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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema biologico de remocao de
nitrogénio amoniacal operando em baixas concentragdes de oxigénio dissolvido. Para isto, foi
construido um reator operando em escoamento ascendente, no qual o afluente é introduzido
pela parte inferior, atravessando a camada de material suporte até o topo. Foi utilizado como
inéculo o lodo de uma lagoa de estabilizacdo de um abatedouro bovino localizado no
municipio de Presidente Prudente/SP. Inicialmente, o sistema operou em regimes de bateladas
e depois, em regime de fluxo continuo com diferentes TDH. Para a alimentacéo do reator nas
fases iniciais adotou-se um meio de cultivo sintético, descrito por Martins (2007), com o
intuito de estabelecer as condicdes ideais para o desenvolvimento das bactérias Anammox e
posteriormente, submeteu-se o sistema ao bombeamento de efluente bruto de um frigorifico.
Os resultados obtidos mostraram uma significativa eficiéncia de remogdo de N-amoniacal,
principalmente na fase sem recirculacdo de meio de cultura, com média de 71% de remocéo,
com a proporcéo de remocio de N-NH,": N-NO, média de 1:1,69. Em relacio ao periodo de
operacdo com efluente do frigorifico, ndo foram obtidos resultados satisfatorios, sem a
confirmacéo de proliferacdo de bactérias Anammox no sistema, devido a grande presenca de
matéria organica no mesmo confirmada pelas altas concentracdes de DQO.

Palavras-chave: Anammox, nitrogénio amoniacal, reator bioldgico.



ABSTRACT

This work aimed to develop a biological system for removal of ammonia nitrogen
operating at low concentrations of dissolved oxygen. Thus, a biological upflow vertical
reactor was built, in which the affluent pass through the support media until the top. Sludge
from an anaerobic stabilization pond of a slaughterhouse unit in the city of Presidente
Prudente - SP was used as inoculum. Initially the system operated in batch and afterwards in a
continuous flow with different HRT. For feeding the reactor, an initial phases was adopted a
synthetic culture media, described by Martins (2007), in order to establish the ideal conditions
for the development of Anammox bacteria and subsequently, submitted to the system a slugde
effluent of slaughterhouse. The results showed significant removal efficiency of N-NH,",
especially in the phase without recirculation of culture media, with an average of 71%
removal, with the proportion of removal of N-NH; :N-NO, average 1: 1,69. For the period
of operation with effluent from the slaughterhouse, were not obtained satisfactory results,
without confirmation of the proliferation of Anammox bacteria in the system, due to the high

presences of organic matter in the same confirmed by high concentrations of COD.

Keywords: Anammox, ammonia nitrogen, biological reactor.
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1. INTRODUCAO

A tematica ambiental tem se destacado em nossa sociedade face ao alto impacto que as
mais distintas atividades humanas tém causado sobre o ambiente, trazendo como
consequéncia a exaustdo de muitos recursos naturais (SCHIERHOLT NETO, 2007). O
desenvolvimento da sociedade tem alterado os produtos, as formas de producéo e os residuos
gerados, este ritmo esta trazendo passivos ambientais que devem receber atencédo, pois graves
problemas ambientais podem ser gerados.

Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
0 ano de 2010 registrou o abate de 29,265 milhdes de cabecas de bovinos em frigorificos;
representando uma alta de 4,3% em relacdo a 2009. E no primeiro trimestre de 2011, foram
abatidas 7,097 milhGes de cabecas de bovinos, representando um aumento de 0,2% em
relagdo ao mesmo periodo de 2010 (IBGE, 2011).

Para tentar diminuir os impactos ambientais sobre o meio ambiente, muitas técnicas de
tratamento visando a remocao de matéria organica da agua residuaria deste tipo de industria
foram desenvolvidas e implementadas. Porém, a remocao de nutrientes (nitrogénio e fosforo)
ndo recebeu a mesma atengdo, se tornando uma area carente de informacdes e técnicas viaveis
para sua implantacéo.

O lancamento de efluentes contendo concentragdes elevadas de nutrientes pode causar
varios danos ao ambiente aquético e a saude humana. No aspecto ambiental, pode-se levar a
eutrofizagdo dos corpos d’agua, favorecendo o crescimento de fitoplancton e de macrofitas
aquaticas que causam a deplecdo do oxigénio dissolvido do corpo receptor, mudanca na
qualidade das aguas, alteracdo da diversidade de espécies, mudancas de pH, floracdo de
cianobactérias, producdo de toxinas, entre outros (EPA, 1993; CALIJURI et al., 2006).
Quando se trata da salde humana, a concentracdo elevada de nitrato nas aguas de
abastecimento esté associada a doengas como metahemoglobinemia (sindrome do bebé azul) e
a formacdo de substancias de poder mutagénico e carcinogénico no organismo (EPA, 1993;
ALMASRI, 2007).

Diante da necessidade de cumprir normas ambientais e melhorar a qualidade dos
recursos hidricos disponiveis, varias técnicas de tratamento terciario (degradacéo de fosforo e
nitrogénio) vém surgindo. No entanto, boa parte destes pds-tratamentos gera custos adicionais
de implantacdo e operacdo do sistema, razdo pela qual h& grande interesse no

desenvolvimento de tecnologias que minimizem esses custos (NOCKO, 2008). Dentre as
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técnicas de pds-tratamento, o processo Anammox (Oxidacdo Anaerdbia de Aménia) mostra-se
como uma alternativa para remoc¢do de nitrogénio em apenas uma etapa; economicamente
viavel e sustentdvel em comparagdo com 0 processo  convencional de
nitrificacdo/desnitrificacéo.

Sendo assim, este trabalho buscou o enriquecimento de uma cultura microbiana
Anammox através da operacdo um reator bioldgico anaerébio para remocdo de nitrogénio

amoniacal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Desenvolver um sistema bioldgico de remogéo de nitrogénio amoniacal operando em

baixas concentracOes de oxigénio dissolvido.

2.2 Especificos

- Construcdo e operagdo de um reator, sendo este do tipo bioldgico, de leito fixo e
fluxo ascendente;

- Enriquecimento de microorganismos anaerdbios oxidadores de amdnia (Anammox)
para efetuar a remoc&o de nitrogénio amoniacal em aguas residuarias geradas pela industria de
abate de bovinos;

- Monitoramento do reator através de analises fisico-quimicas, e a otimizacdo da sua
operacdo, buscando a melhor eficiéncia de remocdo de N-amoniacal sob baixas concentracfes

de oxigénio dissolvido.
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3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Parametros de Qualidade dos Recursos Hidricos e os Impactos Gerados pelos
Compostos Nitrogenados

A lei federal n® 9433/97, que institui a Politica Nacional dos Recursos Hidricos e o
Sistema Nacional de Gerenciamento dos Recursos Hidricos, estabelece dentre outros aspectos
que:

| - a &gua é um bem de dominio pablico;

Il - a &gua é um recurso natural limitado, dotado de valor econémico;

I11- a gestdo dos recursos hidricos deve sempre proporcionar o uso multiplo das aguas.

Assim, pode-se afirmar que a agua € um bem que deve estar disponivel a todos e, por
se tratar de um recurso de disponibilidade finita, deve atender as diversas atividades humanas
de maneira racional e eficiente; buscando-se sempre a sustentabilidade. Porém, é cada vez
pior a situacdo da agua disponivel no planeta ja que, segundo Merten & Minella (2002), sua
gualidade vem sendo comprometida em decorréncia da poluicdo causada por diferentes
fontes, tais como: efluentes domésticos, efluentes industriais e o defltvio superficial urbano e
agricola; sendo que os esgotos - industriais e domésticos - estdo entre as principais fontes de
polui¢do dos corpos d’agua. Estudos de Borges (2003) mostram que apenas 0,78% da agua
disponivel no planeta apresenta qualidade ideal para ser utilizada no abastecimento publico.

Quando se utiliza o termo "qualidade da dgua", é necessario compreender que esse nao
se refere, necessariamente, a um estado de pureza, mas simplesmente as caracteristicas
quimicas (dureza, acidez, alcanilidade, presenca de oxigénio dissolvido e sais), fisicas (estado,
densidade, calor especifico, cor, sabor, turbidez, efeito da temperatura) e biol6gicas (presenca
de organismos que podem ser maléficos ou benéficos a salde) e que com base nessas
caracteristicas, sdo estipuladas diferentes finalidades para a &gua. Assim, a Politica Normativa
Nacional de Uso da Agua, como consta na Resolugdo CONAMA n.° 357, de 17 de margo de
2005 (alterada parcialmente e complementada pela Resolugdo CONAMA n° 430, de 13 de
maio de 2011), procurou estabelecer parametros que definem limites aceitaveis de elementos
estranhos, considerando os diferentes usos (MERTEN, G.H.; MINELLA, J.P., 2002).

A presenca de nitrogénio e fosforo em aguas residuarias € inevitavel; porém isso se
torna um problema quando estes componentes atingem os corpos d’agua em concentragdes
acima do permitido pela legislagédo ambiental vigente. Segundo von Sperling (2005), no meio

aquatico o nitrogénio pode ser encontrado nas seguintes formas: nitrogénio molecular (N,)



19

que escapa para a atmosfera; nitrogénio organico (dissolvido e em suspensao); amonia livre
(NH3) e ionizada (NH4"); nitrito (NO,) e nitrato (NOs3). Sob o ponto de vista da
caracterizacdo de aguas residudrias brutas e tratadas, 0s compostos que merecem maior
atencdo sdo a amonia, o nitrito e o nitrato.

A amonia existe em solucdo aquosa, tanto na forma de fon (NH4") quanto na forma
livre (NHs); sendo que esta relagdo é altamente dependente do pH e da temperatura do meio.
Em sua forma gasosa, a amonia é altamente tdxica para os peixes, podendo, em concentragdes
acima de 0,2 mg.L™ causar a morte de certas espécies (WATER POLLUTION CONTROL
FEDERATION, 1991; HAGOPIAN & RILEY, 1998). Além disso, apresenta uma alta
demanda por oxigénio dissolvido (4,6 mg de O, para cada miligrama de NH;") quando é
oxidada biologicamente a nitrato; o que normalmente, tem um significado negativo para a
vida aquética (EPA, 1975; BITTON, 1994). O nitrito (NO2) e o nitrato (NOj3) estdo
envolvidos a questdo da patogenicidade em seres Vivos.

No Brasil, a Resolucio CONAMA N° 357/2005, que estabelece as condigdes e
padrdes de lancamento de efluentes, fixa o limite maximo de emissdo apenas para O
nitrogénio amoniacal, por ser esta a forma mais nociva ao meio ambiente, em 20 mg de N-
NH4*.L™. Entretanto, em termos de padrdes de lancamento de efluentes, ndo houve nesta
atualizacdo da legislacdo a preocupacdo em se limitar a descarga de outras formas de
nitrogénio, como o nitrato e o nitrito, que também oferecem riscos de contaminacdo ambiental
(PHILIPS, 2008). Por outro lado, deve-se ressaltar que esta resolucdo apresenta valores
permissiveis de concentracdo de nitrito e nitrato, para padrées de qualidade da agua, de
acordo com o enquadramento em classes dos corpos hidricos.

Jé para fins de reuso, dependendo do destino, a qualidade da agua podera ser baseada
nos Padrdes Nacionais de Potabilidade. Estes sdo indicados pelo Ministério da Salude através
da Portaria n° 518 de 25 de maio de 2004, a qual determina concentracfes maximas de 10
mg.L™?; 1,0 mg.L* para N-NO3™ e N-NO;, respectivamente. No caso do nitrogénio amoniacal,
a concentracdo é fixada de acordo com o pH sendo que, para pH igual ou abaixo de 7,5 a
concentracio maxima permitida é 3,7 mg N-NH,".L™ (PHILIPS, 2008).

O Estado de Séo Paulo por meio do Decreto n° 8468, de 8 de setembro de 1976, que
dispde sobre a prevencdo e controle da poluicdo das &guas, preconiza em seu artigo 18, a
definicdo dos padrbes de emissdo para os efluentes de qualquer fonte poluidora lancados,
direta ou indiretamente, nos corpos d’agua. Os valores apresentados sdo: 10 mg.L™ para
nitrato, 1 mg.L™" para nitrito e 0,5 mg.L™* para a aménia. Além de obedecer aos limites

estabelecidos nesse artigo, os efluentes ndo poderdo conferir ao corpo receptor caracteristicas
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em desacordo cm o enquadramento do mesmo, na classificacdo das &guas (SILVA, 2009). A
Tabela 1 traz os padrdes de qualidade para o nitrogénio em &gua doce classe 2, de acordo com
as especificacdes da Resolucdo CONAMA n° 357/2005.

Tabela 1 — Padrdes de qualidade da 4gua com relacdo aos compostos nitrogenados em um corpo

d’agua classe II.

Parametro Valor Maximo
Nitrato 10,0 mg.L™"
Nitrito 1,0 mg.L™
Nitrogénio Amoniacal Total 3,7 mg.L™ para pH<7,5

2,0 mg.L™ para 7,5<pH<8,0
1,0 mg.L™ para 8,0<pH<8,5
0,5 mg.L™ para ph> 8,5

Fonte: Resolucdo CONAMA n° 357, 2005.
Existe também o problema de salde publica ligado ao saneamento dos domicilios,

uma vez que 0s reservatorios utilizados para abastecimento publico estdo sujeitos a
proliferacdo excessiva de cianobactérias, devido a alta concentragdo de compostos
nitrogenados provenientes da falta de tratamento adequado dos despejos domiciliares e
industriais. Algumas dessas algas podem sintetizar cianotoxinas tais como: as hepatotoxinas
(microcistina e nodularina), as neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a(s), homoanatoxina-a e
saxitoxina) e uma dermatoxina (lingbiatoxina) (CODD et al., 2005). Estas cianotoxinas sdo
perigosas porque, quando presentes na agua utilizada para abastecimento, pesca ou lazer,
podem atingir as populagdes humanas e provocar efeitos adversos como gastroenterite,
hepato-enterite e outras doencas do figado e rim, céncer, irritacdes na pele, alergias,
conjuntivite, problemas com a visdo, problemas respiratérios, asfixia, convulsées e morte,
dependendo do tipo da toxina, da concentracdo e da via de contato (KUIPER-GOODMAN et
al., 1999).

Outro problema ja citado e que pode ser evitado através da remocgdo de compostos
nitrogenados nas aguas residudrias € a metahemoglobinemia - também conhecida como meta-
Hb — doenca caracterizada pela conversdo da hemoglobina em metahemoglobina em grande
quantidade, a qual € incapaz de se ligar ao oxigénio e transporta-lo aos tecidos, causando
assim, a ma oxigenacéo das células, o que pode levar a morte dos pacientes.

Em sintese, os problemas ambientais relacionados aos compostos nitrogenados

abordados estdo listados na tabela abaixo.
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Tabela 2 — Impactos ambientais relacionados ao excesso de NH,", NO, e NO5” em corpos d’4gua.

ion Problema Ambiental
NH," Crescimento exagerado de plantas
aquaticas

Esgotamento de oxigénio dissolvido
Elemento toxico
NOy Crescimento exagerado de plantas
aquaticas
Esgotamento de oxigénio dissolvido
Elemento toxico
NO3 Crescimento exagerado de plantas
aquaticas
Metahemoglobinemia
Elemento toxico

Fonte: Gerardi, M. H., 2002.
Vale ressaltar também que, como afirma von Sperling (2005), a determinacdo da

forma predominante do nitrogénio em um corpo d’agua pode fornecer informagdes sobre o
estagio da poluicdo, ou seja, uma poluicdo mais recente estd associada ao nitrogénio na forma
organica ou de amdnia, enquanto que uma poluicdo mais remota esta associada ao nitrogénio

na forma de nitrato.

3.3 O Ciclo do Nitrogénio: Visdo Geral

Segundo Hagopian & Riley (1998), o nitrogénio é um dos mais importantes elementos
para todos os seres vivos e é capaz de assumir um grande nimero de estados de oxidacéo,
podendo assim, existir em muitos compostos. Boa parte do nitrogénio global encontra-se na
forma de nitrogénio gasoso (N), o qual ndo esta disponivel para a biota terrestre. O
suprimento e a ciclagem de suas formas disponiveis dependem da decomposi¢édo bioldgica do
nitrogénio presente em seus componentes acumulados na biota; esta decomposi¢cdo ocorre
pelos processos de fixacdo, amonificacdo, nitrificacdo e desnitrificacdo (CHAZAL & LENS,
2000).

A Figura 1 sintetiza as interconversdes biolégicas do nitrogénio, onde, inicialmente, o
nitrogénio gasoso do ar é reduzido a amonia por bactérias presentes no solo ou na agua. A
amonia formada na etapa anterior ou produzida da decomposi¢do de compostos nitrogenados
organicos pode ser assimilada pelos organismos vivos ou entdo, ser oxidada até nitrato pela
acdo de bactérias nitrificantes. O nitrato, por sua vez, pode ser convertido a oxido nitroso e
nitrogénio gasoso (processo de desnitrificacdo), voltando assim, a atmosfera (BROCK &
MANDIGAN, 1991).
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Figura 1 — Representagdo esquematica dos conversdes envolvidas no ciclo bioldgico do nitrogénio.
Fonte: METCALF & EDDY, 2003.

O ciclo ilustrado acima é muito mais complexo do que se imagina, devido as
numerosas interacdes que podem ocorrer entre as comunidades microbianas envolvidas e
pelas interferéncias entre as rotas metabélicas. E por isso que novos estudos estdo sendo
desenvolvidos com o intuito de compreender mais a fundo o comportamento do nitrogénio na

biosfera e assim, auxiliar o desenvolvimento de novos processos para sua remocao.

3.4 Processos de Remocao de Nitrogénio de Aguas Residuarias

Para a remocao de nitrogénio de efluentes de indudstrias e em plantas de tratamento de
esgotos, podem ser utilizados tratamentos fisico-quimicos ou tratamentos bioldgicos. Os
tratamentos quimicos de eliminagdo de aménio por precipitagdo com amonio-fosfato de
magnésio ou de NHj; por “stripping” sdo eficientes, mas em relagdo a0S processos de
tratamento bioldgicos sdo mais onerosos (FUX et al., 2002).

Em seguida, sdo descritos alguns processos de remocao bioldgica de nitrogénio, sendo

0 primeiro a via convencional e os demais, processos alternativos.

3.4.1 Nitrificagdo e Desnitrificagdo
Entre os processos conhecidos para a remogédo de compostos nitrogenados, o biologico
é 0 que melhor se adapta a realidade econdmica e ambiental de muitas industrias (EPA, 2002
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apud KHIN & ANNACHHATRE, 2004), por ser mais seguro e barato. Este método baseia-se
nos processos de nitrificagéo e desnitrificacao.

A nitrificacdo é um processo que ocorre em varios ambientes naturais, como por
exemplo, no solo, onde bactérias denominadas de nitrificantes oxidam o nitrogénio amoniacal
até nitrato (PHILIPS, 2008).

Em sistemas convencionais de tratamento biol6égico, bactérias aerdbias
quimioautotroficas sdo responsaveis pelo processo de nitrificacdo, realizando a oxidacdo do
nitrogénio amoniacal ou nitrito, com a utilizagdo do CO,(g) como fonte de carbono.

De acordo com METCALF & EDDY (2003), na primeira etapa da nitrificacdo as
bactérias dos géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e
Nitrosorobrio participam da etapa de nitritacio (oxidacdo de N-NH4" a N-NOy). E durante a
segunda etapa da nitrificacdo, também chamada de nitratacdo (oxidacdo de N-NO; a N-NOg),
séo envolvidos os géneros Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira, Nitrospina e Nitroeystis. As
espécies de cada género podem ser exemplificadas através da Figura 2.

Nome das espécies Nome das espécies
oxidadoras de aménia oxidadoras de nitrito
N. halophilus N. alkalicus
. N. mobilis . N. hamburgensis
Nitrosococcus N nirasts Nitrobacter N. vulgaris
N. oceani N. winogradsky
N. briensis N. marina
Nitrosospira N. muit{formfs Nitrospira N. mqscovfen.sfs _
N. tenuis Candidatus N. efluvi
(' N. aestuarii : . ”
K comiie Nitrospina N. gracilis
N. cryotolerans
N. europaea
N. halophila
N. marina
N. nitrosa
N. oligotropha
N. ureae

Figura 2 - Espécies de bactérias autotroficas capazes de oxidar aménia e nitrito.
Fonte: Adaptado de VANPARY'S, 2006.
Dessa forma, a nitrificacdo € descrita de acordo com as seguintes equacdes (VON
SPERLING, 2002):
2NH4 + 3 0, — 2NO, + 4 H* + 2H,0 + Energia (Eq. 1)
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2NO, +1 O, — 2NO3 (Eq 2)

Equacdo Geral
NH;" + 2 0, — NO3 + 2 H" + H,0 + Energia (Eq. 3)

Nota-se, através das equacBes acima, a alta demanda de oxigénio para a oxidacéo do
nitrogénio amoniacal. Além disso, a Equagdo 1 mostra que tal processo gera jons H* que
podem diminuir o pH do sistema caso o efluente ndo contenha alcalinidade em quantidade
suficiente para tamponar a acdo destes ions; neste caso € imprescindivel a adicdo de
bicarbonato ao sistema, o qual também serve como fonte de carbono para as bactérias
quimioautotroficas envolvidas.

A conversdo bioldgica de compostos oxidados de nitrogénio — como nitrito e nitrato —
em compostos mais reduzidos — como Oxido nitrico (NO), 6xido nitroso (N,O) e gas
nitrogénio (N) — é denominada desnitrificacdo. Em processos convencionais de tratamento de
aguas residudrias, a desnitrificacdo € processada por bactérias heterotréficas facultativas,
incluindo os géneros Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,
Hypomicrobium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium, Pseudomonas,
Rhizobium, Rhodopseudomonas, Spirillum, Vibrio, halobacterium e Methanomonas
(METCALF & EDDY, 2003).

A desnitrificacdo anoxica, ou seja, realizada sem oxigénio, & responsavel pela
conversdo de NOz ou NO; a N, Segundo Metcalf & Eddy (2003), a equacdo de
desnitrificacdo do efluente a partir de fontes de nitrato é descrita pela Equacao 4 e C10H1903N
representa a fonte de carbono organico em aguas residuarias pela US EPA (1993):

C10H1903N + 10NO3” — 5N, + 10CO; + 3H,0 + NH3 + 100H" (Eq. 4)

A presenca de matéria organica é essencial para que o processo de desnitrificacdo
ocorra, ja que esta funciona como doadora de elétrons. Ela pode ser suprida através de
compostos sintéticos adicionados ao meio (estequiometricamente, 0,83 moles de metanol sdo
necessarios para desnitrificar um mol de NO3’), ou pela matéria orgénica presente no proprio
residuo a ser tratado (SCHIERHOLT NETO, 2007). O oxigénio pode causar inibi¢do na
desnitrificacdo pela repressdo das enzimas redutoras de nitrato. Contudo, a desnitrificacdo

pode ocorrer na presenca de baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (0,5 mg O,. LY.
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Isso porque a concentragdo de oxigénio no interior do floco ou biofilme pode ser menor que
no meio liquido, promovendo a desnitrificacdo nesses locais (METCALF & EDDY, 2003).

De acordo com Van Haandel & Marais (1999), entre as condi¢bes ambientais mais
importantes para este processo estdo a temperatura e o pH. Eles relatam que a velocidade de
desnitrificacdo € maxima para uma faixa de pH entre 7,0 e 7,5 e que para valores abaixo de
6,0 e acima de 8,5 ha uma diminuicdo consideravel na atividade desnitrificante. Observam
também que a velocidade de desnitrificacdo aumenta com a temperatura até atingir um valor
otimo de 40°C.

3.4.2 O Processo Anammox

Tal processo foi descoberto acidentalmente na década de 90 por pesquisadores que
observavam a perda de amonio em um reator desnitrificante em uma estacao de tratamento de
esgotos na Holanda (MULDER et al., 1995). O microrganismo responsavel pela
transformacéo anaerdbia de amdnio em nitrogénio gasoso era desconhecido, porém, Strous et
al. (1999) identificaram o mesmo como uma bactéria autotrofica da ordem Brocadiales,
filiados a Planctomycetes e o processo foi chamado de Anammox (“Anaerobic Ammonium
Oxidation").

Segundo Martins (2010), as bactérias Anammox representam a mais recente inclusdo
de microrganismos atuantes no ciclo biogeoquimico do nitrogénio. Tais microrganismos
obtém sua energia para 0 crescimento a partir da conversao do amonio e nitrito em gas
nitrogénio (N), sob auséncia de oxigénio e utilizando uma fonte de carbono inorgéanico. Neste
metabolismo, ocorre a formagdo da hidrazina, um composto intermediario muito reativo e
toxico. Bactérias Anammox sdo caracterizadas por um arranjamento celular diferenciado,
marcadas pela presenca de um compartimento central conhecido como anamoxossomo.

Desde que foi descoberto, o processo Anammox tem sido apontado como uma forma
economicamente eficiente e sustentavel de tratar aguas residuérias ricas em nitrogénio
amoniacal (JETTEN et al., 1997; KARTAL et al., 2010). Estudos de Kartal et al. (2010)
mostram que com sua implementacdo, pode-se reduzir em até 60% 0s custos operacionais
devido a reducdo no consumo de O, e a diminuic¢do na producdo de lodo e pode-se alcancar
também, 90% de reducdo nas emissdes de gases de efeito estufa, j& que este processo nédo
libera na atmosfera o intermediario NO,.

Caélculos baseados nos estudos de Siegrist et al. (2008) mostram que o processo de

tratamento de &guas residuarias com microrganismos Anammox atuando na linha principal do
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sistema representaria um consumo de 24 watt-hora por pessoa por dia (Wh.p™.d™), enquanto
que o tratamento convencional oferece um consumo de 44 Wh.p™.d™.

Segundo Van de Graaf et al. (1996), a estequiometria global de um processo
Anammox pode ser descrita da seguinte maneira:

INH;" + 1,32NO,” + 0,066HCO; + 0,13H" — 1,02N, + 0,26 NOs3 + 0,066
CH2005No 15+ 2,03H,0 (Eqg. 5)

Os organismos Anammox, como dito anteriormente, estdo classificados no filo dos
Planctomicetos, cinco dos quais foram denominados provisoriamente de Candidatus Brocadia
anammoxidans, Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, Candidatus Scalindua wagneri,
Candidatus Anammoxoglobus propionicus (KARTAL et al., 2008) e Candidatus Jettenia
asiatica (QUAN et al., 2008), que se constituem em um grupo interessante de bactérias com
muitas propriedades raras ou Unicas. Elas apresentam morfologia de cocos com didmetro
menor que 1 um (VAN NIFTRIK et al., 2004), tempo de duplicacdo de aproximadamente 11
dias e sao fisiologicamente distintas dos outros membros do grupo, pois sdo anaerdbias e
quimiolitoautétrofas. Tais bactérias contém uma organela ligada a sua membrana celular, a
qual é responsavel pela conversdo do amonio e do nitrito a gas nitrogénio sob a a¢do da
hidrazina (N,H;) (KARTAL et al., 2010). Sdo organismos mesdéfilos, ou seja, apresentam
eficiéncia maxima de seus processos metabdlicos a uma temperatura entre 20° e 42°C e em
pH entre 7 e 8 (SCHIANETZ, 1999).

As bactérias Anammox sdo mais versateis metabolicamente do que se pensava. Além
do metabolismo usual, autotréfico, sdo capazes de crescer em meio contendo &cidos organicos
como doadores de elétrons para reducdo de nitrito e nitrato (GUVEN et al., 2005; KARTAL
et al., 2007b).

A partir de estudos do genoma do género K. stuttgartiensis (4,2 megabases) é que
foram deduzidas as rotas metabdlicas da oxidacdo anaer6bia do aménio neste tipo de
microrganismo. Tais estudos apontam a existéncia de diversos genes especificos, dentre os
quais 0s responsaveis pela sintese das enzimas nitrato redutase e nitrito redutase, comuns aos
primeiros passos da desnitrificacdo. Porém, a auséncia de genes para 6xido nitrico redutase e
oxido nitroso redutase (que também sdo enzimas da desnitrificacdo) sugere uma rota diferente
da desnitrificacdo convencional. Assim, tanto o nitrito quanto o nitrato podem servir como
receptores de elétrons, com amdnio sendo o produto final. A medida que o organismo pode
gerar tanto nitrito (do nitrato) quanto amoénio (do nitrito), a consequéncia € que este

organismo pode produzir seus préoprios receptores e doadores de elétrons. Essa via metabdlica
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leva a producéo de N, por um caminho diferente da desnitrificagdo convencional (KARTAL
et al., 2007a).

De acordo com Jetten et al. (2000), a remogéo de nitrogénio via Anammox se mostra
mais simples que aquela via nitrificacdo e desnitrificacdo convencional. Além disso, a reacéo
Anammox € tdo energicamente favoravel (AG°= -357 kJ/mol) quanto, por exemplo, a reagdo
de nitrificacdo (AG°=-275 kJ/mol).

Quanto as caracteristicas operacionais Otimas para o desenvolvimento desta
microbiota, pode-se dizer que o pH ideal para crescimento dos microrganismos esta entre 7 e
8 com o 6timo proximo de 8 e a temperatura de atuagdo esta na faixa de 20 a 43° com o 6timo
em 40+3 °C (SCHIERHOLT NETO, 2007). Ainda segundo Schierholt Neto (2007), o
processo Anammox sofre forte inibicdo pela presenca de oxigénio dissolvido (OD), mesmo em
baixas concentracdes como 2umol/L (0,06 mgO, L™). Porém, a inibicdo cessa imediatamente
apos a retirada do OD do meio sendo, portanto, uma inibigdo reversivel.

Uma desvantagem deste tipo de tratamento é que o desenvolvimento de bactérias é
muito lento e, portanto, € necessario um sistema eficiente de separacdo de solidos e um longo
periodo de partida para se obter a concentracdo de biomassa suficiente para uma boa operacéo
(JETTEN et al., 1997).

A Figura 3 mostra um esquema do ciclo biolégico do nitrogénio com o processo de
nitrificagdo, desnitrificagéo, fixagdo do nitrogénio e Anammox.

Desnitrificacao

CH,OH N,
NO, NH,"
Anammox®
NO,
D-_) G?
Nitrificacao

Figura 3 — Esquema representativo do ciclo biolégico do nitrogénio.

Fonte: http://www.paques.nl/?pid=46
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3.4.3 O Processo SHARON

O SHARON (Single reactor system for high Ammonia removal over Nitrite) € sistema
de um Unico reator que remove altas concentracfes de aménia, oxidando parcialmente a
amonia em nitrito. Segundo Hellinga et al. (1998), reatores desse tipo trabalham a
temperaturas na faixa de 35 a 40°C e pH entre 7 e 8; e, Van Kempen et al. (2001) aponta que
devido a alta temperatura ha um crescimento muito alto de microrganismos, portanto, o tempo
de retencdo pode ser limitado para um dia.

Mulder & Kempen (1997) indicam vantagens do processo SHARON, como: o baixo
investimento devido a utilizacdo de um Unico reator com simples operacdo e manutenc&o;
baixos custos relacionados as baixas quantidades de oxigénio e carbono utilizadas; além do
processo ndo requerer pré-tratamento e ndo utilizar nenhum tipo de produto quimico. Essas
vantagens sdo demonstradas na Figura 4, confirmando uma economia de 25% de oxigénio, e
40% de fonte de carbono, além de apresentar as equagdes do processo em questao.

Também é um processo que pode ser utilizado em associacdo, pois tanto o nitrogénio
amoniacal como o nitrito sdo requeridos no processo Anammox. Na Figura 5 sdo ilustrados os
processos em conjunto, sendo o SHARON considerado um pré-tratamento para o reator

Anammox.

NH; 4150, —>NO,” +H,0+H~ AG®=-384,40KJ  Nitrificagio Parcial
NH; 120,+—NO,” +H,0+H~ AG®=-267.84KJ  Nitrificacdo Convencional

|—> Economia de 25% de oxigénio

8NO,” +BCH,CO01 +5H* —> 4N, +6HCO,” +4H,0 AG®=-3077 kJ
Desnitrificagdo via nitrito
8NO,” +[SCH,COO[ +3H™ —— 4N, +10HCO,” +4H,0 AG® =-4076 kI

Desnitrificagdo Convencional

—» Economia de 40% de fonte de carbono

Figura 4 — Reacles do processo SHARON (nitrificagdo parcial) e suas vantagens energéticas em
relagdo a nitrificagcdo convencional.
Fonte: HUNIK et al., 1993.
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Q0% M,
100% TH,* 0% MO 10% IO
r— — —_—
50% MH,*
DE
Eeator SHAROIT Eeator ATTADNTAOE

Figura 5 — Representagédo esquematica da aplicacdo de um sistema SHARON como
pré-tratamento de um reator Anammox.
Fonte: SCHIERHOLT NETO, 2007.

3.4.4 Os Processos CANON e OLAND

Outros processos que podem ser utilizados com o intuito de remover a amonia via
nitrito sdo o CANON e 0 OLAND (CANON - Completely Autotrophic Ammonium Removal
Over Nitrite, OLAND - Oxygen Limited Autotrophic Nitrification Denitrification), ambos
removem aménio em um Unico reator, em um Unico estagio, porém, com limitacdo de
oxigénio (VERSTRAETE E PHILIPS, (1998); SLIEKERS et al., 2002).

A principal distincdo entre eles, é que OLAND faz uso da atividade desnitrificante
pelas bactérias aerdbias nitrificantes, e o CANON incorpora o processo Anammox. No
processo OLAND, as bactérias do género Nitrosomonas, oxidadoras de aménia, obtém
energia a partir da combinacdo da nitrificacdo (Equacdo 6) e da desnitrificacdo autotrofica
(Equacéo 7) (SILVA FILHO, 2009). De acordo com as seguintes reacdes:

Nitrificacao
0,5NH;" + 0,750, — 0,5NO, + 0,5H,0 + H* (Eq. 6)

Desnitrificacao
O,5NH4+ +0,5NO," — 0,5N, + H,O (Eq 7)

Reacéo Global
NH4" + 0,750, — 0,5N; + 1,5H,0 + H* (Eq. 8)
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E no processo CANON €é combinado nitrificacdo parcial (Equacdo 9) e processo
Anammox (Equagdo 10), sempre em um Unico reator e muito aplicado em reatores com
biofilmes (SCHMIDT et al., 2003). Segundo Khin & Annachhatre (2004) em sua revisao de
literatura, as equacOes que relatam esse sistema sdo:

Nitrificacao parcial

NH4Jr +150, — NO; + 2H" + H,O (Eq 9)
Anammox
NH4+ + 1,3NO," — 1,02N, + 0,26NO3™ + 2H,0 (Eq 10)

Reacao Global:
NH4" + 0,850, — 0,435N, + 0,13 NO3™ + 1,3H,0 + 1,4H" (Eq. 11)

3.4.5 Desnitrificacdo Curta

Atualmente, vérias pesquisas tém demonstrado a ocorréncia de microrganismos
nitrificantes capazes de reduzir NO, a N,O ou NO, sob baixas concentracGes de oxigénio
dissolvido. A partir disso surgiu o conceito de desnitrificacdo curta ou desnitrificacdo via
nitrito, na qual, segundo Cervantes et al. (2001) em um ambiente anaer6bio, 0 nitrogénio
amoniacal pode atuar como doador de elétrons auxiliar, formando NO, e este promover a
desnitrificacdo com baixissimas concentracfes de produtos intermediarios.

De acordo com o apresentado anteriormente, as bactérias nitrificantes sdo aerdbias e,
portanto, dependem da concentracdo de oxigénio dissolvido para realizarem a etapa da
nitrificacdo. Apesar disto, é apresentado o fato das bactérias oxidadoras de nitrito serem mais
sensiveis a baixas concentracdes de oxigénio que as oxidadoras de aménio. Com isto, varios
trabalhos estdo usando a limitacdo de oxigénio dissolvido para causar a inibicdo do
Nitrobacter e promover o acumulo de nitrito (LAANBROEK et al., 1993)

As condigOes para se atingir uma efetiva nitrificacdo/desnitrificagdo via nitrito séo
(YOO et al., 1999):

e Usar processo simultdneo e/ou alternado de nitrificagdo e desnitrificagdo em um
mesmao reator;

e Manter baixas concentracfes de oxigénio dissolvido durante a aeracao;
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e Manter organismos em contato com agua residuaria afluente em condicbes de
suprimento de oxigénio deficiente, para induzir contato com altas concentracfes de
amonia livre ou hidroxilamina livre;

e Elevar pH;

e Adicionar hidroxilamina ao reator;

e Manter a temperatura do reator proxima a 25°C.

Villaverde et al. (2000) relatam que o processo de remocao bioldgica de nitrogénio por
via curta, pode reduzir em até 25% do oxigénio requerido na nitrificacdo e, aproximadamente,
40% da fonte externa de carbono na desnitrificacdo. Além disso, este método proporciona de
30 a 40% na reducdo do volume do reator e elevada taxa de desnitrificacdo. As equacOes
caracteristicas deste processo estdo representadas abaixo, com o CH,O atuando como doador
de elétrons e como fonte de carbono.

NH;" +1,50,— NO; + H,0 + 2H" (Eq. 12)

NO, + 0,75 CH,0 — 0,5 N, + 0,75 HCO3; + 0,75 H* (Eq. 13)

Equacdo Geral:
NH;" + 1,5 0,+ 0,75 CH,0 — 0,5 Ny + 0,75 HCO3 + H,0 + 2,75H" (Eq. 14)

3.5 Pos-Tratamento de Efluentes em Reatores de Leito Fixo

Conforme assegura Chernicharo (1997), um sistema anaerébio de tratamento de
efluentes apresenta caracteristicas muito favoraveis: baixo custo, simplicidade operacional e
baixa producdo de solidos. O papel do pés-tratamento, neste caso, é o de completar a remogéo
de matéria organica, bem como o de proporcionar a remocao de constituintes pouco afetados
no tratamento convencional (nutrientes e patogénicos).

Como as bactérias Anammox tém um tempo de duplicacdo celular relativamente alto
se comparado as outras bactérias (11 a 20 dias), uma solucdo encontrada foi o
desenvolvimento, em laboratério, de um sistema de reatores que permita a retencao eficiente
do lodo, ou seja, um reator de leito fixo e operando, na fase inicial, sob o regime de bateladas
sequenciais (HU et al., 2006; STROUS et al., 1998; KARTAL et al., 2008).

Von Sperling (2005) afirma que os reatores anaerobios de leito fixo s&o caracterizados

pela presenga de um material de empacotamento estacionario, no qual os solidos bioldgicos
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podem aderir ou ficar retidos nos intersticios. A massa de microrganismos aderida ao material
suporte, ou retida em seus intersticios, degrada o substrato contido no fluxo de agua
residuaria.

O material suporte para microrganismos neste tipo de reator pode ser de varios tipos.
O mais usual € pedra britada, mas podem ser utilizados outros materiais como: anéis de
plastico, elementos cerdmicos, modulos de plastico tubulares e com fluxo cruzado, elementos
de madeira, bambu, esferas perfuradas etc. Evidentemente, deve-se procurar materiais
convenientes quanto a eficiéncia, disponibilidade e custo.

O sistema de leito fixo é geralmente operado em fluxo vertical, tanto ascendente
quanto descendente, sendo o de fluxo ascendente o mais usual. Na configuracdo do
ascendente, o liquido € introduzido pela base, fluindo através da camada filtrante e sendo
descartado pela parte superior; enquanto que no caso do descendente, o despejo € distribuido
na parte superior, imediatamente acima do meio suporte, sendo recolhido na parte inferior.

Tal sistema apresenta simplicidade operacional, eficiente retencdo de biomassa,
homogeneidade na mistura, estabilidade por um longo periodo de operacéo e estabilidade sob
condicdes limitantes de substrato (STROUS et al.,, 1998; VAN DONGEN et al., 2001;
MARTINS, 2010). Além disso, Cybis et al. (2001) destaca estas outras vantagens:

e Espaco minimo, devido suas operagdes ocorrerem em um mesmo tanque;

e Possibilidade de modificacdo do ciclo durante a operacao;

e Potencial elevado para automacdo do funcionamento e do controle asdos processos
bioldgicos;

e Flexibilidade ao tratar a carga organica dos efluentes;

e Estabilidade operacional do sistema ndo é afetada com a perda de lodo.

No entanto, como as pesquisas na area de pos-tratamento de efluentes ndo sdo muito
desenvolvidas, deve-se buscar a constante adaptacdo dos sistemas de tratamento ja existentes.

Isto fica evidenciado no trabalho desenvolvido por Moura (2011), no qual o autor assegura:

A aplicacdo de diferentes estratégias operacionais em sistemas de tratamento
que promovem a remogdo bioldgica de nitrogénio é um tema de grande relevancia.
Isso se deve ao fato de haver pouco conhecimento especifico sobre como o uso de
novas condicBes operacionais pode influenciar em tais processos. Com isso,
pesquisas que tém por objetivo avaliar o desempenho de reatores que utilizam
medidas operacionais inovadoras sdo de grande importancia para o desenvolvimento
de novas tecnologias, buscando sempre sistemas com uma eficiéncia elevada
juntamente com uma operacdo estavel e economicamente favoravel (MOURA,
2011, p. 17).
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Nesse sentido, segundo Aradujo et al. (2010), trabalhos que visam o enriquecimento e a
producdo de biomassa Anammox sdo importantes, pois podem viabilizar a aplicacdo dessa
biomassa como in6culo para a partida de reatores cada vez maiores que, posteriormente,
poderdo ser aplicados ao tratamento de aguas residuérias contendo elevadas concentragdes de

compostos nitrogenados.

3.6 Efluentes Gerados em Industrias de Abate de Bovinos

O abate de bovinos é uma das atividades econdmicas mais importantes no mercado
brasileiro, colocando o Brasil entre um dos maiores exportadores da carne bovina no mundo.
Dados divulgados pelo IBGE no final de 2010 revelam que o montante de abate do ano foi de
29,625 milhdes de cabecas; um aumento significante em relacdo ao ano anterior (4,3%)
devido, principalmente, ao aquecimento do consumo interno (www.ibge.gov.br).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 2002) o
volume de agua consumida e efluente gerado por produto acabado pode variar
substancialmente entre diferentes plantas de processamento. Uma das variaveis é o reflexo
dos diferentes niveis de investimentos para a minimizacdo do consumo de agua a fim de
reduzir os custos com o tratamento do efluente. Os abatedouros de modo geral necessitam de
agua em abundancia em seu processo de industrializacdo, podendo chegar a 2500 litros por
animal abatido (BRAILE, 1993).

No processamento de carnes a agua € utilizada na lavagem das carcacas, remocédo de
pélos, evisceracdo, limpeza e sanitizacdo dos equipamentos e utensilios do processo e, ainda,
no resfriamento de equipamentos (TEIXEIRA, 2006). Desta maneira, 0S principais
constituintes dos efluentes oriundos do processamento de carnes sdo uma variedade de
componentes organicos biodegradaveis, primariamente gorduras e proteinas.

Com a intencdo de melhorar a qualidade do efluente que sera langando no corpo
d’agua e assim, fornecer um tratamento adequado a cada tipo de efluente, os frigorificos
dispdem de tubulagdes que separam trés tipos distintos de efluentes conhecidos como Linha
Vermelha, Linha Verde e Linha de Esgoto Sanitario. Da Linha de Esgoto Sanitario fazem
parte os despejos liquidos provenientes dos banheiros e da cozinha, que posteriormente sao
despejados na Linha Vermelha. Esta, por sua vez, contém os despejos originarios do abate e
manuseio da carne vermelha (sangue e visceras). Por fim, a Linha Verde corresponde a agua

contendo estrume e rimen, oriunda das lavagens dos currais, bucharia e triparia. Desta forma,
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é apresentado a seguir o fluxograma do processo industrial tipico de abate de bovinos (Figura
6).
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Figura 6 — Fluxograma descritivo do processo industrial de abate de bovinos,
considerando duas linhas de producéo de efluente.
Fonte: AMORIN, D.G.; DADAMO, L.F., 2008.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos e Vidrarias Envolvidas

Vidraria comum de laboratorio (béquers, balGes volumétricos, pipetas, provetas, etc);
Balanca semi-analitica — modelo AY220, marca SHIMADZU;

Bomba peristaltica modelo 85MHP5, marca STENNER,;

Bomba peristaltica modelo 77120-62, marca MASTERFLEX;

Bomba peristaltica modelo 77120-52/6 rpm, marca MASTERFLEX;

Estufa — marca SOLAB;

Forno de DQO — modelo HI 839800 marca HANNA INSTRUMENTS;
Espectrofotdbmetro — modelo Genesys 10 uV, marca THERMO ELECTRON
CORPORATION;

Oximetro — modelo H19146 marca HANNA INSTRUMENTS;

Medidor de pH de bancada — modelo mPA-210/ mPA210P, marca TECNOPON;
Destilador de Nitrogénio — modelo MA-03, marca MARCONI Equipamentos e
Calibragdo para Laboratorios LTDA,;

Termo-microbalanga - modelo TG 209, marca NETZSCH,;

Microscopio Eletronico de Varredura - modelo EVO LS 15, marca ZEISS;

Sputtering — modelo Q150R ES, marca QUARUM.

4.2 Reagentes utilizados

Antes de dar inicio a operacdo definitiva do reator foi necessario preparar as solucfes

envolvidas nas analises efetuadas durante toda a operacdo do sistema. Desta maneira, segue

abaixo uma lista com informacdes técnicas dos reagentes empregados em tais procedimentos
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Reagentes usados para preparar as solucées envolvidas na determinacgéo da DQO,

Nitrogénio Amoniacal, Nitrito, Nitrato, DBO e nas anélises de MEV.

Reagentes Formula Peso Percentagem Marca
Molecular Molecular de Pureza
(g.mol™)
Sulfato de Prata Ag2S04 311,80 99% Impex
Acido Sulfarico H,SO, 98,08 95-99% Impex
Acido Sulfdrico H,SO0, 98,08 95-98% Fmaia
Dicromato de K2Cr,07 294,18 99% Synth
Potassio
N — (1-nafti|) CioH1sN, 259,18 98% Vetec
etilenodiamino .2HCI
Sulfato de HgSO, 296,65 98% Vetec
Mercurio
Acido Cloridrico HCI 36,46 37% Impex
Sulfanilamida CsHgO2N,S 172,21 99% Synth
Nitrato de Potassio KNO; 101,10 99% Cinética
Nitrito de Sodio NaNO, 69 97% Cinética
Fosfato KH,PO, 136,09 99% Fmaia
Monobasico de
Potassio
Fosfato dibasico de KH,PO, 136,09 97% May & Baker
potéssio
Fosfato dibasico de Na;HPO, 268,07 98% Impex
sadio .TH,0
heptahidratado
Cloreto de amdnio NH.CI, 53,49 99,5% Fmaia
Sulfato de MgSQ, . 7TH,0 246,50 99% Reagen
Magnésio
Cloreto de Calcio CaCl, 110,99 99% Casquimica
Cloreto férrico FeCl; . 6H,0
Acido Boérico H3BO3 61,83 99,5% Reagen
Hidroxido de NaOH 40 Reagen
Sodio
Solucéo CsHg0, 100,1 Cinética
Glutaraldeido 5%
Fosfato de Sddio NaH,PO, . 137,99 98% LabSynth
Monobasico H,O
Fosfato de Sodio Na,HPO4. 268,07 99% Vetec
Dibasico 7H,0

Além destes reagentes, utilizou-se também para a determinacdo de N-amoniacal nas

amostras, um indicador misto para a solucdo de acido borico 4% cuja composicdo € a

seguinte, para cada 1L de solugdo de H3BOj3 preparada: 15 mL de vermelho de metila (0,1%

em etanol) e 6 mL de verde de bromocresol (0,1% em etanol).
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4.3 O Reator

O reator foi construido a partir de um tubo de vidro (de 85 cm de altura e didmetro
interno de 7,5 cm) e com conexdes e valvulas de PVC, operando em escoamento ascendente,
onde o afluente é introduzido pela parte inferior (Al), escoando atraves da camada de material
suporte até o topo do reator (saida). O ponto de saida do efluente (A2) foi instalado a uma
altura de 77 cm da base do reator. Deste modo, o volume total do reator foi de 3,52 L. Para o
funcionamento deste reator foram utilizadas diferentes bombas peristalticas (de acordo com o
propdsito de cada fase), permitindo que o nivel do liquido permanecesse constante dentro do
reator. As dimensoes da parte cilindrica do reator eram: 45,0 centimetros de altura preenchido
com material suporte (leito fixo); e 32,0 centimetros de headspace. A Figura 7 exemplifica a
estrutura do reator confeccionado.
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Figura 7 — Esquema ilustrativo do reator.
As caracteristicas fisicas do reator estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas fisicas do reator.

Parametros do Reator

Altura 85 cm
Diametro 7,5cm
Volume total 3,52L
Volume util 2,32 L

Porosidade do leito 60%
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De forma a possuir controle sobre a temperatura, o reator foi fixado com um suporte
metélico dentro de uma cadmara de madeira com dimensdes de 1,50 m de altura x 1,00 m de
largura x 1,00 m de comprimento. Além disso, o leito do material suporte para a formacéo do
biofilme era caracterizado pela presenca de um material de empacotamento estacionario, no

qual os sélidos biologicos puderam aderir ou ficar retidos nos intersticios.

4.4 Material Suporte
Para o trabalho em questdo, foram adotadas particulas de pedriscos de formato
granulado (didmetro médio de 3 mm e massa especifica igual a 2,60 g.cm™) como suporte de

imobilizacdo da biomassa.

4.5 In6culo

Utilizou-se como indculo 225 mL do lodo proveniente de uma lagoa de estabilizacéo
anaerdbia de um abatedouro de bovinos situado no municipio de Presidente Prudente/SP. Este
tipo de lodo foi escolhido com o objetivo de verificar a presenca de bactérias anaerdbias
oxidadoras de aménia, isto €, 0s microorganismos que promovem a reacdo caracteristica do

processo Anammox. A Figura 8 mostra o lodo empregado para inoculagéo no reator.

Figura 8 — Fotografia do lodo usado como in6culo do reator.
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Apos visitas prévias ao local e coleta de material para anélise, decidiu-se que o lodo
deveria ser retirado da segunda lagoa de estabilizacdo, na qual verificou-se a existéncia de
nitrogénio organico em abundéancia, tornando-a um ambiente favoravel a presenca de
bactérias Anammox, como evidencia a caracterizacdo inicial do efluente bruto encontrado
neste local (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimicas médias do efluente bruto disposto na segunda lagoa de

estabilizacdo do batedouro de bovinos.

Parametros Valor

DQO 1005,33 mg.L™
DBO 165,90 mg.L™
Nitrogénio Amoniacal 221,48 mg.L™*

Nitrito 7,25 mg.L?

Nitrato 2,13 mg.L*

oD 0,43 mg.L™

pH 7,26

Durante a coleta, procurou-se retirar o lodo flotado, ou seja, aquele que emergia do
fundo da lagoa até a superficie, na interface liquido-ar (Figura 9). Tal procedimento foi
adotado para evitar a retirada de sélidos inertes sedimentaveis (areia e pedriscos) presentes,
em grandes quantidades, no fundo da lagoa devido a problemas nos sistema de tratamento de

efluentes do frigorifico.

N
N

Figura 9 — Fotografia da coleta do lodo flotado sobre a superficfe da lagoa

anaerobia.
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4.6 Controle da Temperatura

O controle da temperatura do sistema foi feito com um termostato digital (Figura 10)
ligado diretamente, através de fios de cobre, a uma resisténcia com poténcia igual a 880 W. O
aparelho foi programado para uma variagéo igual a 37 + 2°C, préximo ao intervalo ideal de 40
+ 3°C usado por Schierholt Neto (2007), estabelecendo uma condigdo 6tima ao metabolismo

das bactérias Anammox.

Figura 10 — Fotografia do termostato digital.

4.7 Meio de Cultivo
Neste trabalho adotou-se o meio de cultivo sintético utilizado por Martins (2007) e
baseado em estudos de Van de Graaf et al. (1996), cuja composicdo quimica esta explicitada

nas Tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 — Meio de Cultivo sintético adotado para a alimentacdo inicial do reator.

Componentes Quantidades — g.s.p 1000mL de agua
ultrapurificada
(NH4)2504 0,33 g
NaNO; 0,354 ¢
KHCO3 0,50 g
KH,PO, 0,0272 g
MgSO, . 7TH,0 0,300 g
CaCl, . 2H,0 0,180 g
Solucédo Traco | 1mL
Solucéo Traco Il 1mL

Fonte: VAN DE GRAAF et al., 1996.
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Tabela 7 — Componentes da Solucdo Traco I.

Componentes Quantidades — g.s.p 1000 mL de agua
ultrapurificada
EDTA 5049
FeSO, 5049

Fonte: VAN DE GRAAF et al., 1996.

Tabela 8 — Componentes da Solugdo Traco 1.

Componentes Quantidades — g.s.p 1000 mL de agua
ultrapurificada
EDTA 159

ZnS0O, . TH,0 0,439
COC|2 . 6H,0O 0,24 g
MnClI; . 4H,0 0,999
CuSO4 . 5 H,0 0,25¢g
NaMoO;, . 2H,0 0,229
NiCl; . 6H,0 0,199
Na,SeO3 0,099
H3;BO; 0,014 ¢

Fonte: VAN DE GRAAF et al., 1996.

Em seguida, segue uma listagem com as informacbes técnicas de cada um dos

reagentes envolvidos no preparo desta fonte de nutrientes bacteriana (Tabela 9).
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Tabela 9 — Reagentes usados no preparo do meio de cultivo.

Peso

Formula Percentagem
Reagentes molecular Marca
Molecular 1 de pureza
(g.mol™)
cm:hzlde NiCl, . 6H,0 237,7 97% Dinamica
Acido Borico H3BO; 61,83 99,5% Vetec
Sulfato de zinco  ZnSOs . 7H,0 287,56 99-103% Synth
Acido
Etilenodiamino-  CioH14N2OgNa; 1010
tetracético " 2H,0 372,24 99-101% Reagen
(EDTA)
Saédio Na,MoO,4 x 0
Molibdato 2H,0 241,95 99,5% Carlo Erba
Sulfato de 0
Ambnio (NH4)SO, 132,14 99% Vetec
Cloreto de 0
Cobalto 11 CoCl; . 6H,0 237,93 98-102% Vetec
Sulfato de 0
Magnésio MgSQO, . 7TH,0 246,50 99% Reagen
Célcio cloreto 0 .
Dihidratado CaCl, . 2H,0 147,02 99-105% Fmaia
Nitrito de Sodio NaNO, 69 97% Cinética
Sggg:g ﬂe CuSO; . 5H,0 249,68 98-102% Dinamica
Sulfato férrico  FeSQ, . 7H,0 276,02 99% Labsynth
Cloreto de
Manganés MnCl, . 4H,0 197,91 99% Merck
hidratado
Blearbonaiode KHCO; 100,12 99% Carlo Etba
Fosfato
dibasico de KH,PO, 136,09 97% May & Baker
potassio
Se'segétlg de Na;SeO; 172,94 98% Fluka-Garantie

4.8 Andalises Realizadas

4.8.1 Analises Fisico-Quimicas

A metodologia empregada para as analises fisico-quimicas deste trabalho foi baseada

nos procedimentos do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA/AWWA/WEF, 1998), sendo que as amostras de efluente bruto foram retiradas do
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tanque de armazenamento e, as amostras de efluente tratado, da parte superior do reator

(acima do meio suporte). Assim, as analises realizadas sdo mostradas na Tabela 10.

Tabela 10 — Parametros analisados e métodos utilizados no experimento.

Metodologia
Analises Fisico-Quimicas Nome Cadigo
Demanda Quimica de Colorimétrico 5220 D
Oxigénio (DQO)
Nitrogénio Amoniacal Método da Destilacdo 4500-NH3; B
Preliminar
Nitrito Colorimétrico 4500-NO, C
Nitrato Espec. Ultravioleta 4500-NO3; B
oD Método do Eletrodo de 4500-0
Membrana

Além das mencionadas na Tabela 10, foram realizadas andlises termogravimétricas

(TG) e observagdes microscopicas.

4.8.2 Analises Termogravimétricas

Com o intuito de quantificar a porcentagem de material organico agregado aos
pedriscos foram feitas analises termogravimétricas com uma termo-microbalanca (Figura 11),
operando em uma faixa de temperatura de 0° a 900°C e com uma razdo de aquecimento de
10°C.min™*. As amostras apresentavam pesos variaveis e proximos a 0,5 mg (uma vez que 0s
pedriscos granulares ndo tem um didmetro regular) e foram previamente secas em estufa
(50°C durante 48 horas, para a remocao da agua) e acondicionadas em um cadinho de alumina
em atmosfera inerte de nitrogénio, com um fluxo de 25 mL.min™. Cada ensaio de TG teve,
aproximadamente, 2 horas de duracdo e foi feito em duplicata. Os gases evaporados nos
estudos termogravimétricos foram canalizados, por diferenca de temperatura, para uma
camara que faz as medidas de infravermelho simultaneo, a qual tem por finalidade identificar

a composi¢do quimica destes gases.
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Figura 11 — Analisador termogravimétrico TG 209.

Fonte: http://www.materiais.ufsc.br/DisciplinassEMC5733/Apostila.pdf

4.8.3 Analises Microscdpicas

Ja com o intuito de identificar o material biol6gico agregado ao meio, foi feita a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). A Figura 12 retrata o MEV utilizado nas

analises deste trabalho pertencente ao Laboratorio de Dispositivos e Sensores Organicos.
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Figura 12 - Fotografia do Microscépio Eletrdonico de Varredura

Preparo das amostras: as amostras, antes de serem submetidas a observacdo
microscopica, foram submetidas a um tratamento prévio, composto pelas seguintes etapas:
fixacdo, desidratacdo e secagem. Este procedimento foi baseado no trabalho desenvolvido por
Araljo (1995).

Coletaram-se quatro amostras de material suporte do interior do reator, com o intuito
de observar as caracteristicas do biofilme formado. Utilizou-se também uma amostra de
pedrisco “limpo” como comparagdo. Primeiramente, todas as amostras foram colocadas em
pequenos béqueres e assim, foram fixadas em solugdo glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato
0,1M (pH = 7,3) por um periodo de 12 horas e sob a temperatura de 4°C. Em seguida, ambas
foram submetidas a trés lavagens com tampdo fosfato 0,1M gelado, sendo que cada uma
destas lavagens durou 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
solugdes de etanol em diversas concentragdes (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%);
permanecendo em cada uma delas por 10 minutos. A desidratacdo em etanol 100% foi
repetida.

Apds a desidratacdo, cada umas das amostras fora secas com hexametildisilazano
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(HMDS), o qual foi adicionado em uma quantidade minima sobre cada pedrisco. Foram
realizadas duas lavagens com este composto, sendo que cada uma teve 30 segundos de
duracdo. Entdo, as amostras foram secas em estufa (50°C durante 2 horas para a completa
volatizacdo do HMDS e secagem do material).

Cada uma das amostras foi fixada em suportes de aluminio, com o uso de esmalte
incolor para unhas e encaminhadas ao processo de cobertura com ouro (99,99%) em um
sputtering. Entdo, as amostras foram observadas sob microscopia eletrénica de varredura

realizada em diversos aumentos.

4.9 Monitoramento do Reator
O sistema foi operado segundo a sequéncia de fases abaixo:

e Fase de inoculacdo e partida (Fase 1): Fase de operagdo com meio de cultivo escoando
em regime de bateladas e com vazdo fixadaem 1,125 L.h™;

e Fase em regime de fluxo continuo (Fase 2): Operacdo sem recirculacdo de meio de
cultivo. A fase foi subdividida em duas, as quais diferenciam-se pelas vazdes
adotadas, 0,092 L.h™ e 0,080 L.h™* respectivamente;

e Fase em regime de fluxo continuo e com efluente bruto (Fase 3): Fluxo sem
recirculacdo, caracterizado pela substituicdo do meio de cultivo até entdo utilizado por

efluente de abatedouro bovino.

4.9.1 Fase 1 (Inoculacdo e Partida)

Apds a inoculacdo do sistema com 225 mL de lodo proveniente da industria de abate
em questdo, iniciou-se a operacdo do reator, sendo que este foi configurado para operar em
um ciclo totalmente fechado, com o bombeamento de meio de cultivo logo acima do nivel de
lodo e sua reintroducdo na parte inferior do reator (fase com recirculagéo), ou seja, em regime
de bateladas. Manteve-se, nesta fase, uma vazdo de 1,125 L.h™ de amostra circulando pelo

sistema. A Figura 13 representa a estrutura de todo o sistema nesta fase.
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Figura 13 - Fotografia do sistema experimental operando em regime de
bateladas.

O tempo de duracdo das bateladas foi estabelecido de acordo com a eficiéncia de
remocédo de N-NH,4", assim, toda vez que era constatada uma concentracdo de N-NH," abaixo
de 40 mg.L™?, era descartado o liquido para a introducdo de um novo meio de cultivo no
reator. No entanto, ressalta-se que somente o volume de liquido presente no tanque de
armazenamento era substituido; evitando ao méaximo prejudicar a retencdo de biomassa
bacteriana no interior do reator.

A Tabela 11 apresenta informacdes sobre a duracgao de cada batelada realizada.
Tabela 11 — Informagdes sobre as bateladas.

N° da Batelada Durag

Qe

0 (dias)

cO~NO OIS~ WN -
U1 O U1 O O U1 O O1
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4.9.2 Fase 2 (Operagdo em regime de fluxo continuo)

A partir deste momento, houve uma troca da bomba peristéltica possibilitando um
maior controle da vazdo. Adequou-se o sistema para operar em um regime de fluxo
ascendente continuo, no qual o liquido entrava no reator, atravessava 0 meio suporte e era

descartado no reservatorio de 20 litros (por isso caracterizar a fase como sem recirculacéo).

) T

S
S~ T e 3 "
i) P
'ﬁemporizad%

Figura 14 — Nova estruturacdo do sistema, marcada pela introducdo de um reservatdrio

para receber o liquido submetido ao tratamento no reator.
Assim, foi obtida uma vazéo de 0,092 L.h™, o que acarretaria em um consumo diario

excessivo de meio de cultivo. Por isso, foi feita uma nova adaptacdo através do uso de um
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temporizador analdgico ligado a bomba, o qual foi programado para operar 12 vezes ao dia,
com um tempo de duracdo de 30 minutos em cada vez, fazendo com que a bomba passasse a
recalcar 0,552 L.dia™ de meio de cultivo.

No periodo entre os dias 100 a 110 de operacdo reduziu-se ainda mais a vazao de
liquido recalcada no reator, devido a mudanca da bomba usada até entdo por outra, cuja vazéo
caracteristica foi de 0,080 L.h™. Neste momento, reprogramou-se novamente o temporizador
para funcionar durante 30 minutos em 6 vezes por dia, resultando em uma vazao de 0,240
L.dia™.

4.9.3 Fase 3 (Efluente Bruto)

Nesta fase, a principal modificacdo realizada foi a adocdo do efluente de frigorifico
bovino bruto, substituindo o meio sintético que foi utilizado até entdo. O temporizador foi
ligado permitindo que a bomba funcionasse 6 vezes ao dia (1 hora cada vez) e assim, a vazéo

recalcada passou a ser de 0,480 L.dia™.

4.10 Calculo do Tempo de Detencéo Hidraulica (TDH)

O Tempo de Detencdo Hidraulica (TDH) representa o tempo médio de permanéncia
das moléculas de agua em uma unidade de tratamento que € alimentada continuamente. Para o
calculo do TDH foram usados 0s seguintes parametros: vazao do reator (Qg) e volume atil do

reator (Vr), de acordo com a Equacéo 15:

TDH = Vg (Eg. 15)
Qr
Vr=V1+V; (Eq. 16)

Vale ressaltar que, no caso da Fase 1, a vazdo da bomba coincide com a vazéo do
reator, uma vez que no regime de bateladas a bomba peristéltica esteve permanentemente
ligada; ja para as demais fases, a bomba ndo estava ligada em tempo integral e portanto, as
vaz0Oes de reator e da bomba séo divergentes.

Na Equacéo 16, tem-se que V; representa o volume de liquido na parte cilindrica do
reator e V5, 0 volume de liquido na regido conica (parte inferior do tubo de vidro). Para se
obter V1, foi levado em consideracdo o fato de que o meio suporte possuia porosidade igual a

0,4, ou seja, que 60% do volume do reator correspondiam aos pedriscos.
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Como a altura de liquido dentro do reator foi fixada em 32 cm acima do nivel de lodo,
para se obter o tempo de detengdo hidréulica, considerou-se que a altura total de liquido no
reator (Hg) corresponde a altura de 45 cm preenchida com pedriscos somada aos 32 cm de

liquido, ou seja, Hg = 77 cm.

4.11 Célculo da eficiéncia de remocao
Para o calculo da eficiéncia de remocdo de N-total empregou-se a Equacdo 17. A
concentracdo de N-total foi obtida pela soma das concentracbes de nitrogénio nas formas de

N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato.

Ef. Rem. N-TOTAL = (Z N-totaIAFLUENTE) — (Z N‘tOtaIEFLUENTE)_ x 100 (Eq 17)

(X N-total arLuenTe)

Sendo:
Ef. Rem. n-toraL = eficiéncia de remocdo de nitrogénio total,
¥ N-totalarLuente = SOma da concentracdo de N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato afluente;

¥ N-totalgruente = SOma da concentracdo de N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato efluente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Tempo de Detencdo Hidraulica
Considerando que, apds a construgdo do sistema reator e sua operacdo de abril a

outubro de 2011, a vazdo utilizada no reator em questdo variou de acordo com o tipo de
bomba usada e seu respectivo periodo de funcionamento. Portanto, obtiveram-se 0s seguintes

tempos de detencdo hidraulica (Tabela 12):

Tabela 12 — Vazédo e tempo de deten¢do hidraulica medido nas condigOes operacionais Fase 1, Fase 2 e

Fase 3.
Fase Duracéo (dias) Vazac() Ldﬁ_?)omba TDH (dias)
Fase 1 (operacdo em 44 1125 0.086
batelada) ' ’
Fase 2 102 0,092 4,20
0,080 4,83
Fase 3 26 0,080 4,83

De acordo com tais valores de TDH foi possivel estimar o intervalo de coleta entre

amostras afluente e efluente e assim organizar o cronograma de analises fisico-quimicas.

5.2 Variagao nas Concentracdes de Compostos Nitrogenados

521 Fasel

Durante os primeiros dias, foram realizadas apenas analises de pH, oxigénio
dissolvido e o monitoramento da temperatura, uma vez que o sistema apresentava constantes
problemas hidrdulicos e dificuldades na manutengdo da faixa de temperatura desejada. A
partir do momento em que as condi¢cdes de operacdo foram estabilizadas, em todas as
bateladas passou-se a monitorar as concentracdes de nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato;
com o intuito de avaliar o comportamento do nitrogénio total no sistema. Com o objetivo de
analisar a disponibilidade de matéria orgédnica no sistema, também monitorou-se o
comportamento da DQO durante as bateladas.

A fase de inoculacdo e partida durou 44 dias. Este periodo foi caracterizado pela

recirculacdo continua de meio de cultivo no sistema.
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As Figuras 15, 16 e 17 mostram, respectivamente, os resultados obtidos no regime de

bateladas, no qual foram realizadas as leituras do meio de cultivo “bruto” (afluente) e do

“tratado” (efluente) para concentragdes de nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato.
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Figura 15 — Variagdo das concentracgdes afluente e efluente de nitrogénio amoniacal durante as oito

bateladas realizadas e o comportamento da taxa de Oxigénio Dissolvido.
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Figura 16 — Variacdo das concentragdes afluente e efluente de nitrito durante as oito bateladas realizadas.
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Figura 17 — Variagdo das concentracOes afluente e efluente de nitrato durante as oito bateladas
realizadas.

Observando a Figura 15, notou-se que durante todo o tempo de operacdo do sistema
em regime de bateladas houve remocdo de nitrogénio amoniacal e esta aconteceu sob
condicBes controladas de oxigénio dissolvido (meio anaer6bio). Na batelada inicial esta
remocao foi um pouco menos expressiva (uma média de 33% de remocdo), porém a partir da
22 batelada a remocdo deste composto foi superior a 50%, o que possibilitou a mudanca para
um regime sem recirculacao de meio de cultivo apds 44 dias de operacao.

Pela andlise da Figura 16, se vé que ocorreu 0 consumo homogéneo de nitrito em
todas as bateladas realizadas. J& com relacdo ao nitrato (Figura 17), percebeu-se que 0 meio
de cultivo apresentou altas concentracdes afluentes deste composto, uma vez que tinha em sua
composicdo a adicdo de outros compostos que poderiam ser oxidados facilmente a nitrato.
Um fato importante foi que boa parte deste nitrato afluente foi consumido em cada batelada,
permitindo que no final a concentragdo de nitrato no sistema se mantivesse baixa dando
assim, indicios de que a remocédo de nitrogénio amoniacal durante esta fase seguiu uma via
anaerdbia, como pretendia-se.

No entanto, ndo se pode afirmar que durante esta fase ocorreu o desenvolvimento
satisfatorio das bactérias Anammox, uma vez que estas bactérias ttm um desenvolvimento
muito lento quando comparado as demais. Aradjo et al. (2010) detectou atividade Anammox
(marcada pelo consumo simultaneo de amonia e de nitrito) a partir do 87° dia de operagéo de
seu sistema e, de acordo com a literatura consultada (DAPENA-MORA et al., 2004; THIRD
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et al., 2005; CHAMCHOI & NITISORAVUT, 2007), o inicio da atividade Anammox em um
reator em bateladas sequenciais (RBS) pode acontecer apds 70 a 120 dias de operacao.
A figura abaixo demonstra 0 comportamento do nitrogénio total e sua eficiéncia de

remocao neste periodo, como explicado no item 4.5.
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Figura 18 — Perfil do nitrogénio total nas bateladas realizadas.

Como um ambiente anaerdbio foi mantido neste periodo — perfil do oxigénio
dissolvido evidenciado na Figura 15 — foi possivel afirmar que estas formas nitrogenadas
foram convertidas a Ny(g); portanto a diferenga de concentracdo, em mg.L'l, entre 0 Niota das
amostras afluentes e efluentes correspondeu a concentracdo de Nyg produzida em cada
batelada. Assim, pode-se dizer que a producdo média de gas nitrogénio foi de,

aproximadamente, 105 mg.L.batelada™.

5.2.2 Fase?2

As Figuras 19, 20 e 21 mostram, respectivamente, os resultados obtidos em termos de
concentra¢do de nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato durante o periodo de operagdo sem
recirculacdo de meio de cultivo no reator. Aqui também foram realizadas as leituras do meio

de cultivo “bruto” (afluente) e do “tratado” (efluente).
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Analisando a Figura 19, notou-se que o perfil do oxigénio dissolvido apresentou-se
mais heterogéneo do que na fase anterior, principalmente nos primeiros dias, devido
provavelmente ao periodo de adaptacdo do sistema a nova bomba programada para recalcar
uma vazdo inferior (vazéo recalcada caiu de 1,125 L.h-1 para 0,552L.dia-1). No geral, houve
a remocdo de nitrogénio amoniacal em todo o periodo em questdo; esta s6 nao foi muito
expressiva em um momento, logo apds a contaminacdo do ambiente por OD (por volta do
60°dia de operacdo) que gerou uma queda na eficiéncia de remocdo de N-amoniacal entre 0s
dias 85 e 95. Principalmente a partir do intervalo entre os dias 100-110, periodo no qual
introduziu-se uma menor vazdo de bombeamento diario de meio de cultivo no sistema (0,240
L.dia-1), houve uma otimizacdo na remocdo de N-NH4+; alem disso, notou-se que o perfil de
OD aparentou estar, a partir deste ponto, melhor controlado (valores proximos a 0,4 mg.L-1).

Observando a Figura 20, pode-se afirmar que boa parte do nitrito afluente foi
consumido, semelhante ao ocorrido na fase anterior. Assim como no caso da remoc¢édo de N-
amoniacal, notou-se que o consumo de nitrito também foi otimizado a partir de 100 a 110 dias
de funcionamento; apontando um indicativo inicial de ocorréncia do processo Anammox. A
fim de verificar este fato, foi elaborada a Tabela 13, relacionando as propor¢6es removidas de
N-NO, e N-NH,".

Com relacgéo ao nitrato (Figura 21), percebe-se um comportamento bem semelhante ao

descrito no regime de recirculagdo. Ou seja, 0 consumo deste composto associado ao consumo
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de nitrito e a manutencdo de baixas concentracbes de OD, comprovaram a ideia de que

conversédo de N-amoniacal em Ny(g) neste sistema ocorreu por uma via anoxica.

Tabela 13 - Valores de Remog&o de nitrogénio nas formas de N-NH," e de N-NO, e propor¢ao de

remocao.
Remocao Proporc¢éo

Tempo mg N-NH,".L™* mg N-NO,".L™* N-NH;": N-NOy
(dias)

49 28 56 1:2

56 28 62 1:221

63 28 59 1:211

77 35 57 1:1,63

91 28 63 1:2,25

103 28 63 1:2,25

116 28 62 1:2,21

134 35 62 1:1,77

138 42 63 1:15

146 56 69 1: 1,23

Através da Tabela 13, percebeu-se que os valores de proporcdo de N-NH,;": N-NO,
(diferenca entre a concentracdo afluente e efluente) apresentam uma tendéncia de
proximidade aos coeficientes estequiométricos da reagdo Anammox — Equacdo 5 - postulada
por van de Graaf et al. (1996) e esta proximidade fica mais evidente a medida que o tempo de
operagdo do reator € maior. Martins (2007) obteve resultados de proporc¢éo de remocéo N-
NH;": N-NO;, igual a 1:1,13 ap6s 276 dias de operacdo de um quimiostato enriquecido com

bactérias Anammox.
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Figura 22 — Perfil do nitrogénio total na fase sem recirculacéo.



58

Analisando a perda de nitrogénio total em relacdo ao tempo (Figura 22), foi possivel
verificar que até o periodo de 100 a 110 dias de operacdo a formagédo de Ny foi regular;
porém a partir desse ponto, obteve-se uma maior eficiéncia em termos de remocdo de
compostos nitrogenados; indicando assim, uma melhoria nas condi¢Ges operacionais do
sistema. Tal fato atrelado a proximidade da relagio entre NH;": N-NO, (obtida
principalmente nos Gltimos dias de operacdo) com a relacéo estabelecida pela equacgdo de van
de Graaf et al. (1996), possibilitaram a mudanca para um processo no qual o reator foi

submetido a circulacdo do efluente industrial.

5.2.3 Fase 3

Esta fase compreendeu o periodo no qual o sistema foi submetido a circulacdo de
efluente de frigorifico bovino bruto. Este tipo de efluente, como ja especificado em sua
caracterizacdo prévia (Tabela 4), possui elevadas cargas de matéria organica (expressas em
termos de DQO e DBO), fato que alterou o comportamento que o reator apresentava até
entdo.

As Figuras 23, 24 e 25 expressam 0 comportamento dos pardmetros nitrogénio

amoniacal, nitrito e nitrato na Fase 3.

225 - 0,5
-
w200 270N
£
F 175 - <L B
8 \ ~
E 150 g
£ \ - 03 2
Zz 125 -
s El
g 100 o, &
£ 75 —_ ~ 4
= <
g 4//”"r——'7 '§
=
8 50 / - 01 5
25 -
0 ./ ’ 0

147 157 167 177

Dias de operagao
=== Afluente == Efluente Oxigénio Dissolvido

Figura 23 - Variacdo das concentracgbes afluente e efluente de nitrogénio amoniacal e
comportamento da taxa de Oxigénio Dissolvido durante os 26 dias de operacdo com

efluente industrial.
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Pela anélise da Figura 23, ficou claro que houve remocéo de nitrogénio amoniacal em
todo o periodo no qual o sistema operou com efluente bruto; na média, a eficiéncia de
remocao foi de 67%. Porém observou-se que, pelas concentracdes efluentes cada vez maiores,
esta remocdo se deu de forma muito desigual, diminuindo sua eficiéncia em termos de
porcentagem, a medida que o tempo foi passando. Concomitantemente observou-se uma
formagé&o de nitrato no reator (conforme destaca a Figura 25).

Comparando os resultados obtidos com a reacdo Anammox (Equacéo 5) foi detectado
que essa fase apresentou uma tendéncia a producdo de nitrato (Figura 25) e ao consumo de
nitrito (Figura 24). Porém, esses fendmenos ndo aconteceram nas proporcées estequiométricas
ideais, e isto, associado aos baixos valores de remocdo de N-amoniacal nos Gltimos dias de
operacdo, pode indicar que o sistema estaria entrando numa fase de conversdo de N-
amoniacal e nitrito a nitrato, e ndo a total converséo destes em Nyg). Ademais, a menor
eficiéncia de remocdo do nitrogénio amoniacal pode ser justificada pela existéncia de matéria
organica em excesso contida no efluente bruto, ja que a mesma proporciona a proliferacdo de

outras bactérias que ndo sdo direcionadas para remocao de compostos nitrogenados.
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Figura 26 - Perfil do nitrogénio total na fase de opera¢do com efluente industrial.

Como o composto nitrogenado mais predominante no sistema é o N-amoniacal, 0
nitrogénio total (Figura 26) comportou-se de forma similar, ressaltando a queda de eficiéncia

na remocao de nitrogénio ao longo do periodo.



61

5.3 DQO
A DQO é um parametro amplamente empregado como indicador do contetido organico de
aguas residuais e superficiais, e bastante utilizada no monitoramento de estacbes de
tratamento de efluentes liquidos (Aquino et al., 2006). Além disso, sua vantagem € a rapidez,
dura um pouco mais de duas horas, enquanto que a DBO leva 5 dias (VALENTE et al.,2011).
A DQO foi monitorada somente nas fases 1 e 3 deste trabalho. Isso foi feito com o intuito
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de avaliar qual a importancia da remocdo de DQO em cada uma destas fases e assim,
estabelecer uma maneira de analisar a influéncia de microrganismos competidores,
especialmente as bactérias aerdbias oxidadoras de nitrogénio. Nas Figuras 27 e 28 encontram-
se 0s comportamentos da DQO nas fases 1 e 3, respectivamente.

Figura 27 — Variacdo da DQO afluente, efluente e do oxigénio dissolvido durante a Fase 1.

O comportamento da DQO variou bastante comparando-se as fases 1 e 3. No primeiro
caso (Figura 27), o meio de cultivo sintético adotado apresentava baixas cargas afluentes de
DQO e este fator, juntamente com o controle da concentracdo de OD no reator, permitiram
que houvesse auséncia de remogdo de DQO em varias bateladas (principalmente apds a 52).
Isto € muito interessante para o desenvolvimento das bactérias Anammox, pois indica que as
bactérias oxidadoras aerobias ndo tém uma fonte de carbono presente, ou seja, ndo ha de onde
elas obterem a energia para sua atividade bioldgica; abrindo espaco entdo, para o

desenvolvimento das bactérias Anammox.
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Figura 28 — Variagdo da concentracdo de DQO no afluente, efluente e eficiéncia de remocédo de
DQO durante a fase 3.
Pela observacdo da Figura 28, notou-se que, diferentemente da primeira fase, ocorreu

uma grande variacdo das concentracdes afluentes de DQO, devido as grandes varia¢fes que
advém do cotidiano produtivo da empresa; uma vez que o abate de bovinos s6 acontece em
determinados dias da semana; sendo que nos demais, o efluente € composto basicamente pela
agua oriunda da lavagem dos setores produtivos e dos instrumentos. Além disso, as cargas
afluentes as quais o sistema foi submetido nesta ultima fase sdo bem mais elevadas do que nas
fases anteriores (como observou-se na Figura 27) e isto fez com que ocorresse uma mudanca
brusca no perfil do sistema. Na fase anterior, observou-se uma tendéncia a formacao de DQO
e nesta, ao contrario, detectou-se a sua remocdo, atingindo uma eficiéncia média de 71%, o

que serve como suposicao da presenca e ativacdo de microrganismos competidores.

5.4 Oxigénio Dissolvido e pH

O monitoramento do oxigénio dissolvido € um dos mais importantes para a garantia da
ocorréncia do processo Anammox, uma vez que tal microrganismo necessita de condicoes
anaerobias para executar seu metabolismo. A variacdo das concentragdes de OD em todo o

periodo experimental esta representada abaixo (Figura 29).
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Figura 29 — Perfil das concentragdes de OD durante todo o periodo de operacéo do reator.

Através desta figura foi observado que durante a Fase 1, as concentracdes de OD
mantiveram-se abaixo de 0,5 mg.L™, ou seja, as remocdes de nitrogénio amoniacal e nitrito
ocorreram em um meio anaerébio, propicio a sobrevivéncia de bactérias anaerdbias
oxidadoras de amonia. Entretanto, durante a fase seguinte, houve uma contaminagéo por OD
no liquido afluente e esta, aumentou rapidamente a concentracdo de OD no interior do reator
(em torno do 55° dia de operacdo). Apos este periodo, verificou-se a manutencao de niveis de
OD inferiores a 0,5 mg.L™ até o final do experimento.

O comportamento do pH durante toda a operacdo do sistema pode ser visualizado na
Figura 30.
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Figura 30 — Variacdo do pH no afluente e efluente durante todo o periodo experimental.
Verificou-se uma variacdo mais ampla de pH entre as amostras afluentes do que as
efluentes, uma vez que esse parametro também sofreu alteracdes, sendo que nas fases 1 e 2 0
afluente tinha composicédo distinta do afluente da fase 3. O afluente apresentou um valor
médio de pH de 7,69 e o efluente, um pH médio de 8,23 (mais alcalino). Esses valores estdo
na faixa 6tima para o desenvolvimento dos microrganismos quimioautototréficos Anammox
(SCHIERHOLT NETO, 2007).

5.5 Remocao de Nitrogénio amoniacal — Visao Geral
Seguem abaixo as Figuras 31, 32 e 33 que retratam, respectivamente, 0s
comportamentos do nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato nos 172 dias de operacéo do reator,

tanto sobre o ponto de vista da carga afluente quanto da efluente.
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Figura 31 — Variacdo das concentracgdes afluente e efluente de nitrogénio amoniacal e da sua eficiéncia
de remocdo durante todo o periodo experimental.
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Figura 33 — Variacao das concentracdes afluente e efluente de nitrato durante todo o periodo experimental.

Observando tais figuras percebeu-se que, no geral, o desempenho do reator foi
satisfatorio quanto a remocdo de N-amoniacal. Apenas trés pontos apresentaram uma
eficiéncia de remocéo inferior a 50% e isto foi decorrente do fato que, o primeiro ponto com
baixa eficiéncia refere-se ao inicio de operacdo do sistema, no qual ja era esperado este
comportamento devido aos problemas de adaptacdo e inicio das atividades; o segundo, a
mudanca de vazéo recalcada pelo sistema (passou de 0,092L.h™ para 0,080L. h™ ) e o Gltimo
ponto, pelo acimulo de matéria organica no reator, impulsionando a atuacdo de outras
bactérias em detrimento das bactérias removedoras de nitrogénio.

Como foi identificada a presenca simultanea de nitrogénio amoniacal e nitrito nas
amostras afluentes das fases 1 e 2, uma rota alternativa de converséo destes compostos a Ny
pode ter surgido no meio (além do processo Anammox), pois segundo Cervantes et al. (2001)
em ambiente anaerdbio, o nitrogénio amoniacal pode atuar como doador de elétrons auxiliar,
formando NO;" e este promover a desnitrificagdo com baixissimas concentracdes de produtos
intermediarios; este processo é conhecido como desnitrificacdo curta.

No entanto, como 0 objetivo deste trabalho foi o0 de estabelecer condi¢des para o
enriquecimento da cultura Anammox, elaborou-se a Tabela 14, a qual relaciona as cargas de

N-NH;" e N-NO; removidas durante o experimento e suas respectivas proporcdes, servindo
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entdo como base para a comparagdo a estequiometria Anammox descrita por Van de Graaf et

al. (1996):
INH," + 1,32NO, + 0,066HCO3; + 0,13H" — 1,02N, + 0,26 NO;3 + 0,066
CH200,5No 15+ 2,03H,0 (Eg. 5)
Tabela 14 - Valores de Remogao de nitrogénio nas formas de N-NH," e de N-NO, e proporcéo de
remocao.
Remocao Proporcéao
Fase Tempo  mgN-NH;*. LY mgN-NO,.L*  N-NH;": N-NO,°
(dias)
5 21 63 1:3
11 35 61 1:1,74
4 16 35 63 1:1,8
I(.IDJ 22 28 63 1:2,25
E 28 35 60 1:1,71
33 35 61 1:1,74
39 49 56 1:1,14
44 35 63 1:1,8
49 28 56 1:2
56 28 62 1:221
63 28 59 1:211
«~ 77 35 57 1:1,63
I(.IDJ 91 28 63 1:2,25
E 103 28 63 1:2,25
116 28 62 1:221
134 35 62 1:1,77
138 42 63 1:15
146 56 69 1:1,23
. 152 154 0 *n.a.
(le)J 160 168 0 *n.a.
E 165 84 1 1:0,012
172 42 5 1:0,12

*n.a = valores ndo aplicaveis
Uma analise inicial desta tabela permite deduzir que as Fase 1 e 2 apresentaram
resultados de remocdo de N-amoniacal e nitrito satisfatorios, como ja foi citado nos itens
anteriores deste trabalho. Além disso, notou-se que na Fase 3 houve valores ndo aplicaveis
(n.a.), porque as concentragdes efluentes de nitrito foram maiores do que as concentragdes
afluentes, fazendo com que ndo houvesse a remocdo desse composto nas duas analises
iniciais.
Assim, observou-se que entre 0 116° e o 146° dia de operacdo (final da Fase 2), o
reator apresentou uma tendéncia de proximidade com a propor¢do N-NH;" : N-NO,
esperada, (como ja foi citado no item 5.2.2) servindo com indicativo da remocgédo via

Anammox, uma vez que houve o consumo simultaneo de nitrito e N-amoniacal. Aradjo et al.
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(2010) detectaram o aparecimento da atividade Anammox a partir do 87° dia de operacdo de
um reator em batelada sequencial, o qual apresentou eficiéncias de remocédo de N-NH;" e N-
NO,™ proximas a 90%, caracterizando assim, uma relagdo de 1: 1,26 (N-NH;4" : N-NO,).

Porém, quando o sistema passou a operar com a agua residuaria proveniente do
frigorifico bovino, a carga de nitrito afluente diminui bastante, ao passo que a de N-amoniacal
triplicou; causando um total desequilibrio nas atividades metabolicas das bactérias que até
entdo eram adaptadas ao sistema. O efeito instantdneo desta mudanca brusca foi refletido na
eficiéncia de remocdo de N-amoniacal e, pelos resultados obtidos, pode-se concluir que o
indicio de via Anammox foi inibido.

A Figura 34 retrata de maneira ampla o comportamento do N-total nas amostras
afluentes e efluentes, uma vez que relaciona os resultados obtidos durante todo o periodo
experimental. Assim, pode-se comprovar a influéncia dos organismos competidores no reator,
pois durante as fases de operacdo com meio de cultura sintético, o qual apresentava uma
concentracdo baixa de DQO afluente, a remocdo de compostos nitrogenados como um todo
manteve-se com uma eficiéncia média, em termos de porcentagem, de 60%. Ja na Fase 3,
caracterizada pela operacdo com efluente industrial rico em matéria organica (expressa em
funcdo da DQO e da DBO), ficou evidente a queda brusca na eficiéncia de remocdo de
compostos nitrogenados devido a presenca de microrganismos competidores, 0s quais
impulsionaram a remocdo de DQO (como foi discutido no item 5.3) em detrimento da
remocdao de N-total.
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Figura 34 — Variacéo das concentracdes afluente e efluente de nitrogénio total e da sua eficiéncia de

remocao durante todo o periodo experimental
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5.6 Andlises Térmicas

Primeiramente, analisaram-se 0s pedriscos limpos, ou seja, aqueles que foram
inicialmente introduzidos no sistema reator, com o intuito de criar um parametro de
comparacdo para as demais amostras retiradas do sistema no decorrer do projeto e que
teoricamente, devem apresentar uma quantidade de material biologico agregado com o passar
do tempo. Os graficos representados abaixo trazem as informacfes de perda de massa dos

ensaios em duplicata.

TG /% DTG /(%/min)
Residual Mass: 99.01 % (903.1 °C)

100.00 | Residual Mass: 98.95 % (003.1 °c) [ 0.04
99.80 | 10.03
99.60 10.02
99.40- 10.01
99.20 470.0
99.00 £-0.01

Hre. 5980°C | 0.02

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperature /°C

Figura 35 — Anélise de tratamento térmico com o pedrisco limpo.
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Figura 36 — Analise do tratamento térmico com o pedrisco retirado do reator enquanto este operava na

Fase 1.
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Figura 37 - Analise do tratamento térmico com o pedrisco retirado do reator enquanto este operava a
Fase 2.
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Figura 38 - Analise do tratamento térmico com pedrisco retirado do reator ao final da Fase 3.

Observando-se a Figura 35, p6de-se notar que o pedrisco limpo, nos dois ensaios, ndo
apresentou uma perda de massa significativa (1,05% e 1,10%) e que a mesma, por meio da
observacdo das curvas das derivadas, aconteceu de forma continua a medida que a
temperatura no interior do aparelho aumentava.

No caso da amostra retirada no dia 10 de fevereiro (Figura 36), observou-se uma
perda de massa um pouco menor do que a perda do pedrisco limpo (correspondente, de
acordo com o ensaio em duplicata, a 0,74% e 0,70%). Porém, pela existéncia de pontos de
minimos bem evidentes nas curvas das derivadas deduzindo que havia vestigios de matéria
organica agregados a0 meio suporte na época, no entanto, esta matéria organica ainda néo
havia atingido um peso significativo para influenciar na percentagem total de perda de massa.

A andlise da Figura 37 mostra uma perda de massa mais significativa do que no caso
da amostra anterior (relativa a 1,20% e 1,39%), comprovando que esta ocorrendo uma
formacéo lenta, porém progressiva de biofilme sobre o material suporte utilizado no reator.
Cabe lembrar, que do mesmo modo que na amostra retirada em 10 de fevereiro, a perda de
massa ficou concentrada na regido caracteristica da queima de material organico (bacteriano),
ou seja, proxima aos 300°C.

Além disso, ndo se pode deixar de considerar a possibilidade de que, durante a retirada
do material para as analises térmicas, tenha ocorrido a colisdo deste com o0s demais graos e até

mesmo com as paredes do sistema, ocasionando um desprendimento de biofilme. De acordo
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com Gjaltema et al. (1997), o desenvolvimento do biofilme é determinado pelo equilibrio
entre crescimento e desprendimento de biomassa; a alteracdo deste equilibrio interfere na
espessura do biofilme. O desprendimento do biofilme pode ser provocado por colisdes do
meio suporte com as paredes entre si, por tensdes de cisalhamento e por borbulhamento de
gés.

Ja numa andlise final, a Figura 38 mostra a variagdo de perda de massa do biofilme na
fase 3, comparando uma nova amostra de pedrisco limpo com uma amostra de biofilme no
término das atividades. O resultado obtido nessa amostra é bem mais significativo do que nas
amostras referentes as fases anteriores, com uma perda de 2,34%. Além disso, houve picos de
perda mais representativos nas temperaturas préximas de 300°C e 190°C, confirmando
novamente a regido caracteristica de queima de material organico (bacteriano) e acentuando

uma nova regido de perda de massa, porém ndo é maior do que a de 300°C.

5.7 Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) é uma ferramenta muito utilizada para
analisar as microestruturas presentes em um material. Sua aplicabilidade pode ser feita em
varios tipos de amostras, inclusive as bioldgicas, podendo identificar os microrganismos
existentes. Entdo, por meio da MEV foi possivel verificar se havia material aderido ao meio
suporte (pedriscos) retirado do reator, apds 170 dias de operacdo. Foram analisadas cinco
amostras, sendo que uma dessas amostras era limpa.

Na Figura 39, apresentou-se a amostra de pedrisco limpa, ou seja, apenas a sua
superficie mineral ausente de material organico, servindo como parametro de comparacao
para posteriores amostras, pois se péde perceber que a superficie do pedrisco limpo € mais

uniforme e ndo apresenta rugosidade.



73

Figura 39 — Micrografia eletrénica de pedrisco limpo. Aumento: 50x.

Ja nas Figuras 40, 41, 42 e 43, observou-se que todas tém a presenca de biofilme,
sendo bem visivel a diferenca entre material aderido e pedrisco na Figura 40 com um aumento
de 2000 vezes — na parte direita da figura apresenta o biofilme e na parte esquerda o mineral.

Um detalhe desse mesmo biofilme € visualizado na Figura 41 (aumento de 5000
vezes), permitindo caracterizar visivelmente esse material como uma superficie bem

disforme, e evidenciando assim, uma diferengca com o pedrisco.

10.0 pm

Figura 40 — Micrografia eletrénica de biofilme aderido ao pedrisco. Aumento:
2000x.
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Figura 41 — Micrografia eletrénica de biofilme aderido ao pedrisco. Aumento:
5000x.

As Figuras 42 e 43 retrataram uma mesma regido, com um aumento de 5000 vezes

(Figura 42) e com aumento de 10000 vezes (Figura 43).

Figura 42 — Micrografia eletrdnica de biofilme aderido ao pedrisco com

possivel presenca de cocos. Aumento: 5000x.
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Figura 43 — Micrografia eletronica de biofilme aderido ao pedrisco com

possivel presencga de cocos. Aumento: 10000x.

Foi possivel identificar estruturas semelhantes a bactérias Anammox isoladas tipo
cocos. A Figura 43 traz a informacdo de que as células encontradas tém aproximadamente 0,7
micrdmetros de diametro, compativel ao diametro médio das células Anammox descrito nos
estudos de Van Niftrik et al. (2004).

A julgar pela pequena quantidade de células tipo cocos visualizada, comprovou-se um
baixo desenvolvimento das bactérias anaerobias oxidadoras de aménia, o que pode ser
explicado pelo lento crescimento destas. Segundo Jetten et al. (1999) e Toh et al. (2002)
pode-se levar de trés meses a mais de um ano para se obter uma cultura enriquecida e
estabilizada. Portanto, as micrografias descritas acima confirmaram a presenca de biofilme e
de bactérias no reator em questdo, porém ndo comprovaram que a remocao de nitrogénio
amoniacal identificada neste trabalho foi realizada por organismos Anammox, mas sim por um

consorcio bacteriano mais diversificado.
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6. CONCLUSOES

Diante a todas as informacdes obtidas na execucao deste trabalho, concluiu-se que:

e Através da andlise dos resultados obtidos durante os 172 dias de operacdo continua do
reator biologico, ainda ndo pode ser confirmada a remoc¢do anaerdbia de nitrogénio
amoniacal por meio de bactérias Anammox. Porém, em maior parte do periodo,
detectaram-se taxas de remog¢édo de N-amoniacal superiores a 50%, as quais associadas
a manutencdo de um ambiente anoxico, proporcionaram a otimizacdo do tratamento
no reator; sendo o melhor desempenho identificado nos ultimos dias da fase sem
recirculacdo de meio de cultivo (Fase 2).

e Na Fase 2, obteve-se valores de proporcio de remogdo de N-NH4": N-NO,", em média
de 1:1,69, apresentando assim, uma tendéncia de proximidade aos coeficientes
estequiométricos estabelecidos na equacdo Anammox de Strous et al. (1998), com
estequiometria de 1:1,32.

e Pelas analises térmicas realizadas no decorrer do experimento, comprovou-se a
retencdo de material bioldgico (biofilme) agregado ao meio suporte, devido a queima
da maior parte da massa proximo de 300°C.

e Através da andlise de MEV, foi possivel identificar bactérias com morfologia
semelhante a cocos, encontradas nas principais literaturas sobre bactérias Anammox.

e No final deste trabalho (Fase 3), foi adotado como afluente o efluente de um
frigorifico bovino que apresentou altas concentracfes de matéria organica. Desse
modo, ndo se obteve resultados satisfatérios quanto a remocdo de nitrogénio
amoniacal, uma vez que o sistema passou a priorizar a remoc¢do de DQO do que a de
compostos nitrogenados. Portanto, concluiu-se que efluentes com essas caracteristicas
néo séo adequados ao sistema de tratamento em questéo.

e RecomendacBes para continuidade da pesquisa: para melhor identificacdo das
bactérias presentes pode ser realizada a coloracdo de GRAM, analises bioquimicas,
como citrato ou indol; j& em relacdo a operagéo do reator, utilizar um maior tempo de
detencdo hidraulica para estabilizar a circulagdo e otimizar a eficiéncia; e na terceira
fase desse experimento, conseguir um efluente com uma DQO menor, assim,

influenciando menos nos resultados esperados.
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