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RESUMO: O processo ANAMMOX ¢ considerado um avangco tecnoldgico, com grande
potencialidade para remogdo de nitrogénio em &aguas residuais de producdo animal e agroindustrial.
Porém, 0s microrganismos responsaveis pelo processo apresentam tempo de duplicagéo celular lento
(6 dias), dificultando obtencdo de biomassa necesséria a partida de biorreatores em escala industrial.
Assim, necessita-se de técnicas eficientes para criopreservacdo e posterior reativacdo desses
microrganismos. O presente estudo objetivou testar duas solugdes crioprotetoras: glicerol (25% v.v™")
e leite desnatado em pd (12% v.v™"). Para o teste, foram coletados 15 g de biomassa proveniente de um
biorreator de bancada, com eficiéncia média de remocdao de nitrogénio de 75% +7. Apds remogdo do
meio de cultura, adicionaram-se 0s respectivos crioprotetores, e a biomassa foi congelada a -80°C,
onde permaneceu por 16 semanas. Em seguida, a biomassa foi descongelada e acondicionada em
biorreatores de fluxo ascendente e continuo, alimentado com meio de cultura sintético na concentragdo
de 100 mgN.L ! e carga de alimentago de 8,1 kgN.m™>.d™". Aos 70 dias de operacdo, a biomassa
criopreservada com leite desnatado em p6 obteve melhor desempenho, recuperando 88% da eficiéncia
de remocéo de nitrogénio original, enquanto a biomassa criopreservada com glicerol obteve eficiéncia
de apenas 42%.
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INFLUENCE OF DIFFERENT CRYOPRESERVATION METHODS ON THE
REACTIVATION OF ANAMMOX PROCESS

ABSTRACT: The anammox process is considered an innovative technology to be applied in
wastewater treatment, specially for nitrogen rich effluents (e.g. animal production and agroindustry )
However, one of the anammox process limitations is the very low cell doubling time (6 days), that can
reflect in a very long bioreactors start-up. Thus, biomass preservation and reactivation can reduce this
problem requiring efficient methods to have the biomass available these microorganisms. The present
study aimed to test two cryoprotectant solutions for anammox microorganisms preservation: glycerol
(25% v.v™*) and skim milk (12% v.v™). For the test, biomass was collected from a bioreactor with
nitrogen removal efficiency of 75 % (£ 7). The biomass was washed the reactor culture medium and
15 g was added to the respective cryoprotectants and the biomass was frozen at -80°C, for 16 weeks.
Then the biomass was inoculated in a continuous flow bioreactor fed with synthetic growth medium at
a concentration of 100 mgN.L. After 70 operation days, the biomass previously cryopreserved with
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skim milk showed better activity, recovering 88 % of the original removal efficiency, while biomass
cryopreserved with glycerol presented only 42% of the original removal efficiency.
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INTRODUGCAO: No Brasil, 0 modelo adotado para atender a grande demanda na producdo e
exportacdo de carne suina é o Sistema de Producdo de Animais Confinados (SPACs). Esse modelo
concentra um grande nimero de animais em pequenas areas, objetivando reducdo de custos produtivos
e melhoria nos controles sanitarios (KUNZ et al., 2009). Porém, a grande quantidade de efluentes
gerados contém elevada concentracdo de nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo. Dentre as
espécies de nitrogénio, 0 N-NH; é um dos principais componentes em aguas residuérias da producdo
animal e agroindustrial, necessitando ser removido quando ndo h& possibilidade de valoracéo
agronémica (SCHEEREN et al., 2011). Processos biol6gicos se apresentam como boa alternativa para
remogdo de nitrogénio. Na década de 90, pesquisadores descobriram o processo ANAMMOX (do
inglés Anaerobic Ammonium Oxidation), considerado um avango tecnolégico com grande
potencialidade para remocdo de nitrogénio em aguas residuais de producdo animal e agroindustrial
(STROUS et al.,1998). Atuando em condic¢BGes andxicas, 0s microrganismos oxidam o ion aménio
(NH,") diretamente a nitrogénio gasoso (N,), utilizando nitrito (NO,) como aceptor final de elétrons
(JETTEN et al.,2009). Essas bactérias apresentam tempo de duplicagdo celular extremamente lento,
dificultando obtencdo de biomassa necesséria para a partida de biorreatores em escala industrial.
Assim, necessita-se de técnicas eficientes para conservacdo e posterior reativacdo desses
microrganismos. Tentando preencher essa lacuna, alguns estudos tém buscado formas de preservar
essas bactérias por meio de congelamento e ou criopreservacdo (ROTHROCK et al.,2011 e HEYLEN
et al.,2012). Diante do exposto, o presente estudo objetivou a reativacdo de biomassa criopreservada
com diferentes solucdes protetoras: glicerol (25% v.v™") e leite desnatado em p6 (12% v.v™).

MATERIAL E METODOS: A biomassa utilizada foi coletada de um biorreator de bancada,
alimentado com meio de cultura sintético na concentracdo de 200 mgN.L "L TRH de 3,3 horas e carga
de alimentagdo de 1,2 kgN.m>.d™" apresentando atividade estabelecida (75% +7 na remogio de N).
Para cada um dos biorreatores, foram coletadas 15 g biomassa (clone Brasilis concordiensis)
(VIANCELLI et al., 2011), sendo lavada e peneirada para remover 0s nutrientes residuais antes de
preserva-la. O tratamento controle ndo foi submetido a processos de preservagédo, sendo a biomassa
utilizada coletada no dia da inoculagdo dos outros tratamentos. Um dos tratamentos utilizou a solucéo
crioprotetora de glicerol (25% v.v') e o outro tratamento utilizou leite desnatado em p6 (12% v.v')
sendo ambos congelados a -80°C, onde permaneceram por 16 semanas (ROTHROCK et al., 2011).
Apdbs esse periodo, a biomassa foi descongelada em um banho termostatizado (34°C), lavada com
meio de cultura 100 mgN.L *, transferida para tubos de vidro com volume Gtil 0,9 L, com fluxo
ascendente e continuo, alimentado com meio de cultura sintético 100 mgN.L ™ e carga aplicada de 8,1
kgN.m*.d* . Os biorreatores foram inoculados com uma relagdo (30% v.v*') de biomassa, sendo
fixados pardmetros como TRH em 0,33 horas e temperatura 34°C +1. Para acompanhar o
estabelecimento do processo ANAMMOX, foram realizadas semanalmente analises de nitrito (N-NO,
), nitrato (N-NO3) e amdnia (N-NHs) (APHA,2011), sendo os resultados obtidos comparados com a
estequiometria do processo (STROUS et al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ: A Figura 1 ilustra o acompanhamento das cargas de nitrogénio
aplicadas e removidas. Nos primeiros 50 dias (fase 1), apenas o tratamento controle apresentou
atividade ANAMMOX, atingindo niveis de remocdo de nitrogénio de 5,1 ng.m'3.d'1, mantendo-se
estavel até o término do periodo experimental. No periodo ente o 51° e 68° dias de operacdo (fase 2),
inicia-se a remocdo de nitrogénio nos tratamentos 1 e 2, essa diferenca no tempo de partida dos
reatores em comparacdo com o tratamento controle, pode estar relacionado ao fato de que o processo
de criopreservacdo pode causar injarias nas células das bactérias com atividade ANAMMOX. Outro
fator que pode estar relacionado é o tempo de duplicacdo de bactérias ANAMMOX ser superior a 6
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dias, o que favorece as bactérias nitrificantes, que tém taxa de duplicacdo de 7 horas (JETTEN et al.,
2009). Nesse periodo, o tratamento 2 obteve valores mais elevados de remocdo de nitrogénio
comparado ao tratamento 1.
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FIGURA 1. Acompanhamento das cargas de nitrogénio aplicadas e removidas. Trat.1 (Tratamento
com Glicerol), Trat.2 (Tratamento com Leite Desnatado).

Apos 70 dias de operagéo (fase 3) ¢ estabelecido o processo ANAMMOX no tratamento 2 como pode
ser observado na Figura 2 (Trat.2), onde os coeficientes estequiométricos obtidos permaneceram
proximos da estequiometria proposta, obtendo valores de remocao de nitrogénio 5 kgN.m™.d™(Figura
1), recuperando até 88% da eficiéncia de remogao de nitrogénio original. Apds os 77 dias de operagado
0 tratamento 1 ocorre estabelecimento da atividade ANAMMOX (Figura 2), obtendo valores de
remocéo de nitrogénio de 2,3 kgN.m™.d™* (Figura 1), com recuperacéo de apenas 42% da eficiéncia de
remogao de nitrogénio original.
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FIGURA 2. Acompanhamento dos coeficientes estequiométricos das formas NO, e NO;.Trat.1
(Tratamento com Glicerol), Trat.2 (Tratamento com Leite Desnatado). Linha tracejada: 1,43 mols,
valor estequiométrico de NO, para reacdo ANAMMOX (SCHIERHOLD NETO et al.,2006). Linha

Continua: 0,37 mols, valor estequiométrico de NO;™ para reagdo ANAMMOX (SCHIERHOLD NETO
et al.,2006).
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CONCLUSOES: As metodologias avaliadas mostraram-se adequadas para o reestabelecimento do
processo anammox. A biomassa criopreservada com a solucdo de leite desnatado em p6 apresentou
melhor desempenho na remocao de nitrogénio.
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