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Desenvolvimento de reator de in6éculo de bactérias com atividade
anammox para aplicacdo em processos de remoc¢ao de nitrogénio

Development of anammox inoculum reactor for application in nitrogem
removal process

Julia Echer Serpa?, Alessandra dos Santos Misael?, Nicholas Luquirini Penteado dos
Santos®, Heloisa Campedo Rodrigues?, Marina Celant De Pra®

RESUMO

Os processos biologicos de remogédo de nitrogénio em efluentes agroindustriais tém se destacado, dentre
eles, os métodos avancados utilizando bactérias anammox estdo sendo amplamente aplicados. Essas
bactérias possuem vantagens em relagédo aos processos convencionais, pois alcangam cargas até 100 vezes
maiores de remocéo de nitrogénio. No entanto, o tempo de duplicacdo dessas bactérias ainda é um entrave
para a implementacao do processo em larga escala. Por isso, € importante o desenvolvimento de estratégias
de partida de reatores que diminuam a taxa de duplicacdo para que este possa ser amplamente utilizado.
Sendo assim, o presente trabalho visou desenvolver um reator de inéculo para enriqguecimento de
bactérias anammox, operando em fluxo continuo, em anaerobiose, com tempo de retencédo hidraulica de 3,3
horas, sob condi¢des controladas de temperatura (25 - 35°C), pH (7 - 9) e concentracdo de amdnia e nitrito
presentes no meio de cultivo de 50 mg.L*. ApOs a partida do reator, foram encontradas dificuldades
operacionais para manter o sistema em anaerobiose e equilibrar as concentracdes de amdnia e nitrito na
entrada do reator. Em funcgéo disso, o processo anammox acabou sendo suprimido pela atividade de bactérias
nitrificantes. Novas estratégias serdo adotadas para estabelecer e melhorar o processo no reator.
PALAVRAS-CHAVE: anammox; remocao de nitrogénio; efluentes agroindustriais.

ABSTRACT

The biological processes of nitrogen removal from agro-industrial effluents have stood out, among them, the
advanced methods using anammox bacteria are being widely applied, These bacteria have advantages over
conventional processes, as they achieve up to 100 times higher nitrogen removal loads. However, the
duplication time of these bacteria is still a hindrance to the implementation of the process on a large scale.
Therefore, it is important to develop start-up strategies for reactors that reduce the duplication rate so that this
process can be widely used. Thus,the present work aimed at the develop an inoculum reactor for enrichment
of anammox bacteria, operating in continuous flow, in anaerobiosis, with hydraulic retention time of 3,3 hours,
under controlled conditions of temperature (25 - 35°C), pH (7 - 9) and concentration of ammonia and nitrite
present in the growing medium of 50 mg.L». After the start-up, operational difficulties were found to maintain
the system in anaerobiosis, and balance the concentrations of ammonia and nitrite at the reactor inlet. As a
result, the anammox process was suppressed by the activity of nitrifying bacteria. New strategies will be
adopted to establish and improve efficiency of the process in the reactor.
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INTRODUCAO

O crescimento das atividades agroindustriais € resposta a crescente demanda
mundial por alimentos e produtos agricolas. No entanto, como consequéncia ha uma
preocupacao dos 6rgdos ambientais quanto aos impactos associados a essa expansao. O
nitrogénio é um dos principais poluentes presentes nas aguas residuais oriundas dessas
atividades, podendo causar a eutrofizagéo de corpos hidricos e problemas de saude publica
(AHN, 2006).

Usualmente nas estacdes de tratamento, os processos de remoc¢éo de nitrogénio
inexistem ou quando existem nao suprem a tratabilidade exigida pelas legislacdes vigentes.
Nesse contexto, as bactérias com atividade anammox surgem como uma abordagem
inovadora e eficaz, ja que esses microrganismos possuem a capacidade de remover altas
cargas de nitrogénio. O processo anammox trata-se da oxidacdo anaerdbia da amonia,
tendo o nitrito como aceptor final de elétrons, diretamente a nitrogénio gasoso. O processo
é totalmente autotrofico e acontece em condicbes anaerdbias (DE PRA, 2017).

As principais vantagens desse processo residem na economia no consumo de
energia em aproximadamente 60% com relagdo aos processos convencionais de
nitrificacado/desnitrificacéo, pois o0s reatores nao necessitam de aeracao (MARONEZE et al.,
2014). Além disso, ha redugdo no volume de lodo gerado e devido a elevada eficiéncia de
remocao, os reatores sdo menores, garantindo uma economia de espaco nas instalacées
de tratamento (ALI; OKABE, 2015).

As bactérias anammox sdo uma alternativa promissora para o tratamento de
efluentes com alto teor de nitrogénio, contudo, a sua aplicacdo em plantas reais enfrenta
alguns obstaculos, como o tempo de duplicagdo elevado, que pode chegar a 11 dias
(STROUS et al., 1998). Além disso, a implementacéo de reatores anammox requer grandes
guantidades de in6culo, que ainda é um recurso escasso e caro, sendo um desafio ndo
resolvido da tecnologia, pois apesar de elas serem eficientes, também sdo sensiveis a
oscilagdes externas como choques de carga, temperatura e supressao por carbono.

A atividade do grupo de pesquisa em gerenciamento e tratamento de residuos
(GETRAT) na linha de remocdo de nitrogénio envolve pesquisas e desenvolvimento de
reatores de nitrificacéo parcial e desamonificacdo. Nesse sentido, para o desenvolvimento
das atividades do grupo é essencial uma cultura enriquecida com anammox para viabilizar
0S experimentos.

Sendo assim, o objetivo do trabalho em questéo é desenvolver um reator de in6culo
para bactérias com atividade anammox visando a aplicacdo em processos de remocéo de
nitrogénio, utilizando uma cultura mista enriquecida como fonte de indculo cedida pela
Embrapa Suinos e Aves de Concordia - SC.

MATERIAL E METODOS

In6culo e sistema experimental

O reator de inéculo foi desenvolvido com objetivo de enriquecer as bactérias com
atividade anammox, para isso, aproximadamente 100 mL de biomassa mista enriquecida
proveniente da Embrapa Suinos e Aves sob numero de acesso: BRMSA 00323
(VIANCELLI et al., 2011), foi inicialmente aclimatada em cone Imhoff de 1 L. Visando manter
a estabilidade do processo, o reator foi alimentado com meio sintético contendo todos os
micros e macroelementos necessarios para favorecer a atividade anammox, conforme
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descrito por Van der Graaf et al (1996), e nas concentracdes de 50 mgNH. L+ e 50 mgNO-
L+. Para garantir um ambiente anéxico, foi adicionado ao meio de cultivo cerca de 50 mg.L-
v de bissulfito de so6dio (NaHSO3;) como agente sequestrante de oxigénio. Esta é uma
estratégia pouco utilizada, mas devido a impossibilidade de utilizar gases como o N. ou ar
para realizar a purga do oxigénio dissolvido (OD) durante a maior parte do experimento, se
mostrou como uma possibilidade.

Durante o periodo de aclimatacdo, que durou 3 dias, o reator operou em batelada
sem agitacdo e com vazao de recirculacdo de 16 mL/min até que fosse feita a cinética para
determinar os parametros ideais de operacao do reator de indculo.

Cinética

Para avaliar a atividade especifica das bactérias anammox e determinar as
condi¢cBes operacionais realizou-se uma cinética de consumo de am®0nia e nitrito. Para isso
foram utilizados 100 mL de biomassa anammox e 900 mL de meio sintético nas
concentracdes de 50 mgNH. L+ e 65 mgNO. L+, sob condi¢cbes controladas de pH (8,7+0,25),
temperatura (27+0,5°C) e OD (0,00 mgO.L+). O tempo determinado para cinética foi de 10
horas, e em periodos pré-determinados foram coletadas aliquotas para posterior
guantificacdo de amdnia, nitrito e nitrato, sendo que nas primeiras 4 horas foram realizadas
coletas a cada 30 minutos e, apds a quarta hora, as coletas eram realizadas a cada 1 hora.
A partir dos resultados obtidos na cinética foi possivel determinar as concentracdes de
amoOnia e nitrito a serem utilizadas como substrato no reator de inéculo e avaliar o tempo
de retencao hidraulica (TRH) ideal.

CondigOes operacionais do reator

O reator de in6culo anammox esta ilustrado na Figura 1. Ele operou de forma
continua com um TRH de 3,3 h a uma vazéo de 1,66 mL/min. O pH foi mantido entre 7 e 9,
e a temperatura entre 25 e 35°C (DE PRA, 2017). O monitoramento analitico do reator foi
realizado através de andlises de aménia, nitrito, nitrato e alcalinidade, das amostras que
foram coletadas da entrada e saida do reator cinco vezes por semana e realizadas
conforme os procedimentos descritos em Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2012).

Figura 1 - Representacdo esquemaética e foto do reator durante o experimento
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Fonte: Autoria prépria.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinética

A cinética de consumo de substrato apresentou comportamento linear tanto para N-
NH. quanto para N-NO., representado pelos valores de R? de 0,956 e 0,9352
respectivamente. Entretanto, as velocidade de consumo de amoénio e nitrito (fww. = 0,05
mgN-NH./L.h e r...= 0,045 mgN-NO./L.h) e a atividade especifica das bactérias anammox
obtidas a partir da cinética (Mww.=0,02 mgN-NH./gSSV.h e puw..=0,017 mgN-NO./gSSV.h)
foram menores do que as descritas na literatura. A mesma analise foi realizada por De Pr&
et al (2013) e os resultados obtidos foram de 1,76 mgN-NH./gSSV.h e 2,25 0,017 mgN-
NO./gSSV.h. A comparacédo dos resultados indica que a atividade especifica das bactérias
anammox estava desfavorecida, exigindo uma aclimatacao para seu enriquecimento.

Figura 3 - Gréfico da cinética de consumo de substrato das bactérias anammox utilizadas como
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Fonte: Autoria prépria.

Operacéao do reator
A Figura 4 apresenta os resultados obtidos de amonia, nitrito e nitrato ao longo dos
100 dias de operacdo do reator. De acordo com os resultados obtidos, o gréafico

correspondente a Figuras 4 foi dividido em cinco fases para melhor compreensdo dos
resultados.
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Figura 4 — Grafico das espécies nitrogenadas
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Fonte: Autoria prépria.

No periodo compreendido pelas fases | e Il predominou o processo de nitrificacéo,
sendo possivel observar a atividade das bactérias oxidadoras de amdnia (BOA) a partir das
elevadas concentragfes de nitrito presentes na saida do reator. Ainda, ao final da fase Il é
possivel observar a presenca de nitrato na saida do reator, indicando a acédo de bactérias
oxidadoras de nitrito (BON). Isso pode se justificar devido a dificuldade em manter a
concentracdo de OD zerada no reator, visto que o oxigénio € um doador de elétrons para
as bactérias nitrificantes e um inibidor do processo anammox. Considerando que se trata
de uma cultura mista enriquecida, a presenca de oxigénio e dos substratos necessarios
estimulou outros grupos bacterianos, que se multiplicam mais rapido do que as bactérias
com atividade anammox.

Devido a dificuldade operacional em manter as concentragfes estaveis no meio de
cultivo, entre os dias 36 e 58 de operacao (fase lll), a entrada de amodnia estava em
concentragfes muito abaixo do que é necessario para a atividade anammox, enquanto a
entrada de nitrito se manteve elevada. Como consequéncia, houve alta producéo de nitrato
pelas BON. A partir da quarta fase o controle de OD foi realizado através da purga de
nitrogénio gasoso no meio de cultivo, por isso as concentracdes de OD passaram a se
manter em 0,00 mg.L+. Apesar disso, as concentracfes de nitrito da saida eram maiores do
gue na entrada, o que é indicativo de que as BOAs permaneciam se sobressaindo sobre a
atividade anammox.

Durante a fase V as bactérias ndo apresentaram melhora de quadro e nao
respondiam de acordo com a estequiometria do processo. Ao fim do dia 100 de operacéo,
verificou-se a necessidade de adotar novas estratégias para o estabelecimento e eficiéncia
do processo em um novo reator, a partir de uma nova fonte de in6culo anammox.

CONCLUSAO

Devido a baixa velocidade de duplicacdo das bactérias com atividade anammox é
necessario realizar a otimizacdo da configuracéo dos reatores, bem como, ter um controle
rigoroso das condi¢gbes de operagédo e aclimatacdo dos microrganismos. O desempenho
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total do reator ao longo dos 100 dias de operacdo do reator a atividade das BOA
prevaleceram sobre as bactérias anammox, indicando como a presenca de OD afeta a
atividade das anammox e deixando claro o estabelecimento de estratégias para melhor
desempenho de um reator de in6culo.
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