de nitrificagdo e
desnitrificacdo, respectivamente. A principal desvantagem do processo esta associada ao lento

crescimento das bactérias anammox, o que culmina em um pequeno rendimento de biomassa,

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



podendo aumentar consideravelmente o tempo de partida de reatores anammox (GAO &
TAO, 2011).

Apesar das desvantagens inerentes a0 processo anammox, O mesmo vem se mostrando
eficiente para o tratamento de efluentes com elevadas concentra¢des de nitrogénio amoniacal
e baixa relacdo C/N (carbono/nitrogénio). Essas caracteristicas sdo comuns a muitos tipos de
despejos industriais, como os lixiviados de aterros sanitarios, efluentes das unidades de
coquerias da industria siderdrgica, efluentes de inddstrias alimenticias, farmacéuticas, e
despejos de suinocultura (EGLI et al., 2003; TOH & ASHBOLT, 2002; LI-DONG et al.,
2012; TANG et al., 2011a; MAGRI et al., 2012).

No entanto, os despejos industriais, normalmente possuem constituicdo muito complexa,
podendo conter compostos potencialmente inibidores para as bactérias anaerdbias oxidadoras
de amdnia. Como um exemplo, é possivel citar compostos organicos toéxicos como os fendis,

0s quais estdo presentes em uma ampla gama de efluentes industriais (JIN et al., 2012).

Estudos sobre a inibicdo do processo anammox por fendis sdo ainda raros na literatura. Toh e
Ashbolt (2002) submeteram uma cultura de bactérias anammox a um efluente sintético
contendo fenol, simulando efluente de coqueria, a fim de avaliar se este composto iria
interferir no metabolismo desses organismos quanto ao consumo de nitrogénio. Os resultados
deste estudo foram satisfatorios e sugeriram que 0 processo anammox possui potencial para a
remocao de nitrogénio amoniacal de efluentes contendo fenol. Em estudo mais recente foi
avaliada a toxicidade conjunta de fenol e cobre (compostos tipicamente encontrados em
despejos de coqueria) e fenol e sulfeto (tipicamente encontrados em efluentes da industria
petroquimica), a fim de avaliar se o processo anammox poderia ser aplicado para o tratamento
desses efluentes (YANG & JIN, 2012).

N&o obstante, para a aplicacdo desse processo no tratamento de despejos industriais que
possuam esse tipo de composto toxico em sua constituicdo, maiores investigacfes ainda séo
necessarias. Além disso, ainda ndo foi relatado na literatura como a adi¢do de fenol em
reatores operados sob condi¢cbes anammox pode interferir na comunidade microbiana desses

reatores.

Nesse contexto, o presente trabalho se justifica na relevancia associada ao estudo de

tecnologias economicamente viaveis e ambientalmente sustentaveis para a remocdo de
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nitrogénio de efluentes, como é o caso do processo anammox. No entanto, sua aplicacéo
depende da disponibilidade de biomassa anammox e do sucesso na manutencdo da cultura
desses organismos. Assim, trabalhos que tém como o objetivo o cultivo de biomassa
anammox a partir de uma cultura microbiana mista sdo importantes para viabilizar a aplicacao
do processo para o tratamento de efluentes. Dessa forma, o cultivo e a manutencdo dessa
biomassa pode possibilitar sua utilizagdo como indculo para a partida de reatores anammox,
contribuindo, dessa forma, para a difusdo do processo.

Além disso, apesar dos avangos nos estudos acerca do processo anammox e do sucesso de sua
aplicacdo em diversos paises, trabalhos que utilizaram esse processo para tratamento de
efluentes contendo compostos toxicos, como os fendis, sdo raros na literatura e necessitam de
maiores investigacoes, a fim de avaliar a viabilidade da aplicacdo do processo anammox para

o tratamento de efluentes que apresentam elevada toxicidade.

H& alguns anos, o processo anammox vem sendo objeto de estudo do Programa de Pos-
Graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da Universidade Federal de
Minas Gerais. Campos (2011) realizou com sucesso o enriquecimento de bactérias anammox
em um reator em batelada sequencial a partir de lodo ativado convencional de estacdo de
tratamento de esgotos domésticos e, além disso, caracterizou por meio de técnicas de biologia
molecular as bactérias anammox e outras bactérias do ciclo de nitrogénio (oxidadoras de
amOnia e nitrito) presentes na cultura enriquecida. Desse modo, além da importancia
associada aos estudos acerca do processo anammox ja mencionada anteriormente, o presente
trabalho é também relevante, pelo fato de dar continuidade aos estudos desenvolvidos por
Campos (2011), fornecendo informagdes adicionais acerca do desenvolvimento do processo
anammox em reatores em bateladas sequenciais, sobre o efeito de compostos toxicos na
atividade desses organismos e, além disso, sobre a dindmica da comunidade microbiana ao

longo do tempo em reatores operados sob condi¢cdes anammox.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Cultivar bactérias com atividade anammox a partir de lodo ativado de estagdo de tratamento
de esgotos domésticos em reator em batelada sequencial (RBS), caracterizar a comunidade

microbiana desenvolvida no RBS e avaliar o efeito do fenol sobre o processo anammox.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia de remocdo de nitrogénio pelo processo anammox em RBS

submetido a concentragdes crescentes de nitrogénio amoniacal.

e Avaliar o efeito de concentragdes crescentes de fenol na remogédo de nitrogénio por

bactérias anammox no RBS.

e Estudar a diversidade e a dindmica da comunidade microbiana desenvolvida no RBS
ao longo do tempo de operacédo, analisando comparativamente a comunidade antes e
apos a alimentacdo do reator com fenol e identificar filogeneticamente os organismos

anammox cultivados no reator.

e Quantificar as bactérias anammox presentes no reator ao longo do tempo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio (N,) esté presente de forma abundante na Terra, representando cerca de 78% dos
gases atmosféricos. Porém quando se encontra na forma de N, é quimicamente inerte ndo
podendo ser utilizado diretamente pelos organismos, com excec¢do de poucos procariotos. Por
isso, 0 suprimento e a ciclagem desse composto dependem da decomposicdo bioldgica de
moléculas nitrogenadas complexas. O nitrogénio é um elemento quimico essencial a todos os
organismos, por participar da constituicdo de moléculas orgénicas imprescindiveis a vida

como proteinas e acidos nucleicos.

No ambiente, o nitrogénio pode sofrer uma variedade de oxidacOes e reducdes que produzem
compostos com estados de oxidacdo variando de +5 a -3 (Tabela 3.1). ReacOes redox séo
realizadas de diferentes maneiras por distintos organismos, sendo que essas reacdes em

conjunto compdem o ciclo do nitrogénio (Figura 3.1).

TABELA 3.1 — Estado de oxidag&o do nitrogénio em diferentes compostos nitrogenados

Composto nitrogenado Formula Estado de oxidacdo
Amonio NH,* -3
Hidrazina N2Haaq) -2
Hidroxilamina NH20H4q) -1
Gas dinitrogénio N2 0
Oxido nitroso N2O) +1
Oxido nitrico NO( +2
Nitrito NO, +3
Dioxido de nitrogénio NO, +4
Nitrato NO; +5

Fonte: Adaptado de Jetten et al., 2009.
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FIGURA 3.1 — Ciclo do Nitrogénio

Do ponto de vista microbiolégico as transformacdes no ciclo do nitrogénio acontecem atraves
de processos catabdlicos como nitrificacdo, desnitrificacdo, reducdo desassimilatoria do
nitrato e oxidacdo anaerdbia da amdnia e processos anabolicos, como reducédo assimilatéria do
nitrato, assimilagdo e fixacdo de nitrogénio (JETTEN et al., 2009). Esses processos serdo

descritos de maneira mais detalhada nos itens subsequentes.
3.1.1 Nitrificacéo

A nitrificacdo é um processo que envolve a oxidagdo quimiolitotrofica de amonia a nitrato sob
condicBes estritamente aerdbias. Esse processo é conduzido em duas etapas sequenciais de
oxidacdo. Na primeira etapa a amonia é oxidada a nitrito por bactérias oxidadoras de amonia
(AOB, do inglés ammonium oxidizing bacteria). A segunda etapa envolve a oxidacdo do
nitrito a nitrato e é mediado pelas bactérias oxidadoras de nitrito (NOB, do inglés nitrite
oxidizing bactéria).

Dentre 0s microrganismos oxidadores de amoénia podem-se citar as bactérias dos géneros
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira e Nitrosolobus, as quais, em geral sdo encontradas
em uma ampla gama de ambientes como solos, esgotos, aguas doce e marinha. As bactérias

oxidadoras de nitrito sdo representadas pelos géneros Nitrobacter, Nitrospira, Nitrococcus,
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entre outras. Esse grupo de microrganismos pode ser encontrado em ambientes similares aos
das oxidadoras de amonia. (MADIGAN et al., 2010; AHN, 2006).

As Equacbes 3.1 e 3.2 apresentam a estequiometria do processo de oxidacdo aerobia da

amonia e do nitrito, respectivamente (AHN, 2006).
55NH, + 760, + 109 HCO3 = CsH;O;N + 54NO; + 57 H,0 + 104H,CO5 (Eq. 3.1)
400NO," + NH," + 4H,CO3™ + 1950, = CsH;0,N + 3H,0 + 400NO3” (Eq. 3.2)

A partir das equagdes acima, pode ser obtida a equagdo global para a nitrificagdo (Equacéo
3.3).

NH," + 1,830, + 1,98HCO3 = 0,021CsH,O,N + 0,98NO; + 1,041H,0 + 1,88H,CO5™ (Eq.
3.3)

No processo de nitrificacdo, varias enzimas estdo envolvidas na oxidagdo dos compostos
nitrogenados reduzidos. Em bactérias oxidadoras de amonia, a enzima aménia mono-
oxigenase, localizada na membrana celular € responsavel pela oxidacdo do ion amdnio,
produzindo hidroxilamina e &agua. Posteriormente, uma segunda enzima chave, a
hidroxilamina oxidoredutase, localizada no periplasma celular, oxida a hidroxilamina a nitrito.
As bactérias oxidadoras de nitrito utilizam a enzima nitrito oxidoredutase para oxidar o nitrito
a nitrato (MADIGAN et al., 2010; JETTEN et al., 2009).

As reacdes mediadas pelas bactérias nitrificantes geram pequena quantidade de energia. Dessa
maneira, o crescimento global desses microrganismos (gramas de células produzidas por mol
de substrato oxidado) é relativamente baixo (MADIGAN et al., 2010; JETTEN et al., 2009).
Para Nitrosomonas e Nitrobacter o rendimento de biomassa é de 0,15 e 0,02 mg de células

por miligrama de N-NH,4" oxidado, respectivamente (AHN, 2006).
3.1.2 Desnitrificacdo

A desnitrificacdo heterotrofica é a transformacéo do nitrato a nitrogénio gasoso e consiste em
um processo redutivo, sendo, portanto, uma forma de respiracdo. Este é um processo de

bioconversdo heterotréfica, realizado em condices andxicas. Nesse processo, 0 nitrato ou 0
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nitrito funcionam como aceptor alternativo de elétrons durante a respiracdo na auséncia de
oxigénio. Na desnitrificacdo completa, o nitrato é reduzido a nitrito, dxido nitrico, 6xido
nitroso e, por fim a nitrogénio gasoso (MADIGAN et al., 2010; BOTHE et al., 2007).

As bactérias desnitrificantes, sdo em sua maioria, anaerdbias facultativas heterotroficas e
podem utilizar uma ampla variedade de compostos organicos como doadores de elétrons,
como por exemplo: metanol, acetato, glicose, etanol, entre muitos outros. A Equacdo 3.4
representa a desnitrificacdo utilizando o metanol como fonte de elétrons, incluindo a sintese
celular (AHN, 2006).

NO;3™ + 1,08CH30H + 0,24H,CO3; - 0,056CsH;02N + 0,47N,+ 1,68H,0 + HCO3; (Eq. 3.4)

A primeira etapa da desnitrificacdo (reducdo de NO3z™ a NO;") envolve uma enzima integral de
membrana, a nitrato redutase, cuja sintese € inibida pelo oxigénio molecular. Na segunda
etapa da via (transformagdo do NO, a NO) atua a enzima nitrito redutase. As etapas
subsequentes da desnitrificagcéo, reducdo de NO a N,O e reducdo de N,O a N, sdo mediadas
pelas enzimas 6xido nitrico redutase e 6xido nitroso redutase, respectivamente. Assim como a
primeira enzima envolvida no processo (nitrato redutase), as demais sao reguladas de maneira
coordenada pela presenca de oxigénio. Além disso, a presenca de nitrato é essencial para que
todas essas enzimas sejam plenamente expressas (MADIGAN et al., 2010).

Uma ampla gama de microrganismos é capaz de realizar o processo de desnitrificacdo, sendo
que grande parte deles sdo bactérias gram-negativas e pertence aos grupos alfa e beta do filo
Proteobacteria como Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus e Thiobacilus. Algumas
bactérias gram-positivas como as do género Bacillus e poucas arqueias halogénicas também
sdo capazes de realizar a desnitrificacdo (AHN, 2006). Algumas bactérias realizam a
desnitrificacdo de forma completa como, por exemplo, Paracoccus denitrificans e
Pseudomonas stutzeri. Algumas, entretanto, realizam apenas a primeira etapa do processo
(reducdo do NO3 a NO3’), como é o caso da bactéria Escherichia coli (BOTHE et al., 2007;
MADIGAN et al., 2010; JETTEN et al., 2009).
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3.1.3 Oxidacgdo anaerobia da aménia

A oxidacao anaerobia da amonia foi descoberta ha quase duas décadas e envolve a oxidacéo
do ion amonio diretamente a nitrogénio gasoso, utilizando o nitrito como aceptor de elétrons
(VAN DE GRAAF et al., 1996). A descoberta desse processo foi vista como uma revolucdo
no ciclo convencional do nitrogénio, uma vez que anteriormente se considerava que a
oxidacdo da amonia era possivel apenas em condicdes aerdbias. Por se tratar do tema de
maior relevancia deste trabalho, o processo anammox sera abordado com maiores detalhes no
item 3.2.

3.1.4 Reducao desassimilatoria do nitrato

A reducdo desassimilatéria do nitrato € realizada em duas etapas. A primeira, também
denominada de respiracdo do nitrato, consiste na reducao do nitrato (NO3) a nitrito (NOy), e
é sequida pela reducio do nitrito ao ion aménio (NH;") (BOTHE et al. 2007). Esse processo,
bastante investigado na bactéria Bacillus subtilis, ocorre na auséncia de oxigénio e tem como
objetivo dissipar o excesso de potencial redutor ou gerar aménia para assimilacdo e
crescimento celular anaerdbio (YE & THOMAS, 2001). O processo ocorre em ambientes com
caracteristicas altamente redutoras, como, por exemplo, sedimentos anaerébios marinhos,
fontes termais ricas em sulfeto (S%), trato gastrointestinal humano e de animais de sangue
guente (BOTHE et al., 2007). O processo geral da reducdo desassimilatoria do nitrato pode

ser representado pela Equacéo 3.5.
NO3 + 2(CH20) + 2H" = NH," + 2CO, + H,0 (Eq. 3.5)
3.1.5 Reducao assimilatéria do nitrato

A reducdo assimilatéria do nitrato, assim como a reducdo desassimilatoria envolve a reducéo
do nitrato a ion aménio (Equacdo 3.5), o qual sera utilizado na biossintese celular. Este
processo, entretanto, ocorre tanto em condic¢Bes aerdbias quanto anaerdbias, ndo resulta em
rendimento energético e o produto, ion amonio, ndo é excretado para 0 meio extracelular. A
quantidade de nitrogénio reduzido nesse processo depende da demanda para a producéo de
biomassa. Quando existe grande concentra¢do do ion amonio o processo é inibido ou torna-se
insignificante (TIEDJE, 1988 apud KIELING, 2004).
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3.1.6 Assimilacdo da amonia

Durante a assimilagdo da amonia, esse composto, resultante da reducdo de nitrato, é
incorporado na célula aos compostos de carbono, via enzimas glutamina sintase e glutamato
sintase. Em um primeiro momento, a amonia se combina com o glutamato formando a
glutamina e posteriormente, outros aminoacidos sdo formados, os quais se ligam formando as
proteinas. A amonificacdo consiste no processo contrario a assimilagdo da amonia, em que 0s
compostos nitrogenados liberados das células sofrem hidrélise por meio de enzimas
bacterianas, resultando na liberagdo de grupos amina, que resulta na producdo de nitrogénio
reduzido sob duas formas: aménia livre (NHs) ou ionizada (NH;") (BOTHE et al., 2007).

3.1.7 Fixacdo biolégica de nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) consiste na reducdo de nitrogénio gasoso (N;) a ion
aménio (NH,") (Equagéo 3.6) (KIELING, 2004). Esse processo é essencial para obtencéo de
fonte de nitrogénio para as necessidades biossintéticas celulares. Consiste, portanto, em um
processo anabolico, e 0s microrganismos capazes de realizar tal processo sdo livres da
dependéncia de utilizar formas fixadas de nitrogénio, como aménia ou nitrato, conferindo-lhes

uma vantagem ecoldgica significativa (MADIGAN et al., 2010).
0,5N, + 1,5H, + H" = NH,* (Eq. 3.6)

Somente alguns procariotos sdo capazes de fixar N,. Dentre eles, alguns sdo de vida livre e
outros sO conseguem realizar esse processo quando associados com determinados tipos de
plantas. Dentre os microrganismos de vida livre, é possivel citar os aerébios Azotobacter,
Agrobacterium, Pseudomonas, Alcaligenes e Thiobacillus e os anaerébios Clostridium,
Desulfovibrio, Methanosarcina, Methanococcus, entre outros. Em relacdo aos
microrganismos que fixam nitrogénio em simbiose com plantas € possivel citar as bactérias
do género Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium ou Azorhizobium em associacdo com
plantas leguminosas como soja, ervilha, trevo, alfarrobeira. A importancia da fixagéo
biologica de nitrogénio, portanto, esta associada a disponibilizacdo de formas assimilaveis
desse composto para outros organismos, como animais e plantas. Algumas formas de fixagédo
de nitrogénio séo de enorme relevancia agricola, disponibilizando este elemento para culturas

essenciais, como por exemplo, a soja (MADIGAN et al., 2010).
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3.1.8 Novos processos envolvidos no ciclo do nitrogénio

Durante mais de um século se pensava que o ciclo do nitrogénio estava totalmente
compreendido. No entanto, o que se tem observado atualmente é que o conhecimento sobre
uma ampla gama de microrganismos que tem papel importante nesse ciclo foi e € ainda hoje
negligenciado. Processos parciais e interagdes microbianas altamente complexas sdo ainda
pouco estudados e necessitam de maior atencdo a fim de esclarecer mecanismos de conversao

ainda ndo compreendidos totalmente dentro deste ciclo (KARTAL et al., 2012).

A nitrificacdo heterotrofica, por exemplo, ja foi verificada em diversos organismos como
bactérias e fungos. Nesse processo a aménia pode ser oxidada ou nitrogénio pode ser reduzido
a partir de compostos organicos até hidroxilamina, nitrito e nitrato. A nitrificacdo
heterotréfica parece ndo estar envolvida no metabolismo energético dos microrganismos que a
realizam, e ndo contribui para o crescimento celular. O papel fisioldgico desse processo e a
diversidade filogenética dos microrganismos que o realizam ainda ndo é totalmente
compreendido. Sabe-se que as bactérias Paracoccus denitrificans, Alcaligenes faecalis e
Pseudomonas putida sdo capazes de realiza-lo. No entanto, especula-se que a nitrificacéo
heterotrofica exerce um papel importante em solos &cidos, como os solos de florestas
(HAYATSU et al., 2008).

Alguns microrganismos sdo capazes de realizar a nitrificacdo e desnitrificacdo
simultaneamente (processo denominado nitrificacdo desnitrificante), em condi¢des Oxicas ou
anoxicas, gerando N,O ou N, como produto final. A bactéria Nitrosomonas eutropha pode
realizar a nitrificacdo ou também realizar a desnitrificacdo utilizando H, como doador de
elétrons e NO,” como aceptor final. Nitrosomonas europea também é capaz de realizar a
desnitrificacdo até dxido nitrico N,O (AHN, 2006). O papel fisioldgico desse processo ainda
ndo esta claramente elucidado. N&o obstante, sdo propostas trés hipdteses para a ocorréncia da
nitrificacdo desnitrificante: (1) esta pode ser uma estratégia para reduzir a competicdo pelo
oxigénio com bactérias oxidadoras de nitrito, por meio da remocdo do substrato dessas
bactérias, o nitrito; (2) Bactérias oxidadoras de amdnia usam nitrito como aceptor de elétrons
para obter energia em ambientes com baixas concentracdes de oxigénio e; (3) A nitrificacéo
desnitrificante € usada para proteger as células das bactérias oxidadoras de amonia da
toxicidade associada ao nitrito, produzido durante a oxidacdo da amonia. No entanto, para

confirmar estas hipdteses, mais estudos devem ser realizados (HAYATSU et al., 2008).
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O processo de oxidacdo anaerobia do metano (ANME, do inglés anaerobic methane
oxidation) acoplado a desnitrificacdo € uma recente descoberta no ciclo do nitrogénio e parece
estar associado a alguns tipos de arqueias e a bactérias do filo NC10 (RAGHOEBARSING et
al., 2006; ZHU et al., 2010). As estequiometrias propostas para esta reacao sao apresentadas
pelas Equacdes 3.7 e 3.8 (RAGHOEBARSING et al., 2006). O papel desse processo na
remocao de nitrogénio em sistemas de tratamento de efluentes vem sendo investigado, assim
como as interacBes das bactérias que realizam a ANME acoplada a desnitrificacdo e outros

microrganismos do ciclo do nitrogénio (ZHU et al., 2010).
5CH,4 + 8NOs- + 8H+ = 5CO;, + 4 N, + 14H,0 (AG°= - 756 kJ.mol™) (Eq. 3.7)
3CH, + 8NO,- + 8H+ > 3 CO;, + 4N, + 10 H,0 (AG°= - 928 ki.mol™) (Eq. 3.8)

A oxidacdo anaerdbia da amonia (anammox) também pode ser considerada uma novidade no
ciclo do nitrogénio. Ha aproximadamente 18 anos, grande atencdo tem sido atribuida as
bactérias envolvidas no processo anammox, com intuito de esclarecer seu papel no ambiente e
aprimorar sua aplicacdo tecnoldgica em sistemas de tratamento de efluentes, conforme sera

abordado nos topicos seguintes desta revisao.
3.2 Processo Anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation)

Até o final do século XX acreditava-se que o ion amdnio era inerte a auséncia de oxigénio.
No entanto, em 1977 através de célculos termodinamicos, o bioquimico austriaco Broda
previu a existéncia de um organismo que fosse capaz de oxidar a amonia a nitrogénio gasoso
em condi¢Bes anoxicas utilizando o nitrito ou o nitrato como aceptor de elétrons (BRODA,
1977).

Anos depois, Mulder et al. (1995) verificaram consumo de amdnia em condicdes andxicas em
um reator desnitrificante de leito fluidizado tratando efluente de uma companhia de producéo
de fermento em Delft (Holanda). Observou-se concomitantemente o desaparecimento de
nitrato e aumento na producdo de nitrogénio gasoso (Equacdo 3.9). Esse processo foi
denominado Anammox (do inglés, Anaerobic ammonium oxidation) e até esse momento ndo
era possivel afirmar se 0 que ocorria era uma reacdo quimica espontdnea ou um processo

mediado biologicamente.
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5NH," +3NO3 > 4 N, + 9 H,0 + 2H* (AG°= -297 Kj . mol NH,* %) (Eg. 3.9)

Experimentos conduzidos por Van de Graaf et al. (1995) confirmaram a natureza bioldgica da
oxidacdo anaerdbia da amoénia. Foram obtidos indicios de que o nitrito também poderia servir
como aceptor de elétrons para o processo anammox. Posteriormente, em estudos utilizando
um reator de leito fluidizado para o enriquecimento de organismos anammox, constatou-se o
enriquecimento de cultura utilizando preferencialmente nitrito em detrimento de nitrato, como
aceptor de elétrons (Equacdo 3.10) (VAN DE GRAAF et al., 1996).

NH,* + NO; > Nj + 2H,0 (AG°= -358 kJ . mol NH4* ) (Eg. 3.10)

A rota metabdlica para a oxidacdo anaer6bia da amodnia foi elucidada por meio de
experimentos que utilizaram compostos marcados com N em combinacdo com
espectrometria de massa. Os experimentos demonstraram que o fon amonio (NH;") é
biologicamente oxidado com hidroxilamina (NH,OH) como aceptor de elétrons, sendo que a
hidroxilamina € originada a partir da reducdo do nitrito (NO,). O aménio e a hidroxilamina
sdo transformados em hidrazina (NH,). Posteriormente, a conversao da hidrazina a nitrogénio
gasoso (N) gera equivalentes de elétrons para a reducdo de uma nova molécula de nitrito
(Figura 3.2). Durante a oxidacdo do aménio parte do nitrito é convertido a nitrato (NO3’) e 0s
equivalentes de reducdo gerados sdo utilizados para a fixacdo do CO, e consequentemente
para 0 aumento da biomassa (VAN DE GRAAF et al., 1997).

4\/ NH,OH +—— NO, »NO;

FIGURA 3.2 — Rota metabdlica para a oxidag&o anaerdbia da aménia

Fonte: Van de Graaf et al., 1997.
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Mais recentemente, uma nova rota metabdlica para a oxidacdo anaerobia da amonia foi
proposta (Figura 3.3), baseada no sequenciamento do genoma de uma bactéria anammox
Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis” (STROUS et al., 2006). Foi proposto que,
primeiramente, o nitrito (NO,) é reduzido a oOxido nitrico (NO) pela enzima oOxido
nitrico/nitrito oxiredutase (NirS) e entdo a enzima hidrazina sintase (Hzs) produz hidrazina a
partir do 6xido nitrico e o fon amonio (NH;"). Finalmente a hidrazina é oxidada produzindo
gés nitrogénio (N) por meio da enzima hidrazina oxidoredutase (HZO). Por conseguinte, a
enzima nitrato/nitrito oxidoredutase (NarGH) oxida parte do nitrito a nitrato, gerando elétrons
para a fixacéo de CO, pela rota da acetil-coenzimaA (KARTAL et al., 2011).

Amonia

ATP
F ATPase

Nitrato

H - - B~ Hidrazina Sintase
Nitrato redutase

ADP % %

Nitrito
redutase

Oxido
& Nitrico

Hidrazina
dehidrogenase

N, <« y
2 Complexo bc1 \

Nitrito

51\4 Unidade ., Transportador
LS Cataliticat_~ de elétrons

FIGURA 3.3 — Nova proposta para a rota bioquimica da oxidacéo anaerébia da amonia
baseada no sequenciamento do genoma de Candidatus “K. stuttgartiensis”. O
anammoxossomo, compartimento intracelular representado pela linha cinza, é o local onde
ocorre o catabolismo anammox; a enzima hidrazina sintase é mostrada no centro da figura;
as setas amarelas indicam o fluxo de elétrons; os quadrados amarelos indicam
agrupamentos de ferro-enxofre; grupos Heme b, c, d e hemes atipicos c! sdo mostrados no

interior das unidades e complexos cataliticos.

Fonte: Adaptado de Kartal et al., 2011.
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Bactérias anammox possuem forma de cocos, com aproximadamente 1 um de didmetro
(STROUS et al., 1999a; VAN NIFTRIK et al. 2004). Com relacdo aos aspectos fisioldgicos,
Strous et al. (1999b), definiram as constantes de afinidade por amonia e nitrito como sendo
iguais a 0,1 mg N.L™. O pH ideal para o crescimento de bactérias anammox encontra-se entre
6,7 e 8,3 e a temperatura, entre 20 e 43 °C. No entanto, estes organismos ja demonstraram
tolerancia sob uma ampla faixa de temperaturas, podendo sobreviver em ambientes com
temperaturas elevadas (85 °C) e reduzidas (-2 °C) (GAO & TAO, 2011).

As bactérias anammox ainda ndo foram isoladas por métodos convencionais de
microbiologia. Porém, em estudo realizado por Strous et al. (1999a) foi possivel obter cultura
celular anammox com 99,6 % de pureza por meio de centrifugacdo em gradiente de densidade
com Percoll. Com base em andlises do gene RNAr 16S foi possivel identificar o organismo
purificado como sendo do filo Planctomycetes. A primeira bactéria anammox identificada foi
denominada Candidatus “Brocadia anammoxidans . O termo ‘Candidatus’ deve ser adotado,
ja que ainda nao é possivel isolar estes organismos utilizando técnicas convencionais de
microbiologia. Por esse motivo, técnicas de biologia molecular sdo imprescindiveis para o

estudo dessas bactérias.

Atualmente, sdo conhecidos seis candidatos a géneros de bactérias anammox, 0s quais foram
incluidos dentro da ordem Brocadiales que constituem um clado monofilético dentro do filo
Planctomycetes (FUERST & SAGULENKO, 2011). Os géneros conhecidos de bactérias
anammox estdo descritos na Tabela 3.2, bem como as espécies que os compde e os habitats

onde sdo comumente encontrados.
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TABELA 3.2 — Candidatos a géneros de bactérias anammox descritos na literatura.

Géneros Espécies Habitats Referéncias
Candidatus ) o sistemas de tratamento de
. Ca. “Kuenenia stuttigartiensis” Strous et al. (2006)
“Kuenenia” efluentes
"""""""""""""" Ca. “Brocadia anammoxidans” ~ Strousetal. (1999a)
) Ca. “Brocadia fulgida” ) Kartal et al. (2008)
Candidatus S sistemas de tratamento de o
) Ca. “Brocadia sinica” Oshiki et al. (2011)
“Brocadia” ) o efluentes B
Ca. “Brocadia brasiliensis” Aradljo et al. (2011)
Ca. “Brocadia caroliniensis” Vanotti et al. (2011)
"""" Candidatus ~ Ca. “Anammoxoglobus ~ sistemas de tratamentode
o Kartal et al. (2007)
“Anammoxoglobus” propionicus” efluentes
"""" Candidatus ~_ ~  sistemasde tratamentode =~
] Ca. “Jettenia asiatica” Quan et al. (2008)
“Jettenia” efluentes
"""" Candidatus ~~ _ sistemasde tratamentode
Ca. “Brasilis concordiensis” Viancelli et al. (2011)
“Brasilis” efluentes

Ca. “Scalindua brodae” ) )
) ) ) Ambientes marinhos e de o
Candidatus Ca. “Scalindua wagneri” ] Schimid et al. (2003)
) ) B agua doce, zonas de
“Scalindua” Ca. “Scalindua sorokonii” o Woebken et al. (2008)
) ) oxigénio minimo
Ca. “Scalindua arabica”

Os Planctomicetos formam um grupo distinto dentro do Dominio Bacteria, o qual possui
caracteristicas bastante peculiares, entre elas a presenga de compartimentalizacédo intracelular.
No caso das bactérias anammox, além de possuirem um metabolismo Unico, sendo capazes de
oxidar a amonia anaerobiamente, a presenca de uma estrutura membranosa intracelular com
auséncia de ribossomos denominada anamoxossomo (Figura 3.4), torna esse grupo bastante
diferente dos demais (STROUS et al., 1999a). As membranas que delimitam o
anamoxossomo sdo formadas de lipideos singulares, denominados laderanos, que sdo
compostos por anéis de ciclobutano concatenados possuindo ligagbes do tipo éter ou éster,
entre si. Esses lipideos sdo considerados marcadores taxonémicos de bactérias anammox e
conferem a membrana da célula elevada densidade, fator importante para impedir a saida de
compostos intermediarios toxicos do metabolismo anammox, como por exemplo, a hidrazina
(VAN NIFTRIK et al., 2004; FUERST & SAGULENKO, 2011).

Outra caracteristica importante do anamoxossomo € a presenca, nesse compartimento, de
enzimas importantes necessarias a reagdo de oxidacao anaerdbia da aménia, como a hidrazina
sintase e hidroxilamina oxidoredutase (FUERST & SAGULENKO, 2011; JETTEN et al.,
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2001). Além disso, para que a reacdo anammox aconteca € necessaria que haja a separacao
entre 0 anamoxossomo e o riboplasma circundante, para que seja gerada uma forca préton
motora (FPM) através da membrana do anamoxossomo pela ATP sintase, para a geracao de
energia na celula (FUERST & SAGULENKO, 2011).

Membranado
anamoxossomo

Membrana
citoplasmatica

Parede
celular

Riboplasma

Nucledide

250 nm > Parifoplasma
e Ribossomo

FIGURA 3.4 — Micrografia eletrbnica de transmissdo de uma célula anammox (esquerda) e

representacdo esquematica de uma célula anammox (direita) mostrando o anamoxossomo.
Fonte: Adaptado de Fuerst & Sagulenko (2011)

Os organismos anammox apresentam crescimento lento, com taxa de duplicagdo de
aproximadamente onze dias. O modo de crescimento autotréfico dessa bactéria, juntamente
com a necessidade de manutencéo celular (em decorréncia do crescimento lento) resulta em
uma estequiometria que apresenta baixa producdo de biomassa por mol de amonia consumida
(Equacdo 3.11) (STROUS et al., 1998). Segundo Van Niftrik et al. (2004) para que uma
molécula de dioxido de carbono seja fixada por bactérias anammox, a reacdo catabolica de

oxidacdo da amonia deve acontecer 15 vezes.

NH,* + 1,32 NO, + 0,066 HCO5™ + 0,13 H* = 1,02 N, + 0,26 NO3™ + 0,066 CH,005No 15 +
2,03 H,0 (Eq. 3.11)

Por apresentarem crescimento muito lento, durante muito tempo, o cultivo de bactérias
anammox tem sido um desafio, devido aos seus longos tempos de duplicacdo, requerendo
técnicas de cultivo que promovam elevada retencdo de biomassa e possibilitem o crescimento
desses microrganismos em baixas concentraces de substratos, uma vez que, concentracdes
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demasiadamente elevadas podem inibir sua atividade. Uma das técnicas que atende a esses
requisitos é cultivo em reator em batelada sequencial (RBS), que esta sendo aplicado com
sucesso em muitos laboratéorios (STROUS et al., 1998; LOPEZ et al., 2004: CHAMCHOI &
NITISORAVUT, 2007; WANG et al., 2011; ARAUJO et al., 2011).

Por ciclos continuos de alimentacdo, sedimentacdo da biomassa e retirada do liquido
sobrenadante, as células sdo selecionadas por suas propriedades de sedimentacdo e mantidas
no interior dos RBS por tempo indeterminado. Normalmente, sdo utilizados meios contendo
amonia, nitrito e carbonato para o cultivo de anammox. Nitrato também pode ser adicionado
ao meio a fim de evitar a formacdo de baixo potencial redox que pode favorecer o
crescimento de microrganismos redutores de sulfato e metanogénicos. Como as bactérias
anammox sdo essencialmente anaerdbias, um gas inerte como N, ou Ar é fornecido para
retirar o oxigénio do meio (KARTAL et al., 2012).

As bactérias anaerobias oxidadoras de aménia possuem um metabolismo singular, sendo
capazes de encurtar o processo da oxidacdo do ion amdnio diretamente a nitrogénio gasoso,
utilizando o nitrito como aceptor de elétrons. Por isso, 0 processo anammox se mostra muito
atraente para a remocao de nitrogénio amoniacal de aguas residuarias, especialmente aquelas
qgue contenham elevada concentracdo de aménia e pouca matéria organica. No entanto, a
aplicacdo desse processo é ainda limitada, primeiramente, pela baixa disponibilidade de
biomassa. Além disso, ha a necessidade de um rigoroso controle do processo, em que o pH, a
concentracdo de oxigénio e a concentracdo de nitrito e amonia fornecidos sejam mantidos em
condicdes Otimas para que a reacdo anammox ocorra de maneira eficiente. Nesse contexto, o
enriquecimento de bactérias anammox a partir de uma popula¢do microbiana mista torna-se
essencial para o estudo de tais organismos e para a utilizacdo do processo anammox em

sistemas de tratamento.

3.3 Aplicacdo do processo anammox para remocdo de nitrogénio

amoniacal de efluentes

O langamento indiscriminado de compostos nitrogenados nos corpos d’agua pode acarretar
importantes problemas ambientais, sendo um dos mais preocupantes, a eutrofizacédo artificial.
A eutrofizacdo é caracterizada por um aumento de nutrientes como nitrogénio e fésforo nos

corpos hidricos levando a profundas modificacbes nas comunidades aquaticas, nas condic¢oes
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fisicas e quimicas do meio e no nivel de producdo do sistema, sendo, portanto, considerada

uma forma de poluicéo.

Quando lancado no corpo d’4gua o nitrogénio gera uma demanda no consumo de oxigénio
dissolvido no meio, para que o processo bioquimico de conversdo de aménia a nitrato ocorra,
podendo trazer prejuizos a vida aquética. Alem disso, o nitrogénio na forma de aménia livre €
diretamente toxico aos peixes. No que tange a saude publica, quando esse elemento quimico
encontra-se na forma de nitrato, pode estar associado a doengcas como a metahemoglobinemia
em criancas, também conhecida como sindrome do bebé azul. Ademais, o nitrato também
pode estar relacionado a ocorréncia de cancer gastrico em adultos (VON SPERLING, 2005;
LUZ et al., 2008; CASTANEDA-CHAVEZ et al., 2010).

Os efluentes domésticos e industriais podem constituir fontes expressivas de nitrogénio, e
necessitam, portanto, de tratamento adequado antes de serem lancados nos corpos hidricos.
Devido aos danos ambientais intrinsecos ao langamento de nitrogénio nos corpos d’agua a
Resolucido CONAMA 430/2011, estabelece, em seu artigo 16, o valor de 20 mg.L™" de
nitrogénio amoniacal como a concentragdo maxima a ser lancada em corpos hidricos. No
entanto, esse padrdo de langcamento atualmente é aplicavel para efluentes industriais, ndo

sendo exigido para esgotos sanitarios (BRASIL, 2011).

Convencionalmente, a remocdo bioldgica de nitrogénio amoniacal de efluentes é realizada
pelos processos de nitrificacdo aerdbia e seguida por desnitrificacdo anaerdbia. No entanto,
para utilizacdo dessa técnica, sdo necessarias duas etapas com requisitos bioldgicos distintos
e, portanto, ha a demanda de dois tipos de reatores diferentes. Além disso, em varios tipos de
efluente, os baixos niveis de carbono organico sdo insuficientes para que ocorra uma

desnitrificacdo completa, sendo necessario fornecer fontes externas de carbono (AHN, 2006).

Atualmente, as pesquisas relacionadas a remocao de nutrientes buscam a otimizacdo dos
processos ja existentes e o desenvolvimento de novos processos, de modo a aumentar a
eficiéncia e reduzir os custos do tratamento. Para isso € imprescindivel entender quais 0s
microrganismos envolvidos e como 0s mesmos atuam durante 0s processos bioguimicos de

conversao dos poluentes nos diferentes tipos de tratamento estudados.
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Como opcdo aos processos comumente utilizados para a remocao bioldgica de nitrogénio, tem
surgido vérias alternativas. Uma delas, bastante estudada atualmente é o processo de oxidagédo

anaerdbia da amoOnia ou anammox.

Em relagdo aos  processos  convencionais de remocdo de  nitrogénio
(nitrificacdo/desnitrificacdo), o processo anammox traz uma economia de cerca de 90% nos
custos operacionais e 50% de reducéo de area requerida. As principais vantagens associadas a
oxidacdo anaerobia da amonia séo (GAO & TAO, 2011; JETTEN et al., 2009; ABMA et al.,
2007; VAN DER STAR et al., 2007):

(i) Nao é necessario fornecer uma fonte de carbono organico, ja que as bactérias utilizam a

amoOnia como doador de elétrons;

(if) N&o ha demanda de gastos energéticos para aeragdo, uma vez que 0 processo anammox é

anaerobio;

(iii) O processo é benéfico para o controle do efeito estufa, pois CO, ndo é gerado pelo
processo, mas é necessariamente consumido pelas bactérias. Além disso, o processo ndo gera
N.O. Tanto o CO; quanto o N,O, dois dos principais gases causadores do efeito estufa na

atmosfera, sdo gerados durante o processo de desnitrificacao heterotréfica.

(iv) A geracdo de lodo pode ser reduzida no processo anammox devido a baixa taxa de

crescimento dos organismos, o que promove reducdo de custos no gerenciamento do lodo.

(v) Tém sido reportadas cargas de nitrogénio removidas tdo altas quanto 10 kg N.m>.d™
(experimentos em escala plena) e 75 kg N.m>.d* (experimentos em escala laboratorial), cerca
de cinco a dez vezes maiores que a remocdo de nitrogénio pelos processos de

nitrificagdo/desnitrificagéo.

Uma das principais desvantagens do processo anammox estd associada a baixa taxa de
crescimento dos organismos, o que eleva consideravelmente o periodo de partida de reatores
anammox. No entanto, na medida em que essa tecnologia for difundida e mais reatores
anammox forem surgindo, esse deixard de ser um problema, uma vez que havera maior
disponibilidade de biomassa anammox que podera ser utilizada para a partida de novos

reatores (GAO & TAO, 2011). Outra relevante limitacdo do processo esta associada a
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necessidade de controle rigoroso do pH, da concentracdo de oxigénio dissolvido e do
fornecimento de nitrito em proporcBes estequiométricas para que a reagdo anammox possa
ocorrer (SCHEEREN et al., 2011).

Atualmente ndo é aconselhdvel a utilizacdo de lodo de estacdo de tratamento convencional
como indculo de reatores anammox em escala plena. Normalmente, o procedimento que vem
sendo realizado é a inoculacdo de reatores em escala plena com biomassa previamente
desenvolvida em reatores anammox que ja se encontram em operacdo (GAO & TAO, 2011).
Porém, esse procedimento muitas vezes dificulta a disseminacdo da tecnologia, j& que 0s
reatores anammox em escala plena existentes estdo situados na Holanda, Suica, Japéo,
Alemanha, Austria, China e Reino Unido, e o transporte da biomassa a partir desses paises
para outras localidades como o Brasil, por exemplo, € muitas vezes inviavel. Nesse sentido,
experimentos que tém como objetivo o cultivo e aumento da populacdo de bactérias anammox
sdo importantes para a obtencdo de biomassa disponivel e em quantidade suficiente para que
posteriormente possa ser usada como inoculo de reatores de maior escala, reduzindo assim,

seu tempo de partida.

Para a utilizacdo do processo anammox em escala plena é necessario que parte da amonia
afluente seja primeiramente oxidada a nitrito. Esse passo pode ser realizado em diferentes
reatores nos quais predominam a nitrificacdo parcial da amonia a nitrito. Pode-se citar 0s
reatores do tipo SHARON (Single Reactor System for High Ammonium Removal over Nitrite)
(VAN DONGEN et al., 2001; VAN DER STAR et al., 2007) e reatores nitrificantes com
biomassa granular (VAZQUEZ-PADIN et al., 2009a).

Outra possibilidade seria a realizacdo da nitrificacdo parcial e da oxidacdo anaerdbia da
amonia em um mesmo reator. Nesse caso sao fornecidas baixas concentracdes de oxigénio
que proporcionam condi¢des microaerdbias sob as quais bactérias oxidadoras de aménia sdo
capazes de oxidar parcialmente a amonia a nitrito, consumindo o oxigénio dissolvido do meio
e formando assim, varios nichos andxicos. Nesses nichos, as bactérias anammox podem se
desenvolver, consumindo o restante da aménia e utilizando o nitrito resultante da nitrificacdo
parcial, culminando na producdo de nitrogénio gasoso (VAZQUEZ-PADIN et al., 2010).
Estas reacGes podem ocorrer, por exemplo, em reatores do tipo OLAND - Oxigen Limitant
Autotrophic Nitrification Denitrification (KUAI & VERSTRAETE, 1998) e CANON -
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Complete Autotrophic Nitrogen Removal over Nitrite (THIRD et al., 2001; VAZQUEZ-
PADIN et al., 2009b).

O primeiro reator anammox em escala plena foi construido em Rotterdan (Holanda), em uma
estacdo de tratamento de 4guas municipais. O reator tem um volume de 70 m® e funciona em
combinacdo com um reator SHARON para o tratamento de licor amoniacal proveniente da
digestdo do lodo da estacdo, o qual possui concentracdo média de nitrogénio amoniacal igual
a 1200 mg.L® A biomassa anammox foi enriquecida a partir de lodo nitrificante
convencional, por isso a partida do reator demorou aproximadamente dois anos e meio, em
decorréncia do lento crescimento desses organismos. Durante o periodo de partida, a
conversdo simultanea de amonia e nitrito ndo foi observada, no entanto, a técnica da PCR em
tempo real foi muito importante para indicar que o crescimento da populacdo de bactérias
anammox estava acontecendo no interior do reator. Novecentos dias apds a partida do reator,
a atividade anammox foi iniciada. A carga méaxima de nitrogénio aplicada ao reator foi de 750
kg.d™, e a carga volumétrica superior a 10 kg N.m=.d™, sendo que o reator é capaz de
remover 90% a 95% do nitrogénio afluente (VAN DER STAR et al., 2007).

O sucesso da experiéncia com o primeiro reator anammox em escala plena resultou na
aplicacdo dessa tecnologia em algumas estacdes de tratamento ao redor do mundo. Até o
presente momento, doze reatores anammox em escala plena (volume igual ou superior a 58
m?®) estdo em operacéo, tratando diferentes tipos de efluentes com elevadas concentracdes de
nitrogénio amoniacal (GAO & TAO, 2011) (Tabela 3.3).
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TABELA 3.3 — Reatores em escala plena existentes no mundo (volume maior que 58 m®).

Temp_o de ] Volume Carga qle N Tipo de efluente
Local partida Inéculo m’) removida tratado
(meses) (KgN.d?

Licor amoniacal
36 Lodo nitrificante 70 500 proveniente da
digestdo de lodo

Rotterdan
(Holanda)

Lichtenvoorde

12 Biomassa anammox 100 325 Efluente de curtume
(Holanda)
Olburgen . Efluente de indUstria
(Holanda) 6 Biomassa anammox 600 1.200 de alimentos (batata)
Mie Prefecture 2 Biomassa anammox 58 220 -

(Japéo)

. . Biomassa anammox
Zurich (Suica) 6 + lodo nitrificante 1.400 625 -

St. Gallen Biomassa anammox
(Suica) ! + lodo nitrificante 300 108 i
Nledgrglatt 3 Biomassa anammox 160 56 -
(Suica)

<. Biomassa anammox
Strass (Austria) 30 + lodo nitrificante 500 250 -

Glarnerland

- 1,7 Biomassa anammox 400 250 -
(Suica)
Efluente de indUstria
Shangai (China) - Biomassa anammox  14.000 11.000 de alimentos
(glutamato)
Ptsea (Reino i Biomassa anammox 240 400 Efluente de aterro
Unido) + lodo nitrificante industrial
Hattingen i Biomassa anammox 102 102 Eflugnte de_ aterro
(Alemanha) industrial

Fonte: Adaptado de Gao e Tao (2011)

Experimentos utilizando reatores anammox em escala laboratorial, piloto ou plena se
mostraram eficientes para o tratamento de diversos tipos de efluentes industriais reais ou
sintéticos. O primeiro reator Anammox em escala real obteve sucesso no tratamento de licor
amoniacal proveniente de digestor de lodo, conforme discutido anteriormente (VAN DER
STAR et al., 2007).

Egli et al. (2003) verificaram, em um reator com biodiscos, remo¢do de amdnia por processo
anammox de um efluente de aterro sanitario que trata residuos industriais perigosos, em
Kolliken, Suica. O efluente do aterro possuia 100 a 400 mg.L™ de Carbono Organico Total
(COT). Dentre os compostos organicos neste efluente pode-se citar os hidrocarbonetos
clorados, fenois e anilina. A concentragdo de amonia no efluente variava entre 100 a 500

mg.L™ de N-NH,". O sistema de tratamento consistia de dois reatores com biodiscos, sendo
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que no primeiro havia a remocao de 88% da matéria organica presente no despejo. O efluente
deste primeiro reator continha essencialmente nitrogénio na forma de amonia, a qual era
removida no segundo reator (cerca de 70% de remocéo). Esta remocéo de amdnia no segundo
reator foi atribuida ao processo anammox, uma vez que a concentracdo de carbono organico
afluente néo era suficiente para que o processo de desnitrificacdo heterotrofica ocorresse. A
estrutura da comunidade microbiana no segundo reator foi investigada por meio da técnica de
FISH (Hibridac&o in situ fluorescente). Foi observada a presenca de bactérias oxidadoras de
amonia (Nitrosomonas e Nitrospira) na zona 6xica do biofilme. Nesse ambiente, as bactérias
nitrificantes eram responsaveis pela oxidacdo parcial da amoénia a nitrito. Na parte
imediatamente inferior, observou-se a presenca de bactérias filamentosas (dos grupos
Cytophaga e Flavobacterium), provavelmente auxiliando na estruturacdo do biofilme. E nas
camadas mais inferiores do biofilme, foi confirmada a presenca de bactérias anammox (do
género Candidatus “Kuenenia”), provavelmente devido as condicGes andxicas presentes.
Nesse ambiente, as bactérias anammox eram capazes de oxidar a amdnia a nitrogénio gasoso,
com o nitrito como aceptor de elétrons. A estrutura do biofilme sugerida pelos referidos

autores é apresentada na Figura 3.5.

NHs* NOg3~
HCO3" CO2
Oz N2
.:%’}_5 gﬁa B of . :0,-’:_.b @f® % __ — Nitrosomonas
ot .: o o '&&( ;f

éxica + l 302/__,/'\1 - /E_:;\; + > Nitrospira
4 k : NQJ~ Og‘:
\ D\ i % _)\ : /\__/ Cytophaga-

\\c" \// Flavobacterium
¥ B S M&\ Kuenenia
Hy* + NO,™ - N, + 2H,0

Suporte do biofilme

FIGURA 3.5 — Estrutura de biofilme formado em um reator com biodiscos para tratamento

de efluente de lixiviado de aterro sanitario.

Fonte: Egli et al. (2003)

O processo anammox foi estudado por Toh & Ashbolt (2002) para tratar efluente sintético de

coqueria, unidade da industria siderurgica, a qual produz despejos com altas concentracfes de
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amonia e fenol. Os organismos anammox foram capazes de remover nitrogénio do efluente,
mesmo na presenca de concentracdes de fenol de 330 mg.L™, sendo que a carga de nitrogénio
removida alcancou valores maximos de 62 mg N-NH,*. L™ .dia™. Esse estudo demonstrou que
0 processo anammox tem potencial para ser utilizado na remocéo bioldgica de nitrogénio de

efluentes com elevadas concentragdes de compostos toxicos como o fenol.

Molinuevo et al. (2009) aplicaram as bactérias anammox em escala laboratorial para o
tratamento de efluente de suinocultura. O processo anammox foi estudado para o pos-
tratamento deste tipo de efluente, sendo que 0 mesmo passava primeiramente por dois tipos de
reatores distintos: o primeiro era um reator UASB (Reator anaerdbio de fluxo ascendente e
manta de lodo), no qual o despejo de suinocultura era primeiramente digerido gerando
efluentes com valores de DQO iguais a 4,7 g.L™ e de N-NH,4" iguais a 3,78 g.L™". O segundo
promovia a oxidacdo parcial, tanto de matéria orgénica, quanto de nitrogénio amoniacal,
gerando efluentes com valores de DQO iguais a 2,42 g.L™" e de N-NH," de 0,67 g.L™. Os
autores verificaram que ambos os reatores tiveram bom desempenho na remocao de aménia,
com uma eficiéncia de 92% para o reator tratando efluente digerido inicialmente no reator
UASB e 98% para o reator tratando efluente apds a etapa de oxidagdo parcial. No entanto um
aumento nas cargas de DQO aplicadas, em ambos os sistemas, afetaram negativamente a

remocao de amdnia, inibindo totalmente o processo anammox.

Efluentes de indlstrias alimenticias também possuem em sua constituicdo elevadas
concentracdes de nitrogénio. Li-Dong et al. (2012) investigaram a capacidade da remocéo de
nitrogénio por processo anammox de um efluente de industria de glutamato monossédico, um
aminoacido extensivamente utilizado no setor alimenticio. Os efluentes desse tipo de indUstria
sdo caracterizados por possuirem concentracGes elevadas de DQO (podendo chegar a 30.000
mg.L™) e de nitrogénio amoniacal (chegando a 25.000 mg.L™), culminando, portanto em uma
baixa relacdo Carbono/Nitrogénio (C/N). Isso dificulta a utilizacdo de processos
convencionais para a remoc¢éo de nitrogénio (nitrificacdo/desnitrificagdo, por exemplo). Por
esse motivo, também nesse caso, a oxidagdo anaerébia da amonia representa uma boa
alternativa. Na pesquisa em questdo, primeiramente foi realizado o enriquecimento de
bactérias anammox a partir de trés diferentes lodos de indculos. Para isso trés reatores em
escala laboratorial (2 litros de volume) foram utilizados. O efluente industrial a ser tratado em
tais reatores continham concentracdes de amdnia e DQO variando entre 1500-2000 mg.L™ e

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

25



2000-2500 mg.L™?, respectivamente. No entanto, para este experimento, os despejos foram
diluidos cerca de 20 a 30 vezes, ficando com uma concentragdo em torno de 70 mg.L™ de
amonia. O nitrito foi adicionado ao reator, para possibilitar a oxidagdo anaerobia da aménia.
Apds 360 dias de cultivo, remocéo significativa da amonia foi observada nos trés reatores
avaliados, alcancando aos 420 dias eficiéncias médias de remocgdo de N-NH;" proximas a

70% em ambos os reatores.

O processo anammox também foi estudado recentemente para o tratamento de efluente de
indUstria farmacéutica na China (TANG et al., 2011a). A referida industria produz
antibioticos de uso veterinario e gera efluentes com elevada concentracdo de DQO e
nitrogénio amoniacal, porém baixa relacdo C/N. Além disso, os efluentes possuem um carater
toxico devido a presenca de antibioticos e compostos recalcitrantes. Os resultados obtidos
nesse estudo permitiram concluir que quando expostos por periodo prolongado de tempo a
substancias tdxicas a atividade de bactérias anammox € significativamente inibida, néo
satisfazendo assim, a exigéncia de biomassa no sistema para uma eficaz remocdo de
nitrogénio, levando a deterioracdo do sistema. No entanto, quando € adicionada biomassa
anammox exogena com elevada atividade ao sistema, 0 mesmo pode Sse recuperar,
melhorando assim, o desempenho da remocao de nitrogénio. Assim, esse estudo desenvolveu
um processo, que foi denominado Anammox-SBA (Anaerobic ammonium oxidation -
Sequential biocatalyst), que consistia de um reator anammox convencional de alta taxa
seguido por um biocatalisador sequencial (no qual foi adicionada biomassa anammox granular
com elevada atividade). Esse processo, foi capaz de remover uma carga de nitrogénio igual a
9,4 Kg N.m>.d* do despejo industrial farmacéutico, gerando um efluente com concentracdes
menores que 50 mg.L™?, valor que atende aos padrdes de lancamento desse poluente para

indUstrias farmacéuticas na China, local onde o estudo foi conduzido.

Nota-se um crescente interesse na aplicacdo do processo anammox para O tratamento de
efluentes industriais, devido as caracteristicas Unicas desses microrganismos, que conferem a
eles grandes vantagens em relacdo a outros organismos utilizados em técnicas convencionais
de tratamento. No entanto, os efluentes industriais geralmente possuem constituicdo muito
complexa, podendo conter ampla variedade de compostos tdxicos, os quais podem inibir o
processo anammox. Por isso, 0 estudo dos compostos que podem exercer um possivel efeito

inibidor na atividade das bactérias anammox torna-se muito importante, para que se possa
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compreender as limitagdes inerentes a utilizacdo do processo e, com isso, buscar formas de

aperfeicoa-lo a fim de possibilitar sua aplicacdo em larga escala ao redor do mundo.
3.4 Compostos que exercem efeito toxico sobre a atividade anammox

Uma variedade de compostos comumente presentes em efluentes, principalmente industriais,
podem exercer efeito inibidor sobre o processo anammox. Dentre esses compostos, é possivel
citar os proprios substratos utilizados por esses microrganismos (amdnia e nitrito), em
concentracdes elevadas, fosfatos, sulfetos, metais pesados, antibidticos, matéria organica
(glicose, formato, sacarose, propionato) e matéria organica toxica (fenois, por exemplo) (JIN
etal., 2012).

Efluentes industriais como liquido de digestor de lodo, lixiviado de aterros sanitario e de
residuos industriais, efluente de industria alimenticia, de inddstria de producdo de
fertilizantes, de coqueria, entre outros, contem elevadas concentragdes de amonia em sua
constituicdo (VAN DER STAR et al., 2007; EGLI et al., 2003; LI-DONG et al., 2012; TOH
& ASHBOLT et al., 2002; JIN et al., 2012). O ion amdnio € um dos substratos utilizados
pelas bactérias anammox. E por meio da oxidagio deste composto que esses microrganismos
obtém energia para seu crescimento. E reportado na literatura, que o nitrogénio amoniacal em
concentracdes elevadas pode inibir a atividade de bactérias anammox. Porém, ndo ha um
consenso sobre a faixa de concentracdo de nitrogénio amoniacal inibitoria ao processo

anammeox.

A inibicdo por aménia é geralmente atribuida a presenca da forma ndo protonada desse
composto (NHs). Isso porque o ion aménio (NH,") ndo se difunde com facilidade através da
membrana lipidica da célula bacteriana, no entanto a aménia na forma livre pode se difundir
mais facilmente (KADAM & BOONE, 1996 apud JIN et al., 2012). Em solucdes aquosas, ha
um balanco quimico entre as formas de amonia que esta intrinsecamente relacionado ao pH

do meio (Equacédo 3.12).
NH; + H" >NH,* (Eq. 3.12)

Quando o pH se eleva, o equilibrio da reacdo desloca-se para a esquerda, favorecendo a
presenca de NHs (pH=9,5, 50% na forma de NHz e 50% na forma de NH;"; pH>11,

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

27



praticamente toda amonia na forma de NH3). Quando o pH estd em torno da neutralidade,
praticamente toda a amonia esta na forma de NH;* (VON SPERLING, 2005). Dessa forma,
quando o pH intra e extracelular sdo diferentes, as concentracdes de amonia intra e
extracelulares também sdo diferentes. Assim, haverd a formacdo de um gradiente de
concentracdo que ira conduzir a difusdo de formas ndo ionizadas de amonia para dentro da
célula. Isso fard com que haja uma mudanga no pH intracelular, neutralizando o potencial de
membrana da célula bacteriana, podendo levar & morte da mesma (MARTINELLE et al.,
1996). Um dos fatores que pode controlar a inibicdo por amdnia em reatores anammox,
portanto, seria 0 controle cuidadoso do pH, que deve ser mantido entre 6,7 e 8,3, faixa 6tima

para o crescimento desses microrganismos (STROUS et al., 1999b).

Dapena-Mora et al. (2007) verificou que quando uma cultura de bactérias anammox foi
submetida a uma concentracdo de N-NH," igual a 770 mg.L™ a atividade anammox foi inibida
em 50%, no entanto a inibicdo foi atribuida a forma nédo ionizada desse composto (NH3).
Fernandez et al. (2012) investigaram os efeitos da exposicdo de bactérias anammox a amonia
a curto (testes realizados em frascos em batelada) e a longo prazo (testes em um reator em
batelada sequencial). Os resultados obtidos nos testes realizados a curto prazo evidenciaram
inibicdo da atividade quando a concentragdo de amonia na forma livre foi igual a 38 mg N-
NHs.L™. J4 nos testes a longo prazo, obteve-se uma instabilidade da performance do RBS
quando a concentracdo de N-NH; atingiu valores de 25 mg.L™, sendo que a remocdo de
amonia foi totalmente inibida quando a concentragdo chegou a 35-40 mg N-NHz.L™
Carvajal-Arroyo et al. (2013) investigaram a inibicdo por NH," sob biomassa anammox
cultivada na forma granular e suspensa e 0s resultados obtidos demonstraram que
concentracdo igual a 44 mM (660 mg.L™) causaram inibicdo de 16% e 34%, na biomassa

granular e em suspensao, respectivamente.

A inibicdo do processo anammox por nitrito (NO;) também tem sido estudada. O nitrito é um
substrato utilizado pelas bactérias que oxidam a amonia anaerobiamente, servindo como
aceptor final de elétrons na reagdo. Varios estudos reportam que a concentracao de nitrito &
critica para a estabilidade do processo anammox e, assim como no caso do substrato aménia,
as concentracOes inibitorias encontradas nos diferentes estudos sdo bastante varidveis, de
acordo com as diferentes condicbes experimentais e modos de operacdo dos reatores

anammox (JIN et al., 2012). Segundo Zhu et al. (2008) as concentragdes inibitdrias de nitrito
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variam em funcdo da espécie de bactéria cultivada e das caracteristicas da biomassa (se cresce
dispersa ou em forma de granulos), do tipo de reator, do tipo de alimentacéo e das condic¢des
fisico-quimicas oferecidas ao processo. Strous et al. (1999b), estudando a fisiologia das
bactérias anammox em um RBS verificaram que concentracdes de NO, acima de 100 mg.L™
inibiram completamente o processo, no entanto, a atividade foi recuperada apos a adicdo de
intermediérios da reacdo anammox (hidroxilamina e hidrazina) ao reator. Uma concentracdo
inibitoria maior foi encontrada por Egli et al. (2001), os quais encontraram valores iguais a
185 mg.L™" de N-NO, inibindo completamente a atividade anammox. Dapena-Mora et al.
(2007), em estudos utilizando frascos em batelada verificaram que 50% da atividade
anammox foi perdida quando essas bactérias foram submetidas & concentra¢fes de nitrogénio
nitroso iguais a 350 mg.L™. Concentraces de NO,™ iguais a 10,8 mM (496,8 mg.L™) e 13,2
mM (607,2 mg.L™) foram requeridas para inibir 50% da atividade de biomassa anammox
cultivada em suspensdo e na forma granular, respectivamente, em estudos conduzidos por
Carvajal-Arroyo et al. (2013). Neste estudo, concentraces acima de 15,1 mM (690 mg.L™)
deste composto inibiram completamente o processo.

A inibicdo do processo anammox por nitrito é associada ndo ao ion nitrito (NO3)
propriamente dito, mas ao &cido nitroso (HNO;). Como no caso da aménia, 0 pH também
afeta o equilibrio NO, 7/ HNO," em um meio liquido. Para que se alcance o sucesso durante a
utilizacdo do processo anammox, portanto, a concentracdo de HNO, também deve ser
controlada por meio do controle do pH (JIN et al., 2012) . Ferndndez et al. (2012)
investigaram os efeitos da exposicdo a curto e longo prazo do nitrito sobre a atividade
anammox, porém em termos de acido nitroso livre (medindo a concentracdo de N-HNO;"). No
experimento, em que foi utilizado um RBS, concentracdes acima de 1,5 pg de N-HNO,".L™
causou a perda da eficiéncia na remocdo de amonia e a desestabilizacdo do sistema. No
entanto, quando a concentragdo de N-HNO, voltou a ser igual a 0,5 pg.L™ houve a

recuperacdo do sistema.

Os fosfatos e os sulfetos sdo compostos inorganicos que também podem inibir a reacdo
anammox. No caso dos fosfatos, foi observada inibicdo de 50% da atividade anammox sob
concentracdes iguais a 20mM (1,9 g.L™). Vale ressaltar que essa concentragdo é maior, do
que as comumente encontradas em efluentes industriais (DAPENA-MORA et al., 2007). N&o

obstante, ja foi observada inibicdo completa do processo anammox em concentragdes mais
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baixas de fosfato, 5 mM (475 mg.L™) (VAN DE GRAAF et al., 1996). No caso dos sulfetos,
concentracdes entre 1 e 2 mM (96-192 mg.L™") causam inibicdo de 60% na atividade
anammox, e quando alcancam 5 mM (480 mg.L™) sdo capazes de inibir totalmente o processo
(DAPENA-MORA et al., 2007).

Os metais pesados podem se acumular nos organismos, causando efeitos t6xicos nos mesmos.
Alguns tipos de efluentes industriais, como os lixiviados de aterros sanitarios e industriais
possuem metais pesados em sua constituicdo, por esse motivo, uma compreensao mais clara
acerca da inibicdo de bactérias anammox por esses compostos poderia auxiliar no tratamento
desse tipo de efluentes utilizando esses microrganismos. Van de Graaf et al. (1995)
verificaram que concentragBes iguais a 271 mg.L™* de HgCl, foram capazes de inibir
completamente 0 processo anammox. As concentragdes inibitdrias do cobre (Cu) ao processo
anammox também ja foram testadas experimentalmente e os resultados demonstraram que
36% da atividade anammox é perdida quando essas bactérias sdao submetidas a concentracao
de cobre igual a 10 mg.L™* (YANG & JIN, 2012). No entanto, os estudos com esse tema,

ainda sdo raros na literatura.

O efeito de alguns antibidticos na inibicdo do processo anammox também ja foi investigado.
Os antibidticos sdo extensivamente aplicados para o tratamento de doencas humanas e
animais e podem ser encontrados nos ambientes aquaticos como aguas superficiais e
subterraneas e em estacOes de tratamento de efluentes. Em estudo conduzido por Van de
Graaf et al. (1995) foram adicionados em reatores anammox 0s antibiéticos Penicilina (100
mg.L™), Cloranfenicol (200 mg.L™) e Ampicilina (800 mg.L™), os quais foram capazes de
promover a inibicdo de 36%, 98% e 94% da atividade anammox, respectivamente. A
oxitetraciclina, bastante utilizada para o tratamento de doencas em suinos, e portanto, presente
em efluentes de suinocultura, também foi investigada e verificou-se que concentracdes de 500
mg.L™ foi capaz de inibir 37% da remoc&o de amdnia por processo anammox (YANG & JIN,
2012).

Compostos organicos estdo presentes em praticamente todos os tipos de efluentes, e
comprovadamente promovem efeitos adversos a atividade de microrganismos anammox
(GUVEN et al., 2005; CHAMCHOI et al., 2008; MOLINUEVO et al., 2009). Giiven et al.
(2005) observou inibicdo completa e irreversivel da atividade anammox por metanol em

concentragdes tdo baixas quanto 0,5 mM. Chamchoi et al. (2008) investigando
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simultaneamente a ocorréncia de reacdo anammox e desnitrificacdo em reatores do tipo
UASB, verificaram que o aumento gradativo da concentracdo de DQO inibiu gradualmente a
atividade de bactérias anammox, favorecendo concomitantemente a atividade de bactérias
desnitrificantes. Observou-se, nesse estudo que concentracdes de DQO acima de 300 mg.L™
sdo capazes de inibir totalmente a reacdo anammox. Resultados semelhantes foram obtidos
por Molinuevo et al. (2009), no qual efluentes de suinocultura com concentra¢ées de DQO
variando de 237 mg.L™" a 290 mg.L™ inibiram a remocdo de amdnia em reatores anammox,

aumentando a atividade de organismos desnitrificantes.

Sabe-se que a inibicdo do processo anammox por matéria organica pode ocorrer devido a
inativagdo enzimatica, podendo ser irreversivel, levando a morte celular (GUVEN et al.,
2005). Outro mecanismo proposto é a competicdo pelo aceptor de elétrons (nitrito) entre
bactérias anammox, que sdo autrotroficas, e bactérias heterotroficas desnitrificantes. Ou seja,
para que o composto organico possa ser oxidado por bactérias desnitrificantes em condicgdes
anoxicas, o ion nitrito, sera consumido por esses microrganismos. Como as bactérias
heterotroficas sdo capazes de crescer mais rapidamente em relacdo as autotroficas, acabam
por eliminar as bactérias anammox na competicdo, inibindo dessa maneira, sua atividade
(CHANCHOI et al., 2008; GUVEN et al., 2005; MOLINUEVO et al., 2009; LACKNER et
al., 2008).

Dentre 0s compostos organicos existem aqueles possuem toxicidade elevada e sdo de dificil
biodegradabilidade, como por exemplo, os fendis (JIN et al., 2012). O fenol é tdxico aos
microrganismos, uma vez que é capaz de romper a membrana lipidica da célula bacteriana,
conduzindo a morte celular (VAN SCHIE & YONG, 2000 apud OMENA, 2008). Vérios
tipos de efluentes industriais contem concentracfes expressivas de fendis em sua constituicdo.
Esses compostos sdo frequentemente encontrados em efluentes da inddstria de celulose e
téxtil, industria petroquimica e refinarias de petrdleo, industria farmacéutica e em efluentes
das unidades de coqueria da industria siderargica (JIN et al., 2012; TOH & ASHBOLT, 2002;
COLLINS et al., 2005). A inibigdo do processo anammox por fenois é tratada com maiores

detalhes no item 3.5 do presente trabalho.

A Tabela 3.4 apresenta, resumidamente, as concentracfes inibitérias de alguns compostos ja

estudados sobre a atividade de bactérias anammox.
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TABELA 3.4 — Concentragdes inibitorias de alguns compostos sobre a atividade anammox

Composto Concentragao Efeito Referéncia
(ng.L-1)
N-NOy 100 Inibicdo completa Strous et al. (1999b)
N-NOy 185 Inibicdo completa Egli et al. (2001)
N-NOy 350 Inibicdo 50% de atividade Dapena-Mora et al. (2007)
N-NOy 274 Inibicdo Kimura et al. (2010)
N-NO, 280 Inibicdo Isaka et al. (2007)
NO, 690 Inibicdo completa Carvajal-Arroyo et al. (2013)
N-NH,* 770 Inibicdo de 50% da atividade Dapena-Mora et al. (2007)
NH," 660 Inibicdo de 16 a 34% da atividade Carvajal-Arroyo et al. (2013)
N-NH; 35-40 Inibicdo Fernandéz et al. (2012)
Fosfatos 1900 Inibicdo de 50% da atividade Dapena-Mora et al. (2007)
Fosfatos 475 Inibicéo Van de Graaf et al. (1996)
Sulfetos 96-192 Inibicdo de 60% da atividade Dapena-Mora et al. (2007)
HgCl, 271 Inibicdo Van de Graaf et al. (1995)
Cobre (Cu) 10 Inibicéo de 36% de atividade Yang & Jin (2012)
H,S 0,34-1,02 Inibicdo de 50% da atividade Carvajal-Arroyo et al. (2013)
Penicilina 100 Inibicdo de 36% da atividade Van de Graaf et al. (1995)
Cloranfenicol 200 Inibicdo de 98% da atividade Van de Graaf et al. (1995)
Ampicilina 800 Inibicdo de 94% da atividade Van de Graaf et al. (1995)
Oxitetraciclina 500 Inibicdo de 37% da atividade Yang & Jin (2012)
Metanol 1,6 Inibicdo completa Guven et al. (2005)
DQO 300 Inibicdo Chamchoi et al. (2008)
DQO 237-290 Inibicdo Molinuevo et al. (2009)
Fenol 50-550 Inibigéo Toh & Ashbolt (2002)

3.5 Inibi¢c&o do processo anammox por fenois

O fenol é também conhecido como é&cido carboxilico, hidroxibenzeno, é&cido fénico,
oxibenzeno, é&cido fenilico, benzenol ou alcool fenilico. Este composto forma cristais
translucidos em forma de agulha quando estd em sua forma pura e torna-se rosa ou vermelho
quando impurezas estdo presentes. Sua formula molecular é CgHgO e sua estrutura quimica é

apresentada na Figura 3.5 (NCBI, 2013; http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary).
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OH

FIGURA 3.6 — Formula estrutural do fenol

Os fenois constituem uma importante classe de contaminantes ambientais pela sua presenca
em muitos tipos de efluentes industriais (refinarias, industrias petroquimicas, inddstrias
siderurgicas — coquerias, entre outros). Embora seja biodegradavel por via aerdbia e
anaerdbia, o fenol é toxico para a maioria dos microrganismos, principalmente para 0s nao
aclimatados, sendo que até mesmo baixas concentragdes, iguais a 10 mg.L™ é capaz de causar
inibicdo. Ademais, o fenol pode ser toxico até mesmo para microrganismos que o utilizam
como substrato, podendo causar sérios problemas em estacGes de tratamento de efluentes
(PASSOS et al., 2009).

Os estudos sobre a inativacdo do processo anammox por compostos organicos tdéxicos como
os fenois sdo ainda escassos na literatura. Toh & Ashbolt (2002), enriqueceram com sucesso
bactérias anammox a partir de lodo ativado de estacdo de tratamento de esgotos municipal e
adaptaram a cultura a um efluente sintético de coqueria com concentracdes crescentes de
fenol. A concentracéo de fenol foi gradualmente aumentada de 50 mg.L™ até 550 mg.L™ e a
atividade anammox foi inibida em varios momentos durante o experimento de adaptacdo, o
que foi evidenciado pelo aumento do consumo de nitrito em relacdo a aménia, que era
proximo a 1:1,1 inicialmente e chegou a 1:3,0 em alguns momentos, indicando que o
consumo de nitrito estava acontecendo por outras vias, que ndo a anammox. A atividade das
bactérias anaerdbias oxidadoras de amonia foi sendo recuperada, a medida que a cultura foi se
adaptando ao fenol, voltando a remover amonia e nitrito em propor¢des proximas as da reacao
anammox. Ao final do experimento, concluiu-se que o consércio enriquecido foi capaz de
remover uma carga de N-NH," igual a 62 mg.L™.d*, mesmo sob concentracdo de fenol igual
a 330 mg.L™. Esse estudo demonstrou que o processo anammox tem potencial para ser
utilizado na remocdo bioldgica de nitrogénio de efluentes com elevadas concentracfes de
compostos organicos toxicos como o fenol. Entretanto, foi necessaria uma adaptacéo a longo

prazo da cultura microbiana ao efluente contendo fenol.
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Estudo realizado por Yang & Jin (2012) avaliou o efeito inibitério conjunto de fenol mais
sulfeto e fenol mais cobre sobre culturas de bactérias anammox. Os autores concluiram que o
efeito do fenol em conjunto com o sulfeto é sinérgico, ou seja, a soma dos efeitos individuais
dos dois inibidores foi menor do que o efeito combinado dos mesmos. Ja no caso da
combinacédo fenol mais cobre, observou-se que a inibicdo foi dependente do fenol: quando a
concentracdo de fenol foi igual a 300 mg.L™, ocorreu um efeito antagonista, ou seja, o efeito
inibitorio dos dois compostos em conjunto foi menor que a soma dos efeitos individuais dos
dois compostos testados; quando a concentracéo de fenol foi igual a 75 mg.L™, houve efeito
sinérgico. Esse estudo foi importante, uma vez que alguns tipos de efluentes, como os da
indUstria petroquimica possuem fendis e sulfetos em sua constitui¢do, assim como efluentes
de coqueria de industrias siderurgicas possuem fenois e cobre. Dessa forma, a investigacao de
como 0s compostos toxicos em conjunto influenciam a atividade de bactérias anammox é
importante quando se pensa na aplicacdo deste processo para a remoc¢édo de nitrogénio desses

efluentes industriais.

Yang et al. (2013) realizaram um estudo sobre o efeito do fenol sobre a atividade anammox a
curto prazo (utilizando testes em batelada) e a longo prazo (utilizando reator UASB contendo
biomassa granular anammox). Esse estudo permitiu a observagao das mudancas ocorridas nos
granulos anammox sob estresse devido ao fenol e, ainda, foram estudadas as estratégias de
controle para recuperacdo da eficiéncia do processo ap0s a supressdo da atividade anammox
devido a exposicdo ao fenol. No experimento realizado a curto prazo, utilizando frascos em
batelada, foram inoculadas concentracdes de fenol variando de 0 a 850 mg.L™. Observou-se
que a remocao de N-NO,", N-NH," e nitrogénio total decresceu gradualmente, & medida que a
concentracdo de fenol aumentou, sendo que houve perda de 50% da atividade anammox

quando a concentragdo de fenol atingiu 678,2 mg.L™.

Nos testes realizados a longo prazo, em que fenol foi aplicado a um reator UASB contendo
biomassa granular anammox, foi possivel observar que 50 mg.L™ de fenol foi suficiente para
desestabilizar o reator. Apos 11 dias de exposicdo a essa concentracdo de fenol, a carga de
nitrogénio removida, a qual era de 13,9 kg N m™ d™ antes da exposicdo a esse composto,
decresceu para 1,5 kg N m™ d*, correspondendo a uma reducdo na remocdo de nitrogénio
igual a 89,2%. Com intuito de aclimatar os microrganismos ao fenol, a concentracdo desse

composto foi reduzida no reator e, aos 87 dias de operagédo, quando a concentracédo de fenol

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

34



era igual a 12,5 mg.L™, o desempenho do reator na remocéo de nitrogénio foi recuperada,
alcancando cargas de nitrogénio removidas iguais a 12,7 kg N m™ d™. Apés essa recuperacéo,
a concentracdo de fenol foi novamente aumentada para 50 mg.L™, e dessa vez, houve reducéo
da eficiéncia de remocdo de nitrogénio, porém em niveis muito menores, de apenas 6,3%, ou
seja, a carga de nitrogénio removida diminuiu para 11,9 kg N m™d™. Isto demonstrou que um
longo periodo de aclimatacdo sob baixas concentragdes de fenol pode aumentar a tolerancia
de bactérias anammox a esse composto (Yang et al., 2013).

Outro aspecto estudado por Yang et al. (2013) foi a alteracdo das caracteristicas da biomassa
granular anammox apds o estresse devido a exposi¢cdo ao fenol. Os autores reportaram que 0
fenol alterou as propriedades de sedimentacdo do lodo, sendo que a biomassa contida no
reator alimentado com fenol (R1) apresentou menor velocidade de sedimentacdo (vs) em
relacdo ao reator controle (R2; ndo alimentado com fenol). Observou-se também uma maior
quantidade de lodo saindo com o efluente no R1. Os autores reportaram que isso pode ter
ocorrido devido a lise de células, e também devido a maior fragilidade da estrutura dos
granulos presentes neste reator, que foram facilmente fragmentados, e tiveram suas Vs

diminuidas em decorréncia do estresse pela alimentagdo com fenol.

Apesar da grande importancia de trabalhos que avaliem o efeito do fenol sobre processo
anammox, uma vez que esses compostos se encontram presentes em varios tipos de efluentes
industriais, as investigacdes acerca desse tema ainda sdo raras. Além disso, ainda nao foi
reportado qual o efeito desse composto na comunidade microbiana desenvolvida em reatores
com atividade anammox. Esse tipo de estudo pode contribuir para otimizar a aplicacdo do
processo anammox no tratamento de efluentes que contenham fendis e nitrogénio amoniacal

em elevadas concentracoes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Operacao do reator em batelada sequencial (RBS)

4.1.1 Caracteristicas e modo de operacdo do RBS

O enriquecimento e cultivo de bactérias anammox foram realizados em um reator de mistura
completa operado em bateladas sequenciais. O RBS era de vidro, possuia volume total de 3 L
e volume de trabalho de 2 L, sendo equipado com sondas de temperatura, oxigénio dissolvido,
sondas de nivel e pH (Benchtop Fermentor & Bioreactor BioFlo®/CelliGen® 115, New
Brunswick). Nas Figuras 4.1 e 4.2 encontram-se, respectivamente, a representacdo

esquematica e uma foto do reator utilizado no presente estudo.

Bomba
Entrada

Gas
N ® | |

Bomba
Saida

Jaqueta
= g

d’agua

+«—— Chapa aquecedora

FIGURA 4.1 — Representagdo esquematica do RBS utilizado para o enriquecimento e cultivo
de bactérias anammox. (pH) Sensor de pH; (T) Sensor de Temperatura; (OD) Sensor de

oxigénio dissolvido
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FIGURA 4.2 — RBS utilizado para o enriqguecimento e cultivo de bactérias anammox

A temperatura no interior do reator foi mantida a 35 °C e o pH permaneceu em torno de 7,5.
O pH era ajustado sempre que necessario utilizando solugcdes de NaOH (0,5M) e H,SO4 (1M).
O reator era protegido da luz para evitar o crescimento de algas, as quais podem competir com
as bactérias anammox pelo nitrogénio do meio. Ao RBS foi acoplada uma bolsa de gas
contendo nitrogénio a fim de manter a anaerobiose no interior do reator. Sempre que

necessario gas nitrogénio era adicionado no interior do liquido e no headspace do reator.

O reator foi monitorado durante um periodo de 423 dias (dezembro de 2011 a janeiro de
2013). Foram definidos dois ciclos diarios de operacdo do reator, um curto (oito horas) e um
longo (dezesseis horas) e essa condicdo foi mantida durante a maior parte do experimento.
Cada ciclo foi dividido em quatro etapas: (i) periodo de sedimentacdo, onde a agitacdo era
interrompida para que a biomassa pudesse sedimentar; (ii) periodo de retirada de meio, em
que o efluente do reator era retirado e coletado; (iii) periodo de alimentacdo, onde o meio
afluente era bombeado para dentro do reator e a agitacdo era restabelecida; (iv) periodo de
reacao, que consistiu no tempo em que a biomassa permaneceu reagindo com o meio afluente
sob agitacdo continua. A duragédo de cada periodo variou ao longo do experimento, entretanto,
na Figura 4.3 é apresentado um diagrama evidenciando a duracdo da cada periodo que

predominou na maior parte do experimento.
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FIGURA 4.3 — Diagrama dos ciclos de operacéo do RBS evidenciando a duracdo de cada

periodo predominante na maior parte do experimento

Ao longo do experimento foram testados diferentes tempos de detencéo hidraulica (TDH) no
RBS, conforme especificado na Tabela 4.1. No 90° dia de operacdo do reator, quando o TDH
era de 44 horas, observou-se o inicio da atividade anammox. Por esse motivo, esse TDH foi
mantido até 290 dias. Posteriormente, com intuito de aumentar a carga de nitrogénio aplicada
ao reator, sem alterar a concentracdo de nitrito e amonia afluente, o TDH foi diminuido para

24 horas, sendo que essa condi¢cdo permaneceu até o final do experimento.

TABELA 4.1 — Tempos de detencéo hidraulica do RBS ao longo do tempo de operacao

Dias de operacéo TDH (horas)
1-13 48
14-85 40
86-290 44
291-423 24

4.1.2 Inbculo

O lodo utilizado como in6culo para o enriquecimento de bactérias anammox foi proveniente
de um sistema de lodos ativados convencional da Estacdo de Tratamento de Esgotos do
Ribeirdo Arrudas (ETE Arrudas) operada pela Companhia de Saneamento de Minas Gerais
(COPASA). A ETE Arrudas trata os esgotos sanitarios de Belo Horizonte-MG, e de parte da
cidade de Contagem-MG, atendendo a uma populacdo equivalente a um milh&o de habitantes

(http://www.copasa.com.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=31).
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A escolha do in6culo foi baseada em estudo previamente realizado por Aradjo et al. (2011),
em que foi obtido sucesso no enriquecimento de bactérias anammox em reator em batelada
sequencial a partir de amostras derivadas do mesmo sistema de lodos ativados da ETE
Arrudas. O lodo de inoculo foi coletado na linha de recirculacdo dos decantadores

secundarios, os quais compdem o sistema de lodos ativados convencional da estacao.

Foram coletados aproximadamente cinco litros de lodo e transportados até o Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde uma aliquota foi retirada para analise
de Solidos Totais Volateis (STV), segundo metodologia descrita no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). Outra aliquota do lodo foi coletada e

preservada para a caracterizacdo microbioldgica por meio de técnicas de biologia molecular.

Quatro litros de lodo, com concentracéo de 3,1 g STV.L™ foram centrifugados a 4.000 rpm
por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento remanescente foi adicionado a
um frasco tipo schot contendo dois litros de meio de cultura autotréfico utilizado para o
enriquecimento de bactérias anammox, que serd detalhado no item 4.1.3. Porém os substratos
amonia e nitrito ndo foram adicionados a esse meio. Isso resultou em uma concentracao final

inoculada de 6,2 g STV.L™ de meio de cultura anammox.
4.1.3 Meio de cultura utilizado no enriguecimento de bactérias anammox

Para o enriquecimento e cultivo das bactérias anammox foi utilizado um meio de cultura
mineral e autotrofico (VAN DE GRAAF et al., 1996; DAPENA-MORA et al., 2004). O meio
de cultura continha amobnia e nitrito como Unicos doador e aceptor de elétrons,
respectivamente. Carbonato foi usado como Unica fonte de carbono. A composicdo completa
do meio de cultura encontra-se detalhada nas Tabelas 4.2 e 4.3.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

39



TABELA 4.2 — Composi¢do do meio mineral autotréfico

Componentes Concentraco (g.L ™)
NH,CI Variavel
NaNO, Variavel
KHCO; 0,5
KH,PO, 0,027
CaCl,, 2H,0 0,18
MgSO,.7H,0 0,3
Solucdo de micronutrientes | 1,0mL
Solucdo de micronutrientes Il 1,25 mL

Fonte: Dapena-Mora (2004) e Van de Graaf (1996)

TABELA 4.3 — Composigéo das solu¢des de micronutrientes

Concentracdo (g.L™") Concentracéo (g.L ™)

Componentes ~ »
para a solucéo | para a solucéo Il

Na,EDTA.2H,0 6,25 15,0
FeSO, 6,25 -

ZnS04.7H,0 - 0,43
CoCL,.6H,0 - 0,24
MnCl,.4H,0 - 0,99
CuS04.5H,0 - 0,25
NaMo00,.2H,0 - 0,22
NiCl,.6H,0 - 0,19
Na,SeO; - 0,08
HsBO, - 0,014

Fonte: Dapena-Mora (2004)

As concentracdes iniciais de N-NO, e N-NH,4" afluentes foram de aproximadamente 20 mg.L"
. Ap6s a identificacdo de atividade anammox no RBS, com consumo simultaneo desses
compostos na proporgao estequiométrica da reacdo anammox (1,32 mol de N-NO;": 1 mol de
N-NH4"), as concentragbes de aménia e nitrito foram aumentadas gradativamente. A
concentracdo de nitrito maxima afluente ao RBS foi proxima de 160 mg.L™ e a de aménia 170
mg.L™, quando observou-se perda de eficiéncia na remogdo de nitrogénio. Por esse motivo as
concentracdes afluentes foram reduzidas para valores préximos a 90 mg.L™ de nitrito e
amonio até o final do experimento, conforme sera apresentado e discutido no item Resultados

e Discusséao.

Ao meio de cultura era adicionado gas nitrogénio a fim de expulsar o oxigénio dissolvido e
propiciar condi¢des anaerdbias no interior do frasco. O nitrogénio era adicionado durante 15
minutos no interior do meio e 5 minutos no headspace do frasco. O pH do meio de cultura era
sempre ajustado, com solucdes de NaOH (0,5M) e H,SO,4 (1M), para que ficasse entre 7,2 e
7,8.
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4.1.4 Avaliacéo do efeito de concentragdes crescentes de fenol no processo anammox

A partir do 336° dia de operacéo iniciou-se a adi¢do de fenol ao reator a fim de avaliar se esse
composto exerceria algum efeito toxico sobre o processo e a atividade das bactérias
anammox. O fenol era adicionado com auxilio de seringas de 60 mL de volume por meio de
um septo localizado na parte superior do RBS durante o ciclo longo. Volumes variéveis de
uma solugdo concentrada de fenol (1 g.L ™) eram adicionados para que as concentracdes finais
desejadas no interior do reator fossem alcancadas. As concentracdes iniciais de fenol no
interior do reator foram iguais a 10 mg.L™ e semanalmente, estas concentragdes foram sendo

aumentadas, de acordo com as informagdes descritas na Tabela 4.4.

TABELA 4.4 — Concentragdes de fenol inoculadas no RBS durante o experimento de

alimentacéo com fenol.

. . Concentracao de fenol no Volume da solucao de fenol concentrada
Semana  Dias de operagao

interior do RBS (mg.L™) (1 g.L™) adicionado ao RBS (mL)
1 336-342 10 20
2 343-349 25 50
3 350-356 50 100
4 357-363 100 200
5 364-370 200 300
6 371-377 300 600

Ao final do ciclo longo de operacdo do RBS uma aliquota do efluente era coletada e eram
analisados os pardmetros N-NO, e N-NH4", bem como a relagdo de consumo N-NO/N-
NH,*, a fim de avaliar se estava ocorrendo alteragdes tanto na eficiéncia de remocgio de
nitrogénio quanto na razdo estequiométrica de consumo de nitrito /aménia caracteristica do

processo anammaox.

Para avaliar se as diferentes concentrac@es de fenol testadas tiveram algum efeito significativo
na eficiéncia do processo e se houve alteracdo da razdo estequiométrica de consumo de
nitrito/amonia, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis para comparagdo entre medianas (0=5%),
seguido de teste de comparacdo multipla entre medianas (a=5%), para 0s casos em que houve
diferenca significativa entre as medianas no teste Kruskal-Wallis. Para isso utilizou-se o

software Statistica 8.
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Considerou-se como controle (referéncia da remoc¢édo de nitrogénio pelo processo anammox
no RBS) um periodo de operacdo precedente a alimentagdo com fenol (291 até 335 dias), em
que a concentracdo afluente deste composto era nula. Este periodo foi considerado para a
comparacdo realizada, porque nele prevaleceram condi¢fes de operacdo semelhantes as
utilizadas durante o periodo de alimentacdo do reator com fenol. As condicdes operacionais
do RBS durante os testes de alimenta¢do com fenol consistiram de concentracfes afluentes de
amonio e nitrito proximas a 90 mg.L™* e 118 mg.L™, respectivamente, temperatura igual a 35

°C, agitacdo igual a 70 rpm e TDH igual a 24 horas.

ApoOs a sexta semana de alimentacdo do reator com fenol, observou-se diminuicdo da
atividade anammox no RBS e, por esse motivo, optou-se por interromper a alimentacdo com
este composto para que a cultura de bactérias ndo fosse inibida de maneira irreversivel (como

discutido no item Resultados e Discusséo).
4.2 Andlises fisico-quimicas
4.2.1 Andlise de solidos totais (ST) e solidos totais volateis (STV) no lodo de in6culo

A andlise de solidos totais (ST) e solidos totais volateis (STV) do lodo utilizado como in6culo
seguiu a metodologia do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005). As anélises foram realizadas em triplicata e considerou-se como resultado

final a média entre as mesmas.
4.2.2 Determinacdo da concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NH,")

As concentracfes de nitrogénio amoniacal foram determinadas no afluente e efluente do RBS
por meio do método colorimétrico 4500 NHsF descrito no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), com modificacGes. Este método
baseia-se na formacdo de um composto de coloracdo azul intensa, denominado indofenol,

proveniente da reacdo da amonia, hipoclorito e fenol, catalisada por nitroprussiato de sodio.

As analises de nitrogénio amoniacal foram realizadas diariamente (cinco vezes por semana)
até 0 90° dia de operacao do reator, quando teve inicio a atividade anammox. Posteriormente,

esta analise passou a ser realizada com frequéncia de trés vezes por semana. As determinacfes
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foram feitas em triplicata e realizava-se a média entre as repeticdes para obtencdo do

resultado final.

O procedimento consistiu inicialmente na transferéncia de 5 mL da amostra (ou de diluicdo da
amostra) em tubos tipo Falcon de 15 mL e de 5 mL de 4gua MilliQ® (constituindo o branco)
em tubos semelhantes. Posteriormente pipetou-se 200 pL de solucéo de fenol 1% (p/v) e em
sequéncia, 200 pL de uma solucdo de nitroprussiato de sédio 0,5% (p/v), agitando bem a
mistura. Finalmente adicionou-se 500 pL de uma solucdo oxidante, preparada a partir de
hipoclorito de sédio 4-6% e de uma solucdo alcalina (constituida de citrato de sddio e
hidroxido de sodio) na proporcéo 2:1. Os tubos eram fechados e homogeneizados em agitador
tipo vortex e incubados a temperatura ambiente na auséncia de luz por um periodo de duas
horas. Apos a incubacdo seguiu a etapa de leitura em espectrofotometro (HACH DR, 2800) a

absorbancia de 630 nm, com cubeta redonda de vidro.

A concentracdo era obtida por meio da equacdo da reta gerada durante a construcdo da curva
de calibracdo do método (Equagdo 4.1) considerando R?>0,99, preparada mensalmente, com

solugdes padrdo contendo concentracGes conhecidas de nitrogénio amoniacal.
Y=aX+b (Eq. 4.1)

Onde, Y= Absorbancia;

X= Concentracéo.
4.2.3 Determinacdo da concentracéo de nitrogénio na forma de nitrito (N-NOy)

As concentragdes de nitrogénio nitroso foram determinadas no afluente e efluente do RBS por
meio do método colorimétrico 4500 NO, B, segundo o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), com modificacBes. O método baseia-
se na reacdo do nitrito com &cido sulfanilico, sob condic¢bes de baixo pH para formar um ion
diazonico, o qual se acopla com um composto a-Naftil, formando um corante de coloragédo

avermelhada.
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As determinacdes de nitrito foram realizadas na mesma frequéncia das determinacfes de
amonia, no entanto, foram realizadas em duplicata, sendo o resultado final obtido por meio da

obtengdo da média entre as replicatas.

Para a execucao da analise de nitrogénio nitroso, pipetou-se 5 mL da amostra (ou de dilui¢bes
das amostras) em tubos tipo Falcon de 15 mL e também 5 mL de agua MilliQ® (branco).
Seguidamente, pipetou-se 200 pL do reagente de cor (composto por &cido fosforico 85%,
sulfanilamida e cloridrato de N-(1-naftil)etilenodiamina). Os tubos foram tampados e a
mistura homogeneizada em vortex. Incubaram-se 0s tubos a temperatura ambiente por 20
minutos. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro (HACH DR, 2800) a 543

nm, utilizando cubeta quadrada de caminho 6ptico igual a 1 cm.

A concentracdo de nitrogénio na forma de nitrito foi obtida por meio de equacdo da reta
(Equacdo 4.2) gerada durante a curva de calibracio do método (R*>0,999), a qual era

realizada mensalmente, utilizando solu¢des padrdo com concentragcdes conhecidas de N-NO;'.
Y=aX+b (Eq. 4.2)

Onde, Y= Absorbancia;

X= Concentragéo.
4.2.4 Determinacdo das concentracgdes de nitrato (NO3)

A determinacdo das concentracfes de nitrato no efluente do RBS foi realizada por meio de
cromatografia de troca idnica utilizando-se o método 4110 B, conforme descrito no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). A frequéncia das
analises foi de trés vezes por semana e foram analisadas as amostras coletadas a partir de 110

dias de operacdo do RBS.

As amostras foram filtradas em filtro Millipore® com poro de 45 pum e diluidas em &gua
MilliQ® de modo que as concentragfes de nitrato permanecessem dentro da curva de
calibracdo do método. As amostras foram enviadas ao Laboratorio de Analises Instrumentais
do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental — UFMG, onde as anélises foram
realizadas em cromatografo i6nico DIONEX ICS 1000, com coluna de guarda lon Pac AG22
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2x50 mm, coluna analitica lon Pac AS22 2x250 mm, supressora ASRS300 2 mm, detector de
condutividade DS6 e injetor automatico (DIONEX AS-DV). Como fase movel utilizou-se
uma solugdo 4,5 mmol/L de Na,CO; e 1,75 mmol/L de NaHCO3; a uma vazdo de 0,25

mL.min™.

Os resultados das concentragfes dos ions nitrato (NO3) obtidos foram transformados em
concentracdo de nitrogénio na forma de nitrato (N-NOj3) por meio da equacdo 4.3. Essa
transformacéo teve como objetivo possibilitar o calculo da relacdo estequiométrica producéo
de N-NOs: consumo de N-NH,", obtida no experimento, a fim de comparar com dados

reportados na literatura para a reagdo anammox.

Concentracgao de N-NO3z- = massa (g) do N x Concentra¢éo de NO3 (Eq. 4.3)
Massa (g) do NO3

4.3 Anélises microbiologicas

Amostras do in6culo e da biomassa enriquecida no RBS ap6s 110, 190, 270, 330 e 370 dias
de operacdo foram coletadas para caracterizagdo microbioldgica por meio de técnicas de
biologia molecular. As coletas das amostras de biomassa do RBS foram realizadas por meio
de um coletor localizado na parte superior do reator, a coleta foi realizada durante o periodo
de reacdo, quando a biomassa e o meio liquido encontravam-se sob agitacdo continua. Apés a
coleta, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 4000 rpm por 20 minutos e lavadas
por trés vezes sucessivas com tampdo fosfato para posterior utilizacdo nas analises
moleculares. A Figura 4.4 apresenta um fluxograma da metodologia utilizada para a

caracterizacdo microbioldgica das amostras do in6culo e do RBS.
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FIGURA 4.4 — Fluxograma das metodologias utilizadas para a caracteriza¢cao microbiologica

das amostras do inéculo e da biomassa cultivada no RBS. © O indculo corresponde ao

tempo zero de operacdo do RBS; ) Amostra coletada apés 34 dias do inicio da adicéo de

Na Tabela 4.5 sdo apresentadas as condigdes operacionais do reator no momento das coletas

de biomassa para a realizacdo das analises microbioldgicas.

TABELA 4.5 — Condi¢bes operacionais no RBS no momento das coletas de biomassa

fenol ao RBS.

realizadas para analises de biologia molecular

Coleta da biomassa Concentracao Concentracao ]
) ) ) TDH do Alimentagéo
(dias de operagéo aproximada de aproximada de
. reator com fenol
do RBS) N-NO; N-NH,4
110 30 30 44 Néo
190 100 132 44 Néo
270 90 118,8 44 Néo
330 90 118,8 24 Néo
370 90 118,8 24 Sim
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4.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras do inéculo e da biomassa enriquecida no RBS seguiram a
metodologia descrita por Egli et al. (2003), com adaptacGes. Pesou-se 0,25 grama de cada
amostra em microtubo com tampa de rosca, onde foi adicionado 0,2 grama de pérolas de vidro
e 1,2 mL de tampdo TEN (10 mM de Tris-HCl e 1 mM de EDTA pH 8,0; 0,1 M NaCl). A
mistura foi levada ao microdesmembrador sob agitagio méaxima por 1 minuto.
Posteriormente, deixou-se a amostra em banho de gelo por um minuto e repetiu-se o
procedimento. A amostra sedimentou por 5 minutos a temperatura ambiente para separacdo

das pérolas de vidro.

O sobrenadante foi coletado e transferido para outro microtubo, no qual foi adicionado um
volume de fenol tamponado com Tris-HCI e um volume de solugdo de cloroférmio- alcool
isoamilico. Agitou-se a amostra em homogeneizador tipo vortex e centrifugou-se a 13.000
rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro
microtubo. Adicionou-se novamente um volume de cloroférmio- &lcool isoamilico e a

amostra foi novamente agitada e centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e foi adicionada & amostra 10% do
volume da amostra de solucdo de acetato de sédio 3M (pH 5,2) e 0 mesmo volume da amostra
de isopropanol gelado. A amostra foi homogeneizada cuidadosamente e foi incubada em

freezer a -20 °C por um periodo de 12 horas para que o0 DNA precipitasse.

Apbs o periodo de incubacdo, a amostra foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos e 0
sobrenadante foi descartado. Subsequentemente, adicionou-se 300 uL de etanol 70% a fim de
lavar o DNA e retirar os sais. A amostra foi novamente centrifugada a 13.000 rpm por 15
minutos. Descartou-se o0 sobrenadante, e a amostra foi incubada a temperatura ambiente
mantendo a tampa do microtubo aberta para que todo o etanol fosse evaporado, a fim de secar
0 DNA. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 150 pL de &gua ultrapura estéril, previamente

aquecida a 70 °C.

Aliquotas de 2 pL dos DNAs extraidos foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1%, a 100 V por 25 minutos para verificar a integridade do DNA. As concentragdes das
amostras de DNA extraidas foram estimadas através de um espectrofotdmetro NanoDrop
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ND1000 (Thermo Scientific), sendo obtidas também as razdes de pureza 280/260 nm e

260/230 nm. As amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C para posterior utilizacdo nas

técnicas de biologia molecular utilizadas no presente trabalho.

4.3.2 Deteccao de bactérias anammox pela PCR

Para a deteccéo e confirmacdo da presenca de bactérias anammox nas amostras do inoculo e

da biomassa enriquecida no RBS foi utilizada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR). Apds a extracdo de DNA, segundo protocolo proposto por Egli et al. (2003), os DNAs

das amostras em estudo foram amplificados por PCR utilizando iniciadores especificos para

microrganismos do grupo Planctomicetos e para bactérias anammox (Tabela 4.6).

TABELA 4.6 — Iniciadores utilizados nas reagfes da PCR para detec¢éo de bactérias

anammox.
Iniciadores Especificidade Sequéncia (5°2>3) Referéncia
Schmid et al.
Pladef RNAr 16S de Planctomicetos GGATTAGGCATGCAAGTC (2000)
RNAr 16S dos Géneros Schmid et al.
Amx820r . . AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC
“Brocadia e Kuenenia” (2000)
Gene da hidrazina sintase de Harhangi et al.
HzsAb526f . TAYTTTGAAGGDGACTGG
bactérias anammox (2012)
Gene da hidrazina sintase de Harhangi et al.
HzsA1857r AAABGGYGAATCATARTGGC

bactérias anammox

(2012)

As concentragdes dos reagentes utilizados nas reacdes de PCR estdo descritas na Tabela 4.7.
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TABELA 4.7 — Concentracdo dos reagentes utilizados na reagdo de PCR

R ) Concentracéo da solucéo Concentracao final por ~ Volume para reacao de
eagente
J estoque reacdo 25 pL (pL)
H,O ultrapura
) - - 19,1
estéril
Tampéo de PCR 10x 1x 2,5
dNTPs 25mM 200 pMm 0,2
Iniciador 1 30 pmol/puL 300 nM 0,25
Iniciador 2 30 pmol/puL 300 nM 0,25
Albumina de soro & na/ul. 03 na/ Ll 15
n ] n L
bovina (BSA) o oH
Taq polimerase 5 U/uL 0,04 U/uL 0,2
DNA Variavel variavel 1

As condicdes de amplificacdo para o par de iniciadores Pla46f-Amx820r consistiram de uma
etapa inicial de desnaturagdo por 4 minutos a 94 °C, trinta e cinco ciclos que compreenderam
45 segundos de desnaturacdo a 94 °C, 50 segundos de anelamento a 56 °C e 1 minuto de

extensdo a 72 °C. Por fim, uma etapa de extensdo por 7 minutos a 72 °C.

Para os iniciadores HzsA526f-HzsA1857r as condi¢cdes de amplificagdo utilizadas foram:
etapa inicial de desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto, trinta ciclos que compreenderam
desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto, anelamento a 54 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por

1,5 minuto, extens&o final a 72 °C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. ApoOs a
eletroforese o gel foi observado em transiluminador de luz UV (UVP products) e as imagens
obtidas por um sistema de captura de imagens. Foi utilizado o marcador de peso molecular
GeneRuler Express DNA Ladder 100-5000 pb (Thermo Scientific) (Figura 4.5).
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FIGURA 4.5 — Marcador de peso molecular GeneRuler Express DNA Ladder 100-5000 pb.
4.3.3 Deteccao de bactérias anammox pela técnica de FISH

A técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) também foi utilizada para a detec¢do de
bactérias anammox no RBS aos 190 dias de operagdo do reator, de acordo com a metodologia
descrita por Amann et al. (1995). Utilizou-se a sonda de oligonucleotideo Amx-820
(5’AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC 3°), especifica para 0s géneros Candidatus

“Brocadia” e “Kuenenia” (Schimid et al., 2000).

As amostras foram primeiramente fixadas em tampédo de paraformaldeido 4%. A fixacdo
proporciona a criacdo de poros na membrana da célula permitindo posteriormente a entrada da
sonda na mesma. Além disso, a etapa de fixacdo das células € importante para manter a
morfologia e a estrutura fisiologica celular intacta, conservando dessa forma, a quantidade de
RNAr original no citoplasma da célula. Assim, a célula pode ser identificada durante a

observagdo ao microscopio.

Apos a fixacdo, seguiu a etapa de montagem da ldmina. Foi pipetado 1 pL da amostra
espalhando a gota sobre a superficie vitrea da lamina cuidadosamente. A lamina foi incubada
por cerca de 30 minutos em estufa a 46 °C e posteriormente passou por processo de
desidratagcdo por meio de banhos em solugGes com concentragdes crescentes de etanol (50, 80

e 100% - volume/volume).
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Em seguida foi iniciado o processo de hibridacdo com a sonda Amx-820. Nessa etapa, ocorre
a entrada da sonda na célula e a ligacdo da mesma ao RNAr, com sequéncia de nucleotideos
complementar a da sonda, presente no citoplasma celular. Foi adicionada sobre a amostra
fixada na lamina 9 pL microlitros de tampéo de hibridacdo (NaCl, 5M; solucdo de EDTA,
0,5M; Tris-HCI, 1M; SDS 50%; 35% de formamida) e 1 puL da sonda (50 ng/uL). A lamina
foi colocada em uma cdmara Umida e incubada em estufa a 46 °C durante 2 horas. Apés a
hibridacédo, a lamina foi lavada em tampéo de lavagem (EDTA, 0,5M; SDS 20%; Tris-HCI
1M; 80 mM de NaCl) por 20 minutos em bando maria a temperatura de 48 °C, para retirar 0s

sais presentes no tampao de hibridacéo.

As células fixadas na lamina foram entdo coradas com DAPI (4-diamino-2-fenilindol). O
DAPI é um corante que intercala no DNA das células corando-as sem nenhuma
especificidade. Foram adicionados sobre cada amostra fixada na lamina 9 pL de agua
destilada e 1 pL de DAPI, com concentracdo igual a (20 ng/pL). A lamina foi incubada
protegida da luz a temperatura ambiente por 10 minutos e posteriormente foi mergulhada
rapidamente em agua destilada para retirar o excesso de corante DAPI. Ap6s completa
secagem da lamina foram adicionados 5 pL de solugdo de PBS e glicerol sobre cada amostra

fixada na lamina e a mesma foi coberta por uma laminula.

Por fim, a lamina foi obervada em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX-50) em
objetiva de imersdo. Foram utilizados filtros especificos com espectro de absor¢do entre 510 a
550 nm e de 330 a 385 nm para captacao de emissdes de fluorescéncia proveniente da sonda e

do corante DAPI, respectivamente.

4.3.4 Andlise do perfil da comunidade microbiana pela técnica de PCR-DGGE

Para a analise do perfil da comunidade microbiana ao longo do tempo de operacdo do RBS
utilizou-se a técnica da reacdo em cadeia da polimerase seguida por eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (PCR-DGGE) (Muyzer et al., 1993). O DNA das amostras analisadas

foi extraido utilizando o metodo de Egli et al. (2003) conforme detalhado no item 4.3.1.

Foi realizada a PCR com os iniciadores 1055f e 1392r-GC para o RNAr 16S do dominio
Bacteria (Tabela 4.7). As condi¢gdes de amplificagdo para estes iniciadores consistiram de

desnaturacdo inicial por 1 minuto a 94 °C. Trinta ciclos, sendo os dez primeiros ciclos com 5
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minutos de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento (com temperaturas reduzindo de 53
°C a 43 °C, com reducdo de 1 °C por ciclo) e 3 minutos de extensdo a 72 °C. Os vinte ciclos
posteriores consistiram de 5 minutos de extenséo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 43°C e 3

minutos de extensao a 72 °C.

Os produtos da PCR foram primeiramente analisados por eletroforese em gel de agarose 2% e
quantificados por meio da compara¢do com o marcador de peso molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen) (Figura 4.6). Para a quantificacdo dos produtos utilizou-se o processador

de imagens ImageJ 1.6.0.

FIGURA 4.6 — Marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder.

Subsequentemente, 500 ng do produto da PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida 8%
(massa/volume), com gradiente desnaturante de ureia e formamida variando de 45% a 75%. O
gel foi preparado a partir de solucdes estoques com 0% e 100% de uréia e formamida. Para a
polimerizacdo do gel foram utilizadas solucGes de persulfato de aménio (APS) 10%
(volume/volume) e tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,1% (volume/volume). A
eletroforese foi realizada em tampdo tris acetato EDTA (TAE) 0,5X em voltagem constante
de 80 V durante 17 horas. Apos a corrida, o gel foi corado durante 30 minutos em solugdo do
corante SYBR® gold (Invitrogen) (30 pL de corante 10.000X em 300 pL de tampdo TAE
0,5X). O gel foi observado em transiluminador de luz UV (UVP products) e sua imagem

obtida por um sistema de captura de imagem.
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O perfil obtido no gel de DGGE foi analisado no software BioNumerics 2.5 (Applied Maths).
O coeficiente de similaridade foi determinado utilizando o coeficiente de correlagcdo de
Pearson e o dendrograma foi construido utilizando o método de agrupamento UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages).

As bandas mais predominantes nos perfis do gel de DGGE foram recortadas e reamplificadas
por PCR utilizando o par de iniciadores 1055f e 1392r (Tabela 4.8), com as mesmas
condicdes de amplificacdo citadas anteriormente para este par de iniciadores. Os produtos da
PCR obtidos foram enviados para a empresa Macrogen (Coréia) para realizacdo do
sequenciamento, o qual foi realizado em sequenciador 3730XL. As sequencias obtidas foram
comparadas com aquelas presentes no GenBank utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) do NCBI (National Center of
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

TABELA 4.8 — Iniciadores utilizados na reacao da PCR para a técnica PCR-DGGE

Iniciadores Especificidade Sequéncia (5°23’) Referéncia
Regido v8 do RNAr 16S Ferris et al.
1055f ) ) ATGGCTGTCGTCAGCT
de dominio Bacteria (1996)
13921-GC Regido v8 do RNAr 16S CGCCCGCCGCGCCCCGCGLCCGGLeea Ferris et al.
r_
de dominio Bacteria CCGCCCCCGCCCCACGGGCGGTGTGTAC (1996)
Regido v8 do RNAr 16S Ferris et al.
1392r ] ) ACGGGCGGTGTGTAC
de dominio Bacteria (1996)

4.3.5 Quantificacdo de bactérias anammox por meio de PCR em tempo real

O numero de cdpias do gene RNAr 16S de bactérias anammox e bactérias totais foi estimado
por PCR em tempo real no in6culo e nas amostras de biomassa provenientes do RBS. A
técnica da PCR em tempo real combina a metodologia de PCR convencional com um
mecanismo de deteccdo e quantificacdo por fluorescéncia. Este método é capaz de quantificar
0 DNA de maneira mais precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina os valores
na fase exponencial da reacdo. O ponto que detecta o ciclo no qual a reacéo atinge o limiar da
fase exponencial é denominado Ciclo de Treshold (Ct), e 0 mesmo permite a quantificacdo
exata e reprodutivel de acordo com a fluorescéncia emitida. Um composto fluorescente
amplamente utilizado em reacdes de PCR em tempo real é 0 SYBR® Green, o qual se liga na

fita dupla de DNA e emite fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a
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quantidade de produto gerado na reacdo de PCR. As etapas metodoldgicas utilizadas para a

quantificacdo de bactérias nas amostras do RBS estdo descritas nos itens seguintes.

4.3.5.1 Obtencdo dos plasmideos recombinantes para as curvas padrdo de DNA

Paras curvas padrdao de DNA utilizou-se plasmideos recombinantes contendo os genes RNAr
16S de bactérias e RNAr 16S de anammox, que ja se encontravam disponiveis no laboratorio,
uma vez que foram obtidos em pesquisas anteriormente realizadas por Mac Conell (2012) de
acordo com a metodologia descrita a seguir.

Os plasmideos para a quantificagdo do gene RNAr 16S de bactérias em geral foram obtidos
utilizando uma cultura pura de Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 27853), cedida pelo
Laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerdbios do Instituto de Ciéncias Biologicas —
UFMG. Para quantificacdo do gene RNAr 16S de bactérias anammox utilizou-se DNA
gendmico proveniente de biomassa cultivada em reatores de enriquecimento anammox, obtida
a partir de experimentos prévios conduzidos no Laboratério de Microbiologia do DESA. Os
DNAs das culturas de P. aeuroginosa e da biomassa anammox foram extraidos e realizou-se
reacdo de PCR com iniciadores especificos para bactérias em geral e anammox,
respectivamente. Os produtos de PCR foram clonados em vetor plasmidial (kit pGem Easy
Vector, Promega) e inseridos em células E. coli JM 109, seguindo instru¢des do fabricante.

As colbnias de interesse, que continham o plasmideo recombinante foram repicadas em placas
de petri contendo &gar Luria Bertani (LB) estéril com auxilio de palitos estéreis. Para
confirmar o sucesso da clonagem, as coldnias repicadas foram submetidas a nova reacdo de
PCR com os iniciadores especificos para os microrganismos de interesse. Em caso de
resultado positivo, as colbnias repicadas que obtiveram crescimento satisfatério em placa
contendo &gar LB foram coletadas e preservadas em 1 mL de caldo LB estéril (suplementado
com 10% de glicerol) a -80 °C.

Para extragdo do DNA plasmidial, os clones recombinantes foram repicados em 3 mL de
caldo LB estéril e incubados por um periodo de 16 a 24 horas a 35°C . Posteriormente,
realizou-se a extragdo dos plasmideos utilizando o kit Illustra Plasmid Prep Mini Spin (GE

Healthcare Life Sciences) conforme as instrucdes do fabricante. Por fim, o DNA plasmidial
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(plasmideo + inserto) foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific) e

a partir do resultado obtido, calculou-se a massa do inserto de acordo com as etapas seguintes:

a) Primeiramente, calculou-se o numero de copias do plasmideo + inserto por meio da
Equacdo 4.4, considerando que a massa de 1 mol de par de base (pb) possui 660g e
que o nimero de moléculas em 1 mol é igual a 6,02 x 10% (WHELAN et al., 2003).

Copias de DNA= 6,02 x 10?3 (copias/mol) x quantidade de DNA (ng) (Eq. 4.4)
Tamanho do DNA (pb) x 6,6 x 101 (ng/mol/pb)

b) Sabendo o numero de cdpias do plasmideo + inserto, sabe-se 0 nimero de copias do

inserto e dessa forma, pode-se calcular a quantidade de DNA do inserto utilizando a
mesma Equacéo 4.6, substituindo o tamanho do plasmideo + inserto, pelo tamanho do
inserto.

Apbs a estimativa da quantidade em nanogramas de DNA do inserto foram realizadas
diluigBes sucessivas do DNA plasmidial em agua ultrapura nas proporcfes 1:5 e 1:10 para
bactérias em geral e bactérias anammox, respectivamente. A Tabela 4.9 detalha algumas
informacdes referentes ao tamanho dos plasmideos, insertos e das faixas de valores esperados

do nimero de coOpias para as curvas padrdo utilizadas na analise de PCR em tempo real.

TABELA 4.9 - Valores esperados para o numero de cdpias de DNA das curvas padrédo dos

ensaios de quantificag@o absoluta pela PCR em tempo real

Tamanho  Tamanhodo Massadelmol  Massadel

Microrganismos o ] i . N° de cdpias esperado
. ] Iniciadores  do inserto plasmideo +  do plasmideo + mol do .
investigados ) . ] na curva padréo

(pb) inserto (pb) inserto (ng) inserto (ng)
Bactérias em 1055F/ L 1 . .
337 3352 2,21 x 10" 2,22x10 8,5x10'a2,7x10
geral 1392R
Bactérias Plad6F/ 5 u 5 0
621 3636 2,4x10 4,1x10 3,5x10°a3,5x10
anammox AMX667R

4.3.5.2 Preparo das reacdes para a realizacdo da PCR em tempo real

Para as reag0es de PCR em tempo real utilizou-se o mix MaximaTM SYBR Green/ ROX q
PCR Master Mix 2X (Fermentas). Os reagentes utilizados na reacdo e suas respectivas

concentragOes estdo detalhados na Tabela 4.10. O volume final de cada reacéo foi igual a 20

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

55



uL. As reacOes foram realizadas em triplicata, tanto para as amostras, quanto para 0S

controles negativos e dilui¢cdes das curvas padrao.

TABELA 4.10 — Concentragéo dos reagentes utilizados na PCR em tempo real

Concentragdo do Concentracéo final por

Reagentes estoque 20 L de reacdo Volume por reacdo (uL)
Agua ultrapura - - 7.5
Master Mix® 2X 1X 10,0
Iniciador Foward 30 pmol/uL 375nM 0,25
Iniciador Reverse 30 pmol/uL 375nM 0,25
Amostra de DNA variavel 0,5 ng/ pL 2,0

(1) O Master mix inclui o tampdo da PCR, MgCl,, a enzima Taq polimerase Hot start, dNTP, o corante

SYBR Green | e o corante de referéncia passiva ROX.

Um termociclador em tempo real modelo Applied Biosystem 7500 foi utilizado nesta anélise.
Os pares de iniciadores utilizados estdo detalhados na Tabela 4.11 e o programa consistia de
40 ciclos de desnaturacdo por 1 minuto (94 °C), anelamento dos iniciadores por 1 minuto
(temperatura de acordo com par, conforme especificado na Tabela 4.11) e extensdo por 1
minuto (72 °C). O programa se encerrava com a elaboracdo da curva de melting ou de
dissociacdo, que € Util para checar a pureza dos produtos amplificados. Esta etapa consistia de
15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 30 segundos a 95 °C e 15 segundos a 60 °C.

TABELA 4.11 - Iniciadores utilizados nas rea¢des da PCR em tempo real

Par de Temperatura de )
o Sequéncia 5°>3’ Gene alvo Referéncia
iniciadores anelamento (°C)

1055F Regido V8 do RNAr

ATGGCTGTCGTCAGCT g . 53 Ferris et al. (1996)
1392R ACGGGCGGTGTGTAC 16S de bactérias

Pla 46F GGATTAGGCATGCAAGTC RNAr 16S de - Van der Star et al.
Amx 667R  ACCAGAAGTTCCACTCTC  pactérias anammox (2007)

4.3.5.3 Estimativa do nimero de cépias de RNAr 16S em cada amostra

Para o calculo do nimero de coOpias dos genes por reacdo utilizou-se as equagdes da reta
obtidas a partir das curvas padrdo. A Tabela 4.12 apresenta as equagdes das curvas padrdo e

eficiéncias obtidas nos ensaios da PCR em tempo real realizados no presente estudo.
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TABELA 4.12 — Equac0bes de reta das curvas padréo obtidas nos ensaios da PCR em

tempo real
Par de Eficiéncia da ) Valor do
Grupo alvo o B r Equacdo da Reta
iniciadores reacdo (%) Threshold
Bactérias em
1055F/1392R 101,20 1 0,151544 Y=-3,292x + 7,702
geral
Bactérias
Plad6F/Amx667R 98,99 0,997 0,074873 Y=-3,346x + 6,1
anammox

Por meio da equacdo da reta, obteve-se a quantidade em nanogramas de DNA das amostras
investigadas e, por meio da Equacdo 4.4, determinou-se o nimero de copias de DNA por
reacdo, ou o numero de cédpias do gene por 10 ng de DNA (quantidade de DNA adicionada
em cada reacdo). Posteriormente, estimou-se a quantidade em nanogramas de DNA extraido
por grama de lodo e dessa maneira, por regra de trés simples, calculou-se 0 nimero de cdpias

de genes por grama de lodo.
4.3.6 Andlise da diversidade microbiana pela técnica de pirosequenciamento

A técnica de pirosequenciamento foi utilizada para analise da diversidade microbiana da
biomassa cultivada ap6s 270 dias no RBS. As amostras coletadas nos dias 110 e 370 dias
também foram enviadas para analise, porém os resultados ndo encontravam-se disponiveis
qguando da conclusdo deste trabalho. Por isso, sdo apresentados somente os resultados
referentes a amostra coletada do RBS aos 270 dias de operacdo. O pirosequenciamento,
particularmente o sistema 454 Life Sciences, que foi utilizado no presente trabalho, tem como
principio o mesmo do sequenciamento Sanger, envolvendo a sintese de uma fita
complementar pela DNA polimerase. No entanto, no pirosequenciamento, cada vez que
ocorre a incorporagdo de um nucleotideo a fita complementar, uma molécula de pirofosfato é
liberada, fornecendo a energia necesséria para a liberacdo de luz, pela enzima luciferase, a
qual também € incorporada ao sistema. Dessa forma, quando a sequéncia em analise incorpora
uma base gera um pico de luz, o qual sinaliza que esta sequéncia incorporou uma base

complementar aquela presente no sitio de insercdo. Pelas regras do pareamento de bases,
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consegue-se revelar a identidade do nucleotideo naquele sitio da amostra de DNA
(MADIGAN et al., 2010).

Inicialmente o0 DNA das amostras foi extraido de acordo com Egli et al. (2003) e purificado
utilizando o kit de purificacio Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega). A
quantidade de DNA foi estimada utilizando espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific).
Foram utilizadas amostras de DNA com concentracdo acima de 50 ng/pL e com grau de
pureza OD 260/280 igual ou superior a 1,8. O DNA foi desidratado com etanol 95% e
enviado para o Instituto de Agrobiologia Rosario (INDEAR), Argentina, onde foi realizada a
andlise de pirosequenciamento em equipamento 454 GS-FLX (Life Sciences, Roche).
Utilizou-se um barcode com 10 pb (TGTACTACTC), um iniciador foward
(CACGACGTTGTAAAACGACAYTGGGYDTAAAGNG), sendo que a esta sequéncia foi
incorporado o tag e um iniciador reverse (CAGGAAACAGCTATGACC). O par de
iniciadores utilizados (563f-802r) tem como alvo uma regido varidvel do gene que codifica o
RNAr 16S de bactérias em geral (regido v4).

O software QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology; CAPORASO et al., 2010)
foi utilizado para a analise dos dados obtidos no pirosequenciamento, a qual também foi
realizada pela INDEAR. Primeiramente, as sequéncias foram filtradas de acordo com as

etapas seguintes:

a) Foram descartadas as sequéncias com tamanho menor que 200 pb e aquelas que
possuiam qualidade inferior a 25.

b) Das sequéncias restantes, foram extraidas apenas aquelas que possuiam o barcode
especificado anteriormente, com uma tolerancia de até 2 pb de erro. Uma vez
identificado o barcode, 0 mesmo foi removido.

c) Nas sequéncias selecionadas na etapa anterior, identificou-se a sequéncia
correspondente ao tag + iniciador foward, tolerando um erro de até 3 pb e a sequéncia
foi removida.

d) Buscou-se também o iniciador reverse, removendo-0. Caso 0 iniciador reverse nao
fosse encontrado, removeu-se apenas o tag.

e) Por fim, foram removidos as sequéncias que possuiam homopolimeros maiores ou

iguais a 6 e também as sequéncias que apresentaram ao menos uma base ambigua.
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Uma vez selecionadas as sequéncias, partiu-se para o agrupamento das mesmas em Unidades
Taxondmicas Operacionais (UTOs). A definicdo das UTOs foi realizada pelo método Uclust
(EDGAR, 2010), com 97% de similaridade. Posteriormente foram selecionadas as sequéncias
representativas de cada UTO por meio do software QIIME e as UTOs foram classificadas
utilizando a base de dados RDP-classifier (Ribossomal Database Project;

http://rdp.cme.msu.edu/), adotando o limite de confianga igual a 0,95.

Foram calculadas as medidas de diversidade alfa da amostra (dominancia, equitabilidade e
indice Shannon). Os indices de dominéancia e equitabilidade foram calculados por meio do
software QIIME e o indice Shannon foi determinado utilizando a ferramenta RDP-
Pyrosequencing Pypeline (http://pyro.cme.msu.edu). Além disso, foram quantificadas as

UTOs com uma e duas sequéncias (UTOs simples e duplas).

A arvore filogenética foi construida para as sequéncias representativas das UTOs relacionadas
a bactérias anammox. Utilizou-se o software Mega versdo 4.0 e 0 método Neighbor Joining.
As distancias evolutivas foram calculadas usando método Maximum Composite Likelihood
(TAMURA et al., 2004). Anélises de bootstrap contendo 1.000 réplicas foram realizadas para

verificar e estimar a confiabilidade e o arranjo da arvore filogenética.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dinamica dos compostos nitrogenados no RBS

Nas Figuras 5.1 e 5.2 sdo apresentados os resultados das concentracdes afluentes e efluentes
de N-NH4;" e N-NO, durante os dois ciclos de operacdo do reator, 16 horas e 8 horas,
respectivamente, ao longo dos 423 dias de operacdo. A Figura 5.3 apresenta a producao de N-
NOgs, e consequentemente, a liberacdo deste composto no efluente do RBS ao longo do
tempo. Com base nos resultados obtidos e para uma melhor compreensdo dos mesmos, 0S
perfis de consumo de amdnio e nitrito e producdo de nitrato foram divididos em trés fases, as

quais foram denominadas: fase | — fase inicial, na qual predominou o processo de
desnitrificacdo; fase Il — fase de propagacdo de bactérias anammox, em que houve uma
diminuicdo da atividade desnitrificante e; fase Il — fase anammox, onde predominou o

processo de oxidacdo anaerdbia da aménia. Ao final da fase Il foram realizados testes de
alimentacdo do RBS com concentrages crescentes de fenol, a fim de avaliar se esse
composto seria capaz de interferir na remocdo de nitrogénio pelas bactérias anammox.
Entretanto, neste item serdo discutidos os resultados referentes ao periodo em que o reator foi
alimentado com meio afluente autotréfico (0 a 335 dias). O experimento de alimentacdo do
reator com fenol € discutido no item 5.2.
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FIGURA 5.3 — Producéo de N-NO3; no RBS ao longo do tempo de operacéo — ciclo longo
(16 horas) e curto (8 horas)

Em geral, os perfis de consumo dos compostos nitrogenados (N-NH;* e N-NO,") durante os
ciclos longo (16 horas) e curto (8 horas) foram bastante similares. A fase | correspondeu aos
primeiros 50 dias de operacdo do reator e foi marcada principalmente pela atividade de
organismos desnitrificantes, devido a presenca de condicdes anaerobias, disponibilidade de
matéria organica no lodo de indculo e presenca de nitrito. Nota-se que houve um intenso
consumo de nitrito, o qual foi utilizado pelas bactérias desnitrificantes presentes no lodo de
indculo como aceptor de elétrons durante a oxidacdo da matéria orgénica. Além disso, as
concentracbes efluentes de N-NH," foram maiores que as concentracdes afluentes,
provavelmente devido a morte e lise das bactérias aerdbias presentes no lodo. Isso ocorreu
devido a liberacdo de nitrogénio organico das células mortas, o qual foi rapidamente
convertido a nitrogénio amoniacal, que era liberado no efluente do reator. Matéria orgéanica
também foi disponibilizada devido a morte de bactérias aerobias, proporcionando doadores de
elétrons em quantidade suficiente para a ocorréncia da desnitrificacdo heterotrofica. A
ocorréncia de desnitrificacdo heterotrofica enddgena também foi relatada por diversos autores
durante o periodo de start-up de reatores anammox (TOH et al., 2002; LOPEZ et al., 2008;
DAPENA-MORA et al., 2004; ARAUJO et al., 2011; WANG et al., 2011).

Durante a fase Il (de 50 até aproximadamente 90 dias) observou-se uma reducdo da atividade
de organismos desnitrificantes, devido a diminuicdo das concentragfes dos compostos
organicos presentes no meio. Essa etapa foi marcada por um menor consumo de nitrito. Além
disso, as concentracGes afluentes e efluentes de amoénia permaneceram relativamente

proximas. Na fase IlI, a redugdo da atividade desnitrificante deve ter favorecido o
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estabelecimento dos organismos anammox, ja que estes dois grupos de bactérias podem
competir pelo mesmo aceptor de elétrons (NO,) (CHANCHOI et al., 2008; GUVEN et al.,
2005; MOLINUEVO et al., 2009; LACKNER et al., 2008).

A partir do 90° dia de operagdo (fase Ill) foi detectada a atividade anammox no RBS,
corroborando com resultados previamente descritos na literatura. Foi observado que a
obtencdo de atividade anammox em reatores em batelada sequenciais, operados em escala de
bancada, em que foi utilizado como indculo lodo ativado convencional, pode demandar um
tempo que varia de 50 a 120 dias (DAPENA-MORA et al.,, 2004; CHAMCHOI &
NITSORAVUT, 2007; LOPEZ et al., 2008; CAMPOS, 2011). Nesta fase de operacio foi
observado o consumo simultaneo de N-NO, e N-NH4" em proporcdes estequiométricas bem
préximas as descritas na literatura para bactérias anammox, 1,32 mol de N-NO; consumido
por mol de N-NH,4" consumido. Além disso, a proporc¢do estequiométrica da producio de N-
NOs™ por mol de N-NH;" consumido permaneceu, na maior parte do tempo de operacio,
préxima ao valor descrito na literatura para a reacdo anammox (0,26) (STROUS et al., 1998).
Esses resultados podem ser observados nas Figuras 5.4 e 5.5, nas quais sdo apresentadas as
séries historicas dos coeficientes estequiométricos para a reacdo anammox obtidas neste

experimento durante a fase IlI.
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FIGURA 5.4 — Coeficiente estequiométrico do consumo de nitrito/ consumo de amdnia e da

producéo de nitrato/ consumo de amonia durante toda a fase Ill de operacéao — Ciclo longo
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FIGURA 5.5 — Coeficiente estequiométrico do consumo de nitrito/ consumo de amoénia e da

producao de nitrato/ consumo de aménia durante toda fase 1l de operacao — Ciclo curto (8

horas)
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A estatistica descritiva dos coeficientes estequiométricos obtidos neste experimento a partir da
fase 111 (90 a 335 dias) é apresentada na Tabela 5.1 e nas Figuras 5.6 e 5.7. As médias obtidas
para o coeficiente de consumo de N-NO,/ consumo de N-NH,4" foram de 1,16 (ciclo longo) e
1,25 (ciclo curto) e as medianas 1,09 (ciclo longo) e 1,11(ciclo curto), valores préximos aos
relatados na literatura para a reacdo anammox (1,32), porém, um pouco menores neste estudo.
Toh et al. (2002) também obtiveram em seu reator anammox, coeficiente estequiométrico
médio de consumo de N-NO,/ consumo de N-NH;" menor, igual a 1,1. Campos (2011)
relatou que o coeficiente obtido em seu experimento de enriquecimento de bactérias
anammox se manteve proximo a 1,0, sendo que em seu experimento foi utilizado um RBS, o
qual foi inoculado com lodo ativado obtido da mesma estacdo de tratamento de esgotos que
forneceu o in6culo utilizado neste estudo. Em contrapartida, coeficiente maior foi obtido em
RBS anammox por Chamchoi & Nitisoravut (2007), igual a 1,5, em média, e também por
Quan et al. (2008), que obtiveram coeficiente igual a 1,46, em um reator anaerdbio de fluxo

ascendente operado sob condi¢bes anammox.

As médias e medianas obtidas para o coeficiente producdo de N-NOs7/ consumo de N-NH,"
também foram bem préximos aos da literatura (0,26), entretanto, um pouco maiores neste
estudo. Para o ciclo longo, foi obtida média igual a 0,33 e mediana igual a 0,29. E para o ciclo
curto, foi obtida média de 0,39 e mediana de 0,32. Ao contrario dos resultados obtidos no
presente estudo, a média do coeficiente estequiométrico producdo de N-NO3z/ consumo de N-
NH;" obtida por Chamchoi & Nitisoravut (2007), foi menor, igual a 0,04. Os autores
sugeriram que isto pode estar relacionado a presenca de outros grupos de microrganismos
coexistindo com bactérias anammox, provavelmente responsaveis pela reducdo de nitrato,

como bactérias desnitrificantes, por exemplo.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

65



TABELA 5.1 — Estatistica descritiva dos coeficientes estequiométricos obtidos durante a

fase Il (90 a 335 dias) antes da alimentag&o do reator com fenol.

Consumo N-NO,/ Consumo N-NH,*

Producdo N-NO;/ Consumo N-NH,"

Ciclo
™ 16 horas 8 horas 16 horas 8 horas
Estatistica
N° de dados 186 173 95 83
Média 1,16 1,25 0,33 0,39
Desvio-padrao 0,50 0,90 0,20 0,27
Coeficiente de
L 0,40 0,70 0,61 0,70

variacao
Mediana 1,09 1,11 0,29 0,32
Minimo 0,12 0,44 0 0
Méaximo 4,25 11,08 1,09 2,00
Percentil 10% 0,87 0,83 0,14 0,18
Percentil 25% 0,95 0,95 0,21 0,24
Percentil 75% 1,22 1,24 0,39 0,45
Percentil 90% 1,48 1,44 0,53 0,60

. 5

Y Méx.= 11,08

Z

=z

o 4

£

2

[

Q5

T3

oZ

g zZ

=z o

552

J C

oo

20 o b

A B s S

g I i

3

g 0

o 16 horas 8 horas

Ciclos de operagéo

=25% m50% 090% ©10%
«Min xMax =75%

FIGURA 5.6 - Box-plot do coeficiente estequiométrico Consumo de NO,/ Consumo de N-

NH," obtidos para o RBS durante a fase Il (90 a 335 dias), antes da alimentacdo do reator

com fenol.
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NH," obtido para o RBS durante a fase Il (90 a 335 dias), antes da alimentac&o do reator

com fenol.

Durante a fase |11 foram alcancadas eficiéncias de remocdo de N-NO, e N-NH," elevadas em
ambos os ciclos de operacdo do RBS (Figuras 5.8 e 5.9). De 90 até aproximadamente 200 dias
de operagdo as concentracdes afluentes dos compostos nitrogenados foram aumentadas
gradativamente de 20 mg.L™ até 160 e 177 mg.L™ de nitrogénio nitroso e amoniacal,
respectivamente. Durante esse periodo, as médias de remocao de nitrito foram iguais a 95%
para o ciclo longo e 89% para o ciclo curto. As médias de remocéao de amdnio foram de 81%

e 76% para os ciclos longo e curto, respectivamente.

De 200 até 250 dias de operacdo, quando as concentracBes de nitrogénio afluentes
permaneceram elevadas, observou-se uma reducdo na eficiéncia de remoc¢do dos compostos
nitrogenados, que atingiu valores tdo baixos quanto 31% para N-NH;" e 50% para N-NO,
durante o ciclo longo e 17% para N-NH," e 40% para N-NO," durante o ciclo curto. Estudos
que investigaram a inibicdo do processo anammox demonstram que 0 nitrito em elevadas
concentracdes pode exercer um efeito adverso sobre a atividade dessas bactérias. Egli et al.

(2001) verificou que concentragBes de nitrogénio na forma de nitrito iguais a 185 mg.L™
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inibiram completamente a atividade anammox em um reator em escala laboratorial, valor bem
préximo ao encontrado neste estudo (160 mg.L™). No entanto, apesar da eficiéncia de
remoc¢do dos compostos nitrogenados ter sido reduzida nesse periodo, ndo houve perda total
da atividade anammox, uma vez que as relagdes de consumo (N-NO,:N-NH;") ainda se
mantiveram proximas a 1,32:1 (Figuras 5.4 e 5.5). Dapena-Mora et al. (2007) encontraram
concentragdes maiores de nitrito (350 mg N-NO;) reduzindo pela metade a atividade de

bactérias anammox.

Para evitar que a inibicdo do processo anammox ocorresse por completo, as concentragdes
afluentes dos compostos nitrogenados foram reduzidas para aproximadamente 90 mg N-
NH,* .L? e 118 mg N-NO,.L' apés 250 dias de operagdo o que culminou no

restabelecimento da eficiéncia de remocao de nitrogénio no RBS.

Em geral, para o ciclo de 8 horas, foram observadas eficiéncias de remocao de nitrogénio
menores durante a fase anammox (fase Il1). Isso pode ser explicado devido ao menor tempo
disponivel para a reacdo do meio afluente com a biomassa anammox durante este ciclo de
operacéo (Figura 5.9).
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FIGURA 5.8 — Eficiéncia de remocdo de N-NH,;" e N-NO, no RBS durante todo o periodo

operacional — Ciclo longo (16 horas)
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FIGURA 5.9 — Eficiéncia de remocdo de N-NH;" e N-NO, no RBS durante todo o periodo
operacional — Ciclo curto (8 horas)

As eficiéncias médias de remocao dos compostos nitrogenados em cada fase operacional sdo
resumidas na Tabela 5.2. As eficiéncias médias de remoc¢do de nitrogénio nitroso durante a
fase | foram muito elevadas, iguais a 99% e 100% para os ciclos de 16 horas e 8 horas,
respectivamente. Isso ocorreu por causa da atividade de bactérias desnitrificantes,
inicialmente presentes no lodo de indculo, conforme discutido anteriormente. Em
contrapartida, as médias de remocdo de nitrogénio amoniacal foram negativas nesta fase
inicial, -89% e -301%, para ciclos longo e curto, respectivamente. Campos (2011) também
reportou eficiéncias de remocdo de amonia negativas durante o periodo inicial do
enriquecimento de bactérias anammox em RBS utilizando lodo ativado convencional como
inéculo. O lodo ativado compde um sistema de tratamento aerdbio e contém, em sua
constituicdo uma ampla variedade de bactérias que possuem obrigatoriamente, esse tipo de
metabolismo. Dessa forma, quando disposto em um reator operado em condigdes
predominantemente anaerdbias, essas bactérias podem ndo resistir as novas condi¢Ges
ambientais, morrendo e liberando o nitrogénio de suas células para o meio. Sabe-se que o
nitrogénio organico pode ser convertido rapidamente a nitrogénio amoniacal pelo processo de

amonificacdo. Dessa forma, a concentracdo de nitrogénio amoniacal liberado no efluente
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durante o inicio da operacdo do RBS foi muito superior a concentracdo afluente desse

composto, culminando em eficiéncias de remog&o negativas.

As eficiéncias médias de remocao de nitrito durante a fase Il diminuiram consideravelmente
(44% para o ciclo longo e 33% para o ciclo curto) em relacdo a fase I. Esse fato indica que a
atividade dos organismos desnitrificantes nesse periodo foi sendo reduzida. N&o obstante, as
eficiéncias médias de remocdo de amonia aumentaram consideravelmente em relacédo a fase

anterior, sendo iguais a 7% para o ciclo longo e 22% para o ciclo curto.

A fase Ill, caracterizada por intensa atividade anammox, foi marcada por eficiéncias médias
elevadas de remocédo de nitrogénio na forma de nitrito (94% e 86% para os ciclos longo e
curto, respectivamente) e de nitrogénio amoniacal (79% e 72% para os ciclos longo e curto,
respectivamente). Campos (2011) realizou dois experimentos de enriquecimento de bactérias
anammox utilizando um RBS semelhante ao utilizado no presente estudo. Os resultados
obtidos em seu primeiro experimento demonstraram eficiéncias médias de remocédo de aménia
e nitrito iguais a 90% e no segundo experimento esses valores foram iguais a 60%. Cabe
ressaltar que essas eficiéncias médias também foram obtidas durante a fase anammox de
operacdo do reator, no entanto, as concentragdes afluentes dos compostos nitrogenados
durante esta fase em ambos os experimentos foram menores (Primeiro experimento: 30 a 100
mg N-NH,".L™ afluente e 30 a 80 mg N-NO,.L™ afluente; Segundo experimento: 32 a 50 mg
N-NH,".L™ e 46 a 60 mg N-NOy.L™).
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TABELA 5.2 — Eficiéncias médias de remocé&o de nitrogénio durante as trés fases
operacionais do RBS (desconsiderando o periodo da fase Ill em que o reator foi alimentado

com fenol).

FASE 1 (0 a 50 dias) — atividade desnitrificante predominante

Concentragao Eficiéncia de Concentracao Eficiéncia de
afluente N-NO, remoc¢do média de N- afluente N-NH,* remocao média de
(mg.L™ NO, (mg.L™) N-NH,"
Ciclo longo
99,1 -88,6
(16 horas)
) 21a30 20a34
Ciclo curto (8
100 -301,3
horas)
FASE 11 (50 a 90 dias) — diminui¢do da atividade desnitrificante
Concentragao Eficiéncia de Concentracao Eficiéncia de
afluente N-NO, remocdo média de N- afluente N-NH," remocdo média de
(mg.L™) NO, (mg.L™) N-NH,*
Ciclo longo
43,9 6,7
(16 horas)
) 21a30 21a34
Ciclo curto (8
33,2 21,7
horas)
FASE 111 (90 a 335 dias) — atividade anammox predominante
Concentracéao . B Concentracéo Eficiéncia de
Eficiéncia de remocéo . o
afluente N-NO, o afluente N-NH, remocdo média de
4 média de N-NO, 4 .
(mg.L™) (mg.L™) N-NH,
Ciclo longo
93,7 79,4
(16 horas)
. 242160 25a 177
Ciclo curto (8
86,3 72,2

horas)

Na figura 5.10 s&o apresentados os valores das cargas de nitrogénio (N-NO; mais N-NH;")
aplicadas ao RBS e removidas ao longo de todo o tempo de operacao (423 dias). Observa-se
gue apo6s o inicio da atividade anammox (fase Il1l) as cargas de nitrogénio foram sendo
aumentadas gradativamente (de 90 até aproximadamente 250 dias) até atingir valores
proximos a 350 g N.m>.d™* e, nesse momento, houve perda na eficiéncia de remocéo de
nitrogénio, culminando em uma reducdo da carga de nitrogénio removida. Vale lembrar, que
de 200 até 250 dias as concentragdes afluentes de amdnio e nitrito se mantiveram em seus
valores mais elevados, alcancando 160 mg.L™ de N-NO, e 177 mg.L™* de N-NH4* (Figuras
5.1 e 5.2), sendo provavelmente esta a causa da inibi¢do da remocao de nitrogénio no RBS.
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Por esse motivo, as cargas de nitrogénio aplicadas foram diminuidas para valores proximos a
200 g N.m3.d?, (250 até 290 dias), momento em que a eficiéncia de remocao de nitrogénio se
restabeleceu. E importante destacar que as cargas de nitrogénio afluentes foram diminuidas
durante esse periodo por meio da reducdo das concentracdes de nitrito e amonia afluentes para
valores préximos a 90 mg.L® e 118 mg.L™' de nitrogénio amoniacal e nitroso,

respectivamente.

Apdbs 290 dias, as cargas foram novamente aumentadas atingindo valores de 430 mg N.m’
3 dia™. O aumento da carga nitrogenada aplicada a0 RBS nesse periodo néo foi devido ao
aumento das concentracBes dos compostos nitrogenados no afluente e sim devido a
diminuicdo do tempo de detencdo hidraulica (TDH) no reator, que passou de 44 horas para 24
horas. Dessa maneira ndo foi observada diminuicéo na eficiéncia de remocéo de nitrogénio no
reator. De 290 até 335 dias de operacéo (antes do inicio da alimentacdo do reator com fenol) a
carga média de nitrogénio removida foi de 360 mg N.m™.d, atingindo valor maximo igual a
390 g N.m>.d™. Resultados semelhantes foram obtidos por Wang et al. (2011), os quais
conseguiram em um RBS anammox (6,5L de volume) cargas méaximas de nitrogénio
removidas iguais a 400 g N.m3.d>. No entanto, resultados superiores foram alcancados por
Lépez et al. (2008), o qual aplicou uma carga de nitrogénio afluente a um RBS anammox,
também em escala laboratorial, porém com volume de trabalho bastante superior (variando de
14,3 a 15,8L), igual a 1,6 kg N.m>.d” e obteve 99,7% de eficiéncia de remocdo. N&o
obstante, j& foi relatado na literatura cargas de nitrogénio removidas tdo altas quanto 75 kg
N.m2.d? em reatores anammox em escala laboratorial. Nesse caso, o reator utilizado tinha
configuracBes semelhantes a de um reator UASB com biomassa anammox granular (TANG et
al., 2011b).
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FIGURA 5.10 — Cargas de nitrogénio (N-NO, e N-NH,") aplicadas e removidas do RBS ao
longo de todo o periodo operacional

5.2 Avaliacdo do efeito da alimentagcdo do RBS com concentragcdes

crescentes de fenol

Para avaliar se o fenol seria capaz de exercer algum efeito toxico sobre o0 processo anammox
no RBS, esse composto foi adicionado ao reator durante um periodo de 42 dias (335 a 377
dias). A concentracdo afluente inicial de fenol no reator foi igual a 10 mg.L™ e a cada semana,
era incrementada até atingir 300 mg.L™. A adicdo de fenol era realizada no inicio do ciclo
longo (16 horas) de operagéo do reator. Esse composto ndo foi adicionado ao reator durante o
ciclo curto (8 horas) a fim de evitar que se acumulasse no interior do mesmo. A Figura 5.11
apresenta a dindmica dos compostos nitrogenados no RBS durante o periodo de 290 a 423
dias de operacéo. Periodos anterior (290 a 334 dias) e posterior (378 a 423 dias) a alimentacédo
do reator com fenol também sdo observados na figura, de modo que € possivel analisar a
remocao de nitrogénio nos mesmos, em comparagao com a remogao de nitrogénio no periodo
em que foi adicionado o fenol no RBS. As concentragdes afluentes de aménia e nitrito durante
todo esse perfodo (290 a 423 dias) permaneceram proximas a 90 e 118 mg.L?,

respectivamente.

Programa de Pés-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG

73



Os resultados demonstraram que no periodo anterior a alimentacdo do reator com fenol,
estava havendo boa remoc¢do dos compostos nitrogenados, o que é evidenciado pelas baixas
concentracdes de N-NH4* efluentes, variando entre 1 e 10 mg.L™, e de N-NO;™ efluentes, as
quais permaneceram entre 0 e 2 mg.L™. Quando o fenol comegou a ser adicionado ao reator,
até atingir concentragdo igual a 200 mg.L™ observou-se que as baixas concentracdes de
nitrogénio efluentes se mantiveram. Entretanto, quando foi aplicada concentracdo igual a 300
mg.L™ de fenol, maior concentracéo de aménia no efluente foi observada, chegando a valores
iguais a 74 mg.L™, reduzindo desta forma a eficiéncia de remocéo de nitrogénio amoniacal
que se encontrava proxima a 97% e caiu para cerca de 40%. A concentracdo de nitrito
efluente também aumentou, chegando a 51 mg.L™, culminando em uma diminuicdo na
eficiéncia de remocdo desse composto, a qual foi reduzida de aproximadamente 100% para
81%. Essas concentracdes afluentes de nitrogénio se mantiveram elevadas, mesmo ap0s
suspensdo da alimentacdo do reator com fenol. Entretanto, observou-se que ap6s 45 dias do
término da adicdo de fenol ao RBS, quando o reator estava sendo operado novamente em
condicBes autotroficas, houve uma melhora nas eficiéncias de remocdo de nitrogénio, que
ficaram proximas a 85% e 95% para nitrogénio nitroso e amoniacal, respectivamente.

- 100%

300
- 90%
250 A - 80%

- 70%

ha
=
=]

- 60%

- 50%

[y
U
(=]

- 40%

[ary
=
=]

- 30%

Concentragdo (mg.L-1)

- 20%

U
=]
1

- 10%

Eficiéncia de remogdo dos compostos
nitrogenados

0%

430

Tempo (dias)

=—+—Fenol afluente B N-NO2- afluente N-NO2- efluente
® N-NHa+ afluente £ N-NO2- efluente Eficiéncia de remogdo de N-NO2-
Eficiéncia de remogao de N-NH4+

FIGURA 5.11 — Dindmica e eficiéncia de remoc¢ao dos compostos nitrogenados no RBS

durante o experimento de alimentac&o do reator com fenol (ciclo longo).
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Na Tabela 5.3 é apresentada a estatistica descritiva das eficiéncias de remocdo de nitrito,

amonia e do coeficiente N-NO,- consumido/ N-NH," consumida sob as diferentes

concentracgdes de fenol adicionadas ao RBS.

TABELA 5.3 — Estatistica descritiva das eficiéncias de remoc¢ao de nitrito, ambnia e do

coeficiente N-NO,/ N-NH," sob diferentes concentracdes de fenol adicionadas ao RBS

Eficiéncia de remocéo de N-NO,’

Concentracéo de

fenol (mg L) 0 10 25 50 100 200 300
N° de dados 17 5 4 5 5 5 5
Média 99,56 98,82 99,12 98,94 99,61 99,64 81,81
Desvio-padrédo 0,6 0,5 0,6 0,7 0,2 0,6 19,6
S:ﬁ;'gcg:gme de 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,24
Mediana 99,8 98,9 99,0 99,3 99,6 99,9 85,0
Minimo 98,15 97,99 98,56 98,17 99,39 98,56 55,57
Maximo 100,00 9922 100,00 99,56 100,00 100,00 100,00
Percentil 25% 99,2 98,9 98,7 98,3 99,5 99,7 68,5
Percentil 75% 100,0 99,1 99,4 99,3 99,6 100,0 100,0

Eficiéncia de remoc&o de N-NH,"

Cf%r;g‘in(ngﬁol‘;e 0 10 25 50 100 200 300
N° de dados 17 5 4 5 5 5 5
Média 94,51 95,32 97,67 98,29 96,18 97,24 40,67
Desvio-padréao 3,6 4,1 0,8 0,6 15 1,6 13,9
S;r?;'gcg:gme de 0,04 0,04 0,01 0,01 0,02 0,02 0,34
Mediana 938 96,5 97,7 98,5 96,2 97,9 47,0
Minimo 88,77 88,12 96,73 97,56 93,82 95,18 25,10
Maximo 100,00 98,50 98,56 99,10 97,89 98,78 56,79
Percentil 25% 92,1 96,4 97,4 97,7 96,0 96,0 27,0
Percentil 75% 98,0 97,0 98,0 98,6 97,0 98,4 475

Coeficiente N-NO, consumido/ N-NH," consumido

Cf%rr‘]f)‘ingfol‘;e 0 10 25 50 100 200 300
N° de dados 17 5 4 5 5 5 5
Média 1,17 1,33 1,08 1,18 1,15 1,14 2,65
Desvio-padrédo 0,2 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0 15
S;ﬁ;;ggme de 0,13 0,19 0,07 0,02 0,01 0,02 0,56
Mediana 1,2 1,3 1,1 1,2 1,1 1,1 2,1
Minimo 0,93 1,06 1,01 1,15 1,14 1,0 1,33
Maximo 1,43 1,66 1,16 1,20 1,17 1,16 4,25
Percentil 25% 1,1 1,2 1,0 1,2 1,1 1,1 1,4
Percentil 75% 1,3 1,5 1,1 1,2 1,2 1,2 42
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Com relagdo a eficiéncia de remocéo de nitrogénio na forma de nitrito, os resultados obtidos
demonstraram que quando as concentracdes de fenol variaram de 0 a 200 mg.L™ as medianas
de remocdo de nitrogénio foram bem préximas a 99%. Somente quando a concentracdo de
fenol afluente foi aumentada para 300 mg.L™ houve reducdo da eficiéncia de remocéo de
nitrogénio para 85% (Figura 5.12). Essa reducéo, entretanto, ndo foi considerada significativa
segundo o teste Kruskal-Wallis a um nivel de significancia igual a 5% (p-valor=0,1060). N&do
obstante, esses resultados devem ser interpretados com cautela, uma vez que um ndmero

muito pequeno de dados foi considerado para esta anélise (Tabela 5.3).
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FIGURA 5.12 — Box-plot das eficiéncias de remoc¢édo de N-NO, durante o experimento de

alimentacédo do reator com fenol.

Na Figura 5.13 s&o apresentados os resultados para as eficiéncias de remocdo de N-NH,". Foi
verificado que houve diferenca significativa entre as medianas obtidas, a um nivel de
significancia de 5% (p-valor=0,0193; teste Kruskal-Wallis). Observa-se que as medianas das
eficiéncias de remogdo de amdnia permaneceram proximas a 95% quando as concentraces
de fenol variaram de 0 a 200 mg.L™. Assim como no caso do nitrito somente quando a
concentracdo de fenol passou a ser 300 mg.L* a mediana da eficiéncia de remogdo de

nitrogénio reduziu para 47%. No entanto, pelo teste de comparacbes multiplas entre as
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medianas, foi verificado que as eficiéncias de remocdo de amonia diferiram
significativamente apenas entre os periodos com concentracGes de fenol iguais a 300 e 25
mg.L™ (p-valor=0,026851), 300 e 50 mg.L™ (p-valor=0,001065) e 300 e 200 mg.L™ (p-
valor=0,024134). Mais uma vez, 0 pequeno numero de dados utilizados pode ter
comprometido tal analise, impedindo a deteccdo de diferencas possivelmente existentes entre
outros periodos.
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FIGURA 5.13 — Box-plot das eficiéncias de remoc&o de N-NH," durante o experimento de

alimentacéo do reator com fenol

A fim de avaliar se o fenol teve efeito inibidor sobre a remocdo de nitrogénio pelo processo
anammox no reator, foram analisados os valores obtidos para a razdo estequiométrica N-NO,
consumido/ N-NH," consumido sob as diferentes concentracdes de fenol testadas (Figura
5.14). Sabe-se que as bactérias anammox removem nitrito e amonia na propor¢do de 1,32:1
(Strous et al., 1998). Valor bem proximo foi obtido durante todo o experimento de
alimentacdo do reator com fenol (entre 1,1 e 1,3), a exce¢do de quando a concentracao
afluente de fenol foi igual a 300 mg.L™?, quando o coeficiente aumentou para 2,1. Esses
resultados indicaram que mesmo com a eficiéncia de remocdo de nitrito aparentemente
reduzida, houve um maior consumo desse composto em relacdo & amonia, quando o reator foi
submetido & elevada concentracdo de fenol (300 mg.L™), o que ocasionou a perturbacéo da

atividade de bactérias anammox, possibilitando o consumo do nitrito por outras vias, que nao
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a oxidacdo anaerdbia da amonia. De acordo com a andlise estatistica aplicada, foram
detectadas diferencas entre as medianas dos coeficientes estequiométricos pelo teste Kruskal-
wallis  (p-valor=0,0098), entretanto, o0s coeficientes estequiométricos sO diferiram

significativamente entre as concentraces 300 mg.L™ e 25 mg.L™ (p-valor=0,012088).
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FIGURA 5.14 — Box-plot dos coeficientes N-NO, consumido/ N-NH," consumido durante o

experimento de alimentacdo do reator com fenol

Em estudos conduzidos por Toh & Ashbolt (2002) realizou-se a aclimatacdo de uma cultura
de bactérias anammox a um efluente contendo concentrac@es crescentes de fenol durante um
periodo de 15 meses em um reator de escala laboratorial de um litro de volume, com meio
suporte e fluxo continuo ascendente. Os resultados obtidos nesse experimento demonstraram
que concentracdes de fenol iguais a 50 mg.L™ ja foram capazes de perturbar a remocéo de
nitrogénio pelo processo anammox, causando um aumento da remogcéo de nitrito em relacdo a
remocdo de amodnia, e alterando dessa forma o coeficiente estequiométrico da reacédo
anammox que normalmente variava de 1,0 a 1,3 e passou a ser 2,5 ap6s a adi¢cdo de fenol.
Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho, entretanto, concentragbes mais
elevadas de fenol (300 mg.L™) foram requeridas para que houvesse alguma perturbagdo no
processo anammox, alterando o coeficiente estequiométrico da reacdo de 1,1 para 2,1 e
promovendo uma diminuicdo de 48% na eficiéncia de remocéo de nitrogénio amoniacal e de

15% na eficiéncia de remocao de nitrogénio nitroso.
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Toh & Ashbolt (2002) conseguiram adaptar as bactérias anammox ao efluente contendo fenol,
porém, um longo periodo foi requerido (15 meses). Apos esse periodo o reator anammox foi
capaz de remover nitrito (78 g N-NO,.L™.d™") e aménia (62 g N-NH,*.L™".d") em proporces
estequiométricas tipicas da reacdo anammox, mesmo em concentracfes afluentes de fenol

iguais a 330 mg.L™.

Os resultados do estudo realizado por Toh & Ashbolt (2002), assim como os resultados
obtidos no presente estudo, sugerem que 0 processo anammox tem potencial para ser aplicado
para a remocdo de nitrogénio de efluentes que contenham compostos toxicos como o fenol,
uma vez que concentracdes elevadas desse composto, iguais a 200 mg.L™, ndo foram capazes
de inibir a remocao dos compostos nitrogenados pelas bactérias anammox. Vale ressaltar que,
no presente estudo o experimento foi realizado em um curto periodo de tempo (42 dias) e as
andlises estatisticas realizadas partiram de um nimero pequeno de dados, ndo sendo, portanto,
conclusivas. Por esse motivo, recomenda-se que maiores investigagcdes sejam realizadas antes
da aplicacdo do processo em escala plena para o tratamento de efluentes contendo compostos
fenolicos. Ademais, efluentes reais podem conter além do fenol, uma ampla gama de outras
substancias potencialmente toxicas, as quais podem agir simultaneamente causando a inibicao

da reagdo anammox.

Nesse sentido, tem sido investigados os efeitos téxicos do fenol juntamente com outras
substancias como os sulfetos, por exemplo. Fendis e sulfetos sdo dois compostos tipicamente
encontrados em efluentes de coqueria da industria siderirgica. Em estudo recente, foi
verificado que o efeito inibidor dos dois compostos em conjunto foi maior do que o efeito de
cada composto individualmente (YANG & JIN, 2012). No caso dos efluentes de coqueria,
em particular, as concentracbes de amonia sdo bastante elevadas, podendo chegar a 1200
mg.L™ e as relacBes C/N sio relativamente baixas, o0 que favoreceria a aplicacdo do processo
anammox para a remocdo bioldgica de nitrogénio (MARANON et al., 2008; QUEIROZ,
2009). Porém, cerca de 80% da DQO desse tipo de despejo € constituida por fenol e por esse
motivo as investigacGes sobre a toxicidade desse composto sobre a oxidacdo anaerobia da
amoOnia tornam-se imprescindiveis para avaliar a aplicabilidade do processo para tratar esse
tipo de efluente (ZHANG et al., 1998).
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5.3 Caracterizacdo da biomassa no interior do RBS

No inicio da operacdo do RBS a biomassa tinha um aspecto escuro, e encontrava-se dispersa
no interior do reator. A partir do 150° dia de operacdo foi observada a formagéo de biofilmes
nas paredes do reator e, além disso, ocorreu a formacao de granulos com tamanhos variando
de 1 a 4 mm, aproximadamente. Outro aspecto visualizado foi uma mudanca na coloracdo da
biomassa, a qual adquiriu um tom marrom alaranjado, caracteristico de bactérias anammox
(Figura 5.15).

FIGURA 5.15 — Granulagéo da biomassa no RBS. (A) Biomassa no inicio da operacédo do
RBS; (B) Biofilme formado na parede do RBS com coloragdo marrom alaranjada; (C)

Granulos formados no interior do RBS. (D) Granulos retirados do RBS.

Segundo Jetten et al. (1998) bactérias anammox possuem coloracdo alaranjada devido a
elevada concentracdo de citocromos no interior de suas celulas. Quanto & forma de
crescimento da biomassa, é relatado na literatura que bactérias anammox se desenvolvem
preferencialmente aderidas a meios suportes formando biofilmes ou em suspensédo na forma
granular (VAN DER STAR et al., 2007). No presente trabalho, foram observadas as duas
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formas de crescimento. Lopez et al. (2008) também obtiveram biomassa anammox na forma
granular em seu experimento de enriquecimento em um RBS. As causas apontadas para a
granulacdo foi principalmente o modo de operacdo do reator, que consistia em bateladas com
longos periodos de alimentacdo (cerca de seis horas), a agitacdo lenta da biomassa no interior
do reator e 0 periodo de sedimentacdo longo, aproximadamente 20 minutos. No presente
estudo, condigdes semelhantes foram utilizadas durante os ciclos de operagdo do RBS.
Durante quase todo o experimento, o periodo de alimentacdo foi de cerca de 4 horas, a
biomassa no interior do reator foi misturada lentamente (50 rpm) e o periodo de sedimentacéo

da biomassa ao final de cada batelada foi de 20 a 30 minutos.
5.4 Deteccdo de bactérias anammox no RBS
541 PCR

Os resultados da deteccdo de bactérias anammox pela PCR utilizando os iniciadores Pla
46f/Amx 820r foram positivos para a presenca de DNAr 16S em todas as amostras analisadas,
tanto no lodo utilizado como in6culo quanto em todas as amostras do reator coletadas ao
longo do experimento (Figura 5.16). Observou-se que a intensidade da banda referente ao
lodo de inéculo (canaleta 2) foi bastante menor que a intensidade das demais bandas
(canaletas 3 a 7), sugerindo a existéncia de menor concentracdo de DNAr 16S de bactérias
anammox no lodo de indculo em relacdo as amostras coletadas ap6s o inicio da atividade
anammox no reator. Essa suspeita foi confirmada posteriormente, por meio dos resultados

obtidos pela técnica de PCR em tempo real, que serdo discutidos no item 5.5.

1 2 3 4 5 6 7 8
Ladder Inéculo RBS RBS RBS RBS RBS  Controle
Express. od 110d 190d 270d 330d 370d negativo

|

1000 pb - e, e T Qe
-

FIGURA 5.16 — Deteccéao de bactérias anammox pela PCR com iniciadores para o DNAr
16S de bactérias anammox (Pla 46f/ Amx 820r).
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Foram utilizados também para a deteccdo de bactérias anammox iniciadores para a
subunidade A (HzsA) do gene que codifica a enzima hidrazina sintase (HzsA 526f/ HzsA
1857r). Foram obtidos resultados positivos para as amostras coletadas no RBS nos dias 110,
190, 270, 330 e 370 dias (canaletas 3 a 6), entretanto, o resultado foi negativo para o lodo de
indculo (canaleta 2), possivelmente porque nesta amostra menor quantidade de bactérias
anammox estava presente (Figura 5.17). O gene da hidrazina sintase tem sido considerado o
unico e mais especifico marcador filogenético para bactérias anammox. A utilizagcdo desse
marcador, em relacdo as abordagens que utilizam o RNAr 16S possui a vantagem de estar
diretamente relacionado a fisiologia dos organismos alvo. Além disso, a presenca desse gene
ndo foi observada em outros grupos de microrganismos, somente em anaerobios oxidadores
de amonia, sendo, portanto, um marcador muito especifico (HARHANGI et al., 2012).
o e L I 6 7 8

Inéculo  RBS RBS RBS RBS RBS Controle
od 110d 190d  270d 330d 370d  negativo

. S . - -

1500 pb

FIGURA 5.17 — Detecc¢éao de bactérias anammox pela PCR com iniciadores para a
subunidade HzsA da enzima hidrazina sintase de bactérias anammox (HzsA 526f/HzsA
1857r).

Os resultados da PCR indicaram que as bactérias anammox permaneceram no reator ao longo
de todo o tempo de operacdo, mesmo apos a alimentacdo do reator do com fenol (Figuras 5.16
e 5.17; canaleta 7). Assim, a presenca de condicOes adversas (ou seja, a presenca de fenol, que
€ um composto organico toxico) no RBS ndo contribuiu para a eliminagdo desses
microrganismos do meio, apesar de ter afetado sua atividade, uma vez que a remocdo dos
compostos nitrogenados foi comprometida apos a alimentacdo do reator com elevadas
concentracdes de fenol (300 mg.L™), reduzindo em 48% e 15% a eficiéncia de remocéo de
amonia e nitrito, respectivamente, em comparacdo com 0 periodo em que O reator era
alimentado somente com meio de cultura autotrofico. Esses resultados foram suportados pela
analise dos perfis da comunidade microbiana por meio da técnica de PCR-DGGE, que sera

discutida posteriormente, no item 5.6, deste trabalho.
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542 FISH

A presenca de bactérias anammox no RBS apds 190 dias de cultivo também foi confirmada
pela técnica de Hibridacdo in situ fluorescente (Figura 5.18). Foi possivel observar
microrganismos com morfologias caracteristicas de bactérias anammox: células de
aproximadamente 1 pum de diametro, em forma de cocos. No interior do citoplasma nota-se a
presenca de um compartimento ndo corado com DAPI e também com auséncia de hibridacéo
com a sonda Amx820, devido a auséncia de material genético e também de ribossomos. Esse
compartimento é possivelmente 0 anammoxossomo, uma estrutura membranosa presente no

citoplasma, exclusiva das bactérias anammox (VAN NIFTRIK et al., 2004).

FIGURA 5.18 — Deteccéao de bactérias anammox no RBS apés 190 dias de cultivo pela
técnica de FISH. (A e C) Células coradas com DAPI. (B e D) Células de bactérias anammox
hibridadas com a sonda Amx 820 (especifica para os géneros Candidatus “Brocadia” e

“Kuenenia”).
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A técnica de FISH possui a vantagem de permitir a identificacdo de células quando as mesmas
encontram-se ativas, uma vez que o principio dessa técnica é baseado na hibridagdo de sondas
fluorescentes especificas e complementares a regides do RNAr 16S, importante componente

estrutural dos ribossomos, sistema de sintese proteica das células.

A presenca de bactérias anammox ativas aos 190 dias de operacdo do RBS, evidenciada pela
técnica de FISH indica que a remocéo de nitrogénio no reator estava ocorrendo realmente pela
via da oxidacdo anaerébia da amonia. Nos periodos préximos aos 190 dias de operacéo,
quando foi retirada a amostra de biomassa para a analise de FISH, a remocdo de aménia e
nitrito no RBS foi elevada, chegando a 100% de eficiéncia para nitrito e 95% para amonia. Os
resultados das analises quimicas, aliado a analise de FISH indicam que o reator encontrava-se

em plena atividade anammox nesse periodo.

5.5 Estimativa da quantidade de bactérias anammox por PCR em

tempo real

Os resultados obtidos pela PCR em tempo real demonstraram um aumento consideravel do
namero de copias do gene RNAr 16S de bactérias anammox ao longo da operacdo do RBS,
indicando que houve aumento da populacdo dessas bactérias durante o experimento de
enriquecimento e cultivo. As concentracdes iniciais do gene RNAr 16s de bactérias anammox
no tempo zero de operacdo do RBS (indculo) foram iguais a 3,7 x 10° cépias.g™ de lodo.
Ap6s 110 dias, quando o reator ja apresentava indicios de atividade anammox as
concentracdes passaram a ser 4,2 x 10° cépias.g™ de lodo. Aos 330 dias as concentracdes de
DNAr 16S foram maximas no RBS, alcancando 4,7 x 10'° cépias.g™ de lodo e teve uma
reducdo aos 370 dias, caindo para 2,9 x 10*° cépias.g™ de lodo (Figura 5.19). Vale lembrar,
que no tempo 370 dias 0 RBS estava sendo alimentado com fenol, o que pode ter contribuido
para provocar tal reducdo na populacdo de bactérias anammox. Entretanto, o fenol ndo foi

capaz de eliminar totalmente as bactérias anammox do meio.
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FIGURA 5.19 - Estimativa do nimero de cépias do gene RNAr 16S de bactérias anammox

ao longo da operacéo do RBS

Ni et al. (2010) cultivando bactérias anammox em um reator em escala de bancada do tipo
UASB encontrou concentracBes maximas de RNAr 16S de bactérias anammox igual a 4,6 X
10® cépias.mL™ de lodo, resultado inferior ao obtido no presente estudo (4,7 x 10*° cépias.g™
de lodo). Essa concentragéo foi encontrada quando o reator apresentava melhor desempenho,
aos 300 dias de operacdo, em que 0 mesmo era alimentado com concentragdes de amonia e
nitrito de aproximadamente 200 mg.L™ e era capaz de remover 94% do nitrogénio total

afluente.

No presente trabalho, no tempo zero, quando as concentraces de DNAr 16S de anammox foi
mais baixa (3,7 x 10° cdpias.g™ de lodo) o reator ainda ndo apresentava atividade anammox e
ainda ndo era capaz de remover nitrogénio. Pelo contrario, as cargas efluentes de nitrogénio
eram mais elevadas que as afluentes (Figura 5.20). Park et al. (2010) cultivando bactérias
anammox em um RBS em escala laboratorial a partir de lodo proveniente de um reator
anammox em escala real, relatou que a concentracdo do gene RNAr 16S de bactérias
anammox foi, no inicio da operacao do reator, proxima de 8 x 10° n° de cépias.ml™ de lodo, e
que as cargas de nitrogénio removidas foram inicialmente baixas, ndo chegaram a ter valores
negativos, mas foram préximas a zero em alguns momentos. Apds 150 dias de operacédo, 0s
autores perceberam a granulacdo da biomassa com mudancga na coloragdo da mesma para um

tom avermelhado, caracteristico de bactérias anammox. Consequentemente houve uma
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estabilizacdo na quantidade de genes de bactérias anammox quantificada, que permaneceu
entre 0,4 a 7,8 x 10% copias.mL™. A partir desse momento, o reator foi capaz de remover
cargas de nitrogénio proximas a 400 g N.m™.d™%. Na presente pesquisa, o reator foi capaz de
remover cargas tao altas quanto as removidas no estudo de Park et al. (2010), alcan¢ando 390
g N .m3d?, entretanto, nesse momento um nimero de cépias de RNAr 16S de bactérias

anammox maior foi observado, sendo igual a 4,7 x 10™° cépias.g™ de lodo (Figura 5.20).
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Quantidade de bactérias anammox

100 | - 1,00E+06

-200 - - 1,00E+05%
Tempo (dias)

FIGURA 5.20 — Carga de nitrogénio removida no RBS (linha azul) e nimero de cépias de

RNAr 16S de bactérias anammox (quadrados vermelhos) ao longo do tempo de operacao.

Estimou-se também a abundéancia relativa do nimero de copias do gene RNAr 16S de
bactérias anammox em relacdo ao nimero de copias do gene RNAr 16S de bactérias totais. Os

resultados sdo apresentados na Figura 5.21.
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FIGURA 5.21 — Abundancia relativa do numero de copias do gene RNAr 16S de bactérias
anammox em relacao ao numero de cépias do gene RNAr 16S de bactérias totais ao longo
da operacédo do RBS.

Antes do enriquecimento (tempo 0) a porcentagem de DNAr 16S de bactérias anammox em
relacdo a bactérias totais foi bastante pequena (0,0001%). Ao longo do tempo, a abundéncia
relativa do gene de bactérias anammox foi aumentando, alcangando seu valor maximo com
270 dias de operacdo (17,12%). Nesse periodo o reator estava sendo alimentado com
concentracdes afluentes de amonia e nitrito proximas a 90 e 118 mg.L™, respectivamente, e
apresentava boas eficiéncias de remocdao de nitrito (99%) e de aménia (85 a 90%). No periodo
subsequente (330 dias) observou-se que a porcentagem de DNAr 16S de anammox caiu em
relacdo a bactérias totais (8,41%), entrentanto, esta diminuicdo se deu pelo aumento do
namero de copias de DNAr 16S de bactérias totais e ndo pela diminuicdo do nimero de

copias do DNAr 16S de bactérias anammox, como pode ser observado na Figura 5.19.

No periodo 370 dias, quando o reator estava sendo alimentado com fenol observou-se que,
mesmo havendo uma diminui¢do no nimero de copias do gene de bactérias anammox, houve
um aumento da propor¢do relativa de anammox/ bactérias totais em relacdo ao periodo
precedente (aumentou de 8,41% para 10,66%). Por esse motivo, é possivel sugerir que o fenol

pode ter exercido algum efeito toxico sobre a populacdo de bactérias em geral, eliminando do
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meio ndo somente 0s organismos anaerébios oxidadores de amdénia, como também outros

grupos de bactérias.

Proporcéo relativa maior (51%) do gene RNAr 16S de bactérias anammox em relacao ao total
de genes de RNAr 16S de bactérias foi encontrada por Quan et al. (2008), em um reator
anaerobio de fluxo ascendente operado em condic¢des autotrdficas, inoculado com sedimento
de rio. A quantidade do gene RNAr 16S de bactérias anammox neste reator atingiu valor igual
a 2,4 x 10™° copias.ug™ de DNA extraido.

5.6 Analise do perfil da comunidade microbiana ao longo do tempo de

operacdo do reator por PCR-DGGE

A Figura 5.22 apresenta os perfis de DGGE da comunidade microbiana obtidos para as
amostras do indculo e do RBS coletadas ao longo do tempo de operagdo. Os perfis
populacionais obtidos foram comparados utilizando o programa BioNumerics, e a partir da
analise realizada foi gerado um dendrograma indicando os coeficientes de similaridade entre

os perfis resultantes (Figura 5.23).

FIGURA 5.22 — Gel de DGGE contendo fragmentos de DNAr 16S amplificados com primers
universais para bactérias em geral (1055F/1392R-GC). (1) Inéculo; (2) RBS 110 dias; (3)
RBS 190 dias; (4) RBS 270 dias; (5) RBS 330 dias; (6) RBS 370 dias.
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FIGURA 5.23 — Dendrograma obtido para os perfis de bandas do in6culo e RBS aos 110,
190, 270, 330 e 370 dias (coeficiente do correlagdo de Pearson e método de agrupamento
UPGMA).

Dois agrupamentos principais foram observados. O primeiro, constituido pelas amostras do
RBS 110 dias, 190 dias, in6culo e RBS 370 dias. O segundo, por sua vez, constituido pelas
amostras 270 e 330 dias. O perfil de bandas do in6culo foi mais similar ao perfil obtido para
as amostras do RBS aos 110 e 190 dias de operacgéo (86,5%), mesmo assim, observou-se que
houve uma mudanca no perfil da comunidade ap6s o inicio da atividade anammox no reator, 0
que pode ser evidenciado comparando-se as amostras do indculo e do RBS com 110 dias de

operagéo.

As amostras do RBS coletadas com 110 e 190 dias, por sua vez, foram muito similares entre
si (93,8%). Entre esses periodos as condi¢des operacionais do RBS (pH, temperatura, OD,
TDH), foram bastante parecidas. Ndo obstante, houve um aumento nas cargas nitrogenadas
aplicadas ao reator que era inicialmente igual a 60 g N.m=.d™ aos 110 dias e passou a ser 180
g N.m>.d™ aos 190 dias. Entretanto, o aumento da carga nitrogenada parece no ter refletido

em uma mudanga significativa na estrutura da comunidade microbiana.

Quando foram comparadas as amostras do RBS com 110 e 190 dias as amostras coletadas nos
periodos subsequentes (RBS 270 e 330 dias) observou-se pequeno coeficiente de similaridade
(23,2%), indicando que houve uma mudanga consideravel no perfil da comunidade
microbiana entre esses periodos. Um fato que pode estar relacionado a essa mudanga, foi um
aumento nas concentracdes afluentes dos compostos nitrogenados entre esses periodos,
atingindo seus valores mais elevados no RBS (177 e 160 mg.L™ para aménia e nitrito,

respectivamente). Em consequéncia disso, foi verificada perda na eficiéncia de remocéo de
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nitrogénio no reator entre esses periodos, indicando que a atividade anammox foi afetada
acarretando um aumento das concentracdes afluentes dos compostos nitrogenados, o que

eventualmente pode ter favorecido outros grupos microbianos presentes no reator.

Apos a alimentacdo do reator com fenol (RBS 370 dias), foi verificado que o perfil da
comunidade microbiana voltou a ser mais similar ao da amostra referente ao inoculo. Isso era
esperado uma vez que a adicdo de fenol, que € um composto organico, ao reator pode ter
favorecido o metabolismo heterotrofico, o qual possivelmente era predominante também no

lodo de in6culo.

As bandas mais representativas obtidas nos perfis de DGGE foram recortadas do gel e

sequenciadas (Figura 5.24). A identificacdo das bandas ¢é apresentada na Tabela 5.4.

FIGURA 5.24 — Imagem invertida do gel de DGGE evidenciando as bandas que foram
recortadas do gel e sequenciadas (setas vermelhas). (1) Indculo; (2) RBS 110 dias; (3) RBS
190 dias; (4) RBS 270 dias; (5) RBS 330 dias; (6) RBS 370 dias.
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TABELA 5.4 — Identificacdo das bandas do DGGE.

Classe ou N° de acesso
Banda Filo Ordem Gene RNAr 16S Similaridade®™
A (GenBank)
mais proxima
) i Bactéria ndo cultivada, 0
A L AP20%02T __cloneNoosaAWd0 o
B Planctomycetes Brocadiales AM285341 Candldagj s “Brocadia sp. 99%
______________________________________________________________________________ 40, cloned0 T
C Planctomycetes Brocadiales DQ459989 Candld]?ut Il:; SI dg,rocadla 90%

D Proteobacteria  Burkholderiales  HQ149701 Audovor':;\)égtigeus Ut™m 94%
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Bactéria ndo cultivada
E Proteobacteria  Rhodocyclaceae = HQ085996 Rhodocyclaceae, clone 93%
__________________________________________________________________________ FSOHPNUO7HZUCO

. Hydrogenophi- Thiobacillus denitrificans 0
______ P Prowobadteria  Tlaeae  NROMMT T atceassg o %
. Pseudomonada- Pseudomonas putida 0
G Prowobacteria " ceae Qeserer pISFO5S S
Bactéria ndo cultivada
. Nitrosomonada- Nitrosomonadaceae, clone 0
H Proteobacteria ceae HQ834716 HKY02-06 90%
_._.|_____Proteobacteria _Burkholderiales _ AMO084039 _ _Acidovoraxsp. R-25052 _ _ _ _ 99% _ __
Bactéria ndo cultivada
J Proteobacteria Mixococcales FJ889284 Mixococcales, clone Plot 94%

18_G03

(1) As porcentagens representam similaridade entre as sequencias das bandas do DGGE com as sequencias
mais proximas no GenBank;
(2) Candidato a divisdo TM7.

A identificacdo das bandas isoladas a partir do gel de DGGE revelou que a maioria das
sequéncias obtidas estd relacionada com microrganismos do Filo Proteobacteria. Também
foram obtidas sequéncias relacionadas aos Filos Planctomycetes e TM7.

A Banda A, presente apenas no indculo, parece estar relacionada a microrganismos da
Divisdo TM7. Sequéncias de DNAr 16S desse grupo ja foram recuperadas a partir de sistemas
de lodos ativados de estacdes de tratamento de efluentes, como é o caso do clone
NoosaAW40, que apresentou similaridade (92%) com a sequéncia referente a Banda A, neste
estudo. Conforme verificado por meio da técnica de FISH em estudos previamente realizados,
esses microrganismos apresentam morfologia filamentosa, e tem sido apontada a sua relacao
com problemas de intumescimento do lodo (bulking) em sistemas de lodos ativados
(HUGENHOLTZ et al., 2001). A Banda H, que também apareceu no inéculo e parece ter se
mantido em todas as amostras coletadas do RBS ao longo do tempo, teve identidade de 90%

com sequéncias de bactérias da Familia Nitrosomonadaceae. Esse grupo de microrganismos
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inclui géneros de bactérias aerdbias oxidadoras de amonia (MADIGAN et al., 2010). Amonia
foi um substrato adicionado ao reator ao longo de todo o tempo de operacdo, entretanto, além
desse substrato, condi¢fes aerdbias sdo requeridas para a sobrevivéncia desse grupo de
bactérias, e estas condi¢cdes ndo eram predominantes no interior do RBS, o qual foi operado
sob anaerobiose. Mesmo assim, pode ter ocorrido a presenca de nichos aerobios no RBS que

possibilitaram a sobrevivéncia desse grupo ao longo do tempo de operagéo.

A Banda B foi predominante em todas as amostras coletadas ao longo do tempo de operacgéo
do RBS. A comparacdo da sequéncia referente a essa banda com as depositadas no GenBank,
resultou em similaridade elevada (99%) com sequéncia de DNAr 16S de Candidatus
“Brocadia sp. 40”. Esses resultados, mais uma vez, comprovam que 0 enriguecimento de
microrganismos anammox foi realizado com sucesso. Além disso, as bactérias desse grupo
permaneceram no RBS ao longo de todo o tempo de operacdo, inclusive apds a adi¢do de
fenol ao reator (370 dias). Verificou-se que o fenol foi capaz de interferir na remocgéo de
nitrogénio pelas bactérias anammox quando adicionado em concentracfes elevadas (300
mg.L™), conforme foi discutido no item 5.2. No entanto, os resultados obtidos pela técnica da
PCR-DGGE mostraram que a presenca desse composto toxico ndo foi capaz de eliminar do
reator esse grupo de microrganismos. Além da Banda B, a Banda C, que esteve presente nas
amostras do RBS ap6s 270, 330 e 370 dias, também apresentou similaridade (90%) com
sequéncia do gene RNAr 16S da bactéria anammox Candidatus “Brocadia fulgida”. Esse
género de bactéria anammox € conhecido por sua capacidade de oxidar compostos organicos
como o acetato, formato, propionato, monometilamina e dimetilamina com nitrito ou nitrato
como aceptor de elétrons. No entanto, esses microrganismos ndo incorporam o carbono desses
compostos organicos diretamente a biomassa celular, sua fonte de carbono € o CO,. Estudos
sugeriram que a oxidacdo dos compostos organicos pela bactéria Candidatus “Brocadia
fulgida” ocorre somente para a conservacdo de energia, 0 que culminaria em uma maior
producdo de biomassa para as bactérias anammox por mol de amodnia oxidada. Outra
caracteristica interessante desse género de anammox é a autofluorescéncia emitida quando

esses microrganismos estdo presentes em elevadas concentragcdes (KARTAL et al., 2008).

A presenca de bandas relacionadas a bactérias desnitrificantes também foi observada ao longo
da operacdo do RBS. Algumas foram associadas a ordem Burkholderiales (Banda D,

Acidovorax ebreu; Banda | Acidovorax sp.), microrganismos comumente encontrados em
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sistemas de lodos ativados, e conhecidos por desempenhar importantes papeis na degradacao
de compostos arométicos e na biorremediacdo de ambientes contaminados (HEYLEN et al.,
2006; QUINTAES et al., 2012). O RNAr 16S da Banda E apresentou similaridade com o
RNAr 16S de proteobactérias da Familia Rhodocyclaceae a qual tambem realiza a
desnitrificacdo e € encontrada em sistemas de lodos ativados (HEYLEN et al., 2006). Além
disso, foi obtida similaridade igual a 99% entre a sequéncia da Banda F e sequéncia do gene
RNAr 16S de Thiobacillus denitrificans, proteobactéria quimiolitotréfica que cresce em
condicdes anaerdbias utilizando o nitrato como aceptor de elétrons e é capaz de oxidar

compostos de enxofre e ferro, entre outros, para obtencéo de energia (LETAIN et al., 2007).

A presenca de bactérias desnitrificantes heterotroficas no RBS ao longo de todo o tempo de
operacdo sugere gque a ocorréncia de desnitrificacdo heterotrofica apos a alimentacao do reator
com fenol, possivelmente aconteceu, uma vez que 0 mesmo poderia servir como fonte de
carbono orgénico para o metabolismo desses microrganismos. Observou-se que quando a
concentracdo afluente desse composto atingiu 300 mg.L™, houve um aumento no consumo de
nitrito em relacdo a amonia, aumentando o coeficiente estequiométrico NO, consumido/
NH;" consumido, que era em média 1,16 e passou a ser 2,65, atingindo valores maximos de
4,25 (Tabela 5.3; Figura 5.14).

A rota da degradacdo anaerdbia de fenol por bactérias desnitrificantes pode ocorrer conforme
mostrado na Figura 5.25. O primeiro passo para a degradacdo do fenol utilizando o nitrato
como aceptor de elétrons é a carboxilacdo do fenol, produzindo 4-hidroxibenzoato e ja foi
estudado em bactérias do género Pseudomonas (TSCHEC & FUCHS, 2000). A rota de
degradacdo do benzoato, por sua vez, passa por cinco fases, a saber: (1) tioesterificacdo da
coA; (2) hidratagao/ desoxigenagdo; (3) reducdo do anel; (4) quebra do anel; (5) B-oxidagéo
da abertura do anel para acetil-coA (VAN SCHIE & YONG, 2000 apud OMENA, 2008).
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FIGURA 5.25 — Possivel rota para degradacao anaerébia de fenol incluindo a degradacao

do benzoato.
Fonte: Adaptado de Omena, 2008.

Um fato interessante foi o surgimento da Banda G na amostra do RBS aos 370 dias de
operacdo, apds a alimentacdo do reator com fenol. O sequenciamento desta banda apontou
similaridade (87%) com a sequéncia de RNAr 16S de Pseudomonas putida. Apesar de nao ter
sido um valor de similaridade muito alto, foi o maior valor encontrado quando a sequéncia foi
comparada com as sequéncias depositadas no GenBank. Esse microrganismo tem sido
associado a degradacdo de compostos fendlicos por diversos autores (ULLHYAN & GHOSH,
2012; EL-NAAS et al., 2009; REARDON et al., 2000; BANDYOPADHYAY et al., 1998;
ALLSORP et al., 1993). Pseudomonas putida é um bastonete gram-negativo reconhecido por
sua habilidade em degradar compostos aromaticos, e € amplamente utilizada em sistemas de
tratamento de efluentes para a degradacdo de fenol, alcancando eficiéncias elevadas de
remocao nestes sistemas (EL-NAAS et al., 2009). Esse microrganismo, entretanto, é aerébio
estrito e pode ter se desenvolvido no RBS devido a ocorréncia de nichos aerdbios no interior

do mesmo.

A rota de degradacédo aerdbia de fendis por Pseudmonas putida ja foi estudada e acontece de
acordo com o0s passos mostrados na Figura 5.26. Na presenca de oxigénio, o fenol é
convertido a catecol, que posteriormente, é clivado em posicdo adjacente aos dois grupos
hidroxilas. A enzima catecol 2,3-dihidroxigenase transforma o catecol para 2-
hidroximucdnico e este produto final pode ser metabolizado posteriormente no ciclo do acido
citrico (REARDON et al., 2000).
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FIGURA 5.26 — Degradacéo aerébia de fenol por Pseudomonas putida
Fonte: Adaptado de Reardon et al., 2000.

A presenca de bactérias anammox associadas a bactérias capazes de degradar compostos
fenolicos, como Pseudomonas putida e bactérias desnitrificantes, em um mesmo reator, pode
ser benéfica quando se objetiva o tratamento de efluentes que possuam nitrogénio amoniacal e
compostos organicos toxicos como os fendis, como é o caso dos despejos de coqueria da
indUstria siderurgica e dos efluentes da industria petroquimica, por exemplo (JIN et al., 2012).
No presente trabalho, foi possivel observar a coexisténcia desses grupos de microrganismos
apos a alimentacdo do reator com fenol (RBS 370 dias), sugerindo que a comunidade

desenvolvida no RBS possui potencial para o tratamento desse tipo de despejo.

5.7 Analise da diversidade de microrganismos no RBS pela técnica de

pirosequenciamento

Foram coletadas trés amostras de DNA do RBS (110, 270 e 370 dias) com intuito de realizar a
comparacéo da diversidade de microrganismos em diferentes tempos por pirosequenciamento.
Optou-se por um periodo inicial, imediatamente ap6s o inicio da atividade anammox (110
dias), um periodo intermediario (270 dias) e um periodo ap06s o experimento de alimentacao
do reator com fenol (370 dias). Sdo discutidos apenas os resultados referentes a amostra de
biomassa do RBS com 270 dias de operacdo. Os resultados do pirosequenciamento das
amostras dos periodos 110 e 370 dias ndo estavam disponiveis quando da conclusdo deste
trabalho.

O pirosequenciamento de tal amostra resultou em um total de 16.363 sequéncias. Desse total,
foram selecionadas 4.156 sequéncias com tamanho variando de 140 a 240 pb, sendo que a

maioria das sequéncias possuia tamanhos iguais a 220 e 230 pb (Figura 5.27).
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FIGURA 5.27 — Histograma da distribuicdo do comprimento das sequéncias obtidas.

As UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais) foram definidas agrupando-se as sequéncias
de acordo com a similaridade entre elas. Optou-se por trabalhar com as UTOs a um nivel de
similaridade igual a 97%, uma vez que sequéncias que apresentam similaridade igual ou
superior a este valor podem ser consideradas como pertencentes & mesma espécie (GEVERS
et al., 2005). Como resultado, foi obtido um total de 318 UTOs.

Na tabela 5.5 sdo apresentados os indices de diversidade determinados no nivel de 97% de

similaridade para a amostra do RBS analisada.

TABELA 5.5 — indices de diversidade determinados para a amostra analisada (97% de

similaridade)
indice Valor
Dominéncia 0,038
Equitabilidade 0,72
Shannon 59
UTOs simples 125 (39%)
UTOs duplas 47 (15%)

O indice de equitabilidade expressa a maneira pela qual o ndmero de individuos esta
distribuido entre diferentes espécies, ou seja, indica se as diferentes espécies possuem

abundancia (em termos de numero de individuos) semelhantes ou divergentes (GOMES,
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2004). A amostra analisada demonstrou alta variacdo na distribuicdo da comunidade

microbiana, uma vez que apresentou valor relativamente proximo de 1 (0,72).

As medidas de diversidade levam em consideracdo tanto o nimero (riqueza) de espécies
quanto a abundéncia relativa (equitabilidade) de cada uma delas. O indice mais utilizado para
medir a diversidade em uma populacéo é o indice de Shannon-Wiener (1949). A amostra
estudada apresentou um indice de Shannon igual a 5,9. Este valor podera ser utilizado
posteriormente para a comparacdo com as demais amostras enviadas para o0
pirosequencimento, a fim avaliar qual amostra apresenta maior diversidade. A diversidade de

uma amostra tende a ser menor quanto menor for o indice de Shannon.

O indice de dominancia apresentou um valor baixo (0,038) para a amostra do RBS com 270
dias de operagdo, indicando uma distribuicdo mais equanime dos tdxons na comunidade
microbiana da amostra analisada (valores proximos a zero indicam distribuicdo mais
equanime dos taxons e valores mais préximos de 1 indicam o dominio de um taxon na
comunidade microbiana). Este indice expressa o nimero de individuos de uma determinada

espécie em relacdo ao numero de individuos de todas as espécies encontradas.

5.7.1 Caracterizacao da diversidade microbiana

A classificacdo taxonémica das UTOs foi realizada por meio da ferramenta RDP-Classifier.
Das 318 UTOs definidas (97% de similaridade) 304 foram classificadas em filos do dominio
Bacteria. Observou-se um menor nimero de UTOs classificadas para os niveis de classe
(291), ordem (234), familia (160) e género (65) (Tabela 5.6).

TABELA 5.6 — Nimero de UTOs classificadas nos diferentes niveis taxondmicos e

porcentagem em relacdo ao total de UTOs (97% de similaridade)

Numero de UTOs Porcentagem em relacéo ao total de UTOs (%)
Filo 304 95,60
Classe 291 91,51
Ordem 234 73,58
Familia 160 50,31
Género 65 20,44
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5.7.1.1 Filos

Os principais filos observados na biomassa do RBS aos 270 dias de operacdo foram
Proteobacteria (27,54%), Chloroflexi (19,11%), Planctomycetes (15,12%) e GN04 (15,09%).
A abundancia relativa dos filos mais representativos observados na amostra pesquisada é
apresentada na Figura 5.28. Na Tabela 5.7 sé&o listados todos os 24 filos observados e a

abundancia relativa de cada filo.

30%

25%

20%

15%

10%

5%

FIGURA 5.28 — Abundéancia relativa dos filos mais representativos na biomassa do RBS aos
270 dias de operacao (97% de similaridade).

TABELA 5.7 — Abundancia relativa de todos os filos observados na biomassa do RBS aos

270 dias de operacéo (97% de similaridade)

Filos do Dominio Bacteria Abundancia relativa (%)
Acidobateria 2,29
Actinobacteria 0,72
Armatimonadetes 0,10
BRC1 0,94
Bacteroidetes 0,36
Chlamydiae 0,05
Chlorobi 1,61
Chloroflexi 19,11
Cyanobactéria 0,02
Firmicutes 1,56

/Continua
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Filos do Dominio Bacteria Abundancia Relativa (%)

GNO04 15,09
Gemmatimonadetes 0,41
NC10 0,20
NKB19 1,93
Nitrospirae 0,41
OP11 0,31
Planctomycetes 15,12
Proteobacteria 27,54
Spirochaetes 0,41
T™7 0,07
Thermi 0,05
Verrucomicrobia 1,66
WS3 3,95

N#o classificados 6,23

O filo Proteobacteria é o maior e mais diverso grupo dentro do dominio Bacteria. Todos 0s
microrganismos presentes nesse grupo sdo gram-negativos e exibem uma diversidade muito
ampla de mecanismos de producdo de energia, contendo espécies quimiolitotréficas,
qguimiorganotroficas e fototroficas. Possuem fisiologia diversa, incluindo formas anaerobias,
microaerdfilas e aerdbias facultativas. Quanto a morfologia, também é muito variavel entre as
diferentes espécies, podendo possuir formas de bacilos retos e curvos, cocos, espirilos e
formas com brotamento e apendiculadas (MADIGAN et al., 2010). O grande nimero de
microrganismos incluidos nesse filo, aliado a enorme diversidade e versatilidade metabdlica

de seus constituintes pode explicar a grande abundancia relativa do mesmo no RBS.

O nome Chloroflexi foi proposto em substituicdo a nomenclatura do filo que inclui as
bactérias anteriormente conhecidas com “Green-non-sulfur” (Bactérias verdes nao
sulfurosas). S&o organismos estritamente anaerdbios e fototroficos, filamentosos que podem
ser encontrados em ambientes aquaticos que contenham enxofre elementar como aguas
termais e sedimentos de lagos e rios (SEVIOUR & BLACKALL, 1999 apud VAL-MORAES,
2008). Também sdo encontrados em estacdes de tratamento de esgotos, sendo muito comuns
em sistemas de lodos ativados (KRAGELUND et al., 2011). Isso pode justificar a presenca de
organismos desse filo na amostra pesquisada, uma vez que o inéculo utilizado para o
enriquecimento de bactérias anammox foi justamente lodo ativado convencional de estagédo de

tratamento de esgotos domeéstico.
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Outro taxon que foi bastante abundante na amostra analisada foi o0 GNO4. Na verdade, 0s
microrganismos que compdem esse filo sdo candidatos ao filo GNO4. As informacdes sobre
esse filo sdo escassas na literatura, ainda ndo existem representantes cultivados e néo se tem
informacdes sobre caracteristicas fisiologicas e morfologicas dos organismos. No entanto, tem
sido recuperadas sequéncias de DNA relacionadas a esse filo em amostras ambientais

(http://www.uniprot.org/taxonomy/363473).

Observou-se que sequéncias relacionadas ao filo Planctomycetes foram abundantes na
biomassa do RBS. Nesse filo estdo inseridas as bactérias anammox, de particular interesse
para o presente trabalho. Os microrganismos deste filo possuem caracteristicas fenotipicas
muito peculiares dentro do dominio Bacteria, como auséncia de peptideoglicano em suas
paredes celulares e a presenca de compartimentalizacdo por meio de membranas internas. Os
representantes do filo Planctomycetes sdo ubiquos e ja foram encontrados em uma ampla
gama de ambientes, como por exemplo, solos, ambientes de dgua doce, sedimentos oceanicos
e sistemas de tratamento de efluentes (FUERST & SAGULENKO, 2011). A presenca de
Planctomicetos na amostra analisada era esperada, uma vez que durante todo o experimento
de enriquecimento no RBS foram fornecidas condicOes ideais (pH, temperatura, substratos
para o crescimento, condicdes de anaerobiose) para o crescimento de bactérias anammox,

componentes deste filo.

Martins (2010), estudando a diversidade de microrganismos em um RBS inoculado com lodo
nitrificante de estacdo de tratamento de efluentes de inddstria produtora de aminoacido, e
operado sob condi¢bes anammox (autotroficas) observou apds 450 dias de operacdo, a
presenca do filo beta-Proteobacteria, bactérias verdes sulfurosas do filo Chlorobi, filo
Nitrospira, filo Chloroflexi e filo OP11 coexistindo com microrganismos do filo
Planctomycetes. A proporcdo relativa de cada filo ndo foi relatada pelo autor. Todos esses
filos também foram detectados no presente trabalho. Tal fato sugere que a presenca de outros
grupos de microrganismos é importante para o desenvolvimento e manutencdo das bactérias
anammox em um reator, indicando que pode haver alguma interacdo sintrofica entre esses
grupos de microrganismos. Por exemplo, sabe-se que os sulfetos causam efeito toxico as
bactérias anammox em baixas concentragfes, 1 a 2 mM (DAPENA-MORA et al., 2007).

Assim, a presenca de bactérias capazes de oxidar sulfeto a enxofre elementar, como as
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bactérias verdes sulfurosas do filo Chlorobi, pode ser benéfica, uma vez que estes organismos

séo capazes de retirar esse composto do meio (TANG et al., 2009).
5.7.1.2 Géneros

A abundancia relativa de géneros classificados foi igual a 20,44%, ou seja, de um total de 318
UTOs definidas, apenas 65 foram classificadas até o nivel de género (Tabela 5.6), sendo que
foram identificados um total de 41 géneros. Na Figura 5.29 sdo mostrados 0s géneros mais
representativos (com abundancia relativa variando de 0,1% a 12,16%) identificados na
amostra do RBS com 270 dias de operacdo. E na Tabela 5.8 sdo apresentados todos os

géneros identificados na amostra.

Cutros

Treponema
Thermomonas
Pseudomonas
Syntrophobacter
Nannocystis

Doks2

Thiobacillus
Rhodoplanes
Hyphomicrobium
Bradyrhizabium
Candidatus Brocodio
Nitrospira
Clostridium
Caldilinea

Longilinea
Anaerolineo
Condidatus Solibacter

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14%

FIGURA 5.29 — Abundéancia relativa dos géneros mais representativos observados na

biomassa do RBS aos 270 dias de operacédo (97% de similaridade).
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TABELA 5.8 - Abundancia relativa de todos os géneros observados na biomassa do RBS

aos 270 dias de operacédo (97% de similaridade)

Género Abundéancia relativa (%0)
Candidatus “Solibacter” 1,56
Mycobacterium 0,02
Candidatus “Protochlamydia” 0,02
Candidatus “Rhabdochlamydia” 0,02
Anaerolinea 0,36
Longilinea 0,36
SHD-231 0,02
T78 0,02
Caldilinea 0,51
Lactobacillus 0,02
Clostridium 0,72
Sarcina 0,02
Dehalobacter 0,02
Nitrospira 0,12
Planctomyces 0,02
Candidatus “Brocadia” 12,16
Caulobacter 0,02
Balneimonas 0,07
Bradyrhizobium 0,22
Ochrobactrum 0,02
Devosia 0,02
Hyphomicrobium 0,17
Pedomicrobium 0,02
Rhodoplanes 0,55
Blastochloris 0,05
Paracoccus 0,02
Telmatospirillum 0,07
Thiobacillus 0,12
Dok59 0,77
Bdellovibrio 0,07

Nannocystis 01

Sorangium 0,02
Syntrophobacter 0,82
Pseudomonas 0,14

/Continua
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Género Abundancia Relativa

Steroidobacter 0,05
Dokdonella 0,02
Pseudoxanthomonas 0,05
Thermomonas 0,67
Treponema 0,12
Meiothermus 0,05
Prosthecobacter 0,02
Néo classificado 79,71

Em funcdo da quantidade de géneros encontrados na amostra (41) restringiu-se a descricao
daqueles mais representativos, ou seja, aqueles que apresentaram maior abundancia relativa
(Tabela 5.9).

TABELA 5.9 — Descri¢do dos principais géneros encontrados no RBS apos 270 dias de

operacéo

Género Filo Descricao Referéncia

Bactérias anammox pertencentes ao filo Planctomycetes,
anaerobios estritos, quimiolitotréficos, pH 6timo entre
Candidatus 6,7 e 8,3 e temperatura entre 20 e 43 °C. Obtém energia  Strous et al.
) Planctomycetes ) o . .
Brocadia por meio da oxidacdo anaerobia da amonia e carbono por (1999b).
meio da fixagdo de CO,. Comumente encontradas em

sistemas de tratamento de efluentes.

Heterotroficos versateis capazes de utilizar desde
carboidratos simples aos mais complexos, como
celulose, hemicelulose e quitina. Exibem baixas taxas
Candidatus ) ) metabolicas e sdo capazes de sobreviver em baixas  Ward et al.
) Acidobacteria B ) B )
Solibacter concentragbes de nutrientes. S8o capazes de reduzir (2009).
nitrato ou nitrito, mas ndo fixam N, e ndo realizam
desnitrificacdo. Excretam proteinas importantes para a

formacéo de biofilmes.

Microrganismos que degradam propionato em
] associagdo sintréfica com  Methanospirillum ou  Worm et al.
Syntrophobacter ~ Proteobacteria . . . .
Methanobacterium, utilizando hidrogénio ou formato (2011).

para transferéncia de elétrons.

/Continua
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Género Filo Descricéo Referéncia

Bacilos gram-positivos, usualmente méveis por meio de

flagelos peritriquios. Formam esporos. A maioria é

estritamente anaerdbia, porém algumas espécies sdo

aerotolerantes. Sdo quimiorganotréficos, sendo que

algumas espécies sdo sacaroliticas ou proteoliticas ou  Buchanan &
Clostridium Firmicutes ambos. Algumas fermentam acgucares, polialcoois, Gibbons

aminoécidos, &cidos organicos, purinas e outros (1974).

compostos  organicos. Algumas espécies fixam

nitrogénio. S&o organismos ubiquos, podendo ser

encontrados em solos, na 4gua e no trato gastrointestinal

de humanos e animais.

Células gram-negativas em forma de bastonetes com
flagelos monotriquios. Sdo aerdbios, porém podem

crescer em condicBes andxicas na presenga de nitrato

Thermomonas Proteobacteria  como aceptor de elétrons. Temperatura 6tima de Megaert &t
crescimento de 28 a 37 °C. A espécie T. fusca, foi al. (2003).
isolada a partir de biofilmes crescendo em meio suporte
de pléastico em reatores desnitrificantes.

__________________________________________ Bacilos gram-negativos helicoidais méveis. Saéo
quimiorganotréficos, possuem metabolismo  Buchanan &
Treponema Spirochaetes fermentativo, usando aminoéacidos e/ou carboidratos. Sdo Gibbons
estritamente anaerébios. Habitam a cavidade oral, o trato (1974).
intestinal e regibes genitais do homem e de animais.
__________________________________________ Bacétrias gram-negativas, em forma de bastonetes,
méveis devido a um Unico flagelo polar. A energia para
o crescimento é derivada da oxida¢do de um ou mais
compostos  sulfdricos reduzidos ou parcialmente
Buchanan &

) ) ) reduzidos, incluindo sulfetos, enxofre elementar, )
Thiobacillus Proteobacteria ) ) 3 . Gibbons
tiossulfato, sulfito, entre outros. S&o autotréficos e

(1974).
algumas espécies como T. denitrificans crescem
anaerobiamente com nitrato como aceptor de elétrons. A
temperatura 6tima de crescimento é 28-30 °C e a faixa de
pH é extremamente ampla.

/ Continua
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Género Filo Descricéo Referéncia

Bastonetes gram-negativos com flagelo polar Unico.
Algumas espécies como a P. stutzeri sdo capazes de
realizar a desnitrificacdo. Capazes de sobreviver em

amplas faixas de temperatura (4 a 55 °C). Essa espécie é

) . ) Lalucat et
capaz de crescer em meios com amdnia e nitrato e uma
. . - _ al. (2006);
Unica molécula orgénica como fonte de energia e ]
. ) Agarri et al.
carbono. Algumas espécies, como P. putida, P. (2008);
Pseudomonas Proteobacteria  aeuroginosa, P. fluorescéncia, P. pseudomallei é capaz Afal t’I
zal et al.
de degradar compostos fenolicos. Grande parte das (2007)
espécies € anaerdbia facultativa, utilizando oxigénio '
] . ) Allsop et al.
quando presente, porém pode utilizar nitrato como (1993)
aceptor de elétrons na auséncia de oxigénio realizando a '
desnitrificacdo, neste caso. J& foi encontrada em solos,
aguas subterréneas, aguas e sedimentos marinhos e em
estacOes de tratamento de efluentes.
" Ascélulas sdo bacilos gram-negativos retos e delgados.
N&o mdbveis. Sdo obrigatoriamente quimiolitotroficos,
oxidam nitrito a nitrato e fixam CO, para suprimir seus
requisitos de energia e carbono. Sdo aer6bios estritos. A
temperatura 6tima para o crescimento € de 20a30°C e o
. . L Buchanan &
pH entre 7 e 8. O género Nitrospira é encontrado em )
Gibbons

) ) . . ambientes marinhos e hoje é sabido que também esta
Nitrospira Nitrospirae . . . (1974);
presente em muitos ambientes onde bactérias .
Madigan et

nitrificantes do filo Proteobacteria, como Nitrosomonas
al. (2010).

sdo encontradas. Inclusive, tem-se sugerido que a maior
parte do NO, oxidado em ambientes naturais onde a
nitrificacdo &€ um processo significativo, como em
estagbes de tratamento de efluentes, é decorrente da

atividade de Nitrospira.

As células vegetativas possuem forma de bastonetes com
as extremidades arredondadas. Formam mixd4sporos
] . esféricos e corpos de frutificacdo sdo cistos solitarios Reichenbach
Nannocystis Proteobacteria . . -
com parede firme. S8o organotréficos capazes de (1970).
degradar compostos organicos complexos. Ja foi isolado

de varios tipos de solos.

/ Continua
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Género Filo Descricéo Referéncia

Células gram-negativas em forma de bastonetes,
méveis por um Unico flagelo polar. Sdo mesofilicos
(crescimento 6timo a 25-30 °C) e a faixa de pH 6tima
é de 6-7,5. Possuem membranas fotossintéticas

intracitoplasmaticas do tipo lamelar. Podem crescer

L L . Okamura et
em condig¢Bes anaerdbias foto-organoheterotréficas ou I, 2009)
al. ;
Rhodoplanes Proteobacteria ~ em condigBes aerébias quimiorganotréficas. Também L akshmi et
akshmi e
sdo capazes de crescimento quimiorganotréfico,
) o o . al. (2009).
realizando desnitrificacdo em condi¢des andxicas na
presenca de nitrato quando na auséncia de luz.
Utilizam aménia como fonte de nitrogénio. J& foram
isolados de agua doce, solos e de lodo ativado de
estacdo de tratamento de esgotos.
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Sdo bactérias metilotroficas, ou seja, utilizam
substratos de carbono reduzidos, ou seja, sem ligacéo
C-C, como metano, metilamina, metanol e enxofre
i . L . . Lemmer et
metilado. Metabolismo quimiorganotrofico. Séo
) ] ) ) o o al. (1997);
Hyphomicrobium Proteobacteria  capazes de realizar a desnitrificacdo heterotrofica em Isak |
saka et al.
presenca de nitrato. Utilizam amdnia e nitrato como
(2012).

fonte de nitrogénio. Temperatura Otima de
crescimento entre 20 e 30 °C e pH 6timo neutro ou

ligeiramente alcalino.

S80 bactérias capazes de fixar nitrogénio em
associacdo simbidtica com raizes de plantas
o . leguminosas. Além da fixacdo de N, essas bactérias  Sénchez et
Bradyrhizobium Proteobacteria ) ) B o
podem realizar em baixas concentracdes de oxigénio  al. (2011).
a desnitrificacdo, reduzindo nitrato ou nitrito a

nitrogénio gasoso.

/Continua
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Género Filo Descricéo Referéncia

Células em formato filamentoso que podem crescer

em temperaturas variando de 37-65 °C (temperatura

. Sekigushi
Otima 55 °C), e pH entre 7,5-8,5. Pode crescer tanto Cal
etal.
em condicBes aerdbias quanto anaerdbias, e utilizar
. . - (2003);
Caldilinea Chloroflexi uma ampla gama de substratos organicos para a Kragelund
o ] ragelun
obtencdo de energia. E abundante em sistemas de Cal
etal.
lodos ativados de estacOes de tratamento de efluentes,
(2011).

e exercem papel importante na estrutura dos flocos

comumente formados em sistemas de lodos ativados.

Célula com formato filamentoso, ndo mével, gram-
negativa. Sdo anaerdbios estritos, organotréficos,
podendo utilizar proteinas e carboidratos como fonte
de energia. Temperatura de crescimento entre 30 e 40  Yamada et
°C e faixa de pH 5-8,5 (Temperatura e pH 6timos 55  al. (2007).

°C e 7,0, respectivamente). S&o ubiquos, ja foram

Longilinea Chloroflexi

encontrados em solos, fontes termais e lodo aerdbio e

anaerobio.

Bactéria filamentosa, gram-negativa. Crescem sob

condicGes estritamente anaerdbias, séo

organotroficos, podendo utilizar uma ampla gama de  Sekigushi
Anaerolinea Chloroflexi carboidratos como fonte de energia. Sdo termofilicas, et al.

com crescimento 6timo entre 55 e 60 °C. Faixa de pH (2003);

entre 6-8. Também podem ser encontradas em solos,

fontes termais e lodo aerdbio e anaerobio.

Organismos da familia Rhodocyclaceae, a qual
) possui membros j& enriquecidos a partir de lodos Zilles et al.
Dok59 Proteobacteria )
ativados de estacbes de tratamento de efluentes e (2002)

envolvidos na remocao de fosforo.

O estudo da composi¢do da comunidade microbiana no RBS aos 270 dias de operacdo pelo
pirosequenciamento permitiu a confirmacdo da presenca de bactérias anammox, mais
especificamente do género Candidatus “Brocadia”, indicando mais uma vez, que 0
enriquecimento desses microrganismos a partir de lodos ativados de estagédo de tratamento de
efluentes foi possivel. Os resultados do pirosequenciamento foram condizentes com 0s

obtidos pelas demais técnicas moleculares utilizadas neste trabalho (PCR, FISH, PCR em
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tempo real, PCR-DGGE), as quais também confirmaram o sucesso do enriquecimento das
bactérias anaerdébias oxidadoras de amdnia. Apesar da limitada representatividade das UTOs
classificadas em nivel de género (apenas 20,44%), foi observada uma abundancia relativa
muito superior de bactérias do género Candidatus Brocadia (12,16%) em relacdo aos demais
géneros classificados (Figura 5.28). Nesse periodo (270 dias) verificou-se por PCR em tempo
real uma relagdo entre o RNAr 16S de bactérias anammox/ RNAr 16S de bactérias totais igual
a 17,12%, abundéncia relativa proxima a obtida pelo pirosequenciamento (12,16%), embora
sejam técnicas bastante diferentes. A presenca abundante do DNAr 16S de bactérias
anammox, aliado aos resultados fisico-quimicos, permitem afirmar que o RBS encontrava-se
em plena atividade anammox aos 270 dias de operag@o. Vale lembrar que, nesse tempo o
reator apresentava boa remocdo de nitrogénio com eficiéncias proximas a 90%, sendo que era
aplicado ao mesmo uma carga nitrogenada (amonia mais nitrito) de aproximadamente 220 g
N.m3d?

Os principais géneros de bactérias anammox enriquecidos a partir de lodos ativados sdo,
geralmente, Candidatus “Brocadia” e Candidatus “Kuenenia”, embora ja tenha sido reportado
também o enriquecimento de outros géneros como Candidatus “Anammoxoglobus” e
Candidatus “Jettenia” (KARTAL et al., 2012). Alguns autores relatam o enriquecimento
simultaneo de dois géneros de anammox em um mesmo reator (CAMPOS, 2011; MARTINS
etal., 2010; VAN DER STAR et al., 2008).

Campos (2011) que enriqueceu bactérias anammox a partir de lodo ativado em RBS
semelhante ao utilizado no presente trabalho, verificou a presenca de Candidatus “Brocadia”
no inicio do cultivo. Porém, a populacdo desse género de bactérias tendeu a diminuir ao longo
do tempo e em contrapartida, outro género, Candidatus “Kuenenia”, passou a ser detectado na
amostra apds 202 dias de operacdo do reator. Entretanto, o género Candidatus “Brocadia” foi

dominante durante todo o experimento de cultivo.

Van der Star et al. (2008) também enriqueceram simultaneamente Candidatus “Brocadia” e
Candidatus “Kuenenia” e observou mudanga na dominancia do primeiro género para o
segundo, ao longo do tempo de operacao. Foi sugerido que Brocadia seria uma bactéria “r”
estrategista, por possuir maior taxa de crescimento e Kuenenia seria uma bactéria “k”
estrategista, devido a sua maior afinidade com o substrato limitante, que neste caso foi o

nitrito. Martins (2010) utilizando RBS para o enriquecimento de anammox observou aos 170
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dias de operacgéo a presenca de Candidatus “Anammoxoglobus propionicus” e de Candidatus
“Brocadia anammoxidans”, porém a segunda espécie foi dominante. E, ao analisar novamente
a diversidade microbiana da biomassa cultivada aos 450 dias de operag¢do, ndo encontrou

organismos da espécie Candidatus “Anammoxoglobus propionicus”.

Date et al. (2009) enriqueceu anammox a partir de trés tipos de lodo de estacdo de tratamento
de efluentes em reatores de leito fixo em escala laboratorial. Quando utilizou como in6culo
lodo bruto de estacdo de tratamento de efluentes, verificou o enriquecimento de duas espécies
de anammox: Candidatus “Brocadia fulgida” e Candidatus “Brocadia anammoxidans”.
Quando utilizou como in6culo lodo digerido e lodo apds nitrificagdo, verificou a
predominancia de uma sO espécie na cultura enriquecida Candidatus ‘“Brocadia
anammoxidans”. Os autores concluiram que a espécie de anammox predominante na cultura
enriquecida depende do indculo utilizado. Neste experimento de enriquecimento, assim como

no presente trabalho foi observada a predominancia do género Candidatus “Brocadia”.

Com relagdo aos demais organismos encontrados na biomassa do RBS aos 270 dias de
operacdo, destaca-se a presenca de varios géneros capazes de realizar a desnitrificacao
heterotréfica quando em condicdes andxicas (Thermomonas, Pseudomonas, Rhodoplanes,
Hyphomicrobium, Bradyrizobium). Entretanto, o RBS até 270 dias era operado em condicdes
autotroficas, ou seja, sem adicdo de matéria organica. Por esse motivo, sugere-se que a
manutencdo desses microrganismos no reator sé foi possivel devido a presenca de matéria
organica proveniente da degradacdo da biomassa enddgena, existente no préprio reator, ou de
compostos organicos liberados no meio, provenientes do metabolismo celular endégeno.
Alguns desses produtos, denominados SMPs (Soluble Microbial Products ou Produtos
microbianos sollveis) ja foram caracterizados e verificou-se que podem ser constituidos por
uma ampla gama de compostos organicos, como acidos humicos e falvicos, polissacarideos,
proteinas, 4&cidos nucleicos, &cidos organicos, aminoacidos, enzimas extracelulares,
componentes estruturais das células e produtos do metabolismo energético dos
microrganismos (BARKER & STUCKEY, 1999).

Apesar da presenca de organismos desnitrificantes, a ocorréncia da desnitrificacdo, desde o
inicio da fase 111 (90 dias) até 335 dias de operacdo (antes da alimentagdo do reator com fenol)
pode ter ocorrido, porém em niveis ndo significativos, uma vez que nenhuma fonte de matéria

orgénica externa foi adicionada ao reator nesse periodo. Essa afirmacdo é corroborada pelos
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resultados das analises quimicas, que demonstram o consumo simultaneo de nitrito e amonio
e a producdo de nitrato em propor¢des estequiométricas proximas as relatadas na literatura
para a reacdo anammox (consumo NO,/ consumo NH;" médio igual a 1,16 e producéo de
NOs/ consumo NH;" médio igual a 0,33 para o ciclo longo; Tabela 5.1). Ou seja,
provavelmente ndo houve consumo de nitrito significativo por bactérias desnitrificantes. A
presenca de grupos de microrganismos desnitrificantes também foi observada pela técnica da
PCR-DGGE, em todos os tempos de operacdo, conforme discutido anteriormente. Martins
(2010) também verificou a ocorréncia de bactérias desnitrificantes (Pseudomonas sp. e

Comamonas terrigena), em RBS anammox operado sob condi¢des andxicas.

Um género de bactéria nitrificante oxidadora de NO,", Nitrospira, também foi encontrado,
embora em pequena proporc¢do (0,10%) no RBS. Esse género de bactérias caracteriza-se por
ser aerobio estrito (BUCHANAN & GIBBONS, 1974), e por esse motivo, mais uma vez é
sugerida a possibilidade de nichos aerébios no interior do reator, apesar de todos os cuidados
tomados para que condicdes anaerObias prevalecessem no mesmo. A presenca dessas
bactérias poderia explicar o coeficiente estequiométrico para a producdo de NO3/ consumo de
NH;" um pouco maior encontrado no presente estudo, em média 0,33 para o ciclo longo (16
horas) e 0,39 para o ciclo curto (8 horas). Entretanto, maiores investigacfes seriam
necessarias para que essa hipotese fosse confirmada. Esse género de bactérias também foi
encontrado por Martins (2010) coexistindo com bactérias anammox em RBS operado sob

condicBes andxicas.

Sequéncias relacionadas a bactérias filamentosas do filo Chloroflexi (géneros Anaerolinea,
Longilinea e Caldilinea) também foram encontradas no RBS. A presenca dessas bactérias
filamentosas pode ter exercido papel importante na formagdo estrutural de biofilmes na
parede do RBS e também na formacao de granulos que foram observados a partir de 150 dias
de operacdo (Figura 5.15). Egli et al. (2003) estudando a composicdo de um biofilme formado
em reatores com biodiscos tratando lixiviado de aterro de residuos industriais perigosos na
Suica, verificou a presenca de bactérias filamentosas, além de bactérias anammox e
nitrificantes no biofilme formado. Foi visto que as bactérias filamentosas presentes, exerciam
um papel estrutural importante para a formagéo do biofilme. Martins (2010) também relatou a
presenca de bactérias da espécie Anaerolinea thermophila e Caldilinea aerophila em RBS sob

condigcdes anoxicas. O autor ressaltou que, por serem microrganismos heterotroficos, a
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sobrevivéncia dos mesmos no reator so foi possivel devido a presenca de acidos organicos de

cadeia curta oriundos da decomposi¢do da biomassa enddgena.

Cho et al. (2010), investigando a comunidade microbiana em um reator anammox de fluxo
ascendente e biomassa granular, também observaram que bactérias filamentosas do filo
Choroflexi estiveram presentes e participaram da estrutura dos granulos formados. Bactérias
desse filo sdo comumente encontradas em reatores anammoXx. Segundo 0s autores
supracitados, esta coexisténcia parece estar relacionada a compatibilidade destes dois grupos

de microrganismos, com ambientes ricos em amonio e nitrito, oligotrdficos e anaerdbios.

5.7.2 Analise filogenética das UTOs relacionadas a bactérias anammox

Para a construcdo da arvore filogenética foram consideradas as sequéncias representativas das
UTOs relacionadas a bactérias anammox, com tamanho maior que 220 nucleotideos
(UTO148, UTO 49, UTO 90 e UTO 221) (Figura 5.30). No total foram obtidas cinco UTOs
relacionadas a bactérias anammox, entretanto, a UTO 80 ndo foi considerada para a
construcdo da arvore filogenética, uma vez que era constituida de apenas uma sequéncia, a
qual apresentou um tamanho consideravelmente menor em relacdo as outras UTOs
consideradas. Na Tabela 5.10 sdo apresentadas as UTOs relacionadas a bactérias anammox,
bem como a quantidade de sequéncias e o0 tamanho da sequéncia representativa para cada
UToO.

TABELA 5.10 — UTOs relacionadas a bactérias anammox obtidas pela técnica de

pirosequenciamento

uTo Quantidade de sequéncias Tamanho da sequéncia representativa (pb)
49 8 228
80 1 162
90 277 231

148 210 230

221 9 231
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54 UTO148 (RBS 270d)
UTO49 (RBS 270d)
UTO90 (RBS 270d)

Candidatus Brocadia sp. 40 (AM285341)
Candidatus Brocadia sp. clone RAS-INA-1 (HM769652)

Candidatus Brocadia sp. clone ODS-1 (HM769653)
86

UTO221 (RBS 270d)

- Candidatus Brocadia sp. Clone ANA-GR-4 (JQ691617)

331 Candidatus Brocadia fulgida (DQ459989)

Candidatus Brocadia brasiliensis (GQ896513)
33 _E Candidatus Brocadia sinica (AB565477)
56 Candidatus Brocadia anammoxidans (AF375994)

Candidatus Kuenenia stuttigartiensis (AF375995)

6B Candidatus Anammoxoglobus propionicus (DQ317601)
81 Candidatus Jettenia asiatica (DQ301513)

Candidatus Scalindua sorokinii (AY257181)

0m

FIGURA 5.30 — Arvore filogenética apresentando a posicdo das UTOs relacionadas a
bactérias anammox obtidas pelo pirosequenciamento da amostra de biomassa do RBS
coletada aos 270 dias de operacdo. Os numeros nos nos da arvore representam a
porcentagem de recuperacdo dos bracgos relevantes em 1000 analises de reamostragem por
Bootstrap. Os numeros de acesso das sequencias depositadas no GenBank estdo indicadas
entre parénteses. A barra de escala (0,01) representa uma modificacdo a cada 100

nucleotideos.

As UTOs obtidas neste estudo aos 270 dias de operacdo do RBS apresentaram maior
proximidade a Candidatus “Brocadia sp. 40, clone 40, recuperado de um reator anammox
em escala laboratorial inoculado com lodo nitrificante. As sequéncias representativas das
UTOs 148, 49, 90 e 221 apresentaram similaridades iguais a, respectivamente, 98,5%, 99,3%,
98,8% e 98,5% com a sequéncia do referido clone (n° de acesso no GenBank: AM285341).
Os resultados da anélise filogenética confirmam os resultados obtidos pela técnica de PCR-
DGGE, pelos quais foi possivel observar uma banda que predominou no gel de DGGE ao
longo de todo o tempo de operacdo, a qual apresentou elevada identidade (99%) com
Candidatus “Brocadia sp. 40™.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que, a utilizacdo de lodo ativado
proveniente de estacdo de tratamento de esgotos domesticos foi adequada para a obtencdo de
biomassa anammox capaz de promover a remoc¢do de nitrogénio amoniacal de efluente
sintético, de maneira eficiente, em um reator em escala de bancada operado em bateladas
sequenciais. Atividade anammox foi obtida apds 90 dias de operagdo do reator sob condi¢Bes
autotroficas e predominantemente anaerdbias, sendo que apos esse periodo, as médias da
eficiéncia de remocdo de amonia e nitrito foram proximas a 75 e 90%, respectivamente, e 0

reator foi capaz de remover cargas de nitrogénio (amonia mais nitrito) iguais a 390 g N.m>.d
! alcancando, em geral, bom desempenho na remocdo desse composto. Entretanto, foi
verificado que quando concentracfes elevadas de nitrogénio amoniacal e nitroso foram
aplicadas ao reator (acima de 160 mg.L™), houve a diminuicdo da eficiéncia de remocdo dos
compostos nitrogenados, corroborando com dados da literatura, 0s quais apontam que
concentra¢fes muito elevadas dos préprios substratos utilizados pelas bactérias anammox sdo

capazes de prejudicar sua atividade.

Os resultados dos testes de alimentacdo do reator com fenol demonstraram que
aparentemente, concentracdes tio altas quanto 200 mg.L™ desse composto ndo foi capaz de
inibir a atividade das bactérias anammox. Entretanto, quando concentracdo igual a 300 mg.L™
foi adicionada ao reator, houve perda da eficiéncia de remocao de amdnia e nitrito, as quais
foram reduzidas em 48 e 15%, respectivamente, e aumento do consumo de nitrito em relacédo
a amonia, sugerindo a ocorréncia de desnitrificacdo heterotréfica no RBS apds adicdo de
fenol. Os resultados obtidos demonstraram que a cultura de bactérias anammox foi capaz de
suportar concentracfes relativamente elevadas desse composto sugerindo que 0O Processo
anammox tem potencial para o tratamento de efluentes que contenham fenol em sua
constituicdo. Entretanto, para sua aplicacdo em efluentes reais, recomendam-se maiores

investigacoes.

Todos os resultados obtidos pelas técnicas de biologia molecular aplicadas neste trabalho
contribuiram para confirmar a presenca de bactérias anammox no RBS, corroborando assim,
com os resultados fisico-quimicos, os quais evidenciaram fortemente que a remocgdo de

nitrogénio no reator foi predominantemente pela via da oxidacdo anaerobia da amonia.
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Bactérias anammox foram detectadas pela PCR com iniciadores especificos em todas as
amostras de biomassa coletadas do RBS em diferentes tempos de operagdo. Pela técnica de
FISH, foi possivel observar a morfologia das células cultivadas no RBS, com aparéncia
cocoide, tamanho de aproximadamente 1 um e presenca do anammoxossomo no interior do

citoplasma celular.

A analise do perfil da comunidade microbiana ao longo do tempo de operacdo do RBS
demonstrou que as bactérias anammox foram capazes de persistir ao longo de todo o periodo
experimental. Além disso, alguns grupos de bactérias desnitrificantes foram detectados
conjuntamente com bactérias anammox no RBS mesmo apds a adicao de fenol, o que oferece
consisténcia a hipdtese de que, apos a adicdo de fenol ao reator, esse composto pode ter
servido como fonte de matéria organica para 0s microrganismos que possuem metabolismo
heterotrofico. A presenca de microrganismos nitrificantes e de bactérias aerdbias envolvidas
na degradacdo de fenol também foi detectada no reator, o que indica que apesar das condi¢des
predominantemente anaerdbias, a presenca de nichos aerébios no RBS pode ter permitido o

desenvolvimento desses microrganismos.

Foi verificado, pela PCR em tempo real, que a populacdo de bactérias anammox cresceu
consideravelmente ao longo do experimento de enriquecimento e cultivo, evidenciado pela
concentracdo de RNAr 16S que aumentou de 10° a 10* nimero de copias.g™ de lodo. Apds a
alimentacdo do reator com fenol, houve uma diminui¢do na concentracdo de RNAr 16S de
bactérias anammox em relacdo ao periodo precedente, porém as concentracdes ainda

continuaram elevadas no RBS.

A analise da comunidade microbiana do RBS aos 270 dias de operacdo pelo
pirosequenciamento demonstrou grande diversidade de bactérias no RBS. Entretanto, a
abundancia relativa de bactérias anammox foi igual a 12,16%, elevada em relacdo a outros
géneros de microrganismos identificados. Foi verificado que as bactérias anammox no RBS
pertencem ao género Candidatus “Brocadia” e a analise filogenética demonstrou que esses
microrganismos estdo mais proximamente relacionados a Candidatus “Brocadia sp. 40”.
Além de bactérias anammox foi observada a presenca de géneros de organismos
desnitrificantes, aerobios oxidadores de nitrito e bactérias filamentosas do filo Chloroflexi,
entre outros grupos. A investigacdo de outros grupos bacterianos capazes de sobreviver

concomitantemente com bactérias anammox sob condi¢fes andxicas € interessante para a
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aplicacdo do processo, uma vez que, conhecendo tais microrganismos e seus diferentes
requisitos metabolicos, é possivel fornecer condicGes ideais para seu crescimento em conjunto
com as bactérias anammox, caso sejam convenientes para a melhoria do processo, ou evitar

seu crescimento, caso sejam prejudiciais ao processo de oxidacdo anaerdbia da aménia.
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7 RECOMENDACOES

A partir dos resultados obtidos e com base nas dificuldades e limitagdes identificadas no

presente trabalho, recomenda-se:

Realizar novamente os testes de alimentacdo do reator com fenol analisando as
concentracdes afluentes e efluentes desse composto, a fim de confirmar se 0 mesmo
foi degradado por algum grupo de microrganismo cultivado concomitantemente com
bactérias anammox (bactérias desnitrificantes, por exemplo).

Investigar a toxicidade de outros compostos comumente presentes em efluentes
industriais que contenham elevadas concentragdes de amodnia (por exemplo, sulfetos,
fosfatos, cianetos, cobre) sobre a atividade de bactérias anammox e avaliar a
toxicidade conjunta de dois ou mais compostos sobre a atividade anammox.

Promover a alimentacdo do reator com efluente industrial real, a fim de avaliar o
comportamento das bactérias anammox em relagdo a remoc¢do de nitrogénio quando
submetidas a um efluente contendo constituicdo mais complexa do que 0 meio mineral
autotrdfico que foi utilizado no presente trabalho.

Investigar a aplicacdo de processos de geracdo de nitrito em conjunto com 0 processo
anammox para o tratamento de efluentes.

Enriquecer e cultivar bactérias anammox em reatores de maior escala, para obtencdo
de biomassa anammox disponivel e em quantidade suficiente para posteriormente
servir como indculo para a partida de novos reatores, facilitando desta maneira, as
pesquisas realizadas futuramente e possibilitando, eventualmente, a utilizacdo da
tecnologia em escala plena no Brasil.
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