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RESUMO E PALAVRAS CHAVE

Os efluentes de piscicultura intensiva podem conter concentracoes elevadas de
matéria orgéanica e nitrogénio originado das sobras de racdo e na excrecao. A fim
de minimizar os impactos e a frequéncia de trocas de 4gua no tanque este projeto
de pesquisa visa 0 desenvolvimento de tecnologia para tratamento e reuso de
efluentes gerados em tanques de piscicultura intensiva. Foi estudado um sistema
combinado de reatores anaerdbio (340L) e aerdbio (170L) com a finalidade de
remocao de matéria organica, nitrogénio amoniacal e nitrito de um aquario de
producgédo intensiva de tilapias (140L) por meio dos processos Anammox e Canon.
As bactérias anammox sao especificas e para comparar a diversidade microbiana
desenvolvida no reator de tratamento de piscicultura foi realizado o
enriquecimento de uma cultura de bactérias com atividade anammox em Reator
de Bateladas Sequenciais (RBS) a partir do mesmo lodo anaerobio utilizado como
in6culo dos reatores anaerébios. O sistema de reatores anaerdbio-aerdbio foi
eficiente na remocao de matéria orgéanica (66%), porém a eficacia na remocao da
carga de nitrogénio do sistema foi baixa (30%) devido a influéncia da geragéo de
amodnia nos reatores anaerobios e nitrito por processo convencional de nitrificacao
no reator aerébio. As cargas de carbono orgéanico total, sélidos totais e sélidos
suspensos volateis apresentaram reducao de 44%, 29% e 63%, respectivamente.
Portanto, o sistema estudado nédo ofereceu seguranca para sugerir a recirculagao
direta dos efluentes tratados para o tanque de criagdo de peixes, sendo
necessario pos-tratamento para garantir as concentracées de amoénia e nitrito
abaixo dos limites de toxicidades para os animais.A biomassa enriquecida em
reator de batelada apresentou significativa atividade anammox, observada pelas
reducbes de amobnia e nitrito. O sequenciamento em larga escala do RNA
robissomal 16S da biomassa bacteriana mostrou duas comunidades bacterianas
anaerébias que podem estar relacionadas com a atividade anammox
apresentada. A primeira, bactérias do género Ignavibacteria, com referéncia em
atividades desnitrificante e de reducdo de amoénia em culturas anammox; e
bactérias do género Thiobacillus, especificos da redugao de enxofre, porém com
referéncia na redugcado de nitrogénio por desnitrificacdo. A cultura enriquecida a
partir do inoculo de bovinocultura de leite para obtengédo de bactérias anammox



no RBS podera ser utilizada como in6culo no start-up de sistemas e reatores

anammox.

Palavras chave: anammox, efluente de piscicultura, comunidade microbiana,

Canon, desnitrificago.



ABSTRACT E KEYWORDS

Effluents from intensive fish farming may contain high concentrations of organic
matter and nitrogen from feed leftovers and excretion. In order to minimize the
impacts and frequency of water changes in the tank, this research project aims to
develop technology for treatment and reuse of effluents generated in intensive fish
ponds. A combined system of anaerobic (340L) and aerobic (170L) reactors was
studied for the purpose of removing organic matter, ammoniacal nitrogen and
nitrite from an intensive tilapia production aquarium (140L) using the Anammox
and Canon processes. The anammox bacteria are specific and to compare the
microbial diversity developed in the treatment reactor of fish farming was carried
out the enrichment of a culture of bacteria with anammox activity in Sequential
Batch Reactor (RBS) from the same anaerobic sludge used as inoculum of the
anaerobic reactors. The anaerobic-aerobic reactor system was efficient in the
removal of organic matter (66%), but the efficiency in the removal of the nitrogen
load from the system was low (30%) due to the influence of the ammonia
generation in the anaerobic and nitrite reactors by process of nitrification in the
aerobic reactor. Total organic carbon, total solids and suspended solids volatiles
presented a reduction of 44%, 29% and 63%, respectively. Therefore, the system
studied did not offer safety to suggest direct recirculation of treated effluents to the
fish breeding tank, post treatment is required to ensure concentrations of ammonia
and nitrite below the toxicity limits for the animals. The biomass enriched in a
batch reactor showed significant anammox activity, observed by reductions of
ammonia and nitrite. The large-scale sequencing of the 16S robissomal RNA from
bacterial biomass showed two anaerobic bacterial communities that may be
related to the anammox activity presented. The first, bacteria of the genus
Ignavibacteria, with reference in denitrifying activities and of ammonia reduction in
anammox cultures; And bacteria of the genus Thiobacillus, specific for the
reduction of sulfur, but with reference in the reduction of nitrogen by denitrification.
The culture enriched from the bovine inoculum of milk to obtain anammox bacteria
in RBS can be used as inoculum in the start-up of anammox systems and

reactors.



Key words: anammox, effluent fish farming, microbiology, Canon, denitrification
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1 INTRODUCAO

A produgéo de peixes no Brasil é baseada principalmente em regimes de
produgdes intensivos e semi-intensivos e € sustentada principalmente por
pequenos produtores. Os regimes semi-intensivos e intensivos incluem a maioria
das culturas de peixes em tanques escavados, onde 0s animais sdo mantidos e
criados durante todo o periodo de cultivo (OSTRENSKY et al., 2008).

Utilizam-se tanques com elevadas densidades de estocagem de peixes e
estes sdo alimentados com altos niveis de proteina que sdo parcialmente
assimiladas pelos animais. Além disso, o principal produto excretado pelos
organismos aquaticos alimentados por proteina € a aménia, contribuindo para o
aumento na concentracdo de nitrogénio nos viveiros de peixes (PEREIRA e
MERCANTE, 2005) e a toxicidade por compostos nitrogenados (BOYD, 1989)
como am@nia, nitrito e nitrato.

A fim de minimizar os impactos dos compostos nitrogenados em tanques
de piscicultura o produtor pratica a troca de agua constante do tanque sem
tratamento do efluente descartado, impactando os corpos hidricos receptores
(QUEIROZ e BOEIRA, 2007). De acordo com a Resolu¢cdo CONAMA (Conselho
Nacional de Meio Ambiente) 357/2005 é proibido o langamento de efluentes
domésticos, agropecuarios, de aquicultura, industriais e de quaisquer outras
fontes poluentes em corpos de 4gua sem o enquadramento de acordo com a
Resolucdo CONAMA 430/2011 que estabelece que a concentragdes maximas de
lancamento. O CONAMA também determina que as fontes potencial ou
efetivamente poluidoras dos recursos hidricos deverao buscar praticas de gestao
de efluentes, como a melhoria da qualidade do efluente gerado.

O acelerado crescimento visto nos ultimos anos nos permite afirmar que a
aquicultura é hoje um setor promissor para o desenvolvimento econdmico do
Brasil e o investimento em melhorias de produgdo é essencial para a que o
pescado brasileiro seja capaz de competir com o pescado do mercado externo,
valorizando e enriquecendo o produtor de peixes no Brasil. Neste sentido, a
realizacdo de pesquisas visando a obtencédo de ferramentas para uma producao
mais eficiente e ambientalmente correta é fundamental para a manutencao da

aquicultura e da vida aquatica.
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A forma convencional de remocao de nitrogénio de aguas residuarias
de grande vazao € realizada através da nitrificacdo e desnitrificagcdo. Na primeira
etapa a acao das bactérias Nitrosomonas € responsaveis pela oxidacdo da
amdnia a nitrito, e na segunda etapa as bactérias Nitrobacter sao responsaveis
pela conversao de nitrito a nitrato. Sendo a nitrificacdo aerdbia e a desnitrificacao
um processo anaerébio (SCHIMIDELL et al., 2007).

Essas reagbes sao amplamente conhecidas e vém sendo aplicadas
com sucesso na maioria dos sistemas modernos de tratamento de aguas
residuarias (EGLI et al.,, 2001). Porém esse processo apresenta algumas
limitacbes quando se deseja tratar efluentes contendo altas concentracbes de
nitrogénio e baixa DBO (baixa relacdo DBO/nitrogénio), ha uma dificuldade de
transferéncia de altas quantidades de oxigénio necesséarias a nitrificacdo e a
necessidade de grande quantidade de matéria organica biodegradavel na etapa
da desnitrificacao (SOUZA, 2011), o efluente de piscicultura é caracterizado pela
alta concentracdo de DBO e a presenga de matéria organica e inorganica, por
isso a eficiéncia do processo pode ser prejudicada e outros processos devem ser
pesquisados.

Mulder et al. (1995) observaram em um reator desnitrificante um processo
capaz de remover amdnia com producdo de gas nitrogénio sob condigdes
anaerdbias, o processo foi denominado Anammox (Anaerobic Ammonium
Oxidation), ja que o mesmo converte amodnia diretamente a nitrogénio gasoso sob
condicOes anaerdbias, utilizando o nitrito como aceptor final de elétrons.

O processo anammox pode substituir completamente a etapa de
desnitrificagdo convencional em sistemas de tratamento de aguas residuarias e
economizar metade dos custos com aeragao na fase de nitrificacdo (JETTEN et al
, 1997). Porém o sucesso do processo anammox depende da quantidade de
biomassa de bactérias especificas presentes no sistema. Portanto trabalhos que
visam obter esta populacéo e possibilitar o desenvolvimento e manutencao dessa
biomassa para posterior uso como inoculo em reatores anammox, Sao
extremamente relevantes.

Khin e Annachhatre (2004) apresentaram alguns processos inovadores
para remocao total ou parcial de nitrogénio: Sistema Combinado SHARON (Single
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High Amonia Removal Over Nitrite) ANAMMOX, e CANON (Completely
Autototrophic Nitrogen Removal Over Nitrite) com resultados satisfatérios de
remogao de nitrogénio.

E possivel entdo desenvolver tecnologias para remogdo de nitrogénio e
matéria organica com sucesso no tratamento de efluentes de pisciculturas. Porém
pesquisas sao necessarias para o estabelecimento de parametros de operacao e
indicacao do processo mais adequado para cada caso ja que a atividade de
aquicultura é bastante diversificada, seja em variedades de espécies de peixes,
seja em densidade de estoque desses animais.

O objetivo principal desta pesquisa foi desenvolver um sistema para
tratamento de efluentes de piscicultura combinando reatores anaerébio e aerdbio
em série a fim de aplicar sequencialmente as tecnologias Anammox e CANON.
Portanto, espera-se remover carbono organico e parte do nitrogénio amoniacal
nos reatores anaerdbios de leito fixo e, posteriormente, completar a remocao de
amoénia por meio do processo CANON em um reator aerébio com concentracdes
limitadas de oxigénio dissolvido, inferior a 1mg.L™".

O estudo desses processos no tratamento de efluentes de piscicultura
possibilitara o conhecimento das condi¢des requeridas e das limitagdes de forma
a determinar parametros operacionais para obtencdo do desempenho maximo de
cada processo. Neste trabalho pretende-se monitorar o pH, temperatura,
condutividade elétrica, nitrogénio total, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato,
carbono organico total, sélidos totais e volateis, demanda quimica de oxigénio no
tanque de cultivo e no efluente final a fim de determinar a eficiéncia do processo
na reducao da carga de nitrogénio total e de matéria organica.

Concomitantemente, foi desenvolvida uma cultura microbiana com
atividade Anammox, em meio de cultura autotréfico sob condicdes de
temperatura, agitacdo e anaerobiose controladas. A comunidade microbiana
desenvolvida nos filtros anaerdbios até o final do periodo de operagédo foi
comparada com a comunidade microbiana anammox desenvolvida em reator de
batelada sequencial, em escala de laboratério. As duas comunidades microbianas
foram obtidas a partir do mesmo inéculo.
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Este projeto de pesquisa foi financiado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico — CNPq por meio do Edital Universal
2013, processo 481361/2013-8, intitulado “Desenvolvimento de sistema para
tratamento e reuso de efluentes de piscicultura intensiva utilizando sistema
combinado de reatores anaerdbio e aerdbios de alta taxa integrados a sistema de
hidroponia, com aporte de R$52.085,00 e vigéncia de 11/11/2013 a 30/11/2016.
As pesquisas realizadas no ambito deste projeto resultardo na produgdo de
informagdes sobre o uso sustentavel da agua na piscicultura com aumento da
produtividade nos ambientes rural e urbano. O efluente de tanques de piscicultura
tratado em reatores de alta taxa podera apresentar qualidade satisfatéria para

recirculacdo em sistemas de fluxo fechado.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA DA PISCICULTURA BRASILEIRA

De acordo com a FAO (2015) a producdo mundial de pescado
apresentou um crescimento extremamente acelerado nas ultimas décadas, o
consumo mundial de peixe per capita aumentou de uma média de 9,9 kg em 1960
para 19,2 kg em 2012. Este desenvolvimento tem sido impulsionado pelo
crescimento populacional, aumento da renda e urbanizagéo e pela forte expanséo
da producao de peixes e distribuicao mais eficiente (VICENTE et al., 2014). A
aquicultura é responsavel pela producédo de 66,6 milhdes de toneladas de peixe
ao ano, a China tem sido responsavel por 88% desta producéo (FAO, 2015).

O Brasil possui um grande potencial aquicola devido a sua grande area
territorial e uma extensa bacia hidrografica, apesar disso a producao de peixes no
pais ainda € pequena. De acordo com o extinto Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA, 2014) no pais mais de 415 mil toneladas de pescado sao provenientes da
aquicultura, deste volume cerca de 80% s&o oriundas de pisciculturas, mostrando
ser esta a principal atividade aquicola do pais. Na piscicultura a producédo de
peixes €& essencialmente em tanques escavados, ja a aquicultura abrange
tanques escavados, tanque rede em represas, pesca e producao de mariscos e
camardes. A piscicultura brasileira representa um PIB (Produto Interno Bruto) de
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R$5 bilhdes e mobiliza mais de 800 mil profissionais, proporcionando 3,5 milhdes
de empregos diretos e indiretos, consolidando-se como um setor de grande
importancia econdmica (MPA, 2014).

Vicente et al (2014), ao estudarem as perspectivas da producao de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil afirmaram que por ser uma
importante fonte de proteina as tilapias sdo uma das espécies de peixes mais
cultivadas em todo mundo. A tilapia do Nilo apresenta um grande potencial devido
a sua facil reproducao, carne branca e alta qualidade, baixos custos de producao
podendo inclusive, ser cultivada em locais com alta salinidade e baixas
temperaturas. No Brasil as tildpias sao cultivadas em represas, pesque-pague e
pisciculturas. O crescente consumo de proteina animal vinda da aquicultura
aumentou a necessidade de informacbes acuradas sobre a identificacdo e
controle de situagdes adversas no ambiente de producédo a fim de assegurar a
qualidade dos peixes e a preservacao do meio aquatico.

Ao escrever sobre a qualidade da agua na piscicultura Kubitza (1998)
afirmou que a produtividade do pescado estd inteiramente ligada ao habitat que o
animal cresce, 0s ecossistemas aquaticos sdao complexos e dinamicos,
influenciados por um conjunto de condi¢des aquicolas. A boa qualidade da agua,
alimentacao e técnicas de criagdo melhoram o desenvolvimento e a qualidade dos
peixes, prevenindo doencgas, aumentando a producgéo e o lucro da piscicultura e,
consequentemente, diminuindo o impacto negativo sobre o meio aquatico
(AYROZA et al., 2011).

De acordo com Tavares (1994), que estudou a limnologia aplicada a
aquicultura, os processos que ocorrem na agua estdo intimamente ligados, nao
podendo ser vistos como processos independentes, uma vez que na agua seus
efeitos atuam dinamicamente. A introducdo de qualquer substancia na agua
acarreta alteracdes na sua qualidade, as quais nem sempre sdo favoraveis ao
desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos aquaticos. Como é o caso da
alimentacdo que ndo é aproveitada pelo peixe, assim como as fezes, que se
decompde por acao bioldgica, resultando no consumo de oxigénio e liberacao de
nutrientes na agua (KUBITZA, 1998).
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O fosforo e o nitrogénio sdo nutrientes essenciais para o metabolismo
dos peixes. O fésforo tem papel importante no armazenamento de energia € na
estruturagcdo da membrana celular; ja o nitrogénio é responsavel pela formagao de
proteinas (AYROZA et al., 2011). Entretanto, fornecidos pela racdo uma parcela
destes nutrientes, cerca de 75% da matéria seca da racdo € consumida e
transformada em proteina animal, mas 20 a 25% dos nutrientes ingeridos nao séao
metabolizados pelos organismos dos peixes e sdo excretados pelas fezes,
caracterizando um efluente de alta carga organica (MACEDO e SIPAUBA-
TAVARES, 2010; BOCK et al., 2006).

Altas taxas de fésforo e nitrogénio promovem o crescimento excessivo
de espécies fitoplanctbnicas e a populagdo microbiana responsavel pela
degradacdo da matéria organica e algas aumentam exponencialmente e,
portanto, a demanda de oxigénio necessaria para essa degradacdo sofre um
aumento substancial (BASSIN, 2011). Por consequéncia o oxigénio dissolvido
presente na agua é consumido para a degradacao desses nutrientes, podendo
causar mortandade de peixes e outros organismos aquaticos por asfixia,
inadequacao do uso das aguas e aumento do custo de tratamento, esse processo
€ chamado de eutrofizacdo e € um dos problemas mais graves dos ecossistemas
aquaticos.

Em tanques de criagdo de peixes, a proliferagdo excessiva do
fitoplancton pode causar diminuicao de oxigénio a noite e supersaturacao durante
o dia, podendo ainda ocorrer obstrugcdo das guelras dos peixes pelos filamentos e
inibicdo do crescimento das algas mais assimilaveis, além do aparecimento de
produtos do metabolismo secundario de cianobactérias, que causam sabor
desagradavel na carne do peixe (MACEDO, 2004).

Para minimizar a probabilidade de eutrofizacdo nas aguas de cultivo de
peixes é feito constantemente ou de maneira intermitente a renovacao de agua do
viveiro. Com o uso da renovacao constante da agua € possivel aumentar a
densidade de estocagem de peixes na agua de 4 & 12 t/ha para 10 & 30 t/ha
(RODRIGUES, 2013). A renovacao de agua do sistema de producao diminui a
concentrac@o de residuos provenientes da racao e do metabolismo dos peixes no
sistema de producéo, entretanto é gerado um efluente com altas concentracées
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de sélidos organicos em suspensdo, didéxido de carbono, DBO (Demanda
Bioguimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), nitrogénio e
fosforo, provenientes da racdo e excretas dos peixes, proporcionando um
consideravel aporte de matéria organica e inorganica aos ecossistemas aquaticos
(HUSSAR e BASTOS, 2008).

A aquicultura pode ser implementada em varios niveis de producao,
sendo que as caracteristicas dos efluentes dependem basicamente, da qualidade
da agua de abastecimento, da qualidade e da quantidade dos alimentos
fornecidos, do tempo de residéncia do efluente dentro dos sistemas de criacéo,
das espécies criadas, da densidade de estocagem e da biomassa dos organismos
(HENRY-SILVA E CAMARGO, 2008). Em sistemas extensivos de criacdo, a
caracteristica do efluente gerado tende a ser semelhante da agua captada para
abastecimento de tanques e viveiros, especialmente quando o tempo de retencéo
da agua é longo. Entretanto, conforme a producdo de organismos aquaticos
aumenta, a tendéncia € que os impactos negativos sobre o ambiente também se
intensifiquem. Segundo a Resolugdo CONAMA 001, de 23 de janeiro de 1986
existe a obrigatoriedade de elaboracédo de estudo de impacto ambiental (EIA) e do
relatério de impacto ambiental (RIMA) para as atividades modificadoras do meio
ambiente, como a aquicultura.

Esses instrumentos sdo necessarios também para o licenciamento
ambiental que o Estado de Sao Paulo, pelo Decreto Estadual 60.582 de 27 de
junho de 2014 (complementa e altera a resolugdo CONAMA 413/2009), obriga os
estabelecimentos de producdo aquicola a buscar a licengca ambiental. O
licenciamento ambiental dos produtores € importante para a regularizacdo do
negocio, com a licenga é possivel acessar crédito rural, incentivos, isengdes
fiscais e participar de programas de aquisicao de alimentos do governo, além de
evitar problemas com a fiscalizacdo ambiental, como adverténcias, multas e
suspensao de operacdo. Além de colaborar com a responsabilidade ambiental
dos ambientes utilizados para a pratica da produgédo de peixes, atendendo uma
visdo sustentavel da producao.

No mesmo enfoque, a Resolugdo 430 de 13 de maio de 2011 no
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) dispde sobre as condicdes e



23

padrées de lancamento de efluentes e ainda complementa e altera a Resolucao
357/2005. Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdao ser
lancados diretamente no corpo receptor desde que obedecam as condigbes e
padroes previstos nesta resolugao. O padrao de langamento de DBO (DBO 5 dias
a 20°C) prevé reducao minima de 60% de DBO no quinto dia de analise, e para
nitrogénio amoniacal total o padrdo de lancamento maximo é de 20mg.L"'. Os
estabelecimentos que ndo obedecem esses padrdes de langcamento estao
sujeitos a multa.

Apesar do efluente de piscicultura apresentar grandes volumes com
baixos teores de nutrientes quando comparado com efluentes de origem
domeéstica, seu langamento direto e continuo nos ambientes aquaticos pode
resultar em uma bioacumulagcdo crénica e eutrofizagdo com consequéncias
negativas sobre o meio ambiente (GOULART e CASTILHO, 2003).

Além disso, Gazzola (2013) ao estudar o efeito da aménia e do oxigénio
dissolvido na sobrevivéncia de alevinos de Dourado (Salmnus brasiliensis); afirma
que os compostos nitrogenados tem sido identificados como o maior produto
metabdlico em piscicultura, sendo a aménia o principal produto final do
catabolismo proteico e da grande maioria dos organismos aquaticos. A amoénia
pode alcancar niveis iguais ou superiores a 80% do total de nitrogénio excretado
pela maioria dos peixes podendo, portanto, acumular-se nos tanques de cultivo
devido a esta excrecao e/ou devido a mineralizacdo de substancias organicas por
bactérias heterotréficas (WOOD, 1993; SPOTTE, 1970).

Segundo Arana (1997), que estudou os principios quimicos de
qualidade da agua em aquicultura, principalmente para peixes e camardes, 0
aumento da concentragdo de amdnia no meio externo dificulta a excregdo da
mesma pelos organismos, provocando um aumento no nivel de amoénia no
sangue e nos tecidos que, além de afetar seriamente a fisiologia dos animais,
pode provocar redugdo ou paralisacdo da atividade alimentar afim de reduzir a
amdnia metabdlica.

Wood (2001) descreveu as respostas toxicolégicas das branquias dos
peixes e encontrou que concentragdes subletais de aménia reduzem o

crescimento porque podem causar modificagbes fisioldgicas e histoldégicas nos
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rins, baco, tecidos tireoides e sangue, além de bloquear o processo de
fosforilagdo oxidativa ao nivel celular, causando incapacidade de converter a
energia alimentar em ATP.

Esses efeitos aliados reduzem a produtividade do sistema,
considerando ainda que os animais submetidos aos efeitos citados tornam-se
mais susceptiveis a contrair enfermidades. A aménia, em pisciculturas intensivas,
pode alcancar niveis que, além de redugdo no crescimento, pode causar
mortalidade dos peixes.

Segundo Hussar e Bastos (2008) apesar do efluente de piscicultura
apresentar grande volume com baixo teor de nutrientes quando comparado com
os efluentes de origem doméstica, seu langcamento direto e continuo nos
ambientes limnicos pode resultar em uma bioacumulacdo crénica e eutrofizacao
com consequéncias ecolégicas negativas sobre o meio ambiente aquatico.
Atividades como a piscicultura promovem uma expressiva queda da qualidade da
agua e perda de biodiversidade aquatica em fungdo da desestruturagédo do
ambiente fisico, quimico e alteracdo da dindmica natural das comunidades
bioldgicas.

Visando amenizar os impactos ambientais € que se buscam cada vez
mais alternativas mitigadoras onde se deve levar em considera¢do o custo e a
disponibilidade e ainda assim atendendo todas as legislacées ambientais. Neste

sentido, é necessario um tratamento prévio desta 4gua de descarte.

2.2 CARACTERISTICAS DO EFLUENTE DE PISCICULTURA

Varios autores descreveram as caracteristicas do efluente de
piscicultura nos ultimos anos, segue abaixo uma tabela com as principais

caracteristicas dos efluentes analisados.
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Tabela 1: Caracteristicas do efluente de piscicultura de acordo com os autores citados nos parametros de turbidez (NTU),
DQO (mg.L™), nitrogénio total (mg.L™), nitrito (mg.L™), nitrato (mg.L™") e nitrogénio amoniacal (mg.L™).

. . Nitrogénio I . Nitrogénio
A Espécie - Turbidez DQO Nitrito Nitrato .
Referéncia cultivada Tipo NTU mg.L" Tota_l1 mg.L" mg.L" Amonqual
mg.L mg.L
Henry-Siva 1402 do Caixas
e Camargo b ' 26+12 - 0,34+0,06 9,1+2,3 48,7+22,8 10,344,7
Nilo d'agua
(2006)
Hussare — yania  Caixade
Bastos : . 36128 85,6+37,4 8,916,6 - 0,47+0,26  0,71%0,46
rendalli alvenaria
(2008)
Mercante  risniado  Viveiro
et al. : 90+0 - 0,51+0,05  7,5%1,56 0,12+0,01  0,37%0,04
Nilo escavado
(2007)
Mingui et Cultivo Lago
al. (2011)  miltiplo natural ] 68,1419 2894015 ] ] 0,530,17
Mohedano  Tilapia do Caixas
(2004) Nilo dagua 414 421,74 - 0,01 0,24 2,69
Moraes Caixas de
(2002) Pregado concreto, - - - 0,31£0,17 1,49+1,49 1,07x0,69
agua salina
Tilapia do
Rosa etal. Nilo, Carpa  Viveiro i i i i 00’22340 00501691
(2013) capim e escavado. 0.006 0.471
pacu.
Zamboni et Cultivo Viveiro
al. (1997) multiplo escavado 7)1 ) ] ) ] 74,8
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2.3 IMPACTO DO EFLUENTE DE PISCICULTURA

O aumento das concentragdes de nitrogénio e fésforo na massa liquida
e 0 acumulo de matéria organica nos sedimentos sdo os principais impactos que
a atividade aquicola pode causar nos ecossistemas aquaticos (MIRES, 1995;
BARDACH, 1997; MIDLEN E REDDING, 1998).

A disponibilidade de nutrientes tende a favorecer o aumento da
comunidade fitoplanctonica, alterando o estado do oxigénio dissolvido no
ambiente aquatico. Durante o dia a atividade fotossintética do fitoplancton
proporciona um aumento de oxigénio, que ao ultrapassar o equilibrio de saturagao
pode ocasionar embolia gasosa nos organismos aquaticos. Por outro lado,
durante a noite e no inicio da manha a excessiva respiracao do fitoplancton pode
ocasionar o consumo por completo do oxigénio dissolvido e, consequientemente,
a morte da maioria dos organismos heterotréficos.

O nitrogénio dos efluentes das atividades de aquicultura provém
principalmente da proteina das racbes, sendo que parte é excretada pelos
organismos na forma de amdnia, enquanto o restante é eliminado pelas fezes na
forma de nitrogénio organico. Estimativas indicaram que as taxas de excreg¢do de
nutrientes por peixes mantidos por uma dieta com 35-40% de proteina e, com
conversao alimentar de 1:1,5 sdo de aproximadamente 0,025 kg de nitrogénio e
0,033 kg de fosforo/kg de biomassa produzida (COCHAVA et al., 1990).

Baccarin (2002), avaliando o impacto ambiental da producéo de tilpia
do Nilo sob diferentes manejos alimentares, verificou que com o incremento da
biomassa dos peixes ocorreu uma reducdo gradativa dos teores de oxigénio
dissolvido e 0 aumento dos valores de turbidez e de material em suspensao do
efluente, independente da dieta fornecida. Este fato foi associado ao aumento do
arracoamento, ao aumento dos dejetos e a decomposi¢cdo da matéria organica.
Henry-Silva (2001) também observou que o aumento do fornecimento de ragéo
associado ao crescimento dos peixes incrementou as concentracdes de nutrientes
no efluente gerado.

Persson (1991), ao analisar o impacto da implantacao de tanques-redes
com truta arco-iris em um lago da Suécia, constatou que os efluentes e os

residuos originarios desta atividade proporcionaram uma consideravel
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degradacao do ambiente aquatico, tornando o hipolimnio andxico em decorréncia
da decomposicao da matéria organica. A agravante € que sob estas condi¢des o
fosfato, antes imobilizado nos sedimentos em fungédo da barreira proporcionada
pela camada oxidada, tornou-se disponivel na coluna d’agua, aumentando a
producgao primaria do fitoplancton.

Camargo (1992), avaliando o impacto de efluentes de fazendas de
criagdo de trutas sobre o rio Tajufa (Espanha), constatou que os efeitos foram
significativos sobre a qualidade da agua do rio, visto que a um km do langamento
dos efluentes os valores de nutrientes ainda eram elevados. Este autor também
observou alteragbes nas comunidades de invertebrados benténicos. Nos pontos a
jusante do lancamento de efluentes, as espécies adaptadas a ambientes com
concentragbes altas de oxigénio dissolvido e taxas de sedimentagdo baixas
praticamente desapareceram, sendo substituidas por espécies, especialmente de
quironomideos que sao adaptadas a ambientes com teores de oxigénio baixos e
com taxas elevadas de sedimentacéo.

Loch et al. (1996), investigando o efeito dos efluentes de viveiros de
criagdo de truta (Oncorhyncus mykiss) sobre a riqueza de macroinvertebrados
bentdnicos, também verificaram uma diminuicdo da diversidade de espécies de
efemerdpteros, plecopteros e trichopteros nos rios onde os efluentes eram
despejados. Menezes e Beyruth (2003), analisando os impactos de tanques-rede
com tilapia do Nilo sobre a comunidade benténica da represa de Guarapiranga
(SP), observaram maiores porcentagens de Oligochaetas no sedimento a baixo
dos tanques-rede, provavelmente em decorréncia do aumento dos teores de
matéria organica e de nutrientes provenientes dos excretas dos peixes.

Tovar et al. (2000), investigando os impactos da aquicultura intensiva
sobre um ecossistema l6tico na Espanha, observaram que trés pisciculturas com
uma producdo total de 1000 toneladas/ano de Sparus aurata utilizavam
diariamente cerca de 240.000 m® de agua do rio San Pedro e langavam um
volume semelhante de efluentes neste ambiente aquatico. Os autores
constataram um padrdao para as concentracbes de nutrientes e de sélidos em
suspensao ao longo do rio. No trecho inferior, a jusante das pisciculturas e

préximo do estuario, os teores de nitrogénio, fosforo e matéria organica foram
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menores, provavelmente em decorréncia dos processos de autodepuragao e pela
diluicdo causada pela entrada de agua do mar. Ja no trecho superior, onde eram
desenvolvidas as atividades de aquicultura, os teores destas varidveis foram
maiores, especialmente em decorréncia do despejo de efluentes dos viveiros de
criacao de peixes.

Pistori (2005) verificou maior producao primaria da macréfita aquética
flutuante Salvinia molesta em uma represa impactada pelo lancamento de
efluentes de aquicultura quando comparadas com as taxas de crescimento desta
mesma espécie em uma represa nao impactada. Boaventura et al. (1997)
observaram que os efeitos dos efluentes de fazendas de criacdo de truta arco iris
foram notados 12 km a jusante do ponto de seu langamento, acarretando no
aumento do numero de bactérias.

Macedo (2004) constatou maiores densidades de coliformes fecais em
um ambiente aquatico que recebia fluxo intenso de efluentes de aquicultura,
sugerindo a necessidade do tratamento desses efluentes antes do langcamento no
corpo d’agua receptor. Na bacia hidrografica do rio Ribeira de Iguape (SP)
observou-se que as pisciculturas intensivas e semi-intensivas sao as mais
eutrofizadas, causando alteracdes nas caracteristicas fisicas e quimicas dos
ecossistemas I6ticos em que seus efluentes sdo langados (CASTELLANI e
BARRELA, 2006).

Em ambientes aquaticos da Tailandia foram constatados problemas
relacionados a grande quantidade de nutrientes e de matéria organica, produzidos
pelas atividades de carcinicultura. A descarga destes poluentes gerou problemas
nao somente aos ecossistemas estuarinos, mas também afetou a produtividade
das proprias fazendas de criacdo de camarao (CHUA et al., 1989). Estima-se que
anualmente as carciniculturas da regido de Banguecoque despejem
aproximadamente 1500 t de nitrogénio e 146 t de fésforo nos ecossistemas
estuarinos, proporcionando crescimento excessivo de algas, morte de organismos
coralineos e alteragdes nas comunidades de areas alagaveis (CHUA et al., 1989;
HOPKINS et al., 1995).
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2.4 TECNICAS USUALMENTE UTILIZADAS PARA REMOGCAO DE
NITROGENIO DE EFLUENTES DE PISCICULTURAS

Zamboni Filho et al. (1997) estudaram a deterioragdo da qualidade da
agua causada pela piscicultura, bem como a capacidade de melhoria desse
efluente através de um sistema biol6gico de tratamento durante dois anos e trés
meses de operacdo. Todo efluente dos tanques de cultivo eram drenados, por
gravidade, até um lago de aprisionamento de peixes que também foi observada a
retencdo de nutrientes, como uma lagoa de estabilizagdo. Os autores concluiram
que a piscicultura acarreta um efluente eutrofizado, porém a lagoa de tratamento
melhorou a qualidade da &gua, apresentando parametros semelhantes ao
afluente (ZAMBONI FILHO et al.,1997).

Hussar e Bastos (2008) analisaram a utilizacdo de macréfitas aquaticas
flutuantes no tratamento do efluente de piscicultura e observaram uma remocao
média de 77% para DQO, 76% de nitrogénio, 79% de nitrato, 82% de amédnia,
95% de fésforo e 92% de turbidez, niveis satisfatérios de remocéo de acordo com
os autores. Minghui et al. (2011) também propds a construgdo de wetlands para
tratamento de residuo de piscicultura que era descartado no lago Poyang, China,
e obteve niveis satisfatérios de remocao de DBO, DQO, nitrogénio total e sélidos.
Seus autores apoiam o uso de wetlands por ser de facil construcdo e
manutencgdo, baixo custo e elevada eficiéncia de remogao, porém essa técnica é
adequada apenas para pisciculturas de pequeno e médio porte.

Gendel e Lahav (2013) pesquisaram sobre um novo processo fisico-
quimico de remogdo de amoénia em sistemas de recirculacdo de agua para
aquicultura de agua doce. O método baseia-se na separagdo da amoénia da agua
de cultivo através de uma resina de troca ibnica, a qual é regenerada por
absorcao quimica e oxidacao eletroquimica indireta da amdnia. Nao é necessario
periodo de partida do reator e os peixes sado cultivados em concentragdes de
bactérias muito mais baixas que em reatores anaerobios, tornando o potencial
para doencas menor. O sistema foi operado com sucesso com troca parcial da
agua e custo menor que o esperado.

Sanchez e Matsumoto (2011) monitoraram o desempenho de remogao
de nitrogénio amoniacal no tratamento de &aguas residuarias da producgéo
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intensiva de tilapia do Nilo em sistema com recirculacdo de agua. O sistema foi
constituido por um sedimentador convencional e um reator aerdbio de leito
fluidizado trifasico e carvao ativado como meio suporte. A eficiéncia média de
remocao do nitrogénio amoniacal total foi de 41.2%. O sistema avaliado foi
considerado uma alternativa efetiva para o reuso da agua em sistemas de
recirculacao para aquicultura.

Henry-Silva e Camargo (2006) analisaram a eficiéncia de trés espécies
de macrofitas aquaticas no tratamento de efluentes de viveiro de tilapia do Nilo e
encontraram remogao média de 82,6% de fésforo total e 45% de nitrogénio total e
concluiram que o tratamento foi eficiente na remocao desses compostos.

A forma convencional de remocéo de nitrogénio de aguas residuarias
de grande vazao é realizada em duas etapas distintas. Na primeira, realizada em
condicao aerodbia, ocorre a oxidacao da amodnia a nitrato, designando-se esta
etapa de nitrificacdo. Este processo € realizado pela acdo das bactérias
Nitrosomonas, responsaveis pela oxidagdo da aménia a nitrito, e Nitrobacter,
responsaveis pela conversdao de nitrito a nitrato. Numa segunda etapa, a
desnitrificacdo, € realizada na auséncia ou na presenca de baixas concentracoes
de oxigénio dissolvido. Nessas condicdes anodxicas, o ion nitrato recebe elétrons,
oriundos de um doador, por exemplo, material organico e é reduzido a nitrogénio
gasoso. Varios géneros de bactérias sdo responsaveis por esse processo, tendo
as substancias gasosas Oxido nitrico e Oxido nitroso como possiveis
intermediarios, igualmente lancados na atmosfera, porém em quantidades
normalmente muito baixas (SCHIMIDELL et al., 2007).

Essas reacbes sdo amplamente conhecidas e vém sendo aplicadas
com sucesso na maioria dos sistemas modernos de tratamento de aguas
residuarias (EGLI et al.,, 2001). Porém esse processo apresenta algumas
limitacdes quando se deseja tratar efluentes contendo altas concentracbes de
nitrogénio e baixa DBO (baixa relacdo DBO/nitrogénio), hd uma dificuldade de
transferéncia de altas quantidades de oxigénio necessarias a nitrificacdo e a
necessidade de grande quantidade de matéria organica biodegradavel na etapa
da desnitrificacao (SOUZA, 2011), o efluente de piscicultura é caracterizado pela
alta concentracdo de DBO e a presenga de matéria organica e inorganica, por
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isso a eficiéncia do processo pode ser prejudicada e outros processos devem ser
pesquisados.

Além disso, 0 ganho energético de cada tipo de microrganismo é
diferente, por exemplo, 287 kd/mol de amoénia das Nitrosomonas e 76 kdJ/mol de
nitrito das Nitrobacter, considerando que a producdo de novas células é
proporcional a energia liberada, pode-se concluir que haverd uma maior
quantidade de Nitrosomonas formadas do que de Nitrobacter. Por serem
autétrofas e oxidarem compostos inorganicos para obtencdo de energia essas
bactérias caracterizam-se de crescimento muito lento, que traz consequéncias as
velocidades das reacoes e transformagdes (SCHIMIDELL et al., 2007).

Outras limitagdes do processo convencional s&o relevantes, como o pH
e a temperatura. Na nitrificacdo ha liberacdo de H* e consequentemente aumento
da acidez do meio, 0 que pode limitar a velocidade do processo, ja na
desnitrificacdo ha liberacao de OH e aumento da alcalinidade do meio, inibindo o
crescimento microbiano. Os organismos sdo sensiveis a variagbes na
temperatura do meio, ela pode afetar a velocidade de remocao do nitrato e o
crescimento microbiano (TEIXEIRA, 2006).

2.5 CICLO DO NITROGENIO

O ciclo do nitrogénio, também chamado de “ciclo do azoto”, € um dos
ciclos mais importantes nos ecossistemas do planeta. O nitrogénio € um elemento
essencial para todo tipo de vida, integrando moléculas complexas como acidos
nucleicos, aminoéacidos e proteinas (ABREU, 2013).

O nitrogénio global, em sua maior parte, existe sob a forma gasosa (Ny),
nao estando disponivel prontamente na biota terrestre. Qualquer processo que
resulte na transformacédo do N, da atmosfera em outros compostos de nitrogénio
é denominado de fixacdo de nitrogénio. Um grande numero de bactérias pode
converter 0 nitrogénio gasoso a aménia (NH3) ou ions aménio (NH4) por meio de
reducdo catalisada por enzimas, em processo conhecido como fixagcao bioldgica
de nitrogénio que representa 90% de toda a fixacao de origem natural.

Para o ecossistema terrestre, na auséncia de fertilizantes, a fixacao
biologica de Ny pela bactéria chamada Rhizobium é a fonte mais importante de



32

nitrogénio para organismos vivos. Esta bactéria vive em nddulos ou raizes de
leguminosas e representa um exemplo interessante de simbiose, onde ha
beneficios para ambas as espécies: a leguminosa fornece local e alimento
(agucar) para a bactéria e, por outro lado, recebe o nitrogénio em forma
assimilavel. Em ecossistemas aquaticos o ciclo do nitrogénio é similar, sendo as
cianobactérias os microorganismos mais importantes na fixagao de nitrogénio.

Adicionalmente, o nitrogénio gasoso pode ser convertido em amoénia e
espécies oxidadas, por meio de reagdo provocada por descargas de relampagos,
em processo chamado de fixacao atmosférica de nitrogénio.

Atividades antrépicas, como por exemplo, a produgdo de amdnia ou
acido nitrico, também contribui para a fixacdo de nitrogénio em processo
denominado de fixagdo industrial de nitrogénio.

No meio ambiente, o nitrogénio encontra-se mais frequentemente na
forma de nitrogénio organico, aménia (NHz), aménio (NH4"), nitrato (NO3) ou
nitrogénio gasoso (N2). Em relacao ao equilibrio aménia - aménio (NH4" <-> NH3 +
H*), valores acidos de pH contribuem para o aumento da concentragcdo de h+,
fazendo com que o equilibrio seja deslocado para a esquerda, havendo desta
forma predominancia do ion amdnio. Em contrapartida, em valores alcalinos de
pH, a concentracao de H+ é diminuida, senda a amdnia predominante deste caso.

As substancias organicas nitrogenadas podem ser degradas por
bactérias decompositoras da matéria organica gerando aménia (amonificacao),
enquanto que o nitrogénio gasoso presente na atmosfera pode ser convertido em
amdnia através da atuagédo das bactérias fixadoras de nitrogénio (HENZE et al.,
1997, MADIGAN et al., 1997).

A figura XYW representa as transformagbes dos compostos
nitrogenados no ciclo do nitrogénio, as quais resultam do metabolismo nos
processos de fixacao, nitrificacao, desnitrificagdo, oxidacao anaerébia de amdnio
via nitrito e reducdo desassimilatéria e assimilatéria do nitrato (YE e THOMAS,
2001).
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Figura 1: Conversoes possiveis entre compostos nitrogenados (adaptado de YE e
THOMAS, 2001).

Tradicionalmente, a eliminacdo de nitrogénio de uma agua residuaria é
realizada por um processo que envolve duas etapas distintas. Na primeira etapa,
designada por nitrificacdo, 0 amonio passa a nitrato em condi¢des aerdbias, tendo
0 oxigénio como aceptor de elétrons na cadeia respiratéria, permitindo a
reoxidacdo das coenzimas e a geracdo de ATP. Na segunda etapa, designada
por desnitrificacdo, o nitrato é convertido a nitrogénio gasoso, tendo como
possiveis intermediarios gasosos o 6Oxido nitrico (NO) e 6xido nitroso (N20),
igualmente langados na atmosfera. A desnitrificagdo € realizada em condi¢oes
anoxicas, tendo o nitrato como aceptor de elétrons (MADIGAN et al., 1997,
UEMOTO e SAIKI, 2000).

2.5.1 Nitrificacao

A nitrificacdo € entendida como a etapa limitante do processo
convencional de remocgao de nitrogénio, consistindo também na etapa mais
estudada e para a qual se encontra a maior abundancia de informagdes, além de
ser de vital importancia para os novos processos de tratamento (BASSIN, 2012).

O processo nitrificante é realizado pela acdo de dois grupos de
bactérias. O primeiro grupo é responsavel pela nitritacdo, isto é, a oxidacado da
amdnia a nitrito, tendo a hidroxilamina (NH20OH) como composto intermediario. Ja
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0 segundo grupo promove a conversao do nitrito em nitrato, etapa designada por
nitratacao (RAMALHO, 1983; METCALF e EDDY, 1991). As etapas do processo
nitrificante estdo descritas nas equagdes 1 a 3 (HENZE et al., 1997, MADIGAN et
al., 1997).

1. Geragéao de nitrito

NH} + (3)0, > NO3 + Hy0 + 2H* (Eq. 1)
2. Geracao de nitrato

NO; + (5)0, - NO3 (Eq. 2)

3. Reacéo global
NHf + 20, - NO3 + 2H* + H,0 (Eq. 3)

Pela estequiometria das reagbes (1) e (2), pode-se observar que a
massa de oxigénio necessaria para completar essas reacoes é de 4,57 gO./gN
oxidado, sendo 3,43 g de oxigénio necessarias para a oxidagao do nitrogénio
amoniacal e 1,14 g requerida para a oxidag¢ao do nitrito.

As bactérias nitrificantes apresentam crescimento lento, o que pode
trazer complicacbes na operacdo dos sistemas bioldgicos de tratamento,
contribuindo para o aumento da sensibilidade do processo e, consequentemente,
da suscetibilidade a inibicdo quimica (SORIA e CHAVARRIA, 1978, HANEL,
1988). Em virtude de seu crescimento ser bastante reduzido, tempos de retencéo
celular relativamente elevados sdo necessarios para que as bactérias nitrificantes
sejam mantidas no interior do reator.

As reacbes estequiométricas da oxidacao de aménio e nitrito, levando-
se em consideragdo 0 seu crescimento (catabolismo e anabolismo) estédo
descritas nas Equacgdes 4 e 5, respectivamente (WIESMANN e LIBRA, 1999).

Oxidacao de aménio:
NH; + 1,30, + 1,98HCO; — 0,0182CsH,0,N + 0,98N0; + 1,04H,0 + 1,89H,C0,
(Eq. 4)
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Oxidacao de nitrito:
NO; + 0,005NH; + 0,480, + 0,005HCO3 + 0,02H,C03 — 0,005CsH,0,N +
NO3 + 0,015H,0 (Eq. 5)

Como mostrado na equacado 5, dois moles de alcalinidade sao
consumidos por mol de amdnio oxidado. O tampado carbonato neutraliza a
producgéo de prétons durante a oxidacdo de aménio por meio do stripping de CO..
Caso a quantidade de tampao necessdria nao esteja disponivel na agua
residuaria ou nao for externamente fornecida, o pH do sistema diminui e a taxa de
oxidacao de aménio diminuiu drasticamente. A quantidade de células produzidas
por mol de composto nitrogenado oxidado é maior para a oxidagdo de amdnio em
comparagao com a oxidacao de nitrito.

As mais conhecidas bactérias oxidadoras de amoénia encontradas em
sistemas de tratamento de esgoto pertencem aos géneros Nitrosomonas e
Nitrosospira. Na nitritagdo, podem estar envolvidos outros géneros como
Nitrosococcus, Nitrosovibrio e Nitrosolobus. Por sua vez, as principais bactérias
oxidadoras de nitrito fazem parte do género Nitrobacter e Nitrospira (CABEZAS et
al., 2004), embora outros géneros tais como Nitrocystis, Nitrococcus e Nitrospina
sejam reportados (SEDLAK, 1991, RITTMANN e McCARTY, 2001).

As bactérias atuantes no processo nitrificante sdo autotréficas, isto é,
utilizam carbono inorganico (CO,) para a sintese celular. Desta forma,
independem de compostos organicos como fontes de carbono. Sdo igualmente
denominadas quimiolitotréficas, indicando que utilizam substrato inorganico (NH4",
NHs) como fonte de elétrons, ou seja, de energia. As bactérias nitrificantes séao
aerdbias, caracterizando-se assim pelo uso de oxigénio como aceptor final de
elétrons (METCALF e EDDY, 1991, RITTMANN e McCARTY, 2001).

Diversos sado os fatores responsaveis por afetar a eficiencia da
nitrificacdo, como: pH, temperatura, oxigénio dissolvido (OD) e presenca de
compostos inibidores. O pH ideal esta em torno de 7,0 enquanto que a
temperatura mais favoravel para o processo nitrificante se encontra dentro da
faixa de 30 - 35°C (HENZE et al., 1997; METCALF e EDDY, 2003). Em geral,
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concentracdes de OD maiores que 2 mgO2/L sao recomendadas (SURAMPALLI
et al.,, 1997; HENZE et al.,, 1997). Em sistemas com biofilme, o nivel de OD
requerido pode ser maior em virtude da resisténcia a transferéncia de massa no
sistema. Devido & menor afinidade pelo oxigénio apresentada pelas bactérias
oxidadoras de nitrito, a oxidacdo desse composto € mais sensivel em baixas
concentracdées de OD em comparagdo com a oxidacao de amoénio. Portanto, é
comum ocorrer acumulo de nitrito em condigbes de limitagdo de oxigénio
(CAMPOS et al., 2007).

As concentragbes de amébnio e nitrito, substratos das bactérias
nitrificantes, exercem efeito direto na taxa de nitrificacdo. Caso as concentracoes
sejam muitas baixas, poderd ocorrer limitagdo de substrato. Em contrapartida,
altas concentragcdes de amébnia e nitrito e especialmente suas formas néao-
ionizadas (amdnia livre e acido nitroso, respectivamente) podem inibir o processo
de nitrificacdo (ANTHONISEN et al., 1976).

A relagdo carbono orgéanico/nitrogénio representa um dos fatores
criticos dos sistemas de nitrificacdo. Maiores taxas de nitrificagcdo sdo obtidas
quando ha limitacdo da concentracdo de matéria carbonacea. Altas
concentracbes de matéria organica proporcionam condicoes favoraveis ao
desenvolvimento de micro-organismos heterotroficos que competem com os
autotréficos nitrificantes pelo oxigénio e nutrientes (FIGUEROA e SILVERSTEIN,
1992). Para agravar o problema, a reacao de nitrificacdo € muito mais lenta e
mais sensivel e perturbadores externos em comparacdo com a oxidagdo de
matéria organica promovida pelos micro-organismos heterotréficos (BASSIN,
2012).

Como todo processo biologico, a nitrificacdo também é sensivel &
presenca de compostos toxicos. Muitos compostos inibidores estdo presentes nas
aguas residuarias, principalmente naquelas advindas de insdustrias quimicas, as
quais empregam uma infinidade de substancias em seus processos. Uma ampla
faixa de compostos organicos e metais pesados se enquadra nessa categoria
(JULIASTUTI et al., 2003). Fatores como pH, concentracao do inibidor, espécies
presentes, concentracdo de solidos suspensos, idado do lodo, solubilidade do

inibidor e a concentragdo de outros cations e moleculas presentes, influenciam o
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grau de inibicdo. Segundo Bassin (2012), o fato das bactérias responsaveis pela
nitrificacdoserem restritas a poucos géneros, associado ao seu lento crescimento
celular, tornam esse processo mais suscetivel a inibigcao.

O efeito salino é outro capaz de alterar significativamente o
desempenho dos micro-organismos, ocasionando problemas aos processos
biologicos. A salinidade é conhecida por afetar a atividade metabdlica das
bactérias, reduzindo o crescimento microbiano (DALMACIJA et al., 1996). A
velocidade de crescimento de bactérias ndo-halofilicas é reduzida com o
incremento da concentracdo de sal no meio devido ao fato de que parte do
substrato consumido é gasto na sintese de solutos compativeis para balancear a
pressdo osmotica do meio, o que implica em alto custo energético para o
consércio microbiano. Para as bactérias nitrificantes, em particular, esse encargo

é adicionado ao custoso processo de reducdo de CO, (MEASURES, 1975).

2.5.2 Destitrificacao

by

Consistindo na etapa subsequente a nitrificacdo no processo
convencional de remogao de nitrogénio, a desnitrificacdo € um processo no qual
micro-organismos heterotroficos anaerobios facultativos reduzem o nitrato gerado
na nitrificagdo a nitrogénio molecular em condi¢gées andxicas (MADIGAN et al.,
1997). E um processo de grande importancia, visto que, consistindo em uma
etapa integrante do processo de remocgédo de nitrogénio de efluentes liquidos,
contribui para mitigar os diversos danos causados por esse elemento nos corpos
d’agua.

A desnitrificacdo é essencial para afluentes com baixa alcalinidade
natural. A perda de alcalinidade pela liberagdo de fons H* durante a nitrificacdo
pode ser contornada pela desnitrificacdo. Além disso, concentracdes elevadas de
nitrato podem repercutir na geracdao de nitrogénio gasoso por meio da
desnitrificagdo, o qual pode provocar lodo ascendente na fase de decantacdo em
sistemas convencionais de lodo ativado e com isso prejudicar a operacdao do
sistema (VON SPERLING, 1996).

Na desnitrificacdo, alguns grupos de bactérias oxidam alguns

substratos, que consistem em compostos de carbono organico tais como
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carboidratos, acidos organicos, alcoois, aminoacidos e acidos graxos (METCALF
e EDDY, 2003). Estes servem como fonte de energia para a produgéao de ATP, e
0s equivalentes da reducdo s&o transferidos ao nitrato, que age como aceptor
final de elétrons na cadeia respiratéria ao invés de oxigénio. Nessas
circunstancias, a ocorréncia da desnitrificacdo esta relacionada a presenca de um
substrato oxidavel e de uma concentracdo adequada de nitrato (VAN RIJN et al.,
2006). Muitas bactérias que oxidam matéria organica utilizando nitrato como
aceptor final de elétrons agem como facultativas desnitrificantes. As bactérias
desnitrificantes utilizam preferencialmente o oxigénio molecular, que compete com
o nitrato na funcao de aceptor de elétrons. Assim, o processo desnitrificante se
desenvolve na auséncia de oxigénio e na presenca de nitrato, isto é, em ambiente
andxico. Embora menos comum, a desnitrificacdo também pode ser realizada por
bactérias quimiolitoautotréficas, as quais utilizam H, ou compostos reduzidos de
enxofre como aceptor de elétrons (WIESMANN et al., 2007).

Resumidamente, a reducdo do nitrato ocorre em etapas sequenciais,
conforme a Equacéo 6. Durante esta sequéncia de transformagéo de nitrato para
nitrogénio gasoso, passando pelos Oxidos gasosos, o estado de oxidacdo do
nitrogénio passa de +5 para 0 (MADIGAN et al., 1997).

NO3 - NO, - NO - N,0 - N, (Eq. 6)

A Equacdo 7 representa a reagdo de desnitrificacdo, levando-se em
consideracao o crescimento celular. Nesse caso, considera-se que 0s organismos
assimilam aménia (HENZE et al., 2002). Caso toda a energia seja utilizada para
crescimento, o fator de rendimento de substrato em biomassa ¢é de

aproximadamente 0,40 kg biomassa/kg matéria organica.

0,52C15Hy00oN + 3,28N03 + 0,48NH; + 2,8H* — CH,0,N + 1,64N, +
4,36C0, + 3,8H,0 (Eq. 7)

A completa conversdao de nitrato a nitrogénio molecular se processa
através de uma microbiota desnitrificante constituida de diversos grupos de micro-
organismos (MANSELL e SCHROEDER, 1998), os quais representam a maior
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diversidade e distribuicdo de micro-organismos entre 0s demais processos de
biotransformacgdes inorganicas. Como exemplo de alguns géneros diversos de
bactérias desnitrificantes pode-se mencionar Pseudomonas, Achromobacter,
Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus, Proteus, Hiphomicrobium, Chromobacterium,
Halobacterium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Azospirillum,
Rhodopseudomonas, Thiobacillus, Vibrio, Xanthomonas e Klebsiella (RITTMAN e
LANGELAND, 1985).

O funcionamento global do ecossistema desnitrificante pode ser afetado
pela atuacdo das populacées microbianas, as quais, por sua vez, podem sofrer
interferéncias decorrentes de mudangas nas condicbes ambientais, como
temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido, fonte de carbono,
concentragado de nitrato, relagdo carbono organico/nitrogénio, tempo de retencao
celular, presenca de substancias inibidoras e altas intensidades de luz (NAIR et
al., 2007; BARAK et al., 1998).

A temperatura influencia diretamente o crescimento das bactérias,
sendo que a desnitrificagdo pode ocorrer na ampla faixa de 0 a 50 °C. Entretanto,
a condicdo mais favoravel de temperatura se encontra em torno de 35 °C. Em
relacdo ao pH, a faixa adequada esta compreendida entre 6,5 e 8, sendo que
valores abaixo de 6,0 e acima de 9,0 para esse parametro reduzem a velocidade
de desnitrificagdo (SURAMPALLI et al., 1997). Particularmente para valores de pH
abaixo de 7, a producao de 6xidos de nitrogénio dotados de alta toxicidade € mais
acentuada, e caso haja a presenca de nitrito nestas condi¢cdes de pH, elevadas
concentragbes de acido nitroso podem estar presentes (ANTHONISEN et al.,
1976). O oxigénio dissolvido tem a capacidade de inibir tanto a atividade como a
sintese de enzimas desnitrificantes. Para se ter uma ideia, concentragdes desse
elemento de apenas 1 mgO./L ou ainda menores ja interferem na atividade
desnitrificante (SURAMPALLI et al., 1997).

A razado carbono organico/nitrogénio necesséaria para a completa
reducao de nitrato a nitrogénio gasoso pelas bactérias desnitrificantes depende da
natureza da fonte de carbono e das espécies microbianas atuantes (PAYNE,
1973). Para a maioria das fontes de carbono, uma razédo méassica de DQO/N-NO3°

de 3 a 6 permite a redugdo completa de nitrato para nitrogénio elementar
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(NARCIS et al., 1979, SKINDE et al., 1982). Maiores taxas de desnitrificacdo séo
obtidas, por exemplo, com acidos graxos, enquanto que a desnitrificacao
suportada pelo decaimento celular consiste em um processo lento. E interessante
ressaltar que a limitagdo de carbono pode resultar no acumulo de produtos
intermediarios, como NO; e N2O.

Em processos convencionais, como o de lodos ativados, 0s processos
de nitrificagdo e desnitrificacdo sdo realizados em reatores distintos. A
configuragdo mais utilizada € conhecida como pré-desnitrificagdo, na qual o
nitrato € reduzido a nitrogénio gasoso utilizando a matéria organica afluente do
processo como doador de elétrons em um tanque anéxico. O nitrato é produzido
em um tanque aerdbio subsequente, no qual ocorre a nitrificacdo, sendo
posteriormente recirculado ao tanque anoxico. Em sistemas com penetracao
parcial de oxigénio, tais como reatores baseados em biofilmes, ambas as zonas
aerdbias e andxicas estao presentes simultaneamente no biofilme, permitindo a

ocorréncia do processo de nitrificagéo e desnitrificacao simultaneas.

2.6 PROCESSO ANAMMOX

Apenas processos aerdbios vinham sendo discutidos para a oxidagao
da amoénia até que Broda (1977), baseado em célculos termodinamicos, observou
a existéncia de microrganismos capazes de oxidar amoénia utilizando nitrito ou
nitrato como aceptor final de elétrons. Além disso, uma perda inexplicavel de
amodnia sob condigcdes andxicas havia sido relatada na década anterior em
estudos a respeito do balanco de nitrogénio em fiordes andéxicos (RICHARDS,
1965). Mulder et al. (1995) verificaram perda de amébnia sob condicoes
anaerdbias em reator desnitrificante de leito fluidizado em Delft (Holanda), o qual
tratava efluente de uma planta de producéo de fermento. Neste reator, o consumo
de aménia e nitrato foi crescente, com concomitante produgdo de géas nitrogénio.
Apoés andlise dos resultados, os autores concluiram que amdnia estava sendo
oxidada em condicées anaerdbias, a partir da utilizacdo de nitrlto como aceptor
final de elétrons e formacgéo de nitrogénio gasoso.

O processo bioldgico foi denominado de Anammox (Anaerobic Ammonium
Oxidation), ja que o mesmo converte amodnia diretamente a nitrogénio gasoso sob
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condi¢cbes anaerdbias, utilizando nitrito como aceptor final de elétrons (MULDER
et al., 1995). Esse sistema tem varias vantagens, incluindo pequena producao de
lodo, baixo consumo de energia e nenhuma exigéncia de carbono orgéanico
externo, por isso, 0 Anammox tornou-se um tema importante nos dominios da
microbiologia e engenharia ambiental.

A remocao sustentavel de altas cargas de nitrogénio de aguas residuarias
ocorre pela agdo dos planctomicetos sob condigbes andxicas, que sao 0s
responsaveis pela geragao do gas de nitrogénio (DAPENA-MORA et al., 2006). A
primeira bactéria anammox identificada foi designada de Brocadia anammoxidans
(SCHMIDELL et al., 2007). Outros organismos anammox ja foram classificados
provisoriamente como Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, Candidatus Scalindua
wagneri, Candidatus Anammoxoglobus propionicus (KARTAL et al., 2006) e
Candidatus Jettenia asiatica (QUAN et al., 2008).

Para esclarecer a rota metabdlica de conversdo da amoénia a nitrogénio
gasoso sob anaerobiose Jetten et al (2002), baseados em experimentos com "N,
postularam o seguinte mecanismo para a oxidacdo anaerdbia da aménia: a
bactéria autotréfica responsavel pelo processo anammox reduz nitrito (NO?) a
hidroxilamina (NH>OH). Em seguida, hidroxilamina e amoénio (NH4") séo
condensados a hidrazina (N2H4) e dgua. Posteriormente, a hidrazina é oxidada a
nitrogénio gasoso (N2) e os elétrons sdo utilizados para reduzir a proxima
molécula de nitrito (Figura 1). Além disso, parte do nitrito é convertida a nitrato, o
que produz equivalentes de reducao para fixacdo do CO, e consequentemente,

aumento da biomassa.
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Figura 2: Provavel rota metabdlica da oxidagéo anaerdbia do ion aménio.
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Fonte: Jetten et al. (2002)

As bactérias anammox vem sendo detectadas em varios ecossistemas,
Devol (2003) afirma que elas participam do ciclo oceénico do nitrogénio, sendo
responsaveis por 30 & 50% da producao total de N> do planeta. Além disso, foram
também notadas em varias estacées de tratamento de efluentes na Alemanha
(HELMER et al., 1999), Suica (EGLI et al., 2001), Inglaterra (SCHMID et al.,
2003), Bélgica (PYNAERT et al., 2003) e Australia (TOH et al., 2002). A ampla
ocorréncia das bactérias nos ecossistemas aquaticos sugere que elas sejam
encontradas em qualquer ecossistema que contenha nitrogénio e que possua
zonas anaerobias (FRANCIS et al., 2007).

A aplicagao do processo anammox é considerada uma boa alternativa para
a remocao biolégica de nitrogénio no tratamento de &aguas residuarias (VAN
DONGEN et al., 2001). A aplicagdo do processo anammox para o tratamento de
aguas residuarias poderia levar a redugédo de até 90% dos custos operacionais
(JETTEN et al., 2001b). Nozhevnikova et al (2011) destacou uma reducéao de 25%
nos custos de aeracdo pela nao necessidade de nitrificacdo completa no
tratamento, reducdo de 40% nos custos por ndo necessitar de adicao carbono
organico e a emissao de diéxido de carbono teve uma queda de 20%. Porém para
um desempenho satisfatério do processo, o efluente deve conter pequeno
conteudo organico e elevada concentracdo de amdnia. Outro fator importante é a
acumulacdo de um numero suficientemente grande de bactérias anammox e

manutencgao das condi¢des anaerdbias adequadas (ABREU, 2013).
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Castine et al. (2012) determinaram se a desnitrificacdo e o processo
anammox ocorrem em sedimentos coletados a partir de tanques de decantagao
que sao usados para tratar efluentes de produgcao de camardo e peixes. Os
autores também investigaram a produgdo de Ny nos tanques e o efeito do
carbono na remocao de nitrogénio como aceptor de elétrons. A desnitrificacéo e o
processo anammox acontecem concomitantemente nos tanques de decantacao,
porém a produgdo de N €, majoritariamente, vinda do processo de
desnitrificagdo. Os autores relataram que a baixa produg¢éo de N2 pelo anammox
tem sido atribuida as limitagdes de NO,, além de alteracdes da disponibilidade de
amdnia, nitrogénio, fésforo e a salinidade do reator. Apesar disso o tanque de
decantacdo com atividade desnitrificante e anammox foi responsavel pela

remocao de 2,5% do nitrogénio total do sistema.

2.7 ENRIQUECIMENTO DAS BACTERIAS ANAMMOX

A aplicagdo do processo anammox € limitada pela disposicao de uma
biomassa anaerdbia, por ter condicbes especificas de desenvolvimento e
crescimento as bactérias anammox requerem o isolamento e enriquecimento para
start-up do sistema (DAPENA-MORA et al. 2004). Por apresentarem crescimento
muito lento, tempo de geracdo de 11 dias de acordo com Jetten et al. (2001a),
algumas técnicas foram desenvolvidas para seu enriquecimento.

A primeira tentativa bem-sucedida no enriquecimento parcial dos
organismos anammox foi o uso do reator de leito fluidizado por Van de Graaf et al.
(1996), o qual foi alimentado com meio mineral contendo somente aménio e
nitrito, além de carbonato como unica fonte de carbono. Os autores afirmaram
que, por ter uma baixa taxa de crescimento, € necessario um sistema de retencao
da biomassa, como no leito fluidizado. Verificaram ainda que taxas de conversao
razo4veis foram alcancadas (3 kg NH4s* m2d™) quando alimentados com 500 g.L™
de NH4" somente quando uma quantidade suficiente de biomassa havia se
acumulado no sistema.

Strous et al. (1998) observaram, no entanto, que o cultivo de bactérias

anammox através do reator de leito fluidizado néo foi satisfatorio, muitas vezes, a
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retencéo da biomassa nesse tipo de reator ndo foi suficiente para manter a cultura
de bactérias anammox. Devido ao longo tempo requerido para o cultivo dessas
bactérias varias tentativas de enriquecimento ndo foram bem sucedidas por
problemas tais como dificuldades no controle do pH além da ocorréncia de falhas
das bombas responsaveis pela entrada do meio afluente e retirada do meio
efluente (STROUS et al., 1998). Em geral, a espessura do biofime e a
composicao da populagdo ndo foram constantes ao longo de todo o reator devido
a falta de volume suficiente para proporcionar uma mistura completa no reator de
leito fluidizado. Em relacdo a composicao da populacdo microbiana. Isso fez com
que alguns locais do reator nao recebessem substrato continuamente,
consequentemente a biomassa nestas areas foi exposta a escassez de alimento,
0 que levou a uma diminuicdo da atividade anammox. Todos esses problemas
dificultaram a interpretacdo dos resultados quantitativos, uma vez que a
estratificacdo, que é consequéncia da auséncia ou reducdo do processo de
mistura completa, pode ser comum em reatores de leito fluidizado (STROUS et
al., 1998).

Outra estratégia buscada para o cultivo de bactérias anammox foi a
utilizacdo de reatores em batelada. Alguns autores obtiveram sucesso na
deteccéo de atividade anammox bem como no enriquecimento delas em reatores
de batelada, com trocas esporadicas do meio de cultura (TSUSHIMA et al., 2007;
SANCHEZ-MELSIO et al., 2009; TOH e ASHMOLT, 2002). Outros, entretanto,
nao obtiveram sucesso no enriqguecimento mesmo apds longos periodos de
incubacao.

Lara (2009) incubou lodos provenientes de um reator anaerébio de fluxo
ascendente e manta de lodo (UASB) e de um sistema de lodos ativados, em meio
autotréfico e anaerébio em condicbes de batelada durante um periodo de 400
dias. O processo biolégico verificado, nesta condicdo de incubacgao, foi a
desnitrificagdo intensa, tanto para o lodo aerdbio quanto para o anaerdbio. A
adicdo de cloranfenicol nos reatores ndo conseguiu inibir as bactérias
desnitrificantes, que na condi¢cdo de batelada foram favorecidas em detrimento
das bactérias anammox. Portanto, pelos trabalhos analisados verifica-se que nem
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sempre a estratégia de enriquecimento das anammox em batelada apresenta
resultados satisfatérios.

Nesse contexto, diversas técnicas foram desenvolvidas para estudar
microrganismos aderidos, sendo que todas elas se baseiam, geralmente, em duas
estratégias, que sado: a espessura do biofilme, composicao da populacédo e a
retencdo de biomassa. Nesse sentido o Reator em Batelada Sequencial (RBS)
constitui uma ferramenta importante para o enriquecimento dos organismos
Anammox. Uma vez que, tal aparato conjuga essas duas caracteristicas
essenciais para o cultivo de microrganismos: proporciona a formagcao de
biofilmes, os quais melhoram a culturabilidade dos microrganismos, e,
simultaneamente, promove consideravel retencao de biomassa (CAMPOS, 2011).

Portanto, Strous et al. (1998) demonstraram que a retencéo eficiente de
biomassa e a estabilidade operacional, obtidas por técnicas convenientes, tais
como o RBS podem propiciar o enriqguecimento e o estudo de microrganismos
que estariam fora do alcance das técnicas microbioldgicas classicas de cultivo. O
uso do RBS mostrou-se eficiente para o enriquecimento e estudo quantitativo de
microrganismos de crescimento lento, que é o caso das bactérias Anammox
(STROUS et al.,1998).

Araujo et al. (2010) obtiveram um enriquecimento de bactérias anaerdbias
oxidadoras de ambnia (anammox) a partir de um lodo de um sistema
convencional de lodos ativados tratando esgoto doméstico de Belo Horizonte
(MG) em um reator de batelada sequencial (RBS). Apds trés meses de cultivo
atividade Anammox foi detectada no sistema pelo consumo de quantidade
significativas de nitrito e aménia. A confirmacdo da presenca de bactérias
anammox foi realizada pelas andlises de hibridacéo in situ fluorescente (FISH),
que revelaram 53% de Candidatus Brocadia anammoxidans apos seis meses de
enriguecimento. O desempenho do reator ao longo dos sete meses de operacao
demonstrou remoc¢do quase que total de nitrito, baseada em concentragédo
afluente de 61 a 95 mg NO,.L'". A eficiéncia maxima de remocdo de amoénia
alcancada foi de 95%, a partir de concentracédo afluente de 55 a 82 mg NH,*.L™.
Araujo et al. (2010) concluiram que a operacao do RBS por sete meses permitiu

uma concentragéo significativa de bactérias Anammox na biomassa enriquecida,
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e, ndo obstante, a operacdo do RBS por mais tempo permitird aumentar essa
populacao. Posteriormente, essa cultura podera ser utilizada como inoculo para a
partida de reatores anammox, que poderdo ser usados no tratamento de aguas
residuarias contendo concentracdes altas de nitrogénio amoniacal (ARAUJO et al,
2010).

2.8 MICROBIOLOGIA DAS BACTERIAS ANAMMOX E METODOS PARA
DETECCAO E QUANTIFICACAO DE MICROORGANISMOS

Bactérias com atividade anammox sdo autotroficas, aderem facilmente a
qualquer superficie solida, nao existindo de forma uniforme dentro dos bioreatores
(CAMPQOS, 2011). As caracteristicas 6timas para seu desenvolvimento em um
bioreator sdo pH entre 7 e 8 e temperatura na faixa de 20 a 43° C (JETTEN et al.,
1999; TOH et al., 2002).

Estudos mostraram ainda, que estas bactérias nao tem parede celular com
peptideoglicanos como as bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas, e sim
parede celular proteonacea, como as archaea. A estrutura interna também é
incomum, com citoplasma dividido em trés compartimentos. O compartimento
mais interno, o anammoxossomo, contem particulas de ferro e estruturas
semelhantes a tubos (LINDSAY et al., 2001) além de ocupar grande parte da
célula (30%). O segundo compartimento citoplasmatico, o riboplasma, contem
ribossomos e o nucleoide e é circundado pela membrana intracitoplasmatica. O
terceiro e mais externo compartimento, o parifoplasma, estd envolto pela
membrana citoplasmatica (VAN NIFTRIK et al., 2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura celular de bactérias com
atividade anammox.
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Membrana citoplasmatica
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Fonte: Van Niftrik et al, 2008

De acordo com Nozhevnikova et al. (2012), as bactérias anammox sao
anaeroébias quimiolitotréficas, recebendo energia advinda da oxidacdo do aménio
e utilizando diéxido de carbono como fonte de carbono para o metabolismo. As
bactérias ndo consomem o amoénio e o nitrito na propor¢do 1:1 como € o
esperado para seu catabolismo, mas sim em uma proporcao 1:1,32, mostrado na
equacao 8. O excesso de nitrogénio (10%) € oxidado anaerobiamente a nitrato.
As bactérias anammox podem, ainda, oxidar substratos organicos, como formiato,
acetato e propionato, para obtengdo de CO,. Alguns organismos sao capazes de
produzir nitrito do nitrato por outras fontes de carbono, ou seja, as bactérias com
atividade anammox ndo sdo estritamente quimiolitotréficas (NOZHEVNIKOVA et
al., 2012).

NHf + 1,32 NO; + 0,066 HCO; + 0,13 H* -
0,26 NO3 + 1,02 N, + 0,066 CH,04 5Ny 15 + 2,03H,0 (Eq. 8)

A disparidade de informacdes a cerca das bactérias anammox afirma a
relevancia de se aprofundar em estudos acerca da ecologia das bactérias
anammox em ambientes naturais e antropicos. Uma vez que, os conhecimentos

acerca do assunto ainda sao incipientes para que sejam formuladas explicacbes
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para as particularidades que envolvem o enriquecimento e o nicho ecoldgico das
oxidadoras anaerdbias de amdnia.

Técnicas moleculares sdo poderosas ferramentas para o monitoramento
ambiental e para caracterizagdo da diversidade microbiana podendo efetivamente
avaliar mudancgas no ecossistema e melhorar a compreensao das comunidades
microbianas envolvidas em processos vitais dentro de um ecossistema. A biologia
molecular é uma estratégia bastante promissora e aplicavel para a investigagéo
das bactérias anammox, uma vez que, a maioria dessas bactérias ainda nao foi
isolada, portanto, as técnicas como a hibridacao in situ fluorescente (FISH) e a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo essenciais para o futuro das
pesquisas com as mesmas (SCHMID et al., 2005).

A maioria das ferramentas moleculares utilizadas atualmente para estudos
ambientais e andlise de comunidades microbianas baseia-se na técnica da PCR,
que consiste na amplificacdo de uma parte do DNA que seja de interesse para o
estudo (como, por exemplo, o gene que codifica 0 RNAr 16S) (SAIKI et al., 1985;
MULLIS e FALLONA, 1987). A PCR € uma técnica que visa a identificacdo de
uma série de microrganismos, pertencentes aos varios grupos, em diversas
amostras. Tudo isso possibilita a descoberta de microrganismos nao cultivaveis
bem como a utilizacdo de seus genes, muitos deles inexplorados e com
propriedade de interesse, fazendo desta tecnologia um importante recurso para o
estudo da ecologia microbiana nos mais diferentes ecossistemas (CULLEN et al,
2001).

Outras técnicas baseadas na amplificacdo por PCR e comparacédo das
sequéncias de rRNA tém sido usadas para identificar os micro-organismos
presentes em sistemas de tratamento de aguas residuarias. Como exemplo,
pode-se mencionar eletroforese em gel com gradiente de desnaturantes (DGGE),
a técnica de DGGE é baseada na diferente mobilidade dos fragmentos de DNA
desnaturado, que possuem o0 mesmo tamanho (por exemplo, gene rRNA
amplificado com fragmentos de aproximadamente 500 pares de base) mas com
distinta sequéncia de acidos nucléicos, gerando diferentes padrdes de bandas
que funcionam como verdadeiro codigo de barras, refletindo a diversidade
microbiana da amostra estudada (MADIGAN et al., 2016).
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Bandas de DGGE individuais podem ser incisadas do gel e sequenciadas
para revelar a verdadeira identidade dos micro-organismos envolvidos (MUYZER
et al., 1993; MUYZER e SMALLA, 1998). A técnica DGGE tem sido
extensivamente utilizada para observar variagdes das comunidades microbianas e

as sucessoes dos micro-organismos ao longo do tempo.

2.9 PROCESSO CANON

Os processos anaerdbios aplicados em sistemas de tratamento de
efluentes possuem vantagens conhecidas e permitem a reducdo de custos
operacionais no que diz respeito, principalmente, a economia de energia e a
producdo de lodo. No entanto, também é conhecido o fato de que os reatores
anaerdbios produzem efluentes que, geralmente, ndo atendem aos padrdes de
emissdao em corpos hidricos receptores. Consequentemente, o0s reatores
anaerdbios devem ser combinados com outras tecnologias de forma a se atingir
uma situacdo ideal para um determinado sistema de tratamento de esgoto
(NETTO, 2011).

Embora eficiente em termos de remocéo de matéria organica, o tratamento
anaerébio apresenta alguns problemas, entre outros, relacionados com o
conteudo de fésforo e nitrogénio no seu efluente que acarretam problemas para a
sua disposicao final com corpos d’agua. Como uma das alternativas tecnoldgicas
capazes de proporcionar a situacéo ideal de sistema de tratamento € a utilizacao
de reatores combinados anaerdbio-aerébio como uma das possiveis alternativas
tecnoldgicas (SILVA & NOUR, 2004).

Strous (2000) e Sliekers et al. (2001) observaram a cooperagdao de
bactérias aerdbias e anaerdbias na oxidacdo de amdnia sob condigdes limitantes
de oxigénio, a partir de entdo se iniciou estudos a respeito de um novo principio
para o tratamento de aguas residuarias.

O processo CANON (Completely Autotrophic Nitrogen-removal Over Nitrite)
se baseia na interacao de dois grupos de bactérias autotréficas que realizam duas
reacdes sequenciais sob condigdes de baixas concentracées de oxigénio e de

matéria organica, insuficiente para suportar o processo convencional de
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nitrificagdo/desnitrificagdo. Primeiramente o ion aménio € oxidado a nitrito por

bactérias aerdbias, como as Nitrosomonas e Nitrospira. (SLIEKERS et al. 2002).
NH} + 0, > NO; + H* + H,0 (Eq. 9)

Nitrito é, entdo, usado como aceptor de elétrons por plantomicetos, como
as bactérias anammox, em um meio anaerdbio para oxidar a amoénia. Nitrito
também é utilizado como doador de elétrons para a formagéo de biomassa do gas

carbodnico.
NH} + NO; - N, + NO3 + H,0 (Eg. 10)

Essa interacdo das bactérias aerébias e anaerdbias resulta em uma quase
completa conversdo da amdénia em gas nitrogénio com pouca presenga de nitrato,
porém esse resultado s6 € satisfatério em condicao de baixas concentragdes de
carbono orgéanico. Sistemas tradicionais, muitas vezes, requerem uma DQO alta
na fase de desnitrificacao heterotréfica. O processo CANON torna possivel a
remocao de nitrogénio em um unico reator, com baixa taxa de aeragao, reduzindo
0s requisitos de espaco e de energia (KHIN E ANNACHHATRE, 2004).

Sliekers et al. (2002) estudaram a remogao completa do nitrogénio por via
autotrofica pelo nitrito em um Unico reator e relataram taxas de remocédo de
nitrogénio de até 0,3 kg N total m™.d'para o processo CANON. Neste estudo os
autores inocularam o reator com uma biomassa anammox em ambiente andxico,
apos estabilizacao foi introduzida uma populacado de bactérias nitrificantes sob
baixa taxa de oxigenacdo. A populagcdo desenvolvida foi monitorada por
hibridacéo in situ com sondas fluorescentes (FISH) e mostrou que as bactérias
anaerdbias permaneceram no reator mesmo apos a adicdo de oxigénio, ainda
que limitante. Aménia foi, principalmente, convertida para nitrogénio gasoso (85%)
e o restante (15%) foi recuperado como nitrito.

Third et al. (2001) analisaram a interagdo e competicdo de um sistema
CANON sob limitacdo de amoénia e obtiveram taxa de remocdo de 92% da

amodnia. Apés um més de operacéo foi limitada a entrada de amoénia, que causou
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o desenvolvimento de uma terceira cultura de bactérias no sistema afetando a
reacdo CANON e diminuindo para 57%. Assim que a limitagdo de aménia foi
removida o sistema se restabeleceu. Este estudo mostrou que o CANON é um
sistema robusto para a remog¢ao de aménia, suportando periodos de limitagao de
amodnia, sem danos.

De acordo com Khin e Annachhatre (2004), o processo Canon, € uma
opcao econémica e eficiente para tratamento de aguas residuarias, especialmente
para aquelas que apresentam elevadas concentragcdes de nitrogénio na forma de
amdnia e baixas concentracdes de nitrogénio organico. A remo¢ao em um Unico
reator, sob baixas concentracdes de oxigénio dissolvido representa reducao de
espago e energia, 0 que esta diretamente relacionada com a redugéo de custos,
que remete aos processos alternativos um diferencial bastante atrativo, quando
comparados com 0S processos convencionais de remocao.

Quando o processo CANON ¢ aplicado em larga escala é importante
conhecer as limitagbes do sistema, para que haja controle de disturbios. O
processo depende da interacdo harmoniosa e equilibrada entre apenas dois
grupos de bactérias, as aerbbias e as anaerdbias oxidantes de amédnia. Se, sob
certas condicbes, o equilibrio é perturbado, por exemplo, se outros grupos de
bactérias como as aerdbias oxidantes de nitrito se desenvolverem, eles podem

interferir na remocgéao do nitrogénio (THIRD et al.,2001)

3 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa foi instalado no Laboratério de
Controle Ambiental da FEAGRI/UNICAMP um aquario para cultivo de alevinos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com volume de 140 L seguido de um
sistema de tratamento de efluentes utilizando dois reatores anaerdbios de leito
fixo de 170 L cada, instalados em paralelo e seguidos de um reator andxico que
consistiu em um tanque de mistura completa (CSTR) de 170 L mantido em
agitacdo, sem voértice e baixa concentragéo de oxigénio dissolvido (1 mg OD.L™).
A Figura 3 apresenta o esquema da instalacdo experimental.
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Figura 4: Esquema da Instalacdo experimental e pontos de amostragem

I
I :
111
= & l
\ H- R

Caixa d’agua Aquario Reator Anaerdbio Reator Aerdbio
i *Pontode * Ponto de i *Pontode Amostragem i *Pontode AmostragemF,
Amostragem C { AmostragemA R, na saida do reator na saida do reator aerdbic
i » Caixa de * Aquério de vidro i ¢ Duas caixas de : » Caixa de polietilenode
{ abastecimento | para produgdo i polietilenode 170L i 170L
i de dgua em intensiva de cada, totalizando 340L { * Baixa aeragéo (>0,5
: polietileno tilapias i de reator anaerébio. i mgOD.L!) mantida por
f+250L * 140L { « Meio suporte: Biobob { bomba submersa

Conforme indicado na Figura 3 a instalacdo experimental foi composta por
uma caixa de abastecimento de 250L Fortlev de polietileno (), um aquario de
vidro de dimensbes 76x39x47cm de altura, comprimento e largura (ll), duas
caixas de polietileno de dimensbes 40x60x74cm de altura, comprimento e largura
contendo material suporte para imobilizacdo de microrganismos(lll) e uma caixa
com as mesmas dimensdes (IV). As unidades foram interligadas por tubos

flexiveis de polietileno e as vazdes foram controladas por registros de esfera.
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Figura 5: Instalacdo experimental

1- Tanque de abastecimento

2- Aquario de cultivo de tilapias
3- Tanque anaerobio de leito fixo
4- Tanque anoxico

5- Descarte

3.1 AQUARIO E CULTIVO DOS PEIXES

Foi utilizado um aquéario de vidro com dimensbes 76x39x47cm, 140 L,
instalado sobre uma estrutura metalica (Figura 4). Para representar o cultivo
intensivo de tildpias a densidade inicial de peixes foi de 5 g L' o que
correspondeu, inicialmente a 50 animais juvenis e pesando em meédia 13 g,
fornecidos pela Piscicultura Rio Doce e Piscicultura Polettini. Para manutencéo da
concentragdo de oxigénio dissolvido em torno de 3 mg L™, foi utilizado um sistema
de insuflagéo de ar por meio de compressor de ar Shulzs Pratic Air com dispersor
de ar em ceramica, compressor de ar Boyu ACQ-001 sem dispersor e bomba de
ar Boyu AC/DC com dispersor em mangueira.

A temperatura foi mantida em 28°C por dois aquecedores Atman 200 W e
um indicador de temperatura instantdnea, maxima e minima da Incoterm. O
aquario era higienizado uma vez por semana para remocao de dejetos e sobras
de racdo que depositavam no fundo. Para limpeza, foi utilizada mangueira e sifao

retirando o minimo de agua possivel. O liquido retirado era reservado em um
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balde para decantacdo dos sélidos a parte liquida era descartada e a parte sélida
era despejada nos reatores anaerdbios (lll) para tratamento.

Eram monitorados diariamente os parametros de qualidade da agua pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, turbidez, cor e condutividade.

Conforme recomendacéao de Kubtiza et al. (2000), os peixes recebiam trés
refeicdes diarias com racédo balanceada contendo 30% de proteina, a quantidade
de alimento era controlada observando-se a saciedade aparente, mas, limitada de
2% a 3% do peso médio dos peixes.

A taxa de renovacdo de agua inicialmente foi de 50 L h™' para ambientacéo
dos peixes e pré analise do sistema. Apds trés meses a vazao foi reduzida para

20 L h™ e se manteve constante até o final do experimento.

3.2 REATORES ANAEROBIOS DE LEITO FIXO

Os reatores anaerdbios de leito fixo foram confeccionados utilizando-se
duas caixas plasticas retangulares com dimensbées 40x60x74cm instaladas em
paralelo (Figura 4) com 170L de capacidade cada caixa, totalizando 340L de
reator anaerdbio. Como meio suporte para imobilizacdo dos microrganismos
foram utilizadas espumas de poliuretano envolvidas por cilindros de polietileno
vazados, denominados Biobob® (Figura 5). Os materiais suportes foram
colocados de forma aleatéria sobre uma placa de aco provida de orificios de 2 cm
de didmetro até a borda superior do reator, mantendo-se um fundo falso de 5 cm
de altura a partir da base para distribuicdo do afluente.

O Biobob® foi fornecido pela empresa Bio Proj Tecnologia Ambiental
localizada em Sao Carlos, SP. Biobob® tem sido utilizado atualmente com
sucesso em diversas plantas de tratamento de efluente industrial e sanitario,
apresentando-se como um 6étimo material suporte para reatores de leito movel ou
leito fixo, tanto anaerdbios quanto aerdbios. A sua principal caracteristica é
possuir uma alta area superficial (270 x 10° m? m™®), o que lhe garante alta
afinidade e eficiéncia na imobilizacao celular. De acordo com Silva et al. (2006) a
espuma de poliuretano utilizada no Biobob® contém considade aparente (g.mL™)
de 0,023 e porosidade de 0,92.
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O meio suporte foi previamente inoculado com lodo proveniente de um
reator anaerébio compartimentado (RAC) tratando dejetos de gado leiteiro e
aguas residuarias da sala de ordenha da fazenda experimental do Instituto
Federal Sul de Minas localizado em Inconfidentes MG. A metodologia para
inoculacao foi adaptada de Zaiat (1997) e consistiu em deixar 0 meio suporte em
contato com o lodo anaerdbio por um periodo de 2 horas e, posteriormente
iniciou-se a passagem do efluente do aquario pelos reatores.

3.3 REATOR AEROBIO

Assim como os reatores anaerdbios, o reator aerdbio foi confeccionado
utilizando-se uma caixa plastica com dimensbes 40x60x74cm e 170 L (Figura 4).
A agitacédo foi realizada por meio de uma bomba submersa Sarlobetter (<1 mg
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OD.L"), modelo SB1000C, com vaz&o de 1000 L.h™", sem formac&o de voértice na
superficie, de forma a manter o regime de mistura completa para remocao de

aménia por meio do processo CANON.

3.4 MONITORAMENTO

A amostragem para monitoramento foi realizada em quatro pontos para
avaliacao da eficiéncia do processo: agua de reposicao proveniente da rede de
abastecimento (C), aquario (A), efluente dos reatores anaerdbios (R) e efluente do
reator com limitacao de oxigénio (F), de acordo com a Figura 3.

A avaliacao do desempenho do sistema de tratamento foi feita por meio de
analises dos parametros de qualidade: pH, temperatura, condutividade, oxigénio
dissolvido (OD), sélidos totais e volateis, nitrito, nitrato, aménia, nitrogénio
amoniacal, nitrogénio total, carbono orgénico total e demanda quimica de
oxigénio. As andlises fisico-quimicas e biologicas foram realizadas no Laborat6rio
de Saneamento da FEAGRI/Unicamp em conformidade com metodologias
preconizadas no Standard Methods for Examination of Water and Wastewater 21"
Edition (APHA, 2005). Os parametros, métodos e frequéncia de analises sao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Parametros, métodos e frequéncia de analise para acompanhamento do
desempenho do tratamento.

Analise Equipamento Método Periodicidade
pH pHmetro Digimed DM22. Potenciométrico Diaria
Temperatura Termometro Digital acoplando Termométrico Diaria
no pHmetro Digimed DM22
Condutividade Condutivimetro Digimed DM31.  Eletrométrico Diaria
Cor HACH DR2010 Standard Method 2120E Diaria
Turbidez Turbidimetro HACH 2100AN. Standard Method 2130 Diaria
oD Oximetro com eletrodo de Standard Method 4500-O Diéria
membrana OHAUS  Starter G.
300D.
Série de Solidos Balanga analitica Marte AY220.  Standard Methods 2540 B.  Semanal
Estufa FANEM Orion 515 2540 D.
Banho Maria Nova Etica 314/6 2540 E.
Mufla COEL GMP
Nitrito Espectrofotémetro HACH HACH 8153 Semanal
DR4000U. Standard Method 4500 NO,
A
Nitrato Espectrofotémetro HACH HACH 8192 Semanal
DR4000U. Standard Method 4500 NOg
E
Aménia Aparelho de destilagdo marca Standard Methods 4500- Semanal
Marconi MA 036 NH3 B.
Eletrodo seletivo de amoénia 4500-NH;D.
Analyser pH/lon 450M.
Nitrogénio Total  Analisador de Carbono Oxidagdo cataliica de Semanal
Organico Total e Nitrogénio combustdo & 680 °C
TNM-L Shimadzu.
Carbono Total, Analisador de Carbono Decomposicao térmica / Semanal
inorganico e Orgéanico Total e Nitrogénio detecgcao por
organico TNM-L Shimadzu. quimioluminescéncia. a 720
°C.
DQO Bloco digestor HACH COD Standard Method Semanal
Reactor Espectrofotébmetro 5220 D

HACH DR4000U
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Durante o inicio da operagdo a vazao do sistema foi maior, os tempos de

detencéo hidraulica, portanto, foram diferentes, conforme tabela 3.

Tabela 3: Tempo de Detencao Hidraulica (TDH) no reator anaerdbio, reator
Anoxico, e todo o sistema nas duas vazdes de operagao.

TDH; (horas) TDH; (horas)
Reator Anaerébio 7 18
Reator Andxico 4 9
Todo Sistema 11 27

TDH; — vazao de 50 L.dia™
TDH, — vazao de 20 L.dia™

3.5 PERFIL DO OXIGENIO DISSOLVIDO NO REATOR ANAEROBIO

Os reatores anaerdbios recebiam constantemente uma vazédo fixa do
efluente aerado do aquério de peixes. Para comprovagdo do estado anaerdbio
dos reatores foi realizado uma analise do perfil do OD nos tanques.

Os tanques foram abertos e com a ajuda de um cano de PVC perfurado o
eletrodo do oximetro foi introduzido nos tanques. Foram determinados 9 pontos
de coleta e trés diferentes profundidades em cada ponto, superficie (S), meio (M)
e fundo (F), de acordo com a Figura 6 nos dois tanques anaerdbios. Cada
movimento no tanque era feito de forma a causar o menor movimento possivel,

para que nao houvesse oxigenacao.
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Figura 7: Pontos de amostragem para perfil de OD nos tanques anaerdébios.

3.6 ENRIQUECIMENTO DA CULTURA DE BACTERIAS ANAMMOX

A fim de desenvolver uma cultura de microrganismos com atividade
anammox para comparar com a biomassa que se desenvolveu nos reatores
anaerobios e propor a utilizacdo da metodologia para obtengcédo de indculo para
sistemas anammox realizou-se o procedimento de enriquecimento baseado no
protocolo publicado por Araujo et al. (2010).

O enriquecimento de bactérias anammox foi feito a partir do mesmo in6culo
utilizado nos reatores anaerobios de leito fixo, ou seja, lodo anaerdbio proveniente
de RAC tratando dejetos de gado leiteiro e aguas residuarias de sala de ordenha.
O lodo anaerébio do RAC foi centrifugado até a obtencao da concentragao inicial
de nitrito igual a 22 mg L™, aménia 284,9 mg L™ e DQO 712,5 mg L™ para inicio
do enriquecimento.

O reator de bateladas sequenciais de 1000 mL provido de tampa de rosca,
hermeticamente fechado, foi mantido em uma incubadora orbital shaker marca
Marconi MA420 sob agitacdo de 190 rpm e temperatura controlada a 38°C. O lodo
de inoculo foi mantido a pH 7,5 e temperatura de 38 °C. O volume reacional foi de
500 ml, de forma a permitir headspace de 500 mL, para acumulo de biogas
(Figura 6).
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Figura 8: Sistema de enriquecimento de bactérias anammox

Y
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Para o cultivo e enriquecimento das bactérias anammox foi utilizado um
meio mineral autotréfico, cuja composicao foi a mesma descrita em Dapena-Mora
et al. (2004) e Van de Graaf et al. (1996) e método utilizado por Campos (2011), e
€ apresentada na Tabela 3. O meio de cultura foi preparado em béquer de vidro
de 1000 mL, dissolvendo-se o0s quatro primeiros componentes do meio, de acordo
com a ordem apresentada na Tabela 3. O pH foi reduzido para 5,8 e apds o ajuste
do volume final da solugdo para 1000 mL em baldo volumétrico, retirou-se 7,05
mL desta solugdo. Utilizou-se um medidor de pH de bancada, calibrado com
solucdes tampao 4,01 e 7,01 da Merck. Para o ajuste do pH da solugao, foi
utilizada solucdao HCI. Este meio foi entdo transferido para o frasco tipo Schott,
vedado com tampa rosqueavel e, posteriormente, autoclavado em vapor umido
por 30 minutos a 120 °C. Apds o resfriamento deste meio e sob condi¢des de
assepsia, em capela de fluxo laminar adicionaram-se os componentes abaixo
para obtencdo das respectivas concentracdes finais, conforme demonstrado na
Tabela 4.

- 2,4 mL da solugdo 0,5M de CaCly-2H,0 (concentragao final 0,18 g.L™)

- 2,4 mL da solucdo 0,5M de MgS0,4.7H,0 (concentragdo final 0,3 g.L™),

- 1,0 mL da solugédo de micronutrientes | (composicao descrita na tabela 5)

- 1,25 mL da solugdo de micronutrientes Il (composicdo descrita na tabela
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Tabela 4: Composicao do meio mineral autotrofico

Concentracao
Componentes P
(9.L7)
(NH4)2S04 0,235
NaNO; 0,326
KHCO3 0,5
KH2PO4 0,027
CaCl-2H,0 0,18
MgSO4-7H.0 0,3
Solucéo de Micronutrientes | 1,0 Ml
Solucdo de Micronutrientes |l 1,25 mL

Fonte: Dapena-Mora et al., 2004 e Van de Graaf et al., 1996

As solucdes de micronutrientes | e Il foram preparadas de acordo com
Dapena-Mora et al (2004), e estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5: Composicao das solugdes de micronutrientes

Concentracdo (g.L")da Concentracao (g.L") da

Componentes . .
solucao | solucao Il
NaEDTA.2H,0 6,25 15
FeSO4 6,25 -

ZnS04.7H0 - 0,43
CoCL,.6H20 - 0,24
MnCl,.4H,0 - 0,99
CuS04.5H0 - 0,25
NaMoO4.2H,0 - 0,22
NiCl».6H20 - 0,19
Na>SeOs - 0,08
H3BO4 - 0,014

Fonte: Dapena-Mora et al., 2004.

Apbés a adicao destas solucdes, fluxionava-se a mistura de gases
argbnio/CO, 95/5%, sob condicbes de assepsia, por 45 minutos no meio de

cultura para torna-lo anaerébio, sendo 5 minutos na atmosfera do frasco.
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As solucdes de micronutrientes | e Il, bem como as solugdes estoque de
CaCl,. 2H0O (0,5M) e de MgS04.7H,0 (0,5M) e os utensilios utilizados, também
foram devidamente esterilizados a 120 °C em vapor Umido por 30 minutos e
expostos a luz UV. Nestas solugbes, previamente a esterilizagéo, fluxionava-se
Ar/CO. por 20 minutos, garantindo a anaerobiose nas mesmas. Estas solucdes
foram estocadas em frascos ambar, a 4°C por 2 a 3 meses. Foi utilizada agua
destilada e deionizada para diluigdo e preparo das solugdes.

A alimentacdo e descarga do reator foram feitas automaticamente por
bombas dosadoras controladas por temporizadores programados. Para
alimentacao utilizou-se uma bomba Prominent Concept Plus com vazao de 83,3
ml h™'. Para retirada do sobrenadante utilizou-se uma bomba Provitec DM5000
com vazdo de 996 ml h'. As bombas e o shaker foram controlados por
temporizadores Elcon.

A operagéao do reator de bateladas sequenciais foi realizada em dois ciclos
para selecdo das bactérias anammox segundo a Tabela 6. Inicialmente, meio de
cultura previamente preparado, era dosado com vazdo de 83,3 mL h™' sob
agitacao continua. A alimentacao era seguida de um periodo de decantacao do
meio em que a agitacdo e alimentagcdo foram pausadas para separacao do
sobrenadante e da biomassa sedimentada. A retirada do sobrenadante era
realizada sem agitacdo e a bomba de descarte era acionada com vazao de 996
mL h™.

Tabela 6: Ciclos de enriquecimento das bactérias anammox

Ciclo Horario Detalhamento
9 - 14:30h Alimentacéo e agitacao
12 Ciclo 14:30 - 15h Decantacéao
15 - 15:30h Retirada do sobrenadante
15:30 - 21h Alimentacéo e agitacao
20 Giclo 21 - 8h Agitacao
8 - 8:30h Decantacgéo

8:30 - 9h Retirada do sobrenadante
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As concentracdes de amébnia e nitrito no final de cada batelada foram
monitoradas semanalmente e esta etapa experimental se prosseguiu até
constatacao de atividade anammox (210 dias), quando entdo as analises foram
realizadas duas vezes por semana até a estabilidade do desempenho da cultura
em remocdo de amédnia (ARAUJO et al., 2010). Quando necesséario, o pH foi
ajustado com solugdes de NaOH e H.SO4 0,1N.

Apdés 30 dias do inicio do processo passou-se a adicionar diariamente
hidrazina (0,1 mM) e hidroxilamina (0,1 mM) no reator, esses compostos sao
intermediarios no processo anammox e a presenga pode acelerar a reacao e

diminuir o tempo do enriquecimento das bactérias (ARAUJO et al., 2010).

3.7 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Apos ser verificada estabilidade no desempenho da cultura microbiana na
atividade anammox, as biomassas desenvolvidas na cultura enriquecida e nos
reatores anaerdbios foram analisadas por técnicas moleculares PCR/DGGE para
caracterizacdo da diversidade microbiana no Laboratério de Microbiologia
Ambiental da Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sorocaba.

As amostras do reator de enriquecimento e do reator anaerébio do
tratamento de piscicultura foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos até a
obtencdo de, ao menos, 5 mL de biomassa centrifugada em triplicata. Para
extracdo do DNA e, a partir dai realizar o PCR e DGGE, foi feita uma amostragem
composta das triplicadas de cada reator, anaerébio e de enriquecimento.

DNA de cada amostra de biomassa foi extraido pelo método de Egli et al.
(2003) e amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando
iniciadores especificos para o gene para a subunidade 16S do RNA ribossomal de
bactérias anammox e Planctomicetos de acordo com Schmid et al. (2005), Egli et
al. (2001), Penton et al. (2006) e Van der Star et al. (2007).

Foi feita a caracterizacdo da composicdo da comunidade bacteriana por
sequenciamento em larga escala do gene RNA ribossomal 16S do
enriquecimento das bactérias anammox pelo CPQBA (Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas) da Universidade Estadual de
Campinas. Para tanto foi extraido o DNA das amostras homogeneizadas
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utilizando o PowerMax Soil DNA Isolation Kit (Mobio), de acordo com as
instruces do fabricante. O sequenciamento em larga escala da regido V1-V3 do
gene RNA ribossomal 16S de bactérias foi realizado pela plataforma lllumina 300,
com um total de 20.000 sequencias. Este servigo foi realizado pela Empresa MR
DNA (Molecular Research LP, Texas, EUA).

Foram realizadas reagdes de PCR com o DNA total da comunidade
microbiana extraido das amostras, utilizando o par de primers (oligonucleotideos
sintéticos) acoplado a um grampo com alto conteudo de GC (341f-GC e 907r)
(Muyzer et al., 1993; 1998), complementares a regides conservadas do gene
RNAr 16S do Dominio Bacteria.

Os amplicons (produtos de PCR) foram sujeitos a eletroforese em gel com
gradiente de agentes desnaturantes no sistema Ingeny phor U-2 (Ingeny
International BV®), onde 15 uL de cada amostra foram aplicados em gel de
poliacrilamida 6% a uma voltagem de 100 V por 15 horas. O gradiente
desnaturante (uréia e formamida) do gel utilizado para separacao dos fragmentos
de DNA foi de 40% a 65%. Apés a eletroforese, o gel foi corado com 10 mL de
solugéo contendo 4 uL de SYBR Gold (Invitrogen®) em tampao TAE 1X por 1
hora no escuro.

As imagens dos géis com os perfis de bandas polimorficos foram
analisadas pelo software Bionumerics (version 6.6; Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica), apds conversdo e normalizagdo dos perfis utilizando como padrdo as
bandas presentes no marcador molecular. Os perfis de bandas foram combinados
em uma Unica imagem e analisados por trés métodos: 1) por bandas, onde as
bandas foram automaticamente selecionadas pelo programa e visualmente
inspecionadas e corrigidas, usando parametros default e o coeficiente de DICE; 2)
pelo coeficiente de Jaccard com tolerancia entre bandas de 5%; e 3) por curva,
utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson. Neste ultimo caso, ndo apenas
a presenca da banda € levada em consideracdo na andlise, mas também a
intensidade da mesma. Em todos os casos foi utilizado o algoritmo UPGMA para
a construcéo do dendrograma de similaridade.

As imagens dos geéis com os perfis de bandas polimérficos foram
analisadas pelo software Bionumerics (version 6.6; Applied Maths, Kortrijk,
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Bélgica), apds conversdo e normalizagdo dos perfis utilizando como padrdo as
bandas presentes no marcador molecular. Os perfis de bandas foram combinados
em uma Unica imagem e foi entdo gerada uma matriz de presenca e auséncia das
bandas para cada uma das amostras analisadas. Esta matriz foi enviada ao

cliente por e-mail em arquivo Excel.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os valores médios de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, turbidez, cor e
condutividade elétrica da agua do aquario durante o periodo experimental estdo
dentro dos valores recomendados para a espécie (Boyd, 1990). Os mesmos
parametros para os reatores anaerobios e reator aerdbio foram medidos e
apresentados na tabela abaixo.

Tabela 7: Valores de temperatura (°C), pH, OD (mg.L'1), turbidez (NTU), cor e
condutividade (uS.cm™') no aquario, reatores anaerdbios e reator aerdbio.

Aquario Reator Anaerobio  Reator Aerébio

Temperatura (°C) 24+1.8 24+1.7 24+1.8
pH 7,27+0,29 7,25+0,23 7,310,24
OD (mgOD.L") 3,4+1,06 0,50,1 0,50,1
Turbidez (NTU) 2,32+2,04 1,84+0,78 0,82+0,49
Cor 32146 14412 117
Condutividade (uS.cm™) 340+76 319+137 318+132

Pode ser observado que os valores de turbidez e cor reduzem apds o
tratamento anaerdbio e aerdbio pela retengédo dos solidos e particulas suspensas
na biomassa dos reatores. Os demais parametros sdao mantidos praticamente
iguais, porém, o OD é reduzido para atender a situagdo anaerébia do reator de

tratamento.

4.1 EFICIENCIA DO SISTEMA DE REATORES ANAEROBIO-AEROBIO EM
SERIE NO TRATAMENTO DE EFLUENTE DE PISCICULTURA
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A eficiéncia da combinacdo do sistema foi monitorada por meio das
analises de DQO, nitrogénio total, carbono total, carbono inorgénico e carbono
organico, amonia, nitrito, nitrato e sélidos totais.

Os gréficos a seguir mostram o aporte desses poluentes nas unidades de
tratamento em relacédo a carga volumétrica.

O gréfico 1 apresenta o aporte de DQO no aquario, reatores anaerébios e
reator aerébio em unidades de carga volumétrica de DQO (g.m™.d") durante os
300 dias de operacao do sistema.

Durante os primeiros 60 dias de operacao a taxa de carregamento organico
nos dois reatores foi maior que nos outros meses de operacao devido a operacao
do aquario com maior taxa de renovacdo de agua resultando em maior vazao
para o sistema de tratamento de efluentes. Durante esse periodo o TDH no
sistema foi de 10,8 horas, menor que o restante do tratamento (27 horas). Essa
concentracao de carga organica nos reatores foi causada pela propria vazao alta,
que carregou mais efluente para o sistema e também pelo aumento da densidade
de biomassa no sistema devido ao crescimento dos animais, além do aumento da
quantidade de ragao oferecida diariamente. Esse aumento também foi observado
para o aporte de nitrogénio, carbono total, nitrito, nitrato e sélidos totais.

Segundo Bowen (1987), para alevinos e juvenis, o nivel de proteina bruta
na ragéo estimado para maximo ganho de peso fornece excesso desse nutriente,
reduzindo a eficiéncia de sua utilizacao, ja que parte nao é utilizada para a sintese
proteica e, dessa forma, o valor estimado para retencdo esta sempre abaixo do
nivel encontrado para maximo ganho de peso, contribuindo para o aumento de
matéria organica, nutrientes e solidos no efluente de piscicultura.

Apos os dois primeiros meses de cultivo o numero de animais confinados
foi reduzido para manter a densidade pretendida do aquéario, 5 g L™ e, portanto, o
aporte de matéria organica, nutrientes e sélidos ao sistema de tratamento de
efluentes também foi reduzido. Porém houve um aumento gradativo durante os
proximos meses.

Na tabela 8 é apresentado a biomassa inicial, final e 0 ganho de peso dos
animais ap6s 5 meses de observacao da produgao intensiva no aquario. Foi
quantificado o total de ragdo consumido em 1 més de producao intensiva,
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totalizando 1245,5 gramas de racdo, média de 50g/dia de racao consumida.
Neste mesmo periodo foi feita a pesagem (biometria) dos animais semanalmente
desde o inicio do sistema e ap6s 5 meses de observacao.

Com a média de peso inicial e final e o consumo de racao diario foi
possivel observar que houve um ganho de 33,5g de peso por dia de experimento
dos animais com alimentacao a base de proteinas. O resultado esta abaixo do
esperado para a tilapia do Nilo, podendo ser explicado pelo confinamento do
aquario e o espaco reduzido para crescimento dos animais de acordo com
Kubitza (2000).

Para o calculo do indice de Conversdo Alimentar foi utilizado o consumo de
racéo do animal no periodo de um més/ganho de peso neste periodo, o valor
resultante foi de 1,88. Isto equivale a dizer que, para cada grama de ganho de
peso do peixe foram necessarios 1,88 g de racao, valor esta préximo do esperado
para a espécie (1,4 4 1,8) Kubitza (2000).

Com esse calculo é possivel dizer que 0,889 de racédo nao foi aproveitado
pelos peixes, transferindo para a agua de cultivo as proteinas e nutrientes que a
compunham, contribuindo para o aumento da carga de matéria organica e

nitrogenica na agua.

Tabela 8: Biomassa e ganho de peso dos peixes apds 5 meses de cultivo

Biomassa (g)

Biomassa inicial 4353

Biomassa final 8372.,5

Ganho de Peso (g/dia) 33,49
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Grafico 1: Taxa de carregamento organico volumétrico (g DQO.m3.d”") nos
reatores anaerobios e no reator aerébio, durante 300.
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O aporte de nitrogénio total durante 270 dias de operacédo do sistema é
apresentado no grafico 2, e teve 0 mesmo comportamento que a DQO, um aporte
maior de N nos dois primeiros meses de operacdo comparado aos outros meses.

Esse aumento também pode estar relacionado & inoculacdo do sistema
anaerébio. A biomassa utilizada é rica em nutrientes e pode ter sido carregada
para o reator aerébio, onde apresentou maior carga de N. Esse comportamento
também é observado para aporte de DQO, CT e ST. Nos ultimos dias de
operacao do sistema foi observado um aumento gradativo do aporte de N nas
unidades de tratamento devido a alta densidade de animais no aquario e,
portanto, aumento da concentracao de carga organica e de nitrogénio no efluente.

Houve uma tendéncia ascendente para as concentragdes de nitrogénio e
sélidos no efluente do aquario durante o periodo experimental. Essas alteracbes
foram provavelmente associadas ao aumento da oferta de racéo, devido ao ganho
de peso do peixe e a decomposi¢cao da matéria organica. No final do experimento,
a quantidade de alimento disponibilizado aos peixes foi trés vezes maior do que
no inicio, enquanto que em média 0s animais apresentam ganho médio de peso
individual de 200g. Baccarin e Camargo (2005) e Henry Silva e Camargo (2006)
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também observaram correlacbées positivas entre o peso corporal dos peixes e 0s
aumentos nas concentracdes de nitrogénio total e sélidos suspensos na agua.

Baccarin e Camargo (2005) observaram que, em geral, houve um aumento
médio de 83% nos valores de solidos em suspensdo na agua efluente das lagoas
de producao de peixes ao estudarem a caracterizacao e avaliagcao do impacto do
fornecimento de ragdo na agua de cultivo de tilapia do Nilo (Oreochromis
Niloticus). Valores de nitrogénio total ndo variaram significativamente durante o
experimento de Baccarin e Camargo (2005), ja& para Henry Silva e Camargo
(2006) houve um aumento de 70% no nitrogénio total com a producéao intensiva
de peixes.

Henry Silva e Camargo (2006) avaliaram a eficiéncia de macrdfitas
aquaticas no tratamento de efluente de uma piscicultura intensiva de tilapias e
também encontraram maior taxa de carregamento de nitrito e nitrato ap6s o

tanque de producéo, com aumento de 36% e 10%, respectivamente.

Grafico 2: Taxa de carregamento volumétrico de Nitrogénio (gN.m™>.d™") no reator
anaerdbio e reator aerobio, durante 270 dias de operacao.
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O gréafico 3 diz respeito ao aporte de carbono total no aquario e nas
unidades de tratamento durante 270 dias de operacdo. O carbono total
apresentou maior aporte no reator aerdbio nos primeiros 30 dias de operacao,
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que pode ser explicado pelo carregamento do inoculo (rico em matéria organica)
no reator anaerébio. Nos ultimos dias houve um aumento significativo no aporte
de carbono total devido a alta densidade de animais no aquario, a0 aumento no
suprimento de ragdo e, consequentemente, maior concentracdo de matéria
organica no efluente.

Gréfico 3: Taxa de carregamento volumétrico de carbono total (organico e

inorganico) (gCT.m>.d") reator anaerébio e reator aerébio, durante 270 dias de
operagao.
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O grafico 4 apresenta o aporte de amdnia nas unidades de tratamento
durante 240 dias de operacao do sistema. O comportamento em relacdo a amoénia
foi diferentemente do observado para os outros compostos, baixa carga nos
primeiros meses de operacdo e aumento gradativo para entdo uma queda
significativa no ultimo més de medicdo. A producdo de ambnia nos reatores
anaeroébios esta relacionado com a degradacao da matéria organica.

De acordo com Chernicharo (2016) o nitrogénio € o nutriente inorgénico
requerido em maiores concentracées para o crescimento dos microorganismos.
Em condi¢cdes anaerdbias, o nitrigénio, nas formas de nitrito e nitrato, ndo se
encontra disponivel para o crescimento bacteriano, uma vez que este é reduzido
a nitrogénio gas e liberado na atmosfera. A ambnia e a porcao de nitrogénio
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organico, liberado durante a degradacdo da matéria organica, sao as principais
fontes de nitrogénio utilizadas pelos microorganismos.

E possivel observar essa relacdo entre o consumo de DQO e a producéo
de NH3 no gréfico 18.

Grafico 4: Taxa de carregamento volumétrico de Aménia (gNHs.m™>.d™") no reator
anaerdbio e no reator aerdbio, durante 240 dias de operagéo.
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O grafico 5 apresenta a taxa de carregamento de nitrito no reator anaerébio
e no reator aerébio em 270 dias de operacao do sistema. O nitrito se comportou
semelhantemente aos outros compostos, elevada taxa de carregamento nos dois
primeiros meses, principalmente no reator aerdbio, e se manteve estavel nos
outros meses. A alta taxa de carregamento nos primeiros meses também esta
relacionada a maior vazao do sistema e consequentemente, maior carregamento
deste composto para os sistemas de tratamento. Depois do tratamento anaerébio
a taxa de carregamento de nitrito foi significativamente maior, que pode estar
relacionada com o processo de desnitrificagcdo, que prevé a reducdo da ambnia
via producédo de nitrito. A atividade anammox esta relacionada com o fato de que
bactérias heterotrofas inicialmente utilizam nitrito como receptor de elétrons, mas
quando eles mudam para nitrato o nitrito produzido pode ser usado por bactérias
desnitrificantes (MOZUMDER ET AL.2013).
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Grafico 5: Taxa de carregamento volumétrico de Nitrito (QNO2.m™>.d™") no reator
anaerdbio e no reator aerdbio, durante 270 dias de operagéo.
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A variacao da taxa de carregamento de nitrato esta representada no grafico
6, nos dois primeiros meses, maior vazao, o nitrato também apresentou maior
taxa de carregamento e se estabilizou nos proximos meses com pouca ou

nenhuma diferencga entre reator anaerobio e o aerdbio em 270 dias de operacao.
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Grafico 6: Taxa de carregamento volumétrico de Nitrato (QNO3.m™.d™") no reator
anaerdbio e no reator aerdbio, durante 240 dias de operagéo.
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Grafico 7: Taxa de carregamento volumétrico de Sélidos Totais (gST.m3.d™") no
reator anaerdbio e no reator aerdbio, durante 240 dias de operacao.
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A taxa de carregamento de soélidos totais pode ser observada pelo grafico
7, nos dois primeiros meses de maior vazado houve também maior taxa de
carregamento de solidos totais para o sistema de tratamento, podendo ser
destacado maior taxa no reator aerobio. Nos meses seguintes o carregamento foi
praticamente constante, mantendo a taxa maior no reator com baixo oxigénio
comparado com o reator anaerobio.

Os graficos a seguir mostram a carga aplicada (mg.d”') de DQO, nitrogénio
total, carbono orgénico total, carbono total, carbono inorganico total, sélidos totais,
sélidos suspensos volateis, amdnia, nitrito e nitrato na caixa de abastecimento
(C), aquario (A), apos reator anaerébio (R) e ap6s reator aerdbio, ou seja, final do
sistema de tratamento (F). Os graficos mostram também a eficiéncia de remocéao

(%) do sistema de tratamento no periodo de operacdo em cada parametro.

Grafico 8: Carga de DQO (mg.d”) na caixa de abastecimento, no aquario, nos
reators anaerdbios e apds reator aerébio, e eficiéncia total de remocao de DQO
(%) durante 300 dias de operacgao.
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O gréfico 8 apresenta a carga de DQO nos pontos de coleta C, A, ReF e a
eficiéncia de todo o sistema na remoc¢ao da matéria organica ao longo de 300 dias
de operacdo. E possivel observar um aumento consideravel da matéria organica

no aquario comparado a caixa de abastecimento, como era esperado devido a
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introducdo de racado e aos dejetos dos animais. Apds o reator anaerdbio a DQO
sofre uma reducdo consideravel, cerca de 47% remocdao, em média. Apds o
ultimo reator, aerdbio, essa remoc¢ao é ainda maior, cerca de 66% de remocao
média do sistema. Hussar e Bastos (2008) tratando efluentes de piscicultura com
macréfitas aquaticas alcancaram uma redugdo média de 78% de DQO,
considerando satisfatéria para o sistema.

Correia et al. (2012) ao avaliarem o desempenho de reatores aerébios de
leito fluidizado com circulagdo interna na remocdo de matéria carbonacea
tratando diferentes aguas residuarias encontraram remocao de 75% do reator
tratando efluente de piscicultura. Outros autores, como Davidson et al. (2008)
reportaram eficiéncias de remogédo acima de 60% em reatores de leito fluidizado
bifasicos com areia como meio suporte e controle da espessura do biofilme para
tratamento de efluente de piscicultura.

O grafico 9 representa a carga de NT nos pontos C, A, R e F e eficiéncia de
todo o sistema de tratamento na remogdo no nitrogénio total nos 270 dias de
operacao. Houve um incremento visivel de NT no aquario em relagdo a caixa de
abastecimento. Nos reatores anaerdbios foi removido 16% do NT e em todo
sistema a remoc¢ao média foi de 30%.

A combinagéo dos reatores anaerdbios e o reator aerdbio contribuiram n&o
s6 para a transformacdo do nitrogénio em nitrato e nitrito mas, também, para
complementar a remoc¢do de matéria carbonada, visto que a relacdo
carbono/nitrogénio foi de 6,54, conforme Tabela 9, o que classifica o processo
como combinado, ou seja, ocorre remogao simultdnea de carbono e de nitrogénio,
segundo Metcalf e Eddy (1991).

Tabela 9: Relacdo C/N das concentragdes de DQO e NT dos reatores anaerdbios
e do reator aerébio.

Aporte Médio Aquario Reatores Anaerobios Reator Aerébio
DQO (mg.L) 77,15 35,13 23,63

NT (mg.L™") 4,93 4,52 3,61
Relacao C/N 15,64 7,77 6,54
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Grafico 9: Carga de Nitrogénio Total (mg.d”) na caixa de abastecimento, no
aquario, nos reatores anaerdbios e apds o reator aerdbio, e eficiéncia total de
remocao de NT (%) durante 270 dias de operagao.
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A carga de COT e a eficiéncia dos reatores anaerdbios e aerdbio sao

apresentadas no grafico 10. A eficiéncia em remocao de Carbono Organico Total

nos reatores anaerobios é de 20% em média e, a eficiéncia em remocgao de COT

em todo o sistema foi 44% em média.

Grafico 10: Carga de Carbono Organico Total (mg.d™”') na caixa de abastecimento,
no aquario, nos reatores anaerobios e apos o reator aerdbio, e eficiéncia total de
remocéao de COT (%) durante 270 dias de operacao.
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O Gréfico 11 apresenta a carga de carbono total nos pontos de coleta e a
eficiéncia de remocao ao longo de 270 dias de operagédo. De acordo com a tabela
8 a eficiéncia média do reator anaerdbio foi de apenas 2%, ao final do sistema

essa remocao média foi de 17%, sendo maior responsavel o reator aerébio.

Grafico 11: Carga de Carbono Total (mg.d™') na caixa de abastecimento, aquario,
reatores anaerdbios e apos reator aerdbio, e eficiéncia total de remocéao de CT
(%) em 270 dias de operacao.
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O gréfico 12 apresenta carga de carbono inorganico nos quatro pontos de
coleta e a eficiéncia global do sistema. Pode ser observado um incremento do Cl
no sistema, que pode estar relacionado com a degradagédo da parte organica do
carbono.
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Grafico 12: Carga de Carbono Inorganico (mg.d”') na caixa de abastecimento,
aquario, reator anaerébio e apds reator aerobio, e eficiéncia total de remocao de
Cl (%) em 270 dias de operagéo.
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Tanto DQO, NT, COT, CT e CI sofreram uma queda na eficiéncia entre o
180° e 0 210° dia, que correspondem aos meses de dezembro e janeiro.

O gréfico 13 mostra a carga de ST nos pontos de coleta e a eficiéncia de
remocao global do sistema durante 270 dias de operacéo. E possivel observar um
aumento significativo dos soélidos no aquario, em relacdo a caixa de
abastecimento devido aos dejetos dos peixes. Na tabela 9 sdo mostradas as
eficiéncias do reator anaerdbio e do reator aerdbio, a eficiéncia de remogao de ST
média global foi de 29%.

A carga de sélidos em suspensao em C, A, R e F e a eficiéncia do sistema
de tratamento combinado estdo representados no grafico 14. Devido a producao
de tilapia aumentou consideravelmente o teor de SSV em relagédo a concentracédo
na agua de abastecimento. Nos reatores anaerdbios a redugéo de SSV foi, em
média, 58%, e o sistema todo removeu cerca de 63% de SSV.
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Grafico 13: Carga de Soélidos Totais (mg.d”') na caixa de abastecimento, aquério,
reatores anaerdbios e apds reator aerdbio, e eficiéncia total de remocao de ST
(%) em 270 dias de operagéo.
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Grafico 14: Carga de Soélidos Suspensos Volateis (mg.d”’) na caixa de
abastecimento, aquario, reatores anaerébios e reator aerobio, e eficiéncia total de
remocao de SSV (%) em 270 dias de operagao.
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A carga de amdnia em todo o sistema e a eficiéncia de remocao pode ser
observada no grafico 15. Com a satisfatéria remocdo de DQO houve,
consequentemente, um aumento na produgdo de aménia nos reatores de
anaerébios. Isso pode ser observado pelo grafico 18, onde a remocao de DQO
esta acompanhando a geracdo de amdnia. A nao eficiéncia na remocao deste
composto também pode estar relacionado a baixa concentracao no efluente a ser
tratado. Zamboni et al. (1997), Henry-Silva e Camargo (2006) e Mohedano (2004)
sugerem uma carga maior de amoénia do que as encontradas neste ensaio.

O grafico 16 apresenta os dados de nitrito para carga e eficiéncia nos dias
de operagcdo. Nao houve remocao satisfatéria de nitrito no sistema, em alguns
momentos ele pode ter sido gerado pela nitrificagdo no reator aerdbio. Ja o
nitrato, apresentado no gréafico 17, apresentou uma remog¢do média de 38% nos
reatores anaerdbios e 22% no final do sistema, mostrando que houve producao
de nitrato no reator aeroébio.

De acordo com Scheeren et al (2011) Os substratos amonio e nitrito e até
mesmo o subproduto nitrato, também podem provocar certa inibigdo no processo,
dependendo da concentracdo em que se encontram no meio. As concentracdes
em que tais compostos provocam a inibicdo ou diminuicdo da eficiéncia do
processo anammox, variam muito. Isto ocorre em virtude da quantidade de
substrato de que o processo necessita pois, para que haja a reagcdo sem haver a
inibicdo, depende da espécie de bactéria utilizada, do tipo de reator, do tipo de
alimentacdo e das condi¢des fisico-quimicas oferecidas ao processo, dentre
outros (Zhu et al., 2008).

Apesar dos dados poucos satisfatérios de nitrito e nitrato a sua relacao
(NO3s/NO2) no sistema estava proxima do esperado para reatores anaerdbios, ou
seja, préximos de 1, de acordo com a tabela 9.

Tabela 10: Relacao NO3/NO, na saida reatores anaerdbios e reator aerdbio.

Reator Anaeroébio Reator Aerobio
NO; NO, NO; NO,
2640 2400 3000 3600

1800 2400 3480 2400
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864 480 960 960

720 960 816 1440
576 960 576 480
480 960 336 480
288 480 288 480
672 960 720 960
576 0 528 480
Média da Relacao 0,85 Média da Relacao 0,91

A desnitrificacdo € um processo de respiracdo na auséncia de oxigénio
livre, no qual o nitrato (ou nitrito) serve como aceptor de alétrons. O nitrato, NOg/,
é reduzido a 6xido nitroso, N2O, e entdo a nitrogénio gasoso, Ny, que escapa para
a atmosfera. Neste processo ocorre a redugao biolégica de nitrato (ou nitrito) para
nitrogénio molecular tendo-se material organico como redutor (AUN, 2007).

O nitrato prontamente substitui 0 oxigénio como aceptor final de elétrons. A
diferenca estd na transferéncia de elétrons dos citocromos, onde a enzima
redutase especifica é substituida pela enzima redutase de nitrato, a qual catalisa
a transferéncia final de elétrons para o nitrato ao invés do oxigénio (EKAMA E
MARAIS, 1997).

Segundo Aun (2007) a desnitrificacdo € essencialmente um processo de
quatro etapas:

nitrato nitrito oxido nitrico  6xido nitroso

NO; - NO, - NO - N,O0 - N, (Eq. 11)

redutase redutase  redutase redutase

Cada etapa pode ser representada por uma reagdo onde e- representa 0s
elétrons transferidos do substrato organico conforme as equacgdes a seguir:

4e” + 2NO3; + 4H* - 2NO; + 2H,0 (Eq. 12)
2e” + 2NO; + 4H* - 2NO + 2 H,0 (Eq. 13)
2e"+ 2NO+2H" - N,0+ H,0 (Eq. 14)

2e” + N,O +2H* - N, + H,0 (Eq. 15)
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De acordo com a Equacédo 12 a relacdo NO3-/NO2- é igual a 1.
A tabela 10 mostra a relacdo NH3/NOS na saida dos reatores anaerobios e

no reator anerobios de acordo com a relagéo do processo Canon, Equagéo 18.

Tabela 11: Relacao NH3/NO3 na saida reatores anaerébios e reator aerébio.

Reator Anaerébio Reator Aerdbio
NH; NO; NH; NO;
848 2640 935 3000
918 1800 1203 3480
1127 864 1391 960
1872 720 2400 816
2800 576 3376 576
2760 480 2616 336
2400 288 2016 288
672 672 1080 720
6624 576 1776 528
Média da Relacao 4 Média da Relacao 3.4

De acordo com Genilda (2015) a relagdo dos compostos nitrogenados para
nitrificacdo parcial+desnitrificacdo, anammox e canon seguem a relagcao abaixo
descrita. Na nitrificacdo parcial a relagdo aménia/nitrito € igual a 1. No processo
anammox a relagdo amoénia/nitrito é igual a 1; e no Canon a relacédo
amonia/nitrato é igual a 10. Na tabela 9 é possivel analisar que a relacao
amodnia/nitrato nos reatores anaerébios e no reator aerébio ndo apresentou a
melhor relagdo para anammox, porém se aproximou da relacdo para 0 processo

Canon em relagéo a disponibilidade desses compostos.

NH;

T NITRIFICACAO PARCIAL —

M.  DESNITRIFICACAO - 2= (Eq. 16)
100 100

MHs/NO%2 _, ANAMMOX — 220 (Eq. 17)
50/50 90/10
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M L CANON - X% (Eq. 18)
100 10

Ganigué et al. (2007), estudando a oxidagédo parcial da aménia presente
em lixiviado de aterro sanitario para a obtengdo da relagdo aménia/nitrito
necessaria a implementacado do processo ANAMMOX, verificaram que a relacao
NH3/NO, do processo anammox deve ser igual a 1, concentracdes elevadas de
amoénia podem inibir o processo. De acordo com a tabela 12 a relagao
aménia/nitrito foi de 2,4 na entrada do reator anaerébio e 2,0 na saida do reator
anaerébio. Essa relacdo nao favoreceu o processo Anammox no reator

anaerdbio.

Tabela 12: Relacao NH3/NO- na saida do aquario e dos reatores anaerdbios.

Aquario Reator Anaerébio
NH; NO, NH; NO,
848 2400 935 3600
918 2400 1203 2400
1127 480 1391 960
1872 960 2400 1440
2800 960 3376 480
2760 960 2616 480
2400 480 2016 480
672 960 1080 960
6624 0 1776 480

Média da Relacao 2,4 Média da Relacao 2,0
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Grafico 15: Carga de Aménia (mg.dia™) no aquario, reatores anaerébios e reator

aerdbio, e eficiéncia total de remocao de NH3 (%) em 270 dias de operacgao.
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Grafico 16: Carga de Nitrito (mg.d™') no aquario, reatores anaerdbios e reator

aerdbio, e eficiéncia total de remogéo de NO» (%) em 240 dias de operagéo.
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Grafico 17: Carga de Nitrato (mg.d™") no aquario, reatores anaerébios e reator
aeroébio, e eficiéncia total de remocao de NO3 (%) em 270 dias de operacao.
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Tabela 13: Eficiéncia (%) de remocéo de carga (mg.d™") dos parametros de qualidade: DQO, nitrogénio total e aménia durante
270 dias de operacao.

) DQO Nitrogénio Total Amonia
Dias R. Anae. R.Aer6. Anae+Aero R.Anae. R.Aer6. Anae+Aero R.Anae. R.Aer6. Anae+Aero
30 18 38 49 31 -5 27 8 -10 1
60 37 45 66 -1 24 23 -28 -31 -67
90 52 68 84 27 10 34 -54 -23 -91
120 55 35 70 19 4 22 -63 -28 -108
150 61 45 79 23 20 39 -10 -21 -33
180 48 29 63 -14 23 12 -12 5 -6
210 36 19 48 -18 27 14 12 16 26
240 57 26 68 22 11 30 45 -61 12
270 58 18 65 23 27 44 -171 73 27
Média 48 34 66 12 16 27 -34 16 -12

Des.Pad. 14 16 11 18 11 11 62 38 51
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Tabela 14: Eficiéncia (%) de remocao de carga (mg.d™') dos parametros de qualidade: carbono organico total, carbono total e
solidos totais durante 270 dias de operagao.

Carbono Organico Total

Carbono Total

Solidos Totais

Dias R. Anae. R.Aero. Anae+Aero. R.Anae. R.Aero. Anae+Aero. R.Anae. R.Aero. Anae+Aero.
30 13 21 31 -8 14 8 19 -3 16
60 9 32 38 -2 14 12 24 29
90 5 49 51 -16 16 3 25 30
120 42 11 48 17 9 24 37 13 45
150 37 34 59 12 25 34 46 1 47

180 12 39 46 1 28 29 19 -3 16

210 7 10 17 -13 4 -9 24 7 29

240 42 13 49 17 5 21 25 6 30

270 19 42 53 7 24 29 41 8 46

Média 21 28 44 2 15 17 29 5 32
Des.Pad. 15 14 13 12 9 14 9 5 11




Tabela 15: Eficiéncia (%) de remogao de carga (mg.d™”') dos parametros de qualidade de nitrito, nitrato e sélidos suspensos
volateis durante 270 dias de operacao.
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Dias Nitrito Nitrato Sdlidos Suspensos Volateis
R. Anae. R.Aero. Anae+Aero. R.Anae. R.Aero. Anae+Aero. R.Anae. R.Aero. Anae+Aero.

30 0 -50 -50 15 -14 4 21 4 24
60 0 0 0 44 -93 -7 15 4 18
90 0 -100 -100 50 -11 44 78 -4 77
120 0 -50 -50 38 -13 29 73 3 74
150 -100 50 0 45 0 45 81 -31 75
180 0 50 50 41 30 59 22 57 67
210 0 0 0 50 0 50 53 25 64
240 -100 -100 42 -7 38 57 15 63
270 100 50 40 8 45 80 20 84
Média -11 -12 -22 41 -11 34 53 10 61
Des.Pad. 60 51 56 10 34 22 27 24 23
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Gréfico 18: Comparacao entre a remocgao de DQO (%) e 0 aumento de NH3 (%)
no fim do sistema durante 270 dias de operacao.
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4.2 Perfil do Oxigénio Dissolvido nos Reatores Anaerdbios

A tabela abaixo apresenta os resultados do perfil do OD nos reatores
anaerobios em diferentes pontos e diferentes alturas.

Tabela 16: Perfil de OD (mg OD.L") em diferentes pontos e profundidades dos
tanques anaerdbios.

Tanque A (mg OD.L™) Tanque B (mg OD.L™)
Ponto S M F S M F
1 0,53 0,27 0,2 0,5 0,37 0,27
2 0,56 0,52 0,25 0,54 0,35 0,2
3 0,5 0,4 0,39 0,4 0,4 0,35
4 0,48 0,38 0,28 0,48 0,26 0,28
5 0,36 0,29 0,24 0,55 0,3 0,22
6 0,4 0,4 0,25 0,39 0,39 0,2
7 0,37 0,3 0,3 0,44 0,29 0,29
8 0,44 0,4 0,29 0,5 0,25 0,3
9 0,46 0,39 0,25 0,46 0,2 0,25

Media 0,45 0,37 0,27 0,47 0,31 0,26
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Des.Pad 0,06 0,07 0,05 0,05 0,06 0,04

Os resultados das andlises de OD nos reatores anaerébios mostraram que
0 oxigénio esteve bem perto de zero, apesar de receber um efluente aerado do
aquario.

De acordo com Barbosa (2010) o coeficiente médio de saturagdo oxigénio
dissolvido das bactérias que oxidam a amdnia e das bactérias que oxidam o nitrito
603mgL"e 1,1 mgL", respectivamente (WIESMAN, 1994). Portanto, baixas
concentracdes de OD sdo mais restritivas para o crescimento das bactérias que
oxidam o nitrito do que para as bactérias que oxidam a amdnia, 0 que pode
causar o acumulo de nitrito no sistema (PHILIPS et al., 2002).

Embora muitos estudos relatem que baixos valores de OD provocam
inibicdo do crescimento das bactérias que oxidam nitrito e causem o acumulo das
oxidadoras de amdnia, os valores encontrados na literatura podem ser bastante
diferentes. De acordo com Peng e Zhu (2006) baixas concentragcdes de OD
podem causar baixas taxas de nitrificacdo. Por isso os autores sugerem que a
concentracdo de OD seja mantida entre 1,0 e 1,5 mg L™ para nitrificacao.

Porém para o desenvolvimento de bactérias anammox foi mantido oxigénio
abaixo de 1 mg.L™" nos reatores anaerébios, valores de acordo com a saturagéo
média para as oxidadoras de amoénia. O reator aerdbio tinha como objetivo a
simulacao de um reator Canon, com baixa oxigenacao, portanto, a concentracao
de OD foi mantida abaixo de 1 mg.L'1, favorecendo também o desenvolvimento de

bactérias desnitrificantes.

4.3 ENRIQUECIMENTO DA CULTURA DE BACTERIAS ANAMMOX

O gréfico 19 apresenta os resultados das concentragdes de amdnia e nitrito
efluente, bem como o pH efluente ao longo dos 191 dias de operacao do reator de
bateladas sequenciais. E possivel observar que o pH oscilou em torno de 6,0 e
7,0 com alguns pontos mais baixos em 5,4 e 5,6. De modo geral, o pH médio do
efluente ao longo dos 191 dias de operagéao foi de 6,7.
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Grafico 19: Concentracdes (mg.L™") de aménia e nitrito efluente e pH efluente ao
longo dos 191 dias e operagao do reator.
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A concentracao de nitrito do efluente permaneceu inferior a concentracao
do afluente (190 mg.L™") ao longo dos 191 dias de experimento, mostrando o
consumo desse composto durante todo o periodo de operagao do reator. Durante
os 30 primeiros dias de operacao do reator a concentracdo de nitrito efluente
variou de 60 a 150 mg.L™". Por outro lado, a concentracdo de amoénia efluente
oscilou de 55 a 257 mg.L" nesse mesmo periodo, mostrando aumento desse
composto em relagdo a concentragdo de amdnia afluente (100,1 mg.L™). Até o 7°
dia de operacéao do reator a concentracdo de aménia efluente permaneceu abaixo
da concentracdo afluente, quando comegou a aumentar atingindo 257 mg.L™' de
amdnia no 26° dia de operacado do reator. A partir disso, a concentracdo de
amobnia efluente comecou a diminuir gradativamente, apresentando picos
inferiores a concentracao de amdnia afluente até o 90° dia.

Por 112 dias (do 77° dia até o 189° dia de operacdo) a concentracdo de
amdnia efluente permaneceu abaixo da concentracao afluente. Nesse periodo, as
condi¢bes de cultivo do sistema podem ter favorecido o aumento da populacédo
das bactérias anammox, resultando no surgimento da atividade anammox,
verificada através do consumo simultaneo de aménia e nitrito, a partir do 86° dia.
De acordo com a literatura (DAPENA-MORA et al., 2004, CHAMCHOI &
NITISORAVUT, 2007) o inicio da atividade anammox em reator em batelada
sequencial pode acontecer ap6s 70 a 120 dias de operacao do reator. Desta
forma, as condi¢cdes de cultivo do sistema do presente trabalho comecaram a
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responder dentro do observado por esses autores. Do 138° ao 182° dia foi que o
sistema apresentou os melhores resultados de consumo de amoénia e nitrito,
evidenciando intensa atividade anammox. Nesse periodo foi possivel atingir 12
mg.L" de aménia e 10 mg.L™ de nitrito.

O gréfico 20 apresenta os resultados da eficiéncia de remocao de aménia,
ao longo dos 191 dias de operagao do reator.

Grafico 20: Eficiéncia de remocao (%) de amobnia do efluente ao longo dos 191
dias de operagao.
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Durante os 7 primeiros dias de operagdo foi possivel observar que a
eficiéncia de remogdo de amdnia variou em torno de 20 a 45%. No 35° dia de
operagao, a eficiéncia de remogao de amoénia diminuiu para 16%. Do 92 dia ao 75°
dia de operacao do reator foi possivel verificar valores negativos para a eficiéncia
de remocdo de amoénia. Esses valores negativos podem estar relacionados a
morte e lise das bactérias aerdbias presentes no lodo de indculo, ocasionando
desta forma, a liberacdo de nitrogénio gasoso e a quebra deste em amobnia.
Campos (2011) ao enriquecer uma cultura de bactérias anammox a partir de lodo
proveniente de um sistema de lodos ativados tratando esgoto sanitario da cidade
de Belo Horizonte/MG, ao longo de 420 dias de operagdo do reator, verificou
valores negativos na eficiéncia de remogao de aménia durante os 25 dias iniciais
de operacéo.
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Do 77° ao 112° dia de operacao a eficiéncia de remog¢ao de amdnia oscilou
de 62% a 1% de remocao. Essa oscilagdo pode estar relacionada a problemas
com queda de energia, fazendo com que o sistema parasse e alterasse as
condicbes ideais do cultivo das bactérias, afetando dessa forma, seu
metabolismo. A partir de 138 dias e até 189 dias foi que o sistema apresentou
valores maiores de eficiéncia de remocao de amdnia, indicando consumo desse
composto. Nesse periodo foi possivel atingir 88% de remocdo de aménia,

mostrando intensa atividade anammox no sistema.
4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Com o sequenciamento em larga escala do gene RNAr 16S da
comunidade bacteriana presente na amostra foi possivel identificar as bactérias
presentes e caracterizar de maneira detalhada a microbiota. E importante
ressaltar que os resultados dos géneros ou espécies encontrados S&0 expressos
em porcentagem, refletindo a abundancia relativa das bactérias. A estratégia
utilizada fornece o niumero de reads (=leituras das sequencias) do gene RNAr 16S
encontrado para cada um dos géneros ou espécies na amostra analisada, sendo
que o numero total de sequéncias analisado pode variar de acordo com a
profundidade do sequenciamento. Portanto, o numero de reads encontrado néao

corresponde ao numero absoluto de espécies ou individuos na amostra.
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Grafico 21: Géneros de bactérias mais abundantes (%) encontrados na amostra.
Apenas 0s géneros que apresentaram valores acima de 1% de abundancia
relativa na amostra foram apresentados no grafico abaixo.
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Os géneros mais dominantes na amostra foram Ignavibacterium e
Thiobacillus que juntos somaram 32,12% da comunidade de bactérias.
Ignavibacterium compreende bactérias gran-negativas do filo Chlorobi, anaerdbias
estritas ou facultativas, moderadamente termofilicas, neutréfilas e que néo
formam esporos. O género Thiobacillus compreende bactérias gran-negativas,
anaerébias facultativas, da classe Beta-Proteobacteria, obrigatoriamente ou
facultativamente autotréficas, capazes de derivar sua energia para crescimento a
partir da oxidacao de compostos reduzidos de enxofre.

Zhang et al (2014) determinaram comunidades bacterianas de uma

biomassa para remocgao de nitrogénio em um Unico reator usando anammox e
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nitrificagdo parcial para tratamento de aguas residuais e também observaram a
presenca dominante de Ignavibacterium em 20%, a espécie observada também
foi a Ignavibacterium album que também esteve presente na nossa biomassa.

Esse género de bactérias também foram encontrados por Gonzalez-Gil et
al. (2015), que analisaram a composi¢cao e a estrutura microbiana desenvolvida
em um reator Anammox em larga escala, e encontraram 32% do gene
Brocadiacea, exclusivamente anammox, e 18% do Ignavibacteriacea. A presenca
de Ignavibacteriacea foi justificada pela presencga de carbono orgéanico no inoculo,
que favorece o desenvolvimento de bactérias heterotréficas facultativas como
Ignavibacteria (18%) e Anaerolinea (7%) (GONZALEZ-GIL ET AL., 2015).

Wen et al. (2016) estudaram um novo processo combinado de nitrificacao
parcial, anammox e desnitrificagdo simultdnea para reducdo de fosforo e
nitrogénio em tratamento de esgoto e encontraram em maior quantidade bactérias
do género Candidatus Brocadia. Porém o género Ignavibacterium album também
estiveram presentes (+1,5%) desempenhando papel de bactérias anammox,
podendo também ter realizado nitrificacdo autotrofica e desnitrificacdo
heterotréfica (LI et al, 2015), cuja populacdo aumentou ao longo do tempo pela
adicao suplementar de carbono.

De acordo com Lino et al. (2010), que isolou Ignavibacterium e classicou
como uma nova linhagem de bactérias, as Ignavibacterium sao bactérias
estritamente  anaerdbias, moderadamente termdfilicas, neutrofilicas e
obrigatoriamente heterotréficas. Nao € observado crescimento fotossintético.
Representam uma linhagem filogenética distinta na familia Ignavibacteriaceae, a
ordem Ignavibacteriales e a classe Ignavibacteria do filo Chlorobi com base na
analise da sequéncia do gene 16S rRNA. A espécie € o Ignavibacterium album
(LINO et al. 2010).

De acordo com Kadnikov et al. (2013) Ignavibacterium album é uma
bactéria heterotroficas (quimiorganotréfica) e metabolicamente versatil ndo tem
gene para a fotossintese e oxidacdo de enxofre. E capaz de sobreviver em
condicdes aerbbias e anaerdbias.
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O Thiobacillus sp. ¢ uma bactéria da metabolizacdo do enxofre,
concentragdes desse composto estavam presentes no substrato de alimentacao,
podendo ter favorecido sua selegdo. Essa espécie também € encontrada em
reatores desnitrificantes e anaerdbios, também com o objetivo de reducédo de
nitrogénio.

De acordo com Amim et al. (2010) que estudaram a aliminagéo autotréfica
de nitrogénio pela oxidacdo de tiossulfato utilizando uma cultura mista de
microorganismos, a desnitrificacdo autotréfica via enxofre ocorre principalmente
pela atuacdo do microrganismo Thiobacillus denitrificans. Estudos atuais
caracterizam o Thiobacillus denitrificans como anaerdbio facultativo,
quimioautotrofico obrigatério (Wang et al., 2005; Beller et al., 2006). Possui a
capacidade de crescer em condicoes aerdbias, além de, em condi¢cdes
anaerdbias, oxidar compostos de enxofre utilizando nitrato, nitrito e éxidos de
nitrogénio como aceptores finais de elétrons. A versatilidade metabdlica propicia
grande aplicacdo em sistemas de tratamento bioldgico.

Wang et al. (2005) investigaram a cinética de desnitrificagdo, com cultura
pura de Thiobacillus denitrificans, em processos em batelada e continuo,
utilizando sulfeto de hidrogénio como doador de elétrons e nitrato como aceptor.
Concluiu-se que os fatores determinantes para estabelecimento do processo sao
a razdo S?/NOs (5/3 a 5/2 sendo as ideais) e a concentragdo de sulfeto (< 300
mgS2.L™"). No nosso presente trabalho houve inclusdo de sulfeto no meio de
culturapara enriquecimento da biomassa com reducdo de nitrito e aménia,
podendo ter ocorrido 0 consumo de nitrito pelo processo de desnitirifcacao.

Amim et al. (2010) encontraram remoc¢ao de 88% a 95% de nitrogénio em
um reator continuo com biomassa enriquecida com Thiobacillus denitrificans em
200 dias de operacdo. O reator enriquecido no nosso estudo operou com uma
remocdo média de 88% em 190 dias de operacdo, sendo que a cultura
enriquecida nao foi especifica para essa espécie de bactérias.
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Gréfico 22: Espécies de bactérias mais abundantes (>1%) encontradas na
amostra.
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Os fragmentos de DNAr 16S foram amplificados com sucesso a partir do
DNA da comunidade microbiana obtido das amostras e submetidos a eletroforese
em gel DGGE. Os padrées de banda obtidos para as diferentes amostras estéo
apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) mostrando a
estrutura da comunidade microbiana nas amostras. 11 a R3 — Amostras. M —
Marcador molecular 100 bp

Os dendrogramas gerados a partir dos perfis de bandas pelos coeficientes
de DICE, Jaccard e correlacao de Pearson estdo apresentados abaixo nas figuras
10, 11 e 12. Sendo: 11, 12 e I3 amostras do in6culo; E1, E2 e E3 amostras do
enriqguecimento anammox; R1, R2 e R3 amostras do reator anaerébio e C1, C2 e

C3 mostras do reator aerébio.
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Figura 10: Dendrograma de similaridade do DGGE analisados utilizando o
coeficiente de DICE e o algoritmo UPGMA (programa BioNumerics v. 6.6). Os
valores em cada nd representam a porcentagem de similaridade e a barra o
desvio padréo.
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Figura 11: Dendrograma de similaridade dos perfis de bandas das amostras a
partir da técnica de DGGE e analisados utilizando o coeficiente de Jaccard e o
algoritmo UPGMA (programa BioNumerics v. 6.6). Os valores em cada né
representam a porcentagem de similaridade e a barra o desvio padréo.
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Figura 12: Dendrograma de similaridade dos perfis de bandas das amostras
obtido a partir da técnica de DGGE e analisados utilizando o coeficiente de
correlagao de Pearson e o algoritmo UPGMA (programa BioNumerics v. 6.6).

A analise independente de cultivo por DGGE permitiu avaliar e comparar a
complexidade da comunidade bacteriana nas amostras do Inéculo, Enriquecido,
Canon e Reator. Os dendrogramas de similaridade com os coeficientes de DICE e
Jaccard mostraram a formacgéao de dois grandes grupos, um deles compreendido
pelas amostras do Indculo e o outro pelas amostras Enriquecido, Reator e Canon.
O nivel de similaridade observado entre estes dois grandes grupos foi de 22%
pelo coeficiente de DICE e 13,5% pelo de Jaccard. As réplicas mostraram-se
consistentes e foram mais similares entre si do que entre as amostras. Por fim, as
comunidades de bactérias das amostras do Reator e Canon foram mais
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semelhantes entre si (53,3% no caso do coeficiente de DICE e 39,7% no caso do
coeficiente de Jaccard) do que em relacao ao Enriquecido.

A baixa similaridade entre os perfis de bandas das amostras do Reator e
do Canon em relacdo ao Inoculo pode sugerir que o processo favoreceu
populagées que ndo eram dominantes no inoculo e que passaram a ser mais
abundantes no processo, possivelmente em funcao das condicées de operacao

e/ou do substrato.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com a realizagdo desta pesquisa, que teve por

objetivo avaliar a utilizacao dos processos anammox e canon no tratamento de

efluentes de piscicultura, utilizando reator anerdbio seguido de aerdbio e o

enriquecimento de uma cultura anammox em batelada a partir do mesmo in6culo

utilizado nos reatores anaerdbios, permitiram considerar que:

A simulac&o de uma produgéo intensiva de tilapias da forma que foi
realizada n&o resultou nas concentracbes minimas de alguns
compostos como amdnia, nitrogénio total, nitrito e nitrato para efetiva
simulacao e, portanto, ndo ofereceu compostos chave para a

realizacao da reducao de amoénia.

O reator anaerobio foi eficaz na remogéao de matéria organica, e tem
potencial para possivel remocdo de nitrogénio via processo

anammox.

O reator aerdbio com concentragdo limitada de oxigenio dissolvido
pode ter apresentado remocdo de amdnia por meio do processo
canon como se esperava, porém, mais estudos devem ser feitos

para comprovacao do sistema.

O enriquecimento de bactérias anammox com a mesma biomassa
do sistema foi eficaz na selecdo de uma comunidade bacteriana
anammox, indicando o potencial de aplicacdo do reator de bateladas
sequenciais inoculado com lodo anaerdbio de reator tratando dejetos
de gado leiteiro e efluentes de salas de ordenha como um reator

anammox.

E necessario mais estudos nessa area para conhecimento e entio,
aplicacao do sistema em escala real.
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