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RESUMO

Anammox é um processo bioldgico autotrofico de conversdo do nitrogénio amoniacal a gas nitrogénio na
auséncia de oxigénio. O nitrito, também substrato do processo, atua como receptor final de elétrons. Apresenta
grandes beneficios econdmicos em relacdo aos processos bioldgicos convencionais de remocédo de nitrogénio,
principalmente para dguas residuarias com elevados niveis de nitrogénio amoniacal. No entanto, devido ao
lento crescimento da biomassa, 0 processo ainda exibe dificuldades e restricdes para aplicacdo em larga escala.
O objetivo desse estudo foi avaliar o enriquecimento de biomassa anammox a partir de diferentes diluicGes de
lixiviado maduro de aterro sanitario. Foram testadas trés diferentes dilui¢fes (10, 25 e 50%; v/v) em duplicata,
operando-se, portanto, seis reatores em batelada e em paralelo. NaNO, foi adicionado como substrato
complementar para os microrganismos. Verificou-se, ao final do experimento (aproximadamente 520 dias de
operacdo), que somente a duplicata operada com as maiores diluicbes (10% de lixiviado, o que representa
aproximadamente 200 mg N-NH;* L) apresentou atividade anammox, constatada através da comparagio
entre 0s coeficientes estequiométricos experimentais e tedricos do processo. Nos demais reatores, alimentados
com menores diluicbes, a biomassa sofreu forte inibicdo pelo nitrito e ndo se desenvolveu. Esse
comportamento também foi reportado em outros trabalhos recentes sobre enriquecimento anammox. Foram
realizados ensaios cinéticos com a biomassa da duplicata que apresentou atividade anammox. Os reatores
apresentaram as seguintes velocidades especificas de consumo de substrato: 0,58 e 0,64 mg N-NHs* (g SSV?)
h'! para nitrogénio amoniacal; 0,49 e 0,63 mg N-NOz (g SSV)* h%, para nitrito. Verificou-se, portanto, que o
enriquecimento de biomassa anammox, utilizando-se lixiviados de aterros sanitarios como meio, é possivel,
desde que sejam adotadas maiores diluicGes. As diluicdes de 25 e 50% (500 e 1000 mg N-NH* L?,
aproximadamente) ndo propiciaram condi¢Ges favoraveis para o crescimento da biomassa, mesmo apés 520
dias de operagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Anammox, Lixiviados de Aterros Sanitarios, Nitrogénio Amoniacal, Remocdo de
Nitrogénio.

INTRODUCAO

O processo anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation) consiste na conversdo biologica do nitrogénio
amoniacal (N-NH4") a gas nitrogénio (N2) e uma pequena parcela de nitrato (N-NO3’) na auséncia de oxigénio,
conforme equagdo 1. E realizado por bactérias quimioautotréficas, pertencentes ao filo Plactomycetes, que
utilizam N-NH.* como fonte de energia (doador de elétrons) e nitrito (N-NO,") como receptor final de elétrons
(TCHOBANOUGLOUS et al., 2013; LI et al., 2014). Sua ocorréncia foi confirmada por Mulder et al. (1995)
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em meados da década de 1990 na Holanda e ainda é objeto de estudo de diversas pesquisas, principalmente na
area de tratamento de aguas residudrias.

1,0 NH4* + 1,32 NO2 + 0,066 HCO3 + 0,13 H*
— 1,02 N2 + 0,26 NO3 + 0,066 CH200.5No.021 + 2,03 H20 equacdo (1)

Os processos convencionais de remocdo biolégica de nitrogénio em aguas residudrias sdo baseados nas
reacBes sequenciais de nitrificacdo e desnitrificacdo convencional. No entanto, esta Ultima reagdo é
heterotréfica e demanda, portanto, fonte organica de carbono prontamente biodegradavel. Essa pode ser uma
grande limitacdo para aguas residuarias com elevados niveis de N-NH4*, mas pouca ou nenhuma matéria
organica biodegradavel, como lixiviado maduro (mais de 10 anos) de aterro sanitario. Nesses casos €
necessario realizar a adicdo de fontes exdgenas de carbono, encarecendo e muitas vezes inviabilizando a
técnica. Dessa maneira, 0 processo anammox, por ser completamente autotréfico, apresenta grande potencial
para Aaguas residudrias com baixa relagdo carbono/nitrogénio (C/N) (WANG et al., 2010;
TCHOBANOUGLOUS et al., 2013; LI et al., 2014).

Para aplicacdo do processo anammox, € necessario que o meio apresente N-NHs* e N-NO2 em propor¢éo
préxima a 1:1. Para isso, normalmente realiza-se a nitritacdo (conversdo de N-NH4* a N-NOy) parcial da agua
residuaria a montante (sistema SHARON + Anammox) ou até mesmo simultaneamente ao processo anammox
(sistemas CANON e OLAND). A adocdo dessas novas tecnologias completamente autotréficas pode resultar
em uma economia de 60% no consumo de oxigénio (reducdo do consumo de energia), 100% em doadores de
elétrons exdgenos e grande reducdo da geracdo de lodo de excesso, resultando em até 90% de reducédo nos
custos de manutenc¢do do sistema (TCHOBANOUGLOUS et al., 2013; ALI; OKABE, 2015).

O grande empecilho da aplicagdo do processo em larga escala é a baixa velocidade de crescimento das
bactérias anammox. O tempo de duplicacdo pode variar entre 2,1 e 11 dias, para uma temperatura média de
30°C (condicdo favoravel), o que resulta em uma taxa de crescimento especifico entre 0,065 e 0,334 d*
(CONNAN et al., 2016). Segundo Yin et al. (2016), o tempo de duplicacdo pode ser ainda maior, entre 11 e 20
dias. Dessa maneira, 0 tempo de enriquecimento da biomassa anammox pode ser muito elevado quando
realizado a partir de lodo convencional, variando entre 4 meses e 1 ano, mesmo para condi¢cdes controladas
(pH, temperatura, OD, entre outros) e auséncia de substancias inibidoras (CONNAN et al., 2016).

Lixiviados de aterros sanitarios sao efluentes liquidos gerados no interior das células de disposicao de residuos
solidos urbanos (RSU), a partir da biodegradacdo da matéria organica, da propria umidade do residuo e da
contribuicéo das infiltragdes de aguas pluviais. Sdo aguas residuarias com elevados niveis de material organico
dissolvido (acidos orgénicos e compostos mais refratirios como acidos himicos e fulvicos), macro compostos
inorganicos (Ca?*, Mg?*, Na*, K*, NHs*, Fe?*, Mn?*, Cl;, SO4* e HCOg), com destaque para o N-NH.*, e
podem apresentar também metais toxicos (Cr¥*, Cd?*, Cu®, Pb?*, Ni?* e Zn?*) e compostos xenobidticos
(hidrocarbonetos aromaticos, fendis, pesticidas, entre outros). Apresentam, portanto, grande potencial poluidor
para os solos, aguas superficiais e subterraneas (GOMES, 2009; WANG et al., 2010; BOVE et al., 2015).

O tratamento do lixiviado de aterro sanitario ainda permanece como um grande desafio, principalmente em
paises emergentes como o Brasil, e 0 processo anammox surge como um potencial tratamento para remogao
do excesso de N-NHs*. A presente pesquisa estuda e avalia o enriquecimento de biomassa anammox
utilizando-se, como meio, diferentes dilui¢des de lixiviado maduro de aterro sanitario.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o enriquecimento de biomassa anammox, usando diferentes dilui¢des de
lixiviado de aterro sanitario como fonte de nitrogénio amoniacal, alcalinidade e micronutrientes. Isto se baseou
na hipotese de que lixiviados de aterros sanitarios, quando aplicados em diluicdo adequada, podem gerar
ambiente propicio para o desenvolvimento da comunidade microbiana de interesse.
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METODOLOGIA UTILIZADA

Foram operados, durante aproximadamente 520 dias, reatores em batelada visando o enriquecimento da
biomassa anammox. Testaram-se trés diferentes diluicdes de lixiviado de aterro sanitario como meio de
cultura, em duplicata, operando-se, portanto, seis reatores em paralelo: Ae A’; BeB’; Ce C’.

Os reatores consistiram de frascos Duran com volume reacional de 500 mL e foram lacrados com um conjunto
de tampa e septo de silicone, a fim de se manterem condicdes anaer6bias no headspace dos frascos. Os
reatores foram protegidos da luz e constantemente agitados a aproximadamente 150 rpm com uso de mesa
agitadora.

Os reatores foram inoculados com lodo anaerdbio do fundo de uma lagoa de lixiviado de aterro sanitario, e
utilizou-se como hipétese a possibilidade da existéncia de microrganismos anammox nesse lodo especifico.
Cada reator foi inoculado com 100 mL do lodo.

Os reatores foram alimentados com lixiviado maduro de aterro sanitario, caracterizado pela baixa relacéo
DBO/DQO. Este efluente permaneceu estocado em galfes vedados. A cada batelada, ou seja, a cada nova
alimentacdo, o lixiviado foi diluido com agua deionizada em proporcéo adequada de acordo com a condigdo
experimental. Nitrito de sdédio (NaNO;) foi adicionado como o substrato complementar para o0s
microrganismos anammox, em estequiometria equimolar (1:1) em relacdo ao nitrogénio amoniacal esperado
em cada frasco. Essa proporgdo foi aproximada, entretanto, devido a variabilidade do lixiviado utilizado em
cada alimentacéo.

A tabela 1 apresenta as condicBes experimentais e operacionais adotadas nos reatores A, B e C.

Tabela 1: Condic6es experimentais nos reatores A, B e C.

REATORES DILUIGAO DO | N-NH;* ESPERADO | NaNO, ADICIONADO | N-NO, ESPERADO
LIXIVIADO (v/iv) (mg N L) (gL?h (mg N L)
A 10% 200 0,9857 200
B 25% 500 2,4643 500
c 50% 1000 4,9286 1000

Apo6s 0 92° dia iniciou-se a coleta de amostra (uma vez por semana, para cada reator), a fim de se observar se
ocorria 0 consumo de nitrogénio amoniacal (N-NH4*) e nitrito (N-NO2") concomitantemente a geragdo de
nitrato (N-NOs"), conforme a reagdo do processo anammox (equacdo 1). O fim de cada batelada era constatado
através do esgotamento dos substratos fornecidos. Sendo assim, era realizada a troca do meio liquido com
adicdo de nova alimentacdo. Para tal, o contelido dos frascos era centrifugado a 3600 rpm por 15 minutos,
separando-se a biomassa presente do efluente a ser descartado. Os reatores eram realimentados com suas
respectivas diluicdes de lixiviado e a biomassa centrifugada era ressuspendida.

No final do experimento, foram realizados ensaios cinéticos com a biomassa dos reatores que exibiram
atividade anammox, a fim de se verificar as velocidades especificas de consumo do substrato. Para isso, 0s
reatores foram realimentados normalmente, ou seja, com as concentracfes pré-estabelecidas de lixiviado e
NaNO;. Eles permaneceram protegidos da luz e sob agitacdo constante. Antes do inicio do ensaio, foram
retiradas duas amostras de cada reator para determinagao da concentracao de sdlidos suspensos volateis (SSV).
O ensaio cinético teve duracdo de 32,5 horas, sendo que as amostras foram coletadas a cada 30 minutos nas
primeiras duas horas, a cada hora nas oito horas seguintes e de duas em duas horas no restante do ensaio. As
velocidades de consumo dos substratos foram obtidas a partir do ajuste linear dos dados. Dividiram-se 0s
valores pela concentracdo de SSV, para determinacédo das velocidades especificas.

Todas as analises fisico-quimicas (N-NH4*, N-NO2, N-NO3 e SSV) foram realizadas de acordo com o
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).
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RESULTADOS OBTIDOS

Ao final do experimento, somente os reatores A (diluicdo do lixiviado de 10%) apresentaram atividade
anammox. A figura 1 apresenta o perfil de variacdo dos compostos nitrogenados nos reatores A ao longo de
todo experimento (7 bateladas).
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Figura 1: Concentragdo de N-NH4* (A), N-NO2" (m) e N-NOs™ (#) presentes nos reatores A ao longo do
experimento. O desvio padrao das duplicatas é representado pelas barras nos pontos experimentais, € as
linhas verticais representam eventos de nova alimentagdo dos reatores (novas bateladas).

Para confirmar a atividade anammox, o consumo dos substratos (N-NH4* e N-NO>") e a produgdo de N-NOz
das trés Gltimas bateladas (5, 6 e 7) foram analisados e comparados com os coeficientes estequiométricos
(equagdo 1).

As Tabelas 2 e 3 apresentam o consumo de N-NH:" e N-NO, e a geragdo de N-NOsz, em termos de
concentracdo e de numero de mols (estequiometria), respectivamente. Para calcular os coeficientes
estequiométricos reais (tabela 3), obtidos no experimento, consideraram-se as médias das bateladas 5, 6 e 7,
apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: Consumo de N-NH4*" e N-NO; e a producdo de N-NOs'.

N-NH4* N-NO, N-NO3
BATELADA CONSUMIDO CONSUMIDO PRODUZIDO
(mg N L") (mg N L") (mg N L")
5 134,8 160,5 314
6 145,6 184.6 29,9
7 162,4 162,7 26,9
MEDIA 147,6 169,3 29,4

Tabela 3: Coeficientes estequiométricos do consumo de N-NH4* e N-NO>™ e producéo de N-NOs',

COEFICIE[\ITE CONSUMO DE CONSUMO DE PRODUCAO DE
ESTEQUIOMETRICO N-NH4* N-NO» N-NOz
REAL 1 1,15 0,20
ESPERADO 1 1,32 0,26
DESVIO - 13% 23%
4 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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A relacdo observada entre o consumo de N-NH4* e N-NO; e a geragdo de N-NOjs foi, portanto, 1:1,15:0,20, o
que ndo diverge muito do esperado para o processo anammox (1:1,32:0,26). O desvio da quantidade
consumida de N-NO; em relagdo ao esperado foi de 13% e o da quantidade gerada de N-NOjs foi de 23%.

A figura 2 mostra a evolugdo das concentragcdes de compostos nitrogenados ao longo do experimento para 0s
reatores B. Ao todo, foram operadas trés bateladas nos reatores da duplicata B. E nitido que, concomitante ao
consumo de nitrogénio amoniacal, ocorreu producdo de nitritos nestes reatores, provavelemnte devido a
entrada de oxigénio nos frascos em evento de realimentacdo dos mesmos. Somando-se a isso a geragdo pouco
expressiva de nitrato, fica descaracterizado o processo anammox.

700

~ 600
o

< 500

(
w B
o o
o o

Concentragéao (mg
N
o
o

=
o
o

90 190 290 390 490
Tempo (dias)

o

Figura 2: Concentracdo de N-NHs" (A), N-NOz (m) e N-NOs" () presentes nos reatores B ao longo do
experimento. O desvio padrdo das duplicatas é representado pelas barras nos pontos experimentais, e as
linhas verticais representam eventos de nova alimentacgdo dos reatores (novas bateladas).

A figura 3 mostra as concentracfes de nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato nos reatores C durante o tempo de
operacdo do experimento, em que foi necessaria apenas uma realimentacdo dos mesmaos, resultando em duas
bateladas. Em semelhanca aos reatores B, nesta duplicata houve consumo de nitrogénio amoniacal e producgéo
de nitrito, sem que fosse observada geragdo de nitrato, fatores que descartam a hipotese da ocorréncia do
processo de interesse nos reatores C.
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Figura 3: Concentragdo de N-NH4* (A), N-NO2" (m) e N-NOs™ (#) presentes nos reatores C ao longo do
experimento. O desvio padrao das duplicatas é representado pelas barras nos pontos experimentais, e a
linha vertical representa nova alimentacdo dos reatores (nova batelada).
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Uma vez observada possibilidade de atividade anammox apenas nos reatores A, foram realizados ensaios para
determinacdo de pardmetros cinéticos (velocidades especificas de consumo do substrato) apenas nestas
duplicatas. Os parametros cinéticos de ordem zero obtidos para consumo de N-NH4* foram de 0,58 e 0,64 mg
N-NH4* (g SSV?) h! para as duplicatas A e A', respectivamente. J& os parametros cinéticos de consumo de N-
NO, foram de 0,49 e 0,63 mg N-NO; (g SSV)* h*?, para as mesmas duplicatas.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Somente os reatores A apresentaram atividade anammox, mesmo ap6s mais de 500 dias de operagdo. As
duplicatas B e C foram alimentadas com menores diluices de lixiviado (25 e 50%, respectivamente) e
maiores concentragdes de N-NO, (500 e 1000 mg N-NO, L). Embora o N-NO; seja requerido no processo,
concentracdes elevadas podem inibir o metabolismo desse grupo de bactérias. Scaglione et al. (2012)
verificaram, a partir de ensaios em bateladas com biomassa anammox adaptada a lixiviado de aterro sanitario,
que concentracdes de N-NOz proximas a 500 mg N-NOz L? inibem quase completamente o processo
anammox para uma exposi¢do prolongada. Connan et al. (2016) realizaram o enriquecimento de biomassa
anammox variando-se também as concentracdes iniciais de N-NO2, mas entre 25 e 150 mg N-NO2 L%, Os
autores também verificaram a inibigao pelo substrato para os reatores com maiores niveis de N-NO2, visto que
apos quatro meses de experimento somente 0s reatores que partiram de baixas concentragdo de N-NO; (25 mg
N-NO; L) apresentaram atividade anammox.

Como observado na figura 1, apos a batelada 4 as concentragdes medidas de N-NHs* e N-NOy nos reatores A
passaram a apresentar comportamento muito semelhante, o que pode ser considerado um indicativo de
atividade anammox, uma vez que esses compostos foram consumidos simultaneamente a uma taxa similar.

As andlises pontuais de N-NOs para os reatores A mostraram que, ao fim dos ciclos/bateladas 5, 6 e 7,
concentragdes da ordem de 30 mg N-NO3™ L foram produzidas nos reatores. Como apresentado nas tabelas 2
e 3, os coeficientes estequiométricos obtidos de consumo de N-NO, e geracdo de N-NOs desviaram pouco
dos valores tedricos esperados, aproximadamente 13 e 23%, respectivamente. Essa analise também pode ser
considerada mais um indicativo de atividade anammox. Além disso, ao final do experimento foram
identificados, no interior do reator, granulos marrom-avermelhados (Figura 4), assim como Van Hulle et al.
(2010) descreve a biomassa anammox.

b S

Figura 4: Granulos marrom-avermelhados formados nos reatores A

Em relagdo & cinética de reacdo, os pardmetros obtidos foram bastante baixos, quando comparados com outros
reportados na literatura. Martins et al. (2014) obtiveram velocidades especificas de consumo de N-NH." em
reator anammox de até 31,6 mg N-NH4* (g SSVY) h?, quando mantido a temperatura de 37 °C. Embora
temperaturas mais altas sejam favoraveis neste caso, no presente experimento ficou evidente que a biomassa
apresentou enriquecimento ainda incipiente, necessitando de mais tempo para desenvolver seu pleno potencial.
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Isso demonstra a dificuldade de enriquecimento da biomassa anammox, nesse caso mesmo apds mais de 500
dias de operacédo dos reatores, o que representa um dos principais desafios na aplicacdo do processo em escala
real.

CONCLUSOES/RECOMENDACOES

O processo anammox foi alcangcado com o uso de lixiviado de aterro sanitario como fonte de nitrogénio
amoniacal, alcalinidade e micronutrientes. No entanto, verificou-se atividade somente nos reatores A,
alimentados com 10% de lixiviado (aproximadamente 200 mg N-NH4* L). Nos reatores B e C, alimentados
com menores diluicBes (25 e 50%, respectivamente), a biomassa anammox sofreu forte inibicdo por N-NO; e
ndo se desenvolveu mesmo apds mais de 500 dias de operacao.

Recomenda-se, portanto, para enriquecimento de biomassa anammox, iniciar a adaptacdo com concentracfes
ndo muito elevadas de N-NH4* e N-NO. Nesse trabalho, obteve-se éxito com concentracdo de 200 mg N-
NH4* L, porém, a biomassa enriquecida ao final do experimento ainda se apresentava em baixa concentragdo
e, portanto, com pequena atividade. Em geral, na literatura € recomendado partir de concentracdes ainda
menores do que as adotadas, para evitar a inibicdo pelo substrato e promover o maior crescimento da
biomassa.
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