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RESUMO

RESUMO

A oxidagdo anaerébia da amodnia (Anammox), realizada por bactérias anaerdbias,
quimiolitoautotréficas, € a via mais recentemente descoberta sobre o ciclo bioldgico do
nitrogénio. Esse processo tem sido amplamente estudado como alternativa na remocao
de nitrogénio amoniacal de dguas residudrias devido a sua eficiéncia, menores custos
operacionais e sustentabilidade ambiental. O presente estudo avalia o impacto do tipo
de in6culo e condi¢des operacionais sobre o desempenho do processo Anammox, bem
como a estrutura microbiana desenvolvidos em reatores anaerébios. Foram utilizados
dois reatores, RI e RII, de leito fixo, com fluxo ascendente e continuo (2L). Dois tipos
de ind6culos foram aplicados: um lodo oriundo de sistemas de tratamento de efluente
sanitario- wetland construida (CePTS); e o segundo oriundo do sistema de tratamento
de efluente industrial (REGAP/ Petrobras). Esses lodos foram previamente selecionados
por apresentarem resultados de PCR positivos para a deteccdo de bactérias Anammox.
A diversidade de bactérias Anammox dos inéculos foi avaliada pela técnica de
clonagem. A amostra da Wetland construida (inoculada em RI) foi dominada por tnico
género Anammox, “Candidatus” Brocadia, enquanto o lodo REGAP (inoculado em
RII) apresentou trés géneros de Anammox: Ca. Anammoxoglobus, Ca. Kuenenia e Ca.
Brocadia, com predominincia de Ca. Anammoxoglobus e Ca. Brocadia. Resultados do
monitoramento dos reatores mostrou que foi possivel desenvolver atividade e biomassa
Anammox a partir dos inéculos selecionados apdés um ano de cultivo. A eficiéncia
média de remogio de N- NH," e N-NO, obtida, apés um ano de operagdo, foi de 97%
para uma concentra¢do 110 and 145mg L™ respectivamente. A andlise da diversidade
microbiana das amostras coletadas nos reatores RI e RII, apés 440 dias de operagio,
realizada pela técnica de pirosequenciamento demonstrou que a comunidade
enriquecida nos reatores apresentou composi¢do diversa. Porém os grupos
predominantes foram semelhantes. Os filos dominantes detectados em ambos os
reatores foram Proteobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes e Acidobacteria. No
entanto, os filos Acidobacteria e GNO4 foram observados pela primeira vez em reatores
Anammox, sugerindo a sua importincia para este processo. Em relagdo a comunidade
Anammox desenvolvida nos reatores, concluimos que as condi¢des operacionais

semelhantes, utilizadas no enriquecimento selecionaram a mesma populagdo de
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Anammox, pertencente ao género Ca. Brocadia em ambos os reatores, apesar das
diferencas observadas no indculo. Portanto, os lodos selecionados foram capazes de
desenvolver atividade e biomassa Anammox nos reatores anaerdbios, apds cultivo e
operacdo sob condi¢des andxicas e autotrdficas. Verificou-se, também, que os indculos
tém impacto sobre a composicdo da biomassa microbiana desenvolvida nos reatores,
mas as condi¢gdes operacionais aplicadas desempenharam papel importante na selecio

da comunidade de bactérias Anammox.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The anaerobic ammonium oxidation (Anammox) is catalyzed by anaerobic,
chemolithoattotrophic bacteria and is the last discovered microbial pathway in the
biological nitrogen cycle, and a new cost-effective method for removal of ammonium
from wastewater. This process has been widely studied as alternative in the removal of
ammonium nitrogen from wastewater due to its efficiency, lower operating costs and
environmental sustainability. This study evaluates the impact of type inoculum and
operating conditions on the performance of the Anammox process and microbial
structure developed in reactors . Two reactors (RI and RII) of 2L, up flow fixed bed
biofilm continuos were used . Two types of inoculum were applied: one sludge coming
from wastewater treatment wetland health-built (CePTS) systems, and the second
coming from the treatment of industrial effluent (REGAP / Petrobras) system. These
sludges were previously selected for positive PCR results presented for the detection of
Anammox bacteria. The diversity of Anammox bacteria inoculum was assessed by
cloning technique. The sample of the constructed wetland (inoculated in RI) was
dominated by Anammox single genus, "Candidatus” Brocadia while REGAP sludge
(inoculated in RII) presented three genera of Anammox : Ca. Anammoxoglobus, Ca
Kuenenia and Ca. Brocadia and with predominance of Ca. Anammoxoglobus and Ca.
Brocadia . It was possible to develop, Anammox activity and biomass from selected.

Results reactors monitoring showed that it was possible to develop Anammox activity
and biomass from selected after a year of cultured. The average ammonium and nitrite
removal efficiencies of 97% were obtained after one year of operation, based on the
influent NH;*-N and NO,-N concentrations of 110 and 145mg L! for both reactors
respectively. The analysis of the microbial diversity of samples collected in the reactors
RI and RII, after 440 days of operation, obtained by pyrosequencing technique,
demonstrated that the enriched community in the reactors showed different
composition, despite similar operating conditions. But the predominant groups were
similar. The dominant phyla detected in both reactors were Proteobacteria, Chloroflexi,
Planctomycetes and Acidobacteria. However, the phyla Acidobacteria and GN0O4 were
first observed in Anammox reactors, suggesting its importance in this process.

Regarding the Anammox community developed after 440 days of operation of the

1
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reactors, was concluded that similar operating conditions used in enrichment, selected
the same Anammox population , belonging to the genus Ca. Brocadia in both reactors,
despite the differences observed in the initial inoculum. Therefore, the selected sludge
were able to develop the active Anammox biomass in the reactors after cultivation and
operation under anoxic and autotrophic conditions. It was also observed that inocula
have impact on the composition of the microbial biomass developed in the reactors, but
the operating conditions applied play an important role in the selection of Anammox

bacteria community.

v
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O nitrogénio ¢ um nutriente essencial para as células, sendo constituinte principalmente das
proteinas, dcidos nucleicos. Em excesso, € considerado junto ao carbono e fésforo um dos
poluentes mais importantes do ambiente aquético propiciando o crescimento exagerado de
algas, bactérias e macrofitas aqudticas nos corpos receptores, ocasionando e acelerando o
processo de eutrofizacdo. A eutrofizacdo do ambiente aquatico ocorre devido ao langamento
de efluentes ricos em nutrientes, decorrentes do processo desordenado de urbanizacido dos
grandes centros e de sistema ineficaz de coleta, tratamento, destinacdo e fiscalizacdo desses

residuos.

As fontes de nitrogénio nas dguas naturais sdo diversas. Os esgotos sanitdrios e fertilizantes
constituem a principal fonte. Alguns efluentes industriais contribuem também para as
descargas de nitrogénio orginico e amoniacal nas dguas, como algumas industrias quimicas,
petroquimicas, siderurgicas, farmacéuticas, alimenticias, matadouro, frigorificos e curtumes.
A atmosfera € outra fonte importante devido aos diversos mecanismos como a biofixacio
realizada por bactérias e algas presentes nos corpos hidricos, que incorporam o nitrogé€nio

atmosférico em seus tecidos, contribuindo para a presenca de nitrogénio orginico nas aguas.

A amdnia é um composto toxico bastante restritivo a vida dos peixes, muitas espécies nio
suportam concentragdes acima de Smg /L (REIS & MENDONCA, 2009). O nitrato € téxico,
provoca a metahemoglobinemia infantil, letal para criancas além de causar danos a sadde
animal, enquanto o nitrito pode ser o responsavel pela formacgdo de substancias mutagénicas e

carcinogénicas (BAIRD, 2002).

Com todos os impactos conhecidos referentes ao lancamento de compostos nitrogenados nos
corpos receptores, era de se esperar um controle rigido voltado a fiscalizacdo quanto as suas
concentracdes nos efluentes gerados e langcamentos. Porém, em abril de 2008, o Conselho
Nacional do Meio Ambiente -CONAMA, editou a Resolucdo N° 397/08, por meio da qual
modificou os limites estabelecidos como padrdo de langcamento, tornando-os menos
restritivos. Essa Resolugdo, que preconizava para o parametro nitrogénio amoniacal total o

valor méximo de lancamento em 20 mg/L, deixou de ser aplicivel como regulador da
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qualidade de efluentes finais produzidos por sistemas de tratamento de esgotos sanitarios, no
entanto, o limite de 20 mgN.L "I continuou valido para efluentes industriais. Atualmente, esse
limite continua regulamentado pela Resolugdo CONAMA 430/2011 que substituiu a R
397/08, (BRASIL, 2011).

A remogado de nitrogénio amoniacal, em sistemas de tratamento, tem sido tradicionalmente
realizada por meio dos processos microbiolégicos de nitrificacdo e desnitrificacdo. Porém,
desde a sua descoberta (MULDER et al., 1995), o processo de oxidacdo anaerébia da amonia
- Anammox, ( Anaerobic Ammonium Oxidation), no qual o fon amdnio é oxidado a
nitrogénio gasoso utilizando o nitrito como aceptor final de elétrons (VAN DE GRAAF et al.,
1996), tem se mostrado mais vantajoso quanto ao aspecto econdmico e ambiental para o
tratamento de 4dguas residudrias contendo altas concentragdes de nitrogénio amoniacal e baixa

relacdo C/N, quando comparado ao sistema convencional de nitrificagdo e desnitrificagdo

(KUENEN, 2008).

Segundo GAO et al (2011), a aplicagdo do processo Anammox reduz em até 90% os custos
operacionais que passam de € 3-5 kg N removido para € 0.75 kg N removido; Reduz a
necessidade de aeracdo e aporte de carbono orginico e demanda érea, aproximadamente, 50%
menor quando comparado 2 nitrificacdo / desnitrificacdo. Kartal et al., (2010) afirmam que
diminui, em média, 90% a emissdo de gases relacionados ao efeito estufa, pois o processo
consome CO; e ndo emite N,O . Além disso, Jetten et al.,, (2009) argumenta a reducdo na
producdo de lodo devido a baixa velocidade de duplicacdo das bactérias Anammox, reduzindo

0s custos para tratamento do mesmo.

Foi reportado que a média de remo¢do de amonia via Anammox é de 10kgN m” dia ' em
testes de escala plena ( VAN DER STAR ef al., 2007) e 75Kg N m” dia’ (TANG et al.,
2011a) para experimentos em laboratério. Esses valores sdo maiores quando comparados ao

processo de nitrificacdo/desnitrificacdo (GAO et al., 2011).

O processo Anammox ¢ realizado por bactérias anaerdbias, quimiolitotréficas, de crescimento
muito lento, pertencentes ao grupo dos Planctomicetos e até o momento ndo foram isoladas
espécies em cultura pura (Kartal et al., 2012). Isso faz com que a biologia molecular, seja a

principal ferramenta de estudo da diversidade desses organismos.
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Entretanto, a aplicagdo do processo Anammox em todo o mundo tem apresentado alguns
desafios. Um deles esta relacionado a forma de iniciar os reatores Anammox. Geralmente, a
partida dos reatores € realizada inoculando biomassa Anammox ativa, previamente

enriquecida.

No Brasil, o estudo deste processo de tratamento € recente e considerado como desafio para
sua aplicacdo no tratamento de efluentes. Porém, alguns trabalhos descreveram o uso de
reatores Anammox para o tratamento de efluentes. Reginatto et al. (2005) descreveu a
capacidade da biomassa de um reator de nitrificacdo-desnitrificagdo de atuar na remog¢do de
nitrogénio amoniacal, via processo Anammox, de aguas residudrias de esgoto sanitdrio.
Aratjo et al. (2010) demonstraram enriquecimento de bactérias com atividade Anammox a
partir de lodo proveniente da estacdo de tratamento de esgoto sanitirio de Belo Horizonte,
MG, e reportaram a predominancia de Ca. Brocadia Anammoxidans, apés seis meses de
adaptacdo, utilizando alimentag@o sintética com concentragdes de até 95 mg N-NO, e até 82

mg N-NH,".

Kunz et al. (2007) obtiveram atividade Anammox a partir de amostra de lodo bioldgico
coletado do tratamento de dejetos de suinos e aumentaram a populagdo de bactérias pela
aclimatagdo e imobilizagdo, utilizando efluente sintético, para estimar a capacidade de
remocdo de nitrogénio. Os autores concluiram que o lodo do sistema de tratamento de
efluente da suinocultura foi uma excelente fonte de microrganismos para o desenvolvimento

da atividade Anammox.

Porém, a dificuldade associada ao cultivo e manutengdo da viabilidade e atividade de grandes
quantidades dessas bactérias por um periodo de tempo prolongado tem sido um grande

desafio dos pesquisadores de todo o mundo.

Nesse contexto, a atual pesquisa foi proposta na tentativa de avangar no conhecimento sobre a
obtencdo de biomassa Anammox. Até o presente momento, t€m sido utilizados para a partida
dos reatores Anammox lodos provenientes de plantas de tratamento de esgoto sanitério, lodo
nitrificante que trata efluente da industria de fermento, da suinocultura, entre outros. Até onde
se tem conhecimento, ndo existem trabalhos na literatura que utilizaram lodo proveniente de
sistemas de tratamento de efluentes da industria petroquimica no enriquecimento de cultura de

bactérias Anammox. Portanto, o presente estudo, como caréter inovador, pesquisou a presenga
3
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de bactérias Anammox em lodos provenientes da planta de tratamento de efluente industrial
da refinaria de petréleo e em diferentes sistemas de tratamento de efluentes sanitarios que
pudessem ser utilizados como inéculo de reatores Anammox e assim, avaliar o impacto do
tipo de indculo e condi¢des operacionais no processo de remogdo de nitrogénio amoniacal,

bem como sobre a comunidade microbiana desenvolvida em dois reatores Anammox.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar o impacto do tipo de indculo e das condi¢des operacionais no processo de remocao de
nitrogénio amoniacal, bem como sobre a comunidade bacteriana desenvolvida em reatores

Anammox.

2.2 - Objetivos Especificos

1. Investigar a presenca de bactérias Anammox em lodos provenientes de diferentes
sistemas de tratamento de efluentes (sanitdrio e industrial) com a finalidade de

selecionar indculos para a partida dos reatores anaerdbios.
2. Cultivar biomassa Anammox nos reatores a partir dos indculos selecionados.

3. Avaliar e comparar a eficiéncia do processo Anammox desenvolvido em cada reator

frente a aplicacdo de cargas crescentes de nitrogénio amoniacal.

4. Caracterizar filogeneticamente a comunidade bacteriana desenvolvida em cada um dos

reatores.
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2.3 — Hipoteses

A estratégia mais promissora de enriquecimento de cultura Anammox em reatores se faz
utilizando lodos de ambientes onde ja tenha sido detectada a bactéria (através da detecgéo
molecular pela PCR, por exemplo). Entretanto, a selecdo do lodo de indculo para a partida de
reatores Anammox € fundamental para diminuir o longo tempo de partida do processo.
Todavia, pouca aten¢do tem sido dada ao efeito da utilizacdo de diferentes tipos de indculos
para a partida dos reatores e suas implicacdes na eficiéncia do processo de remogdo de
nitrogénio amoniacal (DATE et al., 2009). Alguns estudos demonstraram que a utilizacdo de
mistura de varios lodos é possivel. Chamchoi e Nitisoravut (2007) mostraram que lodos de
reatores UASB, lodo ativado e lodo de processo anaerébio podem ser utilizados como in6culo

para o desenvolvimento de reatores Anammox com Sucesso.

Considerando que as plantas de tratamento de 4guas residudrias representam habitats de
mudanga continua quanto a composicdo quimica e que geram um efluente rico em amonia,
seria interessante avaliar a capacidade desse lodo em enriquecer uma cultura Anammox
suficientemente capaz de tratar esse efluente. Em refinarias de petrdleo, o efluente difere
diariamente em termos de concentragdo e composi¢do de compostos poluentes, incluindo a
fracdo de aliféticos e hidrocarbonetos aromdticos de petréleo, organoclorados originados de
liquidos de refrigeracdo utilizados no processo industrial e outros compostos, tais como fenol,

cloretos, sulfitos, hidréxido de s6dio, amoniaco e metais pesados (SILVA et al., 2012).

Assim, avaliar o impacto dos diferentes tipos de indculos e condigdes operacionais sobre o
desenvolvimento, estabilidade e tolerdncia do processos Anammox, a composicdo da
comunidade bacteriana selecionada em reatores Anammox contribuird efetivamente para a

otimizag¢@o do processo.

Portanto, optou-se neste trabalho por escolher lodos distintos para serem testados como
indculos dos reatores Anammox, sendo um oriundo de sistema de tratamento de esgoto
sanitdrio e, o segundo, oriundo da planta de tratamento de efluente industrial de uma refinaria

de petrdleo a qual trata efluentes com concentracdes de amodnia mais elevadas.

Tal cendrio norteou a elaboracdo das seguintes hipdteses: Tabela 2.1.
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A Tabela 2.1 apresenta as hipdteses deste trabalho, as quais foram relacionadas com os

objetivos especificos apresentados no item 2.2.

Tabela 2-1 — Hipéteses do trabalho relacionadas aos objetivos especificos

Hipoteses

Objetivos Especificos

Existem  bactérias Anammox nos lodos
provenientes de estacdo de tratamento de esgoto
doméstico e do esgoto industrial da refinaria de
petrdleo, capaz de enriquecer cultura Anammox

em biofiltros.

le2

II.

Reatores Anammox inoculados com lodos de
estagdes de tratamento de efluentes de refinaria de
petrdleo, as quais tratam concentragdes de amoOnia
mais elevadas quando comparadas as ETEs de
esgoto doméstico, apresentam maior estabilidade e
tolerancia frente ao aumento de carga afluente de

nitrogénio amoniacal.

1,2e3

III.

Inéculos distintos promovem o desenvolvimento
de comunidades bacterianas similares nos reatores
Anammox quando submetidos as mesmas

condicdes de operacgao.
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Nitrogénio: implicacées da contaminacdo por compostos
nitrogenados

O nitrogénio é um nutriente essencial para a vida. A maior parte do nitrogénio da terra
existe sob a forma de nitrogénio gasoso (N3), constituindo 78% do ar atmosférico.
Porém, ndo estd diretamente disponivel para a biota terrestre, dependendo das reagdes
de fixacdo, assimilacdo e degradacdo. No ciclo ambiental do nitrogénio as formas
disponiveis dependem da decomposicdo bioldogica do mesmo, acumulado nos seres

ViVOs.

Quando em excesso, 0os compostos nitrogenados podem causar sérios problemas aos
ambientes aqudticos, ocasionando a sua deterioracdo. Nesse sentido, este ¢ um dos
contaminantes mais importantes junto ao carbono e fésforo. Eles sdo encontrados em

diversos tipos de dguas residudrias tanto urbanas quanto agricolas ou industriais.

Os compostos nitrogenados se apresentam em estado de oxidacdo que podem variar das
formas mais reduzidas -3 (NH3/NH;"), até as mais oxidadas +5 (HNOs/NO3). No
ambiente, as formas predominantes sdo: nitrogénio orginico, nitrogénio amoniacal
(NH,"), nitrito (NOy"), nitrato (NO3") e nitrogénio gasoso (N;). Os compostos mais
estaveis sdo o anion nitrato e o cition amoénio que podem criar graves problemas de

toxicidade. A Tabela 3.1 apresenta as espécies de compostos nitrogenados.

Um dos problemas associados ao descarte de compostos nitrogenados em meio aquoso
(aq), junto ao fésforo e micronutrientes, ¢ o desenvolvimento de algas que
posteriormente se decompdem, provocando a eutrofizacdo. O crescimento
descontrolado dessa biomassa pode levar ao esgotamento de nutrientes e inicio da morte
massiva das algas. Essa decomposic¢do em condicdes aerdbias provoca a diminui¢do do
oxigénio dissolvido comprometendo a vida aqudtica. Na auséncia de oxigénio a

biomassa é degradada anaerobicamente gerando o excesso de matéria organica
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comprometendo a qualidade da dgua. Por outro lado a contaminacdo do ambiente
aqudtico por nitrogénio amoniacal ocasiona efeitos imediatos como mortandade de

peixes (REIS & MENDONCA, 2009).

Tabela 3.1 — Compostos nitrogenados € respectivos estados de oxidacao

Composto Foérmula Estado de oxidacao
Amonia/Amonio NH3/NH,* -3
Nitrogénio orgéanico NH, -3
Hidrazina N>Hy (ag) 2
Hidroxilamina NH>O0H (4 -1
Nitrogénio gasoso N> (@) 0
Oxido nitroso N2O (o) +1
Oxido nitrico NO () +2
Nitrito HNO/NO, +3
Diéxido de nitrogénio NO; (o) +4
Nitrato HNO3/NO;5 +5

Fonte: Adaptado MADIGAN et al., 2010.

A amodnia estd presente naturalmente nos corpos d’dgua como produto da degradagdo de
compostos organicos e inorganicos do solo e da 4gua, como resultado da excrecdo da
biota. E constituinte comum no esgoto sanitario, como resultado direto de descargas de
efluentes domésticos e industriais, da hidrélise da ureia e da degradagdo bioldgica de
aminoacidos e outros compostos orginicos nitrogenados (REIS & MENDONCA,
2009). Em solucdes aquosas, a amoOnia pode se apresentar sob as formas ionizadas
(NH4") ou ndo ionizada (NH3), considerada a espécie mais téxica. O equilibrio entre as
diferentes espécies de amodnia depende das caracteristicas fisicas e quimicas dos corpos
d’4gua. Elevacdes do pH ou da temperatura deslocam o equilibrio quimico no sentido
da amoénia ndo ionizada. Embora a concentracdo de (NHs3) cres¢a com o aumento do pH

e temperatura, sua toxicidade diminui (BAIRD, 2002).

A amdnia é um dos problemas dos sistemas aqudticos por consumir oxigénio pra ser
oxidado a nitrito e posteriormente a nitrato no processo de nitrificacdo (4,6 mg de

oxigénio para cada miligrama de amdnia oxidada a nitrato). Esse processo, ocorrendo
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em excesso, gera um consumo elevado de oxigénio e consequente diminuicdo do

oxigénio dissolvido, provocando a morte dos organismos aerébios.

O nitrato e nitrito também podem ser toxicos para os mamiferos ao serem reduzidos no
trato intestinal. O nitrito se combina com aminas para formar N-nitrosaminas que sio
carcinogénicas, podendo ser mutagénicas (BAIRD, 2002). Pode combinar-se com a
hemoglobina, proteina do sangue que transporta o oxigénio para os tecidos, formando a

metahemoglobina que € incapaz de transportar o oxigénio ocasionando anemia severa.

3.2 - Transformacgodes bioldgicas envolvidas no ciclo do Nitrogénio

Predominantemente, para a eliminagdo dos compostos nitrogenados das dguas
residudrias sdo utilizados processos fisico-quimicos e bioldgicos, sendo os bioldgicos
mais efetivos e relativamente mais baratos e, por isso, mais amplamente aplicados Os
principais métodos fisico-quimicos de remocdo de nitrogénio das dguas residudrias
incluem a dilui¢do da dgua residudria, stripping e troca ionica (METCALF & EDDY,
2003). Embora esses métodos sejam eficientes, eles apresentam custos elevados,
requerem adi¢do de produtos quimicos, ndo eliminam nitrito, nitrato nem nitrogénio
organico e podem liberar compostos toxicos no ambiente. Esses fatores sdo os
principais responsdveis pela preferéncia na utilizagdo de processos bioldgicos para a
remocdo de nitrogénio. Esses sistemas de tratamento biolégico tem sido

tradicionalmente realizados pela nitrificacdo seguida pela desnitrificacio.

A nitrificagdo implica na oxidag¢do quimiolitoautotréfica da amodnia a nitrato, sob
condicOes aerdbias estritas, e € conduzida em dois estdgios sequenciais: oxidacdo da
amonia a nitrito e oxidacdo de nitrito a nitrato. Na etapa autotréfica, a nitrificagdo é
aerdbia, onde o O, € utilizado como aceptor final de elétrons, o amdnio é oxidado a
nitrito e este a nitrato. As Equacoes 3.1 e 3.2 representam o processo de oxidacdo
aerdbia da amonia e do nitrito, respectivamente (AHN, 2006). A equacdo global para a

nitrificag@o estd representada na Equacao 3.3.

55 NH4 + 760, + 109 HCO3™ & CsH;0,N + 54NO;" + 57 H,0 + 104H,CO3

(Eq. 3.1)

10
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400 NO, + NH4" + 4H,CO;5™ + 1950, > CsH;0,N + 3H,0 + 400NO5
(Eq. 3.2)
NH,* + 1,830, + 1,98HCO5 > 0,021CsH;,0,N + 0,98NO5 + 1,041H,0 + 1,88H,CO5
(Eq. 3.3)

Na desnitrificacdo heterotr6fica ocorre a conversdo de NOs;” ou NO;, a N,. Essa etapa
ocorre na presenca de fonte de matéria orginica e auséncia de oxigénio dissolvido

(condigdes andxicas), como pode ser observado na Equacao 3.4.

NO; + 1,08CH;0H + 0,24H,CO; = 0,056CsH,0,N + 0,47Na+ 1,68H,0 + HCO5™
(Eq. 3.4)

Cada estagio € realizado por géneros de bactérias diferentes, que utilizam amdnia ou
nitrito como fonte de energia, oxigénio molecular (exceto na desnitrificagdo) como
aceptor de elétrons, e compostos de carbono inorganico (como CO, e HCOj3) como

fonte de carbono.

Os organismos nitrificantes se dividem em dois grandes grupos: as bactérias oxidadoras
de amonia AOB (ammonium oxidizing bacteria) e as bactérias oxidadoras de nitrito
NOB (nitrifying oxidizing bacteria). Uma caracteristica importante desses
microrganismos € que o produto final das AOB ¢€ substrato das NOB (MADIGAN et al.,
2010).

Na conversao da amonia a nitrito as bactérias amdnio oxidantes transformam o amdnio
em hidroxilamina (NH,OH) com a agdo da enzima amdnia mono-oxigenase (AMO)
localizada na membrana celular. Em seguida convertem a NH,OH em nitrito catalisado
pela enzima hidroxilamina 6xido redutase (HAO) durante essa etapa ocorre o maior
consumo de oxigénio dissolvido. A oxidagdo do nitrito a nitrato € realizado pelas
bactérias nitrito oxidantes catalisado pelo complexo enzimatico 6xido redutase (NOR)

(Figura 3.1).

11
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Aménia Hidroxilamina _ Nitrito
monoxigenase oxidoredutase oxidoredutase
NH 4+ —> NH,OH — NO,” == NO;-

Figura 3.1 — Enzimas envolvidas na nitrificagao

Espécies de microrganismos pertencentes ao género Nitrosomonas oxidam NHy" a NOy’

e Nitrobacter que oxidam NO, a NOs', s@o as principais representantes dessas etapas.

Na desnitrificacdo heterotréfica, os fons nitrito e nitrato sdo reduzidos a nitrogénio
gasoso (Nz). Esse processo é realizado geralmente por bactérias heterotréficas que
utilizam nitrito ou nitrato como aceptores de elétrons e matéria organica como fontes de
carbono e energia. Os produtos intermedidrios sdo nitrito (NO,"), 6xido nitrico (NO) e

6xido nitroso (N;0). Figura 3.2

Nitrato Nitrito Oxido nitrico Oxido nitroso
redutage redutase redutase redutase

NO, = NO, == NO = N,0 = N,

Figura 3.2 — Enzimas envolvidas na desnitrificagcao

A desnitrificacdo € realizada por vdrios géneros de bactérias: Pseudomonas, Bacillus,

Spirillum, Acinetobacter, Thiobacillus, dentre outros (BITTON, 2005).

Algumas bactérias quimiolitoautotréficas sdo conhecidas por serem capazes de utilizar o
nitrato como aceptor de elétrons e uma fonte de energia inorganica (H, ou S, HsS,
S,037), esse processo tem sido pouco aplicado em estagdes de tratamento de esgotos
domésticos porque a maioria das dguas residudrias contém matéria orgénica suficiente
para a desnitrificacdo heterotréfica. No entanto, para remover compostos nitrogenados
em sistemas de pds-tratamento de efluentes com baixas concentracdes de matéria
organica, existe o processo de desnitrificacdo autotréfica, favoravel devido a duas

vantagens comparadas aos processos bioldgicos heterotroficos. Primeiramente, ndo é

12
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necessaria adicdo de fonte externa de carbono orginico (metanol, etanol, etc),
diminuindo os custos do processo, associado a menor producdo de lodo, devido a

menor producdo de biomassa JETTEN ez al., 2009).

7z

A redugdo desassimilatéria do nitrato é realizada em duas etapas. A respiragdo do
nitrato, consiste na reducdo do nitrato (NOj") a nitrito (NO;"), seguida pela reducdo do
nitrito ao fon amonio (NH4"). Ocorre na auséncia de oxigénio, diminui o excesso de
potencial redutor e produz amonia para assimilagdo e crescimento celular anaerébio. O
processo ocorre em ambientes redutores, como sedimentos anaerébios marinhos, fontes
termais ricas em sulfeto (S;’), trato gastrointestinal humano e de animais de sangue

quente (BOTHE et al., 2007).

A redugdo assimilatdria do nitrato, e a reducdo desassimilatoria estd relacionado a
reducdo do nitrato a fon amdnio, para biossintese celular. Este processo ocorre tanto em
condicdes aerdbias quanto anaerdbias e o produto, fon amonio, ndo € excretado para o
meio extracelular. A quantidade de nitrogénio reduzido nesse processo depende da
demanda de biomassa. Quando existe grande concentracdo do fon amoénio o processo é

inibido (TIEDIJE, 1982 apud PEREIRA, 2013).

A amonificac@o corresponde ao processo inverso a assimilacdo da amdnia, em que 0s
compostos nitrogenados liberados das células sofrem hidrdlise por meio de enzimas
microbianas, resultando na liberagdo de grupos amina, que resulta na producdo de
nitrogénio reduzido sob duas formas: amonia livre (NH3) ou ionizada (NH,") (BOTHE

et al., 2007).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) consiste na reducéo de nitrogénio gasoso (N»)
a fon amonio (NH4"). Esse processo € essencial para obtengdo de fonte de nitrogénio
para as necessidades biossintéticas celulares. Consiste em um processo anabdlico, e os
microrganismos capazes de realizar tal processo sdo livres da dependéncia das formas
fixadas de nitrogénio, como amonia ou nitrato, conferindo-lhes uma vantagem ecoldgica

significativa (MADIGAN et al., 2010).

Alguns procariotos sio capazes de fixar Ny; alguns de vida livre e outros dependentes da

associacdo com plantas. Os microrganismos de vida livre sdo os aerébios Azotobacter,
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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 é
possivel citar as bactérias do género Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium ou
Azorhizobium em associacdo com plantas leguminosas. A importancia da fixacdo
biolégica de nitrogénio estd associada & disponibilizacdo de formas assimildveis desse

composto para outros organismos, como animais e plantas. (MADIGAN et al., 2010).

3.3 - Novos processos utilizados na remocgao de nitrogénio

Virios estudos tem apresentado pesquisas sobre processos ndo-convencionais de
remocdo de nitrogénio (VERSTRAETE & PHILIPS, 1998 APUD MISSAGIA, 2010).
Os sistemas de nitrificagdo onde o fon amodnio é parcialmente convertido a nitrito
(impedindo a formacdo de nitrato), tais como OLAND (Oxygen Limited Autotrophic
Nitrification Denitrification), SHARON (Single Reactor High Activity Ammonium
Removal Over Nitrite) e CANON (Completely Autotrophic Nitrogen removal Over
Nitrite) podem ser associados a desnitrificacdo autotréfica pela oxidac@o anaerdbia da
amonia. Assim, o processo torna-se mais vidvel econOmicamente, uma vez que ndo ha
necessidade de adi¢do de nitrito ou fonte externa de carbono, comparado ao processo

tradicional (FUX et al., 2002).

O processo SHARON aplica a interrupcdo nos processos de nitrificagio e
desnitrificacdo. A nitrificacdo € interrompida na etapa intermediaria, mantendo o
nitrogénio na forma de nitrito e a conversdo de nitrito a nitrogénio gasoso ocorre na
etapa seguinte. H4 economia de energia e doadores de elétrons para a desnitrificacio.
Utiliza-se o fato de que em altas temperaturas, as NOB tém crescimento mais lento que
as AOB. Devido ao curto tempo de detencdo hidraulica (TDH) (aproximadamente um
dia) e a alta temperatura (35°C), as NOB sao excluidas do reator. A temperatura,
associada ao curto TDH, é um fator de seletividade, pois a 35°C a médxima velocidade
de crescimento (Umsx) de NOB é aproximadamente a metade comparada a das AOB

(JETTEN et al., 2001a).

O processo OLAND ocorre quando o oxigénio é fornecido estequiometricamente para
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que a nitrificagdo ocorra até nitrito e, entdo, devido a escassez de aceptores de elétrons,
o nitrito formado é consumido para oxidar o restante do amonio. Este processo
comparado ao processo de nitrificacdo e desnitrificacdo convencional permite uma
economia com aeragcdo de 62,5% e 100% com auséncia de agente redutor (fonte de
carbono orgénico). No OLAND a oxidacao direta de amo6nio a nitrogénio gasoso pode
ser alcancada em uma unica fase (VERSTRAETE & PHILIPS, 1998 APUD,

MISSAGIA, 2010).

Bactérias que oxidam amoénio a nitrito necessitam de oxigénio, enquanto bactérias que
convertem nitrito a nitrogénio gasoso sdo anaerébias. Recentemente tem sido mostrado
que ambas bactérias podem co-existir em um unico reator desde que o sistema seja
mantido em condicdes de oxigénio limitado (JETTEN ez al., 2002). Esta é a base do
processo CANON, onde o fon amonio € parcialmente convertido a nitrito por AOB sob
oxigénio limitado e, subseqiientemente, bactérias ANAMMOX convertem o nitrito
produzido junto ao amdnio remanescente a nitrogénio gasoso e pequena quantidade de

nitrato é formada. (JETTEN et al., 2002).

Recentemente, Chen et al. (2009) desenvolveram o processo conhecido como SNAD
(Simultaneous Nitrification, Anammox and Denitrification) para remocao de nitrogénio
e remocdo de DQO em um tnico reator, no qual a maioria do nitrogénio é removida por
Anammox. Esse processo promove a interacdo de nitrificantes aerobios, Anammox e
desnitrificantes sob condi¢des limitadas de oxigénio com um potencial para fazer a
remocdo de amodnia e carbono organico a N, e CO,. Contudo, as condi¢des Gtimas para
o enriquecimento desses microrganismos ainda ndo sdo bem-compreendidas (LAN et

al.,2011).

Mulder et al., (1995) observaram a perda de amdnia em um reator desnitrificante de
leito fluidizado, em Delft (Holanda). Esse processo de oxidacdo anaerdbia da amonia,
no qual a amodnia € oxidada a nitrogénio gasoso sob condi¢des andxicas, foi
denominado Anaerobic ammonium oxidation (ANAMMOX). A descoberta desse
processo alterou o ciclo convencional do nitrogé€nio, uma vez que se considerava que a

oxidacdo da amdnia s6 seria possivel em condigdes aerdbias.
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3.4 - Anammox: célula, processo e aplicacées

O processo Anammox foi descoberto em 1995 por Mulder e colaboradores em um
reator desnitrificante de leito fluidizado aplicado ao tratamento de efluentes de um
reator metanogénico, operado para degradacdo de residuos da planta de producdo de
fermento, em Delft na Holanda (MULDER ef al.,1995). Esse processo implica na
oxidacdo anaerébia da amodnia na qual o fon amodnio € oxidado a nitrogénio gasoso
usando o nitrito como aceptor final de elétrons (VAN DE GRAAF et al., 1996). O
processo Anammox € realizado por bactérias anaerdbias, quimiolitotréficas, de
crescimento muito lento, pertencentes ao grupo dos Planctomycetes e até o momento
ndo existe uma Unica espécie que tenha sido isolada em cultura pura (KARTAL et al.,

2011).

Os organismos Anammox estdo classificados no filo dos Planctomycetes, ordem
Brocadiales, e até o momento foram identificados cinco Candidatus a géneros
“Kuenenia”, “Brocadia” “Anammoxoglobus”, “Jettenia”, “Scalindua”. O nimero de
espécies descritas tem aumentado e até o momento temos: Candidatus Brocadia: B.
Anammoxidans: B. fulgida, B. sinica, Candidatus Kuenenia: K. stuttgartiensis;
Candidatus Scalindua: S. wagneri, S. brodae e S. sorokinii e S. ardbica ; Candidatus
Jettenia asiatica e Candidatus Anammoxoglobus propionicus ( JETTEN et al., 2009), e
mais recentemente, B. caroliniensis (VANOTTI et al., 2011): B.brasiliensis (ARAIjJO
etal.,2011).

As Anammox apresentam morfologia de cocos com didmetro, em média, menor que 1
um (07 a 1,3uM), coram-se como gram negativas. Ndo formam enddsporos, ndo
apresentam motilidade. Obtém energia por meio da oxidacdo anaerébia da amodnia e
carbono por meio da fixagdo de CO,, oxida 4cidos orginicos (formiato, acetato,
propionato), sdo catalase e peroxidadse positiva; o tempo de duplicagio é de
aproximadamente 11 dias e sdo fisiologicamente distintas dos outros membros dos

Planctomicetos por serem anaerdbias e quimiolitoautétrofas (JETTEN et al., 2009).

Essas caracteristicas estdo relacionadas as vantagens do processo Anammox sobre a

combinagdo tradicional de nitrificagc@o e desnitrificag@o para tratamento de efluente. As
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principais vantagens sdo: a ndo demanda de oxigénio e a auséncia de necessidade de
fonte externa de carbono, pois o processo é autotréfico. E a desvantagem estaria
relacionada a baixa velocidade de crescimento das bactérias Anammox, o que retarda o
inicio do processo (EGLI et al., 2001). Por outro lado, esta mesma caracteristica seria
responsavel pela baixa produgcdo de lodo ; considerada grande vantagem a sua

disposi¢do final.

Estudos com microscopia eletronica de transmissdo de B. Anammoxidans mostraram no
citoplasma desta bactéria compartimentos limitados por membranas (Figura 3.3). A
enzima hidroxilamina oxidoredutase (HAO), responsavel pela oxidacdo de hidrazina a
gas N, se encontrava exclusivamente dentro de um compartimento, denominado de

“Anammoxosomo” (JETTEN et al., 2001a).

Figura 3.3 — Eletromicrografia mostrando, nos pontos pretos, a distribuicdo da
hidrazina/ hidroxilamina oxidoredutase no Anammoxossomo da “Candidatus kuenenia
stuttgartiensis” (escala da barra- 500nm).( Fonte: JETTEN et al.,2009)

A membrana do Anammoxosomo é usada para gerar e manter uma for¢ca motriz de
prétons para a sintese de ATP, além de isolar os intermedidrios (que sdo téxicos) do
processo Anammox, (VAN NIFTRIK et al., 2004). As condi¢des ambientais para as
Anammox foram determinadas por Strous et al. (1999b). A temperatura de crescimento
ocorreu entre 20 e 43°C (sendo a temperatura 6tima de 38°C), e pH na faixa de 6,7 — 8,7
(com pH 6timo igual a 8). Concentra¢des de amonio e nitrato em torno de 100mM ndo
inibem o processo Anammox. Porém, concentragdes de nitrito acima de 20mM (280mg
de N-NO,/m?) inibiram o processo, sendo que concentracdes maiores que 10mM se
mostraram desfavordveis. A permanéncia da concentracdo de nitrito acima de SmM

(70mg de N-NO,/ m?®) por 12 horas, é suficiente pra inibir a atividade Anammox

completamente.
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O balanco total de nitrogénio apresenta a proporcao de 1: 1,32: 0,26 para a conversado de
amonio e nitrito e produgdo de nitrato (STROUS et al., 1998). A equagdo geral da

reacdo Anammox, estd escrita na Equacao 3.5.

NH4"+ 1.32 NO; + 0.066 HCO; + 0.13 H" —

0.26 NO3> +1.02 N, + 0.066 CH2 Oo,5N()_15 +2.03 HzO
(Eq. 3.5)

Na rota metabdlica de conversdo da amodnia a nitrogénio gasoso sob anaerobiose
sugerida por JETTEN et al (2002), baseada em experimentos com "N, foi postulado
que a bactéria Anammox reduz nitrito (NO;) a hidroxilamina (NH,OH), em seguida,
hidroxilamina e amonio (NH4") sdo condensados a hidrazina (N,H;) e dgua. Na etapa
seguinte, a hidrazina é oxidada a nitrogénio gasoso (N») e os elétrons sdo utilizados para
reduzir a préxima molécula de nitrito. Porém parte do nitrito é convertida a nitrato,
produzindo equivalentes de reducdo para fixacdo do CO; utilizado pelas bactérias para
biossintese celular. Atualmente, KARTAL et al (2011), demonstrou a participagdo do
6xido nitrico como precursor da hidrazina. Um esquema simplificado desse mecanismo

estd representado na Figura 3.4.

/"_ N2H4 (\ NO

J

« NH,OH \
N, NH,*

-
NO, > NO;

Figura 3.4- Esquema da rota metabdlica da reagdo Anammox

Virios trabalhos t€ém reportado a deteccdo e identificacdo de bactérias Anammox em

diferentes ambientes, nas diversas partes do mundo, tais como em lodos oriundos de
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sistemas de tratamento de dguas residudrias (SCHMID et al., 2003; DAPENA-MORA
et al., 2004), em sedimentos marinhos, em ambientes de dgua doce (JETTEN er al.,
2009) e em dguas salobras (SANCHEZ-MELSIO et al., 2009), em reservatérios de
petréleo (LI et al., 2010).

Entretanto, a aplicagdo do processo Anammox em todo o mundo tem apresentado
alguns desafios para sua implantagdo. Um deles estd relacionado a forma de iniciar os
reatores Anammox. Geralmente, a partida dos reatores € realizada inoculando biomassa

Anammox ativa, previamente enriquecida..

No Brasil, o estudo do processo Anammox ¢é considerado como desafio para sua
aplicagdo no tratamento de efluentes, devido a dificuldade de se obter biomassa
Anammox enriquecida, e estivel por longo periodo. Uma vez que a maioria dos
sistemas em escala plena se encontra na Europa (Holanda, Japao, Suica, Austria, China,

Reino Unido, Alemanha).

Alguns estudos realizados por Kunz et al. (2008) investigaram o processo ANAMMOX,
considerando-o uma op¢éo de baixo custo para ser aplicado na remog¢do de amonia, com

objetivo de aplicagdo em tratamento de efluentes da suinocultura.

Agnes et al. (2008), avaliaram o aumento de carga e a capacidade de remocdo de
nitrogénio de um meio de cultura sintético, por um reator contendo meio suporte
polimérico ndo biodegraddvel em forma de rede em seu interior. Os reatores estudados
tiveram um fluxo de alimentacdo continuo. As progressdes de carga foram determinadas
pelo aumento de vazdo de alimentacdo do reator (2,0 a 18,0 L d'l). Verificou-se a
capacidade de resposta de remocdo da carga de nitrogénio aplicada ao reator,
principalmente em vazdes mais altas, com remocgOes acima de 80%. A carga de
nitrogénio removida pelos reatores de volume util de 2 litros chegou a

aproximadamente 2,3 kg de N m>d’.

Viancelli et al. (2009) confirmaram, apds andlise de granulos dos reatores inoculados

com dejetos de suinos , a presenca de bactérias com atividade ANAMMOX.
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Estudar a sucessdo da populacdo de Anammox ao longo do periodo de operagdo dos
reatores em configuracdes e/ou indculos diferentes podem promover grandes avangos na

biologia /aplica¢do do processo Anammox (VAN DER STAR ez al., 2008).

Algumas divergéncias quanto a eficiéncia da atividade Anammox, comunidade
microbiana envolvida e tipos de indculos utilizados nos reatores t€ém norteado temas

para vdrias pesquisa.

Date et al. (2009) obteve atividade Anammox utilizando como inéculo dos reatores
trés tipos de lodos diferentes (lodo de uma estacdo de tratamento de esgoto doméstico,
lodo do tanque de digestdo anaerdbia e lodo nitrificante). Os resultados da analise
filogenética (RNAr 16S) indicaram a presenga de diversas bactérias Anammox a partir
de cada tipo de lodo utilizado como indculo. A diversidade bacteriana das Anammox foi
maior na cultura enriquecida a partir do lodo proveniente da estagdo de tratamento de
esgoto doméstico, em relacdo aos outros tipos de indculos usados. No reator inoculado
com o lodo de esgoto, houve coexisténcia de Bacillus sp. com a cultura Anammox. A
presenca de Bacillus sp. pode resultar na criacdo de um ambiente ideal para as bactérias
Anammox, uma vez que que podem remover o oxigénio dissolvido do meio e o
carbono orgénico. Os resultados indicaram que as diferengas da comunidade Anammox
na cultura enriquecida, em cada um dos reatores, estavam diretamente relacionadas ao

tipo de lodo utilizado como indculo .

No trabalho realizado por Park et al. (2010) um reator em batelada sequencial (RBS),
foi inoculado com lodo granular Anammox obtido de um reator Anammox operado em
escala de bancada. Um segundo reator foi inoculado com lodo oriundo do sistema de
lodos ativados e operado como reator CANON. Esse RBS apresentou sucessio
populacional ao longo do tempo de operagdo. No indculo original, a populagdo de
bactérias Anammox era constituida por Ca. Kuenenia stuttgartiensis. Durante o pré
enriquecimento a populacdo passou a ser constituida por Ca. Brocadia fulgida . Durante
a operacdo, a populacdo foi substituida, por Ca. Brocadia sp.40. Por sua vez, o reator
CANON, inoculado com lodo ativado, inicialmente apresentou baixa concentra¢do de

bactérias Anammox. No entanto, o enriquecimento de populagdio Anammox se mostrou
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intimamente relacionada com Ca. Brocadia sp.40. Apesar de receberem indculos

distintos os dois reatores apresentaram comunidades semelhantes.

Esses resultados contrastam aqueles obtidos por Date et al. (2009), onde diferentes
in6culos resultaram em populacdes distintas de bactérias Anammox cultivadas em
reatores operados de forma semelhante. PARK ef al. (2010) sugeriram que a
composicdo do indculo e as concentragdes de substrato existentes nos reatores podem
desempenhar um papel importante na selecdo da populacdo bacteriana que ird se

desenvolver.

As diversas abordagens e divergéncias mostram a relevancia dos estudos da ecologia
das bactérias Anammox em ambientes naturais e impactados com diferentes
configuragdes e condigdes experimentais para desvendar as particularidades que

envolvem o enriquecimento e o nicho ecoldgico das oxidadoras anaerébias de amonia.

Pouco se conhece sobre o efeito da utilizacdo de diferentes tipos de indculos em reatores

e suas implicacdes na eficiéncia do processo de remogdo de nitrogénio amoniacal.

Determinar o impacto das diferentes estratégias de indculo e operacdo de bioreatores
sobre a composicdo da comunidade microbiana/ Anammox pode contribuir para a
otimizagdo do processo Anammox . Estudar a sucessido da populagdo de Anammox ao
longo do periodo de operacdo dos reatores promoverd grandes avangos na biologia
/aplicacdo do processo Anammox (VAN DER STAR et al., 2008), contribuindo para o

isolamento e cultivo dessas bactérias por métodos tradicionais em microbiologia.

A Tabela 3.2 mostra a diversidade microbiana observada em diferentes reatores

Anammox.
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Tabela 3.2. Diversidade bacteriana observada em diferentes reatores Anammox

Tipo de indculo e
reator

Lodo proveniente de reator
de desnitrificagcdo; material
suporte TNT

Lodo proveniente de reator
em Biodisco;

Tratamento de lixiviados de
aterro de residuos perigosos

Lodo Nitrificante de
WWTP, Reator anoxic gas-
lift 10L°

Lodo de reator em biodisco
(25% de remocdo total de
Nitrogénio)

Lodo domestico WWTP,
Biofilme de reator de leito
fixo e fluxo ascendente

Lodo anaerébio de WWTP
municipal,

reator anaerobio de fluxo
ascendente *

Lodo de esgoto, reator
cilindrico preenchido com
nonwoven fabric

Biomassa Anammox, reator
granular em leito fixo e
fluxo ascendente

Lodo granular Anammox
reator anaerobio de fluxo
ascendente *

Lodo ativado de ETE

esgoto sanitario, RBS

N-NH;"- e Diversidade de bactérias
N-NO; no (porcentagens da
efluente biblioteca)?®
(mg/L)
250 Anammox 38%; Chlorobi 7%;
Proteobacteria 55%
Planctomycetes; Proteobacteria;
100-500 Firmicutes (nenhuma Anammox)
Por FISH: Bacteroidetes 7.6%,
Nitrosomonas 30%; Anammox 33%;
Nitrospira 5%
Nio Anammox 2%, Chlorobi 36%;
mencionado Proteobacteria 31%; Bacteroidetes
15%; Chloroflexi 13%
1.4- 4.6 mM° Betaproteobacteria 27% (Acidovorax
sp., Dechloromonas sp); others not
mentioned (no Anammox)
20-550 Anammox 58.5%; Betaproteobacteria
41.5% (Thauera sp. and Acidovorax
sp.)
50-1000 Chlorobi 54%:, Proteobacteria 13%;
Bacteroidetes 11%; Chloroflexi 9%
nenhuma Anammox
170-2000 Bacillus spp (75 %). Bactéria
Anammox (% nao mencionada)
60-300 33.3% Anammox; 35% Chloroflexi; 1
clone related to Denitratisoma
oestradiolicum, 1 clone Nitrosomonas
spp-
200 Anammox, Burkholderia 8%,
Chloroflexi 6.7%, Nitrosomonas sp.
6%, Methylomirabilis oxifera (6%);
methanogens (% not mentioned)
30-300 Proteobacteria (25.0%); Chloroflexi

(19.0%), GNO04 (15%), Acidobacteria
(2,3%), Planctomycetes (15.0%),
Bacteroidetes (0,4%), Nitrospirae

(0.4%), OP11 (0,3%), Chlorobi (1.6%).

Quantificacdo Referencia

de Anammox Citacao
72.8% (PCRq) Fujii et al.,
Brocadia (KSU-1) 2002
10-28% (FISH) Egli ef al.,
Kuenenia 2003
stuttgartiensis “4)

73% (FISH)
Kuenenia
stuttgartiensis

Strous et al.,
2006

Tsushima et
al., 2007
(H

2-36% (FISH)
Candidatus Brocadia

72-89% (FISH) Ca. Tsushima et
Brocadia and al., 2007
Kuenenia 5)
16% (qPCR) Lietal, 2010
Kuenenia

stuttgartiensis

81 to 94% (FISH); Date et al.,

Brocadia fulgida and 2009

Brocadia )

Anammoxidans

80.6% (FISH) Cho et al.,

Ca. Brocadia 2010
(3)

50% (PCRq) Hu et al., 2010

Ca. Jettenia asiatica

12,2%
Ca,.Brocadia
(pirosequenciamento)

Pereira, A. D.
2013

* Fragmentos de DNAr16S foram amplificados pelos primers Pla46F-1390R, exceto em 5 estudos [1,2,3,4,5] , os quais foram
utilizados os primers universais para bactéria: 6F-1510R, 11F -1387R, 27F-1492R, 341f-926r, respectivamente.
® Esses resultados foram uma andlise comparativa de todas as sequéncias recuperadas de estudos de metagendmica.

¢. Estas concentragdes foram utilizadas em testes de batelada.

“Todos os resultados foram obtidos por pirosequenciamento 454.
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3.5 — Materiais suporte utilizados no cultivo de bactérias Anammox

A imobilizacdo da biomassa € um aspecto extremamente importante no cultivo de
bactérias em reatores principalmente quando existe a necessidade de alta capacidade de
retencdo celular devido ao lento crescimento microbiano. A adesdo dessas células estd
diretamente relacionada as caracteristicas do meio suporte. Atualmente diversos
materiais que auxiliam na retencdo da biomassa encontram-se disponiveis, entre os
quais esponjas de polietileno, biofix, gel de polivinil dlcool/alginato, espuma de non

woven, poliuretano e particulas de zedlito.

A esponja de polietileno (PE sponge) possui alta capacidade de retencdo de biomassa.
No trabalho desenvolvido por ZHANG et al. (2010), esse material foi utilizado como
suporte em reatores cilindricos de fluxo ascendente, com altas taxas de imobilizacdo de

bactérias Anammox e de eficiéncia na remogdo do nitrogénio (superior a 85%).

O biofix € uma rede composta por fibras de resina acrilica que também reteve de forma
eficiente a biomassa em um reator cilindrico de fluxo ascendente no trabalho publicado

por QIAO e at., (2009).

As esferas de gel de polivinil dlcool (PVA) utilizado por QUAN e ar. (2011) em um
reator de tanque agitado mostraram reducdo significativa no periodo de start up (22

dias), com eficiéncia de remogao de nitrogénio de até 91%.

PHILIPS (2008) estudou o estabelecimento do processo de remog¢do de nitrogénio em
altas concentragdes de amonia, utilizando um sistema constituido por trés reatores de
biodiscos independentes utilizando trés diferentes tipos de material suporte na
confeccdo dos discos: cloreto de polivinila (PVC), poliestireno (PS) e poliuretano (PU).
A biomassa removida do reator PU apresentou a mais alta velocidade especifica de
remog¢ao de nitrogénio sob condicdes limitantes de oxigénio, assim como, foi a tinica
que apresentou remog¢do anaerébia. O reator PU apresentou uma camada de biofilme

mais homogénea, maior adesdo dos microrganismos e maior remog¢ao de nitrogénio.

Particulas de zedlito, capazes de remover ions amonio de dguas residudrias, foram

eficazes em promover a formacdo de granulos de bactérias Anammox, como
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demonstrado por FERNANDEZ er al. (2008). Alternativamente, altas concentracdes

salinas foram utilizadas para estimular a agregacao da biomassa.

A Tabela 3-3 apresenta um resumo dos diferentes tipos de material suporte utilizados

para o cultivo de bactérias Anammox relacionando a constituicdo, configuracdo e

eficiéncia dos reatores.

Tabela 3-3: Comparagao entre os diferentes tipos de material suporte utilizados para
cultivo de bactérias Anammox quanto a constituicao, configuracao e eficiéncia do

reator.
. Eficiéncia* na
Material . = A
Constituicio Reator remocao do Referéncia
Suporte . A .
Nitrogénio
. Colunar de
E(S)%)j(:tli]]igs Polietileno Fluxo 85% ZH?;?O? al.
P Ascendente
o . e Colunar de QIAO e at.,
Biofix Fibras acrilicas Fluxo 81,6% (2009)
Ascendente
Complexo
Esferas.d.e gel de PV A/solugdo e . QUAN e at.
polivinil . Tanque Agitado 91%
) . alginato de (2011)
dlcool/alginato s
sédio
Reator de
Espuma de . Biodiscos 50%, (3340 mg
poliuretano Poliuretano Rotativos N.m-*.d™") PHILIPS. (2008)
Precipitado NaCl Batelada 9 FERNANDEZ et
salino Sequencial ' al. (2008)
Particulas de Clinoptildlito Batelada 9 FEIZI;L?;\(I)]&};E)Z e
zeolito 96% puro Sequencial ’ ’
Cilindrico com DATE er
Nonwoven fabric Poliéster . ? al.(2009)
fluxo continuo
. e 26.0Kg-Nm’dia™ TSUSHIMA et
?
Nonwoven fabric ! Leito fixo em fluxo ( 247dias) al. (2007)

ascendente

* Maior valor obtido durante o processo.
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Tsushima er al. (2007) e Date et al. (2009) obtiveram bons resultados no cultivo de
Anammox ao utilizar nonwoven fabric como suporte para a formacdo de biofilme. O
material € normalmente constituido por fibras de poliéster que se arranjam formando

uma malha, como as fibras de um tecido natural.

Virias opgdes de material suporte estdo sendo testadas e disponibilizadas para a
otimizacdo dos processos de tratamento de efluentes, sua escolha deve considerar as
caracteristicas fisico-quimicas do efluente utilizado, comunidade microbiana de
interesse a ser imobilizada e configuragdo do reator, associado aos custos que cada um

gera no processo.

3.6 - Métodos moleculares para deteccao e quantificacao de
microrganismos

Como as Anammox nio foram isoladas em técnicas convencionais de cultivo em
microbiologia, seus estudos dependem das técnicas moleculares para o

desenvolvimento das pesquisas dessas bactérias (SCHMID et al., 2005).

3.6.1 - Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Um grande avango nos estudos de diversidade microbiana veio com o advento de
técnicas moleculares, baseadas na andlise do DNA de microrganismos retirado
diretamente dos ambientes naturais, sem a necessidade de multiplicacdo prévia das
células. Os métodos moleculares tem sido decisivos em vdarios estudos de
microbiologia ambiental e tém como etapa bdsica, em sua maioria, a técnica conhecida

como Reacdo em Cadeia da Polimerase- PCR (Figura 3.5).

Essa técnica envolve a coleta de amostras (organismos, solo, dgua, lodo, sedimento,
secrecoes, etc.) seguida pela extracdo dos acidos nucleicos. A PCR permite sintetizar
pequenos fragmentos do DNA especificos de uma célula, permitindo a amplificagdo, in
vitro, de vérias copias de determinadas regides desse DNA. A reacdo de PCR ¢é
especifica e permite a amplificagdo de sequéncias do DNA alvo mesmo em uma

amostra com grande diversidade de sequéncias. A reacdo se caracteriza basicamente
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pela extensdo do fragmento de DNA a partir dos primers, pela acdo da enzima DNA

polimerase, a Taq polimerase.

« i Regido alvo
N [ ] DNA RNAIGS
A
! |‘/ DNA: Genes HZO <IV_I7
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DNA l
P T T T T T T T T il i
Desnaturagéo TR
=]
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Figura 3.5.- Desenho esquematico da reacdo em cadeia da polimerase- PCR

Essa técnica envolve a coleta de amostras (organismos, solo, dgua, lodo, sedimento,
secregdes, etc.) seguida pela extragdo dos acidos nucleicos. A PCR permite sintetizar
pequenos fragmentos do DNA especificos de uma célula, permitindo a amplificagdo, in
vitro, de vérias cdpias de determinadas regides desse DNA. A reacdo de PCR ¢é
especifica e permite a amplificacdo de sequéncias do DNA alvo mesmo em uma
amostra com grande diversidade de sequéncias. A reacdo se caracteriza basicamente
pela extensdo do fragmento de DNA a partir dos primers, pela acdo da enzima DNA
polimerase, a Taq polimerase . Inicialmente o DNA é desnaturado, seguido pelo
anelamento dos primers e extensdo do fragmento. Esse ciclo de desnaturacio-
anelamento-extensdo ocorre vdrias vezes, permitindo a amplificagdo exponencial da
sequéncia alvo (SAIKI et al., 1985). A obtencdo desse fragmento via PCR permite a

realizacdo de vdrias outras técnicas como a clonagem e sequenciamento, utilizadas
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nesse trabalho.

3.6.2 - Clonagem

Na clonagem esses fragmentos de DNA amplificados sdo inseridos em um vetor que
pode ser o plasmideo, (ou virus ou levedura) que utilizamos para transformar células

competentes (geralmente células de Escherichia coli) .

A bactéria “transformada” é cultivada para gerar cépias do plasmideo com o gene

clonado. Em seguida, isola-se o DNA plasmidial o qual pode ser sequenciado.

O conjunto de todos os clones formam uma “biblioteca de genes”, que representa a
comunidade bacteriana da amostra analisada. As sequéncias obtidas sdo comparadas as
sequéncias depositadas numa base de dados conhecida (NCBI - NationalCenter for
Biotechnology Information) / e analisadas pela ferramenta do Basic Local Alignment

Search Tool- BLAST.

O sucesso da identificagdo de organismos pela técnica de PCR depende da escolha dos
primers. Para isso € necessdrio saber qual parte do DNA se deseja amplificar ou qual o

objetivo de se utilizar a técnica, utilizando um bom biomarcador.

Biomarcadores, sdo moléculas que possuem regides altamente conservadas entre os
diferentes organismos e regides varidveis, especificas para grupos ou individuos. Um
biomarcador comumente utilizado € a molécula de RNA ribossomal, (RNAr). Esta
molécula é parte integrante do ribossomo , estrutura celular responsavel pela sintese de
proteinas que estd presente em todas as células, isso a faz ser considerado um

biomarcador eficaz. (MADIGAN 2010).

Porém o RNA ¢ uma molécula instivel e pode ser facilmente degradada ao ser
manipulada. Por isso, geralmente, é substituida pela sequéncia do DNA que codifica a
regido 16S do RNAr . O DNA ¢ uma molécula mais estdvel e ficil de manipular
comparado ao RNA. Portanto, a amplificagdo e andlise da por¢do do gene RNArl16S ,
tém sido utilizada para pesquisar a biodiversidade e a estrutura da comunidade

microbiana de diversos ambientes (VIANCELLI, 2009).
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Entretanto, tem sido observado que essa natureza conservada do 16S rRNA pode
limitar a eficiéncia em detectar/definir a diversidade das bactérias Anammox e sua
distribuicdo nos diferentes ambientes; por permitir a amplificacio dos genes
pertencentes aos Planctomycetes e nao especificamente das bactérias Anammox (LI et

al. 2010).

No entanto, hd a opcdo de se trabalhar com outros genes além dos presentes no
RNAr16S, como por exemplo, genes que codificam enzimas especificas. Estes genes
sao fragmentos de DNA de um grupo de microrganismo que ndo devem ser encontrados
nos demais. Por exemplo, o gene que codifica uma enzima especifica das bactérias
Anammox, e estd ausente nas outras bactérias. Avancos na gendmica das Anammox
tém demonstrado, por exemplo, que o gene da hidrazina sintase ( HzsA) (HARHANGI
et al, 2012) e hidrazina oxidoredutase (hzo) (HIRSCH et al, 2010), tém sido

considerados biomarcadores eficazes na detec¢do das bactérias Anammox.

3.6.3 - Sequenciamento de nova geragdo -NGS

Tradicionalmente, a diversidade das comunidades microbianas € avaliada por técnicas
de cultivo ou de microscopia 6ptica. Embora muito qtil para a realizagdo de estudos
taxondmicos, fisioldgicas e genéticos, as técnicas baseadas na cultura sao
insuficientes para uma caracterizag@o precisa da diversidade funcional e filogenética
das comunidades microbianas. Isso porque apenas uma pequena frac¢do da
diversidade microbiana da natureza pode ser recuperado no laboratério (GAO et al.,
2011). Na ultima década, técnicas independentes de cultivo molecular tém permitido
0 acesso aos microrganismos ainda ndo cultivados, fornecendo dados significativos
sobre as comunidades bacterianas em processos de tratamento de dguas residudrias

(SILVA et al., 2012).

Estudos de ecologia microbiana baseados em bibliotecas de genes 16S rRNA

geralmente tém mostrado uma diversidade bacteriana subestimada. A aplicacdo de
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tecnologias de sequenciamento de ultima geracdo permitiu a obtencdo de um grande
ndmero de sequéncias, suficientes para revelar a complexidade de uma comunidade

microbiana ambiental.

O primeiro método popular de sequenciamento da DNA foi o de terminagdo de cadeia
de Sanger, publicado em 1977. No entanto, os estudos moleculares de comunidades
microbianas utilizando sequenciamento Sanger foram limitados pelo ndmero de
sequéncias que podem ser obtidas (ZHANG et al., 2010). Em 1986 foi langado o
primeiro sequenciador automdtico de DNA, o ABI 370, e em 1998, o primeiro

sequenciador de eletroforese capilar, o ABI 3700

O sequenciamento de nova geracdo — Next Generation Sequencing, em inglés- NGS —
sdao processos de sequenciamento de DNA que utilizam metodologias diferentes das
de Sanger, objetivando acelerar e reduzir o custo do processo de sequénciamento.
Apesar de diferentes, todos os sequenciadores de NGS se baseiam no processamento
paralelo massivo de fragmentos de DNA. Porém, enquanto um sequenciador de
eletroforese processa, no maximo, 96 fragmentos por vez, os sequenciadores de nova

geracdo sequenciam bilhdes de fragmentos ao mesmo tempo.

Ion Torrent

A maioria dos sequenciadores utiliza uma DNA polimerase para gerar a fita
complementar ao DNA molde, bases marcadas por fluoréforos, e cameras para a
deteccdo. O Ion Torrent € diferente pois a detecgdo € feita diretamente. A reacdo de
polimerizacdo gera naturalmente um préton, que altera o pH do meio. Essa alteragcao

do pH € detectada por um transistor e convertida em um sinal elétrico.
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SOLID

O SOLID - Sequencing by Ligation and Detection ao invés de utilizar uma
polimerase e detectar a incorporacdo de cada uma das bases, ele utiliza octameros
marcados com fluoréforos para identificar a sequéncia alvo. As primeiras 5 bases da
sonda garantem a especificidade da ligacdo dessa com o DNA molde, enquanto que
as 3 dtimas sdo inosinas que anelam de maneira inespecifica. Conectado a tltima,
inosina temos o flur6foro que gerard o sinal luminoso a ser detectado pelo

sequenciador.

No SOLiD, assim como no Ion Torrent, cada fragmento é amplificado milhares de
vezes na superficie de uma esfera- bead. Essas beads sdo depositadas e fixadas em
uma lamina de vidro. A reag¢do de sequenciamento ocorre para cada um dos milhares

de clones em cada uma das centenas de milhdes de beads depositadas na lamina.

Pirosequenciamento 454

O pirosequenciamento 454 foi a técnica utilizada nesse trabalho. O sistema 454 foi a
primeira plataforma de sequenciamento de nova geracdo a ser comercializada, ela
realiza o sequenciamento baseado em sintese. A leitura da sequéncia nesse sistema é
realizada a partir de uma combinagdo de reacdes enzimdticas que se inicia com a
liberag¢do de um pirofosfato, oriundo da adi¢do de um desoxinucleotideo a cadeia. Em
seguida, o pirofosfato € convertido a ATP, pela ATP sulfurilase, sendo este utilizado
pela luciferase para oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz capturado por

uma camera (CCD -charge-coupled device) acoplada ao sistema (Figura 3.6).
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Ppi + APS — ATP + SO,*

AMP+ Pni+ Oxvluciferina +

CO,+luz

Figura 3.6- Desenho esquematico das reacbes que ocorrem no pirosequenciamento

O sistema requer que o DNA seja fragmentado em sequéncias de 300 — 800pb,
transformado em fragmentos fosforilados e ligados a adaptadores de sequéncia
especifica . A biblioteca de DNA da amostra é ligada a adaptadores A e B nas
extremidades 3’ e 5’ dos fragmentos, respectivamente, os quais sdo utilizados nas
etapas posteriores de isolamento dos fragmentos (A-B), amplificacdo e nas reag¢des de

sequenciamento.

O adaptador B possui biotina ligada a extremidade 5°, o que permite o isolamento dos
fragmentos ligados ao adaptador A na extremidade 3’ e adaptador B na extremidade
5’ na amostra. Somente os fragmentos A - B sdo eluidos na reacdo de purificagdo e
sao especificamente ligados as microesferas que estdo com vdrias cOpias da sequéncia
complementar exata ao adaptador B de um tnico fragmento (MARGULIES et al.,
2005 apud CARVALHO & SILVA., 2010). O outro adaptador é utilizado no
anelamento do primer que inicia a reagdo de sequenciamento. As microesferas ligadas
aos fragmentos tnicos de fita simples sdo entdo emulsionadas em uma mistura de
dgua e 6leo com reagentes da PCR para amplificagdo clonal do fragmento de fita

simples em cerca de 1 milhdo de cdpias.
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Na PCR em emulsdo, o 6leo em solucdo aquosa forma micelas, nas quais as
microesferas sdo capturadas. Cada micela funcionard como um microrreator,
produzindo muitas cdpias idénticas de um mesmo fragmento isoladamente em um
micros suportes . Apos a PCR de emulsdo, as microesferas ligadas aos fragmentos de
fita simples sdo depositadas em pogos distintos em uma placa de silica onde os
reagentes para o sequenciamento sdo distribuidos. As reacdes de sequenciamento
ocorrem em cada pogo, para um unico tipo de fragmento ligado a microesfera, ndo

havendo, portanto, competicdo por reagentes com outros fragmentos da biblioteca.

A placa de sequenciamento é dividida em 1,6 milhdes de pocos com diametro
suficiente para alojar uma tnica microesfera. A placa de sequenciamento ¢é inserida
junto ao sistema Optico de leitura no equipamento. Os reagentes e as solugdes de
sequenciamento sdo entdo distribuidos por toda a placa a cada ciclo para obtencéo do
sequenciamento paralelo dos 1,6 milhdes de pocos. O sequenciamento € realizado em
ciclos, e a cada ciclo um tipo determinado de nucleotideo é adicionado a reacdo. Se o
nucleotideo adicionado for incorporado a sequéncia em sintese, um sinal de luz é
emitido, sendo a intensidade desse sinal um reflexo do nimero de nucleotideos de um
tipo especifico que foram sucessivamente incorporados na molécula. Como o
nucleotideo que € adicionado a cada ciclo € conhecido, o sinal de luz emitido pode ser
diretamente utilizado como informagdo de sequéncia. A Tabela 3.4 apresetnat um

resumo das principais caracteristicas do SNG.

Tabela 3.4- Tabela comparativa de tecnologias de sequenciamento de nova geracao
(dados fornecidos pelos fabricantes a Okada., 2013)

454 GS- [lumina SOLiD v4  Ion torrent
FLX Plus HiSeq 2000 — 318 Chip
Throughput 600 Mb 270-300 Gb 40 Gb 2Gb
Comprimento das leituras 500-600 2x 100 2x 50 200-400
(pb)
Leituras por corrida > 1 milhdo 3 bilhdes 700 10 milhdes
milhdes
Tempo de corrida 10 horas 11 dias 7 dias 2 horas
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 — Fluxograma experimental

O desenvolvimento experimental deste trabalho foi dividido em quatro etapas. A Figura 4.1
apresenta o fluxograma com a sequéncia metodoldgica prevista para alcancar o objetivo final
do trabalho, correlacionando cada etapa com a sequéncia das atividades experimentais

propostas.
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filogenética

Figura 4.1 — Fluxograma experimental.

4.2 —-Selecao dos inoculos

Para a obtencdo de lodos que pudessem ser utilizados como indculos desses reatores, foram
pesquisados sedimentos de diferentes sistemas de tratamentos de esgoto doméstico e

industrial.

Todas as coletas exploratorias (de 23 amostras) foram realizadas no periodo de janeiro a

junho de 2011 para as andlises de biologia molecular e caracterizagdo fisico-quimica. As
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amostras foram coletadas em frascos de polietileno, os quais foram acondicionados em caixas
de isopor com gelo, devidamente lacradas, identificadas e, posteriormente, levadas ao

laboratorio.

4.2.1 — Origem das amostras do inéculo

Foram pesquisados sedimentos de diferentes sistemas de tratamentos de esgoto sanitdrio
situados no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento - CePTS da UFMG, situado
junto a Estacdo de Tratamento de Esgoto da Companhia de Saneamento de Minas Gerais —
COPASA. Tal local foi escolhido, principalmente, devido aos resultados positivos de
trabalhos prévios que detectaram a presenca de bactérias Anammox em amostras de lodos do

CePTS (Araujo et al., 2010).

O lodo da ETE industrial foi coletado na Refinaria de Petréleo Gabriel Passos — REGAP-
unidade da Petrobras. Esse ambiente foi escolhido para teste em decorréncia de trabalho
prévio realizado por profissionais do DESA junto 8 REGAP, promovendo uma abertura para
parceria na realizacdo de projetos de pesquisa. A escolha da REGAP se deu, principalmente,
pela demanda em responder se as bactérias Anammox poderiam estar presentes em um
ambiente com presenga de compostos toxicos como os sulfetos e compostos aromaticos como
fendis. Além de considerarmos importante comparar a eficiéncia do processo Anammox
desenvolvido a partir de um lodo obtido em ETE de esgoto doméstico com lodo proveniente

de ETE industrial.

Portanto, seria promissor detectar a presenca de bactérias Anammox visando a utilizagdo

desse lodo como in6culo de um dos reatores previstos nesse trabalho.

4.2.2 - Descricao das unidades de tratamento CePTS e REGAP

4.2.2.1 - CePTS

O CePTS dispde de diferentes sistemas de tratamento de esgoto em escala de demonstracio,
com equivalentes populacionais de até 500 habitantes. Recebe uma aliquota do esgoto bruto
que chega a ETE Arrudas, ap6s ter sido submetido ao tratamento preliminar, constituido de
gradeamento mecanizado e desarenador. Esse esgoto € transportado por um canal que o
conduz para as unidades de tratamento subsequentes da ETE. Nesse ponto, parte do esgoto é

direcionado por um sistema moto bomba para as unidade de tratamento do CePTS.
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Virios processos e configuragdes de unidades para tratamento de esgotos s@o estudados no
CePTS, destacando-se Upflow anaerobic Sludge blanket- UASB-, filtros bioldgicos
percoladores, lagoas de polimento, leito submergido (wetland construido) de fluxo horizontal
e leito plantado de fluxo vertical. Dentre esses, foram escolhidos para pesquisa exploratdria
objetivando detectar Anammox : trés lagoas de polimento em série, quatro reatores UASB,
uma wetland construida com leito plantado com Typha latifélia e outra ndo plantada. A
Figura.4.2 mostra a foto de satélite do CePTS com destaque para os sistemas escolhidos para

a pesquisa exploratdria objetivando detectar a presenga das bactérias Anammox.

Figura 4.2 - Foto de satélite do CePTS com destaque para os sistemas escolhidos: Lagoas
de Polimento (5, 6, e 7 ), Wetlands construidas (8 e 9) Reatores UASB 10, 11, 12, 13.

e Lagoas de polimento

As lagoas de polimento representadas pelos nimeros 5, 6 e 7 na Figura 4.2, foram
construidas em série, e projetadas para realizar o pds tratamento do efluente do reator
anaerébio tipo UASB. O esgoto utilizado para alimentar esse sistema é captado apds o
tratamento preliminar da ETE Arrudas, segue para o reator UASB Ferrocimento representado
pelo nimero 12 na Figura 4.2. O efluente do UASB ferrocimento € tratado na lagoa 5 que
segue em série para as lagoas 6 e 7 sucessivamente. Apds passar por um filtro grosseiro
diposto no fim da lagoa 7, o efluente tratado é encaminhado para o tratamento secundério da

COPASA. A Tabela 4.1 apresenta algumas caracteristicas das lagoas de polimento.
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Tabela 4.1- Caracteristicas das lagoas de polimento

Lagoas5e 6 Lagoa 7
Volume 125m’ 42 m’
Comprimento fundo 25,00 m 16,56 m
Largura no fundo 525m 5,25m
Profundidade média 0,75 m 0,50 m
TDH 4,3d 1,5d

A coleta do sedimento dessas lagoas para andlises moleculares foi realizada a 7 (A) e 10 (B)
metros (extensdo) da entrada do afluente, numa profundidade de 50 cm aproximadamente por
meio de um amostrador tipo rede (coleta de plancton), Figura 4.3 B. O volume coletado para
andlises de PCR foi de 500 mL. As amostras foram transportadas no gelo, em frascos de
polietileno, previamente lavados com solucdo de Extran 1%, e enxaguados e esterilizados por

meio de autoclave.

Figura 4.3- Coleta e amostras no CePTS: A) Wetland construida nao plantado, (B) Lagoa
de polimento e (C) Reatores USAB.

e Wetlands

As unidades de leito submergido, Wetland construida, Figura 4.3 A foram construidas em
paralelo, uma com leito plantado com Typha latifélia e outra nao plantada. O fluxo hidraulico
¢ continuo, horizontal e subsuperficial no wetland. Em cada unidade, o esgoto era pré-tratado
no reator UASB Vermelho. O percurso do esgoto através da unidade de tratamento possibilita
a remocdo complementar da matéria orgénica e nutriente. Os leitos de ambas unidades sdo de

escoria siderdrgica.

As wetlands construidas plantadas e ndo plantadas possuem aproximadamente 24,10 m de

comprimento e 3 m de largura.
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As coletas foram realizadas no tubos de PVC dispostos ao longo dos wetlands nao plantado (
amostras 8A, 8B, 8C) e plantado (amostras 9A, 9B, 9C); numa a distancia de 6 ,12, 18m em
relacdo a entrada do efluente e numa profundidade de 40, 45 e 50 cm de profundidade
respectivamente mostrados nas Figura 4.2 e Figura 4.3 . O volume coletado de cada ponto

foi de 500 mL.

e Reatores UASB

Os reatores UASB realizam o processo de tratamento anaerébio onde o esgoto é distribuido
no fundo do tanque e sai do reator através de um decantador interno, localizado na parte
superior da unidade. O percurso do esgoto em fluxo ascendente, através do leito e da manta de
lodo, possibilita a estabilizagdo da matéria organica, a formacao de novas células e de biogés.
Um dispositivo trifasico de separagdo de solidos, liquidos e gases se localiza na parte superior
do reator e garante a liberagdo do gds contido na mistura liquida, propiciando condig¢Ges
6timas de sedimentacdo do lodo no compartimento de decantacdo e o seu retorno ao

compartimento de digestao.

Cada reator UASB do CePTS possui quatro a cinco pontos de amostragem de lodo ao longo

da altura do compartimento de digestao.

A amostragem de lodo dos reatores UASB foi realizada de forma a se obter amostra
composta. Foram coletados 500 mL de cada altura do reator. Como as dimensdes de cada
reator variam, também variaram o numero desses pontos de coleta e consequentemente o
volume amostrado. A Tabela 4.2 apresenta as dimensdes e nimero de pontos de coleta de
cada reator UASB. O preparo dos frascos foram os mesmos descritos para a coleta das lagoas
de polimento variando apenas o volume do frasco que passou a ser de SL. Os pontos de coleta
podem ser visualizados na Figura 4.3 C. As principais caracteristicas dos reatores UASB

estdo detalhadas na Tabela 4.2 .

A descricdo técnica de cada sistema foi retirada do livro explicativo produzido pelo
Departamento de Engenharia Sanitdria e Ambiental, da Escola de Engenharia da Universidade

Federal de Minas Gerais (http://issuu.com/severidade/docs/livreto_cepts).
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Tabela 4.2 - Caracteristicas dos reatores UASB

o UASB UASB UASB UASB
Caracteristicas . .
dos UASB Ferrocimento Vermelho Verde Rotogine
(2) 4) () 3)
Volume itil (m’) 14,20 13,82a16,8 22,0 16,8
Altura 1til (m) 4,50 45a5,5 4,50 4,80
Diametro interno (m) 2 - 2,50 -
Area util/ Superficial*(m 2) - 3,10 4,90 3,50
Vazio Média (m”/d) 40 37a8l 80 48
TDH horas 7,5 5a9 7 8,5
Material Ferrocimento ~ Aco carbono  Fibra de vidro  Aco carbono
Especificidade - Germinados CiliAndrico 3 -
cAmaras
Pontos de coleta (alturas) 6 7 5 6
Volume coletado Litros 3 3,5x 2 25x3 3
4.2.2-2- REGAP

A Petrobrds é uma sociedade andnima de capital aberto, cujo acionista majoritirio € o
Governo Brasileiro, e atua como uma empresa de energia nos setores de exploracdo,
producdo, refino, comercializacio e transporte de Oleo e gds natural, petroquimica,
distribuicdo de derivados, biocombustiveis e outras fontes renovdveis de energia. Estd

presente em 28 paises.

A Refinaria de Petréleo Gabriel Passos — REGAP- unidade da Petrobras, inaugurada em 1968,
estd localizada na divisa dos municipios de Betim e Ibirité, drea metropolitana de Belo
Horizonte. Seus principais produtos sdo: gasolina, 6leo diesel, querosene de aviagdo, GLP,

aguarrds, asfaltos, coque e enxofre.

Os efluentes dos processos sdo geralmente definidos como qualquer dgua ou vapor
condensado que tenha entrado em contato com 6leo, estando este dltimo sob a forma liquida
ou gasosa, € que pode, portanto, conter 6leo ou outros contaminantes quimicos. Incluem
solugdes dcidas, soda caustica, dguas de lavagem do petréleo cru e dos derivados, a dgua
proveniente da etapa de dessalinizagéo, os condensados resultantes da retificacio a vapor e da
destilacdo, assim como da limpeza ou regeneracdo com vapor dos catalisadores de processo,

as dguas de chuva contaminadas, dependendo da regido da refinaria de onde forem drenadas.

O Sistema Petrobras descartou, em 2009, 197,2 milhdes de m° de efluentes hidricos, incluindo

38



CAPITULO -4 METODOLOGIA

0 esgoto sanitdrio de suas unidades administrativas e a agua produzida no processo de
extracdo de petréleo. A carga de 6leos e graxas nos efluentes foi de 1.634 toneladas, a carga
de demanda quimica de oxigénio (DQO) lancada foi de 5.191 toneladas, a de amonia, 960

toneladas. ( http://www.petrobras.com.br/rs2009).

A REGAP, atualmente, realiza a remocdo de nitrogénio amoniacal por nitrificacdio em
sistemas de biomassa em suspensdo pelo processo de lodo ativado e testa o sistema de

nitrificagdo em biodisco numa unidade piloto.

A Figura 4.4 apresenta o desenho esquematico do sistema de tratamento de efluentes liquidos

da REGAP.

"""_\....-r
Lagoa de Polimento
Ibirité

Separador de
dgua e oleo

v

Sala de
Equipamentos
il

Lagoa de ]

Aeracdo

Figura 4.4 - Desenho esquematico do sistema de tratamento de efluentes liquidos da
REGAP.

Seus efluentes liquidos industriais s@o coletados em trés redes distintas: 4guas contaminadas,
dguas oleosas e dguas da unidade de coque. Estas correntes se unem a montante da estacao de
tratamento de despejos industriais. Essa estacao € constituida de quatro separadores de dgua e
6leo, uma unidade de flotagdo, duas bacias de acumulacdo de dguas de chuvas ou excedentes
das redes de dgua oleosa e de 4gua contaminada que consistem no tratamento primario. O
tratamento secunddrio é constituido de duas lagoas de aeracdo, sendo uma Bacia Aerada Sul
de mistura completa -BAS-Sul e a outra Bacia Aerada Norte facultativa -BAN (REGINATTO et
al. 2005, SANTIAGO et al. 2011). No momento da coleta, essa lagoa aerada Norte, no
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momento da coleta, estava funcionando como zona de decantagdo e se encontrava com grande
acumulo de lodo devido ao extenso periodo sem remocdo do mesmo. O efluente dessas lagoas
¢ encaminhado para o sistema de biodiscos e em seguida para lagoa de polimento “Lagoa de

Ibirité€”. Posteriormente € langado no corpo receptor, Cérrego Pintados.

A Figura 4.5 apresenta as fotos tiradas dos locais definidos para coleta: Bacia de “Aeragdo

Norte”, Sistema de Biodiscos, Lagoa de Polimento de Ibirité e Sala de distribui¢do ( Bombas).

Figura 4.5- Fotos dos pontos de coleta realizada na REGAP.(A) Lagoa “Aerada” Norte,
(B) Sistema de Biodiscos, (C) Sala de bombas, (D) Lagoa de Ibirité.
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A Tabela 4.3 apresenta todos os pontos de coleta de lodo do CePTS e REGAP .

Tabela 4.3: Pontos de amostragem de lodo do CePTS e REGAP

Ponto de amostragem Local
Lagoa de Polimentol A* CePTS
Lagoa de Polimento 1B* CePTS
Lagoa de Polimento 2%* CePTS
Lagoa de Polimento 2B* CePTS
Lagoa de Polimento 3%* CePTS
Lagoa de Polimento 3B* CePTS
Wetland ndo plantado 40 cm** CePTS
Wetland ndo plantado 45 cm** CePTS
Wetland nao plantado 50 cm™** CePTS
Wetland Plantado 40 cm** CePTS
Wetland Plantado 45 cm** CePTS
Wetland Plantado 50 cm** CePTS
UASB — [ A*** CePTS
UASB — 1B*** CePTS
UASB — 1C*** CePTS
UASB — 2%k CePTS
UASB — 3###* CePTS
UASB — 4A**** CePTS
UASB — 4B*#%% CePTS
Lagoa Aerada Norte REGAP
Biodiscos REGAP
Lagoa de Ibirité REGAP
Bombas de distribui¢do REGAP

* A e B: 7 e 10 metros de distancia em relagdo ao ponto de entrada do afluente, respectivamente.
** 40-45-50 :Diferentes profundidades (cm) amostradas nas wetlands.

*#* A, B e C: Camaras A,B e C do reator UASB 1, respectivamente.

*##*k% A e B: Camaras A e B do reator UASB 4, respectivamente.

4.3 - Processamento das amostras

O processamento das amostras consistiu em distribuir as diferentes amostras do lodo em
frascos estéreis, centrifugar por 20 min a 4000rpm. O sobrenadante foi descartado, a biomassa
sedimentada foi parte armazenada em papel aluminio e estocadas em freezer a -80°C, parte

colocada em tubos de 2mL, apropriados para os equipamentos utilizados na extracdo de DNA.
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4.4 - Extracao de DNA

A extracdo de DNA gendmico dos organismos presentes nos lodos foi realizada com o kit
comercial Power Soil DNA Kit, Mo Bio laboratérios, Inc., Carlsbad, CA, EUA, seguindo as

instrugdes do fabricante.

4.5 - Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Com o objetivo de detectar as bactérias Anammox, o0 DNA extraido a partir das amostras dos
lodos coletados foi amplificado por PCR. Foram utilizados pares de primers especificos para
parte do gene que codifica o RNAr 16S de Anammox e Planctomicetos e um par de primer,
que codifica o gene da enzima hidrazina oxidoredutase. Para as anédlises de amostras coletadas
dos reatores apds enriquecimento foi utilizado o par de primers da enzima hidrazina sintase-
HzsA . Os primers, bem como as respectivas especificidades e sequéncias encontram-se

descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 —Primers utilizados para a detecgao de bactérias Anammox

Primers Especificidade Sequéncia 5°—>3’ Referéncia
Plad6f RNAr16S de “GGATTAGGCATGCAAGTC” NEEF et al. (1998)
Planctomicetos

Amx667r RNATr16S organismos “ACCAGAAGTTCCACTCTC” VAN DER START
Anammox — et al.(2007)

Am820r RNAr16S dos Géneros “AAAACCCCTCTACTTAGTCCC” SCHMID et al.

“Ca. Brocadia” “Ca. (2003)

Kuenenia” —

Amx1240r  RNArl16S de "Ca. Brocadia “TTTAGCATCCCTTTGTACCAACC SCHMID et al.
Anammoxidans” (2003)

HzoF1 Hydrazina oxidoredutase “TGTGCATGGTCAATTGAAAG” QUAN et al. (2008)
(hzo)- gene das Anammox

Ana hzo2R Hydrazina oxidoreductase “ACCTCTTCWGCAGGTGCAT” QUAN et al. (2008)
(hzo) gene das Anammox

Gene da hidrazina sintase

HzsA526f  de bactérias Anammox TAYTTTGAAGGDGACTGG HARIZ*OI\S)I etal.
HzsA18557r Gene da Eu.drazma sintase AAABGGYGAATCATARTGGC HARHANGI et al.
de bactérias Anammox (2012)

A reacdo da PCR continha Spul de tampdo IVB 10x (Phoneutria), 0,2 pL. de dNTPs
(Fermentas) a 10mM e 0,25 pL de cada primer a 30pmol e 1pL da enzima taq polimerase

42



CAPITULO -4 METODOLOGIA

(Phoneutria) a 5SU e o volume final de 25 pl. era completado com &agua para PCR,

dependendo do volume de DNA utilizado como molde.

As condicdes de amplificacdo na PCR para os pares de primers: Pla46F-Amx667R, Pla46F-
Amx820R, Pla4d6F-Amx1240R, consistiram de uma etapa inicial de desnaturacdo por 4
minutos a 94°C, trinta e cinco ciclos que compreenderam 45 segundos de desnaturagdo a
94°C, 50 segundos de anelamento a 56°C, 1 minuto de extensdo a 72°C, e a extensio final de

7 minutos a 72°C.

Para os primers HzoF1/ Ana hzo2R a condicdo utilizada foi de 94°C por 5 min de
desnaturacg@o, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento 55°C por 45s, extensdo a 72 °C

por 2 min, extensao final 95 °C por 30s e 10 min a 72 °C.

Para os primers HzsA526f - HzsA1857r as condi¢des de amplificacdo utilizadas foram:
desnaturagdo a 96 °C por 1 minuto, trinta ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto,
anelamento a 54 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2minutos mais a extensao final a 72

°C por 5 minutos.

Todas as amplificacdes foram realizadas no minimo duas vezes, em dois eventos distintos de
PCR. Em todos os eventos foram realizados os controles positivo e negativo das reagdes. A
presenca e tamanho dos produtos amplificados foram visualizados em eletroforese de gel de

agarose 1%.

4.6 - Eletroforese em gel de agarose

Aliquotas de 5,0 uL de 4cidos nucléicos: DNA genoémico / produtos de PCR foram analisados
mediante eletroforese horizontal, em géis de agarose 1%, a 75 V por 40 minutos; corados com
brometo em etidio (1 pg/mL) por 10 min, parcialmente descorados em dgua destilada por 5
min. A observagdo do gel foi feita no transiluminador de luz UV (UVP Products) com a
finalidade de confirmar o tamanho, quantidade e a pureza do DNA. As imagens dos géis
foram registradas por um sistema de captura de imagem. Os marcadores de peso molecular

utilizados foram: 100 bp DNA Ladder , GeneRuler™ Low Range DNA Ladder.
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4.7 - Clonagem, sequénciamento e analise filogenética das amostras selecionadas como

inoculos dos reatores.

Para o estudo da diversidade bacteriana presente nos lodos inoculados foi utilizada a técnica

de clonagem, seguida pelo sequénciamento e andlises filogenéticas das sequéncias obtidas.

O DNA da amostra de lodo inoculado foi extraido utilizando o Kit Power Soil DNA, Mo Bio
laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA, seguindo as instrucdes do fabricante. A concentragio
de DNA foi medida em espectrofotometro Nanodrop, Thermocientific. Os fragmentos de
DNA isolados foram amplificados com primers especificos para a porcio 16S do DNA
ribossomal de bactérias Anammox (PLA46F/Amx820R), nas mesmas condi¢des utilizadas em
ARAUIJO et al., 2010. Os produtos de PCR foram purificados (Wizard SV gel clean-up
system, Promega) e clonados no vetor pGem-T easy Vector ( Promega, Madison, WI, USA)
de acordo com as instru¢des do fabricante. e transformado em células de Escherichia coli JIM
109. As colonias transformadas, de cor branca, contendo o gene lacZ interrompido pela
presenca do inserto, foram repicadas em caldo Luria Bertani (LB). A presenca dos plasmideos
recombinantes foi confirmada por PCR de colonia utilizando par primers PLA46F/Amx820 e
visualizadas em gel de agarose 1%. Apds selecdo das colonias positivas, foi feita nova
extracdo de DNA (BmL de cultura), dosagem e visualizacdo em gel de agarose 1%

objetivando posterior envio para o sequenciamento do DNA.

Para estocagem dos clones, foram tomadas aliquotas de 700 pL da cultura em caldo LB,
adicionados 300 uL de glicerol e armazenadas em freezer -80 °C. O sequenciamento dos
clones foi realizado na Coreia, pela Macrogen Inc. O sequenciador de DNA utilizado foi o
3730XL. A existéncia de DNA quimera foi verificada pelo programa Bellerophon. As
sequéncias obtidas foram analisadas quanto a qualidade e alinhamento através do programa
Phred v.0.020425, Phrap v.0.990319 e Consed 12.0. Os agrupamentos das sequéncias em
unidades taxonOomicas operacionais (UTO) foram feitos através do programa DOTUR e a

partir delas, foi estimada a cobertura (C) da biblioteca através do seguinte célculo:
C =1 — nimero de UTOs unicas/niimero de sequéncias x 100

As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas as sequéncias depositadas no banco de
dados, GenBank utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool- BLAST, para a

pesquisa de sequéncias homdlogas semelhantes as sequéncias obtidas na biblioteca de DNA
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construida.

A relacdo filogenética entre as sequéncias foi estabelecida com a confeccdo das arvores
filogenéticas utilizando o programa MEGA.4 (Tamura, Dudley, Nei, Kumar 2007), pelo
método neighbor-joining . As sequéncias foram enviadas para o Genbank e estdo em fase de

processamento.

4.8 - Analises fisico — quimicas realizadas nas amostras selecionadas como inéculo dos

reatores

Ap6s a andlise exploratdria dos sistemas de tratamento de efluentes que definiu os lodos que
seriam utilizados como indculo, foi feita uma nova coleta de lodo, nos ambientes
selecionados, para caracterizagdo fisico quimica dos mesmos, objetivando conhecer outros
pardmetros fisico-quimicos dos indculos. Toda a metodologia de andlises fisico-quimicas
utilizadas durante o experimento seguiram os protocolos definidos no Standard Methods,
(APHA. 2012). A Tabela 4.5 apresenta os pardmetros e métodos utilizados nas andlises dos

lodos selecionados como indculo.

As andlises das amostras selecionadas para o indculo dos reatores I e II foram encaminhadas
para o Laboratério de Fisico Quimica do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental
(DESA) da UFMG e para o laboratdrio particular Limnos Hidrobiologia e Limnologia LTDA,

respectivamente.

Tabela 4.5 - Relagao dos métodos analiticos utilizados na andlise do lodos selecionados
para in6culo dos reatores

Parametro DESA Limnos

Nitrogénio Amoniacal SM -4500-C SM-4500 NH;BD
Oleos e Graxas Totais - SM-5520B
Oxigénio Dissolvido * SM-45000C
pH a 25°C * SM-4500H'B
Sélidos Fixos Totais SM -2540-E SM-2540E
Soélidos Suspensos Totais SM -2540-D SM-2540D
Sélidos Voléteis Totais SM -2540-E SM-2540E

SM: Standard Methods for trhe Examination of Water and Wastewater, 21 th. Edition, APHA., 2012.
*As Andlises de pH, temperatura e oxigénio dissolvido da amostra coletada no CePTS foram
realizadas in locu por medidor multipardmetros ( HANNA).
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4.9 -Bioreatores e periféricos

Para o enriquecimento e cultivo de bactérias Anammox foram confeccionados dois reatores
tubulares, de vidro, com 60 cm de altura e 7 cm de didmetro interno, com volume util de 2L.
Os reatores foram vedados com tampa em PVC, adaptada com o tubo em ago inoxidével, que
conduzia o afluente até o fundo do reator. A configuracdo dos reatores adotada foi a de
biofiltro anaerébio preenchidos com mini-biobobs operados em fluxo ascensional, com

alimentacdo continua, conforme mostrado nas Figuras 4.6 e 4.7 .

Outros trés tubos em aco inoxiddvel estdo adaptados a tampa, o primeiro (a 35 cm do fundo
do reator) para introducio de nitrogénio gasoso, com o objetivo de evitar o contato do meio de
cultura com o ar atmosférico e uma eventual contamina¢io por oxigénio. O segundo tubo
encontra-se conectado a garrafa lavadora de gases, e o terceiro permanece lacrado podendo

ser utilizado em qualquer eventualidade.

Foi projetada uma abertura, central, na tampa para ser aberta apenas durante a coleta de

material para anélises no decorrer do experimento.

O reator possui duas aberturas laterais, uma delas conectada ao frasco de coleta do efluente

(galdo de polietileno com volume de 10L) e a outra permanece lacrada.

A bomba peristdltica modelo Minipuls 3, marca Gilson com conexdes de silicone foi

utilizada para alimentacdo do bioreator .
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identificacao das principais unidades: 1- bombas peristalticas; 2- biofiltros; 3- bolsa de gas;

4-aquecedor; 5- termémetro
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O material suporte adquirido foi o mini-biobob, (BIOPROJ, Tecnologia Ambiental Ltda),
produzido com suporte em prolipropileno injetado e espuma de poliuretano flexivel

expandido.

O frasco para armazenamento do meio de cultura que alimentava o reator foi inicialmente o
frasco de SL (Schott), apds o aumento de vazao foi utilizado o galao de 10 L. Ambos foram
mantidos totalmente vedados, sendo a tampa de borracha perfurada, adaptada a dois tubos em
aco inox, utilizados como conectores de alimentacdo e introdugdo de gases através de uma
bolsa de gis ( bolsa coletora de urina) . O gés utilizado nessa bolsa foi o N, com o objetivo de
ocupar o espaco gerado no frasco de alimenta¢do, a medida que o meio afluente fosse

consumido.

Todo esse aparato foi colocado no interior de uma cdmara escura, isolada com isopor,

objetivando a manuten¢do da temperatura e a protecdo contra a luz.

A temperatura foi mantida em torno de 33-35 °C via um aquecedor/ventilador elétrico

(DeLonghi) e medida por um termdmetro digital .

4.10 - Inoculo e operacao dos bioreatores

Apds a obtengdo das amostras selecionadas para indculo dos reatores, novas andlises
moleculares e fisico-quimicas foram realizadas. Até a liberacdo desses resultados as amostras
foram armazenadas em camara fria a 4°C. Partes das amostras foram congeladas a -80 °C para

analises moleculares.

Ap6s a liberacdo dos resultados das andlises fisico-quimicas, foi definido a quantidade de

lodo necessdria para o indculo dos reatores .

Antes de ser inoculado, cada lodo foi centrifugado a 2500rpm por 30 min e o sobrenadante
descartado. Em seguida o pellet foi ressuspendido em meio nutriente (com constituicdo
semelhante a apresentada por van der Graaf et al. (1996), Dapena Mora et al, (2004), porém,
sem amonia, nitrito e nitrato, e novamente centrifugado 2500 rpm por 30min . Esse passo foi
repetido duas vezes. E importante ressaltar que, antes de utilizar o meio de cultura, este foi
fluxionado com N, por 15min para reduzir a presenca de O,. Apds a dltima lavagem, a

biomassa foi ressuspendida em meio de cultura (para Anammox) autotréfico e bombeado para
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o interior dos bioreatores. O material suporte (mini-biobob) foi previamente introduzido no

reator.

A Tabela 4.6 apresenta a constituicio do meio nutriente usado. Ja a Tabela 4.7 mostra a

composi¢do das solugdes de micronutrientes que constituem o meio basal.

Para o reator que recebeu o Lodo II, chamado de RII, o material suporte foi submergido no

lodo por 30 min, em seguida, introduzido no reator. O periodo de recirculagdo desse meio de

cultura foi de cinco dias.

Tabela 4.6 - Composicao do meio mineral autotréfico

Componentes Concentracao (g.Lh
NH,CI ou (NH4),SO4 Variado
NaNO, Variado
KHCO; 0,5
KH,PO, 0,027
CaCl,. 2H,O 0,18
MgS0,.7H,0 0,3
Solucdo de micronutrientes I 1,0 mL
Solu¢do de micronutrientes 11 1,25 mL

Fonte: Dapena-Mora (2004)

Tabela 4.7 — Composigao das solugdes de micronutrientes

Componentes

Concentraciao (g.L'l) Concentracao (g.L'l)

para a solucao I para a solucao II

Na,EDTA.2H,0

FeSO,
ZnS04.7H,0
CoCL,.6H,O
MnCl,.4H,0
CuS0,.5H,0

NaMoO,.2H,0O
NiCl,.6H,O
Na,SeO;
H;BO,

6,25 15,0

6,25 -
- 0,43
- 0,24
- 0,99
- 0,25
- 0,22
- 0,19
- 0,08
- 0,014

Fonte: Dapena-Mora (2004)
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Para ajustes nos problemas de funcionamento e operagdo dos reatores, o tempo de detengdo
hidraulica (TDH) era alterado. Nos dias de fluxo interrompido (por problemas
hidrodinamicos), era necessdrio operar o bioreator em batelada. Assim que o problema era

solucionado, o fluxo continuo era reestabelecido.

O tempo de deten¢@o hidrdulica (TDH) dos reatores foi reduzido gradualmente de 48 horas
para 12 e depois para 8h horas, em ambos os reatores (na maior parte do estudo). O periodo
de 8 h como TDH foi estabelecido em fung¢io da cinética de consumo dos substratos N- NH,*
e N- NO; realizada para os dois reatores. Essa cinética consistiu em coletar amostras de cada

reator por 17 horas seguidas, com intervalos de 1 h.
A corre¢do do pH do reator foi realizada variando a concentragdo de bicarbonato no afluente.

A carga volumétrica de nitrogénio aplicada foi gradualmente aumentada em ambos os

reatores de 30 para 1300 mg N da'.

4.11 - Monitoramento fisico-quimico dos bioreatores

Para o monitoramento analitico dos bioreatores foram medidos o pH, concentracio de

amoOnia e nitrito, afluentes e efluentes.

Para o monitoramento da dindmica de amonia e nitrito dos reatores foi coletado 1 mL do
efluente, inicialmente, trés vezes por semana. Apés estabilidade do funcionamento dos
reatores, as coletas de amostras passaram a ser realizadas duas vezes por semana. Em
momentos de instabilidade, quando ocorria alteragdo brusca de pH e/ou deficiéncia de

remocdo de amonia, as coletas eram feitas 4 vezes por semana.

Os métodos analiticos utilizados nas andlises fisico-quimicas durante os experimentos estao

resumidos na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 - Métodos analiticos utilizados

Analise Método e Referéncia Equipamento
Método colorimétrico do acido sulfanilico 4500-B
Espectofotometro
Nitrito do Standard Methods for the Examination of
DR2800 Hach
Water and Wastewater (2012)
Método do Fenato 4500 NHj; - F do Standard
Espectofotometro
Amonia Methods for the Examination of Water and
DR2800 Hach
Wastewater (2012)
- Método 4500-H" - B do Standard Methods for the Medidor de pH de
P
Examination of Water and Wastewater (2012) HANNA

4.12 - Monitoramento microbiolgico dos bioreatores por Pirosequénciamento

A técnica de pirosequénciamento foi utilizada para andlise da diversidade bacteriana

desenvolvida nos reatores Rl e RII apds periodo de cultivo de 440 dias.

A extracdo de DNA gendmico encaminhado para pirosequenciamento foi realizada com o kit
comercial Power Soil DNA Kit, Mo Bio laboratérios, Inc., Carlsbad, CA, EUA, seguindo as

instrugdes do fabricante.

A quantidade de DNA foi estimada utilizando espectrofotdometro NanoDrop (Thermo
Scientific). Foram utilizadas amostras de DNA 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 além dos tags e primers designados para cada amostra. O par de primers
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 pela INDEAR, para a anélise dos dados obtidos no pirosequenciamento.

O tratamento das amostra e dados consistiram em:

a) Selecdo das sequéncias com tamanho maior que 200 pb e coeficiente de qualidade
superior a 25.
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b) Das sequéncias restantes, foram extraidas aquelas que possuiam o barcode especifico
com uma tolerancia de até 2 pb de erro. Uma vez identificado o barcode, o mesmo foi

removido.

c) Nas sequéncias selecionadas, identificou-se a sequéncia correspondente ao tag e

iniciador foward, que foi removido, com tolerancia de erro de até 3 substitui¢des .

d) Buscou-se também o iniciador reverse, removendo-o. Caso o iniciador reverse nao

fosse encontrado, removeu-se apenas o fag.

e) Em seguida, foram removidas as sequéncias que possuiam homopolimeros maiores ou

iguais a 6 e as sequéncias que apresentaram (no minimo) uma base ambigua.

Uma vez selecionadas, as sequéncias foram agrupadas em Unidades TaxonOmicas
Operacionais (UTOs). A definicdo das UTOs pelo método Uclust (EDGAR, 2010), utilizou o
limite de 97% de similaridade. Em seguida, as sequéncias representativas de cada UTO foram
selecionadas pelo software QIIME e a classificacio pela base de dados RDP-classifier
(Ribossomal Database Project) (http://rdp.cme.msu.edu/), adotando o limite de confianca

igual a 0,05.

As medidas de diversidade alfa da amostra (dominancia, Chao 1, equitabilidade, Shannon-
Wiener e Simpson) foram calculadas. Os indices de Simpson, dominancia e equitabilidade
foram calculados por meio do software QIIME e o indice Shannon-Wiener foi determinado
utilizando a ferramenta RDP - Pyrosequencing Pypeline (http://pyro.cme.msu.edu). As UTOs
foram classificadas como apresentando uma ou duas sequéncias (UTOs simples e duplas). Os
indices de Beta diversidade Bray Curtis e Jaccard foram calculados utilizando o software

QUIME.

A arvore filogenética foi construida pelas sequéncias representativas das UTOs relacionadas
as bactérias Anammox. Utilizou-se o software Mega versao 4.0 e o método Neighbor Joining.
As distancias evolutivas foram calculadas usando método Maximum Composite Likelihood
(TAMURA et al., 2007). As andlises de bootstrap contendo 1.000 réplicas foram realizadas

para verificar e estimar a confiabilidade e o arranjo da arvore filogenética.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 - Introducao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados referentes as andlises de detecgdo
molecular das bactérias Anammox pela PCR a partir das diferentes amostras de lodo
coletadas, no CePTS e na REGAP. Sao apresentados os resultados das andlises dos
parametros fisico-quimicos dos lodos selecionados para in6culo, bem como a diversidade das
bactérias Anammox encontrada nos mesmos. Por dltimo, os resultados do desenvolvimento
das Anammox nos dois reatores de leito fixo, a partir dos dois indculos selecionados, a
eficiéncia de remogdo de amodnia e de nitrito ao longo do tempo de operagdo, bem como a

caracterizacdo da comunidade bacteriana desenvolvida nos reatores.

5.2 — Selecao dos Inoculos

e Deteccao das bactérias Anammox pela técnica PCR

O parametro de selecdo dos lodos de in6culo foi a amplificacdo positiva em todos os primers
testados incluindo o par especifico para o gene hzo, que codifica a enzima hidrazina
oxidoredutase das bactérias Anammox (primers hzoF1/Anahzo2R), uma vez que os primers
especificos para o gene RNAr 16S de Anammox (primers Plad6f/Amx667r, Pla 46f/ Amx
820r, Pla 46f/ Amx1240) podem amplificar o DNA de organismos pertencentes ao grupo dos

Planctomicetos e ndo somente das Anammox (HIRSCH et al., 2010).

As quatro amostras coletadas na planta de tratamento de efluentes da REGAP apresentaram
resultados positivos para a PCR com todos os primers testados, tanto para os primers
especificos para o gene RNAr 16S de Anammox e Planctomicetos, quanto para o par de

primer especifico para o gene hzo (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 — Resultados das amplificacdes por PCR das amostras coletadas na REGAP.

Primers/ especificidade

Plad6F/ Plad6F/

Amx667R  Amx820R  Fia 46K/ hzok1/
Ponto de amostragem Local Amx1240R Ana hzo2R
Gene RNAr Gene RNAr
Gene RNAr 16S Gene hzo
16S 16S
Lagoa Aerada Norte REGAP + + + +
Biodiscos REGAP + + + +/-
Lagoa de Ibirité REGAP + + + +/-
Bombas de distribuicio REGAP + + + +/-

(+) Resultados positivos para os produtos amplificados na PCR visualizados em gel agarose 1%
(+/-) Resultados positivos com fragmentos visualizados sem nitidez no gel de agarose

De acordo com os resultados obtidos, somente a amostra coletada na Lagoa Aerada Norte

apresentou forte banda de DNA amplificado na PCR utilizando os primers especificos para

hzo, conforme pode ser visualizado na canaleta (1c) da eletroforese em gel de agarose 1% da

Figura 5.1.

Tem sido demonstrado na literatura que a utilizacdo de primers relacionados a genes

funcionais, como o gene que codifica a enzima hidrazina oxidoredutase (hzo), € mais

especifica para a deteccdo das bactérias Anammox quando comparados com primers para o

RNAr16S (LI et al., 2010)

la 2a 3a 4a| L 1b 2b 3b Lp. 4bl 1c 2Zc 3c 4c

Figura 5.1 — Eletroforese em gel de agarose 1% com o resultado da PCR das amostras dos

lodos coletados na REGAP utilizando primers especificos para o RNAr16S e hzo. Primers
utilizados:(a): Pla 46f/Amx667r, (b) Pla46f/Amx820r € (c) hzoF1/Anahzo2R Canaletas:L -

Low range ladder;; 1-Lagoa aerada; 2- Biodiscos; 3 — Lagoa de polimento de Ibirité; 4- Sala

de bombas; Lp- 100bp /ladder plus.
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O gene hzo desempenha papel chave na bioquimica do processo Anammox mediando a

reacdo que transforma a hidrazina em gds nitrogénio (HIRSCH er al, 2010). Esse gene

funcional estd presente em todas as espécies de Anammox estudadas (Li ef al.,2010).

A Tabela 5.2 apresenta os resultados de detec¢do das Anammox pela PCR a partir das

amostras de lodo coletadas no CePTS, utilizando os pares de primers: Plad6f/ Amx667r, Pla

46f/ Amx820r, Pla 46f/ Amx1240r e hzoF1/Anahzo2R.

Tabela 5.2 — Resultados das amplificacbes por PCR das amostras coletadas no CePTS.

Primers/ especificidades

Pladof/ Plade6f/ Pla 46f/ hzoF1/
Ponto de amostragem Local Amx667r Amx 820r Amx1240r Ana hzo2R
Gene RNAr  Gene RNAr Gene RNAr 16S Gene hzo
16S 16S

Lagoa de Polimentol A* CePTS _ _ —
Lagoa de Polimento 1B* CePTS + + + _
Lagoa de Polimento 2** CePTS + + + _
Lagoa de Polimento 2B* CePTS + + + _
Lagoa de Polimento 3** CePTS + + + _
Lagoa de Polimento 3B* CePTS + + + _
Wetland nio plantado 40 cm** CePTS + + _ —
Wetland nio plantado 45 cm** CePTS + + _
Wetland nio plantado 50 cm** CePTS + + + +
Wetland Plantado 40 cm** CePTS + + + _
Wetland Plantado 45 cm** CePTS + + + +
Wetland Plantado 50 cm** CePTS + _ _ _
UASB — 1A*#* CePTS _ _ _ -
UASB — 1B*** CePTS _ _ _ -
UASB — 1C*** CePTS -
UASB — 2%k CePTS + + _
UASB — 3k CePTS _ _ _ -
UASB — 4tk CePTS _ _ _ -
UASB — 4B*#*%* CePTS + + +

(+) Resultados de amplificacdo positiva para os produtos da PCR visualizados em gel de agarose 1%.

(-) Resultados negativos, nenhum produto da PCR foi amplificado.

* A e B: 7 e 10 metros de distancia em relagdo ao ponto de entrada do afluente, respectivamente.

** 40-45-50 :Diferentes profundidades (cm) amostradas nas wetlands.
*** A, B e C: Camaras A ,B e C do reator UASB 1, respectivamente.

*##%k% A e B: Camaras A e B do reator UASB 4, respectivamente.
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As amostras de sedimentos coletados nas trés Lagoas de Polimento do CePTS apresentaram
amplificacdo positiva com os primers especificos para os genes de RNAr16S, mas ndo para o

gene hzo .

As amostras de lodos coletadas nos reatores UASB apresentaram diferentes respostas de
amplificacdo. As amostras de lodo dos UASB 1C, 2 e 4B, apresentaram resultados positivos
na amplificacdo com primers especificos para o gene RNArl6S, mas negativos para os
primers que codificam por¢do do gene hzo . As amostras dos reatores UASB 1A, 1B, 3 e 4A
ndo amplificaram com todos os primers testados, sugerindo que as bactérias Anammox nao
estdo presentes nesses lodos dos reatores UASB. Em quase todas as amostras testadas com os
primers especificos para o gene RNArl6S, os resultados foram positivos, exceto para os

lodos dos reatores UASB 1A e 1B, 3 e 4A.

As amostras de lodos coletados nas wetlands construidas plantadas e ndo plantadas, coletadas
em diferentes profundidades, apresentaram resultados positivos na amplificacio utilizando os
primers especificos para 0 DNA de RNAr 16S, mas somente as amostras da wetland nao
plantada a 50cm de profundidade e o Wetland plantado a 45cm de profundidade apresentaram

resultado positivo para o gene hzo.

Figura 5.2 —Eletroforese em gel de agarose 1% do resultado da PCR das amostras de lodos
coletados na wetland néo plantada - CePTS, utilizando primers especificos para o RNAr16S e hzo.
Primers utilizados:(a): Pla 46f/Amx667r, (b) Pla 46f/Amx 820r e (¢) hzoF1/Anahzo2R Canaletas:L1 —

marcador de peso molecular Low range ladder. 1- Wetland nao plantada 40cm; 2- Wetland nao
plantada 45cm; 3 - Wetland nao plantada 50cm, L2- marcador de peso molecular 100bp /adder plus.

Dentre as vinte e trés amostras testadas, dezessete amostras amplificaram com no minino dois
pares de primers especificos para porcio do gene RNArl6S das Anammox. Duas amostras,
Lagoa de Polimento 1A e Wetland plantada 50cm apresentaram resultados positivos de

amplificacdo com apenas um par primer (Pla 46F/ Amx667R).
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Quatro amostras de DNA isoladas dos reatores UASB 1A, 1B, 3 e 4A, ndo amplificaram com
todos os primers testados e seis amostras (Lagoa Aerada, Biodiscos, Lagoa de Ibirité, Sala de
distribuicdo para biodisco (Sala de Bombas), Wetland (ndao plantado 50 e plantado 45)

amplificaram com todos os primers testados.

Os resultados positivos de amplificagdo nas reagdes de PCR para os diferentes pares de
primers testados indicam que o processo Anammox pode estar ocorrendo nesses sistemas de
tratamento de efluentes domésticos wetland (DONG & SUN, 2007) e industriais e o lodo
correspondente poderia ser usado como in6culo de reatores para enriquecimento de bactérias

Anammox.

Portanto, para o in6culo dos reatores RI e RII foram usados aqueles lodos que apresentaram
resultados positivos com todos os pares de primers testados e principalmente positivo ( forte
banda) para o primer que detecta o gene funcional (hzo), que foram o lodo da Lagoa de

Aeragdo Norte da REGAP e lodo da Wetland construida, ndo Plantada 50cm — CePTS.

5.3 - Analise da diversidade das bactérias Anammox nos inoculos

Para confirmar a ocorréncia e analisar a diversidade das Anammox presente nos lodos usados
como indculos (Wetland NP-50 ¢ REGAP), duas bibliotecas de clones foram construidas a
partir dos produtos de PCR obtidos com o par de primers especifico para o gene RNAr 16S de
Anammox ( Pla 46f /Amx 820r). As sequéncias do gene RNAr 16S obtidas foram alinhadas

com sequéncias de organismos Anammox ja depositadas no BLAST.

As duas amostras apresentaram composicio e diversidade de Anammox diferentes. A amostra
de lodo da wetland (NP-50) apresentou menor diversidade de Anammox quando comparada a
diversidade encontrada na amostra de lodo da Lagoa Aerada da REGAP. Esta conclusdo foi
suportada pelos resultados dos indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao (Tabela
5.3). O indice de Shannon indicou que a biblioteca de clones do CePTS possuia diversidade
menor que a biblioteca obtida da amostra da REGAP. Esse resultado foi corroborado pelo
indice Simpson (quanto maior, maior a dominancia e menor a diversidade). Portanto, maior

diversidade de Anammox foi encontrada na amostra de lodo da REGAP.

Trinta e dois clones foram selecionados aleatoriamente da biblioteca construida a partir do

lodo coletado no CePTS (wetland).
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A proximidade filogenética dos grupos encontrados sdo mostrados na arvore filogenética

representada na Figura 5.3.

3 Clone de bacteria JCA15 (GQ896525)
C.Brocadia sinica (AB565477)
UTO13 WET (1/32) (KF794159)
Clone de bacteria HUbu4 (AB269934.1)
C.Brocadia Anammoxidans (AF375994)
60 C.Brocadia brasiliensis (GQ896513)
UTO10 WET (3/32) (KF794156)
920 ﬂClone de Planctomicetos ZMP1(GQ175285)
— C.Brocadia caroliniensis (JQ889546)
UTO12 WET (5/32) (KF794158)
C.Brocadia fulgida (JQ889388)
99 - C.Brocadia sp.40 (AM285341)
C. Brocadia sp.clone RASInal(HM769652)
OUT9 PTB (6/23) (KF794155)
UTOS PTB (1/23)
UTO11 WET (23/32) (KF794157)
100 UTOG6 PTB (1/23)
100 Clone CHSMOSE1.8 (AM941031)
76 Clone Mu2MO16E2.4 (AM941035)
71— C.Kuenenia stuttgartiensis (AF375995)
C.Jettenia asiatica (DQ301513)
— UTO4 PTB(7/23) (KF794153)

97
84
79

67

C.Anammoxoglobus propionicus (EU478694)
UTO7 PTB (1/23)

100

— UTOB PTB (1/23) (KF794154)
100 L- Clone WLHK9 (JQ889579)
—— UTO2 PTB (1/23) (KF794151)
100 L— Clone KM35B118 (AB300106)
UTO3 PTB (2/23) (KF794152)
UTOI PTB (3/23) (KF794150)
—70| Pirellula sp. (JQ825182)

Figura 5.3 — Arvore filogenética das UTOS relacionadas as bactérias Anammox mostrando
as posicoes dos clones obtidos dos lodos wetland e REGAP. A arvore foi gerada usando o
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fragmento de 774 pb do RNAr 16S pelo método neighbor-joining. A barra de escala
representa uma divergéncia de 2% na sequéncia. Pirellula sp. foi utilizada como outgroup.
Os nimeros dos nos da arvore representam 1000 analises de Bootstrap. Para as UTOs,
estao indicadas entre parénteses o nimero de sequéncias relacionadas. Os numeros de
acesso das sequéncias depositadas no GenBank se encontram entre parénteses

A cobertura desta biblioteca foi de 96 %. As 32 sequéncias foram agrupadas em quatro UTOs

apresentando pelo menos 95% de identidade entre as sequéncias relacionadas .

Vinte e trés clones foram selecionados aleatoriamente a partir da biblioteca construida com a
amostra de lodo REGAP. Estas sequéncias foram agrupadas em nove UTOs com pelo menos

92% de identidade de sequéncia. A cobertura desta biblioteca foi de 78 %.

A comunidade Anammox da amostra da Wetland construida foi dominada por tnico género
Anammox, Candidatus Brocadia, enquanto a amostra REGAP contou com a presenca de trés
géneros de Anammox: Candidatus Anammoxoglobus, Candidatus Kuenenia e Candidatus

Brocadia, com predominancia de Ca. Anammoxoglobus e Ca . Brocadia .

Para o inéculo wetland as sequéncias de UTO 11WET e UTO 12WET foram relacionadas
entre si e representaram 87 % do total de clones. Essas sequéncias foram relacionados a Ca .
Brocadia sp. 40, Ca. Brocadia fulgida, Ca. Brocadia carolinienses e outras espécies

encontradas em reatores Anammox inoculados com lodo de esgoto sanitirio ETE

(HM769652) e lodo de nitrificacdo (AM285341).

Tabela 5.3 — indices Shannon, Simpson e Chao referente as amostras inoculadas em Rl
(wetland -CePTS) e RIl (Lagoa aerada -REGAP).

Indices /Origem das amostras | CePTS | REGAP

Shannon 0, 84 1,88
Simpson 0, 55 0,15
Chaol 4 11

Para a biblioteca construida a partir do lodo REGAP, cerca de 26% (6/23) e 30,% (7/23) das
sequéncias foram agrupadas nas UTO 9PTB e UTO 4PTB, respectivamente. As sequéncias
dessas UTOs foram intimamente relacionadas as sequéncias de Ca. Brocadia e Ca.

Anammoxoglobus propionicus, respectivamente. Estudos anteriores sugeriram que culturas
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enriquecidas que apresentem os géneros Anammoxoglobus e Brocadia estdao mais bem
adaptadas a presenca de compostos organicos (JETEN et al., 2009, KARTAL et al., 2011).
Outro estudo recente relatou a prevaléncia de Ca. Brocadia em d&guas subterraneas
contaminadas, sugerindo a adaptacdo metabdlica desse grupo Anammox, em particular, a esse
nicho ecoldgico (MOORE et al., 2011). Combinado a presenca de fenol (11.8mg L-1), cianeto
(0,07 mg L-1), sulfeto (0,09 mg L-1) e os 6leos e graxas (655 mg L-1) préximos ao ponto de
amostragem da Lagoa Aerada — REGAP, (comunicacdo pessoal de Zanette-REGAP), os
resultados desse trabalho sugerem uma ampla capacidade das bactérias Anammox em lidar

com compostos que podem ser toxicos para a maioria dos microrganismos.

As sequéncias da UTO6 apresentaram 97% de homologia com as sequéncias de Ca. Kuenenia
stuttgartiensis € homologia com sequéncias recuperadas em fonte hidrotermal, no mar
profundo (Nimero de acesso AM941031 e AM941035), o que ¢ interessante, especialmente
considerando que o lodo REGAP foi coletado numa estacdo de tratamento de efluente de

refinaria de petréleo onde estdo ocorrendo processos de alta temperatura..

Pesquisas anteriores mostraram que comunidades Anammox apresentam baixa diversidade
em resposta 2 mudanca de concentracdo salina e substratos de carbono disponiveis nesses
ecossistemas (KARTAL er al., 2007). No entanto, neste estudo, a diversidade Anammox foi
maior na amostra coletada na lagoa de refinaria de petréleo (REGAP), em comparagio a
amostra da wetland construida. Este achado sugere que a diversidade de bactérias Anammox
foi influenciada, positivamente, por fatores ambientais, como a presenca de diferentes fontes
de carbono e outros compostos como fendis, sulfetos, cianeto, 6leos e graxas frequentemente
encontradas em efluentes de refinaria de petrdleo, além da maior concentragio de amonia.
Embora, LIL.H (2010) tenha detectado organismos dos quatro géneros Anammox (Ca.
Anammoxoglobus , Ca. Kuenenia, Ca. Scalindua e Ca. Jettenia) em reservatorios geotérmicos
de 6leo subterrdneos, este € o primeiro estudo, tanto quanto sabemos, mostrando a existéncia

de bactérias Anammox numa ETE de refinaria de petrdleo.

O préximo passo foi usar esses lodos como indculos em reatores para desenvolver o processo
Anammox e apds 440 dias de operacdo analisar a diversidade microbiana selecionada em

funcdo das condicdes operacionais e comparar com aquela obtida nos indculos.
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5.4 — Indculo, Operacao e Desempenho dos bioreatores
5.4.1 - Caracterizacao fisico-quimica e inoculo dos reatores

Ap6s definir quais lodos seriam utilizadados como indculos dos reatores foram realizadas
andlises fisico-quimicas para definir qual o volume de indculo deveria ser processado para o
inéculo ter a concentragdo de SST definida 4gSST.L"' (SCHIERHOLTNETO, 2007). Os
resultados das andlises fisico-quimicas desses lodos, para os diversos pardmetros analisados,
sdo apresentados na Tabela 5.4. Como previsto, devido as diferencas na origem dos lodos
sistema de tratamento de esgoto sanitario e sistema de tratamento de efluente industrial, os

resultados foram bastante distintos entre si.

Os sistemas de tratamento de esgoto doméstico e industrial pesquisados tratam efluentes com
concentracdes de nitrogénio amoniacal em torno de 25-50 mg/L e 35-390 mg/L,

respectivamente.

Para o lodo da wetland NP-50 a concentracdo de amodnia foi de 61 mg/L e de nitrito
<0,05 mg/L'l. Na amostra de lodo coletada na Lagoa Aerada — REGAP, as concentragdes de
amonia e nitrito determinadas foram de 130 mg/L’1 e < 0,05 mg/L'l, respectivamente (Tabela
5.4). Porém, o efluente da refinaria, também apresenta em sua constitui¢do, 6leos, graxas,
fendis, sulfetos, cianeto, e metais pesados como cromo, ferro, niquel, cobre, molibdénio,
vanadio, selénio e zinco (MENDONCA et al., 2004, SILVA et al., 2012). Portanto, pode-se
inferir que a ocorréncia e desenvolvimento das bactérias Anammox € possivel em ambientes
com esses tipos de compostos toxicos, uma vez que foi detectada por PCR a presenca de trés
géneros Anammox. Outra curiosidade € a presengca das Anammox mesmo em baixas
concentracdes de nitrito, encontrada para ambos os lodos, uma vez que o nitrito é o aceptor
final de elétrons resultantes da oxidacdo anaerébia da amoénia (JETTEN et al., 2009),
importante para o metabolismo das Anammox. Na Tabela 5.4 € apresentado um resumo das

caracteristicas do indculo bem como das condi¢des oepracionais iniciais dos reatores.

As concentracdes de s6lidos determinadas em cada amostra de lodo subsidiaram a quantidade
de lodo a ser inoculada nos reatores RI e RII (8 g SST. L'e20 g SST. L™ respectivamente.
Uma vez que foram centrifugados 7,5 L de amostra coletada na Wetland construida e 700 mL

da amostra coletada na REGAP.
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Tabela 5.4 — Resultados das analises fisico - quimicas dos lodos selecionados pra inéculos:
coletados na Lagoa de Aeracao Norte- REGAP e Wetland construida, NP-50 cm - CePTS

Parametro Resultados Lagoa Resultados
Aerada Norte Wetland NP 50cm

Nitrogénio amoniacal 130,16 mg/L 61,4 mg/L
Nitrogénio nitroso <0,05 <0,05
Oleos e graxas 655 mg/LL -
Oxigénio dissolvido < 0,20 mg/L 0,54 mg/LL
pH 6,95 7,1
Sélidos fixos totais 23700 mg/L 730 mg/L
Sélidos suspensos totais 28900 mg/L 1146,7 mg/L
Sélidos Volateis totais 23900 mg/L 416 mg/L.

Inicialmente, foi previsto neste trabalho colocar a concentracio de 4 g SST. L™ em ambos os
reatores (conforme trabalho de SchierholtNeto, 2007), porém, como RI foi o primeiro a ser
inoculado, observou-se que essa concentragdo poderia comprometer o sucesso do reator,
devido a distribui¢do irregular da biomassa no interior do mesmo. A maior parte da biomassa
inoculada em RI ficou concentrada na parte inferior do reator, pela acdo da gravidade e a
presenca do material suporte, mini-biobob. O mini-biobob proporciona maior retencido de
biomassa, mas, cria um obstiaculo para o fluxo ascendente, principalmente quando o meio
afluente estd com maior quantidade de biomassa, como ocorre no momento do indculo.
Contudo, o meio suporte ¢ importante para cultivo das bactérias Anammox por apresentarem

longo tempo de duplicacdo, 11 a 20 dias, aproximadamente.

Com isso, foi decidido alterar a forma de in6culo para RII, ndo s6 em relacdo a concentraciao
de biomassa inoculada (20 g SST.L’l), mas também, em relagdo a forma de in6culo, a qual foi
realizada pela parte superior do reator, através da perfuracdo da tampa (inicialmente, prevista
para coleta de mini-biobob), permitindo o fluxo descendente. Essa estratégia permitiu a
melhor distribui¢do da biomassa pelo reator, uma vez que o fluxo descendente gerou maior
circulacdo e contato com o material suporte que pode reter a biomassa ao longo de todo o

reator e ndo apenas na parte inferior, como aconteceu em RI.

5.4.2 - Dinamica de compostos nitrogenados no RI

A Figura 5.4. mostra a dindmica das concentracdes de amdnia e nitrito afluente e efluente ao
longo dos 550 dias de operagdo de RI, inoculado com o lodo coletado a 50 cm de

profundidade do sistema de Wetland construida — CePTS.
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Segundo os perfis de consumo de amoénio e nitrito observados em RI pode-se dividir o

periodo operacional em quatro fases:

Fase I - (0-30 dias)- Inéculo

Fase II- (31-210 dias)- Inicio da remog¢do simultinea de amodnia e nitrito, presenca de

desnitrificacio e reagio Anammox.
Fase III-(210-505 dias) - Processo Anammox.

Fase 1V-(505-560) - Instabilidade do processo Anammox devido ao aumento de carga de

nitrogénio afluente através da redug@o do tempo de detencdo hidraulica.
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Figura 5.4 — Dindmica dos compostos nitrogenados N-NH,* e N-NO,™ afluente e efluente em
RI ao longo do periodo de operacgao.
A fase I correspondeu aos 30 primeiros dias de operacdo que se caracterizaram pela
utilizacdo de baixas concentragdes de N-NH4" e N-NO, afluentes com objetivo de
minimizar fatores que poderiam inibir o processo Anammox como o actimulo de nitrito
(LOPEZ..et al 2008). Nao houve remogio simultdnea de N-NH;" e N-NO, em relacdo a

concentracio afluente desses compostos.
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Durante a fase II teve inicio o consumo simultdneo de amodnia e nitrito. Ndo obstante, a média
do percentual de remocdo de amonia foi de 35% e 98% de nitrito (utilizando a concentracio
afluente média de 50mg/L de N-NH," e 58mg/L de N-NO,). Figura 5.4 e Tabela 5.5. O
consumo intenso de nitrito foi observado em quase todo periodo de operacdo independente do
consumo de amonia. Isso pode ser atribuido a desnitrificacdo heterotréfica realizada por
bactérias desnitrificantes heterotrdficas presentes no lodo, que provavelmente, utilizaram os

produtos da lise celular como fonte de carbono.

A concentracdo afluente de 60mg/L. de amonia e 80mg/L de nitrito foram testadas. Essas
concentracdes foram menores as utilizadas por MARTINS, (2010) e SHIERHOLTNETO
(2007). Esses pesquisadores obtiveram sucesso no enriquecimento e cultivo de bactérias
Anammox em reatores de leito fixo com fluxo ascendente e continuo iniciando a operagdo
com concentragdes entre 75 e 100mg/L de amonia e nitrito, respectivamente. No presente
estudo, apds 11 dias nessa condicdo, a remocdo de amodnia foi comprometida e o pH do meio

efluente foi acidificado Figura 5.5.

Tabela 5.5 — Eficiéncias médias de remocao de nitrogénio durante as fases operacionais de

RI
Concentracao Eficiéncia de Concentracéao afluente  Eficiéncia de
afluente N-NO,’ remocao média de N-NH;* (mg.L™") remocao média
(mg.L™) N-NO, de N-NH,*

Fase | (0 a 30 dias) - Inoculo e utilizacao de baixas concentrac6es de N-NH,*

11 40% 30 2%

Fase Il (31 a 210 dias) Denitrificacdo e Anammox

11-107 98% 30-70 35%

Fase Ill (210 a 505 dias) - Predominancia do processo Anammox

55-145 95% 60-123 96%

Fase IV (505-560)- Instabilidade do processo Anammox- aumento TDH

127-145 90% 110-127 83%

Desde o inicio de operagdo até o pico maximo de remocdo de amdnia da fase inicial de
operagdo, o pH se manteve em torno de 7,2. A partir desse ponto o pH caiu atingindo 5,1. Isso

coincidiu com a diminuicio da atividade Anammox, que segundo JETTEN (2009) se mantém
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ativa com pH entre 6.7 a 8.3. Essa relacdo direta de perda de eficiéncia de remocgdo e

acidificacdo do meio efluente, permaneceu ao longo de todo o periodo de operacdo do reator.

Mas, com o passar do tempo, uma vez que o meio de cultura e condi¢des operacionais do
reator foram direcionadas ao enriquecimento de bactérias Anammox, ocorreu o aumento
desse grupo no sistema e ficou estabelecido o consumo simultdneo de N-NH," e de N-NO;”

decorrente da maior estabilidade do processo Anammox, caracterizando a Fase -IIL

Para avaliar a eficiéncia do processo Anammox frente a aplicacdo de cargas crescentes de
nitrogénio amoniacal, definiu-se utilizar como primeira op¢ao o aumento de carga através do
aumento da concentragdo desse composto. Portanto as concentragdes de nitrogénio amoniacal
e nitrito foram sendo gradativamente aumentadas de 30mg/L de N-NH,4" e 11mg/L de N-NO,
até 110mg/L N-NH4" e 145mg/L de N-NO,. Tais valores eram os previstos, porém, as
andlises fisico-quimicas do meio afluente durante o monitoramento apresentavam, em alguns
momentos, valores diferentes do programado. Por isso, no grafico existem pontos fora desses

valores esperados de 110 mg/L e 145mg/L para N-NH,4" ¢ N-NO,, respectivamente.

Entretanto, para promover o crescimento da biomassa Anammox e promover maior remog¢ao
de amonia, vdrias tentativas de aumento das concentra¢des afluentes de NH4" ¢ NO2™ foram
feitas por todo o tempo de operagdo do reator. Mas, o ajuste das concentragdes de amonia e
nitrito em funcdo do pH e da eficiéncia de remog¢@o do nitrogénio ndo permitiram aumento
significativo de carga afluente. A cultura exigia um periodo de tempo maior para adaptacdo
ap6s aumento da concentracdo afluente dos compostos nitrogenados. Portanto, a estratégia de
operacdo de diminuir o tempo de detencdo hidraulica foi adotado para aumentar a carga e

possivelmente, a eficiéncia de remogio de N- NH4" e N-NO2" de RI.

Segundo SCHEEREN et al.,2011 a redu¢do do TDH para os reatores Anammox, reduz a
competicdo que pode estar ocorrendo entre essas bactérias com as outras populagdes
microbianas que fazem parte do sistema Anammox, por permitir a lavagem das bactérias

mortas e daquelas ndo aderidas com velocidade de crescimento mais elevadas.

Na fase III, o periodo proximo ao dia 230 correspondeu a redu¢do de TDH a metade (de 24
horas para 12 horas), provocando diminui¢cdo, momentinea, do percentual de remocdo de
amdnia e nitrito. E importante ressaltar que para avaliar se o TDH aplicado estava
correspondendo a capacidade de remogdo do reator, aos 270 dias de operagdo foi realizada
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uma cinética (Figura 5.5), onde foram coletadas amostras dos dois reatores RI e RII, com
intervalos de uma hora, por um periodo de 17 horas. O RI demonstrou que era necessario 12

horas para remover as concentracdes afluentes de N-NH4" e N-NO, aplicadas.
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Figura 5.5 — Cinética de remocgéo dos compostos nitrogenados N-NH,* e N-NO, afluente e
efluente em RI.

A fase III, que durou 300 dias de operag@o, permitiu estabilizar a eficiéncia de remocdo de N-

NH;" e N-NO, em concentragdes de 110mg/L e 145mg/L, respectivamente, diminuindo

gradativamente o tempo de deteng@o hidraulica de 48h, para 24h e posteriormente para 12h.

Novamente, na fase- IV, foi testado um aumento de carga de nitrogénio afluente mais
acentuado, diminuindo a metade o TDH (de 12 para 6 horas) e mantendo a concentracio
média afluente de 110mg/L de N-NH;* e 145mg/L de N-NO,". Porém, esse aumento de
carga gerou inibicdo do processo, sugerindo a necessidade de permanecer um tempo maior
com a carga menor de amdnia e nitrito para aumento da biomassa, para entdo proseguir com o

aumento de carga.

O comprometimento da remog¢ao afetou principalmente a remogéo de nitrito. Vérios trabalhos
relatam a importincia do acompanhamento da concentra¢io de nitrito para a estabilidade do
processo Anammox, apesar das concentracdes inibitérias encontradas nos diferentes estudos
serem variaveis, de acordo com as diferentes condi¢cdes experimentais € modos de operacao
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dos reatores Anammox (JIN ez al., 2012). Esses estudos apresentam um limite de inibi¢do por
nitrito variando entre 5 e 280mg/L. Inicialmente a inibi¢do pode ser reversivel, mas se
exposto a longo tempo pode se tornar irreversivel ISAKA et al., 2007). Portanto, foi decidido
nio permanecer nessa condicdo e aumentar novamente o TDH para 12h. Outra limitagdo em
permanecer com TDH de 6 horas foi a dificuldade com a operagdo do reator, devido ao
volume de 2L. Essa TDH exigia o preparo em larga escala do meio de cultura e a retirada do
efluente em hordrios incompativeis com a rotina, atual, do laboratdério. A automatizagio do

sistema operacional iria permitir maior liberdade de testes relacionados a variacdo de TDH.

Intercorréncias durante o periodo de operacdo exigiram algumas adaptacdes das condicdes
operacionais do reator. Apos 175 dias de operacdo de R, a vazdo do reator em fluxo continuo
foi interrompida. A dificuldade em reestabelecer o fluxo continuo sem perda de biomassa
(devido ao refluxo para o frasco de alimentagdo do reator) fez com que ele fosse operado em
batelada. Portanto, por oito dias foi realizada a retirada de todo o meio liquido presente no
interior do reator, para remoc¢do de metabdlitos que poderiam inibir o processo e introduzido
novo meio de cultura (80mg/L de N-NH;" e 66mg/L de N-NO,). Apds essa alteragio, a
atividade Anammox foi recuperada, sugerindo que as bactérias Anammox estavam se
desenvolvendo no reator, mas que ainda ndo possuiam condi¢gdes ideais, ou nimero suficiente
para a estabilidade e eficiéncia do processo Anammox. Apds o retorno da atividade
Anammox, nova tentativa de aumento das concentragdes de nitrogénio afluente foram feitas, a
concentracdo do fon amonio e nitrito afluentes foram aumentadas até atingirem 90mg/L de N-
NH;" e 110mg/L de NO2" o percentual de remogdo desses compostos ficou em média 92%

( Figura 5.6).
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Figura 5.6 - Percentual de remogéao de amonia e nitrito de Rl ao longo do periodo de
operagao.
O RI alcangou média de remogdo em torno de 95%, por longo periodo (300 dias) quando

submetido a aplicagao de carga de nitrogénio média de 350 g/m3d'1 (N-NH;" + N-NO»).

Apés 550 dias de operacgdo, o monitoramento de RI, para esse trabalho, foi interrompido mas
apresentava indicios de estabilidade de remocdo. Apods 550 dias, operacdo (ndo
monitoramento de amdnia e nitrito) foi mantida e foi possivel observar a presenca de granulos
de coloragd@o alaranjada caracteristica de reatores com enriquecimento de bactérias Anammox

ativas (item 5.4.4).

O coeficiente estequiométrico de consumo de nitrito em relacdo a amonia do RI ( Figura 5.7),
oscilou em principalmente na fase II de operacdo do reator, alcangando valores em torno 1,6 a
partir de 189 dias de operagdo. A recuperacdo da atividade Anammox, na fase III, sempre
coincidiu com o coeficiente de nitrito em torno de 1,4-1,6. Esse valor se aproxima do valor de

1,32, descrito por STROUS et al. (1998).
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5.4.3 - Dinamica de compostos nitrogenados em Reator Il

A Figura 5.8 se refere as concentracdes de amonia e nitrito afluente e efluente ao longo de
550 dias de operacdo do Reator — RII, inoculado com o lodo coletado na Lagoa de Aeracio

Norte da REGAP/ Petrobras.

Os resultados apresentados para RII foram diferentes daqueles apresentados em RI. A
primeira diferenga observada foi em relagdo ao perfil de remocédo de nitrito nos primeiros 90
dias de operacdo, uma vez que, em RII ndo houve remocao total do nitrito afluente no periodo
inicial de operagdo (90 dias) como observado em RI (devido a desnitrificacdo). A remogéo de
100% de nitrito teve inicio apdés 90 dias de operagdo, momentono qual teve inicio também, a

remocdo de amdnia caracterizando o inicio do processo Anammox.
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Figura 5.8 - Concentracao afluente e efluente de N-NH,;* e N-NO," no RIl ao longo do
periodo de operacao.

Para RII foi possivel destacar 3 fases:

Fase I (0-50 dias) - In6culo e utilizacdo de baixas concentracdes de nitrogénio afluente, nessa

fase ndo foi observado consumo acentuado de nitrito como em RI.

Fase II (50-300) - Inicio da remocdo simultinea de amodnia e nitrito, presenca de
desnitrificacdo, em fung@o da remocdo total de nitrito ndo acompanhado pelo consumo de
amodnia na proporcio prevista da estequiometria da reagdo Anammox (1:1,32). Nessa fase
foram feitas varias tentativas de aumentar a concentracdo afluente de amdnia e nitrito, mas o

processo Anammox se manteve instavel por até 300 dias de operagdo.

Fase III (300-550 dias) - Fase de estabilidade do processo Anammox e vdrias tentativas de

aumento de carga (Tabela 5.6)
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Tabela 5.6 — Eficiéncias médias de remocao de nitrogénio durante as fases operacionais de

RII.
Concentraciao Eficiéncia de Concentraciao Eficiéncia de
afluente N-NO, remocao média afluente N-NH,* remocao média
(mg.L™) de N-NO, (mg.L™) de N-NH,*

Fase I (0 a 50 dias) -Inéculo e utilizacdo de baixas concentracoes de N-NH,'e N-NO,’

30-40 40% 30-40 20%

Fase I1I- (50 a 300 dias) Desnitrificacio e processo Anammox

39-178 98% 40-112 86%

Fase III -(300 a 550 dias) - Predominancia do processo Anammox

132-178 98% 104-127 97%

Na fase I, utilizando concentragio afluente média de para 35 mg/L N-NH," e 35 mg/L N-NO,,
houve a remo¢do média de apenas 20% do nitrogénio amoniacal aplicado Tabela 5.6. No
intervalo entre os dias 90 a 138, quando foi aplicada a concentracdo de 50mg/L. de N-NH, e
66mg/L de N-NO, a eficiéncia de remogido de N- NH," ficou em torno de 50 %. Na tentativa
de estimular a atividade Anammox decidiu-se aumentar a concentracdo aplicada de amodnia e
nitrito para 80 mg/L e 90 mg/L, respectivamente, mantendo o tempo de detencdo hidraulica
em 48 horas. Isso provocou a inibi¢do de remog¢do de amdnia. Essa concentragdo foi mantida
por 18 dias na expectativa de ocorrer adaptagcdo e possivel reversdo de inibicdo. Como essa
reversdo ndo foi observada, optou-se por retornar as concentragdes anteriores (50mg de N-

NH4 e 66mg/L de N-NO,) uma vez que foram eficientes no periodo anterior.

E importante considerar que esse periodo de reducio da atividade Anammox foi o perfodo
em que o pH de RII atingiu os menores valores, 6.3 em média. Confirmando o efeito
significativo o que o pH exerce sobre a eficiéncia de remocdo da amodnia. A remogdo de
nitrito ndo foi afetada pela queda do pH. Préximo aos 135 dias de operagéo a vazdo do reator
em fluxo continuo ficou comprometida. Entdo foi realizada a troca do meio de cultura do
reator associada a alteracdo do modo de operacdo para batelada, por cinco dias, até o
restabelecimento do fluxo continuo. Novamente, foi recuperada a remog¢do simultanea de
amodnia e nitrito, caracteristica da reacdo Anammox. E novamente, com em RI, essa
“lavagem” melhorou, significativamente, a eficiéncia de remo¢do de amdnia em ambos 0s

reatores. O coeficiente de nitrito nesse momento foi de 1.3 (Figura 5.9), demonstrando que
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as bactérias cultivadas em RII, ap6s 260 dias de cultivo em meio autotréfico e anaerdbio

apresentaram atividade Anammox estavel.
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Figura 5.9 — Evolucéo do coeficiente estequiométrico do nitrito em relacdo a amonia do R-1I
(AN-NO,/ AN-NH, )

A Figura 5.10 apresenta o percentual de remo¢do de amdnia e nitrito do RII ao longo do
periodo de operacdo. Como descrito para RI, houve variacao da concentracio afluente de (IN-
NH;" e N-NOy") por todo o periodo de operagdo na tentativa de promover o crescimento da

biomassa Anammox e maior remog¢ao de amonia.
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Figura 5.10 - Percentual de remocgéao de amérlia e nitrito de RIl ao longo do periodo de
operagao
A préxima etapa, para o RII foi estabilizar a eficiéncia de remogio de N-NH;" e N-NO,” em
concentracdes baixas, porém, diminuindo gradativamente o tempo de detencdo hidraulica
(48h para 24h). Uma vez reestabelecida a eficiéncia de remogdo de amonia (pois, o nitrito foi
levemente afetado), as concentracdes afluentes foram gradativamente aumentadas até atingir
110mg/L de N-NH;" e 145mg/L de N-NO,, valor mdximo alcancado sem o
comprometimento da eficiéncia de remogao. Portanto, a estratégia de aumento de carga foi
repetida através das variacdes de TDH, que passou de 48 h para 24 h, 10h, 8h, 6h. Como
discutido anteriormente, foi realizada a cinética também para RII, a qual apresentou resultado

de 8h como suficiente para a remocdo da concentracéo de nitrogénio afluente, Figura 5.11.
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Figura 5.11 — Cinética de remogao dos compostos nitrogenados N-NH," e N-NO™ afluente
e efluente em RIl.
A TDH de 8 horas permitiu RII alcangar remocao de 95% de carga de nitrogénio afluente, em

média, de 500 g/m’d™ ap6s 530 dias de operagio .

TSUSHIMA et al., (2007) obtiveram remogdo de carga de nitrogénio em torno de 26000g/m’
dia, em reator de leito fixo. Entretanto a carga de nitrogénio aplicada era de 58.500 g/m’,

apresentando eficiéncia de remog¢do em torno de 60%.

Martins, (2010) obteve em reator de leito fixo, eficiéncia de remog¢do em torno de 97% de

carga aplicada de 600g N//m?, semelhante aos resultados obtidos no presente estudo, para RIL.

Na Figura 5.12 sdo apresentados os valores das cargas de nitrogénio (N-NH;" + N-NO,)
afluente e efluente em RI e RII ao longo dos 550 dias de operagcdo. Observou-se o

desempenho mais eficiente de remocdo para RII quando compararado a RI.

O RII alcangou média de remocdo em torno de 97%, por longo periodo (360 dias) quando
submetido a aplicacdo de carga de nitrogénio média de 550 g/m’d”’ (N-NH4* + N-NO,),
apesar dos picos de inibi¢do apresentados (proximos ao dia 300). Ja, RI alcangou média de
remocdo em torno de 97%, por longo periodo, porém, a carga de nitrogénio aplicada se

manteve em média 300 g/m*d”’ (N-NH,* + N-NO,).
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Figura 5.12- Cargas de nitrogénio (N-NO," e N-NH,") afluente e efluente nos reatores Rl e
RIl, ao longo de todo o periodo operacional.

O melhor desempenho na eficiéncia do processo Anammox em RII quando comparado ao RI,

certamente estd relacionado a maior concentra¢do de biomassa inoculada (20 g/L SST) em

relacdo a RI (8g/L. SST). Campos (2011) realizou experimento em RBS ( 1,2L) em duas fases:

fase-1 que apresentou atividade apés 90 dias de cultivo e fase II apés 50 dias. Tal fato foi

atribuido a maior concentrac¢io de biomassa inoculada na fase II.

Outra diferenca que pode estar relacionada a melhor eficiéncia de RII é a maior diversidade
Anammox encontrada no lodo inoculado, Ca. Anammoxoglobus, Ca. Kuenenia e Ca.
Brocadia, o que poderia gerar melhor adaptagdo da cultura no reator, enquanto RI apresentou

apenas um género Ca. Brocadia ( HU et al, 2010).

A utilizacdo e sucesso do lodo da REGAP como indculo do reator Anammox, poderad gerar
informagdes que contribuirdo com a adaptacio dessas bactérias ao tratamento de efluentes que
apresentem altas concentra¢des de amdnia e compostos toxicos como fenol, 6leos e graxas;

uma vez que a biomassa inoculada se desenvolvia nesse tipo de ambiente.
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5.4.4 — Coloracao da Biomassa em Rl e Rl

No inicio da operag@o dos reatores a biomassa apresentava aspecto escuro e encontrava-se no
fundo do reator em RI e mais distribuida em RII, o qual apresentava um aspecto muito denso
devido a graxa presente no lodo inoculado, Figura 5.13. Apds 1 ano de operagdo, foi
observada a formacdo de granulos de coloragdo marrom alaranjado em RI , caracteristicos de
bactérias Anammox. Tal colaracdo tem sido atribuida ao ferro associado ao citocromo
presente em grande quantidade em culturas Anammox ativas (Jetten et al., 2005). Nesse
periodo (1 ano) a visualizacdo de granulos alaranjados em RII, (muito escuro) foi conseguida
inicialmente por microscopia, e apds 410 dias, foi possivel visualizar o tom alaranjado no

reator.
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Figura 5.13 — Visualizagao da coloragdo da biomassa nos reatores. (A) inicio da operagao
RI; (B) 370 dias de operagédo com coloracdo marrom alaranjada e aspecto granulado em Rl;
(C) inicio da operagéao Rl (D) RIl apds 410 dias de operagao (E) Granulos retirados de RI
apds 1 ano de operacgao (F) Granulos retirados de Rl apds 1 ano de operagao.

Apo6s dois anos de operagdo de RI ficou completamente alaranjado apresentando material

suporte colonizado pela biomassa alaranjada Figura 5.14.
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Figura 5.14 — Visualizagio da biomasssa enriquecida em Rl apés dois anos de operacéo: (A)
Biomassa coletada em frasco (B) ) reator com material suporte colonizado por biomassa de
cor alaranjada (C) material suporte colonizado.

5.4.5 - Confirmacao das bactérias Anammox por PCR utilizando o par de
primer HzsA 526f/ HzsA 1857r

Os resultados da deteccdo de bactérias Anammox pela PCR utilizando os primers que
codificam para a subunidade A (HzsA) do gene que codifica a enzima hidrazina sintase HzsA
526f/ HzsA 1857r, apresentaram resultados positivos para as amostras analisadas aos 440 e
510 dias de operacdo, tanto no lodo coletado em RI quanto em RII (Figura 5.15). Foi

observado que a intensidade da banda referente a amostra de RII (REGAP) apresentou maior
77



CAPITULO 5- RESULTADOS E DISCUSSAO

intensidade quando comparado a RI, sugerindo a existéncia de maior concentragcdo de DNA, e
consequentemente, de bactérias Anammox nesse lodo, como constatado na andlise de

pirosequenciamento.

Figura 5.15 — Deteccdo de bactérias Anammox pela PCR com iniciadores para a subunidade HzsA da
enzima hidrazina sintase de bactérias Anammox aos 440 e 510 dias de operagdo para RI e RII —
(HzsA 526f/HzsA 1857r fragmento de tamanho 1300pb).

O gene da hidrazina sintase é considerado o mais especifico marcador filogenético para
bactérias Anammox. A utilizacdo desse marcador, em relacdo as abordagens que utilizam o
RNAr 16S possui a vantagem de estar diretamente relacionado ao gene funcional dos
organismos alvo. Sua presenca ndo foi observada em outros microrganismos (HARHANGTI et

al., 2012).

5.5 - Andlise da diversidade bacteriana desenvolvida nos reatores pela

técnica pirosequenciamento

As amostras de lodo para andlise de diversidade microbiana de RI e RII pela técnica de

pirosequenciamento foram coletadas apds 440 dias de operagao.

O pirosequenciamento dessas amostras gerou um total de 3522 sequéncias para RI e 4518
sequéncias para RII. Apos processamento das amostras, restaram 3397 e 4421 sequéncias

para Rl e RII, respectivamente, apresentando, em média, tamanho de 230pb.

Foram definidas 329 UTOs para RI e 299 UTOs para RII, adotando o nivel de similaridade
97% . Para as analises taxonOdmicas foram removidas as UTOs unicas, resultando em um total

de 204 UTOs para RI e 202 UTOs pra RIIL.
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A Figura 5.16 apresenta o nuimero de UTOS comuns e exclusivas a cada reator. Observa-se
que 25,7% das 323 UTOS analisadas foram comuns aos dois reatores e 37,46 % foram

exclusivas para RI e 36,84% exclusivas no RIl. Entre as UTOs comuns, 6% foram UTOs

pertecentes ao grupo Anammox.
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Figura 5.16: Diagrama representando UTOs comuns e exclusivas para cada reator. O
numero de UTOs Unicas para cada reator esta indicada dentro de cada circulo, enquanto
que os numeros de UTOs comuns aos dois reatores estao indicados na regidao sobreposta.
As UTOs foram definidas considerando 97% de similaridade nas sequéncias.

A abundancia relativa da amostra do R-I foi de 78,63% e 73,22% para RII, significando que
muitas sequéncias analisadas foram comuns as duas amostras. Isso implica que 78,63% das
sequéncias obtidas fazem parte das UTOs comuns as duas amostras analisadas. Logo, 21,37%
das sequéncias foram exclusivas para RI e 26,78% das sequéncias exclusivas para RIL
Apesar das amostras de RI e RII apresentarem diferenca de diversidade bacteriana, pode-se

observar que os grupos de maior abundancia realtiva, foram em sua maioria, comuns.

5.5.1 - Indices de diversidade

A diferenca de diversidade, variedade e abundancia do reator foi demonstrada nos céalculos

dos indices de diversidade, Tabela 5.7.
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Tabela 5.7: Resumo de informagdes obtidas na andlise de pirosequenciamento das
amostras coletadas em Rl e RIl ap6s 440 dias de operagao.

R-Wetland R-REGAP
Cobertura estimada (%) 96,45 97,25
Total de sequéncias 3522 4518
OTUs observadas 329 299
Chaol 446,4+56 404,8+63
Shannon (H) 4.26+0.11 4.23+0.13
Simpson (1-D) 0.96 0.97
Dominéncia 0,04 0,03
Equitabilidade 0,74+0,02 0,74+0,01
OTUs tnicas 125 97
Jaccard 0,24
Bray & Curtis 0,45
Total de UTOs analisadas 204 202
Total de sequéncias analisadas 3397 4421

z

Equitabilidade/dominidncia é o termo empregado para definir a uniformidade, ou
homogeneidade, da distribuicdo de abundancia de espécies em uma comunidade. Reflete o

grau de domindncia de espécies em uma comunidade. Geralmente é expressa de forma

numérica (variando de zero a um).

Quanto mais préximas as abundancias das espécies dentro de uma comunidade, maior a
equitabilidade e menor a dominancia. O indice de equitabilidade com valores altos, em torno
de 0,74, como encontrado nos dois reatores, reflete maior variagdo da diversidade microbiana
em RI e RII, e é confirmado pelos baixos valores encontrados para dominancia, 0,036 em
ambos reatores, apresentando distribui¢do equinime dos tixons na comunidade bacteriana
( valores proximos de O indicam a presenca equanime dos tdxons e valores préximos de 1

indicam o dominio de um taxon na comunidade).

Indice de Chaol: Corrige o nimero de UTOs observadas por um fator baseado em UTOs
raras. Varia de 0 a oo ( infinito). Valores maiores como encontrados tanto em RI como RII

indicam maior diversidade.

Indice de Simpson: O indice de Simpson € baseado na proporcdo entre os individuos.
Geralmente é demonstrado sobre a forma 1-D. Quanto mais proximo de 1, maior a
diversidade, quanto mais proximo de 0, menor a diversidade. Indica a probabilidade de dois
membros da comunidade retirados aleatoriamente pertencerem ao mesmo grupo. E fortemente
influenciado pela uniformidade. O valor calculado ficou préximo de 0,96 para os dois

reatores, indicando, alta diversidade em ambos os reatores.
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Indice Shannon (H’): Caracteriza uma comunidade que considera a riqueza das espécies e
sua abundancia relativa. Fortemente influenciado pela riqueza e uniformidade,varia de 0 a 5.
Quanto maior o indice, maior o nimero de tixon na comunidade. Valores obtidos préximos a

5, como 4,26 para RI e 4,23 para RIl, indicam alta diversidade.

As diferencas na composicdo, em nivel de filo, se mantiveram quando os indices Jaccard e
Bray Curtis foram calculados para estimar a similaridade entre as duas amostras 0,24 e 0,45,

respectivamente. Mas os filos mais abundantes foram comuns.

Considerando-se que a configuracdo dos reatores foram idénticas, e que as condicdes de
operacdo foram semelhantes, é possivel inferir que a fonte de indculo e a carga de nitrogénio
aplicada em cada reactor produziu um efeito importante na selecdo das comunidades

bacterianas desenvolvidas nos reatores.
5.5.2 - Caracterizacao da diversidade bacteriana nos reatores

Na anadlise de pirosequenciamento vdrias categorias taxondmicas podem ser avaliadas, porém,
a medida que se aprofunda na classificacdo, o nimero de sequéncias/UTOs classificadas fica
reduzido. Nesse trabalho, foi observado um rendimento de 96% de UTOs analisadas em nivel
de filo para RI e RIL. Entretanto, para a categoria género, esse rendimento foi reduzido para
22% (Tabela 5.8). Portanto, optou-se por restringir a andlise detalhada das amostras para as

categorias taxonOdmicas filo e género.

Tabela 5.8 — Abundancia relativa e nimero de UTOs ndo classificados em diferentes niveis
taxondmicos revelados por andlise de pirosequenciamento (97% de similaridade)

Abundéincia relativa Numero de UTOs

Reator I (Wetland) Reator IT ( REGAP) Reator I (Wetland) Reator IT ( REGAP)

Filo 10,89% 1,38% 7 7

Classe 13.84% 1,97% 16 10
Ordem 36,59% 36,62% 68 66
Familia 59.61% 64,69% 112 115
Género 76,33% 74,58% 160 158
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5.5.2.1 Filos

Embora os reatores tenham sido operados em condigdes voltadas para o enriquecimento das
bactérias Anammox, por mais de 500 dias, uma propor¢ao elevada da populacdo bacteriana

desenvolvida ndo pertencia ao grupo das bactérias Anammox.

Os principais filos observados nas andlises de pirosequenciamento das amostras obtidas de RI
foram: Acidobactéria (8,83), Proteobactéria (21,37%), Chloroflexi (17%), Planctomycetes
(11%), GNO4 (5,6%), e Chlorobi (5%) e em RIl foram Planctomycetes (21%),
Acidobacteria (19%), Chloroflexi (17,6) Proteobacteria (16%) e GNO4 (8,5%) ( Figura 5.17
e Figura 5.18 ).

® Proteohacteria
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R-1I
B Chloroflexi

B dcidobacteria
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Amostras
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® Nifrospirae

R-I " oD
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Figura.5.17 - Composicao da comunidade bacteriana revelada por pirosequénciamnento em
nivel de filo(a) das amostras coletadas nos reatores | e Il. A abundancia esta apresentada
em porcentagem de diferentes filos.
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R-1I

R-I

Figura.5.18 - Composicdo da comunidade bacteriana revelada por pirosequénciamnento em
nivel de género das amostras coletadas nos reatores | e Il. A abundancia esté apresentada
em porcentagem de diferentes géneros recuperados nas amostras.
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O filo Proteobacteria foi mais abundante em RI (21,4%) enquanto que Planctomycetes foi o

mais abundante em RII (20,80%). (Figura 5.19.a ¢ Figura 5.19.a)
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Figura 5.19: Abundancia relativa (A) e nimero de UTOs analisadas (B) dos dez filos mais
representativos (similaridade 97%) da biomassa coletada em Rl e RIl apés 440 dias
operacéo.

O filo Proteobacteria é o maior e mais diverso grupo dentro do dominio Bacteria. Constituem

a maioria das bactérias conhecidas de importancia médica, industrial e agricola. Todos os

microrganismos presentes nesse grupo sdo gram-negativos e exibem uma diversidade ampla
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de mecanismos de obtencdo de energia, contendo espécies quimiolitotréficas,
quimiorganotroficas e fototroficas. Possuem fisiologia diversa, incluindo formas anaerdbias,
microaerdfilas e aerdbias facultativas. Quanto a morfologia, também € muito varidvel entre as
diferentes espécies, podendo possuir formas de bacilos retos e curvos, cocos, espirilos e
formas com brotamento e pendunculadas .O filo Proteobacteria dividi-se em seis classes,
Alphaproteobactéria, Betaproteobacteria, ~Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria
,Epsilonproteobacteria e Zetaproteobactéria. Porém, frequentemente as diferentes classes
apresentam caracteristicas fisioldgicas comuns 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 nos reatores. (MADIGAN et al., 2010).

Em relag¢do a comunidade de Planctomycetes desenvolvidas nos reatores foram detectadas as
classes Phycisphaerae (5,64) e Planctomycetia (0,12%). O filo Planctomycetes foi abundante
na biomassa dos dois reatores RI (11,%) e RII (21%). Nesse filo estdo inseridas as bactérias
Anammox, foco desse estudo. 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 compartimentalizagdo por meio de membranas
internas. Além disso, sdo ubiquos e ja foram encontrados em 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 Planctomycetes nas amostras
analisadas era esperada, uma vez que o experimento objetivou principalmente o
enriquecimento de bactérias Anammox, pertencentes a esse filo, portanto foram fornecidas
condicdes ideais (pH, temperatura, substratos para o crescimento, condicdes de anaerobiose)

para o crescimento dessas bactérias.

Martins (2010), estudando a diversidade de microrganismos no RBS inoculado com lodo
nitrificante de estacdo de tratamento de efluentes de industria produtora de aminodcido, e
operado sob condi¢cdes Anammox (autotréficas), observou apds 450 dias de operacdo, a
presenca dos filo Proteobacteria, Chlorobi, Nitrospira Chloroflexi coexistindo com membros
dos Planctomycetes. Esses filos também foram detectados no presente trabalho. Isso sugere
que a presenga de outros grupos de microrganismos ¢ importante para o desenvolvimento e
manuten¢do das bactérias Anammox no reator, possivelmente devido a sintrofia entre esses
organismos. HU et al (2010) relataram que a utilizagdo de uma fonte de inéculo que

contenha vérias espécies de Anammox pode aumentar a capacidade de adaptagdo do in6culo a
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novos parametros operacionais, possivelmente devido a essa sintrofia.

Por exemplo, sabe-se que os sulfetos causam efeito toxico as bactérias Anammox em baixas
concentragdes, 1 a 2 mM (DAPENA-MORA et al., 2007). Assim, a presenca de bactérias
capazes de oxidar sulfeto a enxofre elementar, como as bactérias verdes sulfurosas do filo
Chlorobi, pode ser benéfica, uma vez que estes organismos sdo capazes de retirar esse
composto do meio (TANG et al., 2009). Para as amostras de RII, inoculado com lodo oriundo
da REGAP, seria importante a presenga de organismos degradadores de compostos

aromadticos como Pseudomonas sp. do filo Proteobacteria.

Membros do filo Acidobacteria foram detectados em ambos os reatores, porém com maior
abundéincia realtiva no reator II (19,0%) em relacdo ao reator I (8,8%) . Como o Reator II foi
inoculado com lodo obtido de estagdo de tratamento de efluentes de refinaria de petrdleo,
onde foram relatados a presenca de fendis (11,8 mg L-1) , 6leos e graxas (10 mg L-1), além
de outros hidorcarbonetos complexos, justifica a abundancia desse grupo que previamente
foram encontrados em ambientes expostos a compostos de fenol. Esses organismos sdo
bactérias heterotroficas capazes de utilizar para obtencdo de energia desde hidrocarbonetos
simples aos substratos mais complexos (WARD et al., 2009), bastante disponiveis na ETE de
refinaria de petrdleo. Solibacter, um membro deste filo, foi relatado anteriormente em reator

Anammox, mas com abundancia relativa baixa (2,0%) (CHO et al.,2010).

Pereira (2013), estudando o efeito de fenol em um reator Anammox, operado em batelada
sequencial (RBS), inoculado com lodo ativado proveniente do sistema de tratamento de
esgoto sanitirio ETE-Arrudas, detectou, por pirosequenciamento, abundancia relativa muito
menor de Acidobactéria (2,9%) em comparagdo aquelas relatadas no presente estudo (9% - RI
e 19% - RII). Os principais filos observados na biomassa do RBS aos 270 dias de operacdo
foram Proteobacteria (27,54%), Chloroflexi (19,11%), Planctomycetes (15,12%) e GNO4
(15,09%). Membros do Acidobacteria apresentaram abundancia realtiva muito menor (2,2%)
quando comparado a amostras de RI (8,7%), talvez por terem origem distintas. Possivelmente
essa diferenca seja atribuida ao tipo de sistema onde cada in6culo foi coletado, lodos ativados
para RBS e Wetland construida pra RI, ou ainda a idade do reator, ou mesmo a configuracio

do reator utilizado (Kartal ez al., 2008; Tang et al., 2010a).

O filo Acidobacteria tem sido identificado através de andlises filogenéticas dos genes de

RNAr 16S. Sequéncias desse grupo té€m sido isoladas numa variedade de ambientes, incluindo
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solos, sedimentos, fontes termais, neve, marinho, fezes, ambientes de caverna, solos
contaminados com metais. Andlises de novos isolados auxiliardo na compreensdo de varios

papeis funcionais desempenhados pelos membros deste filo.

Silva et al, (2012), utilizou a andlise de pirosequenciamento para avaliar a diversidade
filogenética em um reator destinado ao enriquecimento de microrganismos degradadores de
fenol, inoculado com lodo oriundo da planta de tratamento de efluente da REGAP, mesma
planta de tratamento avaliada no presente estudo. A andlise filogenética mostrou que a
maioria das sequéncias foi afiliada ao dominio das bactérias (64%) e as sequéncias restantes

foram distribuidas entre os dominios Archaea e Eucariota.

Entre os filos de bactérias avaliados, os mais abundantes foram Proteobacteria (66%),
seguido de Bacterioidetes (71%), Actinobacterias (5,5%), Planctomycetes (4,9%) e
Verrucomicrobia (1,3%). Portanto, Proteobacteria é um filo importante nesse ecossistema, e
desempenha papel fundamental em processos de biodegradagcdo que ocorrem em sistemas de
tratamento de efluentes de refinaria de petréleo. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
nesse estudo, onde a abundincia relativa do filo Proteobacteria (16,31) foi bem superior
aquela encontrada na amostras enriquecidas a partir do lodo oriundo de esgoto sanitrio
(8,8%). Porém, contrasta em relacdo a abundincia relativa obtida para outros filos
encontrados, como a predominéncia de Acidobacteria, com abundancia relativa de 19%. Isso
sugere a possibilidade de selecdo de microrganismos importantes na ecologia da comunidade
favorecida (Anammox ou degradadoras de fenol), dependente do tipo de enriquecimento
desejado, além dos substratos e condicdes operacionais fornecidos. Outro resultado
interessante se refere a abundancia relativa do filo Planctomycetes (4,9%) do trabalho
realizado por Silva et al, (2012), em relacio ao estudo presente, que detectou
aproximadamente 21%, indicando que alta abundéncia nio estaria presente no indculo e se
deve ao processo de enriquecimento de bactérias Anammox, membro dos Planctomycetes. E
que, provavelmente, a predominancia de Acidobactérias esteja relacionada ao sucesso do

enriquecimento Anammox.

O filo Chloroflexi foi amplamente distribuido nos dois reatores (aproximadamente 17%). O
Manual Bergeys de Sistemdtica Bacterioldgica considera o nome Chloroflexi em substitui¢cdo
ao nome ‘‘Bactérias verdes ndo sulfurosas”. Fisiologicamente esse filo, assim como as

bactérias purpuras ndo sulfurosas, é capaz de crescer em fotoautotrofia, também apresenta
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bom crescimento quimiorganotréfico na auséncia de luz, realizando respiragdo aerébia, mas
podem apresentar metabolismo anaerdbio. A maioria dos membros deste filo sdo descritos
como bactérias filamentosas. Possuem representantes termofilicos (MADIGAN et al., 2010).
Esse grupo tem passado por uma expansdo significativa devido a adicdo de varias sequéncias
de DNA obtidas em amostras ambientais. Vérias dessas amostras ambientais sdo oriundas de
habitats contaminados com poluentes (BJORNSSON et al., 2002). Outras sequéncias tém sido
obtidas em ambientes aqudticos: marinho, dguas termais e sedimentos de lagos e rios
(BJORNSSON et al., 2002). Também, tem sido reportados em reatores anaerdbios em
estagdes de tratamento de esgotos em reatores UASB (KRAGELUND et al., 2011).
Chlroflexi é considerado um filo bastante frequente em reatores Anammox que obtiveram
sucesso no enriquecimento e a alta frequéncia de sua detec¢do sugere a importancia do filo
para a granulacdo da biomassa existente nos reatores. (CHO et al., 2010, LI et al., 2009, HU
et al 2012, XIAO et al, 2009).

Foi relatada sua distribui¢do na superficie dos granulos e proximas as Anammox (CHO et al.,
2010) o que vem a corroborar hipétese de que esses microrganismos contribuem para o
estabelecimento de um ambiente anaerébio e poderia viver em simbiose com as Anammox

(Zhang et al., 2012).

O papel exato dos Chloroflexi em sistemas de tratamento de dguas residudrias ainda ndo esta
estabelecido, mas alguns pesquisadores sugerem que eles poderiam degradar e utilizar
macromoléculas derivadas de decomposi¢do da biomassa e reforcar a estrutura dos granulos

como uma rede de biomassa filamentosa ( LI, et al., 2010).

GNo04

Encontrados na proporcdo de 5,7% (reator I) e 8,5% (em reator II), GNO4 ainda € um
candidato a filo, j4 que n@o possui membros que tenham sido isolados. Informagdes
morfoldgicas e fisiologicas sobre eles s@o escassas, no entanto, as sequéncias associadas a
esse filo foram recuperados a partir de amostras ambientais

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

Membros pertencentes a esse filo representaram 5,2% Rl e 1,6% em RII. Foram previamente
reportados em outros reatores Anammox mas em maior propor¢do (STROUS et al., 2006, LI
et al., 2009), sugerindo que eles possam desempenhar papel importante no ecossistema.

Ignavibacterium um membro deste filo foi detectado no nivel de género.

Outros filos menos abundantes foram: WS3, OD1, BRC1 e Nitrospirae. Estes apresentaram

abundancia relativa entre 2 a 8% variando entre os dois reatores.

5.5.2.2 Géneros

A abundéncia relativa dos géneros classificados em RI foi de 24,44% para RI e 25% para RIL
Do total de 204 UTOs analisadas em RI apenas 44 foram classificadas até o nivel de género e
de 202 UTOs analisadas em RII apenas 44 foram identificadas em nivel de género. Na Figura
5.20 sdo apresentados os gé€neros mais representativos das amostras. Como era previsto,
houve a predominancia absoluta do género, Candidatus Brocadia (abundancia relativa de
10,89% em Rl e 14,73% em RII), responsavel pelo proceso Anammox, uma vez que o reator

foi submetido as condi¢des necessdrias ao enriquecimento das bactérias Anammox.

Bactérias nitrificantes

Apesar da elevada cobertura das novas tecnologias de sequenciamento utilizada nesse estudo,
ndo foram detectadas bactérias aerébias oxidadoras de amoénia. Entretanto, sequéncias de
Nitrospirae, filo ao qual pertencem algumas bactérias oxidadoras de nitrito, foram detectadas
com abundancia relativa de 0,26% em RI e 2.10% em RIl. Em nivel de género, foram
detactados representantes de Nitrospira com abundancia relativa de 0,21% em Rl e 1% em
RII. Embora o género Nitrospira tenha sido encontrado inicialmente em ambientes marinhos,
varios estudos detectaram o género em outros ambientes (aquarios de dgua doce, reatores de
leito fluidizado, biofilmes removendo fésforo e lodos ativados), como também foi observado

que esse género de NOB era o que predominava (DAIMS et al., 2001).

A presenca de Nitrospira em reatores Anammox foi relatada anteriormente (EGLI et al.,
2001). Acredita-se que estes organismos possam favorecer as bacterias Anammox através da
remocdo do oxigénio dissolvido no meio, bem como consumir o excesso de nitrito presente no

reactor e poderia inbir o processo Anammox.
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Figura 5.20: Abundincia relativa (A) e nimero de UTOs analisadas (B) dos géneros mais
representativos (similaridade 97%) da biomassa coletada em RI e RII ap6s 440 dias operacio.
Os géneros Bosea, Deinococcus, Planctomyces, Prosthecobacter estiveram presentes em Rl e
ausentes em RII, por outro lado os géneros Desulfococcus, Rhodoplanes e Treponema

estiveram presentes em RII e ausentes em RI.

Desulfococcus utiliza varios compostos aromaticos como fontes de carbono e energia celular.
Assim, a presenca desse gé€nero apenas em RII pode estd relacionado, principalmente a

origem do lodo de in6culo proveniente da ETE da REGAP.
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Bactérias desnitrificantes

A presenga de varios gé€neros com capacidades de desnitrificacdo conhecidos foram
detectados em ambos os reatores, sdo eles: dok59, Bradyrhizobium, Pseudomonas,
Thiobacillus e Rhodoplanes (exclusivamente detectado em RII). A abundancia relativa
desses géneros foi de 5,9% RI e 6,2% para RII. Com uma alta predominancia de dok 59 e
Bradyrhizobium. O dok59 compreende bactérias que pertenciam a familia Rhodocyclaceae.
Muitos membros desta familia sdo comuns e abundantes em estacOes de tratamento de
efluentes e apresentam uma versatilidade metabdlica benéfica para a degradacdo e
transformagdo de poluentes, como o compostos nitrogenados (desnitrificagcdo), compostos de
fosforo e aromaticos (ETCHEBEHERE er al., 2003). A abundancia relativa reduzida das
bactérias desnitrificantes em ambos os reatores indicou que a maior parte do nitrito foi
consumida pelas bactérias Anammox. Fato que estd de acordo com os resultados obtidos da
avaliacdo do desempenho dos reatores, tendo o proceso ANAMMOX como o principal fonte
de remo¢do de N-amoniacal dos mesmos. No entanto, a coexisténcia de bacterias
Anammox, desnitrificantes e nitrificantes ocorreu no presente estudo e também foi relatado

antes (XIAO et al., 2009).
5.6 - Organismos Anammox detectados por pirosequenciamento.

Em relacdo a comunidade de Planctomycetes desenvolvidas nos reatores foram detectadas as

classes Phycisphaerae (5,64) e Planctomycetia (0,12%).

Em nivel de género de bactérias Anammox, apenas Ca. Brocadia esteve presente nos dois
reatores, sendo 10,9% para RI e 14,7% para Reator RIIl. Esses resultados confirmam que
somente o género Ca Brocadia foi enriquecido nos dois reatores e seriam responsaveis pelo
alto percentual de remog¢do de nitrogénio (N- NH4" e N- NO,) obtido durante o periodo de

operacdo e monitoramento dos mesmos.

As leituras obtidas para o género Ca Brocadia corresponderam a 96,4 e 70,7% do total dos
Planctomycetes para R-I e R-II, respectivamente. Entretanto, aproximadamente 30% do total
de Planctomycetes ndo foram classificados em R-II para as categorias taxondmicas mais
especificas, sugerindo que outros grupos de Anammox (desconhecidos) poderiam estar

presentes.
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A abundéincia relativa e diversidade de UTOs relacionadas aos organismos Anammox foi
maior nas amostras obtidas no RII -REGAP quando comparado ao RI-Wetland. Como o R-1I
foi submetido a aplicagdo de maior carga de nitrogénio, podemos inferir que esse fator

poderia favorecer maior abundancia relativa de Anammox.

De todas as UTOs obtidas nos dois reatores 6 foram relaciondas as bactérias Anammox,
todas pertencentes a um Unico género, Ca. Brocadia. Dentre as 6 UTOs ( 224, 249, 290, 314,
372 e 454), 5 UTOs foram comuns aos dois reatores e somente a UTO 249 foi detectada
apenas no RII. Para avaliar a relagdo filogenética entre essas UTOs foi construida uma arvore
filogenética incluindo as sequéncias das diferentes espécies descritas pertencentes ao género

Ca. Brocadia, Figura 5.21.

99 UTO224

56 —L UTO0372
50 UTO0249
801l ¢. Brocadia sinica (AB565477)
UTO314
C. Brocadia brasiliensis (GQ896513)
C.Brocadia Anammoxidans (AF375994)
C.Brocadia caroliniensis(JQ889546)
C.Brocadia sp.(JQ691616)
C. Brocadia fulgida (EU478693)
UTO290
UTO 454
79! C.Brocadia sp.40 (AM285341)

C.Kuenenia stuttgartiensis(AF375995)

_’7 C.Jettenia asiatica (DQ301513)

C.Anammoxoglobus propionicus(EU478694)

64

Pirellula sp.(JQ825182)

0.05

Figura 5.21 — Arvore filogenética mostrando a posicdo das UTOs relacionadas as bactérias
Anammox obtidas pela andlise de pirosequenciamento das amostras coletadas nos reatores
RI (wetland) e RIl (REGAP) apés 440 dias de operacao. A barra de escala representa uma
divergéncia de 5% na sequéncia. Pirellula sp. foi utilizado como outgroup. Os numeros dos
nés da arvore representam 1000 analises de Bootstrap. Os nimeros de acesso das
sequéncias depositadas no GenBank se encontram entre parénteses.
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As UTOs que apresentaram maior predominancia em ambos os reatores foram: 314, 454 e
224. Onde, as UTOs 314 e 454 foram relacionadas as seqii€ncias de Ca. Brocadia sinica e

Ca. Brocadia sp.40, respectivamente, depositadas no BLAST.

O numero de sequéncias encontradas em cada UTO relacionada ao género C. Brocadia

presente nas amostras analisadas se encontra na Tabela 5.9.

Tabela 5.9- Numero de sequéncias encontradas em cada UTO relacionadas ao género C.
Brocadia presente nas amostras de reatores | e Il analisadas por pirosequenciamento .

N° de sequéncias N° de sequéncias
UTO representativas de C. representativas de C.
Brocadia no RI-Wetland Brocadia no RII-REGAP

224 41 70

249 0 4

290 12 11

314 260 429

372 2 2

454 55 135

A UTO 224 nao foi intimamente relacionada a qualquer espécie de Anammox apresentada,
podendo corresponder a uma nova espécie, porém outros estudos, (clonagem, por exemplo),
devem ser realizados para confirmar essa hipétese, uma vez que as sequéncias selecionadas
nessa reacdo de pirosequenciamento possuem fragmento de tamanho muito pequeno (230pb
aproximadamente) para indicar uma nova espécie. Estes resultados indicam, que pelo menos,
duas populacdes dominaram a comunidade Anammox em cada um dos dois reatores. Assim,
estes resultados estdo em contraste HU er al (2010) que observaram apenas uma populacio

de Anammox que dominou a comunidade em cada um dos oito reatores pesquisados.

A diversidade dos organismos Anammox encontrada nos reatores apés 440 dias de operacio
diferiu da andlise da diversidade das bactérias Anammox encontradas nos lodos de inéculo
dos reatores I e II. A andlise das sequéncias obtidas pela clonagem dos indculos detectou a
presenca exclusiva do género Ca. Brocadia no lodo Wetland (inoculado em RI), e de trés
géneros de Anammox: Ca. Brocadia, Ca. Kuenenia e Ca. Anammoxoglobus no lodo obtido na
REGAP, inoculado em RII. Portanto, os resultados sugerem que, apesar das diferencas
observadas na composi¢cdo de Anammox dos indculos, as condi¢des operacionais semelhantes
aplicadas aos reatores selecionaram um udnico género de Anammox, Ca. Brocadia. Estes

resultados estdo em contraste com os resultados apresentados por Date et al., 2009; onde os
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autores concluiram que a espécie de Anammox predominante na cultura enriquecida depende
do inéculo utilizado; ou seja, diferentes indculos resultaram em populacdes distintas de

Anammox em reatores operados de forma semelhante.

Considerando que a configuracdo dos reatores foi idéntica, e que as condi¢des operacionais
foram similares, é possivel inferir que a origem e quantidade do inéculo produzem um efeito
importante sobre a composicdo da comunidade bacteriana total, mas as condig¢des

oepracionais aplicadas tiveram papel importante na sele¢do da comunidade Anammox.

Outro aspecto importante avaliado nesse trabalho foi o enriquecimento da cultura Anammox a
partir do lodo coletado no sistema de wetland construido da planta de tratamento de esgoto
sanitdrio demonstrando que a reagdo Anammox pode fazer parte do processo de remocgdo de

amoOnia desses sistemas.

5.7 — Comparacao de resultados obtidos na analise da diversidade

bacteriana encontrada em reatores Anammox

A diversidade bacteriana em reatores Anammox foi pesquisada anteriormente, pela andlise do
RNAr 16S através de clonagem, DGGE e /ou PCR em tempo real (PCRq ) (CHO et al., 2010,
PARK et al., 2010). No entanto, poucos estudos investigaram a diversidade bacteriana em
reatores Anammox por pirosequenciamento. As tecnologias de sequenciamento de segunda
geracdo (como o pirosequenciamento-454) fornece informagdes mais completa sobre as
comunidades microbianas devido a alta cobertura em comparagdo com os métodos
tradicionais baseados no sequenciamento Sanger. O Pirosequenciamento ofereceu a
capacidade de detectar organismos em baixa abundancia, anteriormente ndo detectaveis pelo

limite de deteccdo da técnica.

Em diferentes reatores Anammox, os filos mais freqiientemente detectados co- existindo
com Planctomycetes sdo: Proteobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes , Chlorobi e Nitrospira
sendo os dois primeiros os mais abundantes. Dos filos freqiientemente descrito nos
bioreatores Anammox, ndo foram detectados membros do filo Bacteriodetes em nehum dos
reatores do presente trabalho, mas outros dois filos foram detectados: Acidobacteria e GNO4.
Estes ainda ndo descritos de forma representativa nestes tipos de bioreatores, sugerindo
participacdo importante na ecologia microbiana para o enriquecimento das bactérias

Anammox e estabilidade dos reatores.
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Estes resultados indicam que bactérias Anammox e outras bactérias heterotréficas coexistiram
em ambos os reatores, suportando a idéia de que uma comunidade microbiana diversificada é
util e, provavelmente, necessdria para o enriquecimento das bactérias Anammox e
estabilidade do processo Anammox (CHO et al., 2010). Embora na maioria dos estudos
Anammox o meio afluente nido contenha matéria organica, as bactérias heterotroficas
dominaram sobre as Anammox. Isso também foi relatado em um reator de nitrificagdao, em
que as bactérias heterotréficas foram dominantes e em maior proporcdo que as bactérias
autotréficas (YE et al., 2011). O fornecimento da matéria orginica para essas bactérias
heterotréficas provavelmente advem do decaimento da biomassa existente no reator.
Bactérias oxidadoras de amonia (AOB ) do grupos das f - Proteobacteria foram observadas
co-existentindo com bactérias Anammox (HU et al., 2012), sugerindo que a cooperacdo entre
estes grupos pode ser importante para a remo¢do de amonia, em diferentes tipos de reatores.
Apesar da alta cobertura da técnica aplicada no presente estudo, o grupo das AOB ndo foi
detectado, no entanto, observou-se bactérias oxidantes de nitrito do género Nitrospira. Os
filos Proteobacteria, Chloroflexi, Bacteriodetes, Acidobacteria e Planctomycetes também
foram predominantes e detectado em outros tipos de lodo oriundos de plantas de tratamento
de 4guas residudrias municipais. Como os Bacteriodetes ndo foram detectados no presente
estudo, verificou-se que a composicdo da biomassa enriquecida em RI e RII ndo foi

semelhante aos outros lodos de plantas de tratamento de 4guas residudrias municipais.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Os resultados do monitoramento dos reatores RI e RII mostraram que foi possivel desenvolver
atividade e biomassa Anammox a partir dos indculos selecionados pela detec¢do prévia das

bactérias Anammox.

Observou-se o desempenho mais eficiente de remocdo de nitrogénio amoniacal para RII,
inoculado com lodo da ETE-REGAP a qual trata concentracdes de amoOnia mais elevadas
quando comparadas as ETEs de esgoto doméstico, apresentando maior estabilidade e

tolerancia frente ao aumento de carga afluente de nitrogénio.

A eficiéncia do processo Anammox frente a aplicacdo de cargas crescentes de compostos
nitrogenados utilizando o aumento de carga através do aumento da concentragdo de amonia
gerou inibicdo do processo. No entanto, o aumento de carga através da redugdo do tempo de

detengiio hidraulica permitiu estabilizar a eficiéncia de remog¢io de N-NH,* e N-NO,".

Em relacdo a comunidade Anammox, as condi¢es operacionais semelhantes utilizadas no
enriquecimento selecionaram a mesma populacio de Anammox, pertencente ao género
Candidatus Brocadia em ambos os reatores, apesar das diferencas observadas no indculo.
Pois, a comunidade Anammox da amostra inoculada, lodo da Wetland construida, era
constituida por um unico género Anammox, Candidatus Brocadia, enquanto a amostra da
REGAP, apresentava de trés géneros Anammox: Candidatus Anammoxoglobus, Candidatus
Kuenenia e Candidatus Brocadia. Estes resultados indicaram que os indculos t€ém um efeito
significativo sobre a composicdo da biomassa microbiana desenvolvida nos reatores, mas as
condi¢des operacionais aplicadas desempenham um papel importante na selecio da

comunidade de bactérias Anammox.

Quanto a estrutura da comunidade bacteriana enriquecida em ambos os reatores, foi
observado que a composicdo se mostrou distinta. Apesar dos grupos predominantes terem
sido comuns. Os filos dominantes detectados em ambos os reatores foram Proteobacteria,
Chloroflexi, Planctomycetes e Acidobacteria. O filo Bacteroidetes frequentemente observado

em reatores Anammox nio foi detectado. No entanto, os filos Acidobacteria e GNO4 foram
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observados pela primeira vez em reatores Anammox sugerindo a sua importincia para este

Pprocesso.
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CAPITULO 7

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar os fatores que possam interferir na estabilidade do processo Anammox de RI e RII
como: matéria orginica carbondcea, acidos e compostos toxicos como fenol, bem como

avaliar essa interferéncia na estrutura da comunidade microbiana.

Testar em RII a eficiéncia de remocdo do nitrogénio amoniacal utilizando efluente da
REGAP, uma vez que esse reator (RII) foi desenvolvido a partir do lodo coletado na ETE -
REGAP e apresentou a melhor eficiéncia e estabilidade quando comparado a RI. Além, de

possivelmente, possuir ja uma comunidade microbiana adaptada a esse efluente.

Estudar a ecologia da comunidade microbiana desenvolvida no reator apés a introducdo do
efluente da REGAP e relacionar esse resultados com a eficiéncia da atividade Anammox do

reator.
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