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RESUMO

A remocgdo de nitrogénio dos esgotos sanitarios € fundamental para promover o
equilibrio dos ecossistemas aquaticos, evitar problemas ambientais como a
eutrofizacdo e preservar a saude humana. Devido a importédncia do tema, varios
processos de tratamento de esgotos vém sendo desenvolvidos para aumentar a
eficiéncia de remogao do nitrogénio. Um deles € a nitrificagao parcial e desnitrificacéo
via nitrito, que possibilita economia de cerca de 25% de oxigénio e 40% de matéria
organica. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo promover o acumulo de
nitrito através de inibidor quimico (aménia livre) em um sistema com dois reatores
anaerdbio e aerébio em série em escala de bancada e alimentado com esgoto
sintético. Ambos os reatores possuiam um volume de 4,71 L, com tempo de detencao
hidraulica (TDH) total de 30 h e vaz&o de 7,54 L.d'. O oxigénio dissolvido no reator
aerdbio foi mantido a 1,75+0,4 mg O2.L". O experimento teve duragdo de 250 dias e
foi dividido em quatro fases em func¢do da variagdo de amoénio (N-NH4"): 16£2 mg N.L-
' (Fase ), 34+3 mg N.L-! (Fase Il), 159+16 mg N.L' (Fase Ill) e 57+3 mg N.L-! (Fase
IV). A concentragdo de amoénia livre (NH3) no meio foi alterada em funcédo das
variagdes de pH, temperatura e amonio, variando entre 0,3+0,2 mg N-NHs.L-! (Fase
1), 1,5£0,5 mg N-NHs.L"" (Fase Il), 4,8+1,8 mg N-NHas.L-! (Fase Ill) e 1,6+£0,3 mg N-
NHas.L-! (Fase IV). A carga organica volumétrica (COV) variou entre 0,567+0,151 e
0,757+0,031 kg DQO.m3.d' e a carga nitrogenada volumétrica (CNV) entre
0,036+0,003 e 0,286+0,017 kg N.m=3.d"". As bactérias oxidantes de nitrito (BON) foram
inibidas a concentragdo de 4,8 mg N-NHs3.L-". Os resultados indicaram que ocorreu
remogao de nitrogénio nos reatores anaerdbio e aerdbio através dos processos de
oxidagao anaerobia da aménia (anammox) e nitrificagao e desnitrificacdo simultédnea
(NDS). Apesar da relativamente alta concentracdo de oxigénio dissolvido no reator
(1.75£0.4 mg O2.L"), o meio suporte possivelmente favoreceu a NDS promovendo
ambientes andxicos. O sistema em sua melhor condi¢dao experimental (Fase 1V), com
57+3 mg N-NH4*.L-" e 1,620,3 mg N-NHs.L-', obteve remogao de 95% de matéria
organica e de 50% de nitrogénio. Os resultados de PCR identificaram a presenca de
anammox, desnitrificantes e bactérias oxidantes de aménio (BOA) no reator
anaerodbio, enquanto no reator aerdbio foram encontradas BOA, BON e anammox. A
taxa de oxidagcdo da amoénia foi reduzida em 50% na Fase |ll de maior inibicdo (4,8
mg N-NHa.L).

Palavras-chave: Nitrificagdo e desnitrificacdo simultdnea. Amonia livre. Nitrificagao

parcial. Anammox. Meio suporte de poliuretano.



ABSTRACT

The nitrogen removal from domestic sewage is essential to promote the aquatic
ecosystems equilibrium, to avoid environmental problems such as eutrophication and
to preserve human health. Due to the importance of this topic, several sewage
treatment processes have been developed to increase the efficiency of nitrogen
removal. One of them is the partial nitrification and denitrification via nitrite, which can
save 25% of oxygen and 40% of organic matter. Therefore, this study aimed to promote
the accumulation of nitrite through chemical inhibitor (free ammonia) in a system with
two sequential reactors, anaerobic and aerobic, on bench scale and fed with synthetic
sewage. Both reactors had a volume of 4.71 L, with total hydraulic detention time (TDH)
of 30 h and with a flow rate of 7.54 L.d"". The dissolved oxygen in the aerobic reactor
was maintained at 1.75+0.4 mg O2.L-'. The experiment lasted 250 days and was
divided in four phases based on ammonium concentration (N-NH4*): 162 mg N.L™
(Phase 1), 34+3 mg N.L! (Phase Il), 159+16 mg N.L-! (Phase Ill) and 57+3 mg N.L"
(Phase IV). The concentration of free ammonia (NHs) in the system was changed in
function of pH, temperature and ammonium, changing of 0.3+0.2 mg N-NHs.L" (Phase
), 1.5+£0,5 mg N-NHs.L-! (Phase Il), 4.841.8 mg N-NH3.L"" (Phase IIl) and 1.6+£0.3 mg
N-NHas.L-" (Phase IV). The organic loading rate (OLR) varied between 0.567+0.151 and
0.757+0.031 kg DQO.m3.d"! and the nitrogen loading rate (NLR) varied between
0.036+0.003 and 0.286+0.017 kg N.m=3.d"". The nitrite oxidizing bacteria (NOB) were
inhibited at a concentration of 4.8 mg N-NHs.L-". The results indicated that nitrogen
removal occurred in the anaerobic and aerobic reactors by anaerobic oxidation of
ammonia (anammox) and simultaneous nitrification and denitrification (SND). Despite
the high concentration of dissolved oxygen in the reactor (1.75+0.4 mg O2.L"), the
support medium may have promoted anoxic environments for SND. The best
experimental condition (Phase 1V) was obtained with 57+3 mg N-NH4*.L-" and 1.6+0.3
mg N-NHas.L-, resulting in removal efficiency of organic matter and nitrogen of 95%
and 50%, respectively. The PCR results showed the presence of anammox,
denitrifying and ammonium oxidizing bacteria (AOB) in the anaerobic reactor, while in
the aerobic reactor AOB, NOB and anammox were found. The oxidation rate of
ammonia was reduced by 50% in the phase of higher inhibition (Phase IIl with 4.8 mg
N-NHa.L).

Keywords: Simultaneous nitrification and denitrification. Free ammonia. Partial

nitrification. Anammox. Poliuretane support medium.
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1 INTRODUCAO

As principais fontes de poluigdo dos corpos d’agua pelas atividades antrépicas
sdo a industrializagdo, crescimento populacional e seus residuos gerados, uso de
fertilizantes e pesticidas na agricultura, dentre outras. Nos grandes aglomerados
urbanos o esgotamento sanitario e industrial continua sendo a principal. Como
resposta a necessidade sanitaria e ambiental de resolver a questao dos residuos
langcados nos corpos hidricos, principalmente os excretas humanos, foram
desenvolvidas varias tecnologias desde as civilizagdes mais antigas, havendo indicios
de tratamentos anaerdbios de residuos ha mais de 5 mil anos (BOTHEJU; BAKKE,
2011).

Processos anaerobios sdo mais eficientes e econbmicos que 0s processos
aerobios para degradar compostos organicos biodegradaveis, sendo utilizado nos
tratamentos de residuos solidos (residuos agricolas, excrementos de animais, lodo
bioldgico) e de efluentes industriais e domésticos (CHERNICHARO et al., 2007).
Reatores do tipo Upflow anaerobic sludge blanket (UASB) sao largamente utilizados
para tratamento de esgoto doméstico e possuem vantagens por apresentar alta
compacticidade, ndo necessitar de energia elétrica e possuir baixa produgao de lodo
(SOUZA; FORESTI, 1996). Sistemas aerdbios de tratamento também sao largamente
utilizados no mundo, apesar do custo adicional com aeracdo. O mais conhecido é o
sistema de lodos ativados.

Apesar do principal poluente nos esgotos ser a matéria orgénica, garantir a sua
remogao nao € suficiente para impedir os problemas causados pelos seus despejos.
Os nutrientes contidos no esgoto, principalmente nitrogénio e fésforo, também podem
causar diversos problemas no meio ambiente. O nitrogénio langado em corpos d’agua
pode causar deplegédo do oxigénio dissolvido, desenvolvimento excessivo de algas e
toxinas, causar doengas e, em estagdes de tratamento de agua, podem diminuir a
eficiéncia da cloragao (METCALF; EDDY, 2003).

O processo convencional de remogao de nitrogénio ocorre em duas etapas: (i)
a nitrificagdo, que consiste na oxidagao de amdnia a nitrito e, posteriormente, a nitrato,
em meio aerébio e com baixa concentragdo de material orgéanico; (ii) e a
desnitrificagdo, que consiste na formagao de gas dinitrogénio a partir do nitrato em
meio andxico e necessita de uma fonte externa de carbono. Para promover a remogao

de nitrogénio é comum associar reatores anaerdbios e aerobios (WOSIACK et
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al.,2015). Em sistemas de lodos ativados a biomassa bacteriana suspensa é
responsavel pela remogao de poluentes em ambientes aerdbios, podendo alcancar a
remogao de nitrogénio, ao mesmo tempo em que remove material organico em
determinadas condi¢des (SOZEN et al., 1998; GERNAEY et al., 2004).

O sistema de nitrificacdo/desnitrificacdo é a tecnologia mais utilizada para
remogao de nitrogénio, porém demanda altos custos com aeragéo, adi¢do de carbono
e produgao de lodo biolégico. Uma das alternativas para mitigar esses problemas é a
nitrificacdo parcial e desnitrificagao via nitrito, que diminui a demanda de aeracéo na
nitrificagdo e de material organico na desnitrificagdo (WANG et al., 2016). Com a
finalidade de promover melhor remogéao de nitrogénio, este estudo avaliou a eficiéncia
de reatores sequenciais continuos anaerdbio e aerdobio em escala de bancada

utilizando aménia livre como inibidor quimico no processo de nitrificagao.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da aménia livre na nitrificacdo parcial em reatores em série

anaerdbio e aerdbio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficiéncia de remogédo de matéria organica e nitrogénio em reatores
sequenciais anaerobio e aerdbio;

e Avaliar a influéncia de diferentes concentragdes do inibidor quimico (aménia
livre) na nitrificagdo parcial,

e Avaliar a melhor condigdo inibitéria a ser aplicada no reator em série para atingir

a nitrificag&o via nitrito;
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3 REFERENCIAL TEORICO

O principal objetivo do tratamento biolégico de esgotos € criar condigbes que
favoregam o metabolismo das bactérias envolvidas no processo de tratamento,
manipulando os varios parametros de funcionamento para que a populagédo desejada
de micro-organismos se sobreponha a dos outros também presentes no reator
(SINHA; ANNACHHATRE, 2007).

Quando o esgoto doméstico é langado no corpo d’agua, disponibiliza nutrientes
(principalmente nitrogénio e fosforo) considerados limitantes no desenvolvimento e
crescimento de algas. Isso pode promover a eutrofizagdo, que consiste no
crescimento excessivo de algas e outros problemas associados. O termo eutréfico
deriva do grego, que significa rico em alimento, e foi criado para descrever processos
que ocorrem em lagos que se tornam naturalmente ricos em nutrientes (SCHINDLER
et al., 2016). Nesse contexto a remogao de matéria organica dos efluentes sanitarios
nao € suficiente para evitar a poluicdo dos recursos hidricos, sendo o tratamento
terciario fundamental para manter a saude de rios e lagos e 0 acesso a aguas de

qualidade.
3.1 CICLO DO NITROGENIO

O nitrogénio € um macronutriente vital para os seres vivos, sendo o principal
elemento em proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos como também o maior
componente da atmosfera terrestre. O ciclo do nitrogénio é complexo devido aos seus
varios estados de oxidacio e ao fato de essas mudangas também serem provocadas
por organismos vivos (SAWYER et al. 2003). O nitrogénio se apresenta na natureza
em sete estados de oxidacao diferentes, sendo eles -lll (NH3), 0 (N2), +1 (N20), +lI
(NO), +llIl (NO2), +IV (NO2) e +V (NO3") (Figura 3.1).

Segundo Koops e Pommerening-Roser (2006) a aménia € a forma mais
difundida de nitrogénio na biosfera, sendo altamente volatizada e alcangando longas
distancias. No meio terrestre a nitrificagdo nao € desejavel, pois a melhor forma de
absorcao de nitrogénio pelas plantas é como NH4*, enquanto NOx pode facilmente
ser perdido do solo por lixiviagdo e desnitrificagdo (PAREDES et al., 2007). Na
atmosfera o 6xido nitrico é instavel e pode reagir com o oxigénio ou ozénio formando

gas didéxido de nitrogénio, podendo formar acidos e causar chuvas acidas.
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Nos corpos hidricos, a aménia pode ser convertida a nitrito e nitrato, resultando
no consumo e na diminuicdo do oxigénio dissolvido do meio, além de ser
potencialmente tdxica a organismos aquaticos mesmo em baixas concentragdes
(PAREDES et al., 2007; EPA, 2013). Porém é fundamental que ocorra a nitrificacéo
para que, posteriormente, haja a completa remog¢ao do nitrogénio da agua. Outras
formas de nitrogénio, como nitrito e nitrato, podem ser muito graves a saude humana
e causar diversos tipos de cancer e a metahemoglobinemia ou “sindrome do bebé
azul” (CHETTY; PRASAD, 2016).

Figura 3.1 - Ciclo do nitrogénio. Fonte: Adaptado de Ni; Zhang (2013).

T i )
Desnitrificacao N N
Fixacdo N,
Anammox NH

____}E N organico

Nitrificacéo

RDNA

No processo biolégico convencional de remogéo de nitrogénio existem grupos
de bactérias que participam de diferentes etapas. Dessa forma, o processo foi dividido

em trés partes: amonificacao, nitrificagao e desnitrificacao.
3.2 AMONIFICACAO

E a primeira reacdo a acontecer apds o lancamento de efluentes sanitarios,
onde ocorre a hidrélise ou mineralizagao do nitrogénio organico (aminoacidos, acido

urico, ureia, etc) a nitrogénio amoniacal (na forma livre NH3 ou ionizada NH4")
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(PAREDES et al., 2007). Esse processo produz alcalinidade no meio (50 g CaCOs.mol
N-'), o que é importantissimo para a proxima etapa bioldgica, pois na nitrificagdo ha
consumo de alcalinidade. Considerando-se a forma salina (NH4*) predominante em
pH abaixo de 8, a equacdo de amonificagdo é escrita na Equacdo 3.1 (VAN
HAANDEL; MARAIS, 1999):
RNH, + H,0 + H* —» ROH + NH}
Equacao 3.1

3.3 NITRIFICACAO

A nitrificagcdo consiste na oxidagao da amoénia (NH4*) a nitrato (NO3°), onde as
bactérias nitrificantes utilizam a aménia como fonte de energia e o diéxido de carbono
(CO2) como fonte de carbono. E um processo aerdbio, necessitando de oxigénio
molecular para ocorrer. A equacgao da nitrificagdo convencional esta representada na
Equacao 3.2 (PAREDES et al, 2007).

NH} + 20, + 2HCO3; - NO3 + 2C0, + 3H,0
Equacao 3.2

Durante a nitrificagdo ha consumo de alcalinidade do meio (100 g CaCO3s.mol
N-'), sendo este um pardmetro de fundamental importancia para o seu desempenho.
A nitrificagao ocorre ainda em duas fases distintas por dois grupos diferentes de micro-

organismos: a nitritagao e a nitratagéo, que serao explicadas a seguir.
3.3.1 Nitritacao

A nitritagdo é a produgéao de nitrito (NO2") a partir da oxidagao de aménia (NH4*)
pelas bactérias oxidantes de amdnia (BOA). Esse processo ocorre ainda em duas
etapas: primeiramente a aménia é convertida a hidroxilamina (NH20H) a partir da
enzima amoénia monoxigenase (AMO). A Equagao 3.3 ilustra a primeira etapa da
nitritagdo, a partir da formagéo de hidroxilamina (GE et al., 2015). Depois, ocorre a
oxidacdo da hidroxilamina a nitrito (NO2’) através da enzima hidroxilamina
oxidoredutase (HAO), como mostram as Equacgdes 3.4 e 3.5 da segunda etapa da
nitritagcao (GE et al., 2015). A equacé&o da nitritacdo (oxidagdo de aménia e produgao
de nitrito) é apresentada na Equagéo 3.6 (PAREDES et al., 2007).

NH; + 0, + 2H* + 2e~ » NH,0OH + H,0
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Equacao 3.3
NH,OH + 0,50, - HNO, + 2H* + 2e~
NH,OH + H,0 - HNO, + 4H* + 4e"~
Equagcao 3.4 e 3.5
3
NH; + 502 + 2HCO; - NO; + 2C0, + 3H,0
Equacao 3.6

3.3.2 Nitratacao

A nitratacdo é a formacgao de nitrato (NO3") a partir da oxidagéo de nitrito (NO2
) pelas bactérias oxidantes de nitrito (BON). O processo de nitratagado é ilustrado na
Equacao 3.7 (PAREDES et al., 2007).

1
NO; +50, > NO3

Equacao 3.7
3.4 DESNITRIFICACAO

A reacao de desnitrificacdo € um processo de respiracdo o qual o nitrato ou
nitrito (aceptores de elétrons) sdo reduzidos no lugar do oxigénio e convertidos a
nitrogénio gasoso (N2). O processo é dominado pelas bactérias desnitrificantes e tem
diversos compostos organicos e inorganicos como doadores de elétrons (MATEJU et
al., 1992). Essas bactérias utilizam os compostos nitrogenados como fonte de energia
e material carbonaceo como fonte de carbono e precisam de ambiente andxico para
seu metabolismo.

No processo de formacgao de N2 podem ser formados alguns subprodutos como
o 6xido nitroso (N20) e o éxido nitrico (NO), dependendo da disponibilidade de
doadores de elétrons no meio. A reacdo de desnitrificacdo também produz
alcalinidade (50 g CaCOs.mol N') e esta ilustrada na Equacgéo 3.8 (PAREDES et al.,
2007). A Equacado 3.9 ilustra o processo convencional geral de nitrificacédo e
desnitrificacao (PAREDES et al., 2007).

4NO3 + 5C + 2H,0 - 2N, + 4HCO3 + CO,
Equacao 3.8
NH; + 80, + 5C + 4HCO3 — 2N, +9C0, + 10H,0
Equacao 3.9
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3.5 BACTERIAS NITRIFICANTES

As bactérias que participam da nitrificagdo s&o classificadas como
quimiolitoautotréficas, ou seja, utilizam compostos nitrogenados como fonte de
energia e CO2 como fonte de carbono. Sédo bactérias aerdbias, ou seja, necessitam
de Oz nos seus processos metabdlicos e possuem crescimento muito lento. Os dois
grupos envolvidos na nitrificagdo possuem caracteristicas especificas, abordadas a

sequir.
3.5.1 Bactérias oxidantes de amoénia (BOA)

Sao as bactérias que oxidam amdnia a hidroxilamina e, entdo, a nitrito. S&o
micro-organismos autotroficos que utilizam compostos quimicos (amoénia ou
hidroxilamina) para obter energia para seu desenvolvimentoe CO2 como principal
fonte de carbono. Pertencem a esse grupo as bactérias caracterizadas pelo prefixo
Nitroso: Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosovibrio, Nitrosospira e Nitrosolobus.

Varias bactérias que s&o geralmente consideradas como quimiolitoautotrofas
aerdbias como as Nitrosomonas possuem também a capacidade de desnitrificar
mesmo sob condicdes completamente 6xicas ou andxicas com N2 como produto final
principal, podendo nitrificar e desnitrificar simultaneamente (AHN, 2006). A N.
europaea possui a capacidade de reduzir nitrito a 6xido nitrico (NO) ou 6xido nitroso
(N20) em ambientes com baixa oxigenag¢ao (METCALF; EDDY, 2003; YU; CHANDAN,
2010). A N. Eutropha possui a capacidade de metabolizar nitrito a nitrogénio gasoso
em ambientes 6xicos e andxicos, bem como alguns intermediarios do processo (AHN,
2006).

3.5.2 Bactérias oxidantes de nitrito (BON)

Sao as bactérias que oxidam nitrito a nitrato. Pertencem a esse grupo as
bactérias caracterizadas pelo prefixo Nitro: Nitrococcus, Nitrospira, Nitrospina e
Nitrobacter, sendo esta ultima a mais amplamente estudada. Sdo micro-organismos
quimiolitoautotroficos, utilizando nitrito como unica fonte de energia e CO2 como
principal fonte de carbono.

A Nitrobacter metaboliza nitrito através da enzima nitrito oxidoredutase (NOR),

enquanto as demais espécies metabolizam através da enzima de oxidac&o de nitrito
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(nitrite-oxidizing system: NOS). Em ambientes andxicos ou com oxigenacéo limitada
pode crescer heterotroficamente reduzindo nitrato, podendo ser convertido a
nitrogénio gasoso (desnitrificacdo) (BOCK; WAGNER, 2006; KOOPS;
POMMERENING-ROSER, 2006).

3.6 BACTERIAS DESNITRIFICANTES

Segundo Metcalf e Eddy (2003), as bactérias responsaveis pela desnitrificagao
sdo diversas e podem ser classificadas como heterotréficas ou autotréficas. Alguns
géneros de bactérias desnitrificantes heterotroficas sdo Achomobacter, Acinetobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium,
Corynebacterium, Flavobacterium, Hypomicrobium, Paracoccus, Propionibacterium,
Rhizobium, Spirillum, Vibrio e Pseudomonas, sendo esta ultima considerada a mais
comum.

Algumas das espécies desnitrificantes podem produzir nitrogénio gasoso na
presenca de O2. Apesar da desnitrificacdo ocorrer também em ambientes com
oxigénio, as enzimas associadas ao processo sdo sintetizadas em condigdes
anaerobias, podendo em alguns casos especificos serem sintetizadas em baixas
concentragdes de O2 (BONIN et al., 1989; MATEJU et al., 1992). A baixa aeragao
pode promover a formacéo de zonas andxicas no sistema, a depender das condi¢des
de mistura e da distancia do ponto de aeracdo, e possibilitar a desnitrificacao
(METCALF; EDDY, 2003). Apesar de varias espécies desnitrificarem em ambiente
com oxigénio, a primeira observada desnitrificando em ambiente com alta aeragao foi
a espécie Paracoccus, seguida de outras como Thiosphaerapantotropha e
Magnetospirillum magnetotacticum - esta ultima em ambientes microaerofilicos (AHN,
2006).

Algumas bactérias podem ainda oxidar amdnia reduzindo nitrito em condigbes
anaerobias: as bactérias Anammox. S&o micro-organismos autotréficos que
convertem amonia a gas dinitrogénio anaerobicamente, utilizando nitrito como aceptor
de elétrons (MULDER et al., 1995; LAN et al., 2011). A descoberta dessas bactérias
trouxe mudancas revolucionarias para os tratamentos convencionais de remog¢ao de
nitrogénio, pois apresentam baixo desenvolvimento de lodo, n&o precisam de oxigénio

e nem de fonte externa de carbono (NI; ZHANG, 2013). Diferentemente da N.



25

europaea, as anammox nao podem metabolizar o oxigénio e sao até 10 vezes mais
rapidas (METCALF; EDDY, 2003; AHN, 2006).

O processo convencional de remog¢ao de nitrogénio possui algumas
desvantagens: a completa remogao depende de grupos de micro-organismos distintos
e que trabalham em condi¢des diferentes. Esse fato resulta muitas vezes em um maior
tempo de retengcdo e maior volume requerido, gasto de energia com a aeragédo na
etapa de nitrificagédo (4,57 g O2.g N') e a necessidade de uma fonte de carbono na
desnitrificagdo (2,86 g DQO.g N') (ZHU et al., 2008).

Pensando em novos processos para diminuicao de custos e maior eficiéncia
na remogao de nitrogénio, surgiram varios novos sistemas de tratamento, os mais
conhecidos sdo os de nitrificacdo parcial e desnitrificagao via nitrito, nitrificacao e
desnitrificagdo simultdnea (NDS) ou simultaneous nitrification and denitrification
(SND), Canon (completely autotrophic nitrogen removal over nitrite), Sharon (single
reactor system for high ammonium removal over nitrite), OLAND (oxygen-limited
autotrophic nitrification-denitrification) e oxidagdo anaerobia da amdnia (via anammox)
(LAN et al., 2011). O objeto de estudo dessa pesquisa foi a nitrificacdo parcial e

desnitrificagao via nitrito.
3.7 NITRIFICACAO PARCIAL E DESNITRIFICACAO VIA NITRITO

A nitrificagdo parcial € o processo onde ha encurtamento das reagdes de nitrificagao
e desnitrificacdo. Na nitrificagao convencional a amonia € metabolizada em ambiente
aerobio a nitrito e, depois, a nitrato; segue entdo para a etapa de desnitrificagdo, onde
o nitrato é novamente metabolizado a nitrito por meio de material carbonaceo para
finalmente ser convertido a gas dinitrogénio. De 4,57 g O2.g N' necessarios na
nitrificagdo, 3,43 g O2.gN" sdo utilizados para produgao de nitrito e 1,14 g O2.g N’
para producao de nitrato.

Na nitrificac&o parcial a reagao de oxidagao do nitrito a nitrato € inibida e ocorre
um encurtamento das reagdes sem a formacao de nitrato, como demonstra a Equacgao
3.10. Esse encurtamento poupa cerca de 25% de oxigénio na oxidagao de nitrito a
nitrato e de cerca de 40% de carbono na conversao de nitrito a nitrato na etapa de
desnitrificagdo. A nitrificacdo parcial proporciona economia de energia, oxigénio e
substrato, reducdo na producdo de lodo e de 20% na emissdo de CO2 na
desnitrificagcdo (TURK; MAVINIC, 1986; TURK; MAVINIC, 1989).
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A
'd I
NHf - NO; ﬁ@e @e NO - N,0 - N,
— _
'

Desnitrificacao

Equacgao 3.10

Inimeros parametros e modos diferentes de operacdo tém sido propostos,
sejam eles fatores multiplos ou individuais, na verificagao da viabilidade da nitrificacéo
parcial com varios tipos de aguas residuarias (GE et al., 2015). Varios fatores
influenciam na atividade das bactérias nitrificantes: temperatura do meio, pH,
populagdo de micro-organismos, tempo de retencéo celular (TRC ou idade do lodo),
tempo de detencdo hidraulica (TDH), concentragdo do substrato e presenca de
compostos inibitérios, concentracdo de oxigénio dissolvido, aclimatacéo
(ANTHONISEN et al., 1976; TURK; MAVINIC, 1989; RUIZ et al., 2003; CHUNG et al.,
2005).

A alcalinidade disponivel também & um fator muito importante no acumulo de
nitrito, podendo dificultar ou até cessar o processo se em quantidade insuficiente
(ZHANG et al., 2011; HOU et al., 2014). O carbono inorgéanico presente no bicarbonato
pode ser usado como fonte de carbono para as bactérias nitrificantes e utilizado para
neutralizar os ions hidrogénio formados no processo (JUN et al., 2000). Esse pode ser
inclusive um paradmetro de controle da nitrificagcdo parcial como meio alternativo ao
controle do pH (ZHANG et al., 2011). Hou et al. (2014), em experimento para avaliar
a influéncia da alcalinidade na nitrificacéo parcial, observaram que esse parametro
possui papel vital na remogédo de nitrogénio e afetou diretamente a oxidagdo de
amoénia pelas BOA. O acumulo de nitrito foi muito baixo quando ndo houve adicéo de
alcalinidade nesse experimento.

A alternéncia entre os estados aerdbio/anoxico € mais uma ferramenta de
inibicdo das BON, que demoram mais a se recuperar de periodos andxicos que as
BOA (GUO et al., 2009; GU et al.,, 2012; GE et al., 2014; WEI et al., 2014). O
mecanismo que proporciona a nitrificagao parcial € devido a maior sensibilidade das
bactérias oxidantes de nitrito (BON) a esses parametros do que as bactérias oxidantes
de amoénia (BOA), podendo ser inibidas ou "lavadas" do meio e impedindo a oxidag&o

de nitrito.
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3.7.1 Tempo de detencgao hidraulico (TDH) e tempo de retencdo celular
(TRC)

As BON possuem crescimento bastante lento, com tempo de geragao celular
que pode variar de 8 horas a alguns dias (KOOPS; POMMERENING-ROSER, 2006).
Dessa forma, a idade do lodo influencia no acumulo de nitrito em reatores aerdbios,
pois, mantendo-se o TRC baixo, ocorre a lavagem ou whash out das BON no reator.
Isso facilita o acumulo das BOA, que conseguem se multiplicar mais rapidamente. Ja
o TDH influencia no tempo de contato das bactérias com o inibidor. Yang et al. (2010)
associando um menor TDH e TRC com baixa oxigenagao alcangaram a lavagem das
BON, porém observaram também que ocorreu perda consideravel das BOA. Turk e
Mavinic (1989) n&o conseguiram resultados positivos no acumulo de nitrito através da

diminuicdo do TDH.
3.7.2 Concentragado de Oxigénio Dissolvido (OD)

As BOA possuem uma constante de semi-saturagéo de oxigénio de 0,2 a 1,5
mg O2.L" enquanto as BON possuem uma constante maior de 1,2-1,5 mg O2.L",
indicando menor afinidade das BON com o oxigénio (LAANBROEK; GERARDS, 1993;
GE et al., 2015). A maior afinidade das bactérias oxidantes de aménia com o oxigénio
permite que elas possam sobreviver e dominar ambientes com baixa oxigenacao e
inibir a atividade das BON, acumulando nitrito no sistema. Varios trabalhos avaliam a
influéncia desse parametro na nitrificagdo parcial (RUIZ et al., 2003; YANG et al.,
2010; CHUNG et al., 2005; CHUNG et al., 2007; ZHANG et al., 2011; GU et al., 2012;
WANG et al., 2014).

Wiesmann (1994) observou que as BON apresentam boa taxa de nitrificagao
quando o meio reacional apresentou concentragdo de OD maior que 1,8 mg O2.L".
Yang et al. (2010) concluiram em seu experimento que as BOA podem se proliferar
com eficiéncia em ambientes com oxigenagdo proxima a 0 mg O2.L-'. Wang et al.
(2014) concluiram que ambientes com menos de 2 mg O2.L-' afetam muito mais o
crescimento das BON que das BOA; também concluiram que ambientes com mais de
2 mg O2.L"" podem prejudicar a atividade das bactérias nitrificantes devido ao mais
rapido crescimento das bactérias heterotroficas que removem carbono. Ruiz et al.
(2003) observaram em reator de lodos ativados de bancada com OD de 5,7 a 2,7 mg

O2.L" que ndo houve interferéncia na nitrificagdo. Quando o oxigénio diminuiu para
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1,7 mg O2.L" houve pequeno acumulo de nitrito, que atingiu sua taxa maxima a 0,7
mg Oz2.L".

3.7.3 Concentragao do substrato

A concentragao do substrato no processo de nitrificagao, juntamente com o pH
e a temperatura, influencia no equilibrio quimico do meio e na forma que o substrato
estara disponivel: se estara na forma livre e toxica aos micro-organismos (amonia livre
-NHs e acido nitroso livre -HNO2) ou na forma ionizada (ion amdnio -NH4* e ion nitrito
-NOz2’). Dessa forma, o proprio substrato utilizado pode inibir as atividades desses
micro-organismos na nitrificacdo. As concentragbes de amonia livre e acido nitroso
livre sdo estimadas através das Equacdes 3.11 e 3.12, respectivamente, propostas
por Anthonisen et al. (1976) e apresentadas a seguir.

17 N —NH} x 107

Ambnia livre (mgNH;. L™1) = — X
14 [exp( o354 ) + 10PH]

273+°C

Equacgao 3.11

- _ _ 47 N —NO;
Acido nitroso livre (mgHNO,.L™1) = — X —300
14 lexp (o) x 1074 + 1

273+°C

Equacao 3.12

Através da aplicagao dessas formulas € possivel perceber que em meios com
pH alto a amoénia livre prevalece, enquanto em meios com pH baixo o acido nitroso

livre € 0 que prevalece.
3.7.4 Temperatura e pH

Como mostrado anteriormente, a temperatura e o pH do meio influenciam
diretamente na toxicidade da aménia e do acido nitroso. As BOA possuem uma maior
taxa de crescimento em ambientes com temperaturas mais altas comparado as BON
(RUIZ et al., 2003). Segundo Koops e Pommerening-Réser (2006) as bactérias
oxidantes de amodnia se desenvolvem melhor em meios com pH de 7,5 a 80 e a
temperaturas de 25° a 30°C. Gabarro et al. (2012) observaram a interferéncia positiva
da temperatura na atividade das BOA e a sua influéncia na concentragdo de amdnia
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livre. Zhang et al. (2011) identificaram em seu experimento que, quando a temperatura
diminuiu, a nitrificagdo parcial foi bastante afetada, retomando sua eficiéncia com o
retorno da temperatura para 28°C. Em um reator SBR (Sequencing Batch Reactor) de
escala piloto houve incremento de crescimento das BOA e inibicdo das BON com
temperatura <16°C utilizando a estratégia de controle em tempo real do pH e da
aeracgao (GU et al. 2012). Ruiz et al. (2003) ndo observaram acumulo de nitrito entre
pH 6,45 e 8,95, porém observaram inibicdo completa da nitrificacdo abaixo e acima

desses valores.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 APARATO EXPERIMENTAL

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Saneamento Ambiental —
LSA, localizado no Departamento de Engenharia Civil da Universidade Federal de
Pernambuco — DECIV/UFPE.

O sistema de tratamento empregado para a remog¢ao de matéria orgénica e
nitrogenada foi constituido de dois reatores de fluxo ascendente em série, operagao
continua e em escala de bancada. Os reatores foram construidos em tubo de PVC
(polimero policloreto de vinila), apresentando altura de 0,60 m e didmetro de 0,10 m,
perfazendo um volume util de 4,71 L cada. O primeiro reator do sistema de tratamento
era anaerobio com configuracdo de UASB (sem separador trifasico) para remocgéao de
matéria organica, seguido de um reator aerébio com a finalidade de promover a

nitrificagao parcial.

4.2 INOCULO

Reator Anaerobio

O reator anaerobio foi inoculado com lodo de reator UASB da ETE de Rio
Formoso-PE. O reator foi inoculado dia 11/08/16 utilizando um volume aproximado de
1,5 L (Figura 4.2). O indculo anaerébio possuia 21,24 g SSV.L"', promovendo
introdugéo de 31,9 g de biomassa.
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Figura 4.2 - Inéculo de reator anaerébio (Fonte: arquivo pessoal).

'y

Antes da inoculagao foi feita a elutriacdo do lodo para a separagao do material
inerte e biomassa inativa ou de baixa atividade, que possui como caracteristica baixa
capacidade de sedimentagdo. No processo de elutriagdo o lodo € homogeneizado
com agua potavel e espera-se decantar, desprezando o sobrenadante. O
procedimento é feito diversas vezes até que a agua da superficie esteja visualmente
limpida. A biomassa ainda foi enriquecida com 1 L de agua sintética nitrificada
(adaptado de Callado e Foresti, 2000; Garbossa, 2006) e 5 mL de solucédo de
micronutrientes (adaptado de Torres, 1992; Moura, 2011) por um periodo de 24 horas
antes de ser inoculado no reator. A composi¢ao detalhada das solugdes adicionadas

esta apresentada nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3.



Tabela 4.1 — Agua sintética para alimentagao do lodo do reator anaerébio antes do inéculo.

Composicao Concentragao
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) 300 mg.L"
Fosfato de potassio (KH2PO4) 36 mg.L™"
Nitrito de sédio (NaNOz) 49 mg.L"’
Sulfato de sédio (Na2S0a4) 11 mg.L™"
Ureia (CON2H4) 9 mg.L"
Solugao de sais minerais 5mL.L"
Solugao de micronutrientes 5mL.L"

Fonte: Adaptado de Callado e Foresti (2000) e Garbossa (2006).

Tabela 4.2— Composi¢ao da solugdo de sais minerais.

Composicao Concentragio (g.L™")
Cloreto de sodio (NaCl) 100
Cloreto de magnésio (MgCl2.6H20) 2,8
Cloreto de calcio (CaClz2.2H20) 1,8

Fonte: Adaptado de Torres (1992).

32
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Tabela 4.3 — Composi¢ao da solugdo de micronutrientes.

Composicao Concentragao (g.L™")
Acido nitrilotriacético (N(CH2COOH)3) 12,800
Cloreto férrico (FeCls.6H20) 1,350
Cloreto de sodio (NaCl) 1,000
Cloreto de niquel (NiCl2.6H20) 0,120
Cloreto de manganés (MnCl2.4H20) 0,100
Cloreto de calcio (CaCl2.2H20) 0,100
Cloreto de zinco (ZnCl2 anidro) 0,100
Selenito de sodio (Na2Se03.5H20) 0,026
Cloreto de cobre (CuCl2.2H20) 0,025
Cloreto de cobalto (CoCl2.2H20) 0,024
Molibidato de sodio (NaMoO4.2H20) 0,024
Acido bérico (H3BO3) 0,010

Adaptado de Torres (1992) e Moura (2011)
Reator Aerdbio

O reator aerdbio foi inoculado com lodo nitrificante proveniente de reator hibrido
aer6bio da area experimental do LSA/UFPE na ETE Mangueira, Recife/PE. Foi
utilizado cerca de 1 L de licor misto para a inoculagdo. O in6culo apresentou
concentragédo de 2,0 g SSV.L". A biomassa nitrificante foi enriquecida com solugao
de cloreto de aménio (40 mg.L-' de N-NH4*) e micronutrientes a cada 2 dias até o dia
da inoculagédo e mantida sob oxigenagao a 29+1°C até a transferéncia para o reator.

O reator aerdbio foi preenchido em cerca de 20 cm de altura com 12 g de
espuma de poliuretano com densidade D33 como meio suporte, fixados através de
grade na altura média do reator. A espuma foi cortada em cubos com arestas de
aproximadamente 1,0 cm que ocupou cerca de 20 cm na altura média do reator.
Materiais plasticos tém sido amplamente utilizados como meio suporte para promover
uma maior area superficial especifica e crescimento de micro-organismos aderidos,
apresentando inumeras vantagens no seu uso como: melhor caracteristica do lodo,
menor perda de biomassa, maiores taxas de carregamento volumétrico, dentre outras,
incluindo a coexisténcia de micro-organismos aerébios e anoxicos (O'REILLY et al.,
2008; HUO et al., 2014).
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4.3 ESGOTO SINTETICO

A agua residuaria utilizada nessa pesquisa para alimentar o sistema foi sintética,
baseada na composigao sugerida por Torres (1992) e Moura (2011) com adaptagdes.
Possui caracteristicas semelhantes ao esgoto sanitario apés remocgéao de gorduras e
sélidos, portanto, n&o possui lipideos. Segundo Metcalf e Eddy (2003) é classificado
como esgoto intermediario. No preparo do esgoto sintético adicionou-se 2,5 mL de
sais minerais (Tabela 4.2) e 1 mL de micronutrientes (Tabela 4.3) a cada litro de
solucdo, de modo a satisfazer os nutrientes necessarios para o metabolismo dos
micro-organismos envolvidos no tratamento (Torres, 1992; Moura, 2011). Foi
adicionado 1 mg de bicarbonato de sodio (NaHCO3) para cada mg de DQO do
substrato. Também houve acréscimo de NaHCOs3 durante o experimento para manter
a relacao Alcalinidade/NHs* de 4,8 no afluente do reator aerdbio. O esgoto sintético
foi acondicionado em geladeira a 7°C e preparado a cada dois dias, mantendo uma
degradagdo maxima de DQO de 15% entre uma troca e outra. Para permitir sua
uniformidade no reservatoério de alimentacao foi utilizada uma bomba de aquario da
BOYU SP-500 (Qmax = 150 L.h"') como misturador submerso. A composigédo do esgoto

sintético esta descrita na Tabela 4.4, com as modificagcbes para cada fase.
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Tabela 4.4 — Composic¢ao do substrato sintético utilizado na alimentagao dos reatores

sequenciais.
Concentragao
Composigao Fases
(mg.L")
Extrato de carne I 208
I, 1, v 267
Sacarose (20%) Todas 35
Amido comercial
Todas 114
(60%)
Celulose em po6 (20%) Todas 34
Cloreto de aménio I 0
Il 50
i 590
\Y 160

Fonte: Adaptado de Torres (1992) e Moura (2011).
4.4 ALIMENTACAO E COLETA DE AMOSTRAS

A alimentacao dos reatores foi continua e as coletas foram feitas no afluente
(esgoto sintético), efluente dos reatores anaerdbio e aerdbio. Nos reatores a coleta foi
feita pela abertura superior com um becker de 50 mL até preencher uma garrafa de
500 mL, sendo feita primeiramente a coleta do reator aerdbio e depois a coleta do
anaerobio. As analises com multiparametro de pH, oxigénio dissolvido e temperatura
foram feitas diretamente no reator, enquanto o potencial redox foi medido no becker
de coleta. O tempo de detengao hidraulica (TDH) utilizado no experimento foi de 30

horas. O esquema de funcionamento do sistema esta representado na Figura 4.3:
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Figura 4.3 - Representacao esquematica dos reatores sequenciais anaerébio e aerébio. (Fonte:

préprio autor).
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O substrato foi acondicionado em geladeira (7°C) e por meio de bomba peristaltica
era bombeado para a parte inferior do reator anaerébio. O efluente do reator anaerdbio
segue por gravidade para a parte inferior de alimentagéo do reator aerdbio, seguindo
pela saida superior para o reservatério do efluente tratado. As coletas foram
realizadas pela abertura superior dos reatores, coletando um volume de cerca de 500
mL de amostra para as analises.

A bomba utilizada para alimentagdo do sistema foi uma MS Tecnopon modelo
DMC 400. O equipamento possuia vazao controlada, porém semanalmente era
conferida por medigao direta (volume no tempo) no efluente do sistema. O compressor
de ar utilizado foi uma bomba de aeracéo para aquario modelo JAD S-510 com duas
saidas de ar e vazdo média de 4 L.min-'. Na saida de ar foi acoplada uma valvula
reguladora para controlar a vazao de entrada no sistema. A parte interna da entrada
de ar possuia uma pedra porosa de modo a possibilitar uma distribuicdo mais uniforme

do oxigénio no reator.
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4.5 CONDIGCOES OPERACIONAIS

Os reatores foram operados por 250 dias em quatro fases operacionais: Fase |,
Fase Il, Fase Ill e Fase IV com variagédo entre elas de concentragdo de DQO e N-
NH4*. A vazao de aeracéo foi controlada para fornecer concentragéo inferior a 1,8 mg
O2.L", evitando taxa altas de nitrificacdo e atividade das BON (WIESMANN, 1994).
Dessa forma, atingiu-se concentragdo média de 1,75 mg O2.L-! durante todo periodo
experimental. O TDH do sistema foi de 30 horas. As caracteristicas de cada fase
aplicadas ao conjunto de reatores como dias de operagao, carga organica volumétrica
(COV), DQO, carga nitrogenada volumétrica (CNV), NTK, concentracédo de N-NH4" e

N-NH3 afluentes ao reator aerdbio sao apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Condig¢des operacionais do experimento nas Fases |, Il, Il e IV.
Parametro Fase | Fase ll Fase lll Fase IV
Dias de operacéao 124 37 44 44
Ccov
0,567+0,151 0,725+0,032 0,757+0,031 0,755+0,017
(kg DQO.m=3.d")
DQO
354194 453120 473120 472+11
(mg O2.L")
CNV
0,036+0,003 0,070%£0,002 0,286+0,017 0,111x£0,004
(kg N-NTK.m=3.d"")
N-NTK
2212 44+1 179110 70+3
(mg.L™")
N-NH4* (mg.L")* 1612 3443 159+16 57+3
N-NH3 (mg.L")* 0,340,2 1,5+0,5 4,8+1,8 1,6+0,3

* Afluentes ao reator aerdbio.
4.6 DETERMINA(QC)ES ANALITICAS

Para monitorar o comportamento e eficiéncia dos reatores foram feitas de 2 a 3
coletas semanais, com excecao de periodos de problemas operacionais, totalizando
60 coletas no periodo de 250 dias. No primeiro més apds a inoculagao nao foram
feitas analises devido a diversos problemas operacionais com a bomba de

alimentacao. Parametros de controle no processo de inibicdo e nitrificacdo, foram
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analisados diariamente: N-NH4*, pH, temperatura, oxigénio dissolvido (reator aerobio),

N-NOs3 e N-NOz2. O aménio, pH e temperatura foram utilizados no calculo da aménia

livre presente no sistema. As variaveis, pontos de amostragem, frequéncia, método e

referéncia, utilizados para a obtencao dos parametros, estao listados na Tabela 4.6.

Todas as analises foram feitas no LSA/UFPE, baseadas no Standard Methods for

Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). As coletas no reator anaerdbio

(AN) e aerdbio (AE) foram realizadas, nos seus efluentes. O afluente (AF) é o esgoto

sintético. O medidor multiparametro utilizado foi da marca HACH, modelo portatil

HQ40 D. Foram utilizadas amostras brutas e filtradas (membrana de 1,2 ym) para
analises de DQO e N-NTK.

Tabela 4.6 — ParAmetros analisados, pontos de amostragem e frequéncia de monitoramento.

Pontos de Equipamento/
Variavel Frequéncia Método L.
amostragem Referéncia
Multiparametro
Oxigénio dissolvido Potenciométrico
AE Diariamente HACH CO
(mg O2.L") (multiparametro)
HQ40d
Multiparametro
Potencial oxi-reducéao Potenciométrico
AF, ANe AE 2xsemana o HACH CO
(redox) (mV) (multiparametro)
HQ40d
Multiparametro
Potenciométrico
pH AF, AN e AE Diariamente o HACH CO
(multiparémetro)
HQ40d
Multiparametro
Potenciométrico
Temperatura (°C) AN e AE Diariamente ) HACH CO
(multiparametro)
HQ40d
Alcalinidade* _ o
AF,ANe AE 2 xsemana Titulométrico SM 2320
(mgCaCOs.L")
DQO* (mg O2.L") AF, ANe AE 2 xsemana Colorimétrico SM 5220 D
Macro-digestao/ SM 4500 N-
N-NTK* (mg N.L") AF,ANe AE 2 xsemana _ .
Titulométrico org.B
o _ . SM 4500 N-
N-NHs** (mg N.L") AF, AN e AE Diariamente Titulométrico

NHsC
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. Pontos de L . Equipamento/
Variavel Frequéncia Método L.
amostragem Referéncia
SM 4500 NOz
N-NO2" (mg N.L") AE Diariamente Colorimétrico 5
o Espectrofotométric  SM 4500 NOs
N-NO3~ (mg N.L") AE Diariamente
o (UVlvisivel) E
Sélidos suspensos
AN e AE Semanal Gravimétrico SM 2540

volateis (SSV*mg.L™")

*APHA (2012).

Os calculos de eficiéncia de remogédo de DQO e de oxidagdo de nitrogénio

bruta/bruta e bruta/filtrada foram obtidos através das Equacgdes 4.13 e 4.14.

AFb — EFD
—X

17D 100

E(b) =

Equacao 4.13
Onde:
E(b) = eficiéncia de remogédo de DQO ou oxidagédo de N-NTK bruta/bruta (%)
AFb = afluente bruto (mg O2.L", kg DQO.m=3.d"", kg N.m-3.d"")
EFb = efluente bruto (mg O2.L-!, kg DQO.m3.d"", kg N.m=3.d"")

AFb — EF
AFb — EFf

100
AFb

E(f) =
Equacao 4.14
Onde:
E(f) = eficiéncia de remogao de DQO ou oxidagao de N-NTK bruta/filtrada (%)
AFb = afluente bruto (mg O2.L"", kg DQO.m=3.d"!, kg N.m-3.d"")
EFf = efluente filtrado (mg O2.L", kg DQO.m=3.d"", kg N.m-3.d"")

A carga organica volumétrica (COV) e a carga nitrogenada volumétrica (CNV)

foram calculadas segundo a Equagao 4.15 a seguir.

Equacao 4.15
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Onde:

CV = carga volumétrica (kg.m3.d"")
Q = vazao (m3.d")

S = concentragao afluente (kg.m3)

V = volume total do reator (m?)

O nitrogénio gasoso (NO, N20 e N2) foi calculado através da diferenca entre a
eficiéncia de oxidagao (bruta ou filtrada) e a parcela convertida a nitrito e nitrato (NOx
)- Para simplificar a discuss&o dos resultados, todo o nitrogénio gasoso produzido foi
considerado Na.

4.7 ANALISE DE BIOLOGIA MOLECULAR
4.7.1 Biologia molecular

Para a avaliagcdo do desenvolvimento das comunidades microbianas, foram
empregadas técnicas de biologia molecular, cujos procedimentos foram realizados em
duas etapas, extragdo do DNA e PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase). Na etapa
da PCR foram utilizados primers especificos para BOA, BON, Desnitrificantes e
Anammox. Foram selecionadas as amostras mais representativas, com coleta do lodo
de inéculo de ambos os reatores (Fase 1), e do licor misto do reator aerébio nas Fases

[, Il'e lll. Os procedimentos de cada etapa serao descritos a seguir.
4.7.2 Extracao do DNA Genbmico

A extracao do DNA foi realizada com o Kit Power Soil TM DNA Isolation da MO
BIO Laboratérios Inc. As amostras para esta analise foram obtidas do licor misto,
sendo colocado nos tubos PowerBead 0,25 mg de biomassa. Concluido o processo
de extracao, foi quantificada a concentracédo do DNA em cada amostra extraida. Para
isso, era tomado 1 yL da amostra e colocado no espectrofotdmetro (Nanodrop). Ao

final, as amostras obtidas foram acondicionadas a —20°C.
4.7.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Nesta etapa foi realizada uma amplificagdo das amostras no termociclador

aplicando o protocolo adequado para cada primer utilizado, conforme a Figura 4.4. A
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etapa de amplificagdo esta descrita na Figura 4.5. Em seguida, com a aliquota
resultante da etapa anterior, tomava-se 4 yL da amostra e preenchia os pogos de gel
de agarose em uma solugdo de TAE 1X. Ao final, se houvesse bandas no gel,
significaria a presenga de micro-organismos do primer aplicado; caso nenhuma banda

fosse identificada no gel, haveria auséncia do género ou da espécie investigada.

Figura 4.4 — Protocolos de amplificagao dos primers.
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A solucédo preparada para realizar a amplificagdo do DNA esta exemplificada na
Tabela 4.7 abaixo:

Tabela 4.7 — Solugédo preparada para amplificagao do DNA

Componentes Volume (pL)
Agua 36,8
Buffer 5

Mg*? 2
dNTP 1
Primer 1 2
Primer 2 2

Taq DNA polimerase 0,2
DNA 1
Volume Total 50

Na Tabela 4.8 sdo apresentados todos os pares de primers utilizados neste

trabalho para amplificagcdo do DNA.



42

Tabela 4.8 — Primers utilizados na amplificagdo do DNA

Dominio Primer Sequéncia Referéncia
DNAr 16S -  nirS2F-GC TACCACCCCGAGCCGCGCGT Nittami et al., (2003);
Desnitrificantes  nirS3R GCCGCCGTCGTGCAGGAA Shoiji et al., (2006)
DNAr 16S - amx368F TTCGCAATGCCCGAAAGG Schimd et al., (2001);
Anammox amx 820R AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC Schimd et al., (2003)
DNAr 16S -  NTS232F GCTCATGTCCTATCAGCTTG
Lim et al., (2008)
Nitrospira NTS1200R AGGCATAAAGGCCATGCTG
DNAr 16S — NOS190F CGATCCCCTGCTTTTCTCC Mobarry et al.,
BOA NSO1225R CGCCATTGTATTACGTGTGA (1996)

Figura 4.5 — Procedimento da PCR (Fonte:www.icb.ufmg.br, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo de operacao do experimento foi de 250 dias dividido em 4 Fases: na
Fase | a concentragdo de N-NH4* foi de 16+2 mg N-NH4*.L", sendo modificada na
Fase Il para 34+3 mg N-NHs*.L-' com o objetivo de aumentar a disponibilidade de
nitrogénio a biomassa nitrificante e evitar a deficiéncia de substrato. Apds a
estabilizagao da nitrificacdo completa na Fase ll, foi iniciada a Fase Il de inibicao das
BON através do incremento de aménio para 159+16 mg N-NH4*.L-'. Na Fase IV foi
testada nova condigdo inibitéria com 57+3 mg N-NHs*.L-' para verificar quais
mudangas ocorreriam no sistema. Os resultados de pH e temperatura, oxigénio
dissolvido, alcalinidade, matéria organica e nitrogénio (N-NTK, N-NH4*, N-NOx) estéao

descritos nos proximos topicos.
5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
5.1.1 Potencial hidrogenidnico (pH) e temperatura

O pH e a temperatura, associados a concentracdo de N-NH4", sdo os
parametros que controlam o equilibrio dindmico da concentracdo de aménia livre no
meio. Portanto, sdo parametros de controle no processo de inibicao. A temperatura
nos dois reatores obteve média entre 28 e 29°C, mantendo-se durante todo o
experimento na faixa otima de 25° a 30°C para bactérias nitrificantes (KOOPS;
POMMERENING-ROSER, 2006).

O reator anaerébio apresentou na Fase | o menor pH (7,2+0,3), aumentando
para 7,7+0,2 na Fase Il e diminuindo para 7,5t0,1 nas Fases lll e IV. Nessas duas
ultimas fases é possivel perceber estabilizacdo desse parametro e nenhuma diferenca
nas médias e desvio padrao. O controle do pH no reator anaerdbio € muito importante
pois a digestdo anaerdbia pode produzir 4cidos orgéanicos e diminuir o pH (FORESTI
et al.,, 1999). No reator aerdbio o comportamento foi semelhante, iniciando o
experimento com seu menor valor (7,5+0,2) e mantendo o pH de 7,7+0,2 e 7,7%0,1
nas fases seguintes, indicando estabilidade. Esses valores correspondem ao valor de
pH recomendado para as BOA de 6 a 9 (SPINOLA, 2009). Na Fase |, apés os 15
primeiros dias de operacgao, o pH dos reatores anaerdbio e aerébio diminuiu e, depois,
aumentou gradativamente até manter-se entre 7,6 e 7,8, respectivamente. Esse

comportamento indica o periodo de adaptagdo dos micro-organismos e de seus
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processos metabdlicos no sistema. A Tabela 5.9 apresenta os dados de pH e

temperatura durante o experimento nos reatores anaerobio e aerdbio.

Tabela 5.9 - Resumo estatistico da variagdo de pH e temperatura (°C) nos reatores anaerébio (AN) e

aerdbio (AE) nas Fases |, II, lll e IV.
pH Temperatura
Fase Amostra N Média/ Média/
Minimo Desvio Maximo Minimo Desvio Maximo

Padrao Padrao
AN 6,7 7,2+0,3 7,8 25,6 28,0+1,0 29,4
AE 28 7.1 7,510,2 7,7 25,6 28,0+1,0 29,4
AN 7,4 7,7+0,2 7.9 28,0 29,1+0,6 29,6
! AE ® 7,4 7,7+0,2 7.9 28,0 29,1+0,6 29,9
AN 7,3 7,5+0,1 7,8 27,0 28,7+0,9 30,9
. AE 24 7,4 7,7+0,1 7,9 26,9 28,8+1,0 31,0
AN 7,3 7,5£0,1 7,8 27,1 28,711,2 31,0
v AE 18 7,5 7,7£0,1 7.9 27,0 28,711,2 31,0

O periodo final de menor instabilidade da Fase | no reator aerébio coincide com

o0 aumento do nitrato efluente. Na Fase Il a faixa de pH se mantém proxima, porém

com uma discreta queda de pH no final do periodo, coincidindo com o0 momento de

estabilizagao da nitrificagdo. Essas variacbes de pH tém relagdo com o consumo e

producao de alcalinidade na nitrificagdo e desnitrificagdo. A nitrificagdo consome

alcalinidade e pode causar diminuicdo do pH, enquanto na amonificacdo e

desnitrificagcdo ocorre producao de alcalinidade. Apesar dessa influéncia, os reatores

mantiveram a mesma faixa de pH até o final do experimento. A representacéo grafica

dessas variagdes no periodo experimental € apresentada na Figura 5.6.



45

Figura 5.6 - Variagdo de pH nos reatores anaerébio (AN) e aerébio (AE).
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5.1.2 Oxigénio dissolvido (OD)

Para manter a concentracdo de OD inferior a condicao 6tima para as BON, o
OD foi mantido a 1,8 mg O2L" (WIESMANN, 1994). Os valores da concentragdo de
oxigénio nos dois reatores estao descritos na Tabela 5.10. Na Fase | houve maior
variagao e oxigenagao relativamente mais baixa (1,4+0,8 mg O2.L") no reator aerdbio
devido a problemas na valvula de controle de vaz&o de ar. Na Fase |l obteve-se o
maior valor médio da concentragdo de OD (1,940,2 mg O2.L"), enquanto nas duas

Ultimas fases a aeragéo obteve média de 1,7 mg O2.L".
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Tabela 5.10 — Resumo estatistico da variacdo de oxigénio dissolvido (mg Oz2.L-") nos reatores

anaerobio (AN) e aerdbio (AE) nas Fases |, II, lll e IV.
Média/
Fase Amostra N Minimo Maximo
Desvio Padrao

AN 05 0,09 0,15+0,3 0,18

AE 0,11 1,42+0,8 2,77
: AN . 0,13 0,14+0,1 0,16

AE 1,77 1,9540,2 2,20
" AN 30 0,09 0,13+0,2 0,16

AE 1,24 1,7310,4 3,00

AN 0,12 0,15+0,2 0,18
\V) 28

AE 0,21 1,7510,6 2,20

5.1.3 Sdlidos Suspensos Volateis (SSV)

Ao longo dos 250 dias de operagao do sistema, a concentragdo de SSV nos
efluentes dos reatores anaeroébio e aerdbio variou entre 4 e 72 mg SSV.L" e entre 1
e 59 mg SSV.L", respectivamente. Tais valores indicam que houve perda de lodo no
sistema. O comportamento da concentragéo de sdélidos pode ser avaliado na Figura
5.7. Os dados de SSV nos reatores anaerdbio e aerdbio estdo descritos na Tabela
5.11. Na Fase | a perda de biomassa foi maior nos dois reatores, coerente com o
periodo de estabilizacdo do sistema. Nas Fases Il e lll a perda de lodo foi semelhante
no reator anaerobio (20 e 21 mg SSV.L") e no aerdbio (8 mg SSV.L"). A Fase IV
apresentou a menor concentragao de soélidos suspensos volateis, com maximas de 21
e 18 mg SSV.L" e minimas de 4 e 2 mg SSV.L" nos reatores anaerdbio e aerdbio,

respectivamente.
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Figura 5.7 - Boxplot sobre a variagéo de sélidos suspensos volateis (SSV) no efluente dos reatores

anaerobio e aerobio nas Fases |, I, lll e IV.
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Tabela 5.11 - Resumo estatistico da variagao de sélidos suspensos volateis (mg SSV.L') nos

reatores anaerdbio (AN) e aerdbio (AE) nas Fases I, II, lll e IV.
Média/
Fase Amostra N Minimo Maximo
Desvio Padrao

| AN 11 20,0 39+19 72,0
AE 1,0 29+19 59,0

I AN 10 4.0 20x12 44,0
AE 4,0 817 21,0

" AN 7 4.0 21114 45,0
AE 3,0 87 20,0
AN 4,0 147 21,0

v 5
AE 2,0 617 18,0

5.1.4 Alcalinidade

Durante o experimento foi necessario fazer alteragées nos valores de NaHCO3
do esgoto sintético, corrigindo as demandas de alcalinidade durante as fases

experimentais. Na Fase Il houve aumento da alcalinidade relativo ao aumento da
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carga organica afluente (1 mg NaHCO3/ mg DQO). Nas Fases lll e IV a alcalinidade
também foi corrigida para favorecer a nitrificacdo parcial e evitar a diminuigdo de pH
pela nitrificagcdo, com o objetivo de manter a relacdo Alc/N-NH4* étima de 4,8 para
atingir a nitrificagcao parcial (ZHANG et al., 2011).

No reator anaerébio houve produgao de alcalinidade em todas as fases em
relacédo ao afluente devido a amonificagdo do nitrogénio organico. Ja no reator aerébio
o consumo de alcalinidade prevaleceu em todas as fases em relagdo ao reator
anaerodbio, indicando atividades de nitrificacdo. O comportamento da alcalinidade
parcial e total durante o periodo experimental pode ser avaliado através das Figuras
5.8 € 5.9. As Tabelas 5.12 e 5.13 apresentam os dados de alcalinidade parcial e total,

respectivamente, durante todo o periodo experimental.

Figura 5.8 - Alcalinidade parcial (mg CaCOs.L") no esgoto sintético (afluente) e no efluente dos

reatores anaerdbio e aerébio nas Fases |, II, Il e IV.
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Figura 5.9 - Alcalinidade total (mg CaCOs.L") no esgoto sintético (afluente) e no efluente dos reatores

anaerobio e aerobio nas Fases |, 1, lll e IV.
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Tabela 5.12 - Resumo estatistico da variagdo de alcalinidade parcial (mg CaCOs.L") no esgoto

sintético (AF), nos reatores anaerdbio (AN) e aerébio (AE) nas Fases |, Il, lll e IV.
Fase Amostra N Minimo Medial Maximo
Desvio Padréao
AF 105 153423 207
I AN 29 127 197132 251
AE 136 189+29 240
AF 122 203+38 252
Il AN 8 212 244125 291
AE 140 235+39 281
AF 374 442+49 534
[l AN 15 177 396+133 517
AE 124 3031131 567
AF 208 21617 407
vV AN 13 233 278430 520

AE 147 186+31 315
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Tabela 5.13 - Resumo estatistico da variagdo de alcalinidade total (mg CaCOs.L ") no esgoto sintético

(AF), nos reatores anaerdbio (AN) e aerobio (AE) nas Fases |, 11, lll e V.
Fase Amostra N Minimo Medial Maximo
Desvio Padrao

AF 185 238121 280

I AN 29 255 302119 331
AE 196 280+30 333

AF 166 25745 335

Il AN 8 291 334128 379
AE 191 25067 357

AF 550 63777 737

[l AN 15 221 581+£183 759
AE 177 447178 700

AF 353 394129 446

vV AN 13 453 46617 505
AE 289 331137 391

A producéo de alcalinidade prevalece no reator anaerdbio, enquanto no aerébio
prevalece o consumo de alcalinidade. Esse comportamento esta relacionado a
amonificag&o principalmente no reator anaerobio, processo que produz alcalinidade,
e a nitrificagdo principalmente no reator aerdbio, que consome alcalinidade. A
desnitrificagdo ocorreu nos dois sistemas, sendo em menor propor¢cao no sistema
anaerobio.

Nos primeiros 16 dias da Fase | houve aumento de alcalinidade no reator
anaerdbio (126+11%) e também no aerobio (5+2%). O fato pode indicar que nesse
periodo também houve amonificacdo no reator aerébio e que as bactérias nitrificantes
ainda estavam se adaptando. A partir do 32° dia essa variagcdo comeca a ser mais
perceptivel, apesar de instavel, havendo consumo de alcalinidade no reator aerébio e
indicando atividade das bactérias nitrificantes. Na Fase |l o consumo de alcalinidade
no reator aerdbio comecgou a se acentuar até ficar mais perceptivel e estavel no final
do periodo, podendo estar relacionado a estabilizagdo da nitrificagao

simultaneamente.
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Na transicdo entre a Fase Il e a Fase lll nos dias 163 e 164, logo apos o
aumento do N-NH4*, a alcalinidade do reator anaerobio foi inferior a afluente. Esse
fato pode indicar sensibilidade a mudanca de carga nitrogenada pelas bactérias
envolvidas no ciclo do nitrogénio, pois nesse periodo a oxidagao da amoénia diminuiu
bastante. A partir do 190° dia a producao de alcalinidade no reator anaerébio e o
consumo no aerdbio voltou a prevalecer.

A alcalinidade carbonato equilibra o nivel acido-base do meio e afeta o estado
da matéria presente em solugado aquosa, sendo fundamental para a manutengao do
pH no reator aerdbio para o metabolismo das bactérias nitrificantes (HUO et al., 2014).
O aumento/consumo de alcalinidade n&do esta exclusivamente relacionado aos
processos de nitrificagao e desnitrificagao. Araujo (2015) no mesmo reator anaerébio
com carga nitrogenada volumétrica (CNV) de 0,016 kg N.m3.L-' identificou
principalmente o consumo de alcalinidade e associou esse consumo a uma possivel
producdo de AGV’s ou acumulo de hidrogénio no processo de digestdo anaerdbia.
Com a fase lag das bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio causada pelo aumento
do N-NH4* na Fase lll, o consumo de alcalinidade pode ter se sobressaido nesses
dias.

Zhang et al. (2011) avaliaram a influéncia da alcalinidade na nitrificagdo parcial
e atingiu acumulo de nitrito com relagao Alcalinidade/N-NH4* minima de 4,8. Nas
Fases I, Il, lll e IV as relagdes foram de 19,1+2,1; 10,0+£0,7; 4,2+0,4 e 8,2+0,5,
respectivamente. No periodo de inibigcao da Fase lll, a relagao esteve um pouco menor
que a ideal, enquanto na Fase IV a relagdo foi superior, podendo ter auxiliado no
metabolismo das nitrificantes nesse periodo de melhor remogao de nitrogénio.

5.2 REMOGAO DE MATERIA ORGANICA

O esgoto sintético utilizado para alimentacdo dos reatores possuia
caracteristicas de esgoto intermediario segundo Metcalf e Eddy (2003), que possui
DQO com concentragédo de 430 mg O2.L"". Foram analisadas a DQO bruta e filtrada
do esgoto sintético (afluente) e dos efluentes dos reatores anaerdbio e aerdbio nas
Fases |, Il, Ill e IV, como mostram as Figuras 5.10 e 5.11. A maior variagdo da DQO
afluente na Fase | foi relacionada a ma solubilizagdo do esgoto sintético e problemas
na geladeira de acondicionamento do afluente, ocorrendo alta degradagéo da matéria

organica antes de entrar no sistema de tratamento. A DQO bruta do esgoto sintético
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na Fase | foi de 354+94 mg O2.L', menor do que as fases subsequentes quando
houve alteracdo na sua composicdo e aumento da DQO.

Figura 5.10 - DQO bruta Afluente (AF), Efluente Anaerébio (EF AN), Efluente Aerdbio (EF AE) e

eficiéncia de remocgéo de DQO (DQObruta/bruta) do sistema.
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Figura 5.11 - DQO filtrada Afluente (AF f), Efluente Anaerdbio (EF ANf), Efluente Aerdbio (EF AEf) e
eficiéncia de remogéo de DQO (DQObruta/filtrada).
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Apesar do aumento da carga organica apos a Fase |, a DQO efluente bruta
(78+£29, 80+35 e 89+20 mg O2.L") e filtrada (51£19, 5117 e 52+16 mg O2.L"") do
reator anaerdbio nas Fases |, Il e Il ndo foi afetada. Na Fase IV a DQO efluente foi
um pouco menor e menos variavel, com média de DQO bruta de 69+10 mg O2.L-' e
DQO filtrada de 41+13 mg O2.L-!, podendo indicar uma biomassa mais desenvolvida
e adaptada. Apesar da DQO bruta média na fase inibitéria ter aumentado
discretamente de 80 mg.L-! para 89 mg.L™", a DQO filtrada foi praticamente a mesma,
podendo a variagao da DQO bruta ter sido influenciada por perda de biomassa. Os
dados de SSV confirmam que a média da perda de lodo na Fase Il foi um pouco maior
do que as Fases Il e IV. Nao foi observado indicios de inibigdo no reator anaerobio
devido a variacdo de concentracdo de amodnia. Efeitos inibitérios de amodnia livre na
digest&o anaerobia sdo superiores a 52 mg N-NHs.L™", valor muito acimado atingido
nesse estudo (RAJAGOPAL et al., 2013).

No reator aerébio a DQO efluente bruta foi de 48+40, 28+11, 35+12 e 207 mg
O2.L-"nas Fases |, I, lll e IV, respectivamente. A maior DQO efluente do reator aerébio
foi na Fase |, o que era previsto devido a fase de estabilizacdo das bactérias, enquanto
o menor valor foi na Fase IV. A DQO filtrada do reator aerdbio foi de 22+12, 2317 e
25+12 e 15+8 mg O2.L" nas Fases |, Il, lll e IV, respectivamente. Nas trés primeiras
fases a DQO foi bastante préxima, com excegao da Fase IV.

Na ultima fase do experimento houve diminuicdo de cerca de 40% na DQO
bruta e filtrada no reator aerébio em relagao a fase anterior (Fase Ill). Os dados de
SSV confirmam a menor interferéncia de lodo nessa fase. Além da biomassa estar
mais desenvolvida e adaptada nessa fase, fato observado também pelos outros
parametros analisados, essa diminuicao pode ser explicada pela via metabdlica do
nitrogénio. Os menores valores de DQO nesse periodo podem ter influéncia do
aumento da taxa de desnitrificagdo. Na desnitrificacdo ha consumo de matéria
organico pelos micro-organismos envolvidos. Na Fase IV ocorreu a maior taxa de
remogao de nitrogénio do periodo experimental, podendo ter influenciado na maior
remogao de carbono neste periodo. Os dados de matéria organica durante o periodo

experimental estdo descritos na Tabela 5.14 a seguir.
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Tabela 5.14 - Resumo estatistico da variagdo de matéria organica bruta e filtrada (mg O2.L")

no esgoto sintético (AF), nos reatores anaerébio (AN) e aerdbio (AE) nas Fases |, II, lll e IV.

Matéria organica

Bruta Filtrada
Fase Amostra N Média/ Média/
Minimo Desvio Maximo Minimo Desvio Maximo
Padrao Padrao
AF 186 354194 532 88 22177 312
AN 78 36 78129 146 26 51119 87
AE 9 48140 179 6 22+12 59
AF 423 453120 478 324 352115 370
I AN 29 43 80135 162 24 51117 79
AE 13 28+11 51 12 237 34
AF 438 473120 503 310 337125 396
1 AN 33 59 89120 130 32 52+16 85
AE 22 35112 56 11 25+12 51
AF 456 472111 489 305 32018 327
v AN 24 56 69+10 85 27 41+13 59
AE 11 207 31 5 158 25

Considerando os dois reatores sequenciais anaerdbio e aerdbio, a média de

eficiéncia de remoc¢ao de DQO bruta/bruta do sistema na Fase | foi de 85+15%, na
Fase Il de 94+2%, na Fase lll de 93+2% e na Fase IV de 95+1%. Ja a eficiéncia de

remogao de DQO brutaffiltrada na Fase | foi de 9316%, na Fase Il de 95+1%, na Fase

[l de 95£2% e na Fase IV de 96+2%. Com excegao da primeira fase, periodo de maior

estabilizagdo do lodo, a eficiéncia de remocgao de DQO bruta do sistema foi maior que

93%, obtendo os melhores resultados na Fase IV (95%). Apesar da eficiéncia de

remocao de DQO bruta/filtrada ser maior do que a DQO bruta/bruta em todas as fases

operacionais, a diferenga é relativamente pequena (exceto na Fase |), demonstrando

que a perda de lodo nado prejudicou a eficiéncia de tratamento. Apds o0 aumento na

COV aumentou a eficiéncia de remogéao de DQO de 85% (Fase |) para 94% (Fase Il),

mantendo-se nessa faixa até o final do experimento.
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A Figura 5.12 mostra a eficiéncia de remog¢&do de DQO do reator anaerodbio e
do reator aerdbio individualmente. A remoc¢&o de matéria organica no reator anaerobio
foi de 276 mg O2.L1 (77£10%), 373 mg O2.L"" (82+9%), 384 mg O2.L-' (81+4%) e 403
mg O2.L-' (86+2%) nas Fases |, Il, lll e IV respectivamente. No reator aerdbio a
remogao foi de 31 mg O2.L" (61£17%), 52 mg O2.L" (66+17%), 54 mg O2.L-" (61+£14%)
e 49 mg O2.L" (70£12%) nas Fases |, Il, lll e IV respectivamente. Os reatores
anaerodbio e aerdbio obtiveram as melhores eficiéncias de remog¢ao de DQO na Fase
IV. A fase de maior eficiéncia de remogao de DQO no reator aerébio também foi a de
maior eficiéncia de remogé&o de nitrogénio, ndo sendo observada competi¢cao entre as
bactérias heterotroficas e autotréficas. Alguns dias nas Fases | e |l o efluente do reator
aerobio obteve maior DQO do que o anaerdbio, indicando perda de biomassa e
apresentando eficiéncia negativa. No grafico esses eventos ndo foram representados.

Os reatores sequenciais anaerobio/aerébio, em sua melhor condicdo,
removeram 95% de matéria organica com COV de 0,75 kg DQO.m3.d"" na Fase IV.
Araujo (2015) atingiu eficiéncia maxima de 86% com menor COV de 0,14 kg DQO.m-

3.d" em reatores idénticos, incluindo um reator andxico apds o aerdbio.

Figura 5.12 — Eficiéncia de remoc¢ao de DQO bruta/bruta no reator anaerébio (AN) e no aerébio (AE).
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5.3 BIOLOGIA MOLECULAR

O método da PCR foi aplicado para os indicadores especificos (primers) de
Nitrospira (Bactéria Oxidante de Nitrito — BON), Bactérias Oxidantes de Amobnia —
BOA, Bactérias Desnitrificantes — BD e Anammox. As analises foram feitas nas Fases

I, Il e lll do reator aerdbio e | no reator anaerdbio, como mostra a Tabela 5.15.

Tabela 5.15 — Identificagdo das amostras dos reatores anaerdbio (AN) e aerdbio (AE) e suas

respectivas fases.

Amostra Fase Legenda

AN I 1
AE I 2
AE Il 3
AE 1 4

A técnica da PCR aplicada nas amostras dos reatores se trata de um método
qualitativo que visa identificar a presenga ou auséncia de micro-organismos (Figura
5.13). Os controles negativo e positivo foram aplicados como indicadores da isengéo
de contaminacao e confirmagao do método nas amostras analisadas, pois se houver
amplificacdo do CN ha contaminagao, enquanto se nao houver amplificagdo do CP
ocorreu erro na analise.

Analisando os resultados da PCR observa-se que foram identificadas BOA,
desnitrificantes e Anammox no reator anaerébio, indicando que o processo dominante
de desnitrificagao pode ter ocorrido via nitrito e oxidagao anaerébia da aménia. Porém
nao pode ser descartada a hipotese da presenca de BON no sistema, pois o0 método
escolhido para analise ndo permitiu identificar outros grupos de BON. No reator
aerobio as analises de PCR identificaram BOA, Nitrospira e Anammox, indicando que
o processo de desnitrificacdo pode ter ocorrido principalmente por bactérias
nitrificantes e Anammox. O método escolhido para analise ndo permitiu identificar

outros grupos de desnitrificantes.
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Figura 5.13 - PCR dos reatores anaerébio (AN) e aerobio (AE) nas Fases |, Il, Il e IV para o dominio

Bacteria: bactérias oxidantes de aménia (BOA), Nitrospira, desnitrificantes e anammox.




58

5.4 REMOCAO DE NITROGENIO
5.4.1 Fase | (1° ao 124° dia)

A primeira fase de operacdo do sistema durou 124 dias. A CNV foi de
0,036+0,003 kg N-NTK.m=3.d"", produzindo 16+2 mg N-NH4*.L-' de amdnio no reator
anaerdbio e mantendo a concentragdo de amoénia livre em 0,3+0,2 mg N-NHs.L". Esse
valor esta dentro da faixa de inibigdo de 0,1-1,0 mg N-NHs.L-' para as nitratantes
(ANTHONISEN et al., 1976). Nessa fase todo o N-NH4" do sistema foi produzido
através da amonificacdo do nitrogénio organico do esgoto sintético. O OD nessa fase
foi de 1,4+0,8 mg O2.L".

De 22+2 mg N-NTK.L' afluente, 3,3+2,2 mg N.L' foi oxidado no reator
anaerobio, promovendo eficiéncia de oxidagao bruta/bruta de 12+10%. Avaliando as
amostras filtradas, considerando que o material particulado se refere a perda de lodo
do sistema, 4,9+2,4 mg N.L-! foi oxidado no reator anaerdbio, resultando em uma
eficiéncia de oxidacdo brutaffiltrada de 22+10%. No reator aerobio foi obervada
oxidacdo de 5,8+3,7 mg N.L- (eficiéncia de oxidagédo de 24+23% do N-NTK afluente).
A eficiéncia de oxidagdo brutaffiltrada foi de 38+24% com 7,4+4,1 mg N.L' de
nitrogénio oxidado. A Figura 5.14 ilustra a eficiéncia de oxidagdo de N-NTK bruta/bruta
e brutaffiltrada no reator anaerdobio e no aerdbio e as parcelas de N-NOx e N2

produzidas na Fase I.

Figura 5.14 - Eficiéncia de oxidagdo de N-NTK bruta/bruta (N-NTK b) e bruta/filtrada (N-NTK f) nos

reatores anaerodbio (AN) e aerdbio (AE) e as parcelas de N-NOx e Nz produzidas na Fase I.
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Do nitrogénio oxidado no reator aerobio, 4,0+5,4 mg.L-"' foi convertido a N-NOx
, produzindo 3,9+5,4 mg N.L-! de nitrato e 0,10 mg N.L"" de nitrito, e 2,5+2,6 mg.L™’
foi removido do sistema. Da parcela filtrada, 4,9+2,4 mg.L- foi convertido a nitrogénio
gasoso. Nos primeiros 45 dias, além de haver baixa producdo de nitrato e nitrito
(méxima de 4,1 mg N-NOx.L"), houve aumento do N-NH4* no reator aerébio em
relagdo ao reator anaerobio, indicando que o processo de amonificagcdo continuou
ocorrendo. A produgao de nitrato comegou a aumentar a partir do 87° dia, chegando
a concentragdes de 16 mg N-NOx.L-!, porém ainda de forma instavel. A amonia livre,
apesar de presente em concentracao inibitéria as BON, ndo impediu o metabolismo
desses micro-organismos, porém pode ter dificultado a nitrificagdo completa do
amonio e impedido melhor eficiéncia. A inibigado completa pode nao ter ocorrido devido
a oxidagdo do N-NH4* no reator, causando diminuigdo da aménia livre no sistema e
possibilitando novamente o metabolismo das BON. A variagdo do nitrogénio
amoniacal e da producgao de nitrito e nitrato no reator aerdbio pode ser observada na
Figura 5.15. Os dados de N-NTK, N-NH4*, N-NO2", N-NO3 e N-NH3 da Fase | estdo

descritos na Tabela 5.16.

Figura 5.15 - Aménio afluente, amdnio efluente, nitrato e nitrito efluente no reator aerébio na Fase I.
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Tabela 5.16 - Resumo estatistico da variagdo de nitrogénio (mg N.L-') no esgoto sintético (AF), nos

reatores anaerobio (AN) e aerébio (AE) na Fase I.

Média/
Fase Unidade Amostra N Minimo Maximo
Desvio Padrao
AF 17,9 22,417 25,5
N-NTK
AN 25 15,5 19,8425 25,3
bruto
AE 4,2 15,2+5,2 20,7
AF 8,8 20,1+3,1 23,0
N-NTK
AN 25 12,8 17,5+2,1 20,8
filtrado
AE 0,8 12,4456 20,0
mg N.L" AN 12,3 15,9+1,8 18,4
N-NHa4* 30
AE 0,8 11,7+5,1 17,9
N-NO2- AE 41 0,0 0,1+0,1 0,1
N-NO3- AE 41 0,0 3,9+54 15,9
AN 0,1 0,3+0,2 0,8
N-NHs 30
AE 0,0 0,3+0,1 0,6

De acordo com os resultados da PCR, foi observada a presenga de Anammox,
BOA e desnitrificantes no reator anaerdbio. No reator aerdbio, foram identificadas
BOA e Nitrospira. Além da pequena parcela incorporada a biomassa e da oxidacao
anaerobia da amodnia pelas Anammox, a concentracdo de oxigénio no afluente pode
ter proporcionado condi¢gdes microaerébias para a nitrificacdo e desnitrificacao
simultanea (NDS) no reator anaerébio. No reator aerébio o nitrogénio também pode
ter sido removido por NDS. Segundo Wei et al. (2014) diminuicdo de N-NH4* sem
acumulo de NOx no efluente é indicativo de NDS.

Sistemas com meio suporte podem facilitar a nitrificacdo e desnitrificacédo
simultanea devido a formagédo de gradientes de concentracdo e zonas andxicas
(METCALF; EDDY, 2003; KOOPS; POMMERENING-ROSER, 2006; MORAIS, 2015).
Cao et al. (2009) encontraram em reator aerdbio remogédo de 50% de nitrogénio,
relacionando essa remoc¢ao a formagao de micronichos no meio suporte.

A formacao de micronichos nao é determinante na NDS. Apesar de nao ser
esperada nitrificagdo representativa em ambientes com menos de 0,3 mg O2.L ",

tratamentos com NDS podem atingir nitrificacdo superior a 80% em ambientes
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anoxicos, comprovando que organismos nitrificantes, desnitrificantes e bactérias
anammox podem coexistir no mesmo ambiente (KELUSKAR et al., 2013). Da mesma
forma, em ambientes aerados pode ocorrer desnitrificacdo. Philips (2008) identificou
remogao de nitrogénio por via autotréfica aerdbia através de teste de batelada em
condigdes completamente aerdbias e OD de 6 mg O2.L".

Organismos do tipo Nitrosomonas e varias outras bactérias consideradas
quimiolitoautétrofas aerdbias podem desnitrificar tanto em condi¢cdes oxicas como
anoxicas com N2 como principal produto, podendo nitrificar e desnitrificar
simultaneamente (BOCK et al., 1995; AHN, 2006). Bactérias oxidantes de amonio
como a N. europaea podem reduzir nitrito a 6xido nitrico (NO) ou éxido nitroso (N20)
em ambientes com baixa oxigenagao (METCALF; EDDY, 2003; YU; CHANDRAN,
2010). A N. eutropha também metaboliza nitrito a nitrogénio gasoso e alguns

intermediarios do processo em ambientes andxicos.
5.3.2 Fase Il (125° ao 162° dia)

Essa fase durou 37 dias e ainda foi de estabilizacdo da nitrificacdo. A CNV
aumentou para 0,070+0,002 kg N-NTK.m=3.d"" produzindo 34+3 mg N-NH4*.L-! de
amoénio. Cerca de 60% do N-NH4" total do sistema foi produzido através da
amonificag&o do nitrogénio organico do esgoto sintético, enquanto 40% foi introduzido
através da adigdo de NH4Cl. Com o aumento do N-NH4*, a amodnia livre atingiu
concentragéo de 1,5+0,5 mg N.L"", acima da faixa de inibigdo de 0,1-1,0 mg N-NHa.L-
' para as BON (ANTHONISEN et al., 1976). O oxigénio dissolvido nesse periodo foi
de 1,940,2 mg O2.L".

De 44+1 mg N-NTK.L' afluente, 7,9+3,6 mg N.L"' foi oxidado no reator
anaerobio, promovendo eficiéncia de oxidagao bruta/bruta de 18+8% (maior do que a
Fase |). Na amostra filtrada do reator, a oxidagao foi de 10,1+2,9 mg N.L" (eficiéncia
de oxidagao bruta/filtrada de 23+6%), semelhante a fase anterior, porém com o dobro
da carga nitrogenada. No reator aerobio foi obervada oxidagdo de 17,9+8,4 mg N.L,
com eficiéncia de oxidacdo de 50+21% do N-NTK afluente (efluente do reator
anaerobio). Ja a eficiéncia de oxidacgao brutalfiltrada foi de 53+19%, com oxidacao de
19,0+7,9 mg N.L-'. A Figura 5.16 ilustra a eficiéncia de oxidagao de N-NTK bruta/bruta
e brutaffiltrada no reator anaerdbio e no aerdbio e as parcelas de N-NOx e N2

produzidas na Fase Il.
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Figura 5.16 - Eficiéncia de oxidacado de N-NTK bruta/bruta (N-NTK b) e brutaffiltrada (N-NTK f) nos

reatores anaerobio (AN) e aerdbio (AE) e as parcelas de N-NOx e Nz produzidas na Fase Il.
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De 50% oxidado bruto do reator aerdbio, 21+14% foi convertido a NOx e
29+13% foi convertido a nitrogénio gasoso. Em relag&o a parcela oxidada filtrada, dos
53% oxidado, 32+14% foi convertido a N2. A produc&o meédia de nitrato aumentou para
10,4+7,6 mg N.L-! e de nitrito para 0,3+0,1 mg N.L-' nessa fase, com remogao de
10,8+4,8 mg N.L-', podendo ser observada na Figura 5.17. O aumento na carga
nitrogenada pode ter proporcionado melhores condi¢gées nutricionais para os micro-
organismos e aumentado seu metabolismo. Os resultados de PCR identificaram
nessa fase BOA, Nitrospira e Anammox no reator aerobio. A remogé&o de nitrogénio
no reator aerdbio, portanto, pode ter sido via NDS e oxidacao anaerdbia. Novamente
nao foi observada inibicdo completa das BON, mesmo a amoénia livre estando acima
do limite inibitério. A partir do 141° dia de experimento foi observada estabilizagdo na
nitrificacdo. No 162° dia foi iniciada a Fase Ill de inibicdo quimica com aumento da
amonia livre no sistema. Os dados de N-NTK, N-NH4*, N-NO2,, N-NO3~ e N-NH3 da

Fase Il estdo descritos na Tabela 5.17.
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Figura 5.17 - Amoénio afluente, amonio efluente, nitrato e nitrito efluente no reator aerébio na Fase Il
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Tabela 5.17 - Resumo estatistico da variagdo de nitrogénio (mg N.L-') no esgoto sintético (AF), nos

reatores anaerébio (AN) e aerdbio (AE) na Fase Il
Média/

Fase Unidade Amostra N Minimo Maximo
Desvio Padrao
AF 42 6 43,8+1,3 46,8
N-NTK
AN 8 29,0 35,9+3,7 39,2
bruto
AE 11,2 18,1+6,4 26,8
AF 40,1 41,1+1,5 44.8
N-NTK
AN 8 29,6 33,7+2.8 37,0
filtrado
AE 10,2 17,7+6,2 25,9
mg N.L" AN 29,6 33,6+2,8 37,0
N-NHa4* 8
AE 9,9 17,3+6,6 27,2
N-NO2- AE 22 0,1 0,3+0,1 0,5
N-NO3- AE 22 0,0 10,4+7,6 33,8
AN 0,9 1,5+0,5 2,4
N-NH3 8

AE 0,4 0,8+0,5 1,8
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5.3.3 Fase IIl (163° ao 206° dia)

Para atingir a inibicdo das BON e promover acumulo de nitrito no sistema, a
concentragdo de amonia livre utilizada na Fase Il foi de 5 mg NHs.L'. Essa
concentracdo esta abaixo da faixa de inibicdo das bactérias oxidantes da amoénia
(BOA), que ocorre de 10 a 150 mg NHs.L-" e acima da concentragao limite das BON
de 0,1a1,0 mg NHs.L-" (ANTHONISEN et al., 1976). A concentragido média de amonia
livre atingida foi 4,8+1,8 mg NHs.L-!, com CNV de 0,286+0,017 kg N-NTK.m=3.d' e
amonio de 159116 mg NH4*.L-'. A maior parte do N-NH4* do sistema foi introduzida
através da adigédo de NH4ClI (87%). O oxigénio dissolvido nessa fase foi de 1,7+04 mg
O2.L-'. A Fase Ill durou 44 dias.

De 179410 mg N-NTK.L' afluente, 8,9+8,4 mg N.L" foi oxidado no reator
anaerobio, promovendo eficiéncia de oxidagdo bruta/bruta de 4+4%. Na amostra
filtrada do reator, a oxidagao foi de 19,7+12,1 mg N.L"' com eficiéncia de oxidagdo
bruta/filtrada de 10+£7%, indicando diminuicdo de mais de 50% em relacdo a fase
anterior. A Figura 5.18 ilustra a eficiéncia de oxidacdo de N-NTK bruta/bruta e
bruta/filtrada no reator anaerébio e no aerdbio e as parcelas de N-NOx e N2

produzidas na Fase lll.

Figura 5.18 - Eficiéncia de oxidacdo de N-NTK bruta/bruta (N-NTK b) e brutalfilirada (N-NTK f) nos

reatores anaerobio (AN) e aerdbio (AE) e as parcelas de N-NOx e Nz produzidas na Fase Il
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Nessa fase as analises de PCR identificaram BOA e Nitrospira no reator
aerdbio. A analise da oxidagcdo da amonia no reator aerobio na Fase Il (Figura 5.19)
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foi feita em dois periodos: os primeiros 21 dias de estabilizagdo da nova fase (163° -
183° dia) e os 23 dias finais (184° - 206° dia). Os dados de N-NTK, N-NH4*, N-NO2,
N-NOs™ e N-NHs da Fase Il estdo descritos na Tabela 5.18.

. 163° — 183° dia (21 dias)

A fase lag da nova condi¢do com alta concentracdo de amoénio durou 8 dias.
As bactérias diminuiram consideravelmente a produgéo de N-NOx, produzindo 2 mg
N.L-" de nitrato apenas no 2° dia e 0,1-0,2 mg N.L-! de nitrito. A taxa de nitrificagdo foi
de 3,5%+4%, com desnitrificacdo da maior parte do N-NH4* oxidado.

Apos a fase lag a nitrificag&o voltou a ocorrer com produ¢cao média de
18,2+8,1 mg N-NO3".L" e 0,9£0,2 mg N-NO2".L-!. Foi obervada oxidagao de 65,4+3,7
mg N.L' da amostra bruta e 65,9+4,5 mg N.L-' da amostra filtrada (eficiéncia de
oxidagdo de 41+4%). A nitrificagdo foi de 15,3+7,3 mg N.L-' e desnitrificacdo de
50,1+11,0 mg N.L"", indicando que a maior parte da amoénia oxidada foi desnitrificada
(78% do N-NH4* oxidado). O percentual desnitrificado foi semelhante ao da Fase II,

porém a CNV é quase cinco vezes maior.
o 184° - 206° dia (23 dias)

A produgdo de nitrato baixou para 1,2+0,3 mg N-NOs".L-' e a de nitrito para
0,7+0,1 mg N-NO2.L", diminuindo a oxidagdo de N-NTK para 21,7+7,9 mg N.L-! da
amostra bruta (12+4%) e 35,0+7,1 mg N.L-' da amostra filtrada (20+4%). Da parcela
oxidada, 1,940,2 mg N.L-' foi convertido a nitrito e nitrato e 19,8+7,8 mg N.L"'

convertido a nitrogénio gasoso.
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Figura 5.19 - Amoénio afluente, aménio efluente, nitrato e nitrito efluente no reator aerébio na Fase Ill.
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Tabela 5.18 - Resumo estatistico da variagdo de nitrogénio (mg N.L-') no esgoto sintético (AF), nos

reatores anaerébio (AN) e aerdbio (AE) na Fase Il

Média/
Fase Unidade Amostra N Minimo Maximo
Desvio Padrao

AF 157 1 178,8+10,4 192,2
N-NTK

AN 8 157,0 171,5+12.0 186,7
bruto

AE 89,0 138,9+28,1 163,1

AF 144 .6 166,2+12,1 184.,5
N-NTK

AN 8 141,2 161,7+12,0 174,0
filtrado

AE 87,9 132,8+22.,5 1541

mg N.L" AN 29,6 159,1+15,7 37,0

N-NH4* 27

AE 9,9 120,9426,2 27,2
N-NO2- AE 29 0,1 0,7+0,3 1,3
N-NO3- AE 29 0,0 7,0+89,5 30,9

AN 2,8 4.8+1,8 9,5
N-NHs 27

AE 1,5 5,7+3,3 13,2
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A inibigao ativa das BON a partir do 184° dia diminuiu pela metade a oxidagao
da amdnia, indicando possivel influéncia na desnitrificacdo por esse grupo de micro-
organismos. Apos a inibicdo das BON as outras bactérias envolvidas na producao de
nitrogénio gasoso (BOA e anammox) estariam em periodo de adaptagdo a nova
condigao, diminuindo consequentemente a eficiéncia de oxidagdo da amdnia no
sistema.

A baixa producdo de nitrato no reator pode estar relacionada a oxidagao
anaerdbia das bactérias anammox (0,26 mol NOs/mol de NH4"; PAREDES et al.,
2007) ou a BON parcialmente inibidas. Ndo é possivel afirmar se houve inibigdo
completa das BON, tanto pela baixa producédo de nitrato como pela impossibilidade
de contabilizar a NDS via nitrato no reator. Nao houve acumulo de nitrito no efluente,
sugerindo que todo o NOx produzido foi desnitrificado. Com o objetivo de verificar o
comportamento das BON em concentracdo menor de aménia livre, o amdnio foi

alterado de 159 mg N-N-NH4*.L-! para 57 mg N-N-NH4*.L-" na fase seguinte.

5.3.4 Fase IV (207° ao 250° dia)

Com duragdo de 44 dias, o CNV foi de 0,111+0,004 kg N-NTK.m=3.d"
produzindo 57+3 mg N-N-NH4*.L-' de amdnio no reator anaerdbio e concentragdo de
amonia livre de 1,6+0,3 mg N.L-'. O oxigénio dissolvido nessa fase foi de 1,704 mg
O2.L'. Apesar da maior concentragcdo de NH4* comparado a Fase Il quando n&o foi
observada inibigdo, a aménia livre foi muito proxima. A amoénia livre aumenta
exponencialmente em funcdo do pH, enquanto aumenta linearmente em fungao do
amoénio. Mesmo com uma diferenga pequena de pH, o aumento de aménio nao foi
suficiente para que o NHz superasse o da Fase Il. Cerca de 63% do N-NH4* do sistema
nesse periodo foi introduzido através da adigao de NH4ClI.

De 70+3 mg N-NTK.L' afluente, 4,3+3,0 mg N.L" foi oxidado no reator
anaerdbio (oxidacédo bruta/bruta de 6+4%). Na amostra filtrada a oxidagéao foi de
11,6+3,0 mg N.L-' (oxidagdo brutaffiltrada de 17+4%). Ambas foram superiores a
oxidagao da fase anterior e inferiores as Fases | e Il. No reator aerdbio foi obervada
oxidagdo de 34,5+4,0 mg N.L-! e eficiéncia de oxidagdo de 53+7%. A eficiéncia de
oxidagao brutaffiltrada foi de 58+5% com oxidag&o de 37,9+3,2 mg N.L-". A oxidacao
de N-NTK nessa fase foi a maior durante todo o experimento. A Figura 5.20 mostra a
eficiéncia de oxidagao de N-NTK bruta/bruta e bruta/filtrada no reator anaerdbio e no
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aerobio e as parcelas de N-NOx e N2 produzidas na Fase IV. Nos primeiros 15 dias

dessa fase o destilador de nitrogénio quebrou, ndo sendo possivel obter dados de

NTK e amoénio.

Figura 5.20 - Eficiéncia de oxidagdo de N-NTK bruta/bruta (N-NTK b) e bruta/filtrada (N-NTK f) nos

reatores anaerobio (AN) e aerdbio (AE) e as parcelas de N-NOx e Nz produzidas na Fase IV.
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A produgéo de nitrato e nitrito foi de 3,3+1,3 mg N-NO3".L""e 0,5+0,2 mg N-NO2

L', representando nitrificagdo de 6+2% de 58% oxidado. A Figura 5.21 mostra a

relagado entre amoénio e o N-NOx produzido no periodo. A desnitrificacdo foi a maior

de todo o periodo experimental (47£7% bruto e 52+7% filtrado), com produgao de

30,8+4,3 mg N.L' de nitrogénio gasoso. A inibicdo se manteve nessa fase, mas a

partir do 219° dia a produgao de nitrato aumenta discretamente, apesar de ainda

baixa. A Figura 5.22 mostra o comportamento do aménio, do nitrito e do nitrato no

reator aerobio em todas as fases do experimento. Os dados de N-NTK, N-NH4*, N-
NOz27, N-NO3" e N-NH3 da Fase |V estao descritos na Tabela 5.19.
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Figura 5.21 - Amoénio afluente, aménio efluente, nitrato e nitrito efluente no reator aerébio na Fase IV.
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Tabela 5.19 - Resumo estatistico da variagdo de nitrogénio (mg N.L-') no esgoto sintético (AF), nos

reatores anaerébio (AN) e aerdbio (AE) na Fase IV.

Média/
Fase Unidade Amostra N Minimo Maximo
Desvio Padrao
AF 67,2 69,6+2.4 73,7
N-NTK
AN 8 62,0 65,3+2,2 68,3
bruto
AE 22,4 30,8+5,3 37,9
AF 61,0 63,2+1,5 65,0
N-NTK
AN 8 52,0 58,0+3,3 62,7
filtrado
AE 20,4 27,4+4 1 32,0
mg N.L" AN 54,1 56,6+2,6 66,4
N-NHa4* 18
AE 12,1 24.8+6.4 35,4
N-NO2- AE 25 0,1 0,5+0,2 1,1
N-NO3- AE 25 0,0 3,3+1,3 6,9
AN 1,3 1,6+0,3 2,2
N-NHs 18
AE 0,4 1,2+0,5 2,0
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Figura 5.22 - Aménio afluente, amoénio efluente, nitrato e nitrito efluente no reator aerébio nas Fases
LN elV.
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As variagées do N-NTK (bruto e filtrado) do esgoto sintético (afluente) nos
reatores sequenciais anaerobio e aerobio nas Fases I, Il, lll e IV podem ser

observadas nas Figuras 5.23 e 5.24.
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Figura 5.23 - N-NTK bruto do esgoto sintético afluente (AF) e do N-NTK efluente do reator anaerébio

(EF AN) e do aerébio (EF AE) nas Fases |, II, lll e IV.
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Figura 5.24 - N-NTK filtrado do esgoto sintético afluente (AFf) e do N-NTK efluente do reator
anaerdbio (EF ANf) e do aerdbio (EF AEf) nas Fases |, 11, Ill e IV.
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Comparando a Fase Il e a Fase IV com condig&o inibitoria similar, as BON nao
foram inibidas na Fase Il, enquanto na ultima houve inibigdo. Isso pode ser entendido
avaliando a aménia livre efluente ao reator aerdbio. Wei et al. (2014) observaram que,
mesmo com concentragdo afluente inibitéria, a amoénia livre pode diminuir com a
degradagdo do N-NH4* e perder seu efeito de inibicdo. Na Fase Il o consumo de
amonia no reator aerdbio diminuiu a concentragdo de amoénia livre de 1,5 mg N-NHs.L-
" para 0,3+0,1 mg N-NHas.L-! no efluente final. Essa concentragédo de amonia livre foi
a mesma afluente da Fase |, quando nao houve inibicdo. Na Fase IV a amoénia livre
efluente foi de 1,2+0,5 mg N-NHs.L"', estando acima da concentragio inibitoria
maxima das BON de 1,0 mg N-NHas.L-" e proxima a concentragao afluente inibitéria. O
N-NH4* efluente do reator foi proximo nessas duas fases, porém o pH mais alto na
Fase IV tornou a amoénia livre mais alta, mantendo a inibicdo das BON até a saida do
efluente final.

O nitrato efluente do sistema aerdbio na Fase IV pode ter sido produzido pelas
BON mais resistentes a inibicdo ou pelas bactérias anammox. E pouco provavel que
tenha havido inibicado das BOA, pois a inibicao das BON ocorreu em concentragao
acima do limite definido por Anthonisen et al. (1976). Outros estudos também
observaram inibigdo com concentragdes acima do limite definido. Wang et al. (2014)
identificaram inibigdo das BON acima de 3,5 mg N-NHas.L-'. Abeling e Seyfried (1992)
também alcangaram a inibicdo das BON nessa concentracio.

A partir do 220° dia a concentragao de nitrato efluente apresentou discreto
aumento, com produgdo maxima de 7 mg N.L-'. Apesar de ainda baixa, foram maiores
que as anteriores desde o inicio da inibi¢cao ativa da Fase Ill, com produ¢ado de menos
de 2 mg N-NOs.L'. Sem variagdo da amoénia livre efluente ao reator aerdbio e
mantendo-se na faixa inibitdria, o aumento da producéo de nitrato pode ter ocorrido
devido a adaptagao dos micro-organismos a menor condig&o inibitéria depois de 20
dias de mudancga de fase. O aumento de N-NO3" efluente também pode ser indicativo
de aclimatacdo das BON a inibicdo, tornando-se resistentes e retomando seu
metabolismo apds 67 dias de inibicao ativa. Wang et al. (2014) também avaliaram a
possibilidade de aclimatacdo das BON a inibigao através do aumento da produgao de
NOs™ no efluente.

Villaverde et al. (2000) concluiram que o processo de nitrificacédo e
desnitrificagdo via nitrito ndo é estavel e possivel por longos periodos devido a

aclimatac&o das BON a aménia livre. Turk e Maivinic (1989) identificaram aclimatagéo
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irreversivel das BON e concluiram que para alcangar a nitrificacdo parcial estavel é
necessario associar outros fatores. Chung et al. (2007) obtiveram nitrificagdo parcial
estavel por mais de um ano e meio associando a inibigao quimica (aménia livre) com
baixa disponibilidade de OD.

A variacdo da remocéo de nitrogénio no reator anaerobio também pode ter
relagdo com a aménia livre. Com NHs de 0,3+0,2 mg N.L-' na Fase |, 1,5+0,5 mg N.L-
" na Fase Il, 4,8+1,8 mg N.L-' na Fase lll e 1,6+0,3 mg N.L-! na Fase IV, a remogé&o
de nitrogénio desconsiderando a perda de biomassa no reator foi respectivamente de
22%, 23%, 10% e 17%. Quanto maior a aménia livre no sistema anaerobio, menor a
eficiéncia de remogao de nitrogénio. Considerando a presenga de anammox, BOA e
desnitrificantes, micro-organismos envolvidos na desnitrificacdo e indentificados pela
PCR, houve condi¢ao inibitéria para anammox.

A inibicao das desnitrificantes pode ocorrer com concentra¢gdes de 1350 mg
N.L-' de nitrato e 150 mg N.L-" de nitrito (GLASS et al., 1997), ndo ocorrendo essas
condicdes no sistema anaerdbio. Ja as bactérias anammox podem ser inibidas em
meios com amodnia livre superior a 2 mg N.L-' (JUNG et al., 2007; JAROSZYNSKI et
al., 2012). Na Fase Il o aumento de 0,3 mg N.L-' para 1,5 mg N.L-' ndo diminuiu a
remogao de nitrogénio no reator anaerdbio, mudando de 22% para 23%. Na Fase llI,
com aumento para 4,8 mg N-NHs.L", diminuiu para 10%. Na Fase IV com NH3 de 1,6
mg N.L-" aumentou para 17% em relagéo a fase anterior, porém foi menor do que na
Fase Il com menor NHs. Portanto a diminuicdo na remogéo de nitrogénio pode ter
inibido as bactérias anammox. Como no reator aerdbio, a inibigdo na Fase IV e néo
inibicdo na Fase Il pode novamente ser entendida através da amonia livre afluente ao
sistema, podendo ter sido maior na Fase |V.

A diminuicao da desnitrificacao no reator aerébio apds a inibicdo ativa das BON
na Fase Il também pode indicar inibicio das anammox e desnitrificacdo
exclusivamente pelas BOA nesse periodo. Na Fase IV, mesmo ainda sendo
observada baixa produg¢ao de nitrato efluente e inibicdo das BON e anammox, o
aumento da desnitrificacdo pode ter ocorrido devido a maior adaptacao das BOA a
condigdo de protagonista na producdo de N2 ou pela aclimatagdo das BON e
anammox. E pouco provavel que a inibigdo das anammox tenha sido completa pois
nao houve aumento de nitrito no efluente que indicasse essa inibicao, além da baixa

producao de nitrato efluente durante toda a fase inibitéria. Para avaliar se ocorreu
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aclimatacéo das bactérias na Fase IV seria necessario um maior tempo de estudo e
verificar se a concentragao de N-NOx- efluente continuaria aumentando.

No reator aerébio o mesmo comportamento do reator anaerdbio de diminuigcéo
na produgdo de nitrogénio gasoso a partir do aumento do NHs foi observado, com
excecgao da Fase IV quando houve a maior remogéo de nitrogénio. Com a presenca
de BOA e anammox em ambos os reatores e avaliando a possivel inibicdo dessa
ultima pela aménia livre, provavelmente a desnitrificacdo nessa fase foi pelas BOA.
Portanto a maior taxa de desnitrificacdo no reator aerébio com o0 mesmo grupo de
micro-organismos envolvido, com excec¢ao das bactérias desnitrificantes do reator
anaerobio, pode ter ocorrido devido a melhor condigdo metabdlica do sistema aerdbio
para o desenvolvimento de biomassa das BOA do que no sistema anaerébio. Apesar
das BOA também desnitrificarem, a oxidagcdo anaerdbia da aménia pelas anammox é
muito mais eficiente (AHN, 2006). Portanto a inibicdo das anammox no reator
anaerdbio pode ter causado maior impacto na desnitrificacdo do que no reator aerobio.

Considerando o sistema sequencial de reatores como um todo, o percentual
nitrificado foi de 11£16% na Fase |, 18+12% na Fase Il, 3t4% na Fase lll e 5£2% na
Fase IV. A taxa de desnitrificagdo considerando a influéncia da perda de biomassa foi
de 21+15% na Fase |, 41+10% na Fase Il, 20+10% na Fase lll e 50£7% na Fase IV.
Em relacdo a amostra filtrada obteve-se 33+14% na Fase |, 44+9% na Fase Il, 24+8%
na Fase Ill e 55£6% na Fase IV. A melhor fase de remocé&o de nitrogénio do sistema
foi na Fase IV, com taxa de remogao maior que 50%. Mesmo com taxa de oxidagao
relativamente baixa das BOA, a perda de aménia por desnitrificacdo em ambientes
anoxicos pode ser acima de 60% (SCHMIDT; BOCK, 1997; AHN, 2006). Porém n&o
€ possivel afirmar se um determinado grupo de bactérias foi o principal no processo
de remogao de nitrogénio.

Nas fases de inibicao € possivel que tenha havido inibigdo total das BON,
permitindo a desnitrificagc&o via nitrito pelas BOA e anammox, essa ultima justificando
também a producgao baixa de nitrato no periodo. Nas fases de estabilizacdo, quando
o nitrato produzido foi relativamente alto e a desnitrificagdo mais baixa comparados
com a Fase |V, pode ter havido um maior dominio das BON no meio. Isso pode
justificar também a diminui¢cdo da desnitrificagdo na Fase lll, podendo ser entendida
como o periodo de adaptagdo dos outros grupos de micro-organismos que também

desnitrificam a inibicdo das BON. Wang et al. (2014) observaram que as BOA
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demoraram cerca de 30 dias para estabilizar a producdo de NOz2" e que sdo sensiveis
a mudancas de carga de nitrogénio.
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6 CONCLUSOES

A melhor condi¢cao de remogao de matéria organica e nitrogénio foi na Fase IV,
com COV de 0,755+0,017 kg DQO.m=3.L"" e CNV de 0,111£0,004 kg N.m3.L",
apresentando remocgao de 95% e 50%, respectivamente.

Nao foi observada inibicdo da digestdo anaerdbia devido a variagdo de
concentracdo de aménia.

Houve NDS em ambos os reatores, com maior taxa de remocéo de 25% de
nitrogénio no sistema anaeroébio (Fase 1) e de 52% no aerdbio (Fase V).

A amoénia livre em concentragéo de 4,8 mg N-NHs.L" inibiu a oxidagdo de N-
NH4* em cerca de 50% na Fase Ill.

N&o foi identificada inibigdo das BON com aménia livre de 0,3 mg N-NHs.L".

Nao foi possivel identificar se houve inibicao total das BON devido ao processo
de nitrificacdo e desnitrificacdo simultdnea (NDS) e a baixa produgcédo de nitrato
efluente, possivelmente pelo metabolismo das bactérias anammox.

Nao foi possivel identificar se houve inibicado das BOA na fase de maior inibicdo
devido a NDS. N&o houve acumulo de nitrito, provavelmente devido a NDS.

E possivel ter ocorrido inibicdo das anammox pela aménia livre.

O meio suporte pode ter contribuido na NDS.

No final do experimento pode ter havido inicio de aclimatagdo dos micro-
organismos a inibigdo por amonia livre.

Nao foi possivel definir qual foi a melhor condig&o inibitéria para as BON devido

ao nao acumulo de nitrito no efluente.
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7 RECOMENDAGOES

De acordo com os resultados e conclusdes obtidas neste estudo, algumas

recomendacgdes sdo apresentadas para o desenvolvimento de trabalhos futuros:

e Aumentar o periodo de monitoramento dos reatores de forma a obter dados
com biomassa estabilizada as condi¢des de inibic&o;

e Se for avaliada a aclimatagao da biomassa, associar o controle da inibigdo com
concentragao de oxigénio baixa;

e Fazer coletas em diferentes alturas do reator para avaliar o comportamento dos
micro-organismos;

e Testar o controle da inibicao por amdnia livre através do pH ao invés do NH4™;

e Analisar a atividade da biomassa dos reatores em ambiente completamente
anoxico e verificar as condigdes de NDS;

e |dentificar por meio da técnica de PCR os principais grupos de micro-
organismos do biofilme formado no meio suporte;

¢ Analisar o efeito de concentracbes de amonia livre diferentes das avaliadas
nesse estudo (0,3; 1,5; 1,6 e 4,8 mg N-NH3.L").

e Realizar o sequenciamento das amostras.
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