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RESUMO

O tratamento de &guas residuarias contendo compostos nitrogenados e sulforosos &,

particularmente, dificil de ser realizado. Muitas vezes, os limites imposto pelalegislacéo
ambiental ndo sdo atingidos e residuos, com qualidade inferior aos padrdes necessérios,
sdo dispostos no meio ambiente. Para reverter este cendrio, € necessario 0O
desenvolvimento de tecnol ogias que busquem aproveitar asinteragdes entre os ciclos do
nitrogénio e do enxofre, minimizando os custos d tratamento. Neste sentido, este
trabalho foi concebido de forma a promover a eliminagéo bioldgica do nitrogénio viaa
integracdo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre, pela agéo das bactérias oxidadoras de
amdnio e das desnitrificantes autotréficas, como Thiobacillus denitrificans sob aeracéo
intermitente. Para isto, foram realizados experimentos com uma cultura pura de T.
denitrificans e com uma cultura mista de bactérias oxidadoras de aménio e de enxofre.
Os experimentos com a cultura pura foram realizados para verificar a influéncia de

suplementos alimentares (Extrato de Levedura e Glicose) na cinética de desnitrificacdo
autotréfica e, apds, a influéncia da relagdo tiossulfato / nitrato sobre o balanco de
enxofre. Observou-se que, neste conjunto de resultados, a presenca do extrato de
levedura possibilitou um aumento de 9 vezes na cinética de desnitrificacdo, sem alterar
0 metabolismo de oxidacdo de tiossulfato, doador de elétrons. J4, a presencade glicose
inibu a oxidacédo do tiossulfato, além de ndo se obter valores tdo significativos de
velocidade de crescimento. Nos experimentos realizados em diferentes relactes 03 /
NO; observou-se que, quando o sistema estd sob limitagdo de aceptor de elétrons,
ocorre a oxidagéo parcial do tiossulfato com conconitante acdmulo de intermediérios.
Nos experimentos com cultura mista, realizados em um reator tipo SBR e alimentado
com tiossulfato e aménio, observou-se a eliminagdo de nitrogénio pelo processo de
desnitrificacdo autotrdfica, ocorrendo concomitantemente com o processo de
nitrificacdo parcial, formacdo do nitrito, se atingido eficiéncias de remoc¢do acima de
70%. A flexibilidade de T. denitrificans em mudar o seu aceptor final de elétrons
(nitrito para o oxigénio) possibilitou a formagéo do sulfato em todas as condicBes
ensaiadas. A presenca deste microrganismo, na biomassa do reator, foi confirmada pelo
uso da técnica de biologia molecular FISH. Com estes resultados, a aplicacdo da
fisologia de T. denitrificans foi ampliada, obteve-se a eliminagdo bioldgica do
nitrogénio, concomitantemente com a integragdo dos ciclos do nitrogénio e enxofre, em

um Unico reator.



ABSTRACT

The treatment of wastewater containing nitrogen and sulfur compounds is particularly
difficult to be performed. Often, environmental standard limits are not reached and low
quality wastes are disposed in the environment. To reverse this scenario, it is necessary
to develop new technologies aiming at the interaction between the nitrogen and sulfur
cycles, minimizing treatment costs. In this way, this work was idealized to promote
biological nitrogen elimination vianitrogen and sulfur cyclesintegration, by ammonium
oxidizer bacteria and autotrophic denitrifying bacteria, such as T. denitrificans
submitted to intermittent aeration. To reach this goal, experiments were performed with
T. denitrificans pure culture and a mixed culture of ammonium and sulfur oxidizing
bacteria. The pure culture experiments were performed to verify the influence of
feeding supplementation (yeast extract and glucose) on the autotrophic denitrification
kinetics and the influence of thiosulfate / nitrate rate on the sulfur mass balance. The
presence of yeast extract led to an improvement of 9 times on the denitrification
kinetics, without changing the thiosulfate oxidation metabolism (electron donor). In the
other hand, the presence of glucose inhibited thiosulfate metabolism and did not allow
reaching significant growth velocities. The experiments varying different SOz / NO3
rates have shown that when the system is limited on electron acceptor the thiosulfate
partial oxidation occurs with intermediate compounds accumulation. In the experiments
with mixed culture using in the SBR reactor fed with thiosulfate and ammonium, it was
observed nitrogen elimination by the autotrophic denitrification and partia nitrification
processes occurring at the same time, reaching nitrogen remoal efficiencies above 70%.
Theflexibility of T. denitrificans in changing its final electron acceptor (from nitrite to
oxygen) alowed sulfate formation in all tested conditions. The presence of this
microorganism inside the reactor was confirmed by FISH technique. With these results,
the application of T. denitrificansfisiology was extended, obtaining biological nitrogen
elimination coupled with the integration of nitrogen and sulfur cycles in the same

reactor.
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CAPITULO | —INTRODUCAO

A aplicacdo de sistemas biol 6gicos para o tratamento de aguas residuarias tem se
tornado cada vez mais freglente. Os atuais avangos tecnoldgicos neste setor tém
possibilitado que rejeitos de dificil biodegradacdo e com elevado indice de toxicidade
possam ser eliminados eficientemente, atendendo os requisitos legais, através de
processos economicamente viaveis (Field, 2002).

Nas Ultimas décadas, os ecossistemas tém sido constantemente afetados pela
poluicdo urbana e industrial. Dentre todos os compostos presentes nestas aguas
residudrias, o nitrogénio tem tido uma atencéo especial dos pesqguisadores, quanto ao
desenvolvimento e otimizacdo de processos e a determinacdo do seu impacto sobre o
meio ambiente (Wiesman, 1994).

Principalmente, as formas mais reduzidas de nitrogénio (amdnio) geram uma
grande demanda de oxigénio nos ambientes aquéticos. Forém, os piores problemas para
a salde publica estdo relacionados com & formas mais oxidadas (NO2™ e NO3’), que
podem causar cancer e doencas como “bebé azul”. No meio ambiente, a presenca de
excesso de nitrogénio acelera o fendmeno de eutrofizacdo em rios e lagos (Albertson,
1983).

Em muitas aguas residu&rias encontram-se elevadas concentragfes deste
elemento, superando normalmente o limite imposto pela legislacdo ambiental nacional
CONAMA, Resolucéo 357/2005 (20 mg NNH,/L) atualmente em exercicio no pais.
Exemplos de atividades industriais que possuem aguas com estas caracteristicas sao:
processamento de alimentos, petroquimica, curtumes, processamento pesqueiro, etc
(Santana, 2002; Chazal e Lens, 2000; Sezerino, 2002).

A eliminagdo do nitrogénio, oriundo da sua forma mais reduzida (aménio), é
realizada, inicialmente, por uma etapa aerébia que leva a formagdo dos compostos
oxidados de nitrogénio (nitrito e nitrato). Apds, ha necessidade de reduzir estes
compostos a nitrogénio molecular (N,), que serd liberado para atmosfera sem prejudicar
0 meio ambiente. Nesta Ultima etapa, € necessaria a adi¢do de um doador de elétrons,
mais comumente compostos organicos, como 0 metanol, 0 que consequentemente

aumenta 0s custos do processo.
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Neste sentido, diferentes fontes de doadores de elétrons tém sido pesquisadas,
com o objetivo de obter-se a maior eficiéncia de remocdo de nitrogénio, com o menor
custo de tratamento possivel. Atualmente, destacam-se 0 uso de trés fontes alternativas
de elétrons. 0 metano, as formas reduzidas de enxofre e o proprio aménio. A maior
potencialidade de eliminacdo de nitrogénio é atribuida ao uso do aménio como doador
de elétrons, ja que o nitrogénio molecular formado ser4 uma conseqiiéncia da oxidagéo
de uma fonte de nitrogénio, o aménio, e da reducéo de outra fonte de nitrogénio, o

nitrito.

Contudo, a aplicacdo deste processo ainda encontra-se limitada pela baixa
vel ocidade de crescimento dos microrganismos envolvidos, assim como 0 processo que
utiliza 0 metano, como doador de elétrons. NoOs processos hos quais 0S cCompostos
reduzidos de enxofre so utilizados como fonte de elétrons, a velocidade de crescimento
dos microrganismos envolvidos € maior do que nos processos anteriores, 0 que aumenta
a possibilidade de aplicacdo, deste processo, ao tratamento de residuos. Além do que, a
disponibilidade dos compostos reduzidos de enxofre € muito freqliente, pois estes sdo
sub-produtos dos processos anaerobios de degradacdo da matéria organica, quando o

sulfato esta presente nas aguas residudrias.

Com a utilizagdo dos compostos reduzidos de enxofre, em especia o sulfetode
hidrogénio, para a reducdo do nitrato ou nitrito, inicia-se a integragdo dos ciclos do
enxofre e do nitrogénio, o que possibilita a reducdo dos custos envolvidos ro
tratamento, além de permitir a redugcdo do impacto ambiental associado ao sulfeto de
hidrogénio, que é extremamente tOxico ao meio ambiente, além de apresentar forte odor

€ Ser corrosivo.

Neste trabalho, pretende-se estudar a possibilidade d e utilizagdo dos compostos
reduzidos de enxofre para a reducdo do nitrato ou do nitrito, em um sistema simultaneo
de nitrificacdo e desnitrificagdo autotréfica, realizado em um Unico reator, operado no
regime de batelada alimentada seqiiencial. Esta tese esta associada a um projeto maior e
a uma nova linha de pesquisa do Grupo de Tratamento Biolégico de Residuos do
Laboratrio de Engenharia Bioguimica, que tem como objetivo obter um novo processo,
no qual ocorra a remogao combinada do nitrogénio e do enxofre, com a formagdo do
enxofre elementar.
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Naturalmente a existéncia de uma espécie de microrganismo em um ambiente
esta associada aos ciclos biogeoquimicos. Esta espécie, normalmente catalisa uma das
etapas das transformagdes que ocorrem com 0s compostos destes ciclos, possibilitando
o equilibrio entre os diferentes elementos quimicos e biolégicos no meio ambiente
(Middelburg, 2000).

O metabolismo de um microrganismo é dependente das condi¢des ambientais as
guais estd exposto, que muitas vezes € oonseqiéncia da atividade de outros
microrganismos. O resultado destas inteagdes constitui uma simbiose entre as
diferentes espécies envolvidas nos ciclos naturais. Quando estédo envolvidos os
elementos essenciais paraavida (Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio, Oxigénio, Fosforo e
Enxofre) os processos de simbiose sdo mais diversificados e um maior nimero de

espécies de microrganismos estara envolvido (Etchebehere, 2005).

O desenvolvimento de tecnologias para o tratamento biol6gico de residuos é
baseado no conhecimento dos conceitos fundamentais dos microrganismos envolvidos e
das interagdes com os ciclos naturais dos elementos quimicos (McCarty, 1975; Metcalf
e Eddy, 1991). Os maiores avangos tecnol égicos tém ocorrido com a aplicagdo do ciclo
do carbono e do nitrogénio (Gray, 1990; Speece, 1995; Lema, 1997; Strous et. al.,
1999), restando ao fosforo e ao enxofre um papel secundério, situacdo esta que nas
Ultimas décadas vem sendo alterada com o desenvolvimento de novas tecnologias
(Lettinga e Rizema, 1985; Vallero, 2003; Zeng et. a., 2004).

Para o projeto de sistemas de tratamento, deve ser considerada ainteracdo entre
estes ciclos, conforme a composi¢do quimica do rejeito, de modo que seja determinada
a influéncia de um ciclo sobre o outro (Lin et. a., 2001; Sterling et. a., 2001). Na
Figurall.l estdo representados os ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre, bem como os

processos que representam ainteracdo entre os ciclos.

A interacdo entre o ciclo do carbono e do nitrogénio é representada pelo
processo de desnitrificagcdo heterotréfica (Fig. 11.1., caixa vermelha), realizado por
bactérias que oxidam o carbono organico em ambientes andxicos, onde compostos

oxidados de nitrogénio, como nitrato e outros, sdo utilizados como aceptores de
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elétrons. Em ambientes anaerébios, onde esteja presente o sulfato, a oxidagdo do
carbono serd realizada principalmente por bactérias redutoras de sulfato. Desta forma,
ocorre aintegragéo do ciclo do carbono com o do enxofre (Fig. I1.1, caixa azul) (Brock
eMadigan, 1991).

Assimilagio

Redugdo

NO, 3 N,

Assmmilagio
== NH/ )

Figurall. 1: Representacdo daintegracéo dos ciclos de carbono, nitrogénio e enxofre.

Recentemente, o processo de desnitrificago autotréfica via enxofre tem
despertado o interesse da comunidade cientifica envolvida com o desenvolvimento de
tecnologias ambientais (Fig. 11.1, caixa verde). Este processo é realizado principalmente
por Thiobacillus denitrificans que é capaz de utilizar o nitrato como aceptor fina de
elétrons na oxidagdo dos compostos reduzidos de enxofre (&, H,S, $05) (Brock e
Madigan, 1991). Este processo integra os ciclos de nitrogénio e de enxofre, 0 que
possibilita o desenvolvimento de tecnologias para remocdo combinada do H,S

extremamente téxico ao meio ambiente, e do nitrato.

No desenvolvimento deste capitulo uma atencéo especia sera dada a interacéo
dos ciclos do nitrogénio e do enxofre, de modo que se tenha um aprofundamento dos
conhecimentos arespeito das reagdes bioquimicas envolvidas nestes ciclos. Além disso,
serd apresentada a proposta deste trabalho, descrevendo as condicdes necessdrias para

gue a completa integracéo dos ciclos de nitrogénio e enxofre ocorra.
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I1. 1 Ciclo do Nitrogénio

O nitrogénio é um elemento quimico essencial a vida, encontrando-se a
descricdo das transformacdes envolvendo compostos desse elemento na natureza
relativamente bem descritas (Brock e Madigan, 1991; Atlas e Bartha, 2002). Contudo,
com a aplicacdo de reatores biol 6gicos para o tratamento deste composto, as interaces
entre os diferentes microrganismos envolvidos nas transformac6es do nitrogénio foram
potencializadas. CondigBes ambientais que raramente s80 encontras Nos ecossistemas
naturais foram atingidas. Consequientemente, novas reacoes bioquimicas foram descritas
€ novas espécies de microrganismos foram identificadas e observadas (Robertson et. al.,
1988; Strous et. al., 1997; Egli et. a., 2003). Além deste fato, a fisiologia de espécies
tradicionais do ciclo do nitrogénio tem sido questionada e novas rotas metabdlicas estdo

sendo propostas para estas espécies (Schmidt et. al., 2002).

A Figura ll.2 apresenta as reagdes envolvidas no ciclo do nitrogénio, bem como
aquelas que constituem 0s processos biologicos mais conhecidos e aplicados no
tratamento de &guas residuarias. Basicamente, sdo trés as reagdes que sdo aplicadas no
projeto de sistemas biolégicos para a remoc¢do de nitrogénio (formacdo do nitrogénio
molecular — N2): a nitrificag8o (caixas amarela e laranja); a desnitrificagdo heterotrofica

(caixa azul marinho); e a oxidag&o anaerdbia da amdnia (azul claro).

Um processo de remog&o de nitrogénio (formag&o do N ) no minimo utiliza duas
destas reagdes. A possibilidade da aplicac8o destas reacfes, sob diferentes condigdes
ambientais (temperatura, concentracdo de oxigénio, valores de pH), permite que

inimeras variagBes de processos sgjam criadas.

2 Hzo
HZQZB - < 3\_/ 02

CO,

C CO, C COo,
Figurall.2: Ciclodo nitrogénio. (Brock e Madigan, 1991)
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I1.1.1. Bioguimica e microbiologia

Como pode ser observado no ciclo do nitrogénio (Fig. I1.2), qualquer processo
em que a formagdo do nitrogénio molecular seja desgjada, a primeira etapa envolvida é
a formagdo dos compostos oxidados (NO2" e NOg’), quando o nitrogénio na forma de
ambnia estiver presente na agua residudria. Esta etapa de formacdo do nitrito e do
nitrato é realizada sob condigdes aerdbias, sendo denominada de nitrificagdo (caixas
amarela e laranja), como ja apresentado.

O processo de nitrificagéo € realizado por vérias espécies de bactérias, sendo os
dois géneros mais importantes, Nitrosomonas, responsavel pela passagem do ambnio a
nitrito, e Nitrobacter, responsavel pela passagem de nitrito a nitrato. Essas bactérias séo
autotroficas, utilizam o CO, como fonte de carbono ou, ainda, quimiolitotréficas, pois

oxidam compostos inorgéani cos para obtencdo de energia (Brock e Madigan, 1991).

As reagbes estequiométricas da oxidacdo aerdbia da amdnia (formagdo do
nitrito) e a posterior oxidacdo do nitrito anitrato, estdo descritas a seguir pelas equacbes
I1.1ell.2 (Henzeet al., 1997).:

80,7NH," + 114,550, +160,4HCO; ® CsH,NO,+ 79,7NO; + 82,7H,0 + 1554H,CO;  I1.1

134,5NO; + NHs" + 62,250, + HCO3 + 4H2CO3 ® CsHN O, +134,5N03" + 3H,0 .2

Por muito tempo o objetivo dos sistemas bioldgicos era de transformar
completamente o amdnio em nitrato, evitando-se ao maximo a presenca do nitrito. Esta
prética vem sendo alterada e temse proposto que a nitrificagdo sejainterrompida apos a
formag&o do nitrito (Hellinga et. a, 1998). Este procedimento resulta numa diminui¢do
dos custos relacionados com a aeracdo do sistema e com a posterior adicdo de carbono,

para a reducdo deste composto para nitrogénio molecular (N2).

A formagdo preferencial do nitrito tem sido alcancada sob diferentes
procedimentos, sendo estes baseados nos conhecimentos das cinéticas dos
microrganismos envolvidos nestas etapas (Wiesmann, 1994; Yoo, et al., 1999; Wyffels
et. al, 2003). Os primeiros estudos referem-se ao cultivo destes microrganismos em
temperatura proximas a 35°C, onde as bactérias oxidadoras de amdnio (BOA)
apresentam uma velocidade de crescimento superior & das bactérias oxidadoras de
nitrito (BON). Nestas condic¢Bes, quando um processo continuo, sem reciclo de células,
€ executado, tem-se alavagem das bactérias oxidadoras de nitrito e conseqlientemente o

nitrito sera o principal produto da oxidacdo aerdbia do aménio (Hellinga et. al, 1998).
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Outro procedimento se refere ao cultivo destas células sob condigdes de limitacdo de
oxigénio. Novamente as bactérias oxidadoras de ambnio terdo velocidades de
crescimento superiores asdas bactérias oxidadoras de nitrito e 0 processo de nitrificacdo
serdinterrompido naformag&o do nitrito (Yoo, et a., 1999).

Com a aplicagdo destes processos, 0 cultivo destes microrganismos em
condiches atipicas tem sido uma realidade nos trabalhos apresentados na literatura,
revelando fisiologias desconhecidas até ha pouco tempo atrés (Zart e Bock, 1998;
Beaumont et. al., 2002). Os principais avancos neste sentido tém ocorrido com estudos

envolvendo as bactérias oxidadoras de amonio.

As bactérias oxidadoras de ambnio do género Nitrosomonas conhecidas
inicialmente pela sua atividade aerdbia (Brock e Madigan, 1991), tem sido encontradas
constantemente em diferentes tipos de lodos de biorreatores, mesmo em alguns destes
operados sob condicdes anoxicas (Verstraete e Philips,1998; Uemoto e Saiki, 2000; Fux
et. al., 2002). Este fato revela a flexibilidade deste grupo de microrganismos, que
mesmo sob condigdes desaforaveis ao seu crescimento, consegue manter-se ativo,
obtendo energia para a sua manutencao através de metabolismos secundarios (Bodelier
et. al., 1996). Atualmente é conhecido que as bactérias oxidadoras de amdnio possuem a
capacidade de realizar duas rotas metabdlicas distintas para obtencdo de energia do
amonio (doador de elétrons) (Zart e Bock, 1998; Schmidt e Bock, 1998), além de serem
capazes de oxidar compostos organicos, como metano, metanol, fenol, benzeno e
compostos que provocam distdrbios endécrinos (nonilfenol, “estrone-E2", 17b-
Estradiol, e outros) (Hyman et. al., 1988; Rashe et. al, 1991; Vader et. a., 2000; Shi et.
al, 2004).

Estes microrganismos podem oxidar o aménio até nitrito, substituindo o
oxigénio (agente oxidante) pelo didxido de nitrogénio (NO,), ou ainda pelo tetradxido
de nitrogénio (N204), formadimera do NO». Este fato indica umarelagdo complexa dos
oxidos de nitrogénio (NO e NO,) no metabolismo aerébio destes microrganismos
(Schmidt et. al., 2001; Beaumont et. al., 2002). Esta relacdo entre os Oxidos de
nitrogénio (NO, NGz, NxO4) com a atividade aerébia da ambnia, pode ser traduzida
pelas Equactes 1.3, 11.4 ell.5.

NHz+N204 + 2H" + 26 ® NHOH + 2NO + H,0 1.3

2NO + 0,® 2NO, (N,0,) 1.4
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NHLOH + HO® NO, + 5H" 1.5

Nestas reagdes o NO é apresentado como um produto adicional da oxidagéo do
amonio pelo N20Os. O éxido nitroso formado nesta reagdo (Eqg. 11.3) € um intermediério
que, em condicles aerdbias, sera oxidado para NO, (didxido de nitrogénio) que sera
transformado na sua érma dimera NOs (Eq. 11.4). Observase ainda gque ocorre a
formac&o de hidroxilamina (NH,OH) (Eg. I1.3), que apds ser hidrolisada forma o nitrito
(Eq. 11.5). De qualquer forma, a equacdo 11.1 representa a estequiometria global do

processo de oxidacado aerébia do aménio.

O mecanismo de formagéo do NO, durante a oxidagdo do amonio, ainda ndo esta
claro, sendo que alguns estudos revelam que o NO e o N,O sdo produtos diretos da
reacdo de hidrdlise da hidroxilamina, catalisada pela hidoxilamina oxidoreductase
(HAO) (Kester et. al., 1997; Poughon et. al., 2001). Atribui-se a presenca do
intermediario NO, como sendo a chave para execucdo dos metabolismos secundérios
nas espécies de Nitrosomonas sp.. Exemplo disso € o metabolismo de reducéo do nitrito
tendo como doador de elétrons 0 aménio (Zart e Bock, 1998; Beaumont et. d., 2004;
Schmidt et. al., 2004). Estes autores acreditam que o NO sgja o indutor das enzimas

nitrito redutase, como acontece em outros microrganismos desnitrificantes.

A Figurall.3 ilustra os metabolismos aerdbio e andxico das bactérias oxidadoras

de amonio.

' NHs + NO

f

_ _MetaholismoAnéxico_ __ __________ lo__
|
]

| Metahalismo Aerdhio 2(NO,)

Figurall. 3: Representacdo do metabolismo aerdbio e andxico das bactérias oxidadoras
de aménio (Figura adaptada de Schmidt et. al., 2004).

Durante o cultivo aerdbio de Nitrosomonas eutropha, principamente na
presenca de diéxido de nitrogénio (NO,) exdgeno, foi observado um acimulo de NO no
interior das células e, conseqlientemente, parte do nitrogénio foi eliminado, através do

processo de desnitrificagdo. Esta desnitrificagdo ocorre concomitantemente com o
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processo de oxidagdo aerdbia da ambnia na formacdo do nitrito (Zart e Bock, 1998).
Resultados similares a estes ja foram observados em cultivos aerébios de bactérias
oxidadoras de amonio, sem a adicéo de NO. exdgeno (Leitéo et. al., 2006), revelando
assim uma nova possibilidade metabdlica. Estes conceitos todos apresentados tem
possibilitado o melhor entendimento do papel destes microrganismos no ciclo do
nitrogénio e o aperfeicoamento dos processos de remogdo dos compostos nitrogenados
das &guas residuérias.

Apbs aformagdo do nitrito ou do nitrato, o nitrogénio molecular (N,) pode ser
produzido por dois metabolismos distintos. O primeiro, € mais tradicional, seria a
desnitrificacdo heterotréfica. O segundo é o metabolismo autotréfico, em que o aménio

€ utilizado como doador de €l étrons para areducdo de nitrito.

O metabolismo de desnitrificagdo heterotréfica consiste da oxidacdo de
compostos organicos, com a reducdo do nitrito ou do nitrato até nitrogénio molecular.
Uma variedade muito grande de microrganismos possui esta capacidade, namaioria so
do grupo das b ou d-Protecbactéria, destacando-se as espécies de Pseudomonas sp
(Zumft, 1997). Estes microrganismos possuem a capacidade de metabolizar diferentes
tipos de substratos orgénicos, variando dos mais simples como metanol e acetato, até

compostos complexos e toxicos como o fenol (Brock e Madigan, 1991).

Esforcos neste tematém sido feitos no sentido da otimizagdo do metabolismo de
oxidacdo e assimilagdo dos compostos organicos por estes microrganismos durante a
respiragdo andxica. Constantemente tem sido observada a formag&o de polimeros extra
e intracelulares durante este metabolismo, como poli-hidroxi-butirato (PHB). A
presenca destes compostos na matriz do floco ou granulo prejudica a sedimentacdo da
biomassa, 0 que diretamente influéncia a eficiéncia do processo de remogdo de
nitrogénio (Murnleitner et. a., 1997).

Outro tema que também tem tido atencdo especial dos pesguisadores é a
desnitrificag@o via nitrito, principalmente pela oportunidade de reducdo dos custos do
tratamento. A reducéo do nitrito ou do nitrato é bastante influenciada pelaquantidade de
doador de elétrons (fonte de carbono). Quando o cultivo destes microrganismos é
realizado sob baixas relacdes C/N, a reducdo do nitrito ou do nitrato ocorre
parcialmente, com a formacéo dos 6xidos de nitrogénio. Ao contrério, quando o cultivo
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acontece em altosvalores de C/N, o nitrato e o nitrito podem ser reduzidos até ambnio e
N30 a nitro génio gasoso como desejado (Guynot et. al, 1998).

Como apresentado anteriormente, aformacéo do nitrogénio gasoso pode ocorrer
por um metabolismo autotréfico, em que a adicdo de compostos organicos ndo se faz
necessaria. O uso do nitrogénio amoniacal cono doador de elétrons representa grande
rotapotencial de remoc&o de nitrogénio, pelo produto desgjado (N.) ser oriundo de duas
fontes de nitrogénio, o composto doador de elétrons (NH3) e o aceptor de elétrons (NO,
) (Jetten et. al, 1999). Por este motivo, este processo € ainda aplicado somente para
aguas residuarias com el evada concentracdo de nitrogénio.

A descoberta deste metabolismo € bastante recente e as espécies de
microrgani smos que possuem esta capacidade ainda séo pouco conhecidas. Destacam-se
espécies como Kuenenia stuttgartiensis e Brocadia anammoxidans além de alguns
microrganismos do género Nitrosomonas, como Nitrossomonas eutropha e N. europea.
Contudo, este metabolismo ainda ndo foi atribuido exclusivamente a nenhuma espécie
citada anteriomente, j& que muitos dos microrganismos encontrados nestes sistemas
ndo foram isolados pelos métodos classicos e ndo foram cultivados sob condicdes
assépticas (Strous et. al, 1997; Jetten et. al. 1997; Strous et. al., 1999, Schmidt et. a.,
2004).

A estequiometria deste metabolismo, de oxidagdo anaerdbia da amoénia,
denominado como ANAMMOX, foi recentemente proposta na literatura (Eg. 11.6) (Van
Dongen et. al, 2001). Observa-se, nesta equacéo, que a quantidade de células formada
por grama de substrato oxidado (NH4") é baixa cerca de 0,11gSSV/gN-NH,*. Este fato
limita a aplicacdo do processo ANAMMOX, pois periodos muito longos de “start-
up” podem ser necessarios para a aplicacdo deste processo.

NH4" + 1,32 NOZ + 0,066HCO;3 + 0,13H" ® 1,02N 2 + 0,26NO3 + 2,08H,0 + 0,066CH 20os Nozs  11.6

A Figurall.4 ilustra o metabolismo de oxidagdo anaerdbia do aménio, observa-
se que o nitrito é reduzido a hidroxilamina, que apds reage com o amonio, formando o

intermediario hidrazina (N,H,), que daré origem ao nitrog énio molecular.

/{ Excluido: {
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Figurall. 4: Processo de oxidag&o anaerébia do aménio (Jetten et. al, 1997).
11.1.2. Processos de Remocéo de Nitrogénio

Conforme mencionado anteriormente, o0 processo classico utilizado para a
remocao de nitrogénio é a nitrificagéo seguida dadesnitrificagdo. No entanto, tendo em
vista os fundamentos anteriormente descritos, alguns processos novos estdo em

desenvolvimento.

No processo classico, adisposi¢do dos reatores é ainda sujeita a discussdo, tendo
em vista as questdes de eficiéncia e economia de processo (A Ibertson, 1983). Quando é
desegjado o aproveitamento do residual de matéria organica para a reducéo do nitrato,
procura-se utilizar o reator desnitrificante antes do reator nitrificante, como apresentado

naFigurall.5.

Apesar da reducdo dos custos referentes a adicdo do doador de elétrons, que
ocorre quando primeiro é aplicado o processo de desnitrificacdo, a eficiéncia de
remocao de nitrogénio obtida com esta conformacdo (fluxograma apresentado na Figura
11.5) é diretamente influénciada pela razéo de reciclo (R), ou sgja, pela relagdes entre a
vaz&o do reciclo do reator nitrificante (Q reciclo) Pela vazdo da agua residudria (Q agua
Residuéria)-

Com a intencdo de evitar a limitagdo da remoc&o de nitrogénio pela razdo de
reciclo, é proposto utilizar um reator desnitrificante apés o reator nitrificante. Esta
prética possibilita que todo o nitrato formado sgja reduzido a nitrogénio gasoso. Para
isto, normalmente € adicionada uma fonte extra de carbono, como doador de elétrons,
para promover a desnitrificacdo.
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Neste sentido, tem-se proposto a substituicdo do nitrato pelo nitrito, reduzindo
0s custos referentes a adi¢do de uma fonte externa de carbono. Com base nas reagdes
estequiométricas para a reducdo do nitrato (Eq. 11.7) e do nitrito (Eg. 11.8), podese
imaginar que, para uma mesma quantidade de carbono (metanol), a quantidade de

nitrogénio removido € 1,64 vezes maior quando o0 processo é realizado vianitrito do que

vianitrato.
NOj +1,08CH,;0H + 0,24H,00;® 0,056GH-NO, + 047N, + 1,68H,0 + HCO5 1.7
NOy + 0,67CH30OH + 0,53H2CO3 ® 0,04CsH7NO2 + 0,48N; + 1,23H,0 + HCO3 1.8
Sedimentador
Q AguaResidudria Efluente
—| Reor | Reor |\ [
Desnitrificante Nitrificante
Q Reciclo
Reciclo do Lodo

Figurall. 5: Esquemasimplificado de nitrificagdo e desnitrificac8o (Schmidell e
Reginatto, 2005)

Desta forma, € no controle do oxigénio dissolvido no reator nitrificante, ou
agora nitritante (formador de nitrito), que reside o maior desafio tecnoldgico. Algumas
estratégias de controle e operacéo d este reator tém sido propostas na literatura. Wyffels
et. al (2003) relatam que, independente do tipo de controle, ha a necessidade de manter-
se a concentragéo de oxigénio dissolvido proximaa 0,1mgQ,/L, pois, nesta condi¢éo as
bactérias oxidadoras de aménio teriam atividade maior do que a das bactérias
oxidadoras de nitrito. Contudo, a manutencdo de um sistema nesta faixa de
concentragdo de oxigénio dissolvido é dificil de ser realizada e exige elevados
investimentos (Ruiz et. a., 2006).

Uma estratégia mais simples e eficaz para a manutencdo do nivel baixo de
oxigénio dissolvido é a redizacdo de ciclos de aeracdo, ou seja, periodos aerébios e
periodos anoxicos (sem aeragdo) (Yoo et. al., 1999; Zdradek, 2005). Inicialmente, este
tipo de processo foi aplicado para obter-se aremog&o de nitrogénio em um Unico reator,
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onde sdo realizados os processos de nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneamente.
Quando estes sdo redlizados via nitrito, temse denominado este processo como
“SHARON - Single Reactor High Activity Ammonia Removal Over Nitrite” . Desta
maneira, observou-se que dependendo do tempo do periodo aerado e do periodo
anoxico, as bactérias oxidadoras de nitrito tem a sua atividade inibida e o processo de

eliminacdo do nitrogénio acontece via nitrito (Zdradek, 2005).

Da mesma forma que no processo de nitrificagdo / desnitrificagdo simultaneas,
tem sido proposto que o processo de formagdo do nitrito e a sua posterior reducéo,
utilizando o aménio como doador de elétrons, sgjam realizados em um Unico reator.
Neste sentido, dois processos tém sido descritos na literatura, o processo “Oxygen
Limited Autotrophic Nitrification Denitrificantion — OLAND”, que est4 baseado na
flexibilidade metabdlica das bactérias oxidadoras de ambénio (Kuai e Verstraete, 1998).
Outro processo € o designado “Completely Autatrophic Nitrogen-removal Over Nitrite
- CANON", que seria realizado por bactérias oxidadoras de aménio (BOA) e as
bactérias ANAMMOX, como Kuenenia stuttgartiensis e Brocadia anammoxidans. O
crescimento conjunto destes microrganismos permite que as BOA garantam um
ambiente livre de oxigénio e conseqlientemente as bactérias ANAMOX teriam a sua
atividade ndo inibida (Schmidt at. al., 2002). Na Tabdall.1l é apresentado uma revisdo
das principais condi¢cdes operacionais utilizadas nestes processos, bem como as
eficiéncias atingidas quanto &remoc&o de nitrogénio.

Tabela Il. 1: Carga volumétrica e remoc¢do de nitrogénio atingida pelos novos
processos hioldgicos de remocdo de nitrogénio heterotréficos e
autotroficos.

Cargade nitrogénio  Eficiéncia

Processo Referéncia
(gN/L.d) (%)
SHARON 0,63-1 76-90 Jetten et. al., 1999
ANAMMOX 0,46-2,63 88-99 Jetten et. al., 1999
OLAND 0,25 15-40 Kuai e Verstragte, 1998

CANON 3,708 40 Sliekerset. al., 2002
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11.2. Ciclo do enxofre

Em adicdo aos problemas causados no ambiente devido ao desequilibrio do
ciclo do enxofre, como chuvas &cidas, concentragdes elevadas de compostos de enxofre
podem também prejudicar a performance dos reatores bioldgicos no tratamento de
residuos. Como para outros poluentes, as primeiras tecnologias foram desenvolvidas
para a eliminacdo ou remogdo dos compostos de enxofre que impactam diretamente o
ambiente. Nos ultimos 20 anos, no entanto, as conversdes do ciclo do enxofre foram
utilizadas de forma mais racional, viabilizando processos para abater a polui¢do causada
por compostos e enxofre, metais pesados, xenobidticos e até por compostos do
nitrogénio, com oportunidades de recuperacdo destes compostos (Janssen et al.,
1995,1997; Lagas, 2000; Vallero, 2003).

Para melhor entendimento dos processos envolvidos no tratamento de residuos é
necessario aprofundar os conceitos envolvidos no ciclo natural do enxofre. As
transformacdes do enxofre na natureza sdo complexas, principal mente devido ao grande
nimero de estados de oxidacdo que este elemento apresenta, conforme pode ser
observado na Tabda I1.2 (Valero, 2003). Ao todo, sdo nove estados de oxidacdo do
enxofre na natureza, variando a valéncia deste composto de -2 até +6. Contudo, muitas
destas espécies quimicas apresentam-se na natureza em peguenas quantidades, ja que
algumas destas sdo intermediarias de reagGes bioquimicas, ou sua concentragdo esta
diretamente relacionada com as condi¢des ambientais encontradas, como pH, potencial
redox e temperatura.

Um composto cuja forma quimica é fortemente influénciada pelas condi¢des
ambientais é o sulfeto de hidrogénio. Em sistemas aguéticos, a composi¢éo do sulfeto
de hidrogénio é influénciada principal mente pelo pH, conforme as equacdes 11.9 e 11.10.
Em sistemas com baixo valor do pH (< 3), aforma predominante é aforma néo ionizada
H,S, enquanto que em valores superiores a 8, quase todo o sulfeto dissolvido esta

presente na suaformaionizada S.
H2S+H0 « HO" +HS Ki=1,0.107(20°C) 1.9
HS + O« H0'+S? K,=0,8.10%(20°0) 11.10
Os processos de tratamento usam os mesmos solidos insolGveis do enxofre, que

acumulam na natureza (CaSQ, minerais-sulfeto, $), para o abatimento de poluicéo

causada pelo enxofre, ja que a fase sdlida pode ser separada da fase liquida com
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facilidade. Tornase importante destacar que todas as formas gasosas do enxofre (ex.
H,S e compostos organicos sulfurosos volatels, como as mercaptanas) sdo toxicas,
corrosivas e apresentam forte odor. Portanto, a remogdo do enxofre de um efluente
liquido pela producdo de um produto final gasoso ndo é uma opcdo facilmente
justificavel, ao contréario dos ciclos do n itrogénio e do carbono, nos quais a producéo de
CO2/CH4 e Np, respectivamente, sdo os métodos mais comumente aplicados para as

remocoes.

Tabela I1. 2: Estados de oxidac&o dos compostos de enxofre (Vallero, 2003).

Composto Estado de Oxidacao
Enxofre Organico (R-S) -2
Sulfeto (H,S, HS, S?) -2
Disulfanos (H,S;), Polisulfetos (-$(S,)S-) -1
Enxofre Elementar (S°) 0
Diclorodisulfano (CI-S-S-Cl-) 1
Dicloro Enxofre (SCh) 2
Tiosulfato (S:05%) 2
Ditionato (S204?) 3
Diéxidod e Enxofre (S), Sulfito (SOs) 4
Dithionatos ($0s2), Sulfonatos (R-SOs?) 5
Triéxido de Enxofre (SOs), Sulfato (SO47) 6

Para compreender as transformacfes necessarias para o tratamento de residuos
sulforosos, é apresentado na Figura 1.6 o ciclo bioquimico do enxofre. Destacam-se
também, nesta figura, as transformacdes que estdo envolvidas nos processos utilizados
no abatimento deste poluente. Observase que, quando o sulfato estiver presente naagua
residudria a ser tratada, a primeira transformecéo que ocorre é a reducéo dissimilatéria
do sulfato (caixa azul). Ap6s, com a formacdo do sulfeto, a formagdo do enxofre

elementar podera ocorrer via oxigénio (caixa laranja, Fig. 11.6) ou via nitrato (caixa
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amarela, Fig. 11.6). Estes processos serdo mel hores descritos nos itens apresentados a
seguir.

NOZ_ NOZ_
NOs 2 "2 NOy [ M
» o

o, | |,C w
H,S | « SO,?
A
i g = ~
0, ||H,0 0, || H,0

Figurall. 6: Ciclo bioquimico do Enxofre (Etchebehere, 2005).
[1.2.1. Microbiologia e Bioguimica

O sulfato presente nas aguas residuarias pode ser utilizado como aceptor final de
elétrons na oxidacdo de compostos orgéanicos. Esta etapa € denominada de reducéo
dissimilatéria do sulfato, representada na Figura 11.6 pela caixa azul, sendo realizada
pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS). As BRS séo pertencentes a divisso ¢
Proteobacteria, s80 microrganismos gran-negativos (com agumas excecles) e
anaerobios. Estas bactérias so consideradas muito versateis e podem utilizar grande
variedade de substratos como, por exemplo: toda a cadeia de acidos graxos voléteis,
diversos acidos aromaticos, hidrogénio, diversos acoois, aglcares, aminoacidos e
outros compostos fendlicos (Madiganet al., 1997).

Estas bactérias podem ser divididas em dois grupos: (1) as que oxidam suas
fontes de elétrons até acetato, excretando esse composto como produto final de seu
metabolismo, e (2) as que oxidam suas fontes de elétrons completamente até CO,
(Madigan et al., 1997). Em adi¢do, existem também BRS autétrofas, que sdo capazes de
utilizar o hidrogénio como doador de elétrons. Apesar da grande variedade de doadores
de elétrons oxidaveis pelas BRS, o produto final do seu metabolismo é sempreo H,S. A
reducdo incompleta até S néo foi reportada até o momento. As BRS ainda podem
utilizar o nitrato (NO3) como aceptor de elétrons, reduzindo este até NH; (Widdel,
1988).
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Finalmente, na auséncia de sulfato as BRS também podem atuar como bactérias
fermentativas, permitindo com esta flexibilidade metabdlica sua sobrevivéncia em
reatores anaerébios sob condigdes de auséncia de sulfato (O’ Flaherty and Coll eran,
1999). Estas diferentes reacdes que as bactérias redutoras de sulfato podem realizar
estdo em parte apresentadas na Tabelall.3.

Tabelall. 3: Estequeometria e a energia livre de Gibbs da degradacéo anaerdbia
do propionato, acetato, metanol e hidrogénio molecular pelas BRS
(Fonte:Vallero, 2003) (DG® a 37°C em kJgmol).

Reacdes DG’  Equagdo
Proprianato
CH3CH,COOH™ +0.75 S0,*® CH,COO +HCO3 +0.75HS+ 025 HY  -37,7 .11
CH3CH2COOH + 1.75 SO4°® 3HCO;z + 1.75 HS+ 0.5 H" + 0.25 OH" -88,9 .12
Acetato
CH;COO + H,0® CH, + HCO5 -31,0 11.13
CH3COO™ + 0,7® HS + 2 HCOy -47,6 .14
Metanol
4 CH30H +3S04% ® 4HCO;s +3HS +4H0+H" -362,0 11.15
Hidrogénio
4H,+ 90, +H"® HS +4H,0 -151,9 11.16

Apbs a completa reducdo do sulfato pelas BRS, é necessdrio re-oxidar o H,S
formado até enxofre elementar, o que permitira a eliminagdo da polui¢éo oriunda dos
compostos de enxofre. Uma grande variedade de bactérias é capaz de oxidar o sulfeto
até o enxofre elementar ou até o sulfato. Bactérias fotosintéticas oxidadoras do enxofre
usam compostos reduzidos do enxofre como doadores de elétrons para a fixacéo
redutiva do diéxido de carbono (CO,) durante o crescimento fotalitotréfico, enquanto
que as bactérias do enxofre ndo fotossintéticas (chamadas de “colorless’) oxidam os
compostos do enxofre no crescimento quimiolitotréfico (Madigan et al., 1997),

conforme a equacéo 11.17.

2H,S+CO,+hv ® 2 +[CH,O] + HO .17
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Onde: hv representa o aceptor final de el étrons.

A maioria dos estudos sobre a oxidacdo do sulfeto concentra-se na atividade das
bactérias oxidadoras de enxofre “colorless’. Este grupo de bactérias usa o oxigénio
molecular como o aceptor final de elétrons (Eq. 11.18). Varias espécies deste grupo,
também sdo capazes de desnitrificar, utilizando o nitrato ou nitrito como aceptor final de
elétrons (equacdo 11.19) (Lens & Kuenen, 2001). Esta oxidacdo é realizada, por
exemplo, pelo género Thiobacillus espécies como T. denitrificans.

H,S+20,® 0,2 + 2 H' - 798.2 kJ/reaction 11.18

5H,S+8NO; ® 4N, +530,2 +4H,0+2H" - 35714 kdreaction 11.19

O produto final da oxidagéo € namaioria dos casos o sulfato (SO42). No entanto,
aoxidacdo do H,S ocorre em estagios, sendo que na primeira etapa de oxidagéo ocorre a
formaggo do enxofre elementar (S°), conforme apresentado na Equagéo 11.20. Para a
remocado de enxofre das aguas residuérias € importante que a oxidagéo do sulfeto de
hidrogénio sgja interrompida ap6s a formacdo do enxofre elementar, porque este
composto é um sdlido coloidal passivel de separacao.

2HS+0, ® 28 +20H D =-169,35 kJ.mol* 11.20

Para que ocorra a producdo seletiva de enxofre elementar em biorreatores
concebidos paratal fim, é necessario que o aceptor de elétrons (oxigénio ou, em alguns
€asos, 0 nitrato) seja o limitante do processo biol dgico. Caso 0 aceptor de el étrons esteja
presente em excesso, 0 sulfato serd preferencialmente o produto final (11.18 e 19), jaque

aenergialivre obtida por esta reagéo € superior adaoxidacdo parcial.
11.2.2. Desnitrificacdo Autotréfica

Como mencionado durante a introducdo deste capitulo, apds a apresentacéo
dos ciclos do nitrogénio e do enxofre, sera apresentada a interacdo entre estes dois

ciclos que é redlizada pelo processo de desnitrificacdo autotréfica via compostos
reduzidos de enxofre, realizada por microrganismos como T. denitrificans

Outras espéci es de microrganismos p resentes em diferentes ambientes naturais
tém a habilidade de oxidar compostos de enxofre com aredugéo do nitrato. Dentre estas
espécies destacam-se mais duas espécies de Thiobacillus (T. versutus e T. thyasiris), o
Thiomicrospira denitrificans, Beggiatoa sp. e Thiomargarita namibiensis Adicionasea

esta lista Thiosphaera panthotropha, que aém desta atividade, é capaz de utilizar o
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hidrogénio como doador de €elétrons e pode desnitrificar em elevadas concentracfes de
oxigénio (3,8 mgO,/L) heterotroficamente (Kuenen et. al. , 1992* apud Chazal e Lens,

2000).

Os trabalhos apresentados na literatura, que reportam o uso de T. denitrificans
para o tratamento de residuos, seguiram dois caminhos distintos. O primeiro apresentou
a aplicagdo da agdo metabdlica deste microrganismo para o tratamento de gases
contendo H,S, sendo este composto transformado em sulfato sob condicGes aerdbias e
anaerdbias (Sublete e Sylvester, 1987a). O segundo caminho apresenta a aplicagédo de T.
denitrificans para o tratamento de agua para consumo humano, pelo processo de

desnitrificacdo autotréfica (Zang e Lampe, 1999).

Contudo, com o desenvolvimento dos conhecimentos sobre a fisiologia e a
bioquimica de T. denitrificans asua aplicagdo em processos foi estendida a outrosfins,
como o tratamento de &guas residuarias. As maiores alteragdes no metabolismo de T.
denitrificans ocorrem devido as mudancas nas quantidades de aceptor de elétrons, que

podem inibir alguns estégios do processo de oxidagéo.

Segundo Briise et. a. (2000), a rota metabdlica para a oxidagdo do tiossulfato
pode ser representada pela Figura I1.7, que apresenta a formacdo do enxofre elementar
no espaco periplasmico, entre as membranas celulares. Notase que, além do enxofre
elementar e do sulfato (principais produtos), existe uma grande variedade de compostos
intermediarios. Na limitagdo de aceptor de elétrons, as reagdes 1 e 2 (indicadas na Fig.

[1.7) sdo inibidas e a célula acumula o enxofre elementar.

Quando sdo observados os estados de oxidacdo do enxofre (Tabela I1.2), nas
suas diferentes espécies quimicas, nota-se que o enxofre na forma de tiossulfato (estado
de oxidagdo +2) é mais oxidado que o enxofre elementar (estado de oxidagdo, 0).
Assim, para a formagdo do enxofre elementar no interior da célula, a partir do

tiossulfato, € necessério uma etaparedutiva, apresentadanaFig.1.7.

A enzima tiossulfato redutase € reportada como uma das responsaveis para o
passo de clivagem do tiossulfato. Acredita-se que esta enzima converta o tiossulfato
para sulfeto, o qual, cono o sulfeto exdgeno, é posteriormente oxidado a enxofre

elementar no préprio periplasma. Assim, este enxofre elementar é estocado dentro do

! Kuenen J. G., Robertson L. A. e Tuovienen O. H. (1992). The genera Thiobacillus, Thiomicorspira e Thiosphaera;

In balows A, Triper HG, Dworking M, Harder W & Shiefer (Eds) The Prokaryotes, VVol. 111, 2638-2657. Springer -
Verlag, New York.
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periplasma, mantendo a concentragdo de sulfeto préxima a zero (Schedel e Triper,
1980).

Em experimentos utilizando processos descontinuos, realizados com T.
denitrificans em uma relacdo 2,8 g S-S,03/g N-NOs (doador / aceptor de elétrons), foi
observado um deposito transiente de enxofre elementar no interior da célula sob uma
forma reativa, até que todo o tiossulfato (doador de elétrons) tivesse sido consumido.
Neste momento, a velocidade de oxidacdo do enxofre elementar a sulfato aumentou,
atingido o seu valor méaximo (Schedel e Triiper, 1980). Durante o acimulo de S, foi
detectada a excregdo deste composto da célula, formando o polissulfeto S, que é
insolivel no meio aquoso e normalmente € depositado sobre a superficie da célula. A

presenca desta molécula é caracterizada pela coloragcéo amarela alaranjado.

Meio SO4'2 8203'2 HS
A C ®
7 8203'2 HS
1
Membrana S0,2 Periplasma
Celular HSO3' <0
N 2

Citoplasma 304-2 HSOs- HS

Figurall.7: Formagdo do enxofre elementar na membrana celular (Figura adaptada de
Briise et. al., 2000)

Recentemente foi apresentada a estequiometria da formacdo de enxofre
elementar sob condicdes andxicas, utilizando o nitrato como aceptor final de elétrons,

gue esta apresentada naequacdo 11.21aseguir (Wang et. a., 2004).

5HS +2NO;y +7H*® 59+ N,+6H0 DG = -1151 kimol® .21

Além dainfluéncia da relagdo doador / aceptor de elétrons sobre a oxidacédo do
enxofre, alguns autores tém demonstrado que a redugdo do nitrato ou nitrito é também
influenciada por esta relagdo. Em baixos val ores darelagéo doador / aceptor de elétrons
a reducdo do nitrato ou nitrito ocorre parcialmente, com a formagdo e acumulo de
intermediarios como NO e N2O. Em valores altos, a reducdo do nitrato e nitrito ocorre

até aformagéo do amdnio, e ndo somente até N,. Os principais resultados atingidos com
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areducdo do nitrato aamdnio, durante a desnitrificagdo autotrofica, foram obtidos com
a utilizac&o do H,S como substrato (Brunet et. a., 1996).

Muitos dos microrganismos envolvidos na desnitrificacdo autotréfica sdo
facultativos, pois, aém do nitrato, podem utilizar o oxigénio como aceptor de elétrons,
como ja mencionado. Justin e Kelly (1978), em estudos fundamentais, realizaram o
crescimento de T. denitrificans em biorreator laboratorial, sob condi¢des continuas de
cultivo, submetido a diferentes concentragbes de oxigénio dissolvido. Os autores
observaram que a atividade desnitrificante via nitrato so foi observ ada nas culturas que
cresceram em condicdes anaerdbias, enquanto que a atividade via nitrito foi observada
apls uma etapa de adaptacdo (fase lag) em média de 0,5 a 1 hora. Este fato foi
relacionado com a presenca das enzimas nitrito e nitrato redutase, que foram
sintetizadas em concentragBes de oxigénio inferiores a 2,9mgG,/L e a 0,4mgO,/L,

respectivamente. Estes resultados podem ser observados naFigurall.8.

50
00 04 05 1,7 28 29 41 4,7 56 6,8
02 (mg.L")
B Nitrato redutase O Nitrito redutase
Figurall. 8: Atividade enzimédtica de nitrato redutase e nitrito redutase em funcéo da

concentracdo de oxigénio. (Dados experimentais de: Justin e Kelly,1978).

Com estes resultados, parece que 0 crescimento deste microrganismo em
ambientes microaerados pode ser uma alternativa tecnolégica interessante. Devese
observar que, nestas mesmas condicBes, a oxidagdo parcial do ambnio pode ser
realizada, como anteriormente apresentado. Com estas informacfes da literatura, pode

ser imaginada a completaintegracéo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre.

Esta integracdo poderd ser feita em ambientes microaerados e andxicos. Numa
primeira etapa microaerada ocorre a formagdo do nitrito, pela oxidacdo parcial do

nitrogénio amoniacal e também a oxidacdo do sulfeto. Numa etapa posterior anaerébia,
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o sulfeto residual, ou uma fonte externade sulfeto, serd oxidado vianitrito, formado na
etapa anterior, permitindo a desnitrificagdo deste nitrogénio. As reacdes que compdem
esta integracdo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre estdo apresentadas na Tabela ll.4.
Destaca-se ainda que, se a quantidade de aceptor final de elétrons for limitante, as

reacOes de oxidag&o do enxofre podem ocorrer somente até o enxofre elementar e ndo a

sulfato.

Tabela I1. 4: ReagBes catabdlicas envolvidas na integracéo dos ciclos do nitrogénio e

do enxofre.
Etapa do processo Reacéo Equacéo
H,S+20,® 0,27 +2H" 11.18
Microaerada 55NH;" + 76 O, + 109 HCO; ® CgH,NO, +
54 NO; + 57 H,0 + 104 H,CO5 o
Anaerdbia 3H,S + 8NO, + 2H' ® 3390,% + 4N, +4H,0 11.22

11.2.2.1. Processos de Tratamento

A aplicagdo do metabolismo & T. denitrificans ao tratamento de residuos
iniciou-se na década de 80, pelo processo de dessulforizacdo. Apds, a sua
potencialidade bioguimica de desnitrificagéo foi observada e aplicada ao tratamento de
aguapotavel.

Os problemas relativos a baixa velocidade de crescimento tém sido contornados
pela utilizacdo de processos com retencdo celular, pelo crescimento aderido ou com a
utilizacdo de sistemas sofisticados de separacéo de sdlidos (Koengi e Liu, 2001; Kimura
et. a., 2002).

O desenvolvimento de sistemas de tratamento, aplicados ao processo de
desnitrificagdo autotrofica, tem sido em reatores de leito fixo usando o enxofre
elementar () como meio suporte. Este processo tem sido aplicado normalmente ao
tratamento de aguas contendo um residual de nitrato na sua composicao (Zang e Lanype,
1999). Outros tipos de reatores e aplicagdes do processo de desnitrificacdo podem ser
observadosnaTabelall.5.
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Tabela Il. 5: Processos envolvendo T. denitrificans aplicado ao tratamento de aguas
residuarias. Fonte: Adaptado de Lens e Hulshoff, 2000.

Natureza da Agua | Caracteristicas da operacéo . )
o Observactes Referencia
Residuéria do reator
Desnitrificacao completa
Crescimento fixo em Enxofre{com 3 horas de TRH e
Efluente de tanque ) .
o i elementar; inéculo foi  T.|[producdo de 90 mg SSO4/L. |
séptico com agua de o Sikorae
) ) ) denitrificans ATCC  23642; [Os autores assumem que a
torneira e enriquecido Keeney (1976)
Reator operado como fluxo | completa desnitrificacéo
com 40 mg N-NOs/L ) )
continuo & 23 °C. poderia ocorrer a 5°C, entre
TRH de 1,5 a 2 dias.
Reator de fluxo continuo [A completa desnitrificacdo
alimentado com sulfeto/ Oxido de | foi atingida na presenca tanto
| Célcioecomcrescimentofixoem [de  sulfeto e  enxofre
Agua residuéria Driscoll e
o enxofre elementar; Inoculado | elementar. Os tamanhos das | . )
sintética com 25 —50 ) ) Bisogni
com cultura enriquecida de T. |particulas de enxofre
mg N-NOs/L (1978)
denitrificans a  partir  de|elementar influénciaram o
tiossulfato; Reator operado a 20 | THR minimo que poderia ser
°C. aplicado.
Reator de leito fluidificado
usando tiossulfato ou enxofre
) elementar com substrato, sendo A desnitrificaggo  com Matsui e
Agua residudria operado & 20 °C. Foi inoculado tiossulfato foi estavel ao Y amamoto
sintética com esgoto doméstico e a partida contrario da desnitrificacdo (1986)
do reator foi feita com tiossulfato | V'® enxofre elementar,
Demonstrou o potencial de
licacdo ara  efluentes
Reator de leito fixo com enxofre ap. % P
. o~ |SAlinos (30 g/L de NaCl),
elementar, operado a 20 °C; g Sant’ Anna et.
A S dudri operando com uma carga
Aguaresidudria de Inoculado com T. denitrificans P g al. (1996)

coluna de troca idnica

enriquecido com tiossulfato.

nitrogenada de 1 Kg N-
NO4m3d, atingindo 90% de

desnitrificagdo

Contudo,

principalmente nos processos com crescimento aderido,

a

potencialidade de utilizacdo plena da variedade metabdlica & T. denitrificansfica

limitada ao processo de desnitrificagcdo ou a oxidagdo total dos compostos reduzidos de
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enxofre (formagdo do sulfato). Nestes tipos de processos elimina-se a possibilidade da
aplicagdo da oxidagd@o parcial de compostos reduzidos de enxofre (H,S e S05) a
enxofre elementar, o que caracterizaria a remoc¢ao bioldgica do enxofre. Desta forma, o
enxofre elementar formado no interior das células ndo sera removido do reator, pois a

biomassa estarafixano leito do sistema.

Poucos processos tém sido desenvolvidos no sentido da formagdo do enxofre
elementar durante o processo de desnitrificagdo autotrofica. Assim, acredita-se que a
potencialidade de aplicac&o de microrganismos como T. denitrificans sefamaior do que

esta apresentado pelaliteratura até o presente momento.
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CAPITULO Il —OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O principal objetivo deste trabalho é promover adiminacdo biolégica do
nitrogénio via a integracdo dos ciclos do nitrogénio e enxofre, pela agdo das
bactérias oxidadoras de amonio e das desnitrificantes autotréficas, como T.
denitrificans, sob aeracdo intermitente.

Objetivos Especificos:

Determinar as condicBes ambientais favordvels para o crescimento de uma
cultura pura de Thiobacillus denitrificans, nas quais se tenha velocidade de

crescimento expressiva concomitantemente atividade de desnitrificacdo
autotrofica;

Verificar a influéncia da relagdo doador de elétrons (tiossulfato) e aceptor

(nitrato) na oxidago do tiossulfato, durante a desnitrificago autotrofica;

Estabelecer em reator SBR Sequencing Batch Reactor), contendo a cultura
mista de células selecionadas (Nitrificantes / Oxidadoras de tiossulfato), a
eliminacdo autotrdéfica de nitrogénio, identificando o comportamento fisiol gico
dos microrganismos e a potencialidade de remocdo, em um ciclo de aeracéo

intermitente e diferentes rel agdes de nitrogénio amoniacal e tiossulfato.

Avdiar a comunidade de microrganismos presentes no reator SBR,
identificando as principais espécies e ou grupos envolvidas no processo
proposto, pelatécnicade Hibridizagdo i n-situ por fluorescéncia - FISH
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CAPITULO IV — MATERIAIS E METODOS

IV.1. Estratégia de a¢éo

A metodologia utilizada para atingir os objetivos tracados estd composta de
estudos das caracteristicas de crescimento, usando uma cultura pura de Thiobacillus
denitrificans e, paralelamente, o estabelecimento do processo proposto neste trabal ho,
com a eracdo do reator SBR inoculado com a cultura mista de microrganismos

nitrificantes e oxidadores de enxofre.

O desenvolvimento do trabalho referente a cultura pura (CP) tem como objetivo
aprofundar os conhecimento sobre T. denitrificans que se imagina ser o microrganismo
responsavel pela integragdo dos ciclos de enxofre e nitrogénio, sendo de fundamental
importéncia para este novo processo. Assim, 0s primeiros experimentos foram feitos
para avaliar a influéncia da composicéo do meio de cultura (indicado pelo ATCC) no
Seu crescimento, mais especificamente a adicdo de extrato de levedura, como

suplemento alimentar, e aadicdo de glicose.

Com as condicbes de crescimento determinadas, a etapa seguinte foi
desenvolvida com o intuito de observar o efeito da adic¢do de tiossulfato no balango de
enxofre durante o crescimento de T. denitrificans. Para isto, foram realizados ensaios
com a cultura pura de Thiobacillus denitrificans (ATCC 23642), em diferentes

concentracdes de tiossulfato de sddio (doador de el étrons) e de extrato de levedura.

O estudo da cultura mista (CM) no reator SBR foi iniciado com o
desenvolvimento das células oxidadoras de amdnia e das oxidadoras de enxofre. Esta
etapa foi realizada por meio da adic8o de concentragdes de nitrogénio amoniaca e
tiossulfato como Unicos substrato ao indculo utilizado, sob aeragdo continua (100%
aerobio). Este ensaio foi realizado simultaneamente aos experimentos com a cultura
pura (CP).

O estabelecimento do processo proposto neste trabalho iniciou-se com a
caracterizac8o do processo sob aeracdo continua e, apds, foi aplicado um ciclo de
aeracdo de 15 minutos e 45 sem aeracdo, a fim de estabelecer a oxidagéo parcia da

ambdnia e adesnitrificacdo autotrofica. Apds o estabelecimento do processo, foi alterada
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a relacdo entre nitrogénio amoniacal e tiossulfato, com o objetivo de otimizar-se a
eficiéncia de remoc&o de nitrogénio e, se possivel, realizar a oxidagdo parcial do
enxofre. Com a intencdo de obter a melhor performance do sistema experimental,
durante a operacdo do reator SBR, foi necessario substituir o ciclo de aeracdo utilizado
(15 minutos com aeracdo e 45 sem aeragdo) por um ciclo com periodos sem aeracdo
mais longos, j& que nesta nova condi¢do, periodos aerados com vazdes de ar maiores
foram utilizadas. Este novo ciclo de aeragcdo era composto de periodos de 15 min, de
aeracdo e 60min, sem aeracéo.

IV.2. Ensaios com a cultura purade T. denitrificans

IV.2.1. Microrganismo e Meio de cultura

Neste trabalho uma cultura pura de Thiobacillus denitrificans ATCC 23642, foi
utilizada nos experimentos que avaliaram a influéncia das condigbes ambientais na
atividade deste microrganismo. Um estoque desta cultura de células foi mantida em
placas de Petri, contendo o meio indicado pela ATCC, adicionado de agar, conforme a
Tabda IV.1. Estas placas foram mantidas sob condicBes assépticas em um ambiente
refrigerado, na temperatura de 5°C, por no méximo 3 meses. Apos este periodo, novas
placas eram confeccionadas e uma parte da cultura anterior era transferida para estas

novasplacas de petri.

A partir destas placas de Petri, contendo T. denitrificans foi possivel padronizar
a condicdo fisiolégica do microrganismo, para posterior utilizagdo destes nos
experimentos realizados. Assim, antes do comego de cada experimento, era realizada
uma raspagem das células de uma dessas placas de Petri e parte dos microrganismos
nela presentes, era transferida para um tubo de ensaio, contendo 5mL do meio liquido
ATCC, sem o agar (Tabela IV.1). Este tubo de ensaio era entfio mantido a 30°C, numa
incubadora, para crescimento e adaptacdo de T. denitrificans ao meio liquido.

Decorrido este tempo de uma semana, 2,5 mL do meio de cultura do tubo de
ensaio, contendo T. denitrificans eram utilizados cono pré-indculo. Este volume foi
transferido para um erlenmeyer, contendo 22,5 mL do meio ATCC (Tabela I1V.1),
adicionado de extrato de levedura, de modo que a concentracdo deste composto fornesse
DQO de 250 ng/L. Estes erlenmeyres eram mantidos a 30°C, por um periodo de 12
horas, tempo suficiente para que o microrganismo atingisse a fase exponencial de

crescimento.
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TabealV. 1: Meio de culturaindicado pela ATCC.

Concentragéo
Composto

9L)
N&a2$03.5H20 15,6

NaNGs 5
NaxHPO4 1,2
KH,PO4 1,8
MgS0,.7H,0 0,1
(NH4)2S04 0.1
CaCl, 0,03
FeCl; 0,02
MnSO, 0,02
NaHCO; 0,5
Agar 100

O exato controle deste tempo foi realizado pelo acompanhamento do valor da
absorbancia medido no comprimento de onda de 460nm, conforme indicado por Justin e
Kelly (1978). Quando o valor da absorbancia fose de 0,25, a cultura de células
presentes no erlenmayer estava no meio da fase exponencial de crescimento e pronta
para ser utilizada como in6culo nos experimentos. Com este controle, a quantidade de
microrganismos utilizados como inéculo foi padronizada, ja que o valor da absorbancia

éfuncdodo valor da concentracdo celular.

A quantidade de indculo utilizada nos experimentos realizados neste trabal ho foi

de 10% do volume total do experimento.
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1V.2.2. Plangjamento Experimental

O primeiro estudo envolvendo a cultura pura (CP) foi realizado no intuito de
estabelecer as melhores condicBes de crescimento para T. denitrificans, que compreende
os experimentos CP 01, CP 02, e CP 03, nos quais duas diferentes fontes de carbono
(suplementos alimentares - glicose e extrato de levedura) foram ensaiadas, mantendo-se
um mesmo teor inicial de DQO (Demanda Quimica de Oxigénio). Apos, alterou-sea
concentracdo da fonte de carbono que influenciou o crescimento, compreendendo os
experimentos CP 04 até CP 09. As condi¢Bes experimentais de cada ensaio estdo
apresentadas na Tabela 1V.2. Durante estes ensaios, a mesma concentragdo de
tiossulfato (doador de elétrons) e nitrato (aceptor de elétrons) foram mantidas, nos
valores de 300 mgSS,0s/L e 300 mgN-NGs/L, respectivamente. As concentragdes de
macro e micronutrientes foram mantidas iguais as do meio de cultura (Tabela IV.1),
indicado pela ATCC, descrito anteriormente.

Tabda V. 2: Composic&o dos meios utilizados nos experimentos.

[Extrato de

Experimento L everdura]’ [Glicose]*
CP 01 0 0
CP 02 500 0
CP 03 0 500
CP04 0 250
CP 05 0 100
CP 06 0 50
CP 07 1000 0
CP 08 250 0
CP 09 100 0

! — concentracdo como DQO, em mg O5/L.

Para a formulacéo dos diferentes meios utilizados nestes experimentos (CP 01
até CP 09) tinhase uma solucdo estoque de tiossulfato de sddio (0,1N), de nitrato de
sodio (3gN-NaNOs/L), de extrato de levedura (3gDQOI/L) e de glicose (3gDQOIL).
Para cada experimento, era calculado o volume necessario destas solucfes estoque, para
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gue as condices experimentais (Tabela IV.2) fossem atingidas. Estes volumes eram
adicionados ap meio de cultivo, apresentado na Tabela 1V.1 (sem agar, tiossulfato de

sbdio e nitrato de sdio).

Somente o tiossulfato de sédio foi adicionado separadamente dos demais
compostos e somente apds 0 meio anterior, contendo NaNOs, extrato de levedura ou
glicose, e macro e micronutrientes (Tab. IV.1), terem sido esterilizados em auto-clave a
121°C, por 15 minutos. A adicZo do tiossulfato de sodio estéril foi realizada com o uso
de membranas de filtracdo de 0,2mm de porosidade, procedimento este realizado em

camara de fluxo laminar, previamente esterilizada.

Estes experimentos foram realizados em tubos de ensaio, de 28 mL de volume
total, com tampa de rose@. Nestes tubos eram colocados 22,5 mL do meio de cultivo
descrito anteriormente, nas concentragcdes apresentadas na Tabela 1V.2, e 2,5mL do
inoculo descrito no item 1V.2.1. A temperatura dos experimentos foi de 30°C e o pH
final do experimento era de 7,5, 0 mesmo do meio de cultivo. Um Shaker, da marca
TECNAL, modelo TE 420, foi utilizado nestes experimentos, operado em uma rotacdo
de 150rpm.

A cada 4 horas, trés dos tubos de ensaio, inoculados com T. denitrificans era
retirado do Shaker. Primeiramente, 0 meio de cultivo era filtrado em membrana 0,2mm

e, apos, procedia-se aan dlise de solidos suspensos totais (SST), nitrato e sulfato.

O segundo estudo envolvendo a cultura pura (CP) foi realizado com o intuito de
verificar a influéncia da concentraco de tiossulfato na fisiologia de T. denitrificans
tendo -se como resposta as alteracdes ocorridas no balango de enxofre apds o periodo de
5 dias de experimento. Simultaneamente, a influéncia da concentracdo de extrato de
levedura foi estudada, pela adi¢do deste composto aos experimentos, juntamente com o
tiossulfato. Assim, tevese a resposta de como estas duas variaveis influenciam na
fisiologia de T. denitrificans A concentracdo de nitrato inicial foi de 300mgN-NOa/L,

paratodos os experimentos.

Para isto, foi construido um plangjamento experimental estatistico, tipo

“estrela’, com duas variaveis (fatores), onde o nivel inferior destas varidveisfoi -1,41 e
o superior foi +1,41, sendo que estes valores representam a distancia destes niveis ao

ponto central (0). A distancia entre um nivel e outro é definida pelo nimero de fatores
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(varidveis) em estudo, pelarelacdo: (2') V4 Neste planejamento, o experimento realizado
na condicao central, onde o nivel dasvaridveiserade0, foi feito em triplicada.

Para definicdo do valor da concentragcdo de tiossulfato ou extrato de levedura
gue representa cada nivel (+ ou - 1,41) € necessé&rio conhecer qual € o maior e 0 menor
valor desta concentragdo que desgjase estudar. No caso do tiossulfato de sodio,
desgjavase iniciar 0 estudo numa concentragdo de 300mg/L de SS0; e finaizar em
uma concentragdo em que houvesse limitagdo do aceptor de elétrons, imaginando-se a
estequiometria da desnitrificac8o autotrofica apresentada na equagdo 11.21. Assim,
definiu-se que o interv do entre o nivel -1,41 até o ponto central (nivel 0) representaum
aumento no valor da concentracdo de tiossulfato de 469mgS-S,0Os/L. Desta forma,
pode-se determinar as concentragcdes para os demais niveis exigidos pelo planegjamento
experimental. Os niveis das concentragdes de tiossulfato e extrato de levedura utilizado
nos experimentos estdo apresentados na Tabela 1V.3 e as condi¢Bes experimentais dos
ensaiosrealizados, naTabelalV .4.

Tabela V. 3: Niveis das concentragdes de tiossulfato e extrato de levedura.

Concentragéo
Nivel S$S,05 Extrato de Levedura
(mg/L) (mg/L)

-1,41 300 0

-1,00 436 101

0,00 769 249

1,00 1102 351

1,41 1239 499

Estes experimentos foram realizados conforme descrito anteriormente, para o
primeiro estudo realizado com a cultura pura. A Unica diferenca € que ndo houve a
retirada de tubos de ensai o em diferentes tempos de experimento, ja que ndo se desgjava
realizar um estudo cinético.

Para a avaliagdo destes experimentos, foram determinadas as variagdes das
concentragOes de tiossulfato de sddio e sulfato, podendo-se, assim, determinar o efeito
destas variaveis sobre o balanco de massa A Equacdo 1V.1 apresenta o balango de
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enxofre, que indica a quantidade de enxofre ndo detectado analiticamente (S %),
determinada pela diferenca entre o tiossulfato oxidado (S-S;03; —S-S;0; ¢) € 0 sulfato

produzido.

((S‘ Szosi)‘ (S' Szosf))' (S' SOM)

S(%) =

*100

((S' Szo3i) - (S' Szosf ))

onde: S-S,0;5; = concentragdo detiossulfato no inicio do experimento (mgSS,0s/L);

S-S,0; = concentracdo de tiossulfato no final do experimento (mgSS,0s/L);
S-S0, = concentraggo de sulfato no final do experimento (mgS-SO,%/L).

TabelalV. 4: Condiges experimentais dos ensaios do planejamento estatistico.

Experimento

CP 10
CP11
CP12
CP 13
CP 14
CP 15
CP 16
CP 17
CP18
CP 19

CP 20

Tempo
(dias)
5

5

S203

-1,00
-1,00
1,00
1,00
-1,41
1,41
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

DQO

-1,00
1,00
-1,00
1,00
0,00
0,00
-1,41
1,41
0,00
0,00

0,00
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IV.3. Ensaios com a cultura mista — Operacdo do Reator SBR
IV.3.1. Microrganismos e Meio de cultura

Como inoculo para o reator SBR utilizouwse uma cultura mista de
microrgani smos oxidadores de aménia e de tiossulfato, selecionados a partir de um lodo
de um sistema de tratamento de esgoto sanitario, da estagédo de tratamento da cidade de
Florianopolis, da companhia de saneamento local (CASAN — Companhia Catarinense
de Aguas e Saneamento).

A etapade selecdo dos microrganismos foi constituida da operacao de um reator
SBR, de 20 L de volume util, operado com umtempo de residéncia hidraulico (TRH) de
10 dias, em que os principais substratos foram a aménia e o tiossulfato. Desta forma,
imaginaya-se que somente 0s microrganismos que sdo aptos a oxidar estes compostos
tiveram a oportunidade de crescer no reator. O pH foi controlado no valor de 7,5, pela
adicdo de NaOH (10% p/v), e a temperatura do sistema foi mantida préxima a 30°C,
pelo uso de uma resisténcia termostatizada, da marca ATMAN, modelo AT50w. O
oxigénio foi suprido ao reator através da rede local de ar comprimido e dispersado no
meio liquido por uma pedra porosa. Estas condi¢des permitem também, a agitacdo do
sstema

O meio de cultivo utilizado estd descrito na Tabela 1V.5, sendo que a
concentragdo de NH4" e de SOs, durante o procedimento de obtenco do indculo,
foram crescentes. Partiu-se de uma concentragdo de 50 mgN-NH,4/L e 50 mgS-S,0s/L e
estes valores foram aumentados até que a concentracdo de ambos atingisse 200 mg/L de
N-NH4 ou de S$S,0s.

Tabela 1V.5: Composi¢do do meio de cultivo utilizado na operacéo do reator SBR.

Concentragdo
Composto
(glL)
Na;$,03.5H,0 0,8
NH4CI 0,8
KH2PO4 0,125
MgS04.7H20 0,046
NaHCO; 3
NaCl 0,5

Micronutrientes 0,4ml/L
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Este meio de cultivo (Tab. 1V.5), utilizado para a obtencdo do inéculo e para a
operagdo do reator SBR, € basicamente o indicado por Campos et. a. (1999),
adicionado-se o tiossulfato de sodio e aterando-se a quantidade de bicarbonato, afim de
tamponar o valor do pH do eator em 7,5. A concentracdo do tiossulfato de sddio,
apresentada na Tabela IV.5, refere-se & concentragéo da primeira condicdo experimental
aplicada no reator SBR (vide Tabela IV.7). Somente esta concentracdo foi aterada nas
condic¢des experimentais seguintes.

A solugdo de micronutrientes utilizada na formulacdo da &gua residuéria
sintética esta apresentadana TabelalV.6.

Tabela V. 6: Solugdo de micronutrientes proposta por Campos et. al (1999)

Concentragdo
Composto
(glL)
EDTA 50

(NH4)6M 07024 1,036

MnCl, 3,220
ZnSOq4 12,354
CaCl, 5,540
CoCl2 0,880
CuSOq4 1,004
FeSO4 2,728

IV.3.2. Sistema Experimental

O reator utilizado no desenvolvimento do processo de desnitrificacdo
autotrofica, via a integragédo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre, foi construido de 2
tubos de acrilico concéntricos, com didmetro de 15 e 18 cm, fixados em uma placa de
vidro, de modo a formar uma camisa de aguecimento no espaco entre os cilindros de
maior e o de menor didmetro. A aturados cilindos erade 18cm cadaum. Nacamisade
aquecimento, agua era recirculada para manter a temperatura do sistema préxima a

30°C. Esta 4gua era aguecida por um banho termostatizado.
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No tubo interno de acrilico, foram fixadas quatro haletas na borda interna deste
tubo, para garantir melhores condicdes de agitagdo no reator. Um agitador magnético,
da marca Fisaton, foi utilizado durante toda a operacdo do reator SBR. A rotacdo foi
mantida constante em 300 rpm. Na FiguralV.1 pode ser observado umafoto do sistema

experimental utilizado neste trabal ho.

" — [
FiguralV.l: Sistemaexperimental utilizado para o estabel ecimento do processo de

nitrificacdo autotrofica e nitrificagéo parcial.

A dimentacdo do reator foi feita durante um ciclo de 23,5 horas, sendo
distribuida uniformemente durante este periodo. O periodo de sedimentacéo
correspondeu a 0,5 hora, completando um ciclo de 24 horas de operacéo deste sistema.
A cada ciclo eram alimentados 1L da dgua residuéria sintética. Ao final de cada ciclo,
este volume de alimentacéo era retirado do reator e o volume reacional retornava ao
valor inicial de 1L. Assim, o tempo de retencdo hidraulica (TRH) do sistema foi de 48

horas.

A adicdo de oxigénio no sistema foi realizada intermitentemente durante as
condi¢Bes Il a1V, utilizando-se um temporizador (“timer”) como o controle do tempo
aerado. Porém, mesmo durante o periodo em que o reator ndo era submetido aaeragéo,
0 conjunto das caracteristicas geométricas do reator, da agitagdo fornecida e do tipo de
alimentacdo praticado, possibilitou uma transferéncia de oxigénio pela superficie do
liquido presente no tubo interno do reator. Esta transferéncia de oxigénio foi
quantificada em diferentes volumes do reator, variando de 1 a 2 litros, pda adicdo de

diferentes volumes da &gua residuéria sintética. Desta forma, tevese a variagdo do
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coeficiente de transferéncia volumeétrico de oxigénio (KLa) com o volume do reator, que
esta apresentadanaFiguralV.2.

Em cada batel ada adicionada ao reator, a concentracdo de oxigénio do meio era
reduzida até um valor préximo a zero, pelo borbulhamento de um gés inerte (Argdnio,
98% de pureza). A concentragdo de oxigénio foi medida pelo oximetro, marca WTW,
modelo OXI 340 / SET. ApGs este procedimento, eram mantidas as condi¢es de
agitacdo em que o reator foi operado e, entdo, iniciavase o registro dos valores da

concentracdo de oxigénio dissolvido do liquido.

A partir destes valores, o coeficiente de transferéncia volumétrico de oxigénio
foi determinado, conforme o procedimento proposto por Schmidell e Zdradek (2005).
Quando ndo existe 0 consumo de oxigénio, estes autores propdem utilizar a equacéo
IV.2 para esta determinacdo, que correlaciona os valores da concentragdo de oxigénio
dissolvido, com os valoresdo K| A e o tempo do experimento.
6E(OZSAT . 021) 9

INC———"=K_A*t V.2
S(OZSAT - 020) Eg
Onde: Oz0 = concentragdo de oxigénio no inicio do experimento (t = 0) (mg/L);

0T = concentracdo de oxigénio na saturacdo, cujo valor de 7,5mg/L foi
estimado (APHA, 1995);

Oy =concentrag@o de oxigénio no tempo t; et € o tempo de experimento (mg/L);
KLA = coeficiente volumétrico de transferénciade oxigénio (h %);

t = tempo (h).
14

y= 3,21626-0,963&
R® = 0,9946

12

1_
< 0,8'
v £
0,6
04

0,2 1

0 T T T T
1 1,2 14 1,6 18 2

Volume do Reator (L)
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FiguralV. 2: Variag8o do valor do KLA em relagdo ao volume do reator SBR.

Com estes resultados, foi construida a Figura V.2 e determinada a relacéo entre
o valor do K. A e o volume do reator, pela equacdo exponencial apresentada nesta
figura. Com esta relacdo foi possivel considerar a transferéncia de oxigénio na
quantificacdo das velocidades de respiracdo (descritas no item 1V.3.6), bem como na
quantificacdo do oxigénio consumido nos diferentes “pseudos’ estados estaciondrios

atingidos com a operacéo do reator SBR.
IV.3.3. Plang amento Experimental

Inicialmente, o desempenho do reator foi avaliado sem limitagdo de oxigénio
(Condicéo |I) e com a limitagdo de oxigénio, através da aplicacdo de um ciclo
intermitente com 15 minutos de aeracdo e 45 sem aeracdo (Condicdo 11). ®m estes
resultados, foi possivel estabelecer parte do processo e na sequéncia destes
experimentos, foram pesquisadas em diferentes relagdes de tiossulfato e aménia. Os
valores da concentragcdo de tiossulfato e de nitrogénio amoniacal para as condi¢des

ensaiadas estdo apresentados na TabelalV.7.

Com os resultados atingidos com a condi¢do Il e Ill-1, observou-s= a
necessidade da prética de vazdes maiores de ar. Assim, a vazdo de ar foi aumentada de
0,3 L/min para 1,5L/min de ar. Neste momento, o ciclo de aracdo foi alterado para 60
min. sem aeracdo e 15 min. aerado, durante as condi¢fes I11-2 elV.

Tabela V. 7: Condigdes operacionais aplicadas no reator SBR

[N-NH4] [S-S205] Tempo de operagéo

Condicdo
(mglL)  (mg/L) (d)
|
190 200 80
(Sem Limitacéo de Oy)

) . ) 230 200 80

(45min. sem e 15min. com aeracao)
-1 236 350 40

(45min. sem e 15min. com aeracao)
_ -2 236 350 40

(60min. sem e 15min. com aeracao)
v 247 500 60

(60min. sem e 15min. com aeragao)
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Em cada condicao, foi avaliado o desempenho do reator através das analises do
consumo dos substratos e producéo dos produtos, pelos balangos de massa, além das

medidas cinéticas de consumo de oxigénio (respirometria) e da medida da atividade
desnitrificante vianitrato e nitrito.

IV.3.4. Determinagdes analiticas
1V.3.4.1. Determinacdo de amonia

A determinacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal foi realizada pelo
método de Nessler, apresentado por Vogel (1981). A metodol ogia consiste da adicéo de
0,1mL do reativo de Nessler a 5mL da amostra. Ap6s 10min, é formado o produto da
reacdo do aménio com o reativo, que possui uma cor amarelo-alaranjado. Neste

momento, deve se proceder a medida do valor da absorbancia em espectrofotémetro, no
comprimento de onda de 525nm. A faixa de leitura deste método é de 0 a 20mg/L de N-

NH.". O espectrofotdmetro utilizado foi da marca Hach, modelo DR-2010.
1V.3.4.2. Determinacdo de nitrito

Esta determinacdo foi feita pelo uso de kits analiticos, da marca Hach, método
8153 apresentado no manual de andlises e procedimentos desta companhia. O kit
utilizado era denominado de NitravVer 2. A metodologia consistia da adicdo de um
envelope do kit em 10ml de amostra, estando 0 método baseado na formagédo de um
produto colorido, que é resultado da redugéo do nitrito para 6xido nitroso e da reacéo

deste composto com o cadmio.

Apéds o tempo de 10min, necessério para que areacdo sejacompleta, aleiturada
absorbancia era realizada no espectrofotébmetro, no comprimento de onda de 585nm. A
faixadeleiturado método é de O até 45mgN-NO /L.

IV.3.4.3. Deter minacgéo de nitrato

Esta medida est4 baseada no procedimento descrito por Cataldo et. al. (1975).
Consiste da adi¢cdo de 0,8 mL do reagente proposto por este autor, uma solucéo de 5%
de &cido salicilico en HSOs, em 0,2ml de amostra. Esperava-se 20min e se adicionava
19ml de uma solucdo de NaOH 2N, entdo faza-se a leitura no espectrofotémetro, no
comprimento de onda de 410nm. A faixa de medida é de 0 até 70mg/L de N-NOs".
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IV.3.4.4. Determinacdo de sulfato

Esta determinacdo foi feita pelo uso de kits analiticos da marca Hach, método
8051 apresentado no manual de andlises e procedimentos desta companhia. O kit
utilizado era denominado de Sulfaver 4. A metodologia consistia da adicdo de um
envelope do kit em 25ml de amostra, estando o método baseado na formagdo de um

produto colorido, que é o resultado da reagéo do sulfato com o cloreto de bario.

Apbs o tempo de 10 min, necessario para que a reagdo seja completa, aleiturada
absorbancia era realizada no espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 450nm. A
faixa de leitura do método é de 0 até 30mgS SO, /L.

IV.3.4.6. Determinacéo de tiossulfato

A determinagdo da concentragdo de tiossulfato foi realizada pelo método
apresentado por Vogel (1981). A metodologia consiste da titulagdo de 20ml de uma
solucdo estabilizada de iodo na presenca de 6ml de HCI 6N, acrescida de um volume
conhecido de amostra, por uma solucdo padrao de tiossulfato de sédio. O ponto final da

titulacdo era determinado quando a cor laranja da solucéo de iodo desaparecesse.
IV.3.4.7. Determinagao de Solidos Suspensos Totais- SST

A determinagdo da concentragd@o celular foi realizada através da determinacédo
dos solidos suspensos totais, por meio da filtragdo da amostra em membrana de acetato
de celulose 0,45mm, previamente seca e pesada. Esta membrana foi seca em forno
microondas, gjustando-se a potencia de 180 W atts, durante 15min. (Olsson e Nielsen,
1997). Ap0Gs, pesou-se hovamente esta membrana, que agora continha os solidos retidos.

Conhecendo-se estas massas, foi possivel determinar a concentracdo celular (SST).
IV.3.5. Respirometria

A técnica de respirometria consiste da medida da velocidade especifica de
consumo de oxigénio (Jop), grandeza esta que apresenta uma relagdo linear com a
velocidade especifica de crescimento e de consumo de substrato. A medida do Qe foi

realizada com o lodo do reator SBR, nos diferentes “pseudos’ estados estacionérios
atingidos, nas condi¢Bes apresentadas na Tabela IV.7. Para isto utilizou-se um medidor
de oxigénio dissolvido marcaWTW, modelo OXI 340/ SET.

As determinacOes destas velocidades foram realizadas separadamente para as
bactérias oxidadoras de amdnio e para as bactérias oxidadoras de enxofre, pela adicdo
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separada dos seus respectivos substratos e, quando, a concentragdo de um dos substratos
era proxima a zero. Para a determinag8o destas vel ocidades durante este trabalho fo ram
utilizados trés procedimentos experimentais diferentes, todos baseados na egquacdo do
balanco de oxigénio (Eg. 1V.3), seguindo as recomendacdes relatadas por Schmidell e
Zdradek (2005).

%:KLA*(OZW- 0,)- Qo, * X V.3

Onde: O, = concentracéo de oxigénio do experimento (mg/L);
0,™T = concentragéo de oxigénio nasaturagdo (7,5mg/L - APHA, 1995);
K A = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h ™);
(o2 = velocidade especifica de consumo de oxigénio (mgOz/gSST .h);
X = concentragdo celular (gSST/L).

Técnica 1—Medida direta do (o,

Esta determinacdo foi utilizada no acompanhamento das velocidades de
consumo de oxigénio, das bactérias oxidadoras de ambnia e de enxofre, durante a
operacdo do reator. Este procedimento foi realizado no préprio reator, ao final de cada
ciclo, quando o volume do sistema era de 2L. A temperatura e o pH do reator foram

controlados em 30°C e 7,5, respectivamente.

Inicialmente, a aeracdo e a bhomba de alimentacdo do reator foram desligadas.
Neste momento, foi medida a queda no valor da concentragéo de oxigénio dissolvido ao
longo do tempo, determinando-se assim o val or da vel ocidade especifica de consumo de

oxigénio enddgena (Joz eng), que refere-se & atividade devida aos residuais minimos de

substrato e a0 consumo de oxigénio necessario para a manutencédo da fisiologia dos

microrgani smos.

Apbs este procedimento, a aeracdo foi re-ligada e a concentragéo de oxigénio
dissolvido retornou ao nivel préximo a saturacdo (7,5mgQy/L). Entdo, nesta condicao,
novamente a aeracao erainterrompida e amedida da queda da concentracéo de oxigénio

foi determinada, apds a adicdo de um dos substratos especificos para as bactérias
oxidadoras de ambnia (BOA) ou para as bactérias oxidadoras de enxofre (BOS), por um

pulso de uma solucdo de amébnia ou de tiossulfato, conforme o caso. Este procedimento
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era realizado garantindo que, no inicio de cada medida, a quantidade de um dos
substratos estava em excesso, numa concentracdo no meio liquido de 20mg/L para estes
compostos, enquanto a do outro substrato era proxima a zero. Um exemplo de valores
obtidos com esta determinag&o pode ser observado naFiguralV.3.

Nestas condi¢Bes apresentadas, devese ainda considerar a transferéncia de
oxigénio pela superficie do liquido, conforme apresentado na Figura IV.2. Desta forma,
para a determinacdo do valor do(oz foi utilizado aequagdo IV .4.

* 6* 1

do,
- X — V.4
dt qOZend 7 X

Uoo = §<LA * (OzsAT - Oz) -

Onde: Oz = concentragdo de oxigénio do experimento (mg/L);
02%'T =concentracéo de oxigénio nasaturacéo (7,5mg/L - APHA, 1995);
KA = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h ™);
(o2 = velocidade especifica de consumo de oxigénio (mgO2/gSST .h);
Ooz e = Vel ocidade enddgena de consumo de oxigénio (mgO,/gSST .hy);

X = concentracdo celular (gSST/L).
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FiguralV. 3: Curvatipica obtida no experimento derespirometria— Técnica 1.

De posse dos valores de velocidade especifica de consumo de oxigénio, nos
diferentes valores de dd% e nas respectivas concentracdes de oxigénio dissolvido,

foram estimados os parametros da Eq.lV.5. Paraisto, o programa Statistic foi utilizado
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como ferramenta nesta estimag@o e o método matemético de regressdo nado linear foi
usado.

O,

d,, =1 T IV.5
02 02 MAX 02+K0

Onde: (o2 = velocidade especifica de consumo de oxigénio (mgQ/gSST .hy;
Coamax = Vel ocidade especifica maxima de consumo de oxigénio (mgQ,/gSST .h);
O> = concentragdo de oxigénio (mg/L);

Ko = constante de saturacdo (mgQOz/L).

Técnica 2 —Medida I ndireta do goX

Este procedimento foi utilizado exclusivamente na determinacéo da influéncia
do tempo de aeracéo nafisiol ogia das bactérias oxidadoras de enxofre, realizado durante
acondicdo 1V, da operacéo do reator SBR. Esta medida foi realizada no proprio reator
SBR, novamente quando o reator tinha o volume igual a 2L. Nas mesmas condicdes

descritas para o procedimento anterior.

Para a determinagdo do (X nestas condigdes foi necessario primeiro
determinar o valor do K a. Para isto, seguiu-se as recomendacdes de Schmidell e
Zdradek (2005), para 0 método de determinagdo conjunta de K a € (o durante
processos fermentativos. Assm, em um determinado momento, a aeracdo foi
interrompida e determinado o vaor do (o, conforme feito no método anterior.
Conhecendo-se este valor, a aeracdo foi re-ligada e anotou-se o aumento da

concentracdo de oxigénio.

Com estes valores e de posse do valor méximo de concentragdo de oxigénio
atingido (O,M*), determinado quando esta concentragdo foi constante, e com 0s
respectivos valores da concentracdo de oxigénio no tempo, o valor do Kia foi
determinado pelaequacéo 1V .6.

a0, -

0, 0
InéﬁI:KLA*t V.6
2 - 2oéj
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Onde: OM*X = maior valor da concentragdo de oxigénio atingido, quando o sistemas
estatotalmente aerado (mg/L);

Oy = concentragdo de oxigénio em um dado tempo t (mg/L); ]

Oy0= concentragdo de oxigénio no inicio do experimento (mg/L);

KA = coeficiente de transferéncia volumétrico de oxigénio (h?);

t = tempo (h).

Com o valor de K. A, pode-se entdo determinar o valor de (oX durante todo o

periodo de aeracdo (15min.), repetindo-se as mesmas condi¢des experimentais de
aeracdo. Quando se opera sem aeracdo, a concentracdo de oxigénio dissolvido é mantida

muito préxima a zero. Quando inicia-se a aeragdo, ocorre um aumento da concentragéo
de oxigénio, até que ocorra constancia desta concentragéo (estado estacionario). Entéo,
0 procedimento para determinar 0o(ozX, no periodo inicial, quando ocorre 0 aumento da
concentracdo de oxigénio, e no periodo de constancia (estado estacionario), foi sempre
iniciado com a concentracdo de oxigénio proxima a zero e com a aeragao ligada durante

15min.

Para determinar se as bactérias oxidadoras de enxofre sdo capazes de oxidar o
tiossulfato, desde o inicio da aeragdo, o procedimento descrito anteriormente foi
realizado primeiramente na auséncia de substrato, assim teve se 0 comportamento da
concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo do tempo de aeracéo, quando a Unica

atividade de respiracéo era a endogena (Qoz end). Ap0s, para saber a ativid ade das BOS
nos diferentes periodos de aeracdo, um pulso de tiossulfato foi realizado antes do
comego do periodo aerado. Assim, durante todo este periodo, a concentragdo de
substrato para as BOS néo foi limitante.

Com este procedimento, obtém-se trés valores de (o2X, determinados para a
condigZo de subida da concentragdo de oxigénio (fase inicial - (oX os 2), quando a
concentragdo de oxigénio foi constante (estado estacionario (o2X Bos3) € para a queda
da concentrac&o de oxigénio (aeracéo desligada - (ooX gosa4). AS equacles V.7, 8 e 9
permitem a determinag8o dos valores de (o2X para as trés condiges. O valor (ozX
determinado antes do pulso de tiossulfato foi considerado como sendo o vaor da

respiragdo endégena (Qo2X end).
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do

Qo2 X gos2 = Kla* (OzsAT -0,)- th' o 2X eng. Iv.7

Uo2Xgoss = kla* (OzsAT h Oz) = Qo2 Xeng. V.8
__4do,

Qo2 XBosa = - T = Qo2X eng. V.9

Técnica 3 —Medida direta do (o em diferentes concentracdes de substrato

Este procedimento foi utilizado exclusvamente para a determinacdo da
influéncia da concentragdo de aménia sobre a atividade das bactérias oxidadoras de
amonio, realizado com o indculo do reator SBR e com a biomassa obtida na condicéo
IV. Este procedimento foi realizado com a biomassa fora do reator SBR, em um
erlemmayer apropriado. A metodologia utilizada nesta determinagdo seguiu indicagdes
de Ferreti (2005).

Antes do inicio do ensaio, o lodo foi lavado com &gua destilada. O liquido
sobrenadante foi descartado e este procedimento repetido até que a concentracéo de
substrato (nitrogénio amoniacal) se anulasse. A seguir, o lodo lavado foi suspenso em
um volume de meio apropriado para se ter uma concentracdo de sdlidos suspensos de
2,5¢g/L. O pH do sistema foi gjustado em 7,5 pela adicdo NaOH 5%. A temperatura do

sistema foi mantida em 30,0+1,0 °C.

Entdo o lodo foi aerado até atingir um valor de oxigénio dissolvido préximo a
saturagio (7 mgQOz.L™?), este valor medido pelo oximetro. A seguir, uma amostra do
sistemafoi retirada para determinar a concentrac&o de substrato, somente para constatar
gue esta concentragdo era prOxima a zero. Entdo, a operagdo de oxigenacdo foi
interrompida e mediu-se a queda da concentracdo de oxigénio ao longo do tempo. A
velocidade de consumo de oxigénio encontrada representou a respiracéo endégena dos
microrganismos. Este mesmo procedimento foi redlizado para a determinacdo da

cinética de consumo de oxigénio em diferentes concentractes de substrato.

Ao final, estes resultados de (o, € de concentragdo de substrato foram utilizados

para o gjuste da Equacdo IV.8. A estimacdo foi feita no programa Statistic. e o0 méodo
matemético de regressdo ndo linear foi usado.

N- NH,

_— 1V.10
N- NH, +K,

Goz = Yo2max
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Onde: (o2 = velocidade especifica de consumo de oxigénio;
Oozmax = vel ocidade especifica méxima de consumo de oxigénio;
K = constante de saturacdo do nitrogénio (mgN/L);
N-NH, = concentracdo de amdnia (mgN/L).

IV.3.6. Atividade desnitrificante

Durante cada fase de operagdo do reator (condicBes | até IV) a medida da
atividade desnitrificante foi realizada com a biomassa obtida nos respectivos “ pseudos’
estados estacionérios. Esta medida foi realizada utilizando o nitrito e o nitrato como
aceptor de elétrons e o tiossulfato como doador de elétrons, nas concentragdes de
300mg/L de N-NO, ou N-NO3™ e 300mg/L de S-S,0;, respectivamente. A concentragdo
de biomassanoinicio do testesfoi de 0,3gSST/L.

O periodo do teste foi de aproximadamente 120 horas e as amostras foram
retiradas nos tempos de 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120 horas de experimento. Em
cada uma destas amostras foram determinadas a concentracdo de nitrito ou nitrato e a
concentragdo de sulfato. Estas determinagbes foram redlizadas em todos os
experimentos em triplicata.

Estes experimentos foram realizados em frascos de soro, de 550 mL de volume
total, com tampa de borracha. Nestes tubos, eram colocados 250 mL de meio de cultivo,
descrito anteriormente para 0s ensaios com a cultura pura (vide item 1V.2.2),
concentrado duas vezes. O volume de inéculo utilizado foi determinado no momento do
ensaio, pela analise prévia da concentracdo celular no interior do reator. A temperatura
dos experimentos foi de 30°C e o pH final do expeimento era de 7,5, 0 mesmo do meio
de cultivo. Um Shaker, da marca TECNAL, modelo TE 420, foi utilizado nestes
experimentos, em uma freqiiéncia de 150rpm.

IV.3.7. Acompanhamento do ciclo de alimentacdo durante 24 horas

Além da medida da atividade desnitrificante e da quantificagéo das velocidades
méximas de respiracdo, foi feito o acompanhamento do reator durante um ciclo de
operacdo (24 horas), determinando-se as velocidades especificas de respiragdo, a
concentracdo de amobnia, nitrato, nitrito, sulfato ao longo deste periodo.
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Para 0 acompanhamento da concentracdo de oxigénio dissolvido, foi utilizado
um oximetro da marca Mettler Toledo, modelo Q 4100e. Este equipamento estava

conectado a um computador, por uma placa de aquisi¢éo de dados, da marca National
Instruments. Os val ores foram registrados pelo uso do programa L abview.

Apobs, com estes valores, foi determinada a velocidade de consumo de oxigénio

(QoeX), utilizando-se os valores da concentracdo de oxigénio obtidos no final do
periodo aerado (15min.) e determinou-se 0 QpoX pela Técnica 1, descrita no item V.
3.6. O valores de Qoz2X determinados foram utilizados para o céculo da massa de

oxigénio consumida durante o periodo em que o reator permaneceu sob aeracao.

Nos periodos em que o reator estava sem aeragdo, atransferéncia de oxigénio foi
somente pela superficie do liquido, conforme apresentado no item 1V.3.2. Para a
quantificacdo deste oxigénio consumido, utilizou-se a equacdo 1V.3 e a relacdo

experimental, apresentada na Figura 1V.2, entre 0 K a € 0 volume do reator V.

IV.3.8. Hibridizacdo i n-situ por fluorescéncia - FI SH

Para a caracterizacdo da biomassa, obtida nos experimentos com a operacéo do
reator SBR, foi utilizada a técnica de biologia molecular FISH. Esta técnica esta
baseada na possibilidade de hibridizacgo de uma sonda (seqiiéncia de nucleotideos) ao
RNA mensageiro 16s do microrganismo. Esta sonda é construida de modo que a sua
seguiéncia de nucleotideos seja complementar a seqiiéncia do RNAm 16s de um grupo

ou uma espécie de microrganismo aqual se desegja determinar.

As amostras coletadas durante as condi¢des operacionais aplicadas no reator
SBR foram inicialmente fixadas e conservadas em ambiente a -5°C, para a posterior
analise. O procedimento de fixagdo consistiu da coleta de 0,3ml de amostra e a sua
centrifugacdo por 10min na rotacdo de 5000rpm. Apds, o sobrenadante foi removido e

os sblidos re-suspensos em 0,3mL de uma solugdo tampéo PBS.

Este procedimento foi repetido novamente e a seguir foi adicionado 0,9ml de
uma solucdo 4% de paraformaldeido em PBS. Neste momento, a amostra foi mantida a
4°C por 3 horas e, em seguida, a amostra foi centrifugada novamente e re-suspensa em
0,3ml de PBS, mais duas vezes. Ao final, 0,3ml de etanol absoluto foram adicionados e

entdo esta amostrafoi conservada natemperaturade -5°C.
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Neste trabalho procurou-se determinar a presenca de algumas comunidades
bacterianas autétrofas na biomassa. Para isto, utilizaram-se dez tipos de sondas que
estdo descritas na Tabela |V.8. Para a espécie Thiobacillus denitrificans ndo foi
encontrada uma sequiéncia de nucleotideos que tenha sido proposta na literatura para a
execucdo desta analise, ou nos bancos de dados genémicos disponiveis na internet.
Assim, a seqiiéncia apresentada na Tabela IV.8 foi construida e a sua utilizag8o esté
sendo validada em experimentos realizados no Laboratério de Bioquimica, no Centro de

Ciéncias de Biolégicas, da UFSC.

Tabea V. 8: Sondas e seqiiéncia de nucleotideos utilizados na analise de FISH.

Sonda Seqiiéncia de Nucleotideos Grupo / Espécie aser
(5-3) determinada
EUB mix GCTGCCTCCCGTAGGAGT Eubactérias
Ns0190 CGATCOCCTGCTTTTCTCC  oovroteobactenias

oxidadorasdeaménia
NIT3 CCTGTGCTCCATGCTCCG Nitrobacter spp
Nitrosomanas sp. e

NEU CCCCTCTGCTGCACTCTA ) .
Nitrosococcus mobilis
Nmv TCCTCAGAGACTACTACGCGG Nitrosococcus mobilis
Ntspab62 GGAATTCCGCGCTCCTCT Nitrospira spp
Ntco206 CGGTGCGAGCTTGCAAGC Nitrococcus mobilis
Ntspn693 TTCCCAATATCAACGCATTT Nitrospina gracilis
Thio51 TCAATGATCCTAATGGTC Thiobacillus denitrificans
AMX820 AAAACCCCTCTACTTAGTG Bactérias oxidadoras

anaerdbias de amobnia

Para a contagem e a qualificagdo dos grupos ou espécies presentes nas amostras
coletadas, foi necessério executar um tratamento quimico e fisico de desagregacéo dos
flocos microbianos. Para isto, utilizouwse uma solugdo DM SO 20%, seguido de um
periodo em Shaker e sonicacdo. Apos este procedimento, a contagem das células foi
realizada.

Inicialmente, foi determinado o ndmero de células coradas com o DAPI, que €

capaz de ligar-se com o DNA dos microrganismos. Assim, este procedimento determina
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o total de microrganismos presentes em cada amostra, sem diferenciar se eles estdo
ativos ou ndo, ou se sdo bactérias. Procurou-se sempre contar um ndmero proximo a
400 células, para que o erro neste procedimento fosse minimizado. Apés, no mesmo

campo de imagem, foi determinado o nimero de células hibridizadas com cada sonda
utilizada.
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CAPITULOV - RESULTADOS E DISCUSSAO

V. 1. Influéncia das condi¢des ambientais no crescimento de T. denitrificans.

O sucesso haintegracdo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre esta diretamente
relacionado com a atividade de T. denitrificans Neste sentido, dois aspectos podem
limitar a aplicagdo deste processo. Primeiramente, desejase que o “start-up” do
processo sgja 0 mais rapido possivel. E, apds este periodo, caso haja oxidagdo parcial
dos compostos reduzidos de enxofre (formacdo do enxofre elementar), a velocidade de
crescimento deve ser alta o suficiente, de maneira a n&@ ocorrer a lavagem dos
microrganismos do reator. O segundo aspecto esta relacionado com a influéncia do
doador de elétrons (tiossulfato) na fisiologia do microrganismo. Na tentativa de

esclarecer estes dois aspectos, ensaios com uma cultura pura de T. denitrificansforam
realizados.

V.1.1. Influéncia de compostos or ganicos.

Com respeito aos baixos valores das velocidades de crescimento, procurou-se
estudar a composicdo do meio de cultivo proposto pela ATCC. A este meio foram
adicionados suprimentos alimentares organicos (extrato de levedura), como fonte de
micronutrientes. Adicionalmente, foi comparada a influéncia deste composto frente a
glicose (paramaiores detalhes vejaositens IV.2.1 e 2.2 de Materiais e Métodos).

Na Figura V.1 estdo apresentadas as variagOes das concentragtes celulares
(expressas em massa de solidos suspensos totais por unidade de volume - gSST/L) nos
experimentos CP 01, CP 02 e CP 03 indicados na Tabela IV.2. Observa-se que o
experimento CP 02, que continha extrato de levedura, mostrou-se o mais adequado para
o crescimento do T. denitrificans ja que no experimento com glicose (CP 03) o
crescimento foi menos expressivo, enquanto que no autotréfico (CP 01) praticamente

Nao ocorreu o crescimento.

As Figuras V.2-a, b e c apresentam as curvas obtidas nos ensaios cinéticos
relativos ao consumo de nitrato e a producdo de sulfato para os ensaios CP 01, 02 e 03,
respectivamente. Observou-se que na presenca de extrato de levedura na concentracéo
de 500 mg DQO/L (CP 02) ocorreu a imediata producdo do sulfato, produto que

caracteriza 0 processo de interesse (oxidacdo do tiossulfato), com concomitante
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consumo do nitrato, ou sga, a desnitrificacdo autotréfica (Figura V.2-b). A
estequiometria de reducéo do nitrato realizada neste foi similar aobtida no experimento
autotrofico (experimento CP 01) apresentado na Fig. V.2-a.. Este resultado indica a
auséncia de outra rota metabdlica que ndo fosse a desnitrificacdo via tiossulfato, como

doador de el étrons. aue estaria ocorrendo no experimento CP 02.

0,35
0,301 i L cpo2
= 0,257 i 1
20204 %
= i
B 01574 i ¥ . Ecpo
0,10 '._! .
00551 3
' 3
0,00 k‘ i L r } T cp 0!1
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® Autotrofice B Glicose A Extrato de Levedura

Figura V. 1: Influéncia dafonte de carbono no crescimento doT. denitrificans.

Para o experimento com glicose (CP 03), na concentragdo de 500 mg/L (Figura
V.2-c), foi observada uma reducéo significativa de nitrato durante as primeiras horasde
ensaio, sem a concomitante formacéo de sulfato. Apos este intervalo de tempo (24
horas), comecou a ser detectada a formacdo de sulfato, até que o nitrato fosse

compl etamente reduzido.

Acredita-se que a presenca da glicose interferiu no catabolismo do T.
denitrificans, ja que este composto poderia estar sendo utilizado como doador de
elétrons para a cadeia respiratoria, refletindo este fato numa maior velocidade de
reducdo de nitrato e na baixa producédo de sulfato. Na Figura V.3 este fendbmeno é
melhor evidenciado mostrando as concentragdes de nitrato consumido e sulfato
produzido ao longo destes experimentos. Para o experimento autotréfico (CP 01) e com
extrato de levedura (CP 02), a relacdo entre nitrato consumido (aceptor final) e sulfato
produzido (produto da oxidagdo completa de tiossulfato) foi de 1,01 e 1,03,
respectivamente. Enquanto que para o experimento com Glicose (CP 03) arelagéo foi
de 391
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[S-S04] e [N-NO3]

a) 400 T 040 o) 0,40
% . 1 0,35 = 350 . T03s
300 . 10305 S aoh, .8 a 1030 5
5 ‘ A 0,25 > = 520 al 025 3
> 200 A T02 o 3 D20 * . T020 &
E * To1s g F=10]d . 1015 3
100 a T 010 3 10 * JoLw
T 0,05 L 50 T 005
0 o o o 'f' a I':' 0.00 o T T T T T 0,00
0 24 48 T2 9 120 144 oz 4= : 72 h% 120 144
empo (horas)
Tempo (horee) asos o™ o
ASSo4 ® N-NO3 O sst
C) 400 0,40
= T 0,35
S 300* 7030 5
5 . To025 3
3 200 T020
g £ . 5 a] é I 0,15 Ef_;
100 aa & ° T 0,10
&, o e o Too0s
o T T T T T 0,00
0 24 48 72 % 120 144
Tempo (horas)
Asso4 ® N-NO3

Figura V. 2: Cinéticado consumo de nitrato e produc&o de sulfato: a) com meio
autotréfico (CP 01); b) com meio contendo extrato de levedura (CP 02); ¢) com meio
contendo glicose (CP 03).
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Figura V. 3: Quantidades de nitrato consumido e de sulfato produzido durante os
experimentos (CP 01, CP 02, CP 03) que continham diferentes fontes de carbono na

mesma concentragéo de DQO.
Para quantificar as influéncias do extrato de levedura e da glicose na velocidade
de crescimento (anabolismo) de T. denitrificans, assm como na geracdo de energia

(catabolismo) deste microrganismo, foram realizados experimentos com diferentes

concentracfes destes compostos (experimentos de CP 04 a CP 09, conforme
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apresentado na Tabela V. 2) e seus resultados avaliados em fungdo dos seus efeitos no
anabolismo e no catabolismo.

Efeito sobre o0 anabolismo

Na Figura V.4 podem ser observados os resultados desses experimentos (CP 01
até CP 09), notando-se que o aumento da concentragdo de extrato de levedura (em
DQO) influenciou positivamente a vel ocidade média de crescimento (cal culada durante
as primeiras 24 horas dos experimentos) até a concentraco de 500 mg/L, havendo

reducdo do crescimento para o valor mais elevado, 1000 mg/L.

O aumento da velocidade de crescdmento ndo foi t&o expressivo com o aumento
da concentracdo de glicose, sendo que este aumento se deu até a concentragdo de 50
mgDQO/L, havendo, para valores superiores, reducdo até o mesmo nivel obtido no
experimento com meio autotréfico. Como ja citado, o efeito da presenca da glicose foi,

possivelmente, mais significativo no metabolismo de gerac&o de energia (catabolismo).
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Figura V. 4: Influéncia da concentragéo de DQO na vel ocidade média de crescimento
deT. denitrificans(medianas primeiras 24 horas)

Ainda, cumpre lembrar que o crescimento observado com 500 mg/L de extrato e
levedura foi cerca de 9 vezes o observado com o meio autotréfico, podendo-se atribuir
esse fato a presenga de micronutrientes quando na presenca do extrato, 0 que ndo ocorre

com os demais meios.

Efeito sobre o catabolismo

Na Tabela V.1 estdo apresentados os valores da relacdo entre o consumo de
substrato (nitrato) e producdo do produto (sulfato), medidos pela diferenca das
concentracBes iniciais e finais destes compostos, em cada experimento. Observase que

o valor desta relagdo aumenta com o acréscimo da concentragcéo de glicose, 0 que
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confirma que, quando este composto esta presente no meio de cultivo a desnitrificagdo
ocorre via fonte de carbono, similar a desnitrificagdo heterotrofica, que pode ser descrita

pela Equacdo V.1 mostrada a seguir. Ao contr&rio, quando ndo existe glicose, 0
catabolismo do microrganismo segue arota quimiolitotrofica, conforme a Equagéo V.2.
Observa-se também que os va ores obtidos quando da adi¢&o de extrato de levedura sao
préximos ao valor obtido no crescimento autotrofico.
GsH1206+4NO; ® 6C0,+ 6 HO + 2 N, V.1
55052+ 8NO0; +H,0® 10S0,2 + 4N, + 2H" V.2
Tabela V. 1: Valores do consumo de nitrato e producgéo de sulfato para os experimentos

realizados com as diferentes fontes de carbono.

D8-S0, DR-NO; Y nis
Experimento

(mglLl)  (mg/L)  (mgN/mgS)
CP 01 (0) 193 196 1,01
CP 03 (5009 85 330 3,88
CP 04 (2509 170 263 1,55
CP 05 (1009 179 182 1,02
CP 06 (509 216 193 0,89
CP 02 (500°) 194 201 1,03
CP 07 (1000°) 228 280 1,33
CP 08 (250" 121 161 1,31
CP 09 (100 190 247 1,30

2 em mgDQOIL de Glicose;” em mg DQO/L de Extrato de Levedura.

Para os calculos a seguir foi considerado o valor do fator Yn/s para o
crescimento autotréfico (Yyss= 1,01), obtido no experimento CP 01. Assim, € possivel
quantificar quanto do nitrato reduzido em cada experimento foi devido ao metabolismo
autotrofico, conhecendo -se 0s respectivos valores da producéo de sulfato, produto que
caracteriza a atividade quimiolitotréfica (D3-SOy, Tab. V.1). A seguir, pelos vaores do
total de nitrato reduzido, conhece-se a quantidade de nitrato reduzido pelo metabolismo

heterotréfico (Eq.V 3 e 4). Desta forma, podem-se definir os valores das grandezas Da
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(porcentagem de desnitrificagdo autotréfica) e Dy (porcentagem de desnitrificagdo
heterotréfica).

Nautotréfioo :(DS' S04)*YN/S V.3
&N . 0

%D, =g = 100 V.4
€N - NO, 5

%D,, =100- %D, V.5

onde: N auatrfico = Nitrogénio removido pelo processo autotréfico (mgN/L);
Ynys = fator de conversdo de sulfato produzido em nitrogénio removido (gN/gS);
Da = porcentagem de desnitrificacdo autotréfica (%);
Dy = porcentagem de desnitrificacdo heterotrofica (%).

Na Figura V.5 estéo apresentados os resultados da reducéo de nitrato obtidos
com as Equagdes V.3, 4 e 5, para cada concentragcdo de glicose ensaiada. Observa-se
gue o0 aumento da concentragdo de glicose proporciona uma reducéo direta da atividade
autotréficade T. denitrificans, até um nivel d a ordem de 20% para a maior concentragéo
de glicose (500 mg DQOIL). Estes resultados indicam que a presenca de uma fonte de
carbono facilmente metabolizavel, como a glicose, pode influenciar no tratamento de
umaaguaresidudria, para qual se pretende utilizar a acéo metabdlicade T. denitrificans
para a remocdo de nitrogénio (desnitrificacdo autotrofica) ou para a dessulforizacdo,
com a formagdo do enxofre elementar. Assim, deve-se procurar manter as condicdes do
reator mais proximo as dos presentes em um ambiente autotréfico, para que ndo
ocorram mudancas no sistema catabdlico do microrganismo, o que provocariaainibicéo

dereagOes representadas pelaEq.V .2 (metabolismo autotrdfico).

Como ja mencionado, a presenca de extrato de levedura n&o influenciou o
catabolismo de T. denitrificans pois foram observados valores do fator Yy,s(Tabela
V.1) préximos ao valor obtido no experimento autotréfico, 0 que representa conversd es
do nitrato superiores a 75% do metabolismo quimiolitotréfico (oxidacdo do tiossulfato).
Pode-se considerar que as diferencas entre o percentual de atividade autotréfica
calculados nestes experimentos ndo estéo relacionados com a adicdo de extrato de
levedura, atribuindo-se principalmente este fato a pequenas diferencas na quantificacéo
do substrato (NOs) e do produto (SOa).
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FiguraV. 5: Percentua de reducéo do nitrato por metabolismo quimiolitotréfico
(oxidagdo do tiossulfato) e heterotréfico, quando daadicdo de glicose, por T.

denitrificans.

Desta maneira é possivel afirmar que a influéncia da presenca de extrato
levedura ocorre preferencialmente sobre o anabolismo deste microrganismo, pouco
alterando a forma com que a energia € gerada para 0 seu crescimento, pois 0 Consumo
de nitrato e producdo de sulfato determinados nos experimentos apresentaram
proporc¢des similares as observadas quando do ensaio em metabolismo autotréfico (1,01
N-NO3/S-SO,), descartando-se a hip6tese de que o extrato de levedura tenha sido o
doador de elétrons.

Ao contrério, aglicose claramente serviu como doadora de el étrons, o que levou

amaior reducdo de nitrato.
V.1.2. Balanco de enxofre durante a desnitrificacdo autotrdfica

Com o objetiv o delimitar os valores das concentragfes de tiossulfato, extrato de
levedura e da relagdo entre o tiossulfato e o nitrato, para que ocorra a oxidagéo parcial
do tiossulfato e uma possivel formagdo de enxofre elementar, foi realizado um
plangjamento experimental estatistico. Nestes experimentos procurou-se verificar a

influéncia destes compostos no balanco de massa (enxofre).

A relacdo entre doador / aceptor final de elétrons foi avaliada indiretamente, ja
gue somente a concentragdo de tiossulfato foi modificada, mantendo-se em todos os

experimentos a mesma concentracdo de nitrato (300mgN/L), conforme ja detalhado no



CAPITULO V -RESULTADOS E DI SCUSSAO 56

item 1V.2.2, do capitulo Materiais e Métodos. Encontram-se detalhados também os
niveis das concentracfes ensaiad as (vide TabelalV .3).

A matriz de experimentos realizados pode ser vista na Tabela V. 2, juntamente
com os principais resultados atingidos, quanto a oxidagdo de tiossulfato, producéo de
sulfato e o nivel de desbalanco de enxofre nestes experimentos além da medida dos
solidos suspensos totais. O desequilibrio do balanco de enxofre foi determinado pela
equacdo V.1, que descreve este balanco, e indica que a quantidade de enxofre ndo
detectado analiticamente(S %) é determinada pela diferenca entre o tiossulfato oxidado
(5-%03i — S S0z1) eo sulfato produzido.

_((S' Szoai)' (S' Szosf)) - (S' So4f)

S(%) = * 100 V.1
((S' Szosi)' (S' Szosf))

onde: S-S,0;5; = concentragdo detiossulfato no inicio do experimento (mgSS,0s/L);
S-S,0; = concentragdo detiossulfato no final do experimento (mgSS,0s/L);
S-S0, = concentracdo de sulfato no final do experimento (mgS-SO,%/L).

Tabela V. 2: CondicBes experimentais e resultados atingidos com o plangjamento

estatistico.
SS,05 i SS05f S04 SST  DQO S S(n detectado)
Experimento

(mgSL) (mgSL) (mgSL) (9L) (mglL) (mgSL) (%)
CP 10 437 440 0 0,11 101 0 -
CP11 437 126 179 0,15 351 131 42
CP 12 1100 839 249 0,11 101 11 4
CP 13 1100 790 43 0,19 351 267 86
CP14 300 93 121 0,15 250 85 41

CP 15 1240 865 378 0,26 250 0 -

CP 16 770 784 0 0,08 0 0 -
CP 17 770 176 139 0,25 500 455 77
CP 18 770 143 134 0,15 250 493 79

CP 19 770 159 114 0,15 250 497 81
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CP 20 770 357 153 0,16 250 260 63

Com estes resultados, foram avaliados os efeitos do aumento da concentracéo de
tiossulfato e da concentragdo de extrato de levedura na fisiologia de T. denitrificans
Pela analise estatistica, com grau de confianca de 95%, foi determinado que estas duas
variaveis influenciam significativamente os resultados descritos na Tabela V.2, Assim,
os efeitos do aumento da concentracdo de tiossulfato e extrato de levedura sobre o
balango de massa e sobre a concentragdo de solidos (SST), estéo apresentados nas

Figuras V.6 e 7, respectivamente.

Sabendo-se que a influéncia do extrato de levedura se da preferencialmente
sobre 0 anabolismo doT. denitrificans conforme visto nos resultados anteriores (vide o
item V.1.1), é possivel determinar a influéncia da relacdo doador / aceptor de elétrons
(tiossulfato / nitrato) no balango de enxofre, independente da concentracdo de extrato de

levedura. Estes resultados podem ser observados naFiguraV.6.

Nos resultados apresentados na Figura V.6 e na Tabela V. 2, pode ser observado
uma desigualdade entre as quantidades de tiossulfato oxidado e de sulfato produzido.
Este fato pode estar associado ao acimulo de compostos intermediarios, como o enxofre
elementar, que é o produto da oxidacdo parcial do tiossulfato (como ja descrito no
Capitulo I1). Além do enxofre elementar, vérios outros intermediarios poderiam ser
formados, como o sulfito (SOs") e até mesmo o sulfeto de hidrogénio ionizado (HS),
como relata a literatura Bruse et. al., 2000). A formacdo de todos estes compostos

contribuiria parao desequilibrio do balanco de enxofre.

Nota-se, na Figura V.6, que com o aumento da relacéo doador / aceptor final de
elétrons, aquantidade de enxofre oxidado, na forma de tiossulfato, que ndo foi
convertido a sulfato, tornou-se maior. Esta quantidade de enxofre representou valores
superiores a80%, conforme determinados pela Equacdo IV.1. Nos experimentos em que
estes resultados foram atingidos, observou-se que a quantidade de aceptor final de

elétrons estava limitando o processo oxidativo do tiossulfato.

A limitagdo de aceptor de elétrons, observada em aguns experimentos,
representa a condi¢do fundamental paraaformagéo do enxofre elementar, como relata a
literatura (Lens & Kuenen, 2001). Contudo, relacionando-se a quantidade de enxofre
ndo detectado (S, Eq. 1V.1), determinado pelo balanco de massa, e a quantidade de
solidos formado, pode ser descarta a possibilidade de que todo este enxofre estgja na
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forma elementar. Pois, possivelmente a presenca deste composto seria detectado na
andlise de solidos suspensos totais (SST), e, conforme visto na Tabela V.2, os valores

de SST determinados sdo inferiores ao valor de enxofre ndo detectado (S — mg/L).
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2 6 ? T8 &
£ 400 | 3 * L
Y 60 U
4 300 A * T40 o
8 o 1 ’§
= 200 A Q '§
$ [o &
100 A ., + -20
*
0 -40
0 1 2 3 4 5
S-S,05/N-NOs (mgS/mgN)
¢ S0 (mglL) O 30(%) Linear (30(%))  — Linear (SO (mg/L))

FiguraV. 6: Influénciadarelacdo doador/aceptor final de el étrons sobre a producgao de

enxofre elementar.

A literatura ainda relata que, durante o processo de oxidacado parcial do sulfeto, é
observado a formacdo de uma solucéo tipo gel, de cor clara (branca), formada por
polimeros extracelulares, c8ulas e moléculas de enxofre elementar, que foram
excretadas pela célula na forma de anéis de enxofre. As caracteristicas fisico-quimicas
desta solucdo influenciam diretamente na recuperagdo e quantificacdo do enxofre
elementar formado (Schedel e Triper, 1980; Janssen et. a, 2002). Nos experimentos,
onde o maior desequilibrio do balanco de massa ocorreu, foi observado visuamente a

presenca de uma solugdo com a mesma cor.

Apesar datotalidade do desequilibrio no balanco de enxofre ndo ser atribuida a
formagdo do enxofre elementar, acredita-se que houve realmente a formacdo deste
composto e, assim, parte da medida da quantidade de sdlidos suspensostotais, refere-se
apresenca do enxofre elementar . Com estes resultados, foi construidaa FiguraV.7, que
relaciona a formagdo dos solidos, com a concentracdo do extrato de levedura e do
tiossulfato. Nota-se, nesta figura, que 0os maiores val ores para a concentragéo de solidos
suspensos totais foram obtidos quando o maior nivel das varidveis foram ensaiados.
Estes valores foram, de 1239 mg/L para o enxofre na forma de tiossulfato e de 499

mgQy/L de extrato de levedura.
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Nestas condi¢des tinha-se a maior quantidade de doador de elétrons, ou sgja, as
condicdes mais energéticas para o crescimento de T. denitrificans. Porém, observou-se
gue o maior valor da concentragdo de solidos atingido, de 0,26g/L, foi inferior as
resultados atingidos anteriormente, durante os estudos cinéticos com diferentes
concentracBes de extrato de levedura (item V.1.1). Este fato pode ser explicado pela
oxidagdo parcial do tiossulfato, que ocorreu nestes experimentos (CP 10 até 20). Assim,
com o acimulo de intermedidrios, a energia disponivel para o crescimento € menor do

gue quando ocorre a oxidagao total do tiossulfato.
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Figura V. 7: Influénciados niveis da concentragdo de tiossulfato e extrato de levedura
nafisiologiado T. denitrificans.

Na Figura V.8 é apresentado o efeito do aumento da concentragéo de tiossulfato
e extrato de levedura na quantidade de tiossulfato oxidado. Observase, nestafigura, que
0 méximo valor determinado foi de 72%. Os melhores resultados foram obtidos quando
aconcentracdo de tiossulfato estava em um valor intermediério. Claramente, observa-se,
na Fig. V.8, que o nivel de oxidagdo do tiossulfato foi bastante dependente da
guantidade de extrato de levedura adicionado.

Sabe-se que o efeito da adi¢do deste composto (extrato de levedura) néo é sobre
a oxidacdo do tiossulfato, conforme os experimentos realizados anteriormente, durante o
estudo da influéncia de compostos orgéanicos (vide item V.1.1). Acreditase que a
dependéncia da oxidacéo do tiossulfatoem relagdo ao extrato de levedura, observado na

Figura V.8, estgja correlacionado com a quantidade de microrganismos presentes em
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cada experimento, valor este dependente do teor de extrato de levedura, como visto

também no item V.1.1. Assim, em um mesmo tempo de cultivo, a quantidade de

tiossulfato oxidada € uma fung¢do da concentragdo celular, que é uma fun¢do da
concentracao deextrato de levedura

Figura V. 8: Efeito do aumento da concentracdo de tiossulfato e extrato de levedura na
quantidade de tiossulfato oxidado
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V.2. Estabelecimento do processo de desnitrificacdo autotrdéfica via a integracéo
dos ciclos do nitrogénio e do enxofre

V.2.1. Performance do reator SBR

O estabelecimento do processo de desnitrificagdo autotréfica, simultaneamente
com o processo de nitrificagdo parcial e oxidagdo aerébia do enxofre foi realizado em
um dnico reator SBR, conforme descrito no item Materiais e Métodos (item 1V.3.3). Na
TabelaV. 3 sdo apresentadas as principais condi¢des aplicadas neste reator e alguns dos

resultados atingidos com este sistema em relagdoa concentragéo de oxigénio dissolvido.

Durante a operacdo do reator na condicdo |1, observou-se que a concentragdo de
oxigénio dissolvido estava muito baixa (préxima a 0,2mg/L). Sabe-se que nesta
concentracao a atividade das bactérias oxidadoras de amonio e de enxofre encontram-se
limitadas, além do que, a manutencdo de um sistema nesta condic¢&o de aeracao é dificil

de ser executada e reproduzi da.

Tabela V. 3: Condicbes operacionais aplicadas ao reator SBR.

NH4"
i Oxigénio- Fase  S,05 Entrada *
Condicdo Aeracdo Entrada
aerada (mg/L) (mgS/L)
(mgN/L)
Sem | a
imitacdo de oxigénio o5 200 101
(aeragéo continua)
’ Com Limitagéo (15min 0.2 200 230

aerado e 45min sem aeracao)

Com Limitag&o (15min
-1 ) >1 350 236
aerado e 45min sem aeracao)

Com Limitac&o (15min
-2 ) >4 350 236
aerado e 60min sem aeracao)

Com Limitag&o (15min
v >4 500 247
aerado e 60min sem aeracao)

Como pode ser observado na Tabela V.3, na condicdo Il - 1 os niveis de
oxigénio dissolvido foram diferentes dos aplicados na condicdo |1, devido &s variagdes
no nivel de aeracdo (vazdo de ar). Deste modo, optou-se pela prética de vazbes de ar
maiores, para que durante a fase aerada (15min), a concentracdo de oxigénio dissolvido
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se mantivesse em um valor acimada limitac8o (condicdo 111 —2 e 1V) e que a eficiéncia
do sistemando fosse mais influenciada pelo nivel de aeragéo.

Na Figura V.9 é apresentada a variacdo da concentracdo de nitrogénio, na forma
de aménia, medido nas diferentes condicfes operacionais. Observa-se que a préticade
diferentes vazdes de ar (condicdo | até IV), influenciou diretamente na quantidade de
amdnio oxidado. Durante a ondigdo |, observou-se um baixo residual de nitrogénio

amoniacal no efluente final do reator, obtendo-se um valor médio de 7mgN-NH,"/L.

Com a aplicagdo da aeracdo intermitente (15min. aerado e 45min. sem aeracdo),
e a operacdo do reator em baixas concentracBes de oxigénio dissolvido (0,2mgQy/L)
durante o periodo de aeracdo, a oxidacdo do nitrogénio amoniacal foi parcialmente
limitada, o que refletiu no aumento da concentrac&o deste composto (N-NH4"). No final

deste periodo, o valor daconcentragio de aménia foi proxima a50mg N-NH4"/L.

Na condicéo I11-1, este aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal foi
interrompido, porém a concentragdo de N-NH,;" permaneceu proxima aos 50mg/L
detectados anteriormente. Com o aumento da vaz&o de ar (condicéo 111-2) observou-se
gue, a maior parte da amdnia foi oxidada até nitrito ou nitrato. E na condicdo 1V,

novamente foi observado um baixo residua de nitrogénio amoniacal.
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Figura V. 9: Concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NH, e = concentracdo de
amonio no meio de alimentacdo; N-NH,4 s = concentracéo de aménio no efluente)

durante a operacdo do reator SBR.

Na Figura V.10 encontram-se apresentadas as variagbes dos produtos da

oxidacdo do ambnio (nitrito e nitrato), detectados durante operacéo do reator SBR, nas
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diferentes condicfes ensaiadas. Observou-se que, durante a condicdo |, a oxidagéo do
amdnio ocorreu completamente até nitrato, sem que a presenca do nitrito tenha sido
detectada. Apds, sob forte limitacdo de oxigénio durante a condicdo 11, o ambnio foi
convertido parcialmente até nitrito e nitrato. Nesta etapa, as bactérias oxidadoras de

nitrito apresentaram atividade, mesmo submetidas a baixas concentracfes de oxigénio.

Conforme descrito na Tabela V.3 na condi¢do 111-1, o valor de oxigénio
dissolvido detectado durante a fase aerada, foi superior ao da condi¢do Il. Este fato,
influenciou principalmente o metabolismo das bactérias oxidadoras de nitrito, pois
inicialmente foram detectados valores superiores para a concentracdo de nitrato no
efluente final, como é mostrado na Figura V.10. Apés, nas condicdes I11-2 e IV, com
um aumento mais significativo da aeracdo, observou-se uma reducdo do residual de

nitrito com a parcial formagéo do nitrato.

300,00 ; ;
1 1

| ! I N R EX S
250,00 1 : '

N
o
o
o
o
_|

* N-NO2
—N-NH4 e
© N-NO3

N-NX (mg/L)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tempo (dias)
Figura V. 10: Concentragdo de nitrogénio naformade nitrito e nitrato durante a

operacao do reator SBR

Nos experimentos realizados por Zdradek (2005), em condicdes de aeracdo
semelhantes a condicdo |V deste estudo, foi observado um baixo residua de nitrato

formado, cerca de 60mgN-NQs/L, e o restante do nitrogénio amoniacal alimentado
oxidado até nitrito. Assim, podese imaginar que durante a condicdo |V, amaior parte

do nitrogénio amoniacal tenha sido oxidado somente até nitrito e posteriormente,

desnitrificado.

Pelo balanco de nitrogénio, representado pela equacdo V.6., foi possivel
quantificar o nitrogénio removido pelo processo de desnitrificacdo autotréfica, que
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ocorrera no reator SBR durante as condicdes de limitacdo de oxigénio. Os resultados
obtidos, a partir deste balanco estdo apresentados na Figura V.11, que mostra a
eficiéncia de remogao de nitrogénio em cada uma das condic¢des estudadas.

o o

N, - N
NRemovido(%) = M* 100 V.6
aN

e

Onde: Nremovido = percentual de nitrogénio removido;

Ne = somatério das concentracBes de nitrogénio da alimentagdo do reator
(mgN/L);

Ns = somatdrio das concentracfes de nitrogénio na vazdo de saida do reator
(mg/L).

Como imaginado, durante a condicéo |, em que ndo havia periodos andxicos, a
remocgao de nitrogénio foi nula. Apos, durante as etapas com limitagdo de oxigénio, a
eficiéncia de remocdo de nitrogénio tornou-se evidente. Nota-se na Figura V.11 que,
com as mudancgas nas condi¢gdes operacionais aplicadas ao reator, a quantidade de
nitrogénio removido foi maior a cada condicdo. Na condicdo Il, quando somente
200mg/L de S-S»0s foram alimentados ao reator, a eficiéncia de remog&o de nitrogénio
foi de 37%. Enquanto na dltima condi¢do IV, onde 500mg/L de SS,0s foi alimentado

ao reator, a eficiénciafoi de 72%.
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Figura V. 11: Remocao de nitrogénio durante a operacéo do reator SBR

Na Figura V.12, é apresentada a variag8o da concentragéo de sulfato durante o

periodo de 400 dias de operacdo do reator. A formagdo do sulfato foi observada em
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todas as etapas do estudo, independente da condicdo de aeracdo. Este fato, indica que as
bactérias oxidadoras de enxofre foram capazes de utilizar outros compostos, além do

oxigénio, como aceptoresfinais de el étrons.

Como o conceito do processo em estudo previa, parte do nitrito formado foi
utilizado com aceptor final de elétrons na oxidagdo do tiossulfato alimentado, sendo o
nitrito reduzido a nitrogénio gasoso. Assim, pode-se imaginar que o sulfato detectado
no efluente final, apresentado na Figura V.12, tenha sido formado por dois

metabolismos de respiragao: 1) via oxigénio (aerébio); 2) vianitrito (andxico).
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Figura V. 12: Concentracdo desulfato d urante aoperacéo do reator SBR na condicbes

experimentais|, I1, [11-1, 111-2, V.

Observa-se ainda na Figura V.12, que durante o aumento da concentragcdo de
tiossulfato, primeiramente realizado na condi¢go 111-1, houve um periodo transiente (de
200 até 250 dias) onde ocorreu um desequilibrio no balanco de enxofre, detectando-se
neste periodo, a formagdo de col6ides brancos, com a mesma aparéncia dos relatados
durante os ensaios de desnitrificagdo autotréfica (item V.1.2). Na condicéo IV,
aumentou-se a concentracdo de tiossulfato para 500mgSS,Os/L e, novamente, o

desequilibrio do balango de enxofrefoi detectado.

Durante a operacdo do reator foi realizada a medida da concentragéo celular,
pela analise de solidos suspensos totais, conforme descrito no item 1V.3.4.7 do capitulo
Materiais e Métodos. Observase na Figura V.13 a variacdo da concentracdo de solidos
suspensostotais (SST) durante as condi¢des operacionais aplicadas ao reator SBR.
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Durante a condi¢do | houve um decréscimo consideravel da concentragéo de
sélidos (SST) no reator, como pode ser observado na Figura V.13. Este decréscimo é
atribuido a morte de microrganismos que ndo se adaptaram as condic¢des experimentais
aplicadas ao reator. A redugdo dos solidos suspensos totais ocorreu até o 30° dia da
operacdo do reator, apds observou-se uma estabilidade nesta medida. Contudo, com a
operacdo do reator sob limitacdo de oxigénio (condic&o I1), novamente foi detectado um
reducio na medida de SST (até o 115° dia de operagdo), atribuido este fato também a

morte celular e aadaptacdo dos microrganismosas condicdes experimentais.

Apds o 115° dia de operacdo do reator, observou-se que a concentragdo de
células manteve-se praticamente constante. Sabe-se que os valores dos fatores de
conversdo de substrato em biomassa, para as bactérias oxidadoras de ambnio e para as
oxidadoras de enxofre, apresentados na literatura, sdo baixos. Podese compreender a
estabilidade nos valores de solidos suspensos totais medidos e adicionase que, durante
0 processo sob limitacdo de oxigénio, a velocidade de crescimento dos microrganismos
€ reduzida, conforme observou Zdradek (2005).
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FiguraV. 13: Concentracéo de sblidos suspensos totai s durante a operacéo do reator

SBR.

Balanco de Massa — Nitrogénio Amoniacal

A equacdo V.7 apresenta 0 balanco de massa para 0 nitrogénio amoniacal, que
esta sendo convertido em nitrito. Considerase que nenhuma quantidade significativa do
amonio esteja sendo utiliza para a incorporagdo na biomassa ou sendo utilizada, como

substrato, paraoutros processo metabdlicos aém da nitritacdo.
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dN - NH,,

=D N-NH, - D* N NH, - Gy * X V.7

Onde: N-NHj,4 s = concentracdo de nitrogénio amoniacal no efluente ou no reator (mgN-
NH,4/L):;
N-NH,4¢ = concentragdo de nitrogénio amoniacal na alimentacdo do reator (mgN-
NH,/L);
D = vaz&o especifica de alimentagéo (d™);
Qnra = vel ocidade especifica de consumo de amdnia (MgN-NH,/(gSST.d));

X = concentragdo celular (gSST/L).

Considerando-se um estado pseudo-estaciondrio, pois a coleta das amostras para

a medida da concentragéo da amonia foi realizada sempre com reator no volume de 2L,

tem-se que:
dN- NH,. -
dt '
e, consequentemente:
D*(N- NH,.- N- NH,,)
Onta = X V.9

O valor da velocidade especifica de aimentag@o (D) € definida pela equagéo
V.10:

D:g:lzoyw'l V.10

Onde: Q = vazéo de dimentacdo (Q = 1L/d);

V; =volume do reator (Vr = 2L).

Com a equacdo V.9, podam ser calculadas as vel ocidade especificas de consumo
de aménia para cada condi¢do experimental ensaiada no reator SBR. Os resultados

obtidos nesta determinagcdo e os valores médios das concentragbes de nitrogénio

amoniacal e das concentragdes celulares consideradas nos calculos, podem ser
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observados na Tabela V.4, bem como o periodo em que foi considerado o estado
pseudo-estacionario.

A maior diferenca do valor da velocidade especifica de consumo de ambnia
ocorreu entreacondicdo | ell, devido principalmente areducdo da concentracdo celular
provocada pela limitacdo de oxigénio praticada na condicdo Il. Esta reducdo da
biomassa do reator, compensou 0 acimulo da ambnia que ocorreu nesta condicgo,
elevando o valor da gnna. Apbs, houve um aumento gradativo da velocidade especifica
de consumo de ambnia, até que fosse atingida o valor de 124,4mgN-NHa/(gSST.d) na
condicdo IV.

Este valor de QOnHs4 € considerado baixo, quando comparado com os vaores

obtidos por outros autores, como o valor de 5238mgN-NHa/(gSST.d), determinado por
Wiesmann (1994). Porém, é importante ressaltar que este valor foi determinado em
condigdes experimentais diferentes a aplicada ao reator. Quando compara-se o valor
determinado de Onna4 (Tabela V.4), com os valores determinados por Zdradek (2005)
(QnHa = 444mgN-NH,/(gSST.d)), que operou um reator nitritante em condigdes
préximas a aplicada neste estudo, a diferenca diminui, mostrando que as condi¢des
operacionais influenciam significativamente na velocidade especifica de consumo de
amonio.

Tabela V. 4: Vaores das vel ocidades especificas de consumo de amdnio.

__ Periodo N-NHse  N-NHss X Ona
Condicéo .
(dias) (mg/L) (mglL)  (gSST/L) (mgN-NH,/(gSST.d))
[ 43-75 191,7 5 1,3 71,8
I 150-200 230,1 44,5 0,9 103,1
-1 275-300 236,1 50,7 08 115,9
\Y 360-400 247,2 3,3 0,98 124,4

Balanco de Massa— Nitrogénio na forma de nitrato

Apés a formagdo do nitrito, pelo processo de oxidagdo do aménio, este

composto pode ser convertido a nitrato ou a nitrogénio gasoso, como observado neste
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trabal ho. Para a determinac&o da vel ocidade de oxidagdo de nitrito, optou-se por realizar
0 balanco de nitrato, ja que este é o Unico produto do processo de oxidag&o do nitrito.

A equacdo V.11 apresenta 0 balanco de massa para 0 nitrogénio na forma de
nitrato, que representa o nitrito oxidado. Considera-se que nenhuma quantidade
significativa deste composto (nitrato) foi utilizado pelo processo de desnitrificacdo
autotrdfica, observado durante a operagéo do reator.

dN - NO,,

pm =-D* N- NO + Qo3 * X V.11

Onde: N-NOs s = concentragdo de nitrogénio na forma de nitrato no efluente ou no
reator (mgN-NOs/L);
D = vazdo especifica de alimentacgo (d™);
Qnos = velocidade especificade produgdo denitrato (mgN-NO3/(gSST.d));
X = concentragdo celular (gSST/L).

Assumindose as mesmas consideracBes quanto aos estados pseudo-
estaciondrios e para a determinagdo da velocidade especifica de aimentacso,
determinou-se a velocidade especifica de producéo de nitrato (Qyos). Os valores destes

velocidades e os valores assumidos para as concentragbes de nitrato e de células estéo
apresentados na Tabela V.5,

Tabela V. 5: Vaores das vel ocidades especificas de produgéo de nitrato.

. Periodo N-NO; e X Onos
Condicéo )
(dias) (mg/L)  (gSST/L) (mgN-NOs/(gSST.d))
[ 48 - 75 187,5 1,3 72,1
] 150-200 23,1 0,9 12,8
-1 275-300 49 0,8 31
v 360-400 64,6 0,98 32,9

Observa-se que paraacondicao |1, naqual se estava aplicando amaior li mitaréo’/i

de oxigénio, a velocidade especifica de producdo de nitrato representou 12% da

velocidade especifica de consumo de aménio. E para a condicdo 1V, onde a limitacdo

Excluido: §

mObservase que paraacondicao
11, naqua seestava aplicandoa
maior limitagdo deoxi génio, a

vel ocidade especifica de producéo
denitrato representou 12% da

vel ocidade especifica de consumo
deamoénio. E paraacondi¢do 1V,
ondealimitacéo foi maisbranda,
estevalor foi de26%, concluindo-
seassim, que aatividade das
bactérias oxidadoras de nitrito
estavarealmente limitada pelas
condicdes ambientais aplicadas no
reator.

Formatado: Recuo: Primeira
linha: 1,25cm
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foi_mais branda, este valor foi de 26%, concluindo-se assim, que a atividade das

bactérias oxidadoras de nitrito estava realmente limitada pelas condicdes ambientais

aplicadasno reator.

Balanco de Massa— Nitrogénio removido (N-Ny)

Como mencionado anteriormente, parte do nitrito formado, foi convertido a
nitrogénio gasoso pelo processo de desnitrificacdo autotrofica. Pela Equagdo V.6, pode
ser caculada a quantidade de nitrogénio removido, em cada condigdo experimental, e
considera-se que este nitrogénio tenha sido eliminado naformamolecular (N-N,). Desta
forma, pelo balanco de nitrogénio removido (N-N,), representado na Equacdo V.12
pode ser calculada a velocidade do processo de desnitrificagdo que ocorreu no reator

SBR.
dN - N, . .
— - ="D*N- N, +gy, " X V.12

Onde: N-N, = concentragdo de nitrogénio na forma de molecular eliminado do reator
(MgN-N2/L);
D = vazao especifica de alimentacéo (d™);
One = velocidade especifica de producdo de nitrogénio molecular (mgN-
N,/(gSST.d));
X = concentragdo celular (gSST/L).
Novamente, assumindo-se as mesmas consideracfes quanto aos estados pseudo-
estacionarios e para a determinagdo da velocidade especifica de aimentacéo,
determinou-se a velocidade especifica de remogdo de nitrogénio (). Os valores

destas velocidades e os valores assumidos para as concentragdes de nitrogénio e de

células estdo apresentados na Tabela V .6.

Observa-se, na Tabela V.6, que o valor da velocidade especifica de remocdo de'/T

nitrogénio foi influenciado pela quantidade de tiossulfato adicionada a0 meio. Este

composto, como mencionado anteriormente, é o doador de elétrons para o processo de

desnitrificacdo autotréfica. Assim, compreendendo-se a relacdo entre as velocidades

especificas de remocao de nitrogénio e a quantidade de tiossulfato alimentado.

Formatado: Recuo: Primeira
linha: 1,25cm
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Tabela V. 6: Valores das velocidades especificas de remogéo de nitrogénio

L Periodo N-N2 X an2
Condicéo )
(dias) (mg/L) (gSST/L) (mgN-N,/(gSST.d))
I 48-75 0,0 1,3 0,0
[ 150-200 87,3 0,9 48,5
-1 275-300 113,3 0,8 70,8
v 360-400 176,5 0,98 90,0

Balanco de Massa— Sulfato produzido (S-SOs°%)

Como visto, a quantidade de nitrogénio removido é uma fungdo da quantidade
de tiossulfato alimentado. Para quantificar as velocidades de oxidagdo do tiossulfato,
optou-se por realizar o balanco de sulfato produzido, determinando a velocidade

especifica de producdo de sulfato. A Equacéo V.13 apresenta o balanco de massa para o

enxofre naformade sulfato.

Onde: S-SO4 = concentrag@o de enxofre na forma de sulfato no efluente ou no reator
(Mg SSOuL);

D = vazao especifica de alimentacéo (d™);
(s = velocidade especifica de producdo desulfato (mg S-SO4/(gSST.d));

X = concentracdo cdular (gSST/L).

Assumindo-se as mesmas consideracfes feitas anteriormente, calculou-se os
valores das velocidades especificas de producdo de sulfato. Os valores destas
velocidades e os valores assumidos para as concentracoes de sulfato e de células estdo
apresentadosnaTabelaV.7.

Como observado na determinacdo das velocidades especificas de remogéo de
nitrogénio, ocorreu um aumento progressivo da velocidade especifica de producdo de
sulfato. Pode-se imaginar assim, a existéncia de uma relacdo entre estas duas

velocidades, que indicaria a quantidade de nitrogénio removido pelo total de sulfato

Excluido: +Observase,na
TabelaV.6, queovalor da
velocidade especifica de remog&o
de nitrogéniofoi influenciado pela
quantidadedetiossulfato
adicionadaao meio. Este
composto, como mencionado
anteriormente, é o doador de
elétrons para o processo de
desnitrificag@o autotréfica. Assim,
compreendendo-se arelagéo entre
asvelocidades especificasde
remog&o de nitrogénioea
quantidadedetiossulfato
alimentadof
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produzido. Correlacionando-se estes valores, observou-se que esta relagdo esta abaixo
do valor esperado, para desnitrificagdo autotréfica via nitrito, de 0,58gN-N,/gS-SO;.
Apesar disto, pode-se questionar se amaior parte do sulfato produzido foi pelo processo
anodxico, ou se parte deste sulfato, foi produzido pelo metabolismo aerdbio das bactérias

oxidadoras de enxofre.

Tabea V. 7: Vaores das vel ocidades especificas de producdo de sulfato.

o Periodo N-N, X Jsos
Condicéo _
(dias) (mg/L)  (gSST/L) (mgS-SO4/(gSST.d))
I 48-75 206,4 1,3 79,2
[ 150-200 218,6 0,9 121,1
-1 275300 344,2 0,8 215,0
v 360-400 491,1 0,98 250,5

Relacdo entre a remocao de nitrogénio e a producéo de sulfato.

Uma forma de se verificar se a maior parte do sulfato foi produzido pelo
processo anoxico, consiste em se determinar a relagdo entre nitrogénio removido e o
total de sulfato produzido. A Figura V.14 apresenta a relagdo obtida com os pontos
experimentais de remog¢do de nitrogénio e producéo do sulfato, durante a operacéo do
reator. Nesta figura também esta apresentado o resultado das relacfes propostas, paraa
desnitrificacdo via nitrito (Eq. V.16), obtida a partir das Egs. V.14 e V.15 apbs a
aplicacdo da lei de Hess, e da rdagdo para a desnitrificacdo via nitrato (Eq. V.2),
apresentada anteriormente.

390:% + 15H 0 ® 6304 +24e + 30H" V.14
8NO, + 246 + 32H" ® 4N, + 16H,0 V.15
3304 + 8NQy + 2H' ® 63047 +4N; + H,0 V.16
55052+ 8NO; +H,0® 1030,2 + 4N, + 2H" V.2

Nota-se na Figura V.14 que a relacdo experimental entre nitrogénio removido
(N-N2) e o total de sulfato produzido (0,37mgN-N2/mgS SOa4) estd muito proxima da
relagdo estequiométrica da desnitrificagdo autotréfica via nitrato (0,35mgN-No/mgS
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SO4). Este fato pode indicar que a desnitrificag8io observada no reator esteja sendo
realizada viareducgdo do nitrato e ndo vianitrito, como se havia previsto anteriormente.

Para a elaboracdo da Figura V.14 foi considerado que todo o sulfato foi
produzido pelo metabolismo andxico, ou sgja, a atividade aerébia das bactérias
oxidadoras de enxofre foi considerada como nula ou desprezivel. Se esta consideragéo
ndo for verdadeira, e parte do tiossulfato tenha sido oxidado via oxigénio, a relacéo
experimental determinada entre o nitrogénio removido e o sulfato produzido pelo
metabolismo anoxico, tenderia a se aproximar da relagdo estequiométrica para a

desnitrificagdo via nitrito.

350
300 7 4
.~
250 N-N 2 = 0,3684* S-SO4
j (PontosExperimentais)
o)) 200 N-N2 = 0,58* S-SO4 s
£ (viaNO2)
Z' 150 1
z
100
-
| " N-N2 = 0,35*S-S04
0 S (viaNO3)
-
0 ‘” T T T T T T T T T q
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
S-S0, (mglL)
O Pontos Experimentais = = viaNO3 = ianO2

Figura V. 14: Relag&o entre nitrogénio removido e sulfato produzido na condicoes

experimentaisll, [11-1, I11-2, V.

Considerando que ndo haja acimulo de enxofre elementar, sendo todo o
tiossulfato oxidado até sulfato e que a velocidade especifica de producdo de sulfato
(Qsou) sejaigual a velocidade especifica de consumo de tiossulfato (Oszos), conforme a
equacdo V.17. A equacdo do balanco de enxofre na forma de sulfato (Equacéo V.13)

pode ser utilizada.

q8203 = qSO4 V.17

Onde: (sos = velocidade especifica de produgdo de sulfato (mgS-SO4/(gSST.d));

(03 = velocidade especifica de consumo de tiossulfato (mgS-S,0s/(gSST.d));
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ds- SO,

p =-D*S- 8O, + gy * X V.13

Onde: S-'SO, = concentrag@o de enxofre na forma de sulfato no efluente ou no reator
(MgN-N2/L);
D = vazdo especifica de alimentacgo (d™);
(o = velocidade especifica de producdo desulfato (mg S-SO4/(gSST.d));

X = concentragdo celular (gSST/L).
A tomada de amostras, para aanalise dos compostos, foram realizadas no final
do periodo de alimentacdo, ou segja, sempre com o reator no seu volume final de 2L.

Considerando também estado “pseudo-estacionario” (% =0) e a auséncia de

sulfato na aimentagdo do reator, observase entdo que a quantidade de sulfato

produzida (SSOy) é funcdo da velocidade de consumo de tiossulfato (Qsos), cOmMo é
mostrado naequacdo V.18.

S- SO, = Gy * X *—

4 q5203 D

Por sua vez, a velocidade de consumo de tiosulfato (sos) € proporcional as

velocidades de respiragdo via oxigénio (oz) € da respiragéo via nitrito ou nitrato Q-

n2)- Em sistemas em que existam as duas formas de respiraco, parte do tiossulfato sera

oxidado por um metabolismo e o restante pelo outro metabolismo. Considerando

também que uma fragdo “ f " do tiossulfato serd oxidada pelo metabolismo aerébio, e

umafracdo “1 —f” sera oxidada pelo metabolismo andxico, a velocidade especifica de
consumo de tiossulfato pelo metabolisno andxico (Qsos™) € representada pela
equacdo V.19.
Oszos”" = Uszoa* (L= ) V.19
Onde: q5203m = velocidade especifica de consumo de tiossulfato pelo metabolismo
anoxico (mg S-S,0s/(gSST.d));
f = fracdo do tiossulf ato oxidado pelo metabolismo aerdbio .

A relacdo entre a producdo de nitrogénio gasoso e a producao total de sulfato

determinada experimentalmente (Ynzsos), agora pode ser representada pela equacéo
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V.20, que relaciona as velocidades especificas de produgéo do nitrogénio gasoso e de
consumo de tiossulfato.

_ O
YN2/SO4 - V.20
$203

Onde: Ynysos = relacéo entre a producdo de nitrogénio gasoso e a producdo total de
sulfato determinada experimental mente (QN-N»/gS-SOy);
One = velocidade especifica de producdo de nitrogénio molecular (mgN-

N,/(gSST.d));
Os03 = velocidade especifica de consumo de tiossulfato (mg S-S,04/(gSST.d));

Combinando-se as equagdes V.19 e 20, obtémse a relagdo da velocidade
especifica de consumo de tiossulfato pelo processo de desnitrificagdio autotréfica
(Qes™) e a velocidade especifica de remogdo de nitrogénio (C2). Sabe-se também
que a os™ é também proporcional & fragio do metabolismo aerébio. Estas relagdes
estéo apresentadas naequacdo V.21

A __Onwe (g ¢) V.21

qS- S203 Y
N- N2/S- S203

Fazendo-se o balanco de massa para o sulfato no efluente do reator, produzido
somente pelo processo anoxido (desnitrificacdo autotréfica) (Equacdo V.22) e para o

nitrogénio removido (Equacéo V.12), tem-se:

S- 80,”" = g5 * X *% V.22

Onde: SSO4P* = concentragdo de sulfato no efluente ou no reator, produzido pela

desnitrificag@o autotréfica (mgS-SO4/L);

Qo™ = velocidade especifica de consumo de tiossulfato pelo metabolismo
andxico(mg S-S20s/(gSST.d));

D = vazéo especificade alimentagdo (d™);

X = concentragdo celular (gSST/L).
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Onde: N-N2 = concentragéo de nitrogénio na forma de molecular eliminado do reator
(mgN-N/L);

N-N,P* = concentracéo de nitrogénio na forma de molecular eliminado do reator

pelo processo de desnitrificag8o autotrdfica (mgN-N2/L);
D = vaz&o especifica de alimentagdo (d™);

Ore = velocidade especifica de producdo de nitrogénio molecular (mgN-

N2/(gSST.d));

X = concentragdo celular (gSST/L).

Multiplicando-se a Equacdo V.21 pelo termo “ X*%", obtem-se a equacdo
V.23
qs-szoaDA*é(*iQ: Oh- o *(1' f)*é{*ig V.23
€ Do Yy nus s03 € Do
Consd erando-se as equagbes V.22 e V.12 e V.23, fica-se com:
YN2/§)4 DA
N-N,= *S- S04 V.24
@ f)
Reorganizando a Equagéo V. 24, obtém-se:
N- N, :YN2/304 — ANOXICO V.24

S- SO4DA (l- f) N2/S04

Onde: N-N, = concentracdo de nitrogénio na forma de molecular eliminado do reator
(MgN-N2/L);

S-SOP* = concentragéo de sulfato no efluente ou no reator, produzido pela

desnitrificagdo autotréfica (mgS-SO4/L);

Ynzisos = relacéo entre a producdo de nitrogénio gasoso e a producdo total de

sulfato determinada experimental mente (gN-N2/gS-SOs);

f = frag&o do tiossulfato oxidado pelo metabolismo aerdbio;

ANOXICO

Y N2/soa = relagdo entre a produgéo de nitrogénio gasoso e a produgdo de

sulfato peladesnitrificac8o autotrofica (QN-No/gS-SOy);
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Na Figura V.15 apresenta-se a simulagdo da eguacéo V.24, para diferentes
valoresde” f”. Quandose considera que o metabolismo aerébio é nulo ou desprezivel
(f = 0), temse o menor valor possivel para este coeficiente (0,35mgN-N2/mgSSOs),
como mostrado na FiguraV.14. Em seguida, imaginando -se que o0 metabolismo aerdbio,
represente valores de f de 0,1 até 0,4, ou de 10 a 40% do total de sulfato produzido,

nota se que atendéncia é de obter valores maiores.

Assim, fica claro que o resultado obtido na predicéo realizada na Figura V.14
possa ter sido influenciada pela atividade aerdbia das bactérias oxidadoras de enxofre,
gue, naguele momento, tiveram a sua atividade aerébia desprezada. Na verdade,
considerou-se inicialmente que o valor do fator Yn.nzissos Seriaigual ao fator de

conversdo de sulfato produzido em nitrogénio removido pelo processo andxico (Yn.nz/s
ANOXIC
SO4 O)

180
f=04 03 02 01 O
g 160 YN7N215504ANOXICO - 0,58 0 3 3 . . £+
v _ . o IS & & g
Z 140 Vianitrito e
8 1201 el el
S s o o7
% % 100 L’
¢ <&
¥ £ | ‘
e~ 80 Ynzssod O =035
% 601 Vianitrato
= 40
Z
201
0 " T T T T
0 100 200 300 400 500
S$50,2P* (mglL)

FiguraV. 15: Relagdo entre sulfato produzido pelo processo andxico e a quantidade de
nitrogénio removido em diferentes valores do metabolismo aerébio ().

Atividade aerdbia das bactérias oxidadoras de enxofre.

Com o intuito de determinar se realmente as bactérias oxidadoras de enxofre
possuiam a capacidade de respirar via oxigénio, mesmo depois de 45 ou 60min sob
condicBes anodxicas, avelocidade de respiracdo via oxigénio foi acompanhada durante
alguns periodos da operacdo do reator, utilizando-se o procedimento descrito no item

IV.3.6, pela Técnica 1 — Medida direta do (Jop. A Figura V.16 apresentaa variagdo da

concentragdo de oxigénio ao longo do tempo, quando 20 mgSS,0Os/L foram
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adicionad as ao reator, durante os estados estaci onarios atingidos nas condi¢les |, 11, 111 -
2elV.

Para a determinacdo das velocidades especificas de respiragdo via oxigénio
(Qoe), apartir dos valores da concentragdo de oxigénio apresentados na FiguraV.16, foi

necessario determinar a concentragéo celular no momento em que o ensaio estava sendo
realizado. Estes resultados podem ser observados na Tabela V.8.

A partir disto, para avaliar a dependéncia da vel ocidade especifica de respiracdo
via oxigénio (Joz) em relagdo & concentragdo de oxigénio, foi utilizado o modelo
cinético tipo Monod, como o descrito na Equacdo V.5, apresentada no item 1V.3.6.
Este modelo foi gjustado aos pontos experimentais de velocidade especifica de

respiracéo e a respectiva concentracdo de oxigénio (Oz), determinados anteriormente,
conforme também descrito no item IV.3.6.

3 g4 b) g -
" ‘4
j 6 . :T -1 'v‘
I ) I .
E 47 T, E 47 TN
N ~ *>
O 21 b.“ S 2 n“"'
4' e
0 T — 0 T T T T
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
C) o Tempo (min) d)8 Tempo (min)
-6 A.‘ - 67
B D
£4- £ 41
ONZ T '.'o" 6 21
e
0 ey 0 .
0 5 10 15 20 0 10 15 20
Tempo (min) Tempo (min)

FiguraV. 16: Consumo de oxigénio pelas bactérias oxidadoras de enxofre durante as

diferentes condi¢des ambientais. a) Condi¢do I; b) Condico Il; ¢) Condicdo 111-2; d)

Condicao IV.

Com estes resultados foi possivel estimar o valor da constante de sduragéo para

0 oxigénio (Ko), do modelo cinético (Eqg. 1V.5), bem como o valor da velocidade

especifica maxima de consumo de oxigénio ((oavax) determinados para cada ensaio de

respirometria, com as biomassas das diferentes condi¢des operacionais estudas.
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O vaor da velocidade especifica méxima de consumo de oxigénio Qozmax),
determinado pelo gjuste do modelo cinético, foi crescente conforme as condicdes
operacionais aplicadas ao reator SBR. Este fato indica que a comunidade bacteriana,
presente no reator, foi tornando-se mais especializada na oxidag&o do tiossulfato, em
outras palavras, houve um enriquecimento da biomassa em bactérias oxidadoras de

enxofre.

Apesar disto, para obter-se um gjuste razodvel do modelo cinético (Eq. IV.5) aos
pontos experimentais da condicdo Il (vide Fig. V.16-b), foi necessario um valor da
constante de saturac&o (Ko) alto ( Ko > 3mg/L) (Tab. V.8). Este fato pode indicar que
as bactérias oxidadoras de enxofre estavam mais aptas a respirar o nitrito ou o nitrato do
gue o oxigénio, nesta condicdo. Com a aplicagdo de niveis de aeracdo maiores,
condigdes I11-2 e |V, as bactérias oxidadoras de enxofre tornaram-se aptas novamente a
respirar o oxigénio, pois os valores das constantes de saturag&o tornaram-se novamente

préximas ada condicéo |.
Tabela V. 8: Par@metros cinéticos aparentes da Equagéo IV.5

Tempode Concentracdo

~ Qozmax Ko
Condicdo  Operagao Celular

(mgQy/gSST.min) (mg O2/L)

(dias) (GSSTIL)
| 75 1,28 0,78 0,29
I 190 0,96 1,15 4,08

11-2 316 0,87 1,39 024
W 385 0,98 1,52 032

Durante a condicdo IV, o tempo necessario de aeragcdo para que as bactérias
oxidadoras de enxofre retomem a sua velocidade de consumo de oxigénio foi
investigado. Este resultado encontra-se apresentado na Figura V.17 que mostra a
variacdo da concentracdo de oxigénio durante o periodo de 15 minutos de aeragdo na
auséncia de substratos (amonio e tiossulfato) e na presenca, somente, de tiossulfato,

conforme jarelatado no item 1V.3.6 do capitulo Materiais e Métodos.
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Segundo a metodologia mencionada, quando esta medida foi realizada na
auséncia dos substratos foi possivel determinar o valor do coeficiente volumétrico de
transferénciade oxigénio (klg para o periodo de aeragdo (15min.). O valor do klafoi de
0,54min* efoi considerado que este valor foi 0 mesmo para o experimento realizado na
presenca de tiossulfato, ja que o volume do reator e as condi¢des de agitacdo foram

mantidas constantes

Nota-se naFiguraV.17, para o experimento realizado sem a adicdo de substrato,
gue, apds o periodo de 15 minutos com aeragdo, a variacdo de oxigénio determinadafoi
baixa, indicando que a velocidade de respiracdo desta biomassa estava limitada Este
valor pode ser relacionado com o metabolismo endégeno, denominado -se a velocidade
de respiracdo endogena (oxX ena- ApOS esta verificagdo, foi adicionado tiossulfato,
observ ando-se imediatamente o consumo de oxigénio, indicando que as bactérias
oxidadoras de enxofre estavam aptas a oxidar o tiossulfato apds o periodo de aeracéo de
15min.

No experimento seguinte, o pulso de tiossulfato foi realizado antes do inicio do
periodo de aeraco, as bactérias oxidadoras de enxofre ndo estavam mais limitadas pela
auséncia de substrato, e, se fossem capazes, poderiam oxidar este composto desde o
primeiro momento de aeracdo. Observase na Figura V.17 (ensaio “ com substrato”) que
realmente as BOS podem oxidar o tiossulfato independentemente do tempo de aeracéo,
pois 0 aumento da concentracdo de oxigénio durante o periodo inicial de aeracao, foi
mais brando que no experimento anterior sem substrato.

Com estes resultados experimentais, as velocidades de respiracdo das bactérias
oxidadoras de enxofre foram determinadas nas diferentes condi¢cbes de aeracéo,
conforme descrito no item IV.3.6, do capitulo materiais e métodos, pela técnica 2.
Primeiramente foi determinada a vel ocidade ap6s 15min. de aerag@o sem substrato, este
vaor representado na Figura V.17 pelo simbolo (o,Xend, Sendo a velocidade de
respiracdo endogena dos microrganismos presentes no experiment. A seguir, neste
mesmo experimento, foi adicionado tiossulfato e foi determinada a velocidade de
respiragéo das BOS, representado pelo simbolo (p,X gos1 (Fig. V.17).

No experimento realizado todo na presenca de tiossulfato, foram determinadas
as vel ocidades de respiragéo, durante o aumento da concentragdo de oxigénio dissolvido

(QoeX Bos2; Fig. V.17), durante o estado estacionario (opX goss; Fig. V.17) equando a
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aeracdo foi interrompida (o2X Bos 4; Fig. V.17). Informa-se que as equagdes utilizadas

para os calcul os dessas vel ocidades, estdo descritas no item 1V.3.6.

/( Excluido:
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Figura V. 17: Influénciado tempo de aeracéo na atividade das bactérias oxidadoras de

enxofre, napresenca e naausénciade substrato (Tiossulfato).

Na Tabela V.9 encontram-se apresentados os valores destas velocidades de
respiracdo. Observase nesta tabela que, independente do tempo de aeracdo, o valor do

(JoX calculado para o experimento com substrato estd mais préximo do valor de
referéncia ((o2X sos 1)- As diferengas ocorridas podem ser atribuidas a uma adaptacdo

dos microrganismos a condi¢do de aeracdo, ja que na determinacdo do valor de Qo2X
BOs 1, @ biomassa estava exposta a condicfes aerdbias aproximadamente h& 30min., o

gue ndo aconteceu noexperimento seguinte.

Destaca-se, ainda, que o valor davelocidade de respiracdo enddgenaficou muito
abaixo dos demais valores de velocidades de respiracdo determinados. Assim acredita
se que realmente as células estavam limitadas pela auséncia do substrato, no primeiro
experimento. Conclui-se, portanto, que a atividade aerdbia das bactérias oxidadoras de

enxofrefoi responsavel por parte do sulfato formado.

Destaforma, arelacdo entre o nitrogénio removido e o sulfato formado (Ynzsos)

determinada anteriormente (Figura V.14), de 0,37 mgN-N2/mgS-SOs4, reamente

ANOXICO

representa um valor abaixo do valor Yyzsos , confirmando a discussao anterior.
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Imagina-se que se fosse possivel calcular a fragdo ‘" e consideralo no clculo
efetuado, o valor da relagdo entre nitrogénio removido e sulfato produzido, pelo
processo anodxico, estaria mais proxima ao proposto para a desnitrificagdo autotrofica
vianitrito.

Tabela V. 9: Velocidades de respiracdo das bactérias oxidadoras de ambnio nos
diferentes periodos de aeragdo (Fig. V.17).

Velocidadede Valor
respiragd  (mgO,/L.min)

Ooz2X end. 0,104
goeX gost1 1,830
JozX Bos2 1,209
(o2X Bos3 1,096

OozX Bos4 1,232

V. 2.2. Acompanhamento do ciclo de alimentacdo em 24 horas

Conforme descrito no item 1V.3.2, do capitulo Materiais e Métodos, a operacao
do reator durante os estados “ pseudo-estacionarios’, foi feita de modo que o tempo de
alimentagdo do reator fosse distribuido ao longo de 24 horas, completando um ciclo de
operacdo. Porém, é importante observar o que ocorre durante a operagdo de um ciclo
(24 horas), verificando se houve algum actimulo de substrato ou intermediérios das
reacOes de oxidagdes. Para isto, foi realizado o acompanhamento dos compostos
nitrogenados e sulfurosos durante todo o periodo de alimentacdo, nas diferentes
condicBes operacionais estabelecidas no reator SBR, seguindo a mesma estratégia
proposta por Zdradek (2005).

Em nenhuma das condic¢Bes operacionais estudadas foram detectados estados
transientes, em que existisse acumulo de intermediarios ou dos produtos finais. As
variagdes das concentragdes de N-NH4, N-NO3 e SSO4 podem ser observadas na Fig.
V.18 A Fig. V.18-3, representaa Condicéo |, aFig. V.18-b a Condi¢éo I, aFig. V.18-c
a Condicdo 111-2, e a Fig. V.18d a condicdo IV. Nota-se que o valor médio das
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concentracBes destes compostos permaneceram em niveis similares aos obtidos nos
respectivos estados “ pseudo -estacionarios’.

/( Excluido: {
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Figura V. 18: Variag8o daconcentrag8o das formas nitrogenadas e do sulfato durante
as condigdes operacionas: @) Condicao | (dia60°); b) Condicéo |1 (dia 18CP); c)
Condic&o 111-2 (dia 340%); d) Condicéo IV (dia 370°).

O acompanhamento da variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido durante
o ciclo de aimentacdo foi realizado. A Figura V.19 apresenta esta variacdo da
concentracdo de oxigénio durante as 24 horas de operacdo do ciclo de alimentacdo, para
condi¢do Il (Fig. V.19-q), IlI-1 (Fig. V.19-b), I11-2 (Fig. V.19-¢), IV (Fig. V.19d).
Devese lembrar que a variagdo na concentragdo de oxigénio dissolvido foi bastante
significativa, quando se compara um estado pseudo-estacionério (condig&o operacional)
com 0 outro. Acreditase que ndo houve mudanca significativa nos niveis da
concentragdo de oxigénio de um ciclo de alimentagdo para outro, no mesmo estado
pseudo-estacionario , podendo-se considerar que estes resultados, apresentados na Figura
V.19, descrevem as condicdes em que 0S microrganismos estavam expostos, em cada

condicéo operacional .

A concentragdo de oxigénio durante a fase aerébia, foi de 0,2mg/L para a
condicdo Il e maior que 1Img/L para a condicdo Il1-1. Particularmente, nestas duas

condi¢des os microrgani smos envolvidos na oxidagdo do amdnio e do enofre poderiam
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ter as suas atividades limitadas pela concentrac@o de oxigénio. Nas demais condicOes,
durante a fase aerdbia acredita-se que este tipo de limitacdo ndo aconteceu, pois a
concentracdo de oxigénio estava elevada. No entanto, os baixos niveis dos substratos
observados nestes estados pseudo-estacionarios, podem ter limitado a atividade destes
microrgani smos.

a g b) 6
5 5 4
3 47 3 47
>
g 3 £3-
S 2 6‘2- A
3 s A
(O e ma L S 0 'h ! .l .‘I t
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
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FiguraV.19: Variagéo da concentracdo de oxigénio durante um ciclo de 24 horas de
operacao na diferentes condicdes aplicadas a0 reator SBR. a) Condiczo I1 (dia 180%); b)
Condic&o I11-1 (dia 290 ; c) Condigao I11-2 (dia 340°); d) Condicao IV (dia 370).

Juntamente com os resultados apresentados anteriormente, foram determinadas
as velocidades de respiragdo ((ozX) dos microrganismos, nas condigdes operacionais
apresentadas anteriormente. Na Figura V.20 estdo apresentadas as velocidades de
respiracéo determinadas ao longo de ciclos de alimentagdo do reator, para cada regime
pseudo-estaciondrio da operacdo do reator SBR. Durante acondicéo |, observaram-se as
maiores variages no valor da velocidade de respiracdo, atribuindo-se este fato aos
baixos nivels de substrato que estavam limitando o consumo de oxigénio nesta fase,
lembrando-se que esta fase caracteriza-se pela plena aeracdo, portanto, pela
disponibilidade de oxigénio dissolvido.

Nas condi¢des seguintes, onde as concentracdes dos substratos estavam em um
nivel menos limitante, as variagdes das velocidades de respiragdo foram reduzidas,
como pode ser observado nas Figuras V.20-b, ¢, d e e. Na Condicdo Il, onde a
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concentracdo de oxigénio foi de 0,2mg/L, foram medidas as menores velocidades de
respiracdo. Nas condigdes seguintes, 0 aumento no valor da concentragdo de oxigénio
dissolvido, durante os periodos aerados, proporcionou um aumento na velocidade de

respiragdo dos microrganismos, lembrando que a medida do oX eram realizadas no

final dos periodos aerados, conforme descrito no item 1V.3.8.

b
4 100 E)‘ 100
= 801 . = 801
g w- 3 g o]
x 40 o ° s < 40
8 20 A ° & 201
O 0 o 0 0008900000000 0009009
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
9 Tempo (horas) q Tempo (horas)
= 100 = 100
- i - i
8 80 8, 80 b"oo
D 60 1 D 601 °°°° s 0
é 40 9 °°<>°°° o9 °o® ° é 40 °v cae?
— ° vo obo °4° -1
>t<\l Y >§l -
o 20 o 20
o o
0 T T T T O T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
92 Tempo (horas) Tempo (horas)
= 100
§ 804 °..
g 60_ °°°°°v°°q<>°o ° o
N—r 40_
X
g 20 A
0 T T T T

0 5 10 15 20 25
Tempo (horas)
Figura V. 20: Medidadavelocidade de respiracdo durante um ciclo de 24 horas de
operacdo nas diferentes condi¢des aplicadas ao reator SBR. a) Condicdo I; b) Condicéo
Il; ¢) Condicdo I11; d) Condicdo 1V; @ Condicdo V.

O consumo de oxigénio medido nestes experimentos foi proporcional a
guantidade de aménio e de tiossulfato oxidado. Considerando-se que o consumo de
oxigénio, referente a oxidacdo do nitrogénio amoniacal, aconteca primeiramente para
transformar 0 amoénio até nitrito e, na sequiéncia, parte deste nitrito sgja transformado

em nitrato e a outra parte deste compostosgja reduzido a nitrogénio molecular (N-Ny), o
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consumo de oxigénio envolvido nestas transformagdes do nitrogénio amoniacal pode

ser representado pelaFiguraV.21.

/( Excluido: {

Residual de
Nitrogénio

NLNILL
™~ |4
N-NO,
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» N-NOs b
N-NO; N-N»

Figura V. 21: Transformagdes do nitrogénio amoniacal possiveis de ter ocorrido no

reator SBR.

O total de oxigénio consumido (Toy!) durante a transformago do amonio até

nitrito é proporcional ao residual de nitrogénio na forma de nitrito, nitrato e nitrogénio

removido, este Ultimo medido pelo balanco de massa. A constante de proporcionalidade

é o fator de converséo de oxigénio consumido por nitrito produzido (Yozn-no2), CUjO

vaor é de 3,29mgO,/mgN-NO, (Henze, 1999). A equacdo V.25 descreve esta

quantificagao.

Tozlz(YOZ/Noz*(N' N02+N' N03+N' Nz))*Q

V.25

Onde: T, = total de oxigénio consumido naoxidagdo do amdnio até nitrito (mgQy/d);

Yoanoe = fator de conversdo de oxigénio consumido por nitrito produzido

(90G,/gN);

N-NO, = concentracdo de nitrogénio naformade nitrito (mgN/L);

N-NOs; = concentracdo de nitrogénio naformade nitrato (mgN/L);

N-N, = concentracdo de nitrogénio eliminado, determinado pelo balanco de

nitrogénio (mgN/L);

Q = vazéo de alimentag&o (L/d)
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Somente uma parte deste nitrito sera oxidado a nitrato, consumindo mais
oxigénio, lembrando-se que se esta assumindo que o nitrato ndo seria consumido pelo

metabolismo de desnitrificac8o autotréfica. Entdo, o consumo de oxigénio envolvido
com a oxidacdo do nitrito (Tp?) é proporcional ao residual de nitrato medido no
efluente. A eguacdo V.26 descreve este consumo, e apresenta a constante de
proporcionalidade Yoz/nnos, que representa a quantidade de oxigénio consumido na
oxidacéo do nitrito até nitrato, cujo o seu valor € de 1,06mgO,/mgN (Henze, 1999).

T022 :(Yoz/No3*(N' NO3))*Q V.26
Onde: Te,” = total de oxigénio consumido durante a transformag&o do nitrito até nitrato
(mgO2/d);

Yozn-nos = fator de conversdo de oxigénio consumido por nitrato produzido a
partir do nitrito (gOJ/gN);

N-NO; é a concentragéo de nitrogénio naformade nitrato (mgN/L);
Q = vazdo de alimentac&o;

Pelas equacBes V. 25 e 26 foi calculada a quantidade de oxigénio consumido
total tedrico (Tozta ), apresentando-se estes valores na Tabela V. 10 juntamente com a
quantidade real de oxigénio consumida medida experimentalmente(T o= i ), CUja

determinacdo seradescritaaseguir.

Primeiramente buscou-se equacionar a quantidade de oxigénio consumido (To2)
no volume de reacdo em um dado instante t, através do produto da velocidade de

consumo de oxigénio no instante t (Qo2X') pelo volume do reator no mesmo instante
(V,"), conforme indica na Equagéo V.27.
Tozt :(qozxt*vrt) V.27

Onde: To' = quantidade de oxigénio consumido no volume de reacdo em um dado
instantet (mgO,/h);
V! = volume do reator no mesmo instantet (L).

Como avazdo de alimentagdo era constante (1 litro de meio a cada 24 horas), a

variacdo do volume é linear com o tempo, ou sgja:

V' =V, +Q*t V.28
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onde: Vo = volumeinicial do reator eigual a 1L;
Q = vazdo de alimentacdo eigual 0,0417L/h;
t = tempo em foi realizado a medida(h).
Assm:
Ty, =05, X' +00417* g , X" *t V.29
Desta forma, podese calcular os valores de Tgs = f (t) para cada valor

experimental de (X' determinado (vide Fig. V.20), obtendo-se a variag&o deste valor

em funcdo do tempo. A massa total de oxigénio consumido é dado pela integral da
equacéo polinomial de To, em funcgdo do tempo, multiplicada pela fragdo de tempo em

gue o reator permaneceu sob aeracdo, ou sgja:
24
To,  ner = (YT, F)*dt)*t,, V.31
0

Onde : ToFae = Massa total de oxigénio consumido durante o perfodo aerado
(mgQ./h);
top = frac8o do tempo em que o reator permaneceu aerado;
Tos f(t) = equagdo polinomial que relaciona a quantidade de oxigénio
consumido (Te?) e o tempo.
Sdienta-se que, para este cédculo, considerou-se que (o2X' e Vi' foram

constantes em cada periodo aerado, de aproximadamente 15min.

Além do oxigénio consumido durante os periodos de aeracdo, foi determinadaa
guantidade de oxigénio consumido nos periodos sem aeracéo, onde existia somente a
transferéncia de oxigénio pela superficie do liquido. Este célculo foi feito pela
determinacdo da vel ocidade de respiracdo nestas condicoes, pel aequacdo do balango de
oxigénio (Eq. IV.3), conforme indicado no item 3.8, do capitulo Materiais e Métodos.

Neste clculo, foi considerado que a variagdo da concentrag@o de oxigénio com o tempo

(9% 6 nula,
dt

do,
dt

=K A* (0, - 0,) - ge, X V.3

Onde: O, = concentragéo de oxigénio do experimento (mg/L);
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02T = concentracéo de oxigénio nasaturagdo (7,5mg/L - APHA, 1995);
K A = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h ™);

(o2 = velocidade especifica de consu mo de oxigénio (mgOz/gSST.h);

X = concentragdo celular (gSST/L).

Para isto, € necess&rio conhecer o valor do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (KLA) do reator agitado. Conforme indicado no item 1V.3.2
(Figura 1V.2), este valor foi determinado em diferentes volumes do reator (Vr), sem a
presenca da biomassa e na condi¢do padréo de agitacdo em que o reator foi operado
durante todas as condi¢des operacionais, obtendo-se a equagdo (vide Figura 1V.2,

pagina 36) :

K A=3216*e 0%V V.31

Com o valor da velocidade de respiracéo (o=X) no periodo sem aeraco, foi
determinada a quantidade de oxigénio consumido neste periodo (TP ans) SEM
aeracdo e quando o reator estava limitado pelo oxigénio, o procedimento realizado para
este célculo foi 0 mesmo para a determinacdo do oxigénio consumido durante o periodo

com aeracéo.

A Tabela V.10, apresenta os valores tedricos do total de oxigénio consumido
pela oxidacdo do nitrogénio amoniacal (T, total), além dos valores experimentais do
total de oxigénio consumido medido durante a fase aerada (15min) (T™Fae) €
durante a fase anéxica (45min ou 60min) (To2=Fanwx), ONde existia somente uma
aeracao pelaagitacado da superficie do liquido.

Observou-se que, durante a condicdo |, a quantidade de oxigénio consumido
(Te2®® total) foi um pouco superior a quantidade de oxigénio previsto (Toz total).
Contudo, cabe ressaltar que, nesta condi¢do, 200mg/L de SS,03 foi alimentado ao
reator e oxidado somente via oxigénio, devendo-se adicionar este valor ao valor tedrico
calculado anteriormente, utilizando-se o fator estequiométrico Yoy s (190,/gS-S;03),
obtido da estequiometria da oxidacao aerdbia do tiossulfato, Equacdo V.32

$052+2 0, +H,0® 250,2+2H" V.32
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Tabela V. 10: Valores tedricos e experimentais de consumo de oxigénio durante as
condi¢des operacionais aplicadas ao reator SBR.

N Tedrico Experimental

Condigdo  Oxidado Tor Tof Toptotd ToPae ToPanx  ToXF
(mgNd) | (mg/d) (mg/d) (mgO2/d) (mgOe/d) total
I 190 616 201 818 966 - 966
Il 196 635 30 666 556 202 257
-1 183 599 24 624 432 202 634
-2 216 700 33 738 506 268 774
v 232 753 61 814 550 268 818

Na condicéo |1, observou-se que a quantidade de oxigénio consumidafoi inferior
a0 previsto. Este fato pode estar relacionado com os baixos niveis de oxigénio
detectados, pois nesta situacéo a vel ocidade de consumo de oxigénio é determinada sob
condi¢des atipicas. Ou sgja, 0s microrganismos tinham sua atividade limitada pela
concentragcdo de oxigénio e, provavelmente, a medida do valor da concentragdo de

oxigénio foi feitaem umafaixa préximaao limite de detecgéo e precisdo do eletrodo.

Nas demais condi¢bes, a quantidade de oxigénio consumido foi proxima a
prevista pelas equagdo descritas anteriormente (Toz total ~ ToX< total). Contudo,
nestes célculos néo foi considerada a quantidade de oxigénio necesséria para a oxidacdo
do tiossulfato a sulfato, que poderia estar ocorrendo no reator. Esta diferenca pode ser
atribuida aos valores de Yoznoz € Yoxnos considerados nos célculos anteriores, que
provavel mente sdo valores diferentes dos reais, para este caso especifico.

Dentre todas as variaveis que podem influenciar a eficiéncia deste processo,
observou-se que o nivel de aeracéo, ou sgja, a quantidade de oxi génio suprido ao reator,
apresenta um efeito significativo sobre a fisiologia dos microrganismos envolvidos e,
conseqiientemente, no desempenho do reator. Com o intuito de melhor observar este
efeito, foi determinada a relacdo entre a quantidade de nitrogénio na forma de aménio
aimentado ao reator e a quantidade total de oxigénio consumida, determinada
experimentalmente (To2=*", vide TabelaV.7). Na Tabela V.11 e nas Figuras VV.22-a, b,
¢ e d encontram-se os valores desta relagdo, assim como 0s valores percentuais de
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nitrogénio na forma de N-NHs, N-NOz, N-NOs" e N-Nz, para cada condicéo
experimental ensaiada.

Observa-se na Tabela V. 11 que, na condicdo Il, naqual o reator foi operado em
baixas concentracBes de oxigénio, a relacdo NNH4/ O foi muito superior & demais
condic¢des. Para evitar-se tendéncias que podem ndo representar os fendmenos reais que

ocorreram no sistema em estudo, nos cal cul os seguintes esta condicdo |1 foi desprezada.

Tabela V. 11: ValoresdosresiduaisdeN-NHs*, N-NOz", N-NOs” e N-N2, assim como a
quantidade de N-NH4 alimentada e O, consumido, e as respectivas relagdes N-NH,; /O,
aplicadas em cada condicdo experimental.

N-NH; N-NHJ/O, N-NH; N-NO, N-NO; N-N,

Condicéo
(mg/d)  (mg/d) (9/9) ) () (%0) (%0)
I 966,42 190,00 020 2,83 0,03 100,04 0,00
Il 257,50 230,40 0,89 1481 329 1212 40,20
-1 633,60 236,20 0,37 21,77 22,4 9,88 46,41
-2 77420 236,20 0,3L 8,50 20,47 1525 56,08
v 818,20 243,00 030 4,40 1,08 2389 70,83

Com os val ores apresentados anteriormente, Tabela V.11, foi construidaaFigura
V.22 que relaciona os valores do residua de nitrogénio amoniacal (FigV.22-a), o de
nitrito formado (Fig.V.22-b), o de nitrato formado (Fig.V.22-c) e a quantidade de
nitrogénio removido pelo balango de massg com o valor da relacdo N-NH,/ O,. Todos
os valores de concentragBes de nitrogénio, usados nestas figuras, foram obtidos nos
estados pseudo-estaciondrios da operagdo do reator e foram determinados valores
médios e 0s desvios padides para cada condi¢do ensaiada, durante o periodo de

operacao do reator neste estado pseudo-estacionaio.

A relac8o tedrica entre N-NH4/ Oz para que ocorra somente a nitrificagdo parcia
até nitrito é de 0,31gN-NH4/g0, e para que ocorra a nitrificagdo total este valor é de
0,24 gN-NH4/g0, (Equagdes11.1 ell.2). Observase na FiguraV.21-aqueoresidual de
amodnio detectado no reator foi proximo a zero quando se operou o reator em valores
abaixo de 0,3gN-NH4/gO, , ou sgja, supria-se oxigénio suficiente para que todo o
nitrogénio amoniacal fosse oxidado. Com a operagdo do reator em condi¢des de
limitacdo de oxigénio, relacBes N-NH4/O, superiores a 0,31gN-NH4/g0,, a quantidade
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de nitrogénio oxidado tornou-se menor e, conseqiientemente, um aumento no residual
de amdnio foi detectado.

De acordo com a Figura V.2l-a acredita-se que a operacdo de um reator em
niveis maiores que 0,3mgN-NH4+/mgQC,, tera como conseqiiéncia a presenca de elevadas
concentragdes de nitrogénio amoniacal, no efluente final, ao lado de uma reducéo da
remogdo de nitrogénio pela auséncia de aceptores finais de elétrons para a
desnitrificacdo autotréfica.
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FiguraV. 22: Influéncia darelagéio NH4/Oz nas formas de nitrigénio produzidas no
reator SBR: a) N-NHg4; b) N-NO,; ¢) N-NO;s; d) N-N, (?) e.S-S,0;5 (

O residual de nitrito foi observado somente quando relagdes superiores ao valor
de 0,3mgN-NH4/mgQ, foram aplicadas no reator, como pode ser observado na Fig.
V.22-b. Com estes resultados reco menda-se que a operacdo do reator ocorra em uma
relacdo proxima ao valor apresentado anteriormente (0,3 mgN-NH,/mgQ,), pois o
excessivo acimulo de nitrito pode ocasionar problemas de toxicidade, dependendo da

concentracdo de nitrito e do valor do pH do reator.

A formac&o do nitrato foi inversamente proporcional ao aumento da relacéo
entre N-NHa4/ Oz, como é apresentado na Figura V.22-c. Observou-se um baixo residual

de nitrato quando relagdes superiores a 0,3gN-NH,/gO, foram utilizadas.
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A remocédo de nitrogénio, que é uma conseqiiéncia de todos estes fatores, foi
maxima quando o reator foi operado em valores préximos a 0,3mgN-NH,/mgQ, Como
ja observado em resultados anteriores (item V.2.1, Figuras V.12 e V14), a porcentagem
de nitrogénio removido € influenciada pela quantidade de tiossulfato adicionado, como

pode ser observado naFiguraV.22-d.
V. 2.3. Atividade desnitrificante autotr 6fica.

A caracterizacdo do potencial de desnitrificagdo dos microrganismaos, durante os
diferentes estados pseudo-estacionarios atingidos, foi feita pela medida das velocidades
especificas iniciais de reducdo do nitrato ou nitrito e a respectiva producéo do sulfato
(produto da oxidacdo do tiossulfato), em cada experimento ensaiado, conforme a

metodologia descritano item IV.3.7.

Na Figura V.23 sdo apresentadas as variagtes no tempo das concentracdes de
nitrato e sulfato, detectados durante os experimentos de desnitrificacdo autotréfica via
nitrato, na condicdo | (Fig.V.23-a), na condicdo Il (Fig.V.23-b), na condic¢éo Il1-2
(Fig.vV.23-c), e na condicdo IV (Fig.vV.23d). Os resultados obtidos da velocidade
especificas iniciais de redugéo de nitrato ((nes) € de producéo de sulfato (sx), paraa
desnitrificag8o autotrdfica via nitrato estéo apresentados na Tabela V. 12. Os valores das
v elocidades especificasiniciais foram determinados com o valores das concentragdes de

nitrato e sulfato das primeiras 12 horas.

Nos experimentos de desnitrificagdo autotréfica via nitrato ndo foi observada
uma grande alteracdo das atividades das biomassas ensaiadas. Para a comparagdo do
potencial de desnitrificagdo autotréfica optou-se por comparar as velocidades
especificas de produgdo de sulfato, que representam melhor 0 metabolismo de interesse
(desnitrificagdo autotréfica via tiossulfato). A velocidade especifica de producdo de

sulfato ((sos) foi similar nas condigBes Il, 111-2 e 1V, diferenciando-se um pouco ha

condigdo I.
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Figura V. 23: Concentracdes de nitrato e sulfato durante oensaio de atividade
desnitrificante autotréfica nas diferentes condicGes de operacdo do reator. a) condicao I;
b) condicéo I1; ) condi¢do I11-2; d) condicdo 1V

Tabela V. 12: Valores das velocidades especificas de consumo de nitrato, de producado
desulfato.

Condicbes Cos Qs
Operacionais (mgN-NOy/gSST.h)  (mgS S0,/gSST.h)
| 539 24,61
1 36,85 20,27
-2 11,64 21,46
v 16,98 23,65

Simultaneamente a medida da desnitrificacéo autotrdéfica via nitrato foi realizado
em outro experimento, para a determinagcdo atividade via nitrito, sob as mesmas
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condi¢des de doador de elétrons (tiossulfato) e quantidade de biomassa. Os resultados
obtidos com estes experimentos estdo apresentados na Figura V.24, que mostra a
variagdo das concentragdes de nitrito e sulfato determinadas ao longo do tempo. As

velocidadesiniciais especificas de reducdo do nitrito (Qu.noz) € producéo de sulfato (Os

sos) estdo apresentadas na Tabela V. 13.

Dos resultados indicados na Tabela V.13 observou-se que, diferentemente da
atividade de desnitrificacdo via nitrato, houve um aumento na atividade dos
microrganismos quanto a producéo do sulfato, refletindo no aumento da capacidade
desta biomassa de utilizar o nitrito como aceptor final de elétrons no metabolismo
autotrdéfico. O aumento da atividade de desnitrificag@o autotréfica vianitrito ocorreu em
todas as etapas, o que pode indicar que esta biomassa encontrava se apta a desnitrificar

vianitrito, mesmo nas condic¢fes em que o residual de nitrito era baixo no efluentefinal.
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FiguraV. 24: Concentracdes de nitrito e sulfato durante o ensaio de atividade
desnitrificante autotrdfica nas condices diferentes condicdes de operacdo do reator. a)

Condicéo I; b) Condicéo I1; c) Condicdo 111-2; d) Condicdo IV.
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Tabela V. 13: Valores das velocidades de consumo de nitrito, de producdo de sulfato e
da relacdo estequiométrica entre nitrito e sulfato.

Condicoes Oz Ossos
Operacionais (MgN-NO»/gSST.h)  (mgS S04/gSST.h)
I 2,13 8,48
I 17,80 18,19
-2 9,73 23,26
v 14,65 28,39

A desnitrificagdo via nitrito € um processo mais sensivel a fendmenos de
inibicdo, independente do tipo de doador de elétrons, como ja mencionado. Apesar
disto, observou-se nos ensaios com a biomassa do reator, nas diferentes condi¢tes
operacionais, uma adaptacdo a este composto. Esta adaptacdo € refletida, quando
compara-se as velocidades especificas de producéo do sulfato, obtidas nas diferentes
condicdes operacionais.

V.2.4. Atividade Nitrificante

Conforme mencionado no item 1V.3.6, durante as condi¢des | e IV foram
medidas as atividades nitrificantes dos microrganismos presentes no reator SBR. Esta
medida foi realizada pela técnica de respirometria em diferentes concentragdes de

nitrogénio amoniacal, com o objetivo de determinar em que concentragéo de substrato a
maxima vel ocidade de consumo de oxigénio era atingida.

Dois exemplos de medidas de velocidade de consumo de oxigénio podem ser
observados nas kguras V.25a e b, que apresentam a variagdo da concentracdo de
oxigénio dissolvido quando a biomassa do reator foi exposta a uma concentracdo de
5mg/L e 20mg/L de N-NH,", respectivamente. Ambos os resultados foram obtidos com
abiomassa da condicg&o |. Observase que a vel ocidade de consumo de oxigénio (QozX)
foi influenciada pela quantidade de substrato disponivel para os microrganismos
oxidadores de amonio.
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Figura V. 25: Variagdo da concentrag@o de oxgénio ao longo do tempo durante o

ensaio de respirometria para a biomassa nitrificante: @) Paraa concentragcdo de N_NH4
de 5mg/L; b) Paraaconcentracdo de N_NH, de 20mg/L
Com a medida do QppX em outras concentragbes de nitrogénio amoniacal,
observou-se que a variagdo desta velocidade ocorreu até a concentragéo de 50mg/L de
N-NH,", mantendo-se praticamente constante para maiores val ores dessa concentragao.
A variagdo da velocidade com a concentracdo de substrato, apresentou um
comportamento tipico de fisiologias de crescimento de microrganismos e pode ser
descrito por equacdes cinéticas tipo Monod. A equacdo V.10 foi utilizada parao guste
dos dados experimentais

N- NH,

oz :qOZMAX*m V.10

Onde: (o, = velocidade especifica de consumo de oxigénio;

(oamax = vel ocidade especifica méxima de consumo de oxigénio;
K =constante de saturacdo do nitrogénio (mgN/L);
N-NH,4 = concentracdo de amdnia (mgN/L).

Observa-se na Figura V.26 a variac@o da velocidade especifica de consumo de

oxigénio (fJoz) com a concentragdo de nitrogénio amoniacal, obtida no experimento
realizado com a biomassa da condicéo |. Nesta figura esta também apresentado o gjuste
da Equacdo 1V.10 aos pontos experimentais, bem como os valores dos parametros
cinéticos obtidos.

O maior vaor de Qg obtido ficou entre 40 e 50 mgGy/gSST.h para

concentragBes de nitrogénio amoniacal acima de 20mg/L. Estes valores representam
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uma atividade de consumo de nitrogénio amoniacal de 9,3 e 11,65mgN-NH4/gSST .h,
respectivamente. Para a determinacdo destes valores foi utilizado o fator de conversdo
de Yoon de 4,25 mgOx/mgN, que considera o total de oxigénio consumido para a
oxidag&o do amonio até nitrato, segundo a estequiometriaindicada pelas Equagdes|l.1 e
[1.2. O valor do (o2 max determinado pelo ajuste da equacdo V.10 foi de
48mg0,/gSST.h e a constante de saturagdo (K ) foi de7,8mg N-NH,"/L.

209 o =48% —————4
A Y o2 N- NH,+78

Oo2
(mgO,/gSST .h).
o

&.

O T T T T
0 20 40 60 80 100

N-NH,4 (mg/L)

Figura V. 26: Variacdo davelocidade de respiracdo das bactérias nitrificantesem

diferentes concentragdes de nitrogénio amoniacal —Condicéo |.

A variacdo da velocidade especifica de consumo de oxigénio com a

concentracdo de ambnio, para a biomassado reator SBR durante a operacdo na condi¢éo
IV, esta apresentada na Figura V.27, juntamente com o resultado do gjuste do modelo

cinético (Eg. 1V.10) aos pontos experimentais.

Observa-se nesta figura que o aumento do valor do (o, foi mais significativo até
a concentracio de 30mg N-NH,"/L, um pouco superior ao valor obtido para a bionassa
da condigdo I. O valor do (o2 max determinado pelo gjuste da equacdo V.23 foi de
70,25mgQ,/gSST.h e a constante de saturagio (Ky) foi de 8,39mg/L de N-NH,".

A operacéo do reator durante as diferentes condic¢Bes operacionais propiciou um

aumento de 40% na atividade das bactérias oxidadoras de amonio e nitrito, medida pelo
aumento da vel ocidade méaxima de consumo de oxigénio, demonstrando que este grupo
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de bactérias ndo tem sua atividade global influenciada pelos periodos andxicos, ou sob
limitagdo de oxigénio, conforme também observado por Zdraek (2005).
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Figura V.27: Variagdo davelocidade de respiracdo das BOA em diferentes

concentragdes de nitrogénio amoniacal — Condicéo V.

Esta avaliacdo da fisiologia das bactérias oxidadoras de ambnio so foi possivel
de ser realizada nas condicdes | e 1V, pois € necessario utilizar-se uma quantidade
significativa de biomassa nesta metodologia. Consegiientemente, a retirada desta
biomassa pode desestabilizar a operacdo do reator, evitando-se este procedimento nas
condicBes 1, I11-1 e 1l1-2. Para estas condicfes, efetuou-se a medida da velocidade
especifica de consumo de oxigénio somente na concentracdo de substrato de 20mgN-

NHa4*/L, conforme descrito no item 1V.3.6, pela Técnica 1.

Na Tabela V.11 encontram-se os valores de Qoz, determinados durante cada

uma das condicBes operacionais ensaiadas no reator SBR. Notase que mesmo na
condicdo 1, onde o reator foi operado sob forte limitacdo de oxigénio, as bactérias
oxidadoras de am6nio ndo tiveram a sua atividade influenciada. Com o aumento do

nivel de aeracdo, a atividade das BOA aumentou, até o final daoperacdo do reator.
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Tabela V. 14: Velocidade de respiracdo das bactérias oxidadoras de aménio durante a
operagado do reator SBR.

Tempo de

Condicéo Operagso Gez

Operacional (dias)  (mgQ/gSST.h)

I 72 67,2

I 186 78,6
-1 289 85,8
-2 337 99,0
v 392 1248

V.2.5. Hibridizacdo i n-situ por fluorescéncia - FISH

Durante a operacgdo do reator SBR, amostras das biomassas foram retiradas de
cada condic&o operacional, com o objetivo dese determinar e quantificar as espécies de
microrganismos envolvidos no processo proposto neste trabalho. Paraisto, as amostras
foram fixadas e posteriormente encaminhas para analise no Laboratério de Bioquimica
e Biologia Molecular de Microrganismos da UFSC. A técnica de microbiologia adota

foi o FISH, conforme mencionado no item IV.3.9

Primeiramente foi feita a quantificacdo do total de microrganismos ativos ou
ndo, pelo corante DAPI. Este valor foi tido como referéncia para as demais
determinagBes ¢ ao final desta contagem, obteve-se a porcentagem de um grupo ou
espécie de microrganismos em relagdo ao total (corado com DAPI). Este corante reage
com o total de DNA presente na amostra, ndo sendo especifico para nenhum tipo de
microrganismo e também ndo indica atividade metabdlica, pois ndo reage com 0 RNA
ribossomal.

Com o uso da sonda EUB mix foi possivel quantificar a porcentagem de
bactérias ativas nas biomassas das diferentes condi¢des operacionais. A Figura V.27
ilustra a imagem de uma das amostras, corada com DAPI (Fig. V.27.a) e no mesmo

campo de visdo, a amostra hibridizada pela sonda EUB mix (Fig. V.27.b). Com a
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andlise destas imagens € possivel etimar a porcentagem de bactérias em cada uma das
etapas da operacdo do reator.

a) b)

FiguraV. 28: Foto ilustrativa do lodo da condicao I11-2, hibridizado com: a) DAPI; b)
Sonda EubMix. Aumento de 1000x.

Além do btal de bactérias ativas, foi estimado a porcentagem de bactérias
oxidadoras de ambnio, oxidadoras de nitrito e de Thiobacilos denitrificans. O resultado
do somatério da porcentagem destes grupos de microrganismos (BOA, BON e T.
denitrificans) e da porcentagem de bactérias ativas (Eubactérias — EUB mix) para cada

condi¢do operacional do reator, esta apresentado na Figura'V.29.

A gquantidade de bactérias ativas (Eubactérias) teve um aumento gradual ao
longo daoperacdo do reator SBR. Ao final daoperacdo observou-se porcentagens acima
de 90% de Eubactérias, indicando que pouca biomassa presente no reator estava inativa
ou morta. Estdo presentes no grupo das Eubactérias a maioria dos microrganismos
envolvidos nos processos de tratamento de residuos (bactérias), asssim a quantificacdo

deste grupo envolve 0 maior nimero de espécies e sub -grupos de microrgani smos.

Acredita-se que no processo estudado estejam envolvidas principamente as
bactérias oxidadoras de amdnio, as oxidadoras de nitrito e T. denitrificans Nota-se na
Figura V.22 que no inicio da operagéo do reator, durante as condi¢des | e |1, somente
uma pequena parte do total de eubactérias era composta por estes microrganismos
(BOA + BON + T. denitrificans). A partir da condicdo 1ll, este fato foi alterado e
observou-se que a maior parte dos microrganismos ativos pertenciam ao grupo das
bactérias oxidadoras de amonio, de nitrito e T. denitrificans Assim, é possivel afirmar
gue os fendmenos observados com a operagéo do reator (remogdo de nitrogénio),
ocorreram devido a0 metabolismo destes trés grupos de microrganismos, como

imaginado no projeto deste processo.
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Figura V. 29: Porcentagem de biomassa ativa(eubactérias) e do total de bactérias

oxidadoras de amdnio (BOA), de nitrito (BON) e de T. denitrificans durante as varias

condi¢Besoperacionais.

O grupo das bactérias oxidadoras de aménio é constituido por diferentestipos de
de microrganismos. Neste sentido, mesmo dentro deste grupo, fisiologias metabdlicas
diferentes podem ser encontradas quando se compara estes microrganismos. Assim, foi
identificada quals das espécies de bactérias oxidadoras de ambnio estavam envolvidano
processo de remocdo combinada de nitrogénio e enxofre. A Figura V.28 apresenta a
foto da amostra obtida na condi¢&o 111-2, corada com DAPI (Fig. V.28.a) e com a sonda
NEU, que hibridiza com o RNA-16s de beta-proteobactérias oxidadoras de aménio.
Com a utilizagdo desta sonda tem-se a medida do total de bactérias oxidadoras de
amdnio presentes naamo stra.

As principais espécies de bactérias oxidadoras de ambnia sdo Nitrosococcus
mobilis e espécies pertencentes ao género Nitrosomonas sp.. Com a utilizac8o de sondas
especificas para estas duas espécies, pode ser determinada qual a principal espécie
envolvida no processo em estudo. Os resultados referentes a esta determinago estdo
apresentados na Figura V.30.



CAPITULO V -RESULTADOS E DI SCUSSAO 103

FiguraV. 30: Foto ilustrativa do lodo da condic&o 111-2, hibridizado com: a) DAPI; b)
Sonda NEU. Aumento de 1000x.

Observou-se um aumento significativo das bactérias oxidadoras de ambnio
durante a operacdo do reator SBR, principamente apds da terceira condicdo
operacional. Ao final da operacdo do reator SBR a porcentagem de Beta-Proteobactéria
oxidadoras de ambnio foi superior a 60% do total de microrganismos.
Independentemente da condi¢cdo operacional, observou-se que uma parcela inferior a
10% era de bactérias da espécie Nitrosococcus mobilis, detectadas por uma sonda
especifica para esta espécie. Assim, o resultado obtido com a sonda para Nitrosomonas

e Nitrosococcus mobilis representa as espécies de bactérias do géneroNitrosomonas sp.
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Figura V. 31: Porcentagem de bactérias ativas hibridizadas com as sondaspara Beta
Proteobactérias oxidadoras de amdnio, para Nitrosomonase Nitosococcus Mobilis e

para Nitrosococcus Mobilis.
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As bactérias oxidadoras de nitrito foram identificadas pela sonda NIT3, que
hibridiza especificamente com espécies do género Nitrobacter. A sua presenca foi
detectada principalmente a partir da condi¢do I, na qua niveis mais elevados de
oxigénio foram praticados. Porcentagens entorno de 20% destas espécies foram

medidos nas amostras obtidas nas condi¢des111-2 e IV.

No processo de remog&o combinada de nitrogénio e enxofre, T. denitrificansé o
responsavel pela conversdo do nitrito ou nitrato formado até nitrogénio gasoso. A
deteccdo de sua presenca, nas diferentes biomassas obtidas do reator SBR, € de
fundamental importancia para a @nfirmagéo e esclarecimento das interagdes entre 0s
microrganismos envolvidos neste processo. Para isto, foi projetada uma sonda
especifica para T. denitrificans tendo-se o cuidado desta seqiiéncia de nucleotideos
escolhida, ser somente complementar a0 RNA -16s desta espécie de Thiobacillus Testes
complementares estdo sendo realizados com uma cultura pura de T. denitrificans para
validar a sonda projetada. Estes testes estdo sendo realizados no Laboratério de

Bioquimica e BiologiaMolecular de Microrganismo s.

A Figura V.32 ilustra a foto da amostra obtida na condicdo 111-2, corada com
DAPI (Fig. V.31.a) e a amostra hibridizada com a sonda Thio51 (Fig. V.31.b), no

mesmo campo de visdo. Notase que, diferentemente das fotos anteriores, a quantidade
de células hibridizadas foi menor, o que aparentemente revela um niimero menor desta

espécie. Contudo ainda é necessério otimizar a metodologia de hibridizagdo da sonda
Thio51, o que pode revelar niveis maiores de células hibridizadas.

b

FiguraV. 32: Foto ilustrativa do lodo da condic&o 111-2, hibridizado com: a) DAPI; b)
Sonda Thio51. Aumento de 1000x.

A presencade T. denitrificansfoi identificadano inéculo utilizado paraa partida

do reator SBR, onde foi estimado qu e cerca de 20% do total de microrganismos eram da
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espécie T. denitrificans Apds, na condicdo |, houve significativa redugéo da quantidade
destas bactérias, tornando dificil a estimativa de algum valor de porcentagem desta
espécie. Nas condi¢Bes seguintes, nas quais a limitacdo de oxigénio comegou a ser
praticada, novamente a presenca de T. denitrificans foi determinada. A porcentagem
desta espécie esteve entre 5 e 15%, sendo que o maximo valor foi obtido na condi¢do
11-2 (15%).

Com estes resultados acredita-se que o0 processo observado durante a operacdo

do reator SBR, sgja uma conseqiiéncia da atividade metabdlica de espécies como:
Nitrossomonas sp., Nitrobacter sp e T. denitrificans. Estes microrganismos seriam as

principais espécies envolvidas naintegracdo do ciclo do nitrogénio com o do enxofre.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

O processo de desnitrificagdo autotréfica tem sido aplicado com sucesso para o
tratamento de varios tipos de aguas residudrias (Sikora e Keeney, 1976; Matsui e
Yamamoto, 1986; Sant’ Anna et. a., 1996). Diferentes processos foram desenvolvidos
com o uso de T. denitrificans seja para o tratamento de &guas ou para remocdo de
sulfeto de gases (Janssen et a., 1997; Koengi e Liu, 2001; Kimura et. al., 2002). No
presente trabalho, a aplicagdo dafisiologiade T. denitrificans foi estendida, mostrando-
se uma nova potencialidade até entdo ndo apresentada concretamente na literatura
especializada. A completaintegracdo dos ciclos do nitrogénio e do enxofrefoi atingida.

As reacdes metabdlicas envolvidas nestas interacfes dos ciclos do nitrogénio e
do enxofre sdo em grande nimero (Eq. Il. 1, 18 e 22). Variaveis ambientais como pH,
temperatura e concentracdo de alguns substratos, exercem o controle sobre quais
reagdes e quais espécies de microrganismos estarao envolvidos nesta integragdo do ciclo
do nitrogénio e do enxofre. Assim, a otimizagdo de qualquer processo envolve
certamente a otimizac&o do conjunto destas varidveis. Independente disto, no presente
trabalho, eficiéncias acima de 70% de remocado de nitrogénio foram atingidas, valores
estes proximos aos obtidos com 0s processos que utilizam somente tecnol ogia baseada
no ciclo do nitrogénio, como SHARON, ANNAMOX, OLAND e CANON (Jetten et.
al., 1999; Kuai e Verstraete, 1998; Sliekers et. al., 2003), 0s quais encontram-se em um

estagio avangado de otimizag&o, ao contrario do processoaqui apresentado.

Como imaginado, a formagdo do enxofre elementar aconteceria provavelmente
nos ambientes sob limitagdo de oxigénio. Contudo, a flexibilidade de T. denitrificans
em utilizar outros aceptores finais de elétrons, permitiu a formacdo do sulfato na
maioria das condicles operacionais estudadas. Apesar disto, esta possibilidade n&o foi
descartada, pois em condi¢cBes andxicas, nos experimentos com a cultura pura de T.
denitrificans, foi possivel detectar um desequilibrio do balango de enxofre, que pode
estar relacionado com aformacéo do enxofre elementar. Observou-se conversdes acima
de 90% do total de tiossulfato consumido em intermedidrios da oxidacdo deste
substrato. Estes resultados foram atingidos quando a relacdo entre tiossulfato e nitrato
foi de 3,39gSS,0s/gN-NO; .
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Conforme relatado no item 11.2.2., Wang et. al. (2004) apresentaram a evolucgéo
do processo de desnitrificacgo autotréfica, em diferentes relagdes entre doador (S?) e
aceptor de elétrons (NOs’), obtendo como resultado eficiéncias de conversdo acima de
90%, como os resultados atingidos neste trabalho. Os resultados descritos por Wang et.
al. (2004), foram atingidos quando a operacdo do processo se da de forma continua, em
relagdes proximas a 5,71gS%/gN. Quando uma quantidade inferior de doador de elétrons
foi utilizada, a desnitrificagdo ocorreu de forma parcial e baixas eficiéncias foram

atingidas.

Durante a operag&o do reator, o maior valor darelagdo entre tiossulfato e aménia
ensaiado foi de 2,59SS,0:/gN-NH,*. Nesta condicZo foi detectado que o balanco de
enxofre, determinado pela quantidade de tiossulfato alimentado e sulfato produzido foi
mais instavd que nas condi¢Bes anteriores. Ou sgja, observou-se mais frequentemente
desequilibrios entre os valores de enxofre, nas diferentes formas, o que poderia estar
relacionado com a formag&o do enxofre elementar. Particularmente, a deteccdo analitica
do enxofre elementar é dificil de ser realizada, devido principalmente a alta reatividade
deste composto e a sua baixa solubilidade em solugdes aquosas. Assim, na maioria dos
trabalhos descritos na literatura, a sua presenca é determinada pelo balango de enxofre,
0 que representa uma limitagdo quanto a confirmagdo dos metabolismos e processo de
formacédo deste composto (Buisman et. al, 1991; Janssen et. a., 1998, Wang et. d,
2004).

Neste trabalho, na tentativa de quantificar o enxofre elementar, foram realizadas
metodologias de microscopia eletrdnica de varedura e analise elementar (Carbono-
Hidrogénio-Nitrogénio-Enxofre), contudo, para ambas as técnicas, € necess&rio que a
amostra a ser analisada esteja seca. Durante este processo, acredita-se que amaior parte
do enxofre elementar tenha sido oxidado para SO, sendo impossivel ter-se uma
precisdo nesta medida. Porém, é necessdrio ressaltar que em todas as condigdes
ensaiadas, no reator SBR, o balan¢o de enxofre foi coerente na maioria do periodo de

operagao.

Nos rsultados obtidos com o experimento no reator continuo (SBR) foi
observada a flexibilidade das bactérias oxidadoras de enxofre, em trocar de aceptor final
de elétrons (de oxigénio para nitrito ou nitrato). Esta flexibilidade torna possivel que
parte do tiossulfato seja oxidado via oxigénio e parte via nitrito. Assim, € possivel que

segja necessario aplicar relagbes superiores entre tiossulfato e nitrogénio, que aquelas
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previstas para a desnitrificacdo autotrdfica, para que ocorra a formagdo do enxofre
elementar durante o processo de desnitrificagéo autotréficaestabel ecida no reator SBR.

Exemplos deste fato tém sido constantemente observados durante a nitrificacéo /
desnitrificac@o heterotréfica simultaneas. Yoo et. al. (1999) verificaram que a relacéo
entre doador de elétrons consumido (DQO) e aceptor de elétrons reduzido (NOy)
necessaria para a completa reducdo do nitrito foi de 5,06 gDQO/gN-NHy, relacéo esta
muito superior ao proposto pela estequiometria do processo de desnitrificacdo via
nitrito. Zdradek (2005) também relata que durante a operacdo de um reator SBR, que
ocorrera a nitrificagdo e desnitrificagdo heterotréfica simulténeas, a quantidade de
matéria organica necessaria para que todo o nitrito seja reduzido, deve ser superior ao
previsto pela estequiometria. Este autor recomendou a adicdo de uma quantidade de

acetato (fonte de carbono) de 1,25 a 1,5 vezes o valor proposto pela estequiometria.

Esta recomendagdo de adicionar um excesso de carbono ao processo de
nitrificagdo e desnitrificagdo simulténeas é atribuida principamente ao crescimento
excessivo da biomassa heterotrofica, durante o processo andxico. Zdradek (2005)
também indica que, estas bactérias heterotréficas facultativas, tornam-se incapazes de
utilizar o oxigénio como aceptor final de elétrons, apds serem submetidas a longos
periodos andxicos. Este tema é explorado por outros trabalhos apresentados na
literatura, porém nenhuma conclusdo definitiva tem sido apontada, sobre em que
condicdo e momento um microrganismo tornase apto a respirar um dado aceptor de
elétrons (Justin e Kelly, 1978; McCiltontock et. a., 1988; Richardson, 2000).

Nos experimentos realizados neste trabalho, observou-se que reamente as
bactérias oxidadoras de enxofre sdo facultativas, ou seja, foram capazes de oxidar o
tiossulfato tanto via oxigénio quanto vianitrito ou nitrato, diferentemente dos resultados
obtidos por Zdradek (2005). Observou-se nos resultados obtidos com os testes de
respirometria que as condi¢Bes de aeracdo influenciam a capacidade facultativa das
bactérias oxidadoras de enxofre, mais especificamente, acreditase que sgja o nivel de
oxigénio que os microrganismos estavam submetidos durante a fase aerada (15min.)
gue possan estar aterando esta capaci dade de respiragéo facultativa.

A influéncia do oxigénio sobre a fisiologia de microrganismos facultativos,
como T. denitrificans e bactérias heterotéficas, foi estudada em outros trabalhos
apresentados na literatura, bem como a influéncia desta varidvel sobre a fisiologia de
bactérias oxidadoras de amonio (Justin e Kelly, 1978; Patureau €t. a., 1996; Bae €t. al,
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2002). Neste sentido, fica claro que, para a otimizagdo do processo de remocdo
combinada de nitrogénio e enxofre € necessério conhecer que nivel de aeracéo deve ser

aplicado noreator.

No acompanhamento da alimentacdo, durante um ciclo de 24 horas, foi
determinada a quantidade de oxigénio consumido para a oxidagdo dos substratos.
Relacionando este resultado com a quantidade de aménio suprido ao reator, observou-se
que a melhor condigéo para a operagdo do sistema € uma relacéo de 0,3gN-NH4/g0..
Nesta situacdo, foramdetectados os menores residuais de amdnio, de nitrito e de nitrato
€, conseguentemente, a maior remocao de nitrogénio. A literatura ndo relata exatamente
guais sdo os niveis e a quantidade de oxigénio necessario para que ocorra a oxidacdo
parcial do ambnio e concomitantemente a desnitrificacdo do nitrito formado.
Teoricamente, a quantidade de oxigénio que deve ser adicionado por grama de
nitrogénio amoniacal suprido é de 3,3g O, (Henze et al., 1997), préximo ao valor

determinado experimental mente.

A guantidade de oxigénio que deve ser adicionado ao sistema € funcéo do tipo
de aceptor final de elétrons que se desgja formar (nitrito ou nitrato). Neste processo de
remocdo combinada de nitrogénio e enxofre, acreditava-se que o nitrito sga o
responsavel pela integracdo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre. Informacdes estas
baseadas no estudo de Justin e Kelly (1978), que indicam que o nitrito é o Unico aceptor
final de elétrons que pode ser reduzido por T. denitrificans apds este microrganismo ter
sido submetido a condigdes aerdbias. Mas, com a operagdo do reator SBR, ambos,
nitrito e nitrato, foram formados e, como apresentado anteriormente, a relacdo
experimental entre nitrogénio removido e sulfato produzido n&o define diretamente qual
destes aceptores foi utilizado. Assim, a conclusdo de qual é o aceptor final de elétrons,
Ou se 0 microrganismos é realmente capaz de reduzir os dois compostos (nitrito ou
nitrato), deve ser feita com cuidado, observando o maior nimero de experimentos

possiveis.

Os testes de atividade desnitrificante autétrofa revelaram que a flora de
microrganismos presentes no reator SBR era apta a respirar tanto via nitrito quanto via
nitrato. Contudo, observou-se que a atividade desnitrificante via nitrito teve uma
evolucdo, que pode estar relacionad acom a adaptacdo destes microrganismos ao nitrito.
Este mesmo fato, aumento do valor da atividade desnitrificante autétrofa ao longo da

operacdo do reator SBR, ndo foi observado nos experimentos realizados com nitrato.



CAPITULO VI — CONSIDERAGOES FINAIS 110

Assim, pode-se concluir que, provavelmente, o nitrito tenha sido o aceptor de elétrons
mais utilizado naremocao de nitrogénio, observadano reator SBR.

Como citado ao longo deste texto, o nimero de reacdes que podem estar
envolvidas no processo de remocdo combinada de nitrogénio e enxofre é muito grande,
bem como a quantidade de espécies de microrganismos que podem estar envolvidas
(Kuenen et. al. , 19922 apud Chazal e Lens, 2000). Com as técnicas de biologia
molecular é possivel delimitar o nimero destas espécies e, pelo uso da técnica de FISH,
este objetivo foi atingido neste trabalho. Sabe-se que o processo estabel ecido no reator
SBR é o resultado da ag&o metabdlica dos seguintes grupos:

Bactérias oxidadoras de aménio, na grande maioria espécies do género
Nitrosomonas sp., muito poucas espécies como Nitrosococcus mobilis;

Bactérias oxidadoras de nitrito, na grande maioria do género Nitrobacter,
contudo em alguns momentos foi detectado a presenga de espécies como

Nitrospira sp.;

Bactérias oxidadoras de enxofre, acreditase que a principa espécie
envolvida seja realmente o T. denitrificans porém ainda ndo é possivel

descartar a existéncia de outras espécies.

A deteccdo de T. denitrificans foi readlizada pelo uso da sonda Thio51,
projetada pela professora Regina V asconsel os Antonio e a Doutora Alessandra Pellizaro
Bento. Este projeto fez-se necessario, devido ao reduzido nimero de sondas disponiveis
na literatura para identificagdo de T. denitrificans e nenhuma destas estarem registradas
em um banco de dados gendmicos. Sanz ef. al. (2005) apresentaram outra sonda para
deteccdo de T. denitrificans diferente da utilizada neste trabalho. Os resultados
experimentais obtidos por estes autores indicaram que a sua sonda, ndo era somente
complementar a0 RNAmM-16s de T. denitrificans mas também a de outras espécies de
bactérias oxidadoras de enxofre. Hes observaram também que pelo uso da técnica
CARD-FISH, um maior nimero de células de T. denitrificans foi detectado. Assim,
acredita-se que a sequiéncia de nucleotideos utilizados na sonda Thio51, pode ser mais
acessivel asequéncia complementar do RNAm16s de T. denitrificansdo que asonda
proposta por Sanz et. al (2005).

2 Kuenen J. G., Robertson L. A. e Tuovienen O. H. (1992). The genera Thiobacillus, Thiomicorspira e Thiosphaera;
In balows A, Triper HG, Dworking M, Harder W & Shiefer (Eds) The Prokaryotes, VVol. 111, 2638-2657. Springer -
Verlag, New York.
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O conjunto destes resultados confirmam que a bioquimica observada neste
trabalho, pode ser aplicada para 0 processo de remogdo combinada de nitrogénio e
enxofre. A potencialidade deste processo e do uso destes microrganismos é muito
promissora, principalmente pelo fato da producdo do enxofre elementar, que pode ser

matéria-prima para outros processos quimicos ou biolégicos (Tichy et. al., 1994).

Imaginando-se que, em um novo experimento segjam utilizadas as condic¢les
experimentais que proporcionaram o melhor desempenho do reator SBR e que o
desequilibrio do balanco de enxofre sgjadevido aformagdo de enxofre elementar, pode
ser possivel atingir valores de eficiéncias e de reducdo de custos muito mais
significativos que os ja obtidos neste trabalho. Imaginando-se que o processo sera
limitado pela atividade das bactérias oxidadoras de ambnio, que possuem a menor
velocidade de crescimento (0,033h™), foram estimadas as condicBes operacionais
necessarias para que ocorra a remogdo combinada de nitrogénio e enxofre. Estas

condicOes estdo descritasnaTabela V1.1

Tabela VI. 1: CondicOes operacionais estimadas para que 0 processo de remocao
combinada de enxofre e de nitrogénio possaser atingido .

Condicdes Operacionais

Parametrosde Processo ~ Condicéo _ Unidade
Estimadas
v
Concentragéo Celular 2,56 3 gSST/L
Tempo de Aeracéo 15 15 min.
Tempo da Fase Andxica 60 60 min.
Oz - Fase aerada 5 5 mg/L
Carga de Nitrogénio 0,12 2,04 gN-NH,4*/L.d
Cargade Enxofre 0,5 6,74 0S-$0s/L d
N-NH4/02 0,5 04 gN-NH,/gO02

Oxigénio Suprido 0,3 511 gO2/L.d
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VIl — CONCLUSOES

Neste trabalho a aplicagdo da fisiologia de T. denitrificans foi estendida,
obtendo-se a eliminagdo bioldgica do nitrogénio, concomitantemente com a
integracéo dos ciclos do nitrogénio e do enxofre, em um Unico reator, atingindo-

seeficiénciasremocao de nitrogénio satisfatérias;

Uma das limitagdes que era imaginada para aplicagdo da integragdo do ciclo do
nitrogénio e do enxofre é a baixa velocidade de crescimento de Thiobacillus
denitrificans. Estalimitac8o foi superada com a utilizagdo do extrato de levedura
como suplemento alimentar. Nestes experimentos foram obtidas vel ocidades de
crescimento cerca de 10 vezes maiores que no experimento com meio

autotrofico;

Conclui-se que o efeito da adicdo de extrato de levedura se d& sobre o
anabolismo do Thiobacillus denitrificans. Acredita-se que este composto foi

fonte de micronutrientes e vitaminas para 0 seu crescimento. Ao contrario, a

glicose claramente serviu como doadora de el étrons, o que contribuiu para uma

maior reducdo de nitrato;

A formagdo preferencial do enxofre elementar foi obtida quando relactes de
acima de 4 gS-S,0,/gN-NO; foram ensaiadas. Nesta condicéo, a maior parte do
tiossulfato foi oxidada;

Com a operagdo do reator SBR foi possivel atingir elevadas eficiéncias de
eliminacdo de nitrogénio, sendo que na Ultima condicdo operacional esta
eficiénciafoi superior a70%;

Independente da condicdo operacional, a formac&o do nitrato foi detectada,
mostrando que a atividade das bactérias oxidadoras de nitrito ndo foi

completamente inibida pela aplicacdo dos ciclos de aeracéo;

Pelos resultados do balanco de massa, da respirometria e da atividade
desnitrificante, acreditase que a desnitrificagcdo autotréfica, que ocorreu no

reator SBR seguiu preferencialmente avianitrito;
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Com os resultados atingidos do acompanhamento da operacéo do reator SBR e
do seu ciclo de alimentac8o, recomendase a utilizagcdo da relacdo entre N-NH,4
alimentado e oxigénio consumido em torno de 0,3gN-NH4/gO;, para eficiente

operacao deste processo;

Os microrganismos presentes no reator SBR eram do género Nitrosomonas e
Nitrobacter, além de T. denitrificans identificado pela técnica de Hibridizagdo

in-situ por fluorescéncia— FISH, utilizando a sonda Thio51.
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VIII. SUGESTOES

Avaliar o uso de outros suplementos alimentares, similares ao extrato de

levedura, para o crescimento doT. denitrificans

Estudar a cinética de desnitrificacdo autotréfica, em diferentes relagdes de

S;05" eNOs” ede SO3” eNO;', avaliando-se a formagéo do enxofre elementar;

Substituir o tiossulfato, doador de elétrons, pelo sulfeto de hidrogénio no
ensaios cinéticos com a cultura pura de T. denitrificans e na aimentacéo do

reator SBR;

Determinar o efeito da condicdo de aeracdo (transferéncia de oxigénio) na

oxidagéo do tiossulfato e do aménio;

Determinar o efeito dainibicdo pelo sulfeto em uma biomassa composta por

bactérias oxidadoras de amébnio e oxidadoras de enxofre;

Avaliar o comportamento deste processo no pos-tratamento de um reator

anaerdbio onde ocorre a sulfetogénese.
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X. ANEXOS

X.1. Experimentos com a Cultura Pura

X.1.1. Experimento CP 01 —Meio Autotr éfico

Tempo [X] Desvio [S SO4] Desvio [N-NO3] Desvio

0 0,000 0,019 40,688 8,712 350,450 18,111

5 0,013 0,017 73,570 4,946 335,000 23,747
10 0,020 0,006 79,462 3,214 320,000 7,338

24 0,020 0,015 110,186 9,261 299,408 15,810
48 0,015 0,004 167,449 6,209 273,637 5,607
72 0,028 0,016 216,233 14,582 203,757 9,210

99 0,023 0,018 224,382 10,698 160,640 11,097
124 0,026 0,013 233,688 17,960 154,693 7,417

1.1. Experimento CP 02 — Meio contendo Extrato de levedura (500mg/L)

Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,032 0,001 86,289 4,876 301,721 19,521
2 0,072 0,009 91,795 12,824 290,487 8,101
4 0,124 0,008 86,950 6,510 270,002 31,852
8 0,145 0,006 112,939 12,317 257,117 29,635
155 0,216 0,011 217,830 3,022 224,572 10,903
26 0,242 0,013 241,121 8,072 199,297 29,203
485 0,260 0,018 260,943 28,765 181,951 9,490
72 0,298 0,026 275039 21,519 130,408 39,362
106 0,317 0,007 280,450 25,630 100,000

1.2. Experimento CP 03 — Meio contendo Glicose (500mg/L)

Tempo [X] Desvio [S SO4] Desvio [N-NO3] Desvio

0 0,037 0,014 75,607 2,463 345,003 31,143

2 0,009 0,008 84,197 2,121 338,560 24,568

5 0,056 0,013 84,197 5,516 301,886 32,869

12 0,046 0,013 82,545 7,481 245387 44,897
24 0,061 0,012 96,365 19,196 142,303 9,490

48 0,107 0,017 110,890 11,667 104,637 10,903

73 0,143 0,034 156,547 9,688 80,353 26,621
96 0,117 0,009 150,105 3,504 31,784 7,311
120 0,137 0,020 160,450 10,876 15,440 5,650

1.3. Experimento CP 04 — Meio contendo Glicose (250mg/L)

Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,042 0,005 60,371 2,389 300,000 49,062
4 0,031 0,005 68,493 2,431 271,423 8,761

8 0,019 0,002 96,987 2,920 254,077 5,257
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12 0,070 0,010 90,793 4,088 235492 14,018
24 0,058 0,012 111,647 4,380 208234 24,531
48 0,060 0,005 150,052 1,460 128,938 3,504
72 0,060 0,015 163886 8,176 94,246 3,504
96 0,078 0,010 221,700 1,168 59,554 17,522
120 0,055 0,007 230,000 0584 37,252 14,018
1.4. Experimento CP 05 — Meio contendo Glicose (100mg/L)
Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,000 0,001 60,906 5840 308,593 12,265
4 0,005 59,915 10,045 304,876 31,540
8 0,040 0,013 67,844 22,660 254,077 5,257
12 0,047 0,023 80,398 25930 255316 49,062
24 0,072 0,008 116,573 194,605 19,274
48 0,080 0,030 197,017 3,504 166,108 28,035
74 0,089 0,008 244,094 136,372 7,009
96 0,074 0,034 252354 11,680 95,485 1,752
120 0,003 239,800 17,287 126,460 7,009
1.5. Experimento CP 06 — Meio contendo Glicose (50mg/L)
Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,002 0,005 55951 15652 282557 4,205
4 0,035 0,005 45,709 8,176 236,962 12,616
8 0,018 0,004 80,893 207,226 1,402
12 0,055 0,000 55785 23,360 208,217 11,214
24 0,062 0,010 105,340 191,367 7,009
48 0,002 177,360 0,934 160,640 5,607
72 0,007 205937 9,111 151,719 7,009
96 0,080 0,026 265568 31,770 102,159 21,027
120 0,060 0,011 272176 22,426 89,273 44,857

1.6. Experimento CP 07 — Meio contendo Extrato de Levedura (1000mg/L)

Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,058 0,002 43,385 11,401 325400 12,265
4 0,083 0,006 96,367 14,228 300,500 31,540
8 0,097 0,008 136,218 8,176 280,460 5,257
12 0,102 0,002 141,173 0,000 250,000 49,062
24 0,182 0,026 147,987 0,292 180,000 19,274
48 0,213 0,014 195477 31,829 44,686 28,035
72 0,335 0,045 214,680 8,760 43,789 7,009
96 0,215 0,011 255,563 0,584 42,546 1,752
120 0,233 0,009 271,462 10,804 44,235 7,009

1.7. Experimento CP 08 — Meio contendo Extrato de Levedura (250mg/L)

Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,052 0,004 51,704 8,507 310,451 11,863
4 0,152 0,017 52,530 1,527 288,769 12,224
8 0,205 0,053 72,868 34,076 247,882 18,654
14 0,205 0,053 96,648 7,751 217,526 13,778
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24 0,206 0,015 177,553 19,197 177,259 12,876
48,5 0,196 0,005 173,527 0,876 153,487
8 0,234 0,003 173527 21,918 149,870

1.8. Experimento CP 09 — Meio contendo Extrato de L evedura (100mg/L)

Tempo [X] Desvio [SSO4] Desvio [N-NO3] Desvio
0 0,066 0,014 50,981 2,246 301,159 15,995
4 0,064 0,006 55421 1,527 288,769 12,224
8 0,117 0,005 69,151 33,419 255935 17,331

14 0,131 0,004 89,077 5,058 229,916 14,217

24 0,138 0,014 120,156 2,801 173,542 7,295
48,5 0,195 0,004 150,497 19,326494 105,000

85 0,138 0,003 240,560 11,68205 54,400
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2. Resultados com a Cultura Mista

Tabela 2.1: Operacdo do reator SBR

[N-NH4le [N-NH4]s [N-NO2]s [N-NO3]s Eficiencia  [S S04

Data  Tempo  “(mgy) (mgL)  (mg/L)  (mglL) (%) (mg/L)
18/10/04 0,00 0,00 0,00 148,29
18/10/04 0,00 0,00 0,00 150,60
19/10/04 1,00 176,95 3,19 0,00 152,65 0,00
19/10/04 1,00 197,53 3,33 0,00 196,85 0,00 167,45
19/10/04 1,00 193,42 3,52 0,00 0,00 162,82
20/10/04 2,00 176,95 2,84 51,44 0,00
20/10/04 2,00 197,53 3,21 51,44 178,87 0,00 193,88
20/10/04 2,00 193,42 2,63 50,51 0,00 193,22
21/10/04 3,00 183,54 1,48 0,00 193,90 0,00 194,87
21/10/04 3,00 1,32 0,00 210,70 0,00 186,94
21/10/04 3,00 179,84 1,71 0,00 217,77 0,00 192,89
25/10/04 7,00 185,60 1,01 0,00 208,93 0,00 180,99
25/10/04 7,00 175,31 0,99 0,00 201,86 0,00
25/10/04 7,00 170,78 0,97 0,00 194,79 0,00
29/10/04 11,00 193,83 1,71 0,00 0,00
29/10/04 11,00 204,94 1,21 0,00 0,00
29/10/04 11,00 195,47 1,48 0,00 0,00
30/10/04 12,00 179,84 6,34 0,00 0,00
30/10/04 12,00 185,60 7,39 0,00 0,00
30/10/04 12,00 175,31 6,14 0,00 0,00
1/11/04 14,00 170,78 0,53 0,00 0,00
1/11/04 14,00 193,83 0,45 0,00 0,00
1/11/04 14,00 204,94 0,78 0,00 0,00
4/11/04 17,00 195,47 0,00 0,00
4/11/04 17,00 179,84 0,00 0,00 190,57
4/11/04 17,00 185,60 0,00 0,00
5/11/04 18,00 170,78 2,67 0,00 0,00
5/11/04 18,00 193,83 7,10 0,00 0,00
5/11/04 18,00 204,94 0,93 0,00 0,00 189,24
7/11/04 20,00 195,47 0,00 0,00
7/11/04 20,00 179,84 0,00 172,10 0,00 179,01
7/11/04 20,00 185,60 0,00 0,00
9/11/04 22,00 193,42 1,50 0,00 0,00
9/11/04 22,00 205,35 2,10 0,00 0,00 203,46
9/11/04 22,00 185,60 2,14 0,00 0,00 210,40
12/11/04 25,00 185,60 0,00 165,02 0,00

12/11/04 25,00 194,65 0,00 205,69 0,00 225,40
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12/11/04 25,00 187,24 0,00 0,00 216,20

Data  Tempo [N-NH4]e  [N-NH4]s [N-NO2]s [N-NO3]s Eficiéncia [S SO4]

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mglL) (%) (mg/L)
17/11/04 30,00 212,35 21,81 0,00 0,00
17/11/04 30,00 204,12 0,00 0,00 210,50
17/11/04 30,00 194,65 0,00 0,00 227,58
19/11/04 32,00 187,24 1,79 0,00 0,00
19/11/04 32,00 200,82 111 0,00 0,00 220,10
19/11/04 32,00 212,35 117 0,00 0,00 198,40
22/11/04 35,00 212,35 0,78 0,00 210,99 0,00
22/11/04 35,00 204,12 1,85 0,00 184,47 0,00 200,45
22/11/04 35,00 194,65 0,86 0,00 0,00 187,45
23/11/04 36,00 166,26 0,41 1,54 0,00
23/11/04 36,00 185,19 091 0,00 0,00
23/11/04 36,00 183,13 0,84 0,00 0,00
24/11/04 37,00 187,24 0,00 0,00
24/11/04 37,00 200,82 0,00 0,00
24/11/04 37,00 212,35 0,00 0,00
25/11/04 38,00 200,82 22,84 0,00 166,50 0,00
25/11/04 38,00 212,35 23,25 0,00 0,00 197,25
25/11/04 38,00 212,35 22,74 0,00 170,03 0,00 223,94
29/11/04 42,00 204,12 154 0,00
29/11/04 42,00 194,65 2,13 0,00 211,39
29/11/04 42,00 166,26 1,08 0,00 205,44
30/11/04 43,00 185,19 0,00 239,28 0,00
30/11/04 43,00 183,13 0,00 237,52 0,00
30/11/04 43,00 187,24 0,00 0,00
1/12/04 45,00 200,82 0,00 0,00
1/12/04 45,00 212,35 0,00 0,00 203,46
1/12/04 45,00 183,13 0,00 0,00 203,13
2/12/04 46,00 187,24 20,78 0,00 0,00
2/12/04 46,00 200,82 21,40 0,00 0,00
2/12/04 46,00 212,35 18,00 0,00 0,00
3/12/04 47,00 0,00 0,00 194,50
3/12/04 47,00 0,00 0,00 194,87
5/12/04 49,00 173,25 12,86 0,00 203,92 0,00
5/12/04 49,00 175,72 13,68 0,00 210,99 0,00 188,92
5/12/04 49,00 176,54 13,99 0,00 0,00 191,24
7/12/04 51,00 173,25 1,83 0,00 196,85 0,00
7/12/04 51,00 175,72 1,73 0,00 226,91 0,00 190,24
7/12/04 51,00 176,54 1,30 0,00 0,00 208,15
8/12/04 52,00 204,12 181 0,00 170,33 0,00

8/12/04 52,00 194,65 1,85 0,00 173,86 0,00 186,61
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8/12/04 52,00 166,26 2,22 0,00 0,00 181,66
R

9/12/04 53,00 185,19 0,27 0,00 0,00

9/12/04 53,00 183,13 0,49 0,00 163,26 0,00

9/12/04 53,00 187,24 0,35 0,00 0,00

11/12/04 55,00 183,13 0,00 0,00 197,45

12/12/04 56,00 187,24 121 0,00 170,33 0,00

12/12/04 56,00 200,82 1,01 0,00 186,24 0,00

12/12/04 56,00 212,35 113 0,00 0,00

13/12/04 57,00 0,58 0,00 166,79 0,00

13/12/04 57,00 0,72 0,00 0,00

13/12/04 57,00 0,62 0,00 0,00

14/12/04 58,00 173,25 0,68 0,00 198,62 0,00

14/12/04 58,00 175,72 0,60 0,00 179,17 0,00

14/12/04 58,00 176,54 0,51 0,00 0,00

15/12/04 59,00 173,25 0,80 0,00 182,70 0,00

15/12/04 59,00 175,72 0,60 0,00 0,00

15/12/04 59,00 176,54 0,51 0,00 0,00

16/12/04 60,00 173,25 0,45 0,00 0,00 177,36

16/12/04 60,00 176,54 0,60 0,00 0,00 214,03

17/12/04 61,00 173,25 1,07 0,00 0,00 212,38

17/12/04 61,00 175,72 0,78 0,00 0,00

18/1/05 63,00 176,54 11,67 0,00 0,00 198,17

18/1/05 63,00 204,12 13,09 0,00 0,00 199,49

18/1/05 63,00 194,65 10,13 0,00 0,00

20/1/05 65,00 166,26 2,56 0,00 0,00 218,66

20/1/05 65,00 185,19 3,03 0,00 0,00 223,61

20/1/05 65,00 183,13 1,61 0,00 0,00

24/1/05 69,00 187,24 16,99 0,00 0,00 204,12

24/1/05 69,00 200,82 18,29 0,00 0,00 201,15

24/1/05 69,00 212,35 18,05 0,00 0,00

27/1/05 72,00 183,13 19,35 0,00 164,96 0,00 184,63

27/1/05 72,00 187,24 19,95 0,00 0,00

27/1/05 72,00 200,82 21,96 0,00 0,00

28/1/05 73,00 212,35 0,00 188,64 0,00 216,67

28/1/05 73,00 228,81 0,00 0,00 218,66

28/1/05 73,00 205,76 0,00 0,00

29/1/05 74,00 204,94 1,02 0,00 149,74 0,00 209,41

29/1/05 74,00 201,23 0,31 0,00 203,87 0,00 207,75

29/1/05 74,00 203,70 0,19 0,00 0,00

2/2/05 77,00 205,76 9,77 0,00 0,00 210,73
2/2/05 77,00 200,41 10,48 0,00 0,00

2/2/05 77,00 209,88 10,13 0,00 0,00 214,36
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5/2/05 80,00 204,53 7,53 0,00 220,78 0,00

ous e e G e e Thge G2
5/2/05 80,00 205,35 6,22 0,00 203,87 0,00

5/2/05 80,00 200,00 7,05 0,00 0,00

17/2/05 92,00 181,51 157 46,81 166,83

17/2/05 92,00 205,17 0,00 40,24 166,83

17/2/05 92,00 224,10 0,00 42,43 166,83 6,62

18/2/05 93,00 181,51 2,75 15,41 180,10

18/2/05 93,00 205,17 5,59 13,94 165,17 9,98

18/2/05 93,00 224,10 2,04 14,67 180,10 12,18

19/2/05 94,00 181,51 9,54 175,48

19/2/05 94,00 205,17 9,42 175,48 9,88

19/2/05 94,00 224,10 11,43 166,35 20,67

21/2/05 96,00 181,51 152,26 16,12

21/2/05 96,00 205,17 160,55 21,75

21/2/05 96,00 224,10 157,23 29,84

22/2/05 97,00 181,51 38,64 182,94

22/2/05 97,00 205,17 38,40 186,26

22/2/05 97,00 224,10 38,99 192,90 192,56
24/2/05 99,00 226,94 23,38 39,45 94,20 30,81 195,86
24/2/05 99,00 227,88 25,03

24/2/05 99,00 235,93 24,68 38,58 97,51 31,86 211,06
25/2/05 100,00 231,20 11,43 66,92 47,75 45,46 214,36
25/2/05 100,00 233,09 10,48 71,88

25/2/05 100,00 238,77 10,36 67,21 225,26
26/2/05 101,00 243,50 11,55 77,82 208,41
26/2/05 101,00 240,19 8,59 78,91

26/2/05 101,00 238,29 9,66

27/2/05 102,00 236,40 9,77 98,27

27/2/05 102,00 235,93 9,42 96,44

27/2/05 102,00 243,50 9,89

1/3/05 104,00 240,19 133,18

1/3/05 104,00 238,29 112,44

1/3/05 104,00 236,40 110,79

2/3/05 105,00 235,93 18,41 11,72 107,92 41,49

2/3/05 105,00 243,50 14,86 11,72 147,52

2/3/05 105,00 240,19 18,53

3/3/05 106,00 238,29 47,87 91,07 41,69 197,51
3/3/05 106,00 236,40 48,24 99,49 37,51 200,49
3/3/05 106,00 235,93 47,51 95,28 39,48

4/3/05 107,00 235,93 25,39 57,73 86,01 28,31 200,82
4/3/05 107,00 243,50 27,40 61,02 78,43 31,48 214,36

4/3/05 107,00 240,19 23,02 58,46 74,21 35,18
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7/3/05 110,00 202,33 31,42 49,70 62,42 29,06 218,66
7/3/05 110,00 201,86 34,73 48,24 77,58 197,84
7/3/05 110,00 211,80 32,49 49,33 70,00
8/3/05 111,00 213,69 9,89 59,19 48,93 44,77 211,06
8/3/05 111,00 202,33 11,90 57,37 57,36 37,41 206,76
8/3/05 111,00 201,86 10,25 54,81 55,68 40,19
9/3/05 112,00 211,80 24,91 81,47 32,92 34,23 210,07
9/3/05 112,00 213,69 28,82 88,77 36,29 214,36
9/3/05 112,00 221,73 30,36 84,03 32,08 33,95
10/3/05 113,00 211,80 33,43 81,47 30,40 31,40 195,53
10/3/05 113,00 213,69 28,11 88,77 33,77 29,50 203,46
10/3/05 113,00 221,73 30,83 82,20 32,08 34,56 201,48
11/3/05 114,00 211,80 19,59 106,30 40,56 210,40
11/3/05 114,00 213,69 18,76 104,84 42,16
11/3/05 114,00 221,73 20,42 105,94 43,01 182,98
15/3/05 118,00 211,80 45,35 184,30
15/3/05 118,00 213,69 46,86
15/3/05 118,00 221,73 45,35 184,63
16/3/05 119,00 224,10 78,91 64,56 35,98 191,24
16/3/05 119,00 205,65 81,84 53,94 33,97
16/3/05 119,00 206,12 79,28 57,65 33,57 201,15
17/3/05 120,00 197,60 20,30 90,97 34,39 209,74
17/3/05 120,00 221,26 21,25 89,51 36,25 33,56
17/3/05 120,00 219,37 24,68 89,87 36,41 172,40
18/3/05 121,00 221,73 29,65 93,16 21,75 34,81
18/3/05 121,00 224,10 25,62 94,98 21,58 36,55
18/3/05 121,00 205,65 21,96 94,98 18,21 34,28
21/3/05 124,00 206,12 16,75 223,28
21/3/05 124,00 219,37 11,78
21/3/05 124,00 221,26 12,26 211,39
22/3/05 125,00 243,45 17,34 44,59 202,80
22/3/05 125,00 239,31 12,85 43,49
22/3/05 125,00 231,03 10,60 43,86 207,09
23/3/05 126,00 216,25 10,13 47,87 212,38
23/3/05 126,00 233,99 11,55 48,24
23/3/05 126,00 224,53 10,48 47,51 223,94
24/3/05 127,00 222,16 14,62 69,78 231,21
24/3/05 127,00 251,73 12,73 71,25 65,70 40,54 214,03
25/3/05 128,00 224,53 25,03 89,87 49,58 207,42
25/3/05 128,00 243,45 25,51 92,79 48,58 31,45
25/3/05 128,00 239,31 22,79 91,33 48,29 32,14
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26/3/05 129,00 231,03 19,00 103,02 33,17 32,83 233,52
26/3/05 129,00 216,25 14,98 102,29 33,31 30,37 210,07
26/3/05 129,00 233,99 16,75 102,29 32,60 35,20 210,07
20/3/05 132,00 224,53 56,50 68,69 24,46 33,35
20/3/05 132,00 222,16 53,19 65,04 37,16 30,06 203,79
20/3/05 132,00 215,66 52,48 66,50 38,16 27,14 200,82
3/4/05 137,00 243,45 30,24 102,29 45,56 204,45
3/4/05 137,00 239,31 28,70 104,11 204,12
3/4/05 137,00 236,36 31,66 103,02 218,00
5/4/05 139,00 243,45 22,19 107,40 11,62 42,00 221,96
5/4/05 139,00 236,36 22,43 106,67 45,38 212,05
6/4/05 140,00 221,73 22,19 107,40 11,62 36,31 208,41
6/4/05 140,00 205,65 22,43 188,26
8/4/05 142,00 206,12 69,05 66,70 34,14 201,15
8/4/05 142,00 219,37 64,31 70,55 38,52
8/4/05 142,00 221,26 64,56 201,48
11/4/05 145,00 243,45 69,05 66,70 44,24 211,72
11/4/05 145,00 239,31 64,31 70,55 43,65
11/4/05 14500 231,03 64,56 196,85
12/4/05 146,00 216,25 23,73 74,90 38,16 36,74 193,88
12/4/05 146,00 233,99 21,37 69,78 38,73 44,49
12/4/05 146,00 224,53 21,25 36,88 200,16
14/4/05 148,00 222,16 68,84 192,56
14/4/05 148,00 215,66 51,43
14/4/05 148,00 251,73 53,86 168,77
15/4/05 149,00 224,53 10,48 82,93 44,01 38,79
15/4/05 149,00 243,45 11,67 84,39 47,01 41,23
15/4/05 149,00 239,31 9,54 48,01 200,16
19/4/05 153,00 233,99 8,95 231,21
25/4/05 159,00 224,53 216,67
25/4/05 159,00 215,66 223,94
26/4/05 160,00 243,45 28,94 69,42 224,27
26/4/05 160,00 239,31 31,18 69,42
27/4/05 161,00 243,45 72,34 15,76
27/4/05 161,00 239,31 72,34 18,75 223,94
27/4/05 161,00 236,36 20,04 224,27
28/4/05 162,00 243,45 54,84 17,18
28/4/05 162,00 239,31 60,87 15,61 218,33
28/4/05 162,00 236,36 56,85 220,31
20/4/05 163,00 261,79 72,34 29,31
20/4/05 163,00 262,97 72,34 33,45 184,96
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20/4/05 163,00 255,28 72,11 36,16 180,33
2/5/05 166,00 239,31 80,51 99,73 30,60
2/5/05 166,00 247,00 4514 97,17 23,32 32,94 204,12
2/5/05 166,00 262,97 42,18 22,89 195,86
3/5/05 167,00 222,16 17,23 108,50 58,28
3/5/05 167,00 215,66 15,81 109,59
3/5/05 167,00 243,45 16,28 230,22
5/5/05 169,00 239,31 16,75 105,94 22,04 39,52
5/5/05 169,00 236,36 15,57 108,50 26,32 36,37 222,29
5/5/05 169,00 243,45 17,82 27,32 231,54
6/5/05 170,00 239,31 64,31 63,58 22,89 37,00
6/5/05 170,00 236,36 67,14 61,75 22,46 35,96 221,96
6/5/05 170,00 243,45 13,62 232,20
12/5/05 176,00 236,36 60,05 72,71 13,62 38,07 219,32
12/5/05 176,00 261,79 62,06
13/5/05 177,00 262,97 58,51 60,66 9,48 51,08 228,57
13/5/05 177,00 255,28 63,00 65,04 6,20 47,42 228,57
13/5/05 177,00 239,31 59,57 14,76
16/5/05 180,00 247,00 48,24 24,89
16/5/05 180,00 262,97 48,97 34,45
17/5/05 181,00 222,16 55,79 67,59
17/5/05 181,00 215,66 57,44 66,13 220,31
17/5/05 181,00 243,45 55,20 225,59
19/5/05 183,00 239,31 57,33 65,40
19/5/05 183,00 236,36 55,32 67,23
20/5/05 184,00 239,31 66,43 47,14
20/5/05 184,00 236,36 58,27 48,24 6,48 40,98
20/5/05 184,00 243,45 67,97
23/5/05 187,00 239,31 50,43 9,19
23/5/05 187,00 236,36 46,41 10,91 233,52
23/5/05 187,00 261,79 225,26
24/5/05 188,00 262,97 58,98 26,33 24,32 38,41
24/5/05 188,00 255,28 37,22 25,96 35,45 218,66
24/5/05 188,00 239,31 37,57 35,45 212,38
26/5/05 190,00 247,00 38,75 42,03 16,04 40,22
26/5/05 190,00 262,97 40,41 40,20 20,75 39,42 226,92
26/5/05 190,00 222,16 37,81 228,90
30/5/05 194,00 239,31 38,87 73,07 14,76 47,06
30/5/05 194,00 236,36 32,25 72,34 13,19 50,17 219,32
30/5/05 194,00 24345 31,07 13,33 217,00
6/6/05 201,00 239,31 21,13 75,63 11,05 42,01
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6/6/05 201,00 236,36 77,82 10,76
6/6/05 201,00 261,79 16,47
9/6/05 204,00 262,97 41,71 63,21 9,05 44,21
9/6/05 204,00 255,28 42,42 61,39 10,91 43,56
9/6/05 204,00 239,31 42,54 12,33
16/6/05 211,00 247,00 54,37 61,39 13,76 44,98
16/6/05 211,00 262,97 54,01 62,12 12,33
16/6/05 211,00 222,16 56,14 12,62
20/6/05 21500 216,25 58,26 70,55 11,16 35,27 244,02
20/6/05 21500 233,99 271,74
24/6/05 219,00 224,53 60,05 44,98 18,20 45,12
24/6/05 219,00 222,16 254,62
1/7/05 226,00 215,66 62,04 62,03 25,36 30,71 250,55
17/05 226,00 243,45 53,05 65,04 51,49
5/7/05 230,00 216,25 270,11
10/7/05 235,00 233,99 65,48 35,04 57,04 288,87
10/7/05 235,00 224,53
19/7/05 244,00 222,16 306,80
19/7/05 244,00 215,66 76,96 31,07 12,19 44,25 302,73
19/7/05 244,00 243,45 72,23 32,54 19,33 49,03
20/7/05 245,00 216,25 68,68 3,69 32,17 51,66 325,56
20/7/05 245,00 233,99 23,04 332,08
20/7/05 245,00 224,53 19,75
21/7/05 246,00 216,25 3,69 329,63
21/7/05 246,00 233,99 50,58 48,60 40,44 335,34
21/7/05 246,00 224,53 48,81 47,14 40,30
22/7/05 247,00 222,16 48,45 3,69 33,17 332,89
22/7/05 247,00 215,66 43,37 44,95 36,31 42,21 332,08
22/7/05 247,00 41,36 45,32 38,87
23/7/05 248,00 243,45 42,42 351,65
23/7/05 248,00 224,53 60,29 34,74 334,52
23/7/05 248,00 233,99 51,89
24/7/05 249,00 243,45 57,73 315,77
24/7/05 249,00 224,53 53,35 34,74
3/8/05 259,00 243,45 45,32 40,73
3/8/05 259,00 224,53 24,20 57,37 28,60 50,93
3/8/05 259,00 233,99 22,08 61,39 15,19 57,84
7/8/05 263,00 243,45 336,97
7/8/05 263,00 224,53 23,41 332,89
8/8/05 264,00 259,42 21,21
8/8/05 264,00 244,64 36,03 72,37 21,61 46,85
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8/8/05 264,00 244,05 34,38 62,88 18,47 52,58
9/8/05 265,00 254,10 35,92
0/8/05 265,00 244,05 48,93 12,48
0/8/05 265,00 244,05 55,55 12,19
10/8/05 266,00 254,10 48,22
10/8/05 266,00 244,05 52,59
10/8/05 266,00 244,05 53,19
11/8/05 267,00 254,10 46,80
11/8/05 267,00 244,05 45,85 65,80 24,26 44,31
11/8/05 267,00 244,05 45,38 68,72
12/8/05 268,00 254,10 44,91 65,80
12/8/05 268,00 244,05 69,39 58,50
12/8/05 268,00 244,05 67,14 51,19
13/8/05 269,00 254,10 68,56 51,19
13/8/05 269,00 244,05 48,69 62,15 29,87 42,34
13/8/05 269,00 244,05 47,03 60,69
14/8/05 270,00 254,10 51,65 59,96
14/8/05 270,00 244,05 45,73 62,88 26,48 44,64
14/8/05 270,00 244,05 47,39 62,88
15/8/05 271,00 216,25 51,53 62,88 25,40 306,80
15/8/05 271,00 233,99 72,70 42,43 29,60 289,68
15/8/05 271,00 224,53 74,95 44,62 36,59
16/8/05 272,00 222,16 75,78 43,89 33,45
17/8/05 273,00 216,25 351,65
17/8/05 273,00 233,99 341,86
19/8/05 275,00 216,25 353,28
19/8/05 275,00 233,99 337,79
20/8/05 276,00 233,99 35,45
20/8/05 276,00 224,53 37,73
21/8/05 277,00 222,16 43,16
21/8/05 277,00 215,66
22/8/05 278,00 224,53 43,96 13,90
22/8/05 278,00 233,99 47,03 76,76 14,47 40,91
23/8/05 279,00 243,45 48,45 10,62 336,16
23/8/05 279,00 224,53 349,20
24/8/05 280,00 243,45 363,88
24/8/05 280,00 224,53 386,71
25/8/05 281,00 243,45 332,89
25/8/05 281,00 224,53 358,17
26/8/05 282,00 244,64 33,90 10,62
26/8/05 282,00 244,05 36,39 9,34
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27/8/05 283,00 254,10

27/8/05 283,00 244,05 37,45 10,33

27/8/05 283,00 244,05 41,48 10,05

28/8/05 284,00 254,10 43,13

28/8/05 284,00 244,05 45,38 70,91 591 49,93

28/8/05 284,00 244,05 45,02 71,64 5,63 49,89

29/8/05 285,00 254,10 340,23

29/8/05 285,00 244,05 65,61 57,77 5,20 47,32 341,86

29/8/05 285,00 244,05 62,06 51,92 4,48 51,46 340,23

30/8/05 286,00 254,10 63,71 22,61

30/8/05 286,00 244,05 63,12 67,99 22,18

30/8/05 286,00 244,05 79,80 30,01 0,00 55,00

31/8/05 287,00 254,10 32,20 0,00

31/8/05 287,00 244,05 78,62 31,47 0,00 54,89

31/8/05 287,00 244,05

1/9/05 288,00 254,10

1/9/05 288,00 244,05 81,93 29,28 0,00 54,43

1/9/05 288,00 244,05 85,12 42,43 0,00 47,73

2/9/05 289,00 216,25 32,93 0,00

2/9/05 289,00 233,99 63,36 62,88 0,00 46,05

2/9/05 289,00 224,53 66,20 62,15 0,00 42,84

3/9/05 290,00 222,16 67,26 62,15 0,00 41,75

5/9/05 292,00 222,16 63,71 0,00 336,16
5/9/05 292,00 215,66 55,20 0,00 345,12
5/9/05 292,00 243,45 57,33 0,00

6/9/05 293,00 216,25 54,01 0,00 338,60
6/9/05 293,00 233,99 73,53 64,34 0,00 41,08 351,65
6/9/05 293,00 224,53 65,01 67,26 0,00 41,09

7/9/05 294,00 216,25 58,86 65,07 0,00 42,69 353,28
7/9/05 294,00 233,99 24,56 67,99 0,00 362,25
7/9/05 294,00 224,53 24,56 65,80 0,00 59,76

8/9/05 295,00 222,16 24,44

8/9/05 295,00 215,66 54,49 0,00

8/9/05 295,00 54,13 0,00

9/9/05 296,00 243,45 54,61 334,52
9/9/05 296,00 224,53 60,16 44,62 0,00 53,33 345,12
9/9/05 296,00 233,99 59,57 47,54 0,00 54,22

10/9/05 297,00 243,45 68,56

10/9/05 297,00 224,53 51,17 72,37 0,00 44,97

10/9/05 297,00 233,99 49,16 72,37 0,00 48,06 342,68

11/9/05 298,00 243,45 41,12 72,37 0,00 53,38 340,23
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12/9/05 299,00 243,45 336,16
12/9/05 299,00 224,53 32,96 65,02 0,00 56,36 358,17
12/9/05 299,00 244,05 25,27 63,16 0,00
13/9/05 300,00 259,42 38,28 0,00
14/9/05 301,00 244,05 21,01 74,57 0,00
14/9/05 301,00 244,05 23,02 74,57 0,00
15/9/05 302,00 254,10 25,74 74,57 0,00
15/9/05 302,00 244,05 17,58 0,00
15/9/05 302,00 244,05 24,68
16/9/05 303,00 254,10 32,49
18/9/05 305,00 254,10 371,21
18/9/05 305,00 244,05 395,67
18/9/05 305,00 244,05 22,90 67,26 21,71 54,16
19/9/05 306,00 254,10 24,09 67,26 22,42 55,23
19/9/05 306,00 244,05 21,96 67,26 22,42 54,25
20/9/05 307,00 233,99 350,02
21/9/05 308,00 224,53 361,43
21/9/05 308,00 222,16 17,58 59,96 25,99 53,40
21/9/05 308,00 215,66 18,65 59,96 32,41 48,52 345,12
22/9/05 309,00 243,45 24,20 59,96 33,84 51,53 386,71
22/9/05 309,00 216,25 14,62 0,00
22/9/05 309,00 233,99 15,81 0,00 351,65
23/9/05 310,00 224,53 13,91 0,00 357,35
23/9/05 310,00 222,16 15,45 65,80 0,00 63,43
23/9/05 310,00 215,66 11,16 65,80 0,00 64,31 363,06
24/9/05 311,00 243,45 10,60 65,80 0,00 68,62 387,52
24/9/05 311,00 216,25 22,90 59,23 0,00 62,02
24/9/05 311,00 233,99 20,89 59,23 0,00 65,76
27/9/05 314,00 224,53 14,62 48,59 15,29 65,04 368,77
28/9/05 315,00 233,99 15,10 48,97 15,29 66,09 332,89
30/9/05 317,00 243,45 0,00 0,00 361,43
30/9/05 317,00 224,53 0,00 0,00 349,20
2/10/05 319,00 254,10 8,95 62,88 18,14 64,59 354,09
2/10/05 319,00 244,05 5,87 69,45 16,71 62,29 361,43
4/10/05 321,00 254,10 17,94 63,61 6,01 65,54 346,75
4/10/05 321,00 244,05 15,45 65,80 23,85 56,93 375,29
6/10/05 323,00 254,10 18,41 65,80 25,28 56,91 356,54
6/10/05 323,00 244,05 19,59 63,61 14,57 59,94 373,66
30/9/05 317,00 243,45 0,00 0,00 361,43
30/9/05 317,00 224,53 0,00 0,00 349,20
1/10/05 318,00 244,05
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2/10/05 319,00 254,10 8,95 62,88 18,14 64,59 354,09
2/10/05 319,00 244,05 5,87 69,45 16,71 62,29 361,43
4/10/05 321,00 254,10 17,94 63,61 6,01 65,54 346,75
4/10/05 321,00 244,05 15,45 65,80 23,85 56,93 375,29
6/10/05 323,00 254,10 18,41 65,80 25,28 56,91 356,54
6/10/05 323,00 244,05 19,59 63,61 14,57 59,94 373,66
10/10/05 327,00 216,25 15,10 51,92 24,41 57,72 353,28
10/10/05 327,00 233,99 13,09 59,23 26,91 57,60 352,46
11/10/05 328,00 222,16 12,61 38,78 35,11 61,06 386,71
11/10/05 328,00 215,66 14,98 35,86 35,11 60,15 361,43
12/10/05 329,00 216,25 9,30 47,54 26,55 61,44 354,09
12/10/05 329,00 233,99 10,72 50,46 26,55 62,51 372,85
13/10/05 330,00 216,25 28,23 51,92 38,68 368,77
13/10/05 330,00 233,99 25,27 54,85 37,61 339,42
14/10/05 331,00 222,16 31,66 54,85 44,75 347,57
14/10/05 331,00 215,66 26,45 54,12 39,39 354,09
15/10/05 332,00 243,45 43,01 41,70 43,67 350,83
15/10/05 332,00 224,53 32,84 43,89 41,89 395,67
16/10/05 333,00 243,45 20,77 57,77 40,46 414,43
16/10/05 333,00 224,53 24,32 59,96 42,60 386,71
17/10/05 334,00 243,45 29,17 22,71 25,68 353,28
17/10/05 334,00 224,53 31,18 24,90 31,25 61,10 350,83
19/10/05 336,00 259,42 22,79 30,01 65,44 54,42 354,09
19/10/05 336,00 244,64 23,38 28,55 66,51 51,59 372,03
20/10/05 337,00 254,10 29,29 28,55 40,34 61,36 361,43
23/10/05 340,00 244,05 27,64 18,33 64,72 54,65 346,75
24/10/05 341,00 254,10 19,47 14,67 66,51 60,39 371,21
24/10/05 341,00 244,05 19,47 14,67 70,79 57,00 397,31
25/10/05 342,00 254,10 17,23 14,67 66,15 61,41
26/10/05 343,00 244,05 10,01 0,74 65,79 68,64
26/10/05 343,00 254,10 10,60 0,74 62,58 70,91
28/10/05 345,00 244,05 8,95 0,74 59,73 71,56 356,54
28/10/05 345,00 244,05 11,67 0,74 51,52 73,81 377,74
29/10/05 346,00 244,05 18,05 3,22 55,09 68,71 376,11
29/10/05 346,00 244,05 19,24 3,15 54,73 68,40 376,92
30/10/05 347,00 244,05 17,34 2,78 53,66 69,76 372,03
30/10/05 347,00 254,10 17,11 3,29 64,72 66,50 416,87
31/10/05 348,00 244,05 2,44 2,78 68,29 69,88
31/10/05 348,00 254,10 3,15 2,42 67,58 71,21 413,61
1/11/05 349,00 254,10 5,63 4,54 44,75 78,39 396,49
1/11/05 349,00 244,05 6,22 4,02 56,87 72,50 388,34
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6/11/05 354,00 244,05 8,00 0,00 60,09 72,10 394,86
6/11/05 354,00 254,10 7,05 0,00 59,02 74,00 429,92
9/11/05 357,00 244,05 1,73 0,00 61,16 74,23 469,87
9/11/05 357,00 244,05 3,98 0,00 59,02 74,19 414,43
111105 359,00 254,10 22,31 271 58,66 67,07 397,31
13/11/05 361,00 244,05 9,30 1,47 65,79 68,63 438,89
13/11/05 361,00 254,10 11,19 1,39 65,79 69,15 509,82
16/11/05 364,00 244,05 0,00 0,74 80,42 66,75 454,38
16/11/05 364,00 244,05 0,00 0,74 66,15 72,59 468,00
18/11/05 366,00 244,05 0,00 0,74 84,70 64,99 498,56
18/11/05 366,00 254,10 0,00 074 77,21 69,32 478,63
20/11/05 368,00 244,05 4,81 1,61 71,14 68,22 458,64
20/1105 368,00 244,05 279 1,32 66,15 71,21 498,20
20/1105 368,00 254,10 1,87 1,45 65,44 72,94 560,37
23/1105 371,00 244,05 2,56 1,36 58,64 74,37 525,36
23/1105 371,00 254,10 4,65 2,63 58,60 74,07 476,00
26/11/05 374,00 244,05 433 344 55,64 74,02 475,63
26/11/05 374,00 244,05 3,68 354 64,10 70,78 479,56
26/11/05 374,00 244,05 2,47 3,82 59,87 72,89 485,63
20/1105 377,00 254,10 2,40 2,54 69,41 70,74 492,12
20/1105 377,00 244,05 5,87 2,46 63,56 70,54 524,63
20/11/05 377,00 244,05 0,00 2,49 66,87 71,58 512,36
2/12/05 380,00 254,10 0,00 3,05 68,79 71,73 516,36
2/12/05 380,00 244,05 4,98 1,54 54,69 74,92 469,46
5/12/05 383,00 254,10 6,32 1,63 59,74 73,36 478,42
5/12/05 383,00 244,05 6,00 1,38 59,87 72,44 489,46
5/12/05 383,00 244,05 3,68 2,04 59,00 73,48 449,87
8/12/05 386,00 254,10 345 2,59 64,56 72,22 498,87
8/12/05 386,00 244,05 347 2,57 63,91 71,34 476,36
8/12/05 386,00 244,05 3,88 2,46 62,00 72,00 510,37
11/12/05 389,00 254,10 2,54 3,54 64,87 72,08 501,23
11/12/05 389,00 244,05 2,36 3,88 63,58 71,39 544,69
11/12/05 389,00 244,05 2,87 344 78,65 65,19 497,45
14/12/05 392,00 254,10 3,64 344 57,63 74,53 487,63
14/12/05 392,00 244,05 3,86 2,85 56,81 73,97 468,74
14/12/05 392,00 244,05 3,01 2,96 59,90 72,64 456,69
17/12/05 395,00 244,05 4,01 2,64 64,45 70,87 497,80
17/12/05 395,00 254,10 0,00 2,64 62,54 74,35 504,78
20/12/05 398,00 244,05 4,57 358 69,52 68,17 524,36
20/12/05 398,00 254,10 352 3,64 67,23 70,72 486,36
20/12/05 398,00 240,57 2,56 0,00 61,45 73,39 485,21
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2.2. Influéncia da fracdo do metabolismo aerébio ( f ) na determinagdo do fator

experimental de conversdo Yn.nzis ss

ANOXICO

_ Yn-n2rs soa *

Tabela 2.2: Valores de Nitrogénio Removido e Sulfato Produzido, para diferentes
valores def e considerando-se Yn-n2/sso4 igud a0,35.

N- N,]= S- so4]™*
[N - NJ =2 ]
[N B Nz] :YN.Nz/s.so4 - ANOXICO
N-N2/S- SO4
[S- 0, @- f)

N-N2

S804 =0 f=01 =02 =03 =04

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

50,0 18,0 19,4 21,9 100,0 29,2
100,0 36,0 38,9 43,8 200,0 58,3
150,0 54,0 58,3 65,6 300,0 87,5
200,0 72,0 77,8 87,5 400,0 116,7
250,0 90,0 97,2 109,4 500,0 145,8
300,0 108,0 116,7 1313 600,0 175,0
350,0 126,0 136,1 153,1 700,0 204,2
400,0 144,0 155,6 175,0 800,0 233,3
450,0 162,0 1750 196.,9 900,0 262,5

2.3. Respirometria pela Técnica 1, para as Bactérias Oxidadoras de Enxofre

V.18

V.19

Tabela 2.3.: Valores das concentragdes de oxigénio, (o2 € (o determinado pela Eq.

IV.5 — Condigéo I.
02
Tempo (min)  (mg/L) g02 gO2 (Eq. IV.5)
0,00 7,68 0,74 0,75
0,50 7,48 0,73 0,75
1,00 7,26 0,72 0,75
1,50 7,04 0,72 0,75
2,00 6,82 0,71 0,75
2,50 6,59 0,71 0,75
3,00 6,37 0,71 0,75
3,50 6,15 0,70 0,74
4,00 5,93 0,70 0,74
4,50 571 0,70 0,74
5,00 5,49 0,71 0,74
5,50 5,27 0,71 0,74
6,00 5,05 0,71 0,74
6,50 4,82 0,71 0,74
7,00 4,60 0,71 0,73
7,50 4,38 0,72 0,73
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8,00 4,16 0,72 0,73
8,50 3,94 0,72 0,73
9,00 3,72 0,73 0,72
9,50 3,50 0,73 0,72
10,00 3,28 0,73 0,72
11,00 2,83 0,73 0,71
12,00 2,39 0,73 0,70
13,00 1,95 0,72 0,68
14,00 1,51 0,71 0,65
15,00 1,06 0,70 0,61
16,00 0,76 0,67 0,56
17,00 0,54 0,64 0,51
18,00 0,14 0,39 0,25
19,00 0,00 0,18 0,00
20,00 0,00 0,12 0,00
0,80
0704 o © 2.5 % 9000003505 000000090"
T 0604 .°°
€ .
g' 0501 - (02=0,78*(02/(0,29+02))
8% 040" R=077
N .
% 0,301,
£ 0204
0,10
0,00 T T T T
0 2 4 6 8 10
02 (mg/L)
& 02 experimental = = gqO2Eq. V.5

Figura 2.1.: Ajuste da Eqg. IV.5 aos pontos experimentais de velocidade especifica de
consumo de oxigénio— Condicéo I.

Tabela 2.4.: Valores das concentragfes de oxigénio, (o, € Jop determinalo pela Eq.

V.5 — Condico 1.

T(fn'?ﬁ)o (m%fL) q02  qO2 (Eq. IV.5)
0,00 423 0,56 0,50
0,50 4,00 053 0,48
1,00 378 051 0,47
150 357 0,49 045
2,00 338 0,47 0,44
250 3,19 045 0,42
3,00 301 043 041
350 2,84 041 0,39
4,00 268 02 038
4,50 253 038 0,36
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5,00 2,38 0,36 0,35
6,00 2,12 0,33 0,32
7,00 1,88 0,29 0,29
8,00 1,68 0,26 0,27
9,00 1,50 0,24 0,25
10,00 1,35 0,21 0,23
11,00 1,21 0,19 0,21
12,00 1,11 0,17 0,19
13,00 1,02 0,15 0,18
14,00 0,94 0,13 0,17
15,00 0,89 0,11 0,16
0,60
o
°
0,50 1 o
=5 R
€ 040 - 004"
04
8% 030 o
N o
=1,15*(02/(4,08+0
% 0.20 - ,2)6 (o2 2(_ (4,08+02))
S ‘o0 R =076
0,10 A M
0,00 T T T
0 1 3 4
02 (mg/L)
<@ qO2 experimental - - qO2Eq.IV.5

Figura 2.2.: Ajuste da Eqg. IV.5 aos pontos experimentais de velocidade especifica de

consumo de oxigénio— Condicéo I11-2.

Tabela 2.5.: Valores das concentragfes de oxigénio, (o2 € (oz determinado pela Eq.

V.5 — Condicéo 111-2.

Tempo 02 q02 q02 (Eq.
(min) (mg/L) 1V.5)
0,00 6,24 1,32 1,32
0,50 5,58 1,32 131
1,00 5,36 1,32 131
1,50 5,03 131 1,30
2,00 4,74 1,30 1,30
2,50 4,40 1,29 1,29
3,00 4,08 1,28 1,28
3,50 3,76 1,26 1,27
4,00 3,40 1,25 1,26
4,50 3,12 1,23 1,25
5,00 2,84 1,21 1,24
5,50 2,56 1,18 1,23
6,00 2,30 1,16 1,21
6,50 2,00 1,13 1,19
7,00 1,75 1,10 1,16
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7,50 1,50 1,07 1,13
8,00 1,25 1,04 1,09
8,50 1,01 1,00 1,04
9,00 0,83 0,96 0,99
9,50 0,61 0,92 0,89
10,00 0,44 0,88 0,78
11,00 0,26 0,79 0,60
12,00 0,14 0,69 0,41
13,00 0,06 0,52 0,21
14,00 0,04 0,37 0,15
15,00 0,03 0,00 0,11
1,40
020 00 = O
i EPRON R A
_ 1,20 2%
c 49
= 1,00 5°
E 00
57 0800,
oy g e Qo2=1,39* (02/(0,24+02))
g 060, R'=0946
[e)) v
E 0!40 K3
0,20 1
O,CD B T T T
0 2 4 6
02 (mg/L)
< 02 experimental - - gqO2Eq.IV5

Figura 2.3.: Ajuste da Eqg. IV.5 aos pontos experimentais de velocidade especifica de
consumo de oxigénio— Condic¢éo I11-2.

Tabela 2.6.: Valores das concentragdes de oxigénio, (o2 € (oz determinado pela Eq.

IV.5 — Condicéo IV,

Tempo 02

(min) (mg/L) qo2 go2 (Egq. IV.5)
0,00 5,81 2,72 2,61
0,25 5,58 2,54 2,60
0,50 5,26 2,37 2,59
0,75 4,91 2,20 2,58
1,00 4,50 2,04 2,57
1,25 4,05 1,88 2,55
1,50 3,59 1,74 2,52
1,75 313 1,59 2,49
2,00 2,69 1,46 2,46
2,25 2,17 1,32 2,40
2,50 1,64 1,20 2,30
2,75 1,18 1,08 2,16
3,00 0,83 0,96 1,98
3,25 0,59 0,85 1,78
3,50 0,40 0,75 1,53
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3,75 0,27 0,65 1,26
4,00 0,18 0,56 1,00
4,25 0,12 0,48 0,77
4,50 0,09 0,40 0,59
4,75 0,07 0,32 0,47
5,00 0,05 0,25 0,35
5,25 0,03 0,19 0,27
5,50 0,03 0,13 0,20
5,75 0,02 0,08 0,17
6,00 0,02 0,04 0,14
6,25 0,01 0,00 0,11
6,50 0,01 0,00 0,10
6,75 0,01 0,00 0,08
7,00 0,01 0,00 0,07
7,25 0,01 0,00 0,07
7,50 0,01 0,00 0,06
7,75 0,01 0,00 0,05
8,00 0,01 0,00 0,05
8,25 0,01 0,00 0,05
8,50 0,01 0,00 0,05
8,75 0,01 0,00 0,05
9,00 0,01 0,00 0,05
1,60
i 0 D-0 000
140 PR
£ 1,20 4 JRr
E e
g 1,(D T R
o lo
& g 0,80 - o
Q 060 1 f Qoe=1,52*(02/(0,32+02))
E o4 ¥ R’=00983
! ¢
020 ¥
0,00 T T T
0 2 4 6 8
02 (mg/L)
& 02 experimental - - gO2Eq.IV.5

Figura 2.4.: Ajuste da Eq. 1V.5 aos pontos experimentais de velocidade especifica de
consumo de oxigénio— Condicdo IV.
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2.4. Respirometria pela Técnica 3, para as Bactérias Oxidadoras de Enxofre napresenca
e naausénciade substrato (Tiossulfato)

Tabela 2.7.: Vaores das concentragdes de oxigénio durante o teste de respirometria,
pela Técnica 3, para as Bactérias Oxidadoras de Enxofre.

Sem Substrato Com Substrato Sem Substrato Com Substrato
Tempo 02 Tempo 02 Tempo 02 Tempo 02
000 0,00 000 001 1950 6,61 19,75 0,77
025 1,04 025 013 1975 6,59 20,00 059
050 1,92 050 0,34 20,00 6,58 20,25 046
075 2,67 075 058 20,25 6,56 20,50 0,33
1,00 332 1,00 081 20,50 6,54 20,75 025
1,25 3,86 1,25 101 20,75 6,52 21,00 018
150 4,33 150 1,19 21,00 651 21,25 0,12
1,75 472 1,75 1,36 21,25 6,50 21,50 0,10
200 5,06 200 1,59 21,50 648 21,75 0,07
225 535 225 2,00 21,75 647 22,00 005
250 5,59 250 2,33 22,00 645 2225 004
275 580 275 2,77 2225 644 2250 0,03
300 597 300 306 2250 643 22,75 0,02
325 6,12 325 340 22,75 643 23,00 001
350 6,25 350 3,70 23,00 642 2325 001
375 6,36 375 39 2325 640 2350 001
400 6,46 400 423 2350 6,38 2375 001
425 6,53 425 442 23,75 6,36
450 6,60 450 4,63 24,00 635
475 6,66 475 482 2425 634
500 6,71 500 4,95 2450 632
525 6,75 525 507 24,75 631
550 6,79 550 5,16 2500 6,30
575 6,82 575 521 2525 6,29
600 684 600 533 2550 6,27
625 6,86 625 5,38 2575 6,26
650 6,88 650 545 26,00 6,25
675 6,90 675 551 2625 6,23
700 691 700 553 2650 6,22
725 6,92 725 545 2675 621
750 6,93 750 548 27,00 620
775 69 775 552 27,25 6,19
800 6,95 800 545 2750 6,18
825 6,95 825 545 27,75 6,17
850 6,9 850 548 28,00 6,15
875 6,9 875 553 2825 6,14

9,00 6,97 9,00 5,45 28,50 6,11
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9,25

9,50

9,75
10,00
10,25
10,50
10,75
11,00
11,25
11,50
11,75
12,00
12,25
12,50
12,75
13,00
13,25
13,50
13,75
14,00
14,25
14,50
14,75
15,00
15,00
15,25
15,50
15,75
16,00
16,25
16,50
16,75
17,00
17,25
17,50
17,75
18,00
18,25
18,50
18,75
19,00
19,25

6,97
6,97
6,98
6,98
6,98
6,98
6,98
6,98
6,98
6,98
6,98
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,9
6,99
6,99
6,97
6,93
6,90
6,88
6,86
6,85
6,83
6,80
6,78
6,77
6,75
6,74
6,72
6,70
6,69
6,67
6,65
6,63

9,25

9,50

9,75
10,00
10,25
10,50
10,75
11,00
11,25
11,50
11,75
12,00
12,25
12,50
12,75
13,00
13,25
13,50
13,75
14,00
14,25
14,50
14,75
15,00
15,25
15,50
15,75
16,00
16,25
16,50
16,75
17,00
17,25
17,50
17,75
18,00
18,25
18,50
18,75
19,00
19,25
19,50

5,45
5,51
553
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,45
5,48
5,52
544
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,47
5,53
544
534
5,19
5,04
4,88
471
4,55
4,38
417
3,88
3,47
3,00
2,55
2,12
1,76
1,46
1,19
0,97

28,75
29,00
29,25
29,50
29,75
30,00
30,25
30,50
30,75
31,00
31,25
31,50
31,75
32,00
32,25
32,50
32,75
33,00
33,25
33,50
33,75
34,00
34,25
34,50
34,75
35,00
35,25
35,50
35,75
36,00
36,25
36,50
36,75
37,00
37,25
37,50
37,75
38,00
38,25
38,50
38,75
39,00

6,01
5,81
5,58
5,26
4,91
4,50
4,05
3,59
3,13
2,69
2,17
1,64
118
0,83
0,59
0,40
0,27
0,18
0,12
0,09
0,07
0,05
0,03
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
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2.5. Acompanhamento das concentraces de amdnia, nitrito, nitrato e sulfato durante o
ciclo de alimentac&o (24 horas).

Tabela 2.8.: Vaores das concentracfes de amonia, nitrito, nitrato e sulfato— Condicao|.

Tabela 2.9.: Valores das concentragcdes de amdnia, nitrito, nitrato e sulfato — Condicéo
Il.

Tempo N-NH4  N-NO2 N-NO3 S S04

0 50,36 97,86 32,47 198,74
2 55,69 85,94 34,69 199,66
4 49,87 90,68 40,56 205,63
8 50,47 94,36 44,69 203,21
12 50,23 106,3 46,87 194,56
18 48,79 91,48 48,97 189,74
24 60,35 98,54 40,32 197,41

Tabela 2.10.: Valores das concentragdes de ambnia, nitrito, nitrato e sulfato — Condicdo
-2

Tempo N-NH4  N-NO2 N-NO3 S S04

0 32,15 0,00 62,49 344,69
2 29,16 0,00 63,45 364,45
4 28,56 0,00 60,25 347,89
8 27,89 0,00 67,89 350,36
12 30,18 0,00 60,23 354,23
18 31,54 0,00 59,84 356,21
24 29,44 0,00 58,63 347,89

Tabela 2.11.: Vaores das concentracdes de ambnia, nitrito, nitrato e sulfato — Condicéo
Iv.

Tempo N-NH4  N-NO2 N-NO3 SSO4

0 5,64 0,00 62,54 494,69
2 3,24 0,00 59,87 484,57
4 2,58 0,00 54,65 501,64
8 6,21 0,00 68,69 478,96
12 5,44 0,00 64,36 497,85
18 5,69 0,00 65,46 501,36

24 7,41 0,00 54,69 467,54
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Tabela 2.13.: Valores das concentraces de oxigénio utilizadas para a determinacdo da
vel ocidade de consumo de oxigénio durante 0 acompanhamento do ciclo de alimentagéo
—Condicéo 1.

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagdo

Tempo (min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,00 017 015 015 021 015 016 017 016 0,16
0,17 017 011 014 017 015 015 0,14 015 0,16
0,33 013 008 011 014 012 012 011 012 0,16
0,50 0,12 007 007 013 011 008 009 008 0,15
0,67 0,11 006 006 010 0,08 007 006 007 0,12
0,83 009 004 005 009 006 006 005 006 0,09
1,00 008 004 004 007 005 005 004 005 0,07
1,17 007 003 004 006 004 004 004 004 0,06
1,33 006 003 003 005 003 003 003 003 005
1,50 005 003 003 005 003 003 003 003 004
1,67 004 002 003 004 003 002 002 002 0,03
1,83 004 002 002 004 002 002 002 002 003
2,00 004 002 002 003 002 002 002 002 003

Continuacgo...

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagdo
Tempo (min) 10 11 12 13 14 15 16 17 18

0,00 017 016 016 017 018 018 018 018 017
0,17 016 012 015 017 017 015 014 015 015
0,33 015 011 012 013 016 013 011 011 012
0,50 012 008 008 012 013 010 010 010 0,11
0,67 009 007 007 009 009 008 008 008 009
0,83 007 006 006 008 008 007 007 007 007
1,00 006 005 005 006 007 006 005 006 006
1,17 005 004 004 005 005 005 004 005 005
1,33 004 003 003 004 004 004 004 004 004
1,50 003 003 003 004 004 003 003 003 004
1,67 003 002 003 003 003 003 003 003 003
1,83 003 002 002 003 003 003 003 003 003
2,00 002 002 002 003 002 003 002 002 003
Continuag&o...

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagdo
Tempo (min) 19 20 21
0,00 0,16 015 0,16
0,17 0,13 015 0,15
0,33 0,11 012 012
0,50 0,08 011 0,08
0,67 0,07 0,08 0,07
0,83 0,06 0,06 0,06
1,00 0,05 005 0,05
1,17 0,04 004 0,04
1,33 0,04 003 0,03
1,50 0,03 0,03 0,03
1,67 0,03 0,03 0,02
1,83 0,03 0,02 0,02
2,00 0,03 0,02 0,02
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Tabela 2.14.: Valores das concentracBes de oxigénio utilizadas para a determinacdo da
vel ocidade de consumo de oxigénio durante o acompanhamento do ciclo de alimentagéo
—Condicéo I11-1

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagdo

Tempo (min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,00 1,37 1,89 1,20 1,79 1,22 1,89 1,83 2,20 2,16
0,25 1,23 1,83 1,17 1,79 1,05 1,83 1,71 1,77 1,79
0,50 1,08 1,71 095 146 087 171 152 143 1,46
0,75 09 152 0,77 1,17 015 15 132 117 1,17
1,00 087 132 0,62 09 011 1,39 1,14 095 0,9
1,25 0,78 114 051 076 010 1,23 099 0,77 0,76
1,50 069 099 042 060 0,08 1,08 086 062 0,60
1,75 062 086 0,36 048 0,06 096 0,74 051 048
2,00 054 0,74 0,29 040 005 087 063 042 040
2,25 047 063 0,23 033 004 078 054 036 033
2,50 041 054 0,20 0,27 0,03 0,69 048 029 0,27
2,75 037 048 0,16 021 0,03 0,62 041 023 021
3,00 034 041 024 018 002 054 037 020 018
3,25 030 037 012 014 002 047 033 016 014
3,50 026 033 0,10 012 002 041 027 014 012
3,75 023 0,27 0,08 0,10 0,02 037 026 012 0,10
4,00 021 026 0,06 008 002 034 022 010 0,08
4,25 019 0,22 0,05 006 002 030 021 008 0,06
4,50 017 021 004 005 002 0,26 019 0,06 0,05

Continuag&o...

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagao
Tempo (min) 10 11 12 13 14 15 16 17 18

0,00 183 210 265 206 15 203 177 239 139
0,25 1717 203 261 179 139 202 143 216 123
0,50 156 202 220 146 123 193 117 179 1,08
0,75 139 193 177 117 108 18 09 146 096
1,00 123 18 143 09 09% 18 077 117 087
1,25 108 18 117 076 087 18 062 09 078
1,50 0% 189 09% 060 078 18 051 07 069
1,75 08 183 07/ 048 069 171 042 060 062
2,00 078 1,71 062 040 062 152 036 048 054
2,25 069 152 051 033 05 132 029 040 047
2,50 062 132 042 027 047 114 023 033 041
2,75 054 114 036 021 041 09 020 027 037
3,00 047 099 02 018 037 086 016 021 034
3,25 041 08 023 014 034 074 014 018 030
3,50 037 074 020 012 030 063 012 014 026
3,75 034 063 016 010 026 054 010 012 023
4,00 030 054 014 008 023 048 008 010 021
4,25 026 048 012 006 021 041 006 008 019

4,50 023 041 010 005 019 037 005 006 017
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Tabela 2.15.: Valores das concentracBes de oxigénio utilizadas para a determinacdo da
vel ocidade de consumo de oxigénio durante o acompanhamento do ciclo de alimentagdo

—Condicéo I11-2
02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagdo
Tempo (min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,00 442 495 500 527 535 552 606 610 6,23
0,25 442 495 495 527 530 539 597 604 6,19
0,50 432 48 485 518 522 520 584 592 6,04
0,75 412 473 476 509 507 510 574 583 5098
1,00 390 461 453 491 491 495 561 572 590
1,25 365 434 418 477 480 470 546 557 579
1,50 337 397 393 457 461 445 537 545 569
1,75 308 376 370 438 437 420 522 531 561
2,00 275 357 334 410 406 398 509 520 549
2,25 246 336 300 366 372 383 495 503 537
2,50 213 298 283 344 348 358 474 494 530
2,75 1,79 267 270 309 321 336 460 480 520
3,00 152 236 252 28 300 301 4,39 469 508
3,25 123 214 226 261 261 267 413 462 4,99
3,50 098 193 19 243 232 238 394 447 492
3,75 074 150 147 211 209 212 384 433 478
4,00 058 122 1,19 19 1,78 187 362 423 460
4,25 043 112 116 157 166 1,70 355 417 4,49
4,50 031 092 106 131 152 145 329 405 441
4,75 024 072 1085 113 1,37 131 314 391 436
5,00 020 062 081 092 115 120 302 387 426
Continuacgo...
02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentag&o
Tempo (min) 10 11 12 13 14 15 16 17 18
0,00 612 626 506 515 513 452 452 452
0,25 6,02 622 49 498 450 436 436 4,36
0,50 598 618 485 480 452 416 416 4,16
0,75 590 614 473 461 456 394 394 3%
1,00 585 610 462 443 456 3,72 372 372
1,25 5,78 6,06 451 4,24 4,57 3,49 3,49 3,49
1,50 571 602 440 405 459 326 326 326
1,75 565 598 429 38 461 304 304 304
2,00 555 594 417 365 462 281 281 281
2,25 551 5,88 4,07 3,45 4,64 2,57 2,57 2,57
2,50 543 584 399 328 467 234 234 234
2,75 539 580 38 309 468 209 209 209
3,00 534 576 376 291 469 184 184 184
3,25 525 572 366 273 470 162 162 162
3,50 520 568 355 256 472 140 140 140
3,75 513 562 345 238 473 120 120 120
4,00 506 558 335 222 474 101 101 101
4,25 501 554 324 205 476 083 083 083
4,50 494 550 314 18 477 066 066 0,66
4,75 486 546 303 1,70 478 052 052 052
5,00 481 539 293 157 478 043 043 043
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Tabela 2.16.: Valores das concentracfes de oxigénio utilizadas para a determinagdo da
vel ocidade de consumo de oxigénio durante o acompanhamento do ciclo de alimentagéo
—Condicéo IV.

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagéo

Tempo (min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,00 456 515 4,95 5,19 519 522 476 512 547
0,25 425 500 480 506 502 508 453 502 532
0,50 393 475 456 489 479 492 430 490 515
0,75 362 443 427 464 456 4,71 405 475 49
1,00 330 412 39 438 433 449 377 461 475
1,25 297 3,78 364 404 407 422 352 442 455
1,50 267 342 334 373 378 398 325 424 431
1,75 232 307 303 344 35 372 300 406 4,08
2,00 202 270 272 312 325 341 2,714 3,87 3,84
2,25 173 238 243 28 300 315 249 367 3,60
2,50 146 202 213 252 275 29 220 346 335
2,75 117 169 18 223 249 264 19 327 311
3,00 09 140 157 194 225 236 173 307 287
3,25 068 1,09 133 166 202 211 149 287 265
3,50 049 082 111 136 1,80 18 126 268 245
3,75 036 060 087 110 157 164 104 248 225
4,00 026 040 066 084 135 141 081 227 203
4,25 019 027 047 063 112 120 063 209 182
4,50 016 018 034 044 093 100 046 19 160
4,75 014 014 025 032 074 079 034 175 138
5,00 011 011 019 023 056 064 024 15 116

Continuagao...

02 (mg/L) em diferentes periodos (horas) do ciclo de alimentagdo
Tempo (min) 10 11 12 13 14 15 16 17 18

0,00 525 552 517 524 514 425 462 517
0,25 512 548 507 506 507 419 450 505
0,50 497 535 491 488 497 410 432 486
0,75 4,79 519 469 465 482 400 418 467
1,00 461 501 449 443 466 383 397 448
1,25 443 481 423 419 447 368 380 424
1,50 423 461 400 39 430 3,49 359 398
175 403 443 378 372 407 331 339 374
2,00 385 421 353 346 38 311 316 351
2,25 365 4,00 328 319 365 291 294 329
2,50 345 379 303 293 345 270 273 307
2,75 327 356 278 266 324 249 252 282
3,00 307 334 25 243 302 226 231 259
3,25 288 313 231 219 280 205 211 236
3,50 268 295 2,08 196 259 184 19 215
3,75 251 2777 1,86 173 239 161 171 1,91
4,00 233 258 1,64 151 219 140 152 1,70
4,25 216 241 142 128 1,9 120 1,32 1,49
4,50 199 211 1,20 108 179 101 114 1,29
4,75 181 179 100 08 160 083 098 1,08

5,00 164 129 083 069 141 069 082 091
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Tabela 2.17.: Valores das velocidades de consumo de oxigénio durante o
acompanhamento do ciclo de alimentacdo e os respectivos valores da quantidade de
oxigénio consumido (Toz) — Condicdo I.

OoeX QooX To?
Tempo (h) (mgO2/L.min) (mgO2/Lh) (mgO2/h)
0,0 0,029 1,723 1,723
1,7 0,480 28,800 30,860
41 0,559 33,549 39,327
7,3 0,434 26,021 33,935
7.4 0,313 18,779 24,569
9,7 1,069 64,152 90,080
11,7 0,689 41,326 61,472
17,0 1,147 68,832 117,588
22,0 0,482 28,901 55,393
24,0 0,578 34,676 69,352

Tabela 2.18.: Valores das velocidades de consumo de oxigénio durante o
acompanhamento do ciclo de ali mentacdo e os respectivos valores da quantidade de
oxigénio consumido (Toy) — Condico 1.

QoeX QozX To?
Tempo (M) 0o2/L min) (mgO2/L.hy (mgO2/h)
1 0,094 5628 5863
2 0,092 5502 5,961
3 0,099 5958 6,703
4 0,122 7,344
5 0,106 6348 7,671
6 0110 6576 8220
7 0,113 6762 8734
8 0,110 6582 8776
9 0,103 6204 8531
10 0,115 6894 9,767
11 0,101 6042  881L1
12 0,112 6,708 10,062
13 0,112 6720 10360
14 0,120 7194 11,301
15 0,113 6780 11,018
16 0,107 6432 10,720
17 0,108 6480 11,070
18 0,105 6306 11,036
19 0,100 6018 10,782
20 0,106 6342 11,627
21 0,110 6576 12,330
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Tabela 2.19.: Valores das velocidades de consumo de oxigénio durante o
acompanhamento do ciclo de alimentag@o e os respectivos valores da quantidade de
oxigénio consumido (Toz') — Condicéo I11-1

OoeX QooX To?
Tempo (h) (mgO2/L.min) (mgO2/Lh) (mgO2/h)
1 0,353 21,156 22,038
2 0,674 40,467 43,839
3 0,597 35,819 40,296
4 0,786 47,143 55,000
5 0,641 38,456 46,468
6 0,675 40,521 50,651
7 0,730 43,782 56,552
8 0,742 44,536 59,381
9 0,765 45,876 63,080
10 0,541 32,486 46,022
1 0,669 40,123 58,513
12 0,692 41,526 62,289
13 0,681 40,3889 63,037
14 0,664 39,842 63,083
15 0,554 33,258 54,044
16 0,665 39,876 66,460
17 0,724 43,445 74,219
18 0,706 42,336 74,088

Tabela 2.20.: Vaores das velocidades de consumo de oxigénio durante o
acompanhamento do ciclo de alimentac@o e os respectivos valores da quantidade de
oxigénio consumido (Tez) — Condicgo I11-2

QoX QoeX Toz
Tempo (h) (mgO2/L.min) (mgO2/L.h) (mgO2/h)
1 1,174 70,437 73,372
2 1,342 80,497 87,205
3 1,166 69,954 78,698
4 1,174 70,461 82,205
5 1,005 60,309 72,873
6 1,004 60,213 76,456
7 1,019 61,165 70,444
8 0,909 54,537 72,716
9 0,742 44,490 61,174
10 0,872 52,315 74,113
11 0,936 56,155 81,893
12 0,930 55,780 83,670
13 0,817 48,992 75,529
14 0,801 48,075 76,119
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15 0,830 49,803 80,930
16 0,890 53,389 88,982

Tabela 2.21.: Vaores das velocidades de consumo de oxigénio durante o
acompanhamento do ciclo de alimentacdo e os respectivos valores da quantidade de
oxigénio consumido (To) — Condicao IV.

Qo2X Qo2X To?
Tempo (h) (mgO2/L.min) (mgO2/L.h) (mgO2/h)
1 1,157 69,437 72,330
2 1,392 83,497 90,455
3 1,176 70,540 79,358
4 1,210 72,610 84,712
5 1,005 60,309 72,873
6 1,004 60,213 75,266
7 1,053 63,165 81,588
8 0,942 56,537 75,383
9 0,775 46,490 63,924
10 0,872 52,315 74,113
11 0,936 56,155 81,893
12 0,930 55,780 83,670
13 0,817 48,992 75,529
14 0,873 52,360 82,903
15 0,830 49,803 80,930
16 0,890 53,389 88,982

2.6. Atividade desnitrificante autotrofica da biomassa presente no reator SBR durante a
suaoperacdo nas diferentes condicles experimentais.

Tabela 2.22.: Vaores das concentragdes de nitrito e sulfato determinadas durante o
ensaio cinético vianitrito

Condicdo | Condicao Il
Tempo SS0O; N-NO, | Tempo S-SO; N-NO,
(h) (mgl) (mgl) (h) (mglL) (mgl)
0,0 60,0 230,0 0,0 1374  296,6
2,0 184,0 0,0 102,7 294,4
40 187,3 4,0 1136  263,0
8,0 59,2 124,5 4,0 1285 2615
12,0 66,8 1479 8,0 1542 2579

16,0 55,9 8,0 1684  266,7
25,0 119,2 12,0 172,7  235,2
36,0 116,4 12,0 1932 238,9
72,0 259,9 64,7 24,0 2540 2418
96,0 52,5 24,0 2606 2411
120,0 53,3 48,0 3250 200,9

1440 2350 0,0 48,0 329,3 203,8
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171,0 0,0 72,0 350,8 128,6
72,0 3441 1374

96,0 365,3 98,7

96,0 369,3 99,4

120,0 3798 93,6

120,0 3759 95,1

Continuagao...
Condicéo I11-2 Condicéo IV

Tempo S-SO4 N-NO:2 [ Tempo S-SOs N-NO2
(h) (mglL) (mglL) (h) (mglL) (mglL)

0,0 0,0 285,6 0,0 310,3 0,0

5,0 188 2645 5,0 288,3 42,6

10,0 424  296,6 10,0 266,3 85,1
24,0 84,8  239,6 24,0 2048 204,3
36,0 2242 197,3 36,0 152,0  306,5
48,0 306,0 168,8 48,0 99,3  326,5
72,0 3558 149,1 72,0 854 3479
96,0 3656 136,6 96,0 746 3365
120,0 368,83 95,7 120,0 757 3426

Tabela 2.24.. Valores das concentragdes de nitrato e sulfato determinadas durante o
ensaio cinético vianitrato.

Condicéo | Condico I
Tempo S-SO; N-NO; [Tempo S-SO; N-NO;
(hy (mgL) (mgL) | (h) (mglL) (mglL)
0,0 0,0 300,0 0,0 128,5 306,2
2,0 47,6 284,0 0,0 137,4 342,9
4,0 51,2 236,0 40 1447 261,3
8,0 57,8 274,4 40 148,0 285,8
12,0 92,6 254,0 8,0 153,2 237,5
16,0 53,5 8,0 153,9 261,3
25,0 79,8 218,5 12,0 187,3 210,4
36,0 114,3 12,0 183,0 165,6
72,0 81,8 156,0 24,0 285,7 147,2
96,0 126,9 24,0 2979 161,5
1200 351,8 1038 48,0 351,5 165,6
1440 3693 174,0 48,0 365,0 149,3
1710 5621 1224 72,0 362,6 173,7
72,0 356,0 159,4
72,0 367,9 149,3
96,0 369,3 151,3
96,0 373,2 169,6
96,0 356,0 139,1
120 377,1855 128,88
120 372,5603 116,6526

120

368,5959 122,7663
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Continuag&o...

Condicdo 111-2 Condicdo IV

Tempo S-SO; N-NO3| Tempo S-SO; N-NGg
(h) (mgk) (mgl)| (h) (mglL) (mglL)

0,0 296,4 0,0 0,0 310,3 0,0

50 292,8 2,4 50 284,8 40,5

10,0 292,1 36,7 10,0 259,3 66,0
24,0 249,3  186,7 24,0 188,0 1253
36,0 203,7 2332 36,0 1269 1846
48,0 1630 2074 48,0 65,7 249,7
72,0 128,7 3615 72,0 56,5 334,7
96,0 1009 384,3 96,0 40,4 349,5
120,0 106,6  417,7 | 120,0 435 327,4




