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RESUMO: O processo ANAMMOX é considerado um avango tecriobdg com grande
potencialidade para remocéo de nitrogénio em amsduais de produgdo animal e agroindustrial.
Porém, os microrganismos responsaveis pelo proegsssentam tempo de duplicacéo celular lento
(6 dias), dificultando obtencéo de biomassa nedasadartida de biorreatores em escala industrial.
Assim, necessita-se de técnicas eficientes pampreservacdo e posterior reativacdo desses
microrganismos. O presente estudo objetivou teltas soluces crioprotetoras: glicerol (25%%.v

e leite desnatado em p6 (12% V)vPara o teste, foram coletados 15 g de biomassamiente de um
biorreator de bancada, com eficiéncia média de ¢dmde nitrogénio de 75% +7. ApOs remogé&o do
meio de cultura, adicionaram-se 0s respectivopietores, e a biomassa foi congelada a -80°C,
onde permaneceu por 16 semanas. Em seguida, adsi@rf@ descongelada e acondicionada em
biorreatores de fluxo ascendente e continuo, atadencom meio de cultura sintético na concentracao
de 100 mgN.L™" e carga de alimentacdo de 8,1 kgN.dt. Aos 70 dias de operacdo, a biomassa
criopreservada com leite desnatado em pé obtevieomdesempenho, recuperando 88% da eficiéncia
de remocdo de nitrogénio original, enquanto a bgsa&riopreservada 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 innovage@nblogy to be applied in
wastewater treatment, specially for nitrogen riftuents (e.g. animal production and agroindustry)
However, one of the anammox process limitatioribésvery low cell doubling time (6 days), that can
reflect in a very long bioreactors start-up. Thuismass preservation and reactivation can reduse th
problem requiring efficient methods to have thentiss available these microorganisms. The present
study aimed to test two cryoprotectant solutionsaitammox microorganisms preservation: glycerol
(25% v.v") and skim milk (12% v.V). For the test, biomass was collected from a bicta with
nitrogen removal efficiency of 75 % (+ 7). The biass was washed the reactor culture medium and
15 g was added to the respective cryoprotectamtgtanbiomass was frozen at -80°C, for 16 weeks.
Then the biomass was inoculated in a continuows flimreactor fed with synthetic growth medium at
a concentration of 100 mgN.L. After 70 operatiolygjahe biomass previously cryopreserved with



skim milk showed better activity, recovering 88 %ilwe original removal efficiency, while biomass
cryopreserved with glycerol presented only 42%hefariginal removal efficiency.
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INTRODUCAO: No Brasil, 0 modelo adotado para atender a gratefeanda na producdo e
exportacdo de carne suina é o Sistema de ProdecAmithais Confinados (SPACs). Esse modelo
concentra um grande numero de animais em pequesess abjetivando reducao de custos produtivos
e melhoria nos controles sanitarios (KUNZal., 2009). Porém, a grande quantidade de efluentes
gerados contém elevada concentracdo de nutrigmiaesjpalmente nitrogénio e fésforo. Dentre as
espécies de nitrogénio, o N-NIE um dos principais componentes em aguas resigudai producao
animal e agroindustrial, necessitando ser removjdando ndo ha possibilidade de valoracdo
agrondmica (SCHEEREM al., 2011). Processos bioldgicos se apresentam comalternativa para
remocao de nitrogénio. Na década de 90, pesquesdi@scobriram o processo ANAMMQ#Eo
inglés Anaerobic Ammonium Okxidation), considerado um avancgo tecnoldégico com grande
potencialidade para remocao de nitrogénio em amesiduais de producdo animal e agroindustrial
(STROUS t al.,1998).Atuando em condi¢Bes andxicas, 0s microrganismadanx o ion amoénio
(NH,4") diretamente a nitrogénio gasosg)(Nutilizando nitrito (NQ) como aceptor final de elétrons
(JETTENet al.,2009). Essas bactérias apresentam tempo de agguicelular extremamente lento,
dificultando obtencdo de biomassa necessaria pgrartada de biorreatores em escala industrial.
Assim, necessita-se de técnicas eficientes paraseceacdo e posterior reativacdo desses
microrganismos. Tentando preencher essa lacunansalgstudos tém buscado formas de preservar
essas bactérias por meio de congelamento e oues@pacdo (ROTHROCHK al.,2011 e HEYLEN

et al.,2012). Diante do exposto, 0 presente estudoiobiet reativacdo de biomassa criopreservada
com diferentes solugdes protetoras: glicerol (25¢% )ve leite desnatado em p6 (12% Vv

MATERIAL E METODOS: A biomassa utilizada foi coletada de um biorreader bancada,
alimentado com meio de cultura sintético na comaeéb de 200 mgN.L, TRH de 3,3 horas e carga
de alimentacdo de 1,2 kgN*d* apresentando atividade estabelecida (75% +7 nag&nde N).
Para cada um dos biorreatores, foram coletadas Ihomassa(clone Brasilis concordiensis)
(VIANCELLI et al., 2011), sendo lavada e peneirada para removautoientes residuais antes de
preserva-la. O tratamento controle ndo foi subroegigprocessos de preservacao, sendo a biomassa
utilizada coletada no dia da inocula¢cdo dos outadgamentos. Um dos tratamentos utilizou a solucéo
crioprotetora de glicerol (25% V'y e o outro tratamento utilizou leite desnatadopEm(12% v.v")
sendo ambos congelados a -80°C, onde permanecerahb gemanas (ROTHROC# al., 2011).
Apbs esse periodo, a biomassa foi descongeladanermanho termostatizado (34°C), lavada com
meio de cultura 100 mgN.Ll, transferida para tubos de vidro com volume 48 D, com fluxo
ascendente e continuo, alimentado com meio derawdintético 100 mgN.[* e carga aplicada de 8,1
kgN.m3.d* . Os biorreatores foram inoculados com uma reld8866 v.v') de biomassa, sendo
fixados parédmetros como TRH em 0,33 horas e tempeara34°C +1. Para acompanhar o
estabelecimento do processo ANAMMOX, foram reakimasemanalmente analises de nitrito (N;NO

), nitrato (N-NQ") e amdnia (N-NK) (APHA,2011), sendo os resultados obtidos commeradm a
estequiometria do processo (STRO&E!., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAQ A Figura 1 ilustra o acompanhamento das cargasitoegénio
aplicadas e removidas. Nos primeiros 50 dias (fgseapenas o tratamento controle apresentou
atividade ANAMMOX, atingindo niveis de remocéo d&agénio de 5,1 kgN.fd*, mantendo-se
estavel até o término do periodo experimental. &lidodo ente o 51° e 68° dias de operacao (fase 2),
inicia-se a remoc¢ao de nitrogénio nos tratament@s 2l essa diferenga no tempo de partida dos
reatores em comparacao com o tratamento contrade estar relacionado ao fato de que o processo
de criopreservacao pode causar injlrias nas célaladactérias com atividade ANAMMOX. Outro
fator que pode estar relacionado é o tempo deaagdlo de bactérias ANAMMOX ser superior a 6



dias, o que favorece as bactérias nitrificantes,t§m taxa de duplicacéo de 7 horas (JETEEA.,
2009). Nesse periodo, o tratamento 2 obteve valoreis elevados de remocdo de nitrogénio
comparado ao tratamento 1.
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FIGURA 1. Acompanhamento das cargas de nitrogéplicealas e removidaJrat.1 (Tratamento
com Glicerol),Trat.2 (Tratamento com Leite Desnatado).

Apbs 70 dias de operacéo (fase 3) é estabeleqgidocesso ANAMMOX no tratamento 2 como pode
ser observado na Figura 2 (Trat.2), onde os ceefies estequiométricos obtidos permaneceram
proximos da estequiometria proposta, obtendo v@ldeeremoc&o de nitrogénio 5 kgN.a'(Figura

1), recuperando até 88% da eficiéncia de remocamtrbgénio original. Apds os 77 dias de operacao
o tratamento 1 ocorre estabelecimento da atividddAMMOX (Figura 2), obtendo valores de
remoc&o de nitrogénio de 2,3 kgl (Figura 1), com recuperacdo de apenas 42% darefiaiéle
remocdao de nitrogénio original.
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FIGURA 2. Acompanhamento dos coeficientes estegétivoos das formas NOe NG .Trat.1
(Tratamento com Glicerol)[rat.2 (Tratamento com Leite Desnatado). Linha tracejagé3 inols,
valor estequiométrico de NOpara reacdo ANAMMOX (SCHIERHOLD NET@ al.,2006). Linha

Continua: 0,37 mols, valor estequiométrico de;\ara reagdo ANAMMOX (SCHIERHOLD NETO
et al.,2006).
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CONCLUSOES: As metodologias avaliadas mostraram-se adequadasopeeestabelecimento do
processo anammox. A biomassa criopreservada casfugds de leite desnatado em p6 apresentou
melhor desempenho na remocao de nitrogénio.



REFERENCIAS

APHA, AWWA & WEF. Standard methods for the examination of water and astewater19 ed.
Washington, DC: American Public Health Associati®d]2.

Heylen, k; Ettwig, K.; Z.; Jetten, M.; Kartal, Rapid and simple cryopreservation of anaerobic
ammonium-oxidizing bactéria APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY.p.3010-
3013, 2012.

Jetten, M. S. M.; Niftrik, L. van; Strous,M.; Katt B.; Keltjens, J.T.; Camp, H. J. Biochemistry
and molecular biology of anammox bacteria Critical Reviews in Biochemistry and Molecular
Biology; 44(2-3): 65-84, 2009.

Kunz, A.; Miele, M.; Steinmetz, RAdvanced swine manure treatment and utilization inBrazil.
Bioresource Technology, v. 100, p. 5485-5489, 2009.

Rothrock MJ Jr, Vanotti MB, Sz6gi AA, Gonzalez MEyijii T. Long-term preservation of
anammox bacteria Appl Microbiol Biotechnol. Oct;92(1):147-57. 2011

Scheeren. M.B., Airton Kunz, Ricardo L. R. Steinmek Valderi L. Dressler;O processo
ANAMMOX como alternativa para tratamento de aguas esidudrias, contendo alta
concentracdo de nitrogénip Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Amtig v.15, n.12,
p.1289-1297, 2011

Schierhold Neto, G. F.; Kunz, A.; Vanotti, M.B.; &es, H.M.; Mattei, R.MAclimatacdo e
acompanhamento da atividade de lodos de efluentes duinocultura para remocao de nitrogénio
pelo processo de oxidagdo anaerdbia de amodnia (ANARMDX) . Paper presented at 30th Congreso
Interamenricano de Engenieria Sanitaria y Ambieftahta del Este, Uruguay, 2006.

Strous, M.; Heijnen, J.J.; Kuenen, J.G.; Jetter§.M. The sequencing batch reactor as a powerful
tool for the study of slowly growing anaerobic ammopium — oxidizing microorganisms
ApplMicrobiolBiotechnol, v50, p.589-596, 1998.

Viancelli, A.; Kunz, A.; Esteves, P.A.; Bauermarn, V.;Furukawa, K.; Fujii, T.; Antbnio, R. V.;
Vanotti,M.. Bacterial Biodiversity from an Anaerobic up Flow Bioreactor with ANAMMOX
Activity Inoculated with Swine Sludge BRAZILIAN ARCHIVES OF BIOLOGY AND
TECHNOLOGY. Vol.54, n. 5: pp.1035-1041. 2011.



