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RESUMO

A utilizacdo dos processos convencionais da nitrificacdo e desnitrificacéo oferece
algumas limitagcbes quando se objetiva o tratamento de efluentes contendo
elevadas concentracbes de nitrogénio e baixa DQO, dentre estas estdo a
dificuldade de transferéncia de altas quantidades de oxigénio necessarias a
nitrificacdo, bem como na necessidade de grande quantidade de matéria organica
na etapa de desnitrificacdo. Novos processos de remocao de nitrogénio tém sido
desenvolvidos para possibilitar a remocao sustentavel de elevadas concentracdes
de nitrogénio por via biologica. Tais Processos utilizam a nitrificagdo parcial, ou
seja, a oxidacdo da amonia a nitrito, e a maior parte deles, ndo utiliza matéria
organica, utilizando o proprio aménio como doador de elétrons. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer um processo de remocéao de nitrogénio em
altas concentracoes utilizando um Reator de Biodiscos Rotativos. O sistema era
constituido por trés reatores de biodiscos independentes, diferindo entre si
apenas nos diferentes materiais suporte utilizados na confec¢cdo dos discos, 0s
quais foram: cloreto de polivinila (PVC), poliestireno (PS) e poliuretano (PU). Os
reatores foram inoculados com lodo proveniente de uma estacao de tratamento
de esgotos domeésticos e foram alimentados diariamente com meio sintético
contendo amonio (NH;"). Durante um periodo de 913 dias as cargas aplicadas
aos reatores PVC e PS variaram de 519 a 6670 mg N-NH,*.m?2.d™. Para o reator
PU, as variacdes na carga foram de 1206 até 8280 mg N-NH;*.m™?.d™*. Nas cargas
mais elevadas, 0s reatores apresentaram alta capacidade de oxidacdo do amoénio
apresentando valores de 4902, 5403, 5336 mg N-NH.,".m?.d" oxidados, para os
reatores PVC, PS e PU, respectivamente. Uma remocédo de N de 29% sob
condi¢cdes completamente aerdbias foi observada para os trés reatores na carga
mais baixa aplicada. Nas cargas mais elevadas, condi¢cfes limitantes de OD
foram estabelecidas em torno de 0,4 a 0,6 mg O,L™ para os reatores PVC e PS, e
mais baixas para o reator PU variando entre 0,08 e 0,3 mg O,.L™, gerando
acumulo de nitrito. Os testes FISH confirmaram a presenca de varios tipos de
BOA, entre elas: Nitrosomonas sp, Nitrosolobus multiformis, Nitrosospira briensis,
Nitrosovibrio tenuis, as quais apareceram nas etapas com cargas mais elevadas,
além de Nitrosococcus mobilis. Entretanto, verificou-se a diminuicdo da
populacdo de BON nos reatores. Os testes de eliminacdo de nitrogénio
realizados em batelada com as biomassas retiradas dos reatores, apresentaram
velocidades especificas de remocdo de 18,4; 16,4 e 28,3 mg N.gSST d™,
respecivamente, para os reatores de PVC, PS e PU, demonstrando que a
biomassa removida do reator PU foi a que apresentou a mais alta velocidade
especifica de remocéo de nitrogénio sob condi¢des limitantes de oxigénio, assim
como, foi a Unica que apresentou remocao anaerdbia. Além disto, o reator PU
apresentou um camada de biofilme mais homogénea, uma maior adesdo dos
microrganismos, e também uma maior remoc¢&o de nitrogénio, em torno de 50%,
correspondendo a 3340 mg N.m™?.d™. A alta remoc&o, juntamente com condi¢des
limitantes de OD e a deteccdo de bactérias anammox através do teste FISH,
assim como a constatacéo de atividade anaerdbia, evidenciam o estabelecimento
do processo ANAMMOX neste reator.
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ABSTRACT

The use of conventional processes, as nitrification and denitrification, for treatment
of wastewater rich in ammonium nitrogen, and low COD, can be difficult, and
includes problems on transfering high oxygen concentrations, needed on
nitrification step, as well as the need of high organic carbon concentrations on
denitrification step, and also, the high sludge production at complete process. The
new nitrogen removal processes has been studied at recent years for making
possible sustainable biological removal of high nitrogen concentrations in
effluents. These processes uses partial nitrification, where ammonium is oxidized
until nitrite, and some of them uses ammonium as the electron donor instead of
organic carbon, accomplishing so an autotrophic nitrogen removal. With this
purpose, the aim of this work was to stablish a nitrogen high concentrations
removal process using a rotating biological contactor. The system was composed
by three rotating biological contactors having its disks made up of different support
materials: polivinilchloride (PVC), polistyrene (PS) and poliurethane. The
innoculum for reactors cames from a municipal wastewater treatment plant, and
reactors were feeded daily with synthetic wastewater containing mainly ammonium
(NH4"). During a period of 913 days, the load applied to PVC and PS reactors
varied from 519 to 6670 mg N-NH,".m2.d™. For PU reactor, load varied from 1206
to 8280 mg N-NH,"m?d?* Reactors showed a high ammonium oxidation
capacity with the following oxidised ammonium values: 4902, 5403, 5336 mg N-
NH,".m2.d? for PVC, PS and PU reactors, respectively. A nitrogen removal of
29% over completely oxic conditions was observed to all reactors at first step.
Oxygen-limited conditions were reached and ranged between 0,4 a 0,6 mg O, L™
for PVC and PS reactors, and lower to PU reactor, ranging between 0,26 to 0,08
mg O,.L™, leading to a nitrite accumulation, because of nitrite oxidating bacteria
decay in three reactors. FISH tests confirmed the presence of some kinds of
ammonium oxidating bacteria:  Nitrosomonas sp, Nitrosolobus multiformis,
Nitrosospira briensis, Nitrosovibrio tenuis and Nitrosococcus mobilis which were
present on high loads steps. Deammonification tests at oxygen limited conditions,
revealed autotrophic nitrogen removal without the needing of nitrogen oxides (NO,
N.O) addition. At these tests, it was possible to measure the specific rate of
nitrogen removal of 18,4, 16,36 and 28,27 mg N.gSST.d*?, respectively for
reactors PVC, PS and PU, showing that biomass from PU reactor presented the
highest specific aerobic nitrogen removal over oxygen-limited conditions, as well, it
was the only reactor which was possible to detect anaerobic nitrogen removal.
Moreover, PU reactor showed a biofilm layer more homogeneous and a better
microrganisms attachment and the most nitrogen removal that was around 50%,
corresponding to 3340 mg N/m2d®. This high nitrogen removal, parallel to
oxygen-limited conditions and the detection of annamox bacteria by FISH tests, as
well as the presence of annaerobic activity, make evident the anammox process
stablishment on this reactor.



1. INTRODUCAO

O tratamento de aguas residuarias foi, por muito tempo, focado apenas na
remocdo da matéria carbonada, a qual €, certamente, motivo de grande
preocupacao, por seu alto poder de consumo de oxigénio quando descartado em
corpos receptores. Entretanto, devido, principalmente a problemas relacionados
com a eutrofizacéo de corpos d’agua e de contaminacao de lencois freaticos pelo
lancamento de residuos ricos em nitrogénio, estudos relacionados ao tratamento
deste elemento tém tomado muita importancia nos ultimos anos. Em paises como
o Brasil, com um forte potencial para a atividade agroindustrial, a maioria dos
residuos, direta ou indiretamente, gerados por esta atividade, contém elevado teor
de material organico carbonado e também de proteinas. Para eliminar os
compostos carbonados se realizam muitas vezes tratamentos anaerobios, no qual
0 nitrogénio permanece na forma de amonio resultante da degradacdo de
proteinas.

No Brasil, a Resolucido CONAMA N°. 357, de 17 de marco de 2005, que
estabelece as condicbes e padrbes de lancamento de efluentes, fixa o limite
maximo de emissdo apenas para o nitrogénio amoniacal, por ser esta a forma
mais nociva ao meio ambiente, em 20 mg de N-NH,.L™. Entretanto, ndo houve
nesta recente legislacdo a preocupacdo em se limitar a descarga de outras
formas de nitrogénio, como o nitrato e o nitrito, que também oferecem riscos de
contaminagao ambiental.

Em aguas potaveis, por sua vez, a legislacdo estabelece a concentracao
méaxima de nitrato em 10 mg N-NOs.L™* e de nitrito em 1 mg N-NO,.L* e a
concentragdo de nitrogénio amoniacal nestas aguas é fixada de acordo com o pH,
sendo que, para pH igual ou abaixo de 7,5 a concentracdo maxima permitida é
3,7 mgN-NH,.L™.

Para se atingir os limites de emissdo de nitrogénio estabelecidos na
legislacdo, evitando assim os riscos de contaminagdo que estes compostos
representam, o tratamento de efluentes contendo elevadas concentragbes de



nitrogénio, conforme os exemplos acima mencionados, ainda é um desafio
tecnologico.

As alternativas tecnologicas mais usuais para o tratamento bioldgico do
nitrogénio lancam mao dos processos de nitrificacdo e desnitrificacdo. Na fase da
nitrificagdo o amonio é oxidado em duas fases: na primeira, é levado até nitrito
pelas bactérias oxidadoras de amdénio, e numa etapa subseqgiente o nitrito é
consumido pelas bactérias oxidadoras de nitrito, produzindo nitrato. Sob
condicbes anaerObias, o amoénio oxidado é entdo convertido por bactérias
heterotréficas em nitrogénio gasoso. Neste processo, conhecido como
desnitrificacdo heterotréfica, a matéria organica carbonacea biodegradavel é
utilizada como o doador de elétrons.

Entretanto, a utilizacdo dos processos convencionais da nitrificacdo e da
desnitrificagdo torna-se limitada quando se deseja tratar residuos contendo
elevadas concentracbes de nitrogénio e baixa DBO, ou seja, com baixa relacao
DBO/nitrogénio, como por exemplo, efluentes de biodigestao de lodos, chorume e
efluentes agro-industriais pré-tratados.

As principais limitacfes, neste caso especifico, residem na dificuldade de
transferéncia de altas quantidades de oxigénio necessérias a nitrificacdo, bem
como na necessidade de grande quantidade de matéria organica biodegradavel
na etapa de desnitrificacao.

Neste sentido, novos processos de remocao de nitrogénio tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos, para possibilitar a remocdo de elevadas
concentracbes de nitrogénio por via biolégica. Dentre 0S novos processos
encontra-se na literatura varias denominagbes como o processo ANAMMOX
(anaerobic ammonium oxidation), processo SHARON (single reactor high activity
ammonia removal over nitrite), processo combinado SHARON-ANAMMOX,
processo CANON (completly autrotrophic nitrogen removal over nitrite), processo
OLAND (oxygen limited autotrophic nitrification and denitrification) e processo
NOX.

Todos estes novos processos utilizam da nitrificacdo parcial, ou seja,
oxidacdo do aménio até nitrito, e, a maior parte deles, ndo utiliza matéria
organica, utilizando o proprio amoénio como doador de elétrons, ou seja, realiza a
remocdo autotréfica do nitrogénio. Portanto, as vantagens referentes a tais

processos relacionam-se, principalmente, com a redugcdo da aeracdo para a



nitrificagdo e diminuicdo da necessidade de matéria organica para a
desnitrificagcdo. Consequentemente, por se tratar de processos autotroficos,
ocorre uma baixa producdo de lodo e a diminuicdo da emissdo de COy,
anteriormente ocasionada pela desnitrificacéo heterotrofica.

Entretanto, esta baixa producdo de lodo, caracteristica dos processos
autotréficos e anaerobios constituem-se em uma dificuldade, principalmente, no
inicio de operacao de reatores, quando nao se dispde de um inéculo enriquecido.

Desta maneira, estes processos requerem um tipo de reator que possibilite
uma alta retencdo celular, como por exemplo, reator de batelada em sequéncia,
(SBR), bioreatores a membrana, e bioreatores com biomassa aderida. Dentre
estes, destaca-se o reator de biodiscos rotativos que possibilita a formac&o de um
gradiente de O, no interior do biofilme, favorecendo a remocéo de nitrogénio em
um dnico reator .

O Reator de biodiscos rotativos possui uma alta retengédo celular,
caracteristica esta, desejada no tratamento de elevadas concentracdes de
nitrogénio. A estratégia para a eliminacdo de nitrogénio em tal reator é utilizar
uma baixa rotagdo dos discos e altas cargas de amonia, limitando-se, assim, o
oxigénio dissolvido no meio, o que favorece a inibicdo de bactérias oxidadoras de
nitrito, possibilitando a oxidacéo parcial do amonio até nitrito. Nas camadas mais
profundas do biofilme aderido aos discos, onde condi¢cdes anaerdbias podem ser
obtidas, a amodnia juntamente com o nitrito sdo utilizados por microrganismos
capazes de realizar a oxidacdo anaerObia do ion amoénio (anammox),
convertendo-os a nitrogénio gasoso. Este processo foi descrito anteriormente na
literatura, porém, partindo-se de inoculos previamente adaptados a oxidacdo
anaerobia do amonio.

Diante do contexto acima exposto, percebe-se que a remog¢ao de nitrogénio
de efluentes contendo altas concentracbes deste elemento, utilizando-se um
anico reator, € uma tarefa dificil, e alvo de extensivas pesquisas, restando-se
ainda muito por estudar e esclarecer a respeito de tal processo. Neste sentido, o
presente trabalho tem como objetivo estudar a oxidacdo parcial do amonio a
nitrito com vistas a eliminacdo de nitrogénio em um Unico sistema, utilizando
Reatores de Biodiscos Rotativos (RBR), assim como as caracteristicas

microbiolégicas dos biofilmes formados nestes reatores, utilizando-se diferentes



materiais suporte, como cloreto de vinila (PVC), poliestireno (PS) e poliuretano
(PU).



2 . OBJETIVOS

2.1 . OBJETIVO GERAL

Estabelecer um processo de remoc¢ao de nitrogénio para o tratamento de
efluentes com elevadas concentracfes deste composto em um Unico reator,

utilizando-se para tal um Reator de Biodiscos Rotativos (RBR).

2.2 . OBJETIVOS ESPECIFICOS

| - Projetar e operar um reator de biodiscos rotativos para a remocao biologica

de nitrogénio de um efluente sintético com alta concentracado de amonio.

Il - Testar trés materiais suporte para a confecgédo dos discos: Cloreto de vinila
(PVC), Poliestireno (PS), Poliuretano (PU), e definir qual apresenta o melhor

desempenho para o0 processo.

[Il - Estabelecer a limitacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido do meio, afim
de que, parte do aménio alimentado seja oxidado a nitrito e que as formas

amonio e nitrito coexistam no reator.

IV - Determinar parametros cinéticos da biomassa formadora dos biofilmes com

base em modelos propostos na literatura.

V - Acompanhar o desenvolvimento da microbiota nos reatores de biodiscos e
caracterizar 0s principais microrganismos envolvidos no processo de
oxidacdo do amonio e remocéao de nitrogénio através de técnicas tradicionais
de microbiologia (numero mais provavel) e de biologia molecular

(Fluorescence in situ hibridization - FISH).



VI - Estabelecer um processo estavel de remocdo de nitrogénio e discutir as

possiveis vias metabolicas utilizadas para este fim.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ORIGEM DA CONTAMINACAO POR NITROGENIO

Atividades como fertilizacdo de solos e queima de combustiveis fosseis
contribuem altamente para o aumento da concentracdo de nitrogénio em fontes
naturais como aquiferos subterraneos, chuvas e corpos receptores. Outras fontes
de contaminagdo do meio ambiente por nitrogénio, sdo sistemas confinados de
producdo de animais (avicultura, suinocultura, etc.), esgotos domeésticos
municipais, drenagem de sub-superficie de terras agricolas e de fossas sépticas,
e efluentes industriais (EPA, 1975).

Dentre os efluentes industriais com alta concentracdo de nitrogénio pode-
se citar aqueles provenientes da producéo de fertilizantes, do processamento de
produtos alimenticios proteicos em geral, de refinarias de petrdleo, fabricas de
fibra sintética e outras indastrias quimicas (WATER POLLUTION CONTROL
FEDERATION, 1991). Para exemplificar a magnitude destas emissdes, segundo
JONES (1974) a carga de nitrogénio gerada por uma industria de leite e derivados
€ de 325 g de N para cada kilograma de leite produzido.

A descarga de A&guas residuarias contendo altas concentragbes de
nitrogénio, na forma de oxidos, de amdnia, ou organica, causa a contaminacao
dos corpos receptores, sendo que 0s principais contaminantes serdo descritos a
seguir (ABREU, 1994).

3.1.1 . AmoOnia

A amonia existe em solugdo aquosa, tanto na forma de ion (NH;") como na

forma livre, ndo ionizada (NH3), segundo a Equacéo 3.1:



Esta relagdo entre amonia livre (NHz) e amonia ionizada (NH4") é altamente
dependente do pH e da temperatura, como pode ser observado na Figura 3.1,
Para valores de pH em torno de 7, apenas ions amonio estdo presentes em
solucéo; para pH em torno de 12 apenas amoénia na forma livre esta presente
como gas dissolvido em solucao, para valores de pH entre 7 e 12 estdo presentes
tanto ions aménio (NH;") quanto aménia gasosa (NHs) (WATER POLLUTION
CONTROL FEDERATION, 1991).
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Figura 3.1 - Distribuicdo da aménia e do ion aménio em funcdo do pH e da
temperatura (WATER POLLUTION CONTROL FEDERATION, 1991).

Conforme também pode ser observado na Figura 3.1, a temperatura
influencia neste equilibrio, sendo que, o aumento de temperatura favorece a
formacao de amobnia. Este efeito da concentracdo de amoénio, pH e temperatura é
descrito pelas seguintes equacdes (Von SPERLING (1997):

NH; + H* <— NH,' (3.1)

amonia livre amonia ionizada



A Equacdo 3.2 descreve o equilibrio entre as espécies quimicas envolvidas
na Equacao 3.1:

[N _NH4+]

- i (3.2)
[N-NH].[H"]

onde:

[N - NH,"] = concentracéo do fon amdnio (mgN.L™)

[N-NH,] = concentracdo de amonia (mgN.L™)

[H'] = concentrac&o do fon hidrogénio (mg.L™)
A Equacéao 3.2 resulta em:

(IN-NH, 7+[N-NH,]) .10™
- = 3.3

[N = NH.,] < +10% (3.3)
Onde:
(IN=NH,"]+[N = NH,]) = aménia total como N (mgN.L™)
K = e(6344/ 273+1)
t = temperatura em graus Celsius
Para o equilibrio nitrito/acido nitroso tem-se:

HNO, « NOy + H' (3.4)
N-NOJ*[H"
Sendo: K, = [ d*[H ] (3.5)
[HNO, ]

Onde:

[N-NO,] = concentracdo de nitrito (mg N'*'%)

[HNO,] = concentracdo de &cido nitroso (mg N.L™)
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Kb *1opH
Onde: K, = e (2300/273+1

t = temperatura em graus Celsius

Resulta: [HNO;] = (3.6)

A partir das Equacbes 3.3 e 3.6 € possivel calcular as quantidades de
amoénia livre e acido nitroso livre para distintos valores de pH e distintas
temperaturas conforme pode ser verificado na Figura 3.2 onde pode-se perceber
gue, no intervalo de valores de pH entre 7 e 8 a percentagem de &cido nitroso é
praticamente nula, havendo o crescimento desta percentagem para valores de pH
abaixo de 7 e, em patrticular, para valores abaixo de 6, 0 que pode provocar uma
intensa inibicdo do sistema biologico (SCHMIDELL & REGINATTO, 2005)

i
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Figura 3.2 - Percentagem de amonia livre como N (em relacdo ao total de N
presente) e percentagem de acido nitroso como N, em relacdo a quantidade
de nitrito presente (Fonte: SCHMIDELL & REGINATTO, 2005).

A amobnia na forma gasosa (NH3) é altamente tOxica para 0s peixes,
podendo, em concentracdes acima de 0,2 mg.L™ causar a morte de algumas
espécies (WATER POLLUTION CONTROL FEDERATION,1991; HAGOPIAN &
RILEY, 1998). A entrada da amobnia, em altas concentracbes, em corpos
receptores causa uma reducao drastica na concentracdo de oxigénio dissolvido

devido a alta demanda de OD (4,6 mg de oxigénio para cada miligrama de NH;")
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na oxidagao biolégica da amodnia a nitrato, o que normalmente, tem um significado
negativo para a vida aquatica (EPA, 1975; BITTON, 1994).

Além dos efeitos de toxicidade da amoénia e do consumo de oxigénio, o
nitrogénio, juntamente com o fésforo, podem causar a eutrofizacdo em lagos,
inviabilizando o uso destas aguas para qualquer fim.

No Brasil, a Resolugdo CONAMA N°. 357, de 17 de margo de 2005, que
estabelece as condicbes e padrbes de lancamento de efluentes, fixa o limite
maximo apenas para nitrogénio amoniacal em 20 mg de N-NH,".L* nao
havendo, até entdo, a preocupagdo em se limitar a descarga de nitrogénio total.

A legislagdo ambiental do Estado de Santa Catarina, porém, através do
Decreto N°. 14.250 de 5 de junho de 1981, Art. 19° fixa o limite maximo para
nitrogénio total em 10 mg.L™ para lancamentos em trechos de corpos de agua
contribuintes de lagoas, lagunas e estuarios. No entanto, apesar da rigidez da
legislacdo, poucos sdo os sistemas de tratamento de esgotos, tanto doméstico
como industriais, no pais, que contemplam uma etapa destinada a remocéo de

nitrogénio.

3.1.2 . Nitrato e Nitrito

Nitrato e nitrito estdo envolvidos na patogenicidade para mamiferos e
humanos, podendo ser reduzidos no trato gastrointestinal. O nitrito pode se
combinar com aminodacidos para formar nitrosaminas, que sdo presumidamente
carcinogénicas (ESQUIAN & SIMON?, (1990) apud CHAZAL & LENS, 2000). O
nitrito pode também se combinar com a hemoglobina para formar a
metahemoglobina, uma proteina incapaz de conduzir o oxigénio no sangue como
faz a hemoglobina (de SAINT-BLANQUAT & FRITSCH?, (1994) apud CHAZAL &
LENS, 2000), podendo, assim, causar severas formas de anemia, levando até
mesmo a morte. Por isto, a concentracdo destas formas de nitrogénio sao

reguladas nas aguas potaveis.

! ESQUIAN, A. & SIMON, J.C. (1990). Danger des nitrates, A la pointe de I'elevage — Spécial
fourrages et nitrates. 6-8.

% De SAINT BLANQUAT, G. & FRITSCH, P. (1994). Nitrates — nitrites — nitrosamines. Aspects
chimiques environnementaux et approches toxicologiques. In: Les Nitrates. Coll. Santé et
Societé. n. 1 p.20-52.
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CHAZAL & LENS (2000), relatam que na Comunidade Européia, os niveis
maximos admissiveis de nitrato e nitrito em agua potavel sédo, atualmente, 50 e
0,1 mg.L™ respectivamente, ou seja: 11.3 mg N-NOsz.L™ e 0,03 mg N-NO,.L™*. No
entanto, o nivel de contaminacgéo por nitrato de aguas subterraneas ou de aguas
de superficie podem estar bem acima dos valores permitidos pela legislagéo,
alcancando valores entre 80-100 mg.L™ (18-22.6 mg N-NOs.L™).

CHAZAL & LENS (2000), comentam ainda, que alguns paises do norte
europeu tais como Bélgica, Holanda, Alemanha e Dinamarca sdo severamente
afetados pela contaminacdo por nitrato de aguas de superficie e subterraneas.
Este € também o caso de numerosas areas na Francga, onde a cultura animal é,

assim como em varias regifes do Brasil, intensiva.

3.2 . 0O CicLo bo NITROGENIO

O nitrogénio, um importante elemento para todos 0s organismos Vivos €
capaz de assumir um grande numero de estados de oxidagdo podendo, assim,
existir em muitos compostos (HAGOPIAN & RILEY, 1998).

Um percentual significativo do nitrogénio global existe sob a forma de
nitrogénio gasoso, o qual ndo esta disponivel para a biota terrestre. O suprimento
e ciclagem ambiental das formas disponiveis deste elemento, sdo largamente
dependentes da decomposicdo bioldgica do nitrogénio presente nos componentes
acumulados dentro da biota (CHAZAL & LENS, 2000).

Alguns processos mediados por microrganismos sdo capazes de
implementar transformacdes no estado de oxidacdo do nitrogénio (EPA, 1975).
Estes processos, conhecidos como: fixagdo, amonificacdo, nitrificagcdo e
desnitrificacdo fazem parte do ciclo biolégico do nitrogénio, onde o mesmo, é
altamente dependente das atividades microbianas (CHAZAL & LENS, 2000).

Na Figura 3.3 encontram-se representadas as interconversdes bioldgicas
do nitrogénio, onde, inicialmente, o nitrogénio gasoso do ar é reduzido no solo ou
na dgua a amonia por fixagdo bacteriana do mesmo. A amoénia assim formada,
ou mesmo aquela produzida através da decomposicdo de compostos

nitrogenados organicos, pode ser assimilada para sintese celular ou oxidada a
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nitrato pela atividade de bactérias nitrificantes. A oxidacdo da aménia até nitrito
possui a hidroxilamina como composto intermediario. O nitrato formado a partir do
nitrito € convertido através do processo de desnitrificacdo a Oxido nitroso e
nitrogénio gasoso sendo novamente liberado para a atmosfera (BROCK &
MANDIGAN, 1991).

v

A N2

N Fixacéo do
AN nitrogénio

N Oxidacéo da
amoni: N
NHZOH NH4 ——>» Biomassa

Reducéo dissimilatéria do
oxido nitrico

L’ Reducéo assimilatoria do nitrito

' 4 Oxidacéo do

i nitrito_’ i
NO NO, NO3
Reducao
Reducéo dissimilatéria do nitrito do Nitratc

A

Figura 3.3 - Representacdo esquematica das reacdes envolvidas no ciclo
biologico do nitrogénio (Fonte: YE & THOMAS, 2001).

O ciclo do nitrogénio esta aqui apresentado de forma resumida, porém o
mesmo tem sido extensiva e periodicamente revisto durante os ultimos anos.
Dados recentes sugerem que este ciclo seja muito mais complexo do que se
imaginava, devido a novas espécies bacterianas isoladas, nhumerosas interacdes
entre comunidades microbianas e interferéncias entre as rotas metabdlicas
(VERSTRAETE & PHILIPS, 1998).

Alguns destes novos conhecimentos envolvidos nas transformacdes
bioldgicas do N serdo descritos com mais detalhes nos proximos itens, pois, estes
tém sido a base do desenvolvimento de novos processos de eliminacdo do

nitrogénio.
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3.3. PROCESSOS BI0LOGICOS PARA A REMOCAO DO NITROGENIO

O nitrogénio pode ser removido de efluentes tanto por tratamentos fisico-
quimicos como por via biolégica. No entanto, a remocédo do nitrogénio por
processos bioldgicos apresenta-se efetiva e com baixos custos, razao pela qual
tem sido utilizada preferencialmente em detrimento dos processos fisico-quimicos
(EPA, 1993).

3.3.1. Processo de Nitrificagao / Desnitrificacéo

Neste item serd dado énfase ao processo da nitrificacdo, pois nela
encontram-se os fundamentos e principois dos novos processos de eliminacdo de
nitrogénio que, finalmente, é o objetivo deste trabalho.

A tradicional remocéo de nitrogénio por via microbiana esta baseada em
nitrificagdo autotrofica e desnitrificacdo heterotrofica (KHIN & ANNACHHATRE,
2004). No primeiro estégio, o da nitrificacdo, o aménio € oxidado em presenca de
oxigénio a nitrito e em seguida a nitrato por intermédio das bactérias nitrificantes.
Num segundo estagio o nitrato €, em auséncia de oxigénio, reduzido a nitrito, e
posteriormente a nitrogénio gasoso através das bactérias heterotréficas
desnitrificantes (TARTAKOVSKY, 1996). A Equacédo 3.7 (GRUNDITZ et al. 1998)

mostra a reacdo global de forma simplificada:

Nitrificacdo (com 0,) NHi" < NO, o NO3 (3.7)
l

N,  (desnitrificacdo (sem O,))

As reacdes convencionais de nitrificacdo/desnitrificacdo ja sdo conhecidas
ha bastante tempo. KHIN & ANNACHHATRE (2004) em revisao de literatura
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citam referéncia bibliografica do século XIX sobre tal assunto: (WINOGRADSKY?,
1890).

A experiéncia com este processo demonstra que as duas etapas devem
ser separadas em tempo ou espaco para que funcionem efetivamente, uma vez
que, as exigéncias nutricionais quanto a presenca de carbono organico e oxigénio
séo distintas.

E por tratar-se de dois processos complementares, porém independentes,

a sua analise é feita separadamente, conforme os itens seguintes.

a) Nitrificagcéo

A nitrificagdo é um processo que ocorre em varios ambientes naturais,
como por exemplo no solo, quando bactérias denominadas genericamente de
nitrificantes oxidam o amaénio até nitrato.

As bactérias responsaveis por estas reacdes sao bactérias aerdbias
quimiolitoautotréficas, isto €, obtém energia para as suas fung¢des vitais da
oxidacdo de um composto inorganico, no caso amonio ou nitrito e utilizam como
fonte de carbono apenas o carbono inorganico (MADIGAN et al., 1997).

Apesar do produto da nitrificacdo ser reconhecidamente o nitrato, este
processo € realizado em duas etapas. Numa primeira etapa, bactérias oxidadoras
de amoénio (BOA), sendo o género mais comum as Nitrosomonas, sao
responsaveis pela oxidacdo do aménio em nitrito tendo a hidroxilamina como

intermediario. Conforme pode ser verificado na Equacao 3.8.

NH;" + (3/2)0; - NO; + H,0 + 2H"  AG” = -287 kd/reagdo (3.8)

Hoje, sabe-se que varios outros géneros de BOA, como, por exemplo,
Nitrosolobus e Nitrosospira sdo capazes de oxidar o amonio a nitrito prevalecendo
um ou outro género de acordo com as condicdes ambientais impostas aos
microrganismos (SCHMIDT et al., 2001).

Numa segunda etapa as bactérias oxidadoras de nitrito, sendo o género

mais conhecido o Nitrobacter, hidrolisa o nitrito levando-o finalmente o nitrato,

3 WINOGRADSKY, S. (1890). Recherches sur les organismes de la nitrification. Ann Inst. Pasteur
n. 4, p. 213-231.
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conforme a Equagéo 3.9. Assim como no caso das BOA, existem outros géneros
bastante frequientes na oxidacéao do nitrito, como Nitrospina, Nitrospira (SCHMIDT
et al., 2001).

NO, + (1/2)0, — NOg AG? = -76 kJ/reacéo (3.9)

Como reacéao global , incorporando o crescimento celular pode-se observar

a Equacao 3.10.

NH," + 1,860, + 1,98HCO3 - 0,020CsH;NO, + 0,98NO3 + 1,88H,CO3 (3.10)
+ 1,04H,0

Nesta equacdo pode-se observar que 0 processo da nitrificacdo, mais
especificamente a nitritacdo, como é frequentemente chamada a primeira etapa
de oxidagdo do aménio, gera ions H* que podem diminuir o pH do processo, caso
o efluente ndo contenha alcalinidade em quantidade suficiente para tamponar a
acdo destes ions. Como foi mencionado anteriormente, estas bactérias séo
autotroficas, portanto utilizam apenas o carbono inorganico na sintese celular. Por
isto, na pratica, os valores de alcanidade, pricipalmente na forma de COs? e
HCOg3', necessarios a nitrificacdo sdo superiores aos da estequiometria descrita
na Equacao 3.10.

Mais um aspecto importante da nitrificacdo € o baixo crescimento celular
caracteristico de bactérias autotréficas, pois a incorpor¢cdo do carbono inorganico
demanda uma quantidade grande de energia e a oxidacdo do amonio e do nitrito
geram uma quantidade pequena de energia, de forma que o saldo energético
destas bactérias € bastante pequeno. Isto se reflete no baixo coeficente de
conversdo de substrato em células que pode ser calculado a partir da Equacéo
3.10, sendo a soma das duas etapas 0,16g de células formadas por grama de
amonio oxidado. Quando comparado com processos heterotroficos aerobios este
valor chega a ser 10 vezes menor (ECKENFELDER & MUSTERMAN, 1995).

Estas caracteristicas do processo de nitrificacdo tornam propicio o uso de
reatores com reciclo total ou parcial de células de forma a aumentar as
velocidades de conversdo dos substratos. Na literatura, os sistemas de lodos

ativados para a nitrificagdo sdo comumente citados para a nitrificacdo de esgostos
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domésticos (von SPERLING, 1997). Outros reatores com material suporte, como
filtros percoladores, biodiscos rotativos e, mais recentemente, de reatores com
membranas tém sido os mais utilizados com vistas a retencdo de células dentro
do reator, isto € particularmente interessante quando a concentracdo de amoénio
no efluente a ser tratado € mais elevada (von SPERLING, 1997).

Neste Ultimo caso, a quantidade de oxigénio necessaria para a oxidacdo do
amonio afluente também é bem maior, e por este motivo, todos oS novos
processos de eliminacdo de nitrogénio sao via nitrito, conforme sera discutido no
item 3.3.2 (b).

Comparando-se a quantidade de oxigénio necessario para oxidar aménio
até nitrito (3,2490..gN-NH, ™), pode-se perceber que este valor é 25 % menor do
que o da oxidacdo completa até nitrato (4,5790»gN-NH4Y), conforme as
estequiometrias descritas nas Equactes 3.8 e 3.9 (van DONGEN et al., 2001)

O oxidacdo até nitrito, além de promover uma economia de oxigénio
(aeracdo) de 25%, também possui a vantagem de necessitar de menor
quantidade de matéria organica para fazer a desnitrificacdo heterotrofica. Este
contexto € particularmente interessante quando se pretende tratar efluentes com
elevadas concentragbes de amonio e baixas concentragdes de matéria organica
para doar elétrons para reduzir o nitrato/nitrito até nitrogénio gasoso
(VERSTRAETE & PHILIPS, 1998).

b) Nitrificacdo incompleta (nitritag&o)

Ha algum tempo, a idéia de tornar o processo da nitrificacao/desnitrificacéo
mais econdmico tem sido abordada. ABELING & SEYFRIED em artigo publicado
no ano de 1992, propuseram uma desnitrificacdo heterotrofica via nitrito para
tratamento de aguas residuarias. Entretanto, h& relatos ainda anteriores a este
que datam de 1965 na Australia, onde um SBR era operado com aeracéo
intermitente de forma a limitar a nitrificacdo, o qual recebeu a sigla de IDEA
(Intermittently Decanted Extended Aeration) (ZDRADEK, 2005).

Estes processos obviamente estdo fundamentados na possibilidade de se
separar ou selecionar as bactérias oxidadoras de amonio (BOA) em detrimento

das oxidadoras de nitrito (BON). Na literatura atual sdo reportadas algumas



18

possibilidades para se fazer esta selecdo, sendo sumarizadas por YOO et al.,
(1999).

Uma das possibilidades de selecionar as bactérias oxidadoras de amonia é
o controle do pH do sistema, pois a concentracdo de amoébnia no efluente é
dependente do pH do meio. A medida que o pH do meio se eleva, o equilibrio da
reagdo do amonio em solucdo é deslocado para a aménia livre (NH3), sendo esta
inibitoria tanto para as bactérias oxidadoras de amonia (BOA) como as bactérias
oxidadoras de nitrito (BON), porém as bactérias, principalmente as do género
Nitrobacter parecem ser mais sensiveis a este ocomposto (ZDRADEK , 2005).

A temperatura também tem sido usada como pressdo de selecdo das
oxidadoras de amoénio, uma vez que estas possuem uma velocidade de
crescimento mais alta que as BON em temperaturas mais elevadas que 28T (van
DONGEN et al., 2001). Portanto, ao se aplicar vazdes especificas de alimentacao
maiores que a velocidade especifica de crescimento das BON pode-se lava-las do
sistema em reatores continuos (ZDRADEK, 2005). E nisto que se baseia o
processo SHARON, que sera apresentado mais adiante.

Um dos controles que tém sido mais enfatizados na literatura para se fazer
a nitritacdo € o oxigénio dissolvido. Apesar de ambos os grupos de bactérias
nitrificantes serem aerobios, as BON podem ser inibidas em baixas concentracfes
de oxigénio dissolvido (ZDRADEK, 2005). Isto deve-se ao fato deste grupo de
bactérias possuirem uma constante de afinidade pelo oxigénio (K,) bem maior
que as BOA. Esta observacgéo foi feita por LANBROECK & GERARDS (1993)
estudando a cinética de consumo de oxigénio por Nitrosomonas europaea e
Nitrobacter winogradskyi. Estes autores verificaram intervalos de K, entre 1 - 15 e
22 -166 yMO, para as oxidadoras de amoénio e de nitrito, respectivamente. Estes
resultados indicam claramente a vantagem das Nitrosomonas em relacdo as
Nitrobacter em ambientes com limitacdo de oxigénio (ZDRADEK, 2005).

Ha relatos, na literatura, da existéncia de prolongados periodos de acumulo
de nitrito, quando se realizava a aeracdo com as células oriundas de um periodo
em condicdo anoxica, periodos esses que poderiam durar algumas horas de
plena aeracdo (ZDRADEK, 2005). Estas observacdes confirmam que a estratégia
de intercalar periodos de aeracdo com periodos sem aeracdo, desde que bem
planejados, deve resultar em acumulo de nitrito sem a ocorréncia do surgimento

de quantidades significativas de nitrato. Inclusive, do ponto de vista pratico, esta
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estratégia € mais simples do que imaginar o controle da concentracdo de oxigénio
dissolvido em valores extremamente baixos, tendo em vista as dimensdes dos
reatores para esta finalidade (ZDRADEK, 2005).

Desta forma, a limitacdo em oxigénio dissolvido € uma alternativa das mais
interessantes para a geracao de nitrito e para a inibigcdo das oxidadoras de nitrito,
sem prejudicar sobremaneira a acdo das oxidadoras de amoénio (ZDRADEK,
2005). Nos itens seguintes encontram-se relacionados 0s novos processos de
eliminacao de nitrogénio, autotréficos e heterotroficos, que utilizam o nitrito como

aceptor final de elétrons.

3.3.2. Novas Tecnologias Bioldgicas

Apesar dos novos processos serem patenteados (exceto o OLAND) com
diferentes denominacdes, todos eles baseiam-se na nitrificacdo parcial, para
posteriormente fazer a elimina¢do do nitrogénio via nitrito. As rotas bioquimicas e
0S microrganismos envolvidos nas reacfes dos processos ainda sédo objeto de
muita discussdo, encontrando-se na prépria literatura especializada conflitos
referentes aos conceitos dos processos. Por isto, neste trabalho, optou-se por
usar a nomenclatura genérica dos processos, ou seja, desnitrificacdo autotréfica
anaerobia, quando o nitrito € reduzido em auséncia de matéria organica e
desnitrificacéo heterotroéfica, quando em presenca de matéria organica .

Uma vez constatada a dificuldade em se realizar a remog&o de nitrogénio
de efluentes altamente concentrados, 0S NnOvVOS processos propostos, encontram-

se descritos a seguir.

a) Processo SHARON

O processo SHARON (Single Reactor High Activity Ammonia Removal
Over Nitrite) foi desenvolvido na Universidade Técnica de Delft, na Holanda
(HELLINGA et al.,, 1998) e baseia-se no fato de que, conforme anteriormente
mencionado, em altas temperaturas (acima de 28 °C), as Nitrobacter tém uma
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velocidade de crescimento mais lenta do que as NitrosomonaS (van DONGEN et
al., 2001).

A utilizacdo de um reator de mistura completa com tempo de residéncia
baixo, de aproximadamente 1 dia; temperatura de 35 °C e manutencio do pH
acima de 7, faz com que ocorra uma lavagem das Nitrobacter, e utilizando-se
aeracao intermitente € possivel nitrificar e desnitrificar um efluente (van DONGEN
et al., 2001).

Portanto, o processo SHARON utiliza a nitrificacdo até nitrito e a
desnitrificac@o heterotréfica pela adicdo de uma fonte externa de carbono, como o
metanol, por exemplo. Desta forma o processo promove uma economia de 25%
de oxigénio e 40% de carbono organico (van DONGEN et al., 2001).

A razdo para a economia de oxigénio foi mostrada anteriormente (item
3.3.1), pela comparagéao entre as Equacoes 3.8 e 3.9.

Quanto a economia de matéria organica, sabe-se que, na desnitrificacao,
tanto o nitrito como o nitrato podem ser reduzidos a N, sob condi¢cdes anoxicas
em presenca de carbono organico, por organismos heterotroficos, de acordo com

as reacdes apresentadas nas Equacdes 3.11 e 3.12 (van DONGEN et al., 2001):

6NO, + 3CH3;0H — 3N; + 6HCO3; + 3H,0 (3.11)
6NO3; + 5CH3;0H __, 3Nz + 6HCO3z + 7H,O (3.12)

E possivel verificar pelas Equacdes 3.11 e 3.12 que para a desnitrificacio
do nitrito necessita-se de 40% menos metanol do que para a desnitrificacdo do
nitrato (van DONGEN et al., 2001).

O processo SHARON foi aplicado em escala real com sucesso em uma
planta de tratamento de efluentes em Rotterdam, para tratamento de agua de
prensagem de lodo, e segundo MULDER et al., (2001), um reator de 1500 m?

esteve em operacdo por dois anos tratando 1000 kg de N.dia™.

b) Processo ANAMMOX (Anaerobic Ammonium Oxidation)

A descoberta do anammox é considerada um dos mais inovadores avangos

tecnologicos em termos de remocdo do nitrogénio amoniacal de efluentes
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(STROUS et al., 1999a). Por um longo periodo acreditou-se que a oxidacao da
amoOnia estava restrita a ambientes aerébios. Nao era conhecido o fato de que a
amonia pudesse ser oxidada em ambientes anaerobios. Porém, BRODA, ja em
1976, através de célculos termodinamicos verificou a possibilidade de oxidacao
do amonio em presenca de nitrito ou nitrato como aceptores de elétrons vista a
situacao favoravel, em termos de energia livre, de rea¢des conforme as Equacdes
3.13 e 3.14, ou seja a reacdo que libera maior quantidade de energia (valor
negativo mais alto do AGY) serdA a rota metabolica preferida pelos
microrganismos. Tal previsdo foi experimentalmente confirmada e o processo
patenteado como Anaerobic Ammonium Oxidation, ou ANAMMOX (JETTEN et
al., 2001).

A descoberta aconteceu na Holanda, de forma inesperada, quando
MULDER et al. (1995), trabalhando com um reator de leito fluidizado
desnitrificante anaerobio, utilizando-o no pds-tratamento do efluente de um reator
metanogénico, percebeu que grandes quantidades de amonio desapareciam,
enquanto o consumo de nitrato e a produgcao de nitrogénio gasoso aumentavam
simultaneamente, como mostra a Equacao 3.13 (MULDER et al., 1995). Pouco
depois, van de GRAAF et al. (1995) e BOCK et al. (1995) observaram que o

aceptor de elétrons preferido no processo era o nitrito (Equacao 3.14).

5NH;* +3NOs ___, 4N, +9H,0 + 2H*  (AG’ = -297kJ/mol NH,") (3.13)
NH,* + NO, —» N, + 2H,0 (AG%=-358 kJ/mol NH;")  (3.14)

No processo Anammox, 0 produto principal da oxidacdo anaerdbia do
amonio é o Ny, porém, cerca de 20% do nitrogénio fornecido (nitrito e amonio) é
convertido em NOg’, a reacdo completa esta apresentada na Equacéo 3.15, onde
observou-se que a raz&o entre o consumo de NH,;" e NO, era de 1:1,31 e a raz&o
de conversdo de NH; em NO;3™ foide 1:0,26 (STROUS et al., 1998).

NH," + 1,31NO, + 0,066HCO; + 0,13H" —»
— 102N, + 0,26NO3 + 0,066CH,0psNg15 + 2,03H.0 (3.15)

Desta estequiometria pode-se verificar que a conversdo de substrato em
células (Yx/s) deste processo é ainda menor que o da nitrificacéo cerca de 0,11g
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de células/ g N-NH;" consumido. Este parece ser um dos maiores entraves do
processo, que na falta de indculo adequado requer longos tempos de “start-up”.

Os microrganismos responsaveis pela conversdo anaerobia do aménio sao
bactérias identificadas como sendo os novos membros autotroficos da ordem
Planctomycetales. O primeiro género caracterizado, proveniente do reator de leito
fluidizado em Delft foi o Candidatus Brocadia Anammoxidans. Atualmente, estao
descritas seis espécies de bactérias anammox, pertencentes a trés géneros
distintos: Brocadia, Kuenenia e Scalindua (STROUS et al., 1999a).

Experimentos com **N-marcado foram realizados afim de se esclarecer as
rotas metabdlicas para a oxidacdo anaerobia do aménio em Brocadia
anammoxidans. Foi possivel mostrar que o aménio e o nitrito sdo combinados
para formar nitrogénio gasoso e bicarbonato radioativo foi incorporado a biomassa
(van de GRAAF et al.,, 1997). Quando um excesso de hidroxilamina foi
adicionado ao meio, um acumulo transiente de hidrazina foi observado, indicando
que a hidrazina é um intermediario do processo. Supfe-se que a oxidacao da
hidrazina a nitrogénio gasoso gera quatro elétrons, os quais, sao utilizados para a

reducao inicial do nitrito a hidroxilamina, como apresentado na Figura 3.4.

NH,

Figura 3.4: Modelo proposto para a oxidacdo anaerébia da amobnia para
microrganismos do tipo Brocadia. HH: hidrazina hidrolase; HZO: enzima
oxidante da hidrazina; NR: enzima redutora de nitrito (Fonte: SCHMIDT et
al., 2001).

Quanto as condicbes Otimas do cultivo de Brocadia Anammoxidans,
observou-se que, altos valores de atividade sdo encontrados para o pH entre 6.4
e 8.3 e uma faixa de temperatura entre 20 e 43 °C (SLIEKERS et al., 2001).

O pH e temperatura Otimos para 0S outros microrganismos do tipo

anammox sao muito similares. As mais altas atividades anammox para K.
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stuttgartiensis foi 26.5 nmol N,.(mg proteina) * min™® em pH 8 e temperatura de 37
°C (EGLI et al., 2001). Esta atividade é mais baixa do que a atividade anammox

méxima para B. anammoxidans (55 nmol N,.(mg proteina) . min™

em pH 8 e
temperatura 40 °C (JETTEN et al., 1999). No entanto, K. stuttgartiensis tem uma
tolerancia mais alta a nitrito, e € menos inibida por fosfato quando comparada
com B. anammoxidans (EGLI et al., 2001).

O processo anammox apresenta um bom potencial para remocao de
amonio de efluentes (KHIN & ANNACHHATRE, 2004). Segundo STROUS et al,
(1997a) os reatores de leito fixo e leito fluidizado apresentam uma configuragdo
adequada para o processo anammox. O mesmo tem sido facilmente mantido em
um reator ‘gas lift. As velocidades de remocédo de nitrogénio ja alcancadas sao
algo em torno de 8,9 kg N.m=>.d>. Tal velocidade de remocao é 20 vezes maior
quando comparada com velocidades de remocdo ja alcancadas em laboratério
para 0 mesmo processo (SLIEKERS et al., 2003).

O processo anammox ndo necessita da adicdo de uma fonte de carbono
organico, além disso, se este processo estiver combinado com uma etapa prévia
de nitrificac&o, apenas parte do amoénio precisa ser nitrificada a nitrito, enquanto o
processo anammox combina o amoOnio remanescente com o nitrito, produzindo
nitrogénio gasoso. Isto reduz a demanda de oxigénio no reator nitrificante e reduz
custos relacionados a adicdo de matéria organica. A producdo de biomassa é
muito baixa e consequentemente, pouco lodo é produzido; o que torna 0s custos

de operacédo mais baixos (JETTEN et al., 1997).

c) Processo Combinado SHARON / ANAMMOX

O processo combinado sharon/anammox, cujo esquema esta apresentado
na Figura 3.5, utiliza dois reatores. No primeiro reator, um afluente contendo
amonio, é oxidado até nitrito, resultando em um efluente cuja composi¢cédo € 50%
de amonio e 50% de nitrito, de acordo com a Equacéo 3.16 (JETTEN et al., 1997):

NH," + HCO3; + 0,750, — 0,5NH," + 0,5NO, + CO, + 1,5H,0 (3.16)
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O efluente do reator sharon, contendo uma mistura de amonio e nitrito,
torna-se ideal como afluente para o processo anammox, onde amoénio e nitrito sdo
convertidos anaerobicamente a nitrogénio gasoso, como apresentado
anteriormente na Equacéo 3.14 (van DONGEN et al., 2001).

IQS‘% N,
NH,-N 56% NH,-N 5% NO;-N
— » —
100% o 44% NO,-N
° o o
o| ©°
i ) o o
To,
Sharon Anammox
(5BR)

Figura 3.5: Apresentacdo esquematica do sistema combinado sharon/ anammox
(van DONGEN et al., 2001).

A razao entre amonia e nitrito necessaria ao processo anammox é de cerca
de 1. Para 4gua de lodo, esta razdo pode ser alcancada sem a necessidade de
controle do pH, porque a agua de lodo contém elevada quantidade de bicarbonato
que exerce efeito tampédo. Quando a metade do amdnio é convertido a nitrito, a
alcalinidade da agua cai, levando a uma queda do pH, o que inibe a acdo das
oxidadoras de nitrito, prevenindo uma posterior nitrificacdo (JETTEN et al., 2002).

O processo combinado sharon/anammox é adequado para agua de lodo
concentrado “sludge liguor” e efluentes industriais contendo uma alta
concentracdo de amoénia e uma baixa quantidade de carbono organico. O
processo combinado pode normalmente ser implantado em dois reatores
separados ou em um unico reator (DIJKMAN & STROUS, 1999). A remocéao
completa de nitrogénio no processo combinado requer pouco oxigénio (1,9 kg
0O,.kg N* em vez de 4,6 kg O,.kg N*!), nenhuma fonte de carbono e apresenta
uma baixa producéo de lodo (0,08 em vez de aproximadamente 1 kg SSV.kg N}
(van LOOSDRECHT & JETTEN, 1998).



25

d) Processo NOXx

BOCK et al ., (1996) apud (SCHMIDT et al., 2003), relata que o controle e
a estimulagdo da atividade desnitrificante autotréfica de microrganismos do
género Nitrosomonas pela adicdo de oxidos de nitrogénio (NOXx) oferece novas
possibilidades no tratamento de efluentes. Na presenca de NOx, organismos do
tipo Nitrosomonas nitrificam e desnitrificam simultaneamente, mesmo sob
condi¢cdes completamente aerdbias, sendo N, o principal produto. As conversdes
de nitrogénio influenciadas por seus 6xidos sao apresentadas nas Equacgdes 3.17
a 3.19 (SCHMIDT et al., 2003):

Nitrificacéo:
3NH4+ + 30, N, + 4H,O + NO, + 4H" (317)
Desnitrificacao:
NO, + H" + 3[H—/> 0.5N, + 2H,0 (3.18)
Soma:

3NHs* + 30, + 3[H]—» 15N, + 3H* + 6H,0 (3.19)

O NOx (NO/NO;) é o sinal de inducdo regulatério da atividade
desnitrificante das bactérias oxidadoras de amdnia, o qual € introduzido apenas
em quantidades traco; como conseqlencia, cerca de 50% dos equivalentes
redutores [H] (fornecidos por uma fonte de carbono externa) sao entdo
transferidos para nitrito como aceptor final de elétrons (Eg. 3.18) em vez do
oxigénio. Deste modo, o consumo de oxigénio do processo é reduzido (Eq. 3.17
e 3.19).

As interconversdes dos compostos de nitrogénio, que ocorrem no processo
NOx, serdo apresentadas mais detalhadamente a seguir, através do Ciclo do
NOX.

* BOCK, E.; SCHMIDT, I.; STOVEN, R.; ZART, D. (1996). Verfahren zur biologischen Umsetzung
von in Wasser geléstem Ammonium unter Verwendung ammoniak-oxidierender Bakterien.
Az. DE 196, n. 17, p. 331-0-41.
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d.1) Ciclo do NOx

d.1.1) Oxidag&o Anaerdbia da Amonia

Dados publicados recentemente evidenciaram a oxidacdo anaerObia da
amonia pelas Nitrosomonas (SCHMIDT & BOCK, 1997). Estes resultados
indicam um complexo papel dos 6xidos de nitrogénio (NO e NO;) no metabolismo
de oxidadoras ‘aerébias’ de amonia. A Nitrosomonas eutropha pode oxidar a
amoOnia na auséncia de oxigénio dissolvido (SCHMIDT & BOCK, 1997; SCHMIDT
& BOCK, 1998) substituindo o oxigénio molecular por didxido de nitrogénio ou
tetroxido de nitrogénio. O balan¢co completo de nitrogénio mostrado nas
Equacdes 3.20, 3.21 e 3.22 apresenta uma média em torno de 1: 1: 1: 2 para a

conversdo da amonia, tetroxido de nitrogénio, nitrito e 6xido nitrico:

NH; + N,O4 + 2H" + 260 ——» NH,OH + H,O + 2NO (3.20)
NH,OH + H,O — HNO, + 4H" + 4e (3.21)
NH; + N,O; —» HNO, + 2NO + 2H" + 2¢ (322)

Hidroxilamina e oxido nitrico sdo formados nesta reacdo. Enquanto o 6xido nitrico
nao for metabolizado, a hidroxilamina é oxidada a nitrito. O nitrito produzido é
parcialmente utilizado como aceptor de elétrons levando a formagéo de nitrogénio

gasoso, como mostrado na Equacgao 3.23 (SCHMIDT et al, 2001) :

HNO, + 3H" + 3¢¢ — 05N, + 2H,0 (3.23)

Existem poucas diferencas entre a oxidacdo anaerObia e a aerObia
realizada por Nitrosomonas. Em vez de O, no curso da oxidacdo aerObia da
amonia, N,O, (tetréxido de nitrogénio) é utilizado como aceptor de elétrons e NO,
sendo um produto adicional, é liberado na oxidacdo anaerdbia da aménia. O NO;
ndo esta disponivel em ambientes naturais sob condi¢des andxicas. Uma
oxidacdo anaerObia da amonia € entdo dependente do transporte do NO,

proveniente das camadas oOxicas.
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O novo modelo hipotético de oxidacdo da amonia (SCHMIDT et al., 2001),

incluindo o papel dos 6xidos de nitrogénio € apresentado na Figura 3.6.

NH,OH + H,0

Figura 3.6 : Ciclo NOx. Modelo hipotético da oxidacdo anaerobia dependente de
NO; pelas Nitrosomonas. O N,O4 € o0 oxidante para a oxidacdo da aménia
(SCHMIDT et al., 2001).

A oxidacdo anaerdbia da aménia depende da presenca do agente oxidante
N.O4. O 6xido nitrico (NO) é produzido em quantidades estequiométricas.
Apenas quando o NO, esta disponivel sob condicbes anoOxicas, a amonia é
oxidada e a hidroxilamina surge como um intermediario enquanto NO & formado
como produto final. A hidroxilamina é depois oxidada a nitrito (SCHMIDT &
BOCK, 1998).

Sob condi¢cbes anaerdbias o nitrito serve como aceptor final de elétrons.
Na auséncia de amonia as Nitrosomonas s&o capazes de utilizar diferentes
substratos como doadores de elétrons. Durante a oxidacdo da hidroxilamina
pelas oxidadoras de amdnia, pequenas quantidades de éxido nitrico e nitroso sdo
liberadas (HOOPER & TERRY, 1979). Além disso, as Nitrosomonas sdo capazes
de realizar desnitrificacdo anaerébia com hidrogénio molecular (BOCK et al.,
1995) ou compostos organicos simples (ABELIOVICH & VONHAK, 1992) servindo

como doadores de elétrons.
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d.1.2) Oxidagéo Aerdbia da Amonia

Na presenca de O,, 0 NO produzido pode ser re-oxidado a NO,. Logo,
apenas pequenas quantidades de NO sado detectaveis na fase gasosa em
suspensdes de células de Nitrosomonas. De acordo com o modelo apresentado
na Figura 3.7 (Equacédo 3.24), N.O,4 € o agente oxidante sob condi¢cdes aerobias.
A hidroxilamina e o NO séo produzidos como intermediarios. Enquanto a
hidroxilamina € oxidada a nitrito (Equacgéo 3.21), o NO é re-oxidado a NO, (N2Oy),
segundo a Equacéo 3.25 (SCHMIDT et al., 2001):

NH3; + N,O4 + 2H" + 2" —» NH,OH + 2NO + H,0O (324)
2NO + O —>  2NO; (N20,) (3.25)
NH; + O, + 2H" + 2¢¢ — NH,OH + H,0 (3.26)

A soma das Equacdes 3.24 e 3.25 resulta na Equacdo 3.26, j& descrita
anteriormente como a reacdo de oxidacdo aerobia da aménia (HOOPER et al.,
1997), a qual estd em completa concordancia com o modelo hipotético. De
acordo com o novo modelo, o O, é utilizado para oxidar o NO. O produto, NO,, é
entdo consumido durante a oxidacdo da amoénia. O oxigénio da hidroxilamina,
mesmo sendo originado do oxigénio molecular, é, no entanto, incorporado via
NO, (SCHMIDT et al., 2001).

O novo processo oferece a possibilidade de ser integrado em uma planta
de tratamento de efluentes ja existente com custos minimos de instalagdo e
manutencdo.  Segundo informacdes fornecidas por SCHMIDT et al., (2003),
existem, na Alemanha, duas plantas piloto em uma estacdo de tratamento de
efluentes utilizando o sistema de nitrificacdo/desnitrificacdo equipadas com o
método NOx, tratando com sucesso efluentes com carga variando entre 2kg N-
NH," .m?3.d* e 4,7kg N-NH,*.m>.d*, obtendo uma remocdo em torno de 65% de

nitrogénio.
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NH,0H + H,0
NO
O
NH, NO )
N,0,
NO,
NO,

Figura 3.7 : Ciclo NOx. Modelo hipotético da oxidacdo aerébia da amdnia pelas
Nitrosomonas. De acordo com este modelo, N,O, é o oxidante para a
oxidacado da aménia. Sob condi¢cbes aerdbias o oxigénio € utilizado para re-
oxidar o NO a NO; (N2O4). A hidroxilamina é oxidada a nitrito (Fonte:
SCHMIDT et al., 2001).

e) Processo CANON

O processo CANON (Completely Autotrophic Nitrogen Removal over
Nitrite) combina nitrificacdo parcial e processo ANAMMOX, sempre em um Unico
reator e muito aplicado em reatores com biofilmes (SCHMIDT et al., 2003). A
diferenca entre o processo CANON e o processo SHARON, é que o SHARON
utiliza nitrificacéo parcial e desnitrificacdo heterotrofica pela adicdo de uma fonte
externa de carbono, além de ter fixados parametros como TRH de 1 dia,
temperatura de 35 °C e pH acima de 7.

Em sua revisdo de literatura, KHIN & ANNACHHATRE (2004), relatam que,
sob condicdes limitadas de oxigénio, o amonio € oxidado a nitrito por nitrificantes

aerobias como as Nitrosomonas, segundo a Equacgéo 3.27:
NH;" + 1,50, —» NO, + 2H" + H,O (3.27)
Subsequentemente, bactérias tipo anammox, oxidadoras anaerobias do
amonio, convertem o amonio, juntamente com o nitrito em nitrogénio gasoso e

tracos de nitrato, segundo a Equagéo 3.28:

NH;" + 1,3NO; — 1,02N, + 0,26NO3” + 2H,0 (3.28)
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A interacdo entre as bactérias oxidadoras de amoénio aerbdbias e
anaerobias, sob condi¢des limitadas de oxigénio, resulta em uma quase completa
conversdo de amonio a nitrogénio gasoso.

O processo CANON apresenta-se como uma alternativa econOmica e
eficiente para o tratamento de efluentes, especialmente para aqueles ricos em
amonio e pobres em carbono organico. Tal processo é completamente autotréfico
nao necessitando da adicdo de DQO. Além disso, a completa remocao de N
pode ser possivel em um Unico reator com pouca aeragdo. Isto significa reducao
das necessidades de energia e espaco (KHIN & ANNACHHATRE, 2004).

Apesar deste processo ter sido desenvolvido em reatores do tipo SBR,
estas reacfes também sdo observadas em ambientes que apresentam interface

aerobia/anaerébia, como os biofilmes.

f) Processo OLAND

KUAI & VERSTRAETE (1998), descrevem o processo OLAND (Oxygen-
Limited Autotrophic Nitrification and Denitrification) como um novo processo para
remoc¢do de aménia em um Unico passo sem adi¢cdo de carbono orgénico. As
conversdes de nitrogénio no processo OLAND estdo representadas nas
Equacdes 3.29, 3.30 e 3.31 (AHN, 2006):

0.5NH4Jr + 0.750, —  0.5NO, + 0.5H,0 + H* (329)
0.5NH4Jr + 0.5NO, — 0.5NO,- + 0.5N, + 2H,0 (330)
NH4Jr + 0.750, — O0.5N, + 1.5H,0 + H* (3.31)

A principal diferenca entre o processo OLAND e o processo CANON é que
o processo OLAND leva em conta a atividade desnitrificante das bactérias
nitrificantes convencionais, enquanto que o0 processo CANON incorpora 0
processo  ANAMMOX (AHN, 2006), realizado por bactérias especificas e
anaerobias estritas.

SCHMIDT et al., (2003), comentam que, tirando o fato das nitrificantes

estarem envolvidas, o mecanismo do processo OLAND ainda néo esta
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compreendido. Ainda, segundo os autores acima citados, parece possivel que o
OLAND esteja baseado no conceito CANON ou no processo NOX.

3.4 . REATORES DE Blobiscos RoTATIVOS (RBR)

Um reator de biodiscos rotativos consiste em uma série de discos
circulares como material suporte para o crescimento de microrganismos com
espacamento bem préximo, onde os mesmos sdo submersos no efluente e
girados vagarosamente (METCALF & EDDY, 1991 ). Apesar de cloreto de vinila e
poliestireno serem os materiais mais utilizados, o uso de espuma de poliuretano
na confeccdo dos discos, tem se apresentado como uma tecnologia emergente
para tratamento biolégico de aguas residuarias (GUIMARAES et al., 2005).

Os RBR foram primeiramente instalados na Alemanha em 1960 e depois
introduzidos nos Estados Unidos, onde cerca de 70% dos sistemas RBR
instalados sé&o utilizados para remoc¢éao apenas de carbono, 25% para remocao de
carbono e nitrificagéo e 5% apenas para a nitrificagéo.

Quando em operacao, os microrganismo se aderem as superficies dos
discos e formam uma camada de limo sobre a superficie molhada dos mesmos.
A rotacdo dos discos faz com que a biomassa entre em contato com o substrato
no efluente e depois com a atmosfera para adsor¢cao do oxigénio. A rotacao dos
discos afeta a transferéncia de oxigénio e mantém a biomassa em uma condi¢ao
aerobia. A rotacdo também funciona como um mecanismo para remoc¢ado do
excesso de sdlidos dos discos através das forcas de cisalhamento ela remove e
mantém os sélidos decantados em suspensao, que podem ser removidos do RBR
para um clarificador. Os reatores de biodiscos rotativos podem ser utilizados para
o tratamento secundario, e podem também ser operados por temporada e nos
modos de nitrificacdo continua e desnitrificacdo (METCALF & EDDY, 1991). A
Figura 3.8 apresenta um diagrama de fluxo para tratamento secundario em um

reator de biodiscos rotativos.
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Figura 3.8 — Esquema para tratamento secundario em reator de biodiscos
rotativos (Fonte: METCALF & EDDY, 1991).

3.4.1 . Parametros de Projeto

Os RBR sdo normalmente projetados com base nos fatores de carga
obtidos de planta piloto. Quando projetados adequadamente, estes geralmente
sao bastante confiaveis, devido a grande quantidade de biomassa presente, o que
permite que sejam resistentes a choques de cargas organicas e hidraulicas, mais
efetivamente. O efeito de setorizacdo em sistemas de fluxo-pistdo amortece
choques devido a altas cargas (METCALF & EDDY, 1991). A Tabela 3.1, pode
ser utilizada como base para o dimensionamento de sistemas de biodiscos
(GONCALVES et al. 2001):
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Tabela 3.1 - Resumo dos parametros de dimensionamento de biodiscos
Nivel de tratamento
Secundario  Nitrificacao
Secundéario com de efluente
nitrificacdo  secundario

Item

. ~ NV SINT 3 -
Taxa de aplicacao hidraulica (m°.m 0,08 20,16 0.0320,08 0,04 20,10

2.d-l)
Carga organica superficial 05al5
(g DBOsoltvel.m?.d™) 3,7a98 24a1.3
Carga organica superficial 1,0a29
(g DBO.m 2. dia™) 9,8a17,2 7,3a14,6
Méaxima carga organica superficial . .
no 1°. estagio (g DBOsoldvel.m2.d?) 1922° (147 192290147
Méaxima carga organica superficial . .
no 1°. estagio (g DBOl.m™2.d%) 39259 (307 39259 (309
Carga organica superficial de N )
amoniacal (g N-NH;".m?2.d™%) 0.7als 10220
Tempo de detengédo hidraulica (h) 0,7al5 1,5a4,0 12a29
DBO do efluente (mg O,.L™) 15a30 7al5 7alb
- <2 <2

N-NH*" efluente (mgN.L™)
*cargas usualmente utilizadas em projeto
Fonte: (GONCALVES et al. 2001 adaptada de METCALF & EDDY,1991)

3.4.2 . UtilizagOes dos RBR

Os reatores de biodiscos rotativos (RBR) constituem-se, entdo, como uma
tecnologia comprovadamente eficiente no tratamento de efluentes em larga
escala, oferecendo vantagens como: ambiente com baixa tensdo de
cisalhamento, facil scale-up, alta area de superficie por unidade de volume,
baixos custos de manutencdo, baixo requerimento de energia e simples
construcdo e operacdo (GUIMARAES et al., 2005). Tais reatores tém sido
empregados recentemente para o tratamento de varios tipos de substrato (HIRAS
et al., 2004).

HIRAS et al. (2004), utilizaram um sistema RBR em escala de laboratorio

com uma unidade aerd6bia com 35% de submersdo, e uma anoxica
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completamente submersa, para remocdo de nitrogénio e carbono, aplicando
cargas de 38-182 g DQO.m?.d™* e 0.22-14 g N oxidado.m?.d? na unidade
anoxica, e 3.4-18 g DQO.m?2.d™" e 0.24-1.8 g N-NH,m?.d™ na aerébia e variando
a razao de reciclo entre 1, 2, 3 e 4, obtiveram remocdes de 82% de DQO e 54%

de N total. A Tabela 3.2 apresenta os dados do sistema.

Tabela 3.2: Parametros do sistema RBR para remogao de carbono e nitrogénio
utilizado por HIRAS et al., (2004).

Parametros unidade Anoxica unidade Aerdbia

Area de superficie 100 cm? 372 cm?
Profundidade do 11.5cm 9.4cm
Volume de operacao 1.0L 2.75L

N°. discos 4 4
Diametro 7cm 20cm
Imersao 100% 35%

Area de superficie 343 cm? 2710 cm?
Veloc. de rotacdo 2 rpm 8 rpm

Fonte: HIRAS et al., (2004).

Conforme ja foi descrito anteriormente, o processo ANAMMOX, mais
especificamente o processo CANON, foi observado em RBR no tratamento de
agua de prensagem de lodo. Com o intuito de estabelecer o processo CANON
em RBR, PYNAERT et al. (2002), utilizaram um RBR contendo discos de PVC,
cujos parametros estdo apresentados na Tabela 3.3.

O reator cujos parametros estéo descritos na Tabela 3.3 foi operado a uma
temperatura de 20 °C, velocidade rotacional dos discos de 2 rpm e TRH de 1 dia.
Inicialmente inoculou-se uma cultura nitrificante, e ap6s 60 dias adicionou-se
metanol ao sistema, como fonte de carbono. As concentracdes do meio de
alimentacao utilizadas para aumento de carga foram de: 120, 200, 250, 350 e 450
mg N-NH," .L™, além da diminuicdo do TRH por um periodo total de operacéo de
160 dias. Ao final deste periodo obteve-se um percentual de remocao de 84%
para uma carga de 2300 mgN.m™2.d™. Os autores concluiram que provavelmente
tal remocao poderia ser atribuida a um processo de desnitrificacdo convencional,

juntamente com o processo Oland.
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Tabela 3.3: Parametros do RBR utilizado por PYNAERT et al. (2002) para
remocao de carbono e nitrogénio.

Parametros Valores
No. de estagios 2
No. de discos/estagio 20
Comprimento 88cm
Largura 34 cm
Altura 30 cm
Nivel de efluente no RBR 18 cm
Diametro do disco 30 cm
Espessura 0,5cm
Espaco entre os discos lcm
Area superficial total 5.84 m?
Volume liquido no RBC 44 |
% imersao 50%

Fonte: PYNAERT et al. (2002)

Posteriormente, os mesmos autores (PYNAERT et al., 2003), adicionaram
ao mesmo reator, lodo granular anaerébio, removeram a fonte de carbono do
afluente. Apdés estas modificagcbes foram realizados testes em batelada com
nitrogénio marcado, provando que a remocdo de nitrogénio era devido a
desnitrificacéo heterotroéfica, e também desnitrificacéo autotroéfica,

Na continuidade deste trabalho, PYNAERT et al. (2003), revelaram que
apos 615 dias da partida do reator e 415 dias ap0s a adi¢do de lodo granular
anaerobio, as cargas, foram gradualmente elevadas durante um periodo de 150
dias de 4714 para 8304 mg N.m?2.d™, e mantida em 8304 durante 100 dias,
alcancando-se ao final do periodo uma remocao de 89% de N.

Varias outras aplicacbes para os sistemas de RBR sdo encontrados na
literatura; por exemplo, GUIMARAES et al. (2005) utilizaram tal sistema para
descoloracdo de efluente de refinaria de acucar, BRAR & GUPTA (2000),
conseguiram remover 99,89% do tricloroetileno de um efluente sintético contendo
30 mg'L™* deste composto. JIANLONG (2000) utilizou um RBR para producéo de
acido citrico por cultura de Aspergillus niger imobilizada em espuma de

poliuretano.
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3.5. FORMACAO DE BIOFILMES

Os biofilmes podem ser definidos de forma simples e abrangente, como
comunidades microbianas que estdo aderidas a uma superficie. Um esforgo
concentrado para se estudar biofilmes microbianos teve inicio ha duas décadas
atrds, com a redescoberta de que, em sistemas aquaticos naturais, as bactérias
sdo encontradas predominantemente aderidas a superficies (GEESEY et al.,
1977). Segundo  WHURMANN, um percentual entre 90 e 99% dos
microrganismos existem como biofilmes em rios a uma profundidade abaixo de
1,5m.

Os biofilmes podem compreender uma uGnica ou multiplas espécies
microbianas (O'TOOLE et al., 2000). Estudos indicam que os biofilmes s&o um
ponto estavel em um ciclo biolégico que inclui: iniciagdo, maturagdo, manutencao
e dissolucdo, como apresentado na Figura 3.9. As bactérias parecem iniciar o
desenvolvimento de biofilmes em resposta a condicbes ambientais especificas,
como por exemplo a disponibilidade de um determinado nutriente. Tais biofilmes
continuam a se desenvolver enquanto houver nutriente fresco sendo fornecido, no
entanto, quando ha uma limitacdo deste, os microrganismos se desprendem da
superficie e retornam ao modo livre de crescimento. Presumivelmente, tal
comportamento permite a célula procurar por uma nova fonte de nutrientes.

Uma vez que 0s microrganismos se estabeleceram na superficie, eles
comecgam a resistir a uma série de mudancgas que os faz se adaptarem a vida em
superficie. As adaptacdes mais comuns ja observadas incluem a producdo de
grandes quantidades de exopolissacarideos (ou limo), que desempenham um
papel de protecdo do biofilme (BAYER et al.,, 1991; BOYD & CHAKRABARTY,
1995; GACESA, 1998; MAY et al., 1991). Além disso, biofilmes maduros podem
ter aspectos arquiteturais complexos. Os estudos iniciais de biofilmes por
microscopia eletrbnica levavam a desidratacdo das amostras permitindo uma
visdo simplificada dos biofilmes como células empilhadas umas sobre as outras
(COSTERTON et al., 1995).
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Figura 3.9: Modelo de desenvolvimento de biofilme. Células livres individuais
podem formar contatos célula-superficie ou célula-célula, resultando na
formacao de microcol6nias. As células aderidas ao biofilme podem retornar
ao estilo de vida livre para completar o ciclo de ddesenvolvimento do biofilme
(O'TOOLE et al., 2000).

3.5.1 . A Formacao de Biofilmes como Modo de Desenvolviment o
Microbiano

Para determinar se a formacdo de biofilmes constitui uma forma de
desenvolvimento microbiano, deve-se primeiro entender o termo ‘desenvolvimento
microbiano’ (SHIMKETS & BRUN, 1999).

Os mesmos autores o definem como mudancas na forma e fungdo que
desempenham um papel proeminente no ciclo de vida do organismo. Talvez as
mudancas na forma sejam refletidas nas mudancas nas relacdes entre individuos
e grupos de células; isto é, a bactéria resiste a uma transicao da forma livre para
uma existéncia baseada em uma complexa comunidade de organismos, na qual
0S microrganismos devem integrar sinais interna e externamente, tomar substrato
de seus vizinhos pela determinacao de sua densidade e espécie e coordenar uma
série de comportamentos multicelulares sincronizados que estdo provavelmente

associados as mudancgas morfolégicas.
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Embora alguns conceitos gerais possam ser aplicados a formacédo de todos
os biofilmes, existem muitos comportamentos especificos de determinadas
espécies que refletem uma necessidade Unica de cada microrganismo. E
importante, entdo, ter em mente, que a maioria dos biofilmes representa um
consorcio de multiplas espécies. As multiplas espécies de biofilmes seguramente
desenvolvem a habilidade de se comunicarem entre si e sugerem a possibilidade
de organismos em particular que desempenham papéis especializados na
comunidade (O'TOOLE et al., 2000).

3.5.2 . Aspectos Fisico-Quimicos do Biofilme

A fase inicial no desenvolvimento do biofilme envolve a adsorcao de
compostos organicos sobre o material que sera colonizado (TRULEAR &
CHARACKLIS, 1982). Esta camada organica inicial, € um pré-requisito para a
posterior adesdo microbiana (BAIER, 1972; FLETCHER, 1980), tal adesao &
fortemente influenciada pela carga de superficie e acontece imediatamente sobre
as superficies carregadas positivamente, mas pode ser retardada por varias horas
se a carga for negativa. A duracdo desta fase de adesao vai depender de varios
fatores: a natureza do suporte, a carga de superficie, a natureza e a concentracao
da alimentacdo, etc (BELKHADIR, 1986). A colonizag¢do inicial da superficie
ocorre nas cavidades do suporte, o qual deve ter uma rugosidade favoravel ao
desenvolvimento do biofilme (TIJHUIS et al., 1994).

A fase de crescimento € a soma das fases de reproducdo celular e
producdo de polimero extracelular. Durante esta fase ocorre um rapido
desenvolvimento do biofiime devido ao crescimento de microcolonias e da
aderéncia de novas bactérias (CAPDEVILLE & NGUYEN, 1990), deste modo, ao
final desta fase, a superficie estara totalmente coberta pelo biofilme, com uma
complexa estrutura de agregados celulares (de BEER et al., 1994). Esta fase de
crescimento pode ser dividida em duas etapas: a primeira com um crescimento
logaritmico do biofilme e a segunda com uma velocidade constante de acumulo
do biofilme, que continua até seu desprendimento parcial, onde um estado

estacionario de espessura do biofilme € alcancado (APILANEZ et al. 2003).
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IWAI & KITAO (1994) fazem uma comparagao entre sistemas com
crescimento disperso e com crescimento aderido, e 0S seguintes aspectos
relativos ao crescimento aderido séo ressaltados:

» O reator pode ser operado com tempos de deten¢do hidraulica inferiores ao
tempo de geracéo celular;

* A concentracdo de biomassa ativa pode ser superior a de sistemas com
crescimento disperso;

* A velocidade de remocao de substrato pode ser superior a de sistemas com
crescimento disperso;

* A coexisténcia entre microrganismos aerobios e anaerébios € maior que nos
sistemas de crescimento disperso, porque a espessura do biofiime é
usualmente superior ao diametro do floco biolégico;

» As células estao fixas a fase solida, enquanto o substrato esta na fase liquida.
Esta separacdo reduz a necessidade ou 0s requisitos para o estagio de
clarificacéo posterior;

« Os microrganismos sao continuamente reutilizados. Nos sistemas com
crescimento disperso a reutilizacdo sé pode ser implementada através da
recirculacédo da biomassa;

LUBBERDING (1995), explica a diferenca potencial entre a atividade da
biomassa dispersa e aderida, e consequentemente da velocidade de remocéo de
substrato. Segundo o autor, a biomassa dispersa possui uma densidade préxima
a do esgoto, movendo-se praticamente na mesma direcdo e velocidade que o
mesmo no reator. Em decorréncia a biomassa permanece exposta a mesma
aliquota do liquido por um maior periodo de tempo, fazendo com que a
concentracdo de substrato na vizinhanga da célula seja baixa. Com baixas
concentracbes de substrato, a atividade bacteriana e a propria velocidade de
remocao de substrato sdo mais baixas. Apenas a uma distancia um pouco
afastada da célula, a concentracdo de substrato é mais elevada. Considerando-
se esta dependéncia entre concentracdo do substrato e atividade microbiana,
torna-se evidente a importancia representada pelo nivel de mistura no reator.

Nos sistemas com biomassa aderida, a densidade do conjunto meio
suporte-biomassa € bastante diferente da densidade do liquido no reator,

possibilitando a existéncia de gradientes de velocidade entre o liquido e a camada
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externa do biofiime. Como resultado, as células estdo continuamente expostas a
novos substratos, potencialmente aumentando a sua atividade (von SPERLING,
1996).

3.5.3 . Processo CANON em biofilmes

Segundo APILANEZ et al. (2003), o desenvolvimento de novos reatores
biolégicos tem sido realizado a fim de promover a formacédo de biofiimes com o
objetivo de tratar efluentes e alcancar niveis superiores de purificagao.

O processo CANON, que combina nitrificacdo parcial e processo
anammox, tem sido aplicado com sucesso em reatores de biodiscos para
remoc¢ao de amoénio de efluentes em uma Unica etapa.

E apresentado na Figura 3.10 um esquema da estrutura espacial da
comunidade microbiana e as principais reacfes de conversdo de acordo com
EGLI et al. (2003) que estudou a composi¢cdo microbiana dos biofilmes de um
reator de biodiscos rotativos utilizado no tratamento de efluentes da cidade de
Kolliken, na Suica, contendo altas concentracées de aménia (acima de 500 mg N-
NH,".L?),.

A partir de determinacdes genéticas e moleculares, que serdo discutidas
posteriormente, 0s autores anteriormente referenciados encontraram que 0s
principais grupos de microrganismos que constituiam o biofilme eram de bactérias
oxidadoras de amoébnia do grupo Nitrosomonas europaea e Nitrosomonas
eutropha; bactérias anaerobias oxidadoras de amoénia do tipo Candidatus
Kuenenia stuttgartiensis; bactérias filamentosas do filo Bacterioidetes e bactérias

oxidadoras do nitrito do género Nitrospira.
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Figura 3.10 : Desenho esquematico da estrutura da comunidade dos biofilmes no
reator de biodiscos rotativos da cidade de Kolliken e as principais reagcdes de
conversao do nitrogénio (adaptada de EGLI et al., 2003).

As bactérias oxidadoras de amonia aerObias e anaerObias estavam
presentes em quantidades em torno de 20 a 30% da biomassa, enquanto que
membros do filo Bacterididetes estavam presentes em torno de 7%. Apenas uma
pequena quantidade das bactérias oxidadoras de nitrito foi encontrada (menos de
5%).

A técnica de microscopia confocal permitiu observar a estrutura do biofilme
representado na Figura 3.10, onde as bactérias nitrificantes aerdbias estdo
localizadas na camada mais externa do biofiime em alta densidade formando
aglomerados densos tipicos, e as mesmas estavam intimamente proximas as
oxidadoras de nitrito. As bactérias anammox estavam exclusivamente presentes
apenas nas camadas mais profundas do biofilme. Estas observacdes auxiliaram
no entendimento do modelo apresentado na Figura 3.11, no qual as BOA seriam
responsaveis pela liberacdo de nitrito para as anammox que em camadas mais
profundas (sem oxigénio) utilizam o nitrito para oxidar o amonio.

Segundo HAO et al. (2002), a espessura do biofilme influencia as
conversdes de nitrogénio quando a profundidade do biofilme é limitada,
principalmente devido a um pequeno volume de biofilme anoxico limitando o

espaco de crescimento dos organismos anammox.
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Os mesmos autores, através de simulacdes com diferentes espessuras de
biofilme realizadas em diferentes temperaturas e uma carga de amonio superficial
de 2g N-NH,"/m?.d, observaram que, com um aumento da espessura do biofilme,
uma producdo maxima de nitrogénio gasoso ocorreu junto com o0 aumento da
concentracéo do OD do meio, revelando assim, que deveria haver uma espessura
O0tima do biofilme para se alcancar uma eficiéncia méxima de remocdo de
nitrogénio para cada temperatura. Isto é devido a que, um biofilme mais espesso,
acima da profundidade oOtima, ndo pode contribuir para melhorar a remocéo de
nitrogénio, em vez disso, uma concentragcdo mais alta de OD é necesséria. Ou
seja, uma grande espessura de biofilme geralmente contém uma alta fracdo inerte
e assim uma atividade volumétrica diminuida do mesmo, o qual vai precisar de
uma concentracdo de OD maior para manter a mesma eficiéncia de remocao.
Como conclusédo, os autores estabeleceram que as condicbes 6timas para o
estabelecimento do processo anammox em biofilmes pelo modelo estudado seria
uma carga superficial superior a 2g N.m™?.d*, associado a uma concentracgéo de
OD em torno de 1,3 g O,L™ no liquido e uma espessura de biofilme minima de
Imm.

Os autores também concluiram que a temperatura afeta fortemente a
espessura otima do biofilme para que uma eficiéncia maxima de remocéo seja
alcancada. Temperaturas mais baixas requerem um biofilme mais espesso
associado a uma concentracdo mais alta de OD no meio. A espessura exata
necessaria, esta também, na realidade, associada a densidade do biofilme.

3.6 . CARACTERIZACAO DA POPULACAO MICROBIANA

EM REATORES BIOLOGICOS

Os meétodos utilizados para estudar a flora presente em sistemas
complexos podem ser de dois tipos: meétodos dependentes de cultivo, e métodos
independentes de cultivo. Os primeiros sdo importantes pois permitem isolar e
identificar os microrganismos presentes no sistema. No entanto, estima-se que
apenas uma faixa percentual entre 1 a 15% da flora de lodos ativados seja
possivel cultivar por estes métodos, dai a importancia fundamental da utilizacao

das técnicas independentes de cultivo (AMMAN, 1995). Tais métodos sao de
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dificil aplicacdo para a flora nitrificante, pois estes microrganismos sédo autétrofos,
apresentam baixa velocidade de crescimento e sédo de dificil cultivo.

Os meétodos independentes de cultivo incluem medidas de atividade
fisiolégica e métodos de biologia molecular, baseados em extracdo de DNA e
amplificacdo por PCR (polimerase chain reaction), ou métodos de hibridizacao in
situ como o FISH (fluorescence in situ hybridization) (CABEZAS, 2005).

Dentre os métodos dependentes de cultivo utilizados para quantificar
bactérias nitrificantes e desnitrificantes em lodos de sistemas de tratamento de
efluentes, encontra-se o método do nimero mais provavel (NMP).

O numero mais provavel (NMP), é um método de contagem no qual se
realizam diluicbes da amostra e inoculacao de séries de 3 ou 5 tubos em meio de
cultivo liquido adequado. Os tubos sao incubados a uma temperatura e tempo
determinados e séo tidos como positivos 0s tubos que apresentarem crescimento
ou nos quais seja possivel medir algum dos substratos ou produtos presentes no
meio de cultivo. Utilizando-se uma tabela de NMP, entra-se com um numero
determinado pela quantidade de tubos positivos obtidos em cada série e obtém-se
0 numero mais provavel de microrganismos presentes na amostra (CABEZAS,
2005).

O meétodo do numero mais provavel (NMP) permite estimar a densidade da
populacdo microbiana sem que seja necessaria uma contagem individual das
células ou colénias (ALEXANDER, 1982), tal método apresenta-se como um
método bastante utilizado na quantificacéo de populacdes.

Entretanto, atualmente, os métodos de medida de atividades fisioldgicas e
as técnicas de biologia molecular tém sido amplamente utilizados para o estudo
da microbiologia de sistemas de tratamento de efluentes. Permitem o estudo da
composicdo, atividade, quantidade e diversidade das bactérias presentes na
amostra.

Um dos grandes desafios atualmente € relacionar a presenca de certas
bactérias com sua atividade no ecosistema, pois tem-se tentado desenvolver
metodologias que tendem a combinar a deteccao de grupos de microorganismo e
sua atividade in situ (PHILIPOT & HALLIN, 2005). O FISH é um exemplo destes
métodos e tem sido utilizado para o estudo de bactérias nitrificantes e

desnitrificantes em sistemas de tratamento de efluentes (GINIGE et al., 2004).
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3.6.1. Técnicas Moleculares

A recente utilizacdo de novas abordagens, tal como a aplicacéo de técnicas
moleculares, tem permitido o monitoramento in situ de comunidades microbianas
de biofilmes. Tal monitoramento envolve a identificacdo de afiliagbes
filogenéticas, determinacdo da distribuicdo espacial, elucidacdo de funcdes e
atividades e estabelecimento da coordenacdo em comunidades microbianas de
biofilmes (AOI, 2002).

As técnicas de “finger printing” para populacfes baseadas em analises do
16S rDNA sao: ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis), DGGE ou
TGGE (denaturating or temperature gradient gel electrophoresis) e T-RFLP
(terminal restriction fragment length polymorphism), e todas estas técnicas
envolvem o isolamento do DNA, amplificagcdo dos genes ou fragmentos destes
que codificam para o 16S RNA por PCR (polimerase chain reaction) (de BEER &
STOODLEY, 2005).

a) PCR (polimerase chain reaction): Algumas vezes chamada de “fotocoOpia
molecular”, a polimerase chain reaction (PCR) é uma técnica rapida e de baixo
custo, utilizada para amplificar ou copiar pequenos segmentos de DNA. Na
realizacdo de analises moleculares ou genéticas, normalmente sdo necessarias
grandes quantidades de uma amostra de DNA, pois estudos de partes isoladas do
mesmo sao praticamente impossiveis de serem realizadas sem amplificacdo por
PCR (de BEER & STOODLEY, 2005).

Para amplificar um segmento de DNA usando-se PCR, a amostra €
inicialmente aquecida, causando desnaturacdo do DNA, ou separando-se em
duas fitas. Posteriormente, uma enzima conhecida como “Taq polimerase”,
sintetiza duas novas fitas de DNA, usando as fitas originais como temporarias.
Este processo resulta na duplicagdo do DNA original, com cada uma das novas
moléculas contendo uma fita nova e uma antiga do DNA. Depois cada uma
destas fitas pode ser usada para criar duas novas coOpias, e assim
sucessivamente. O ciclo de desnaturacéo e sintese do novo DNA é repetido por
30 ou 40 vezes, resultando em mais de um bilh&o de cépias exatas do segmento
do DNA original. O ciclo completo do processo de PCR € automatizado e pode
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ser completado em poucas horas em um termociclador, o qual é programado para
alterar a temperatura de reacdo a cada poucos minutos permitindo a
desnaturacao e sintese do DNA (http://www.genome.gov/10000207http).

A amplificacdo do DNA em uma amostra por PCR € necessaria se 0s
microrganismos em questdo estiverem presentes em numero menor do que
10%/ml (AKKERMANS et al.,1994). A técnica PCR é aplicavel ao estudo de
bactérias, fungos e virus em amostras de solos, sedimentos, agua, etc.
(HAUGHLAND et al., 1999).

b) RFLP (restriction fragment length polymorphism): esta técnica envolve a
exposicao do DNA a uma ou mais enzimas de restricdo. Estas enzimas clivam o
DNA em fragmentos com sequéncias especificas que variam em comprimento de
100 pares de base (pb) a 10 kpb. Tais fragmentos s&o separados por tamanho
através de eletroforese por gel. Apds a separagdo, um fragmento contendo uma
sequéncia de bases especifica pode ser identificada por hibridizacdo com uma fita
complementar marcada (sonda de DNA). Os fragmentos de restricdo sado entao
separados sobre um segundo gel agarose, desnaturados para formar fitas Unicas
de DNA e transferidos para uma folha de nitrocelulose. Uma autoradiografia é
utilizada para identificar os fragmentos de restricio com uma sequéncia
complementar aquela sonda de DNA (STRYER, 1988)

Uma limitacdo da andlise por RFLP é que a mesma sO pode ser utilizada
para espécies Unicas de microrganismos. Logo, a andlise de popula¢cdes mistas,
a amostra deve ser primeiro separada por cultura, por PCR com primers
especificos, ou por PCR e técnicas de clonagem. A aplicacdo de RFLP & mais
adequada para analise de culturas isoladas de microrganismos, ou amostras com
baixa biodiversidade (ATKINS, 2000).

c) DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis): € uma técnica que pode ser
usada para separar fragmentos de DNA de mesmo comprimento diferindo apenas
em uma base. O principio da técnica é que fragmentos de DNA com diferentes
sequéncias de nucleotideos desnaturam-se em diferentes graus na presenca de
um desnaturante quimico em uma determinada concentracdo (uréia 7M e
formamida 40% e temperatura de 50-60 °C). Quanto mais desnaturado o

fragmento de DNA, mais baixa é a sua mobilidade eletroforética no gel de
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poliacrilamida. Devido a que DGGE seja baseada em analises de sequéncias de
acidos nucleicos, ela € aplicavel ao estudo de bactérias, virus e fungos em
qualquer ambiente no qual o DNA possa ser extraido. A sensibilidade da técnica
depende da qualidade do DNA extraido da amostra e é similar aquela para PCR.
Como DGGE requer o uso de PCR para amplificar o DNA presente, ela pode ser

descrita como uma técnica semi-quantitativa (ATKINS, 2000).

d) TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis): € uma técnica similar a
DGGE. No entanto, com TGGE a concentracdo de desnaturante quimico
permanece uniforme enquanto a temperatura do gel é aumentada gradual e
uniformemente, de modo que, o DNA que passa sob o gel encontra-se
gradualmente aumentando sua temperatura. A vantagem da TGGE sobre a
DGGE é que como nenhum gradiente quimico é necessario, é possivel rastrear a

amostra mais rapidamente (ATKINS, 2000).

e) ARDRA (amplified rDNA restriction analysis): Constitui-se em um método
molecular quantitativo para analises rdpidas de comunidades microbianas
complexas. Na verdade trata-se de uma extensdo da andlise de RFLP, onde os
rDNAs sdo obtidos por amplificacdo por PCR utilizando-se primers universal, o
produto é digerido com enzimas de restricdo com pontos de reconhecimentos de
4bp. ARDRA é mais utilizado na confirmacdo da presengca de grupos
filogenéticos especificos ou na estimativa de enriquecimento de espécies (LIU,
1997).

f) FISH (fluorescent in situ hybridization): A técnica FISH foi desenvolvida
recentemente e consiste em uma poderosa ferramenta na quantificacdo de
populacbes em uma comunidade microbiana e também para determinacdo da
distribuicdo espacial das populacdes em diferentes niveis taxonémicos.

O meétodo é baseado na hibridizacdo de sondas marcadas com um

32
radiois6topo como P para uma parte especifica do 16S rRNA de uma bactéria.

Uma sonda consiste de 15 a 30 nucleotideos (bases), complementares ao DNA
de interesse, denominado DNA-alvo, e € marcada com um agente corante

fluorescente que permite a visualizagdo microscoépica das ceélulas de um dado tipo
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de bactéria. As sondas sdo empregadas para identificar qual dos clones de uma
biblioteca ou qual banda de um gel contém o DNA-alvo (PASSAGLIA & ZAHA,
1996). Um esquema da técnica é apresentado na Figura 3.11.

A grande vantagem deste método é a sensibilidade, rapidez, baixo custo e
sua aplicacao direta sobre a amostra sem as restricdes que implicam o cultivo e a
extracdo do DNA e a amplificacdo por PCR. A limitagdo desta técnica é encontrar

sondas que permitam avaliar grupos microbianos de interesse para o estudo da
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Figura 3.11: Representacdo esquematica da técnica empregada para analise
FISH (Fonte: KIELING, 2004).

O termo hibidizacéo in situ refere-se ao fato de que as células individuais
podem ser observadas em seu habitat natural e portanto o FISH fornece mais
informacdes do que a hibridizacdo dot-blot, pois além de informar o nimero de
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microrganismos cultivdveis e ndo cultivaveis, informa também sobre a morfologia
e distribuicdo espacial (AMANN, 1995).

Durante a hibridizacdo, uma sequéncia de fita simples de um DNA-alvo
liga-se a uma sonda contendo uma sequéncia complementar de nucleotidios. O
DNA de fita simples, produzido por desnaturacéo alcalina do DNA de dupla fita, é
primeiramente ligado a um suporte solido, como uma membrana de nitrocelulose.
As fitas de DNA imobilizadas ndo podem ligar-se umas as outras, mas estao
disponiveis para hibridizacdo a uma sonda de DNA exogeno de fita simples. A
extensdo da hibridizacéo é medida pela retencéo de radioatividade na membrana
utiizando uma sonda marcada radioativamente. As moléculas de sonda em
excesso que nao hibridizam s&o removidas por lavagem do filtro e, assim, ndo
interferem na analise (PASSAGLIA & ZAHA, 1996).
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4 . MATERIAL E METODOS

4.1 . SISTEMA EXPERIMENTAL DE REATORES DE BIODISCOS ROTATIVOS

O sistema utilizado no trabalho, consistiu de trés reatores de biodiscos
construidos em um mesmo bloco, operados em paralelo de forma individual.
Cada reator consiste de um tubo de PVC de 50 cm de comprimento e 21cm de
diametro, cortado ao meio transversalmente ao longo de todo o seu comprimento
formando uma calha, fixada em duas placas retangulares de PVC nas suas
extremidades. Uma haste de aco inox foi apoiada nestas extremidades
retangulares servindo como suporte aos biodiscos e como eixo giratorio. A Figura

4.1 apresenta um desenho esquemético do reator.

—— eixo giratério

11,5cm
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Figura 4.1: Desenho esquematico de um reator do sistema de reatores de
biodiscos rotativos utilizado nos experimentos.

Os trés reatores foram fixados entre si por meio de barras em aluminio formando

um retangulo, constituindo um sistema unico, permitindo assim, que um pequeno
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motor acoplado através de um anel de borracha a um sistema de polias, onde
cada uma destas esta fixada a extremidade do eixo de cada médulo, faga girar os
conjuntos de discos dos trés reatores a uma mesma velocidade. Um controlador
de velocidade foi adaptado ao sistema com a finalidade de se poder ajustar a
rotacdo dos discos, quando necessario. A Figura 4.2 apresenta uma fotografia do
sistema com os trés reatores.

A diferenca entre o0s reatores estd no material suporte utilizado na
confeccao dos discos. No médulo 1 os discos sdo de cloreto de vinila (PVC), no
moédulo 2 de poliestireno (PS) e no moédulo 3 de poliuretano (PU). As
caracteristicas dos trés reatores podem ser conferidas na Tabela 4.1 e maiores
detalhes sobre os materiais dos biodiscos econtram-se descritos no item 4.2.

Figura 4.2: Sistema de reatores de biodiscos rotativos construidos em PVC,
PS e PU.

A alimentagdo de cada um dos reatores foi realizada através de bomba
peristaltica, cuja vazao era medida e controlada.

Os reatores eram alimentados diariamente com meio sintético, conforme
descrito no item 4.4, mantendo-se o pH entre 7,5 e 8,5, pelo ajuste desta com
bicarbonato de sédio. A temperatura de operacdo foi a ambiente, a qual variou
entre 18 e 28 °C durante o periodo de realizacdo dos ensaios. A velocidade de

rotacao dos discos em todos os reatores foi fixada em 2rpm.
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Tabela 4.1: Caracteristicas dos reatores RBR

PVC PS PU
Volume (L) 4,73 4,73 4,73
N°. de discos 40 40 25
Espac. entre discos (cm) 0,7 0,7 0,5
Diametro dos discos (cm) 17 17 14
Espessura dos discos (mm) 3 3 10
Area superf. de 1 disco (m?) 0,045 0,045 0,031
Area superf. por médulo (m?) 1,8 1,8 0,775
Area Submersa (%) 42 42 39

4.2 . MATERIAIS SUPORTE

Alguns critérios como peso do material, porosidade, toxicidade e custo
foram avaliados para a escolha do material dos discos. Levando-se em conta tais
critérios, os materiais selecionados foram poliestireno (PS), cloreto de polivinila
(PVC) e poliuretano (PU).

As placas de PVC e PS foram cortadas em formato circular, no diametro
estabelecido (apresentado na Tabela 4.1), e em seguida, lixadas, tornando a
superficie destes materiais mais aspera, afim de conferir-lhes uma maior
rugosidade, permitindo aos microrganismos uma melhor adesao.

Para a obtencdo das placas de poliuretano, foi necessério, inicialmente,
realizar-se a expansao do polimero em tubo de PVC. O polimero foi obtido a
partir da reacdo entre dois compostos quimicos: um poliisocianato e um poliol.
Tomou-se, entdo, separadamente, 200 mL de cada um dos dois compostos
liguidos, misturando-os com vigorosa e rapida agitagdo em uma garrafa plastica
de 500 mL de volume. Esta mistura foi transferida imediatamente para um tubo
de PVC, pois a reagao quimica ocorre quase que instantaneamente, aguardando-
se, assim, a sua completa expansao, para finalmente, cortar-se os discos na

espessura desejada utilizando-se para isto uma serra tipo fita.
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4.3 . INOCULO

O in6culo utilizado para iniciar os reatores foi proveniente do sistema de
lodos ativados para tratamento de esgoto doméstico da Companhia de
Saneamento do Estado de Santa Catarina (CASAN - Insular).

A caracterizacdo do inoculo foi realizada através dos seguintes testes:

determinacao da atividade nitrificante do lodo, concentracéo de sélidos suspensos
volateis (SSV), avaliacdo microbiolégica de bactérias nitrificantes pelos métodos
do nimero mais provavel (NMP) e fluorescence in situ hibridization (FISH). Tais
testes serdo descritos detalhadamente mais adiante.
Ao se inocular os reatores, uma razoavel quantidade de lodo ficou depositada no
fundo destes, mesmo apos a constatacdo visual da formagédo de uma fina camada
de biofilme aderido as placas. Sabe-se, pois, que este material celular de fundo,
contém uma grande quantidade de células mortas, que poderia vir a ser utilizada
como fonte de carbono para as bactérias heterotréficas, tornando possivel, assim,
a remocao de nitrogénio pelo processo heterotrofico, processo este, ndo desejado
para os objetivos deste trabalho. Além disso, este lodo poderia apresentar,
também, atividades nitrificante e desnitrificante autotrofica, que se somaria as
mesmas atividades desenvolvidas pelas células aderidas aos biodiscos.

Com o objetivo de efetuar-se uma analise do desempenho dos reatores
apenas pelos microrganismos aderidos aos biodiscos, procedeu-se a uma
remocao periddica do lodo acumulado no fundo dos reatores.

Inicialmente, apés 13 dias de operacdo dos reatores, foram inseridas
bombas de suc¢do (bombas de aquério) dentro destes, por um periodo de cinco
dias, a fim de manter o material do fundo em suspenséo, sendo lentamente
eliminados na saida do efluente, sem que fosse necessario a retirada do conjunto
de discos do reator.

Apés alguns ajustes, foi possivel a remocdo do conjunto de discos dos
reatores por um curto periodo de tempo, podendo-se homogeneizar o contetdo
de fundo dos mesmos, retirar uma amostra de cada um deles, realizar-se uma
analise de SST e remover-se, logo apoés, todo o lodo depositado, trazendo-se

novamente os conjuntos de discos para dentro dos reatores. Tais remocgoes e



53

determinacdes de SST do fundo foram realizadas no tempo de operacdo
especificado, de acordo com o0 esquema apresentado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Tempo de operacdo dos reatores em que foi removido todo o lodo

depositado no fundo e realizadas analises de SST (X = sim; -- = ndo).
Tempo (dias) Remocé&o de Mat. de Determinagéo de
fundo SST
52 X _
108 X .
229 X «
320 X «
461 X X
624 X «
804 X __

A determinagéo de SST no fundo dos reatores foi realizada com o intuito de
verificar-se, qual dos materiais utilizados (PVC, PS e PU), apresentava uma
melhor adesdo dos microrganismos, pois, ao longo do periodo de funcionamento
dos reatores, observou-se que, em alguns momentos, havia desprendimento dos
biofilmes aderidos as placas, onde os mesmos voltavam a se formar apds algum
tempo. Tal constatacdo era possivel de ser realizada visualmente, e foi mais
evidente em um dos materiais. Este fato serd discutido adequadamente no

proximo capitulo.

4.4 . MEIO PARA ALIMENTACAO

O meio utilizado para alimentacéo diaria dos reatores, era preparado com
agua de torneira como diluente, tratando-se de um meio nitrificante autotréfico
proposto por CAMPOS et al.,, (1999), cuja formulacdo esta apresentada nas
Tabelas 4.3 e 4.4. A solucdo de micronutrientes necessita, ao final, de um ajuste

de pH para que este permaneca no valor de 6.0.
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Tabela 4.3: Composicdo do meio autotrofico nitrificante

Reagentes Conc. (mg.LY) Conc. (mmol.L™")
(NH4)2S0q4 1047 7,93
NH,4CI 850 15,9
KH2POg4 222 1,63
MgSQO, 53 0,44

NaCl 889 15,2
NaHCO3; 4444 52,9

Sol. de micronutrientes 0,5ml.L*? -

Fonte: CAMPOS et al. (1999)

Tabela 4.4: Composi¢do da solu¢cado de micronutrientes

Reagentes Conc.(mg.L™) Conc (mmol.L'™"
EDTA 50000 134,3
FeSO, 2728 17,9
ZnS0O4 12354 76,5
CacCl; 5540 50

MnCl, 3220 25,5
CuSOq4 1004 6,3
(NH4)sM07024 1036 0,89
CoCl; 880 3,7

Fonte: CAMPOS et al. (1999)
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4.5 . PARTIDA E OPERACAO DOS REATORES

Adicionou-se 5 litros de lodo CASAN insular em cada um dos reatores, de
forma que a concentracdo de SST fosse de 3 g'L™, em cada reator. A rotacdo dos
discos foi iniciada, e durante 3 dias os reatores n&do foram alimentados, afim de se
permitir uma maior adesdo dos microrganismos aos discos. Apos o 3°. dia,
iniciou-se o a alimentacao diaria dos reatores com meio sintético.

O pH nos reatores foi controlado através da adicédo de bicarbonato de sédio
ao meio, onde o mesmo, além de controlar o pH, através de seu poder
tamponante, cumpre também o papel de fonte de carbono inorganico para os
microrganismos autotroficos. Diariamente, o pH foi medido na saida dos reatores
e no meio de alimentacdo, e dependendo da necessidade, aumentava-se ou
diminuia-se a quantidade de bicarbonato nos mesmos.

As amostras para andlise do desempenho dos reatores foram colhidas
duas a trés vezes por semana, retirando-se, um volume de amostra em torno de
30 ml, tanto do meio de alimentacdo como da saida dos reatores, para analise da
série nitrogenada (amonio, nitrato e nitrito) e posteriormente também de DQO.

A temperatura nos reatores foi medida na ocasido de retirada das
amostras.

Um acompanhamento da concentracdo de oxigénio dissolvido foi realizado
periodicamente em cada etapa de operacgao (item 4.7.5) dos reatores, ora apenas
na saida dos mesmos, ora ao longo destes, em pontos fixos, previamente

determinados, 0s quais serdo descritos posteriormente.

4.6 . CARGAS APLICADAS A0S REATORES

As cargas superficiais aplicadas aos reatores foram calculadas do seguinte
modo:
Carga superficial (Img N.m?.d?) = C x Q (4.1)
A
onde:
C = Concentracdo do meio de alimentagéo (mg N-NH,".L™?)

Q = Vazdo de alimentacéo aplicada em cada reator (L.d™)
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A = Area de superficie total dos discos (m?)

A carga pode ser expressa também como carga hidraulica em mg N.L ™ .d™.
Neste caso, ao invés de se utilizar a area de superficie total dos discos, no

calculo, utiliza-se o volume do reator (L).

Sendo que, o tempo de retencao hidraulica (TRH):

TRH (dia) = V (4.2)

Q
Onde:

V = Volume do reator (L)

Q = Vazao de alimentacéo (L.d%)

Ao longo do periodo de operacao dos reatores, 0 aumento progressivo de
carga foi realizado, tanto por aumento da concentragcdo do meio de alimentacéo,
como por reducéo do tempo de retencao hidraulica (TRH).

Afim de facilitar a compreensdo, e melhor sistematizar os periodos de
aplicacdo das diversas cargas, convencionou-se, que, cada periodo de operacdo
em uma determinada carga seria denominado de “etapa”. Detalhes sobre as
condicbes de processo nas diferentes etapas de operacdo dos reatores estao

apresentados no proximo capitulo: Resultados e Discusséo.

4.7 . ACOMPANHAMENTO DOS REATORES

Os testes realizados para o acompanhamento do desempenho dos
reatores foram o0s seguintes: medidas de pH, temperatura, medicdo das
concentragdes de NH4*, NO,', NO3', no meio de alimentagdo e na saida, Sélidos
Suspensos Totais (SST), Niumero Mais Provavel (NMP), Fluorescence in Situ
Hibridization (FISH), Microscopia Otica, Microscopia Eletronica, Perfis de

consumo de substrado e de Oxigénio Dissolvido ao longo dos reatores.
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Medidas de pH: As medicbes de pH foram realizadas através de medidas
potenciométricas utilizando-se um eletrodo combinado de vidro e prata/cloreto de
prata. O pHmetro marca QUIMIS, modelo Q400A, foi calibrado com solugcbes
tampéao de pH 7.0 e 4.0, de acordo com metodologia indicada em APHA, (1995).

Determinacdo da Concentracdo Celular (SOl. Suspensos Totais): Foram
determinados segundo a metodologia indicada por OLSSON & NIELSEN (1997),
onde utilizava-se papel de filtro qualitativo, seco em microondas por 15 minutos
na poténcia de 180 Watts e imediatamente pesados ao final deste tempo. Em
seguida filtrava-se a vacuo um determinado volume de amostra neste papel, e
levava-o novamente ao microondas nas mesmas condicdes de secagem do papel
(15 min., 180 Watts). Pesava-se novamente o papel contendo o material seco, e
pela razao entre a diferenca de peso pelo volume de amostra utilizado, obtinha-se

o valor final em gSST.L™.

4.7.1 . Determinacéo dos ions nitrogenados

A determinagdo dos ions amonio (NH4"), nitrito (NOy) e nitrato (NO3) foi
realizada em espectrofotdbmetro da marca HACH, modelo DR 2000.

a) Determinacdo de Amoénia (NH4'): Utilizou-se o método de Nessler para
determinacdo da amonia, de acordo com VOGEL (1981). As amostras foram
lidas em comprimento de onda 525 nm.

b) Determinacdo de Nitrato (NOs): O comprimento de onda para leitura das
amostras foi 410 nm, e utilizou-se o método do acido salicilico, de acordo com a
metodologia descrita em CATALDO et al., (1975).

c) Determinacdo de Nitrito (NOy): Foi realizada através de kits Hach (Nitriver 2),
onde o nitrito € reduzido, em meio acido, a 6xido nitroso na presenca de sulfato
ferroso. O oOxido €, entdo, convertido em um composto colorido pela reacdo com
0 cadmio, permitindo a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda 585

nm.
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4.7.2 . Determinacao da Atividade Nitrificante

A atividade nitrificante do lodo foi medida através de ensaios

respiromeétricos, determinando-se alguns parametros cinéticos do lodo, tais como

Hmax € KS. Para 0s ensaios respiromeétricos, os seguintes passos foram seguidos:

Lavagem do Lodo: Tomou-se aproximadamente 1 litro do lodo trazido da
estacdo de tratamento de esgotos e filtrou-se. O material retido no filtro foi
removido para um becker e adicionou-se, entédo, cerca de 500 ml de agua
destilada, agitou-se levemente o lodo, e novamente filtrou-se. A lavagem
foi realizada diversas vezes até que nao apresentasse residuos das formas
nitrogenadas dissolvidas (amdnia, nitrato e nitrito) no sobrenadante.

Ajuste da Concentracdo de SST: Apdés a lavagem, o lodo filtrado foi
suspenso em solugdo de macro e micro nutrientes, de acordo com
CAMPOS et al. (1999), conforme Tabelas 4.3 e 4.4, sem a adicdo de
cloreto e sulfato de aménio. O volume final foi ajustado para 230 mL e a
concentracéo de SST em torno de 1g.L™.

Aeracao: A aeracdo do meio foi realizada com ar comprimido percorrendo
através de uma fina mangueira de silicone com uma pedra difusora em
forma cilindrica fixa em sua extremidade.

Ajuste do pH e Temperatura: A suspensdo acima descrita, foi transferida
para um erlenmeyer de 250 mL, onde ajustou-se o pH em 7.5, utilizando-se
NaOH ou HCI, de acordo com as necessidades. O erlenmeyer foi colocado
sobre um agitador magnético com controle de agitacdo e temperatura,
permitindo, assim, que esta fosse mantida em 35 °C durante todo o periodo
de duracéo do teste.

Montagem do Equipamento: um erlenmeyer adaptado com dois orificios
laterais; um para conter o eletrodo para controle do pH e temperatura, e
outro para conter o eletrodo de medi¢ao de oxigénio dissolvido foi utilizado
para realizar o ensaio. Pelo orificio superior do erlenmeyer o liqudo era
aerado com auxilio de ar comprimido e uma pedra difusora. E pela parte
superior também eram realizadas as retiradas de amostra e adicdo de

solugdes para controle do pH, etc.
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* O teste foi iniciado aerando-se 0 meio até que a concentracéo de OD deste
atingiu um valor préximo & saturacdo (em torno de 7.0 mg O.L™). A
aeracao foi, entdo, interrompida e imediatamente procedeu-se a leitura do
consumo de oxigénio dissolvido na auséncia de substrato em intervalos de
tempo fixados, obtendo-se, assim, a medida da respiracdo endogena dos
microrganismaos.

« Em seguida, iniciou-se o fornecimento de pulsos de amdnio, de modo que
a concentracdo de N-NH,; no erlenmeyer alcance valores crescentes em
torno de 1, 5, 10, 15, 20 mg N-NH4.L™. Os pulsos foram adicionados até
que se percebesse uma diminuicdo na velocidade do consumo de OD,
evidenciando-se, assim, uma inibi¢do pelo substrato.

* Ao se adicionar o pulso, a aeragdo era suspensa e iniciada a leitura do
consumo de OD em funcdo do tempo. Quando esta atingia valores em
torno de 30% da Cs (concentracdo de oxigénio dissolvido na saturacgéo),
retornava-se a aeracao do liquido.

* No momento em que adicionava-se a solugdao de amonio (pulso),
aguardava-se alguns segundos para que houvesse a homogeneizacdo do
meio, e retirava-se um volume de amostra (5 ou 10 mL) para analise da
concentracdo de N-NH,4', retornando-se igual volume de liquido (meio
Campos) para o erlenmeyer, afim de ndo haver modificagdo no volume. A
amostra era filtrada, e as células, removidas do filtro e inseridas novamente
no meio para evitar a modificacdo da concentracdo celular.

A velocidade de consumo de oxigénio para cada concentracdo de amonio
(Qo2X) foi determinada, medindo-se a inclinacdo da reta obtida no grafico da
concentracdo de OD (mg O..L™) em funcdo do tempo (em segundos). O valor da
respiracdo enddgena era descontado na obtencdo do valor de Qo2X, que
dividindo-se pelo valor da concentracao celular do meio (X), e utilizando-se o fator
estequiométrico de consumo de oxigénio e aménio (4,259 O..gN-NH,4™), conforme
equacado 3.8, obtém-se a velocidade especifica de consumo de substrato (mg N-
NH,gSST*.x1).
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4.7.3 . Obtencao dos parametros cinéticos da biomassa

Para a obtencdo dos parédmetros cinéticos das biomassas estudadas,
foram utilizados os valores das velocidades de consumo de oxigénio Qo2X,
conforme acima descrito, em funcdo da concentracdo de substrato dos pulsos, no
software Statistic 6.0, aplicando-se uma regressdo nao linear para ajuste dos
dados a Equacéo 4,10, obtida a partir do modelo proposto por Andrews (Eq. 4.3),
pelo método dos minimos quadrados, pela metodologia Quasi-Newton,
determinando-se, entéo, os valores de Ks e Ki. A seguir, apresenta-se 0 modo

como a Eqg. 4.10 foi obtida, partindo-se do modelo proposto por Andrews (Eg. 4.3):

. S
K e e+ S2 /K]

(4.3)

Neste modelo, a definicdo do parametro Pmax, refere-se ao valor maximo de
velocidade na auséncia de inibicdo, isto implica que, quanto maior o nivel de
inibicAo mais super estimado sera o seu valor. Assim, o autor propde uma

correcdo deste valor pela Equacéo 4.4:

*
M max

. K
:umax Y N M max = lumax |:1+ 2 > :| (44)
1+ 2 & Ki
V Ki

Substituindo-se W max (Equacdo. 4.4) na Equacéo 4.3 tem-se:
S fK
= 1+2 |—=
ILI ﬂmaX KS_I_ S + SZ/Ki Ki (45)

A Equacao 4.5 pode ser rearranjada do seguinte modo:

CE— 142 K (4.6)
S? K
lumax KS+S+? i
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Se m, for desprezivel na Equacéo 4.7 a seguir:

1
Q,=m +—.u 4.7)

x/o
Tem-se entdo:

1 1
Qoz = 7 O Qozmax = ——— Moo (4.8)
yx/o Y

x/o

Multiplicando-se a Equacgé&o 4.8 pela concentracao celular:

_ M
Xz mmax X 4.9
QX = (4.9)
Por outro lado:
M. X
,U - Y></o - Qoz'x
Hinax H max'X QOZmax X
Y></o
Portanto:
,, X S K
QX __ |1+2. |+ (4.10)
QOZWX KS+S+S /Ki K,

Os mesmos dados foram testados para o modelo cinético proposto por
Monod, apresentado na Equacdo 4.11, abaixo, determinando-se, entdo, 0s

valores de Ks e Pmax-

H = Hmax (4.11)

Ks+ S
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4.7.4 . Ensaios de Atividade

Os testes para verificacdo de atividade compreenderam: a) testes
anaerobios, que tiveram como objetivo verificar se havia remoc¢do anaerdbia nos
reatores. b) Testes aerdbios, para constatacao de remoc¢ao aerobia.

a) Teste Anaerdbio: Este teste foi realizado aos 899 dias de operacdo dos
reatores. O biofilme foi removido da 5% placa dos reatores PVC e PS e da 3%
placa do reator PU. As concentracdes de N-NH;" e N-NO," utilizadas no teste
foram de 100 mg.L™ e 25 mg.L™, respectivamente.

b) Testes Aerbbios: foram realizados aos 899 dias de operacao dos reatores,
onde, caso ndo fosse observado remocdo de nitrogénio durante o teste
anaerobio, injetava-se 50 cm?® de ar nos mesmos frascos utilizados para os
testes anaerobios realizando-se 0 acompanhamento da série nitrogenada nos
intervalos abaixo estipulados.

As concentracdes de sélidos utilizadas nos testes foram: 3,32 g SST.L*
(PVC), 2,75g SST.L* (PS) e 2,729 SST.L™ (PU). Os testes foram realizados em
triplicata, o volume das amostras foi de 25 ml. Utilizou-se meio macro mais
micronutrientes de acordo com CAMPOS et al. (1999), conforme Tabelas 4.3 e
4.4. O pH foi ajustado para 7,5 e utilizou-se um tampao para manté-lo neste valor
durante todo o teste. A temperatura foi mantida em 35°C. As amostras foram
retiradas nos tempos Oh, 24h, 48h, 72h.

4.7.5 . Perfil de Consumo de Substrato, pH e OD ao Longo  dos
Reatores

Este teste foi utilizado com o objetivo de verificar-se como se desenvolvia o
consumo de substrato e formacéo de produtos ao longo dos reatores. A coleta de
amostras para o teste era realizada sempre com os reatores em funcionamento.
Para isto, foram marcados pontos fixos nos reatores a partir do ponto de
alimentagao, os quais foram: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45cm. Com o
auxilio de uma seringa acoplada a uma pequena mangueira de silicone em sua
ponta, a amostra era retirada por succdo. A seringa era posicionada sempre em

uma mesma altura de liquido dentro dos reatores, e um volume de amostra em
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torno de 30 mL era succionado, o qual era filtrado e analisados o0s ions
nitrogenados: N-NH;, N-NO, e N-NOs. Na mesma ocasido, também era
realizado um perfil de pH em todas as amostras retiradas dos pontos
anteriormente descritos.

A concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo dos reatores também foi
determinada, e para isto, utilizou-se um oximetro digital portatil, marca WTW,
modelo OXI340 set.

Devido a limitacbes praticas, causadas pelo pequeno espaco lateral
disponivel nos reatores de PVC e PS, nado foi possivel inserir-se a sonda
diretamente no reator. Utilizou-se, novamente, a seringa com mangueira de
silicone presa em sua ponta, da mesma maneira como realizado para o perfil de
consumo de substrato, onde imergia-se a seringa no fundo do reator, desta vez,
retirando-se o liquido até que o émbolo fosse removido da seringa, evitando-se o
maximo, contato do liquido com o oxigénio do ar. No momento em que o émbolo
era removido, imediatamente imergia-se a sonda para medi¢cdo do OD. A medida
de OD foi realizada em trés pontos de cada reator, os quais sdo: 5, 25 e 45cm.

No reator de PU, no entanto, os discos eram menores e isto permitia a
insercdo da sonda diretamente no liquido nestes pontos. Porém, para efeito de
comparacao dos dados entre os trés reatores, mediu-se o OD no reator PU das
duas maneiras: medindo-o do liquido retirado do reator com a seringa, e também,
inserindo-se diretamente a sonda no interior do reator, nas mesmas distancias

utilizadas para medigc&o nos outros reatores: 5, 25 e 45cm.

4.8 . CALCULOS EFETUADOS

% Remocdo = 100 - [[N-NHjlo_- [Ntotal] x 100 ]
[N-NH]o

Onde:

[N-NH4]o = Concentracéo de nitrogénio amoniacal do meio de alimentacéo
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[N-total] = Soma das concentracdes de N-NH4, N-NO, e N-NO3 na saida dos
reatores
% de Amonio Oxidado = [N-NHa], - [N-NHs] x 100
[N-NHa] o

4.9 . ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para verificar as caracteristicas microbiolégicas do in6culo e para
acompanhar as modificacées ocorridas na microbiota em cada um dos reatores
de biodiscos, foram utilizadas técnicas microbiologicas convencionais como o

NMP, técnicas de bilogia molecular (FISH) e microscépicas.

4.9.1 . Determinac&do do Numero Mais Provavel

As analises de NMP foram realizadas no inéculo e ap6s 319 e 460 dias de
operacdo. O material para a andlise foi coletado da 5°. placa dos reatores PVC e
PS e 3% placa do reator PU.

A metodologia utilizada sera descrita aqui, em detalhes, por tratar-se de
uma adaptacdo do método proposto para analise em solos por ALEXANDER &
CLARK (1982).

a) Numero mais Provavel de Bactérias Oxidadoras de Am  6nia (BOA)

Meio de Amdnia-carbonato de célcio para BOA: Adiciona-se 1L de agua destilada
para 0,302g de (NH;).SOq; 1,0g de K;HPO,; 0,03g de FeS0,4.7H,0; 0,3g de NacCl,
0,3g de MgS0,.7H,0; 3,33g de CaCO3. Transfere-se dai 3 mL para tubos de

ensaio e esteriliza-se em autoclave.

Reagente de Griess-llosvay: Dissolve-se 0,69 de acido sulfanilico em 70 mL de

agua destilada quente. Resfria-se a solucdo e adiciona-se 20 mL de HCI
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concentrado, diluindo-se a seguir a mistura para 100 mL com agua destilada e
misturando-se bem. Dissolve-se 0,69 de alfa-naftilamina em 10 a 20 mL de agua
contendo 1mL de HCI concentrado, diluindo-se em seguida para 100 mL com
agua. Dissolve-se 16,4g de CH3COONa.3H,0 em agua e completa-se o volume
da solucdo para 100 mL com &gua. As solu¢des foram acondicionadas em vidros
escuros, separadamente, e estocadas sob refrigeracao.

Reagente de nitrato: Dissolve-se 50 mg de difenilamina em 25mL de H,SO,4
concentrado, sendo guardado em frascos protegidos da luz por no maximo 14
dias.

Os testes em branco foram preparados com agua destilada.

Procedimento:

A amostra do lodo foi coletada dos discos, raspando-se com uma pequena
espatula, diluida e homogeneizada para, em seguida, realizar-se uma analise de
SST afim de expressar os resultados, no final. Posteriormente, agitou-se a
mesma com pérolas de vidro, desagregando-se ao maximo o biofilme. Preparou-
se diluicdes em série, transferindo-se aliquotas de 1mL para cada um dos cinco
tubos contendo meio estéril, a partir da diluicdo mais alta. Tal procedimento foi
repetido para as outras quatro diluicdes mais baixas. Os tubos inoculados foram
incubados por 3 semanas a 28 °C, juntamente com uma sequéncia de tubos nio
inoculados (brancos), utilizados como controle.

ApOs o periodo de incubacéo, realizou-se o teste para nitrito, em cada tubo,
utilizando-se o reagente de Griess-llosvay. Inicialmente, foram misturadas partes
iguais dos trés reagentes e adicionou-se trés gotas da mistura na cultura a ser
testada. O aparecimento da cor vermelho-parpura em poucos minutos, indicava a
presenca de nitrito, evidenciando, assim, teste positivo para nitrito. Nos tubos que
nao apresentaram resultado positivo, realizava-se o0 teste para nitrato,
adicionando-se uma gota do reagente de difenilamina. O aparecimento de uma
cor azul demonstrava teste positivo para Bactérias Oxidadoras de Amdnia (BOA),
significando que o nitrito produzido pelas BOA havia sido convertido pelas
Bactérias Oxidadoras de Nitrito (BON) em nitrato. Os mesmos testes eram

realizados também para os tubos controle (brancos), caso desse positivo para
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nitrito ou nitrato, isto significaria alguma contaminacdo e o resultado obtido
deveria ser desprezado.

Utilizando-se a tabela de ALEXANDER & CLARK (1982), determinava-se o
NMP para BOA.

b) NUmero Mais Provavel de Bactérias Oxidadoras de Ni  trito (BON)

Meio Nitrito-carbonato de célcio para BON: utiliza-se a mesma formulacédo do
meio nitrito-carbonato para Bactérias Oxidadoras de Aménia (BOA), utilizando-se
0,006g de KNO, em vez de (NH4),SO4. O procedimento para as diluicbes e

esterilizacdo também é igual ao utilizado para o meio BOA.

Procedimento:

O procedimento utilizado aqui, é idéntico aquele utilizado para Bactérias
Oxidadoras de Amoénia (BOA), sendo que no final do periodo de incubacéo,
testou-se os tubos apenas para nitrito utilizando-se o reagente de Griess- llosvai.
Considerava-se teste positivo para Bactérias Oxidadoras de Nitrito (BON) caso o
meio ndo desenvolvesse coloracdo avermelhada (caracteristica de nitrito) e
negativo caso houvesse aparecimento de cor. Ao final utilizava-se a tabela de
ALEXANDER & CLARK (1982).

4.9.2 . Analise de FISH ( Fluorescence in Situ Hibridization )

As analises de FISH foram realizadas no inoculo e na biomassa retirada
dos reatores nos seguintes dias de operacgéo: 73, 205, 323 e 540 dias.

O procedimento para esta analise iniciava-se com a coleta de amostra dos
biodiscos, onde com o auxilio de uma espatula raspava-se uma pequena
quantidade de material, diluia-se em tubo de ensaio, homogeneizava-se as
mesmas através de agitacdo em vortex, e iniciava-se 0s procedimentos para
fixacdo da amostra:

Fixacdo com PFA (Paraformaldeido) (Gram negativos e alguns Gram positivos)

Reagentes e Solucgdes:
= 3xPBS
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= 1x PBS (130 mM de NaCl, 10 mM de tampao Fosfato de Sddio (pH 7,2 —
7,4))

= 4% de Paraformaldeido

3x tampéo PBS (Phosphate Buffer Solution) (390 mM NaCl, tampéo fosfato 30
mM pH 7,2 -7,4))
Preparar: NaH,PO,; 0,5M (6g em 100 mL)
Na;HPO, 0,5M (7,1g em 100 mL) ou 13,31g de Na;HPO,
heptahidratado

Preparar: 100 mL de tampao fosfato de sédio 0,5M (pH 7,2-7,4)
Misturando: 28 mL de NaH,PO,4 0,5M
72 mL de Na;HPO,4 0,5M

Para 300 mL de PBS 3x misturar:
23,4 mL de NaCl 5M (29,25¢g/100 mL)
18,0 mL de tampéao fosfato de sddio 0,5M
258,6 mL de H,0O

Esterilizar e guardar na geladeira

Solugéo 4% PFA-PBS
Preparacao:
1. Aquecer 20 mL de agua destilada a 60 °C
2. Agregar 1,2121g de paraformaldeido (cuidado para ndo aspirar) e gotas de
NaOH 2N até dissolugéo (aprox. 100 microlitros).
Deixar em banho-maria até dissolver o PFA (ndo mais que 5 — 10 min.);
tomar cuidado com os vapores téxicos.
3. Agregar 10 mL de 3x PBS
4. Esfriar a 20°C e ajustar o pH a 7,2 — 7,4 com gotas de HCI. Se houver
precipitado, filtrar em membrana 0,45 .

5. Armazenar a 4°C por ndo mais que duas semanas.
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Apds a fixacdo, as amostras eram guardadas a —20°C, para posteriormente
realizar-se os testes microscopicos no MIP, com as respectivas sondas, para
identificacdo dos microrganismos, utilizando-se a sequéncia abaixo
(PELLIZARRO, 2005):

1. Imobilizagdo e desidratagéo das células sobre a lamina;

2. Hibridizacdo das células com oligonucleotideos fluorescentes (sondas);

3. Lavagem das laminas para otimizacéo da estringéncia;

4. Coloracdo das células com DNA intercalating dye 4,6 diamino-2
phenylindole (DAPI) (ndo especifico, cora bactérias e eucariontes; nao cora
Archaea);

5. Cobertura da lamina com laminula e adicdo de um anti “fading” (CitiFluor)

entre ambas;
Observacdo em microscopio epifluorescente.
Imobilizacdo e desidratagéo das células sobre a lamina;

Hibridizacdo das células com oligonucleotideos fluorescentes (sondas);

© © N o

Lavagem das laminas para otimizacao da estringéncia;

10.Coloracdo das células com DNA intercalating dye 4,6 diamino-2
phenylindole (DAPI) (ndo especifico, cora bactérias e eucariontes; nao cora
Archaea);

11.Cobertura da lamina com laminula e adicdo de um anti “fading” (CitiFluor)

entre ambas;

12.0bservagdo em microscopio epifluorescente.

Foram utilizadas sondas de elevado nivel taxondmico: EUBmix, Ntspa712;
niveis intermediarios: BETA42a, e niveis especificos para as bactérias oxidadoras
de amoénia e nitrito: Nso190, NIT3, NEU, Nmv, Ntspa662, Ntco206, Ntspn693,
Nsv443. Tais sondas e 0s microrganismos por estas identificados estdo exibidos
na Tabela 4.5 (PELLIZZARO, 2005). A Figura 4.3 apresenta um esquema dos

microrganismos estudados.



Tabela 4.5: Sondas utilizadas para identificacdo dos microrganismos presentes nos biofilmes dos reatores.

69

Sonda Especificidade Origem Sequéncia REFERENCIA
UNI1389a Bactéria, ndo Epsilonproteobactéria 16S rRNA 5-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3' Loy et al. (2002)
EUK1195 Eucariontes 18S rRNA 5'-GGGCATCACAGACCTG-3' Giovannoni el al. (1990)

EUB338 todas as bactérias 16S rRNA 5-GCTGCCTCCCGTAGGAGT--3' Amann et al. (1990)
ARC915 todas Archae 16S rRNA 5-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3' Stuhl el al. (1991)
Delta495a A maioria das Delta bactérias 16S rRNA 5-AGTTAGCCGGTGCTTCCT-3' Loy et al. (2002)

Alf1b Alphaproteobactéria, algumas 16S rRNA 5-CGTTCGYTCTGAGCCAG-3' Manz et al. (1992)
Deltaproteobactéria, Spirochaetes
BET42a - 5-GCCTTCCCACTTCGTTT-3
Competidor Beta bactérias 23S rRNA 5 -GCCTTCCCACATCGTTT-3' Manz et al. (1992)
- 5-GCCTTCCCACATCGTTT-3'

GAM42a Gamma bactérias 23S rRNA 5.GCCTTCCCACTTCGTTT-3' Manz et al. (1992)
Ntspa712 A maioria dos membros do Filo 5-CGCCTTCGCCACCGGCCTTCC-3 .

Competidor Nitrospira 16S TRNA *5-CGCCTTCGCCACCGGTGTTCC-3 Daims et al. (2001)

NSO190 5-CGATCCCCTGCTTTTCTCC-3
NSO1225 Todas as BOA beta 16S rRNA 5-CGCCATTGTATTACGTGTGA-3 Mobarry at al. (1996)
NIT3 (alfa) . 5-CCTGTGCTCCATGCTCCG-3

Competidor Nitrobacter sp 16S rRNA 5. CCTGTGCTCCATGCTCCG-3 Wagner et al. (1995)
Nitrosolobus multiformis
Nsv443 Nitrospira briensis 16S rRNA 5-CCGTGACCGTTTCGTTCCG-3 Mobarry at al. (1996)
Nitrosovibrio tenuis
NEU A maioria das Nitrosomonas sp 5'-CCCCTCTGCTGCACTCTA-3'
Competitor haléficas e halotolerantes 16S TRNA *TTCCATCCCCCTCTGCCG-3' Wagner el al. (1995)
Nmv (especie de Nitrosococcus mobilis 16S rRNA 5-TCCTCAGAGACTACTACGCGG-3 Juretschko et al. (1998)
Nitrosomonas)
Nécsrzic)m Nitrosococcus mobilis 16S rRNA 5-CGGTGCGAGCTTGCAAGC-3 Juretschko et al. (2000)
Ntspn693 Nitrospina gracilis (delta) 16S rRNA 5-TTCCCAATATCAACGCATTT-3 Juretschko et al. (2000)
. . L . 5'-GGAATTCCGCGCTCCTCT-3' .
Ntspa 662 Nitrospira sp (filo Nitrospira) 16S rRNA 5. GGAATTCCGCTCTCCTCT-3 Daims et al. (2001)
Ps Ag! Pseudomonas fluorecens Agl 23S IRNA 5.GATAACTCGTCATCAGCTC-3 Boye et al. (1995)

(9ama)




Todos os organismos (UNI 1389a)
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Bactérias (EUB338) Archae (ARQ915) EucariontddKE195)
Cianobactérias (CYA361) Nitrospira (Ntspa712)

Proteobactérias

|
v v ’ ’

Delta bactérias (delt495a)  Alfa bactérias (alflb) Beta bactérias (BET42a) Gama bactérias (GAM42a)

Nitrospina gracilis (Ntspn693) BOA (Ns0190 e 1225)

\/
Nitrobacter spp (NIT)  Nitrosospira spp (Nsv¥#43Nitrosomonas spp (NEU) Pseudomonas sp®&8IG)
Nitroso;occus mobilis (Nmv)

Figura 4.3 : Esquema dos Microrganismos Analisados.

v

Nitrospira spp Ntspa 662)
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4.9.3 . Microscopia Otica e Microscopia Eletronica

Os biofilmes foram analisados através de microscopia 6tica (Olympus BX
40), e também por microscopia eletrénica, onde, determinou-se também as
espessuras dos biofilmes, com 333 dias de operac¢éo, sendo para isto, necessario
um preparo adequado das amostras segundo VARESCHE et al (1997). O
microscoépio eletrdnico de varredura utilizado era da marca PHILIPS, modelo XL30
no Laboratorio de Materiais do Curso de Engenharia Mecéanica da UFSC. As
analises de microscopia o¢tica foram realizadas nos dias de operacdo: 107, 215 e
327. A visualizacdo dos biofilmes no microscopio eletrénico foi realizada no dia
228 de operagao.
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5 . RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 . CONDICOES DE PROCESSO NOS REATORES

As Tabelas 5.1, 5.3 e 5.4 apresentam as condi¢cdes de processo em cada
uma das etapas dos reatores. A Tabela 5.1 para o reator em PVC, a Tabela 5.3

para o reator em PS e a Tabela 5.4 para o reator em PU.

Tabela 5.1: Condi¢cGes de processo nas diferentes etapas de operacdo do reator
em PVC

. Carga Carga .
Conc. (mg N-  Vazéo TRH ) - Periodo
Volumétrica Superficial

NH," LY (L.d™) (dia) MONLEEY)  mgNm ) (dias)
Etapa 1 187 5 0,95 198 519 1-152
Etapa 2 513 5 0,95 542 1425 153-205
Etapa 3 1035 5 0,95 1094 2875 206-406
Etapa 4 1035 11,6 0,41 2560 6670 407-628
Etapa 5 1035 11,6 0,41 2560 6670 629-913

Na etapa 5 para o reator PVC introduziu-se na alimentagcéo, uma fonte de
carbono organico (acetato de sodio). As relacdes C/N utilizadas estdo

apresentadas na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Relacdo carbono/nitrogénio utilizada no reator PVC durante a
Etapa 5.

Relacao C/N Periodo (dias)

0,2 655-780
0,75 781-913
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Tabela 5.3: Condi¢cbes de processo nas diferentes etapas de operacao do reator

em PS
Conc. Vazio TRH Carga Carga Periodo
(mg N- (L.d-l) (dia) Volumétrica Superficial (dias)
NH,* L) (mgNL™d)  (man/mZ2dh
Etapa 1 187 5 0,95 198 519 1-152
Etapa 2 513 5 0,95 542 1425 153-205
Etapa 3 1035 5 0,95 1094 2875 206-406
Etapa 4 1035 11,6 0,41 2560 6670 407-628
Etapa 5-1 1035 11,6 0,41 2560 5000 629-640
Etapa 5-2 1035 6,9 0,68 1510 4000 641-647
Etapa 5-3 1035 6,1 0,77 1335 3500 648-659
Etapa 5-4 1035 5,2 0,91 1138 3000 660-669
Etapa 5-5 828 4,3 11 753 2000  §70-719
(re-inoculacéo)
Etapa 5-6 643 70 0,67 951 2500 720-737
Etapa 5-7 643 8,4 0,56 1142 3000 738-773
Etapa 5-8 1035 6,1 0,77 1335 3500 774-810
Etapa 5-9 1035 6,9 0,68 1510 4000 811-881
Etapa 5-10 1035 7,8 0,61 1707 4500 882-913

Na Etapa 5 o reator PS foi re-inoculado, desta vez, com lodo anaerébio
proveniente de lagoa de estabilizacdo de um sistema de tratamento de dejetos
suinos da EMBRAPA Suinos e Aves (Concérdia, SC) que apresentava atividade
ANAMMOX. No entanto, antes da inoculag¢do, foi necessério baixar a carga
aplicada de modo progressivo até que a concentracdo de nitrito alcancasse
valores abaixo de 50 mg N-NO;, valor este, considerado seguro pela literatura

quanto a inibicdo das bactérias anammox.
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Nesta etapa, a carga no reator PS foi entdo reduzida até alcancar o valor
de 2000 mg N-NH;.m?2.d™. Nesta carga, a concentracdo de N-NO, na saida do
reator encontrava-se abaixo de 50 mg e neste momento foi realizada a
inoculacdo. ApOs inoculacao, o reator permaneceu sem alimentacao durante trés

dias, procedendo-se posteriormente a progressao de carga.

Tabela 5.4: Condi¢gGes de processo nas diferentes etapas de operacao do reator

em PU.
YT T v swore o
(mgN.L".d™) (mgN.m™“.d")

Etapa 1 187 5 0,95 198 1206 1-152
Etapa 2 513 5 0,95 542 3310 153-205
Etapa 3-1 1035 5 0,95 1094 6670 206-316
Etapa 3-2 1035 5 0,95 1094 6670 317-410
Etapa 3-3 1035 5 0,95 1094 6670 411-564
Etapa 4 1035 5 0,95 1094 6670 565-797
Etapa 5 1293 4,96 0,95 1356 8280 798-913

A Etapa 3 para o reator PU teve uma duracdo muito longa (de 206 a 564
dias), a qual foi sub-dividida, mesmo nao havendo modificacbes nas condi¢cbes de
processo, afim de melhor organizar a discusséo dos resultados.

5.1 . DESEMPENHO DOS REATORES

A Figura 5.6 ilustra o comportamento dos reatores PVC, PS e PU durante
0os 913 dias de operacdo. Nesta Figura estd representado o acompanhamento
das cargas aplicadas, assim como das concentracdes de nitrogénio nas formas
soltveis no meio liquido, quais sejam: N-NH;", N-NO," e N-NO3’, assim como a
concentracdo de nitrogénio amoniacal alimentada aos reatores, cujos patamares

indicam a média da concentracdo do meio de alimentacdo dos mesmos. A
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concentracdo de amonia no meio de alimentacéo foi idéntica para os trés reatores
até a Etapa 4, sofrendo modificacdes ao longo da Etapa 5 para os reatores PS e
PU.

Foram realizados quatro aumentos de carga nitrogenada para os reatores
PVC e PS e trés para o reator PU durante as etapas de 1 a 4. Na etapa 5 a carga
do reator PVC foi mantida e adicionou-se uma fonte de carbono (Tabela 5.2),
enquanto as cargas dos reatores PS e PU sofreram aumentos e redu¢des durante

a Etapa 5.

5.1.1 . Etapa 1

Na Etapa 1, correspondente a um periodo de 151 dias de operacao, a
concentracido média do meio de alimentacéo foi de 187 mg N-NH,".L™*. Pode-se
observar nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 ou na Figura 5.6, que durante este periodo, 0s
trés reatores apresentaram comportamentos bastante semelhantes, alcancando
rapidamente a estabilidade.

Durante os 50 primeiros dias, um residual de amonio ndao oxidado em torno
de 37 mg N-NH," era detectado na saida dos reatores, e gradativamente, sua
concentracao cai para valores bem préoximos a zero. Um pico de nitrito em torno
de 50 mg N-NO, foi observado entre os dias 12 e 15, provavelmente devido a
retirada das células do fundo do reator, conforme descrito no item 4.3, Tabela 4.2
(Material e Métodos) caindo posteriormente, também, para valores proximos de
zero; enquanto que o teor de nitrato sobe, alcancando valores estaveis, e
mantendo-se assim até o final do periodo. Segundo LANBROECK & GERARDS
(1993) em condi¢des normais, a reacdo de oxidagdo da amdnia a nitrito € a etapa
limitante da velocidade, ao contrario do nitrito que € rapidamente oxidado a

nitrato, deste modo o nitrito raramente € acumulado em reatores nitrificantes.
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Reator PVC - Etapa 1l

Concentragdo (mgN/L)

Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida -0 N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.1 : Acompanhamento analitico do reator PVC durante a Etapa 1.

Apbs os 50 primeiros dias, a nitrificacdo completa é estabelecida em todos
0os reatores e até o final da Etapa 1, como apresentado nas Tabelas 5.5 e
5.6, que, para a carga superficial aplicada de 519 mgN.m?.d™, nos reatores
PVC e PS, todo o nitrogénio introduzido no sistema na forma amoniacal foi
oxidado. Uma média de 70% deste nitrogénio foi encontrada no efluente na
forma de N-NOs’; 0,7% como N-NO,". A remocao média de Nitrogénio observada
neste periodo foi de 151 mg de N.m?.d*, correspondente a 29% do nitrogénio
aplicado (Figura 5.7).

Apenas relembrando, o reator PU, como ja mencionado no item Material e
Métodos, por apresentar uma menor area superficial dos seus discos tem sua
carga 2,36 vezes superior aquelas aplicadas aos reatores PVC e PS, portanto,
como se pode observar na Tabela 5.7, a carga aplicada ao reator PU na Etapa 1
é de 1206 mg N.m2.d™. No entanto, o mesmo reage de modo semelhante aos
reatores PVC e PS, apresentando uma meédia de 70% deste nitrogénio no
efluente na forma de N-NO3’, 0,3% como N-NO;’, e uma remocao média de N de
338 mg de N.m?2.d*, correspondente a 28% do nitrogénio aplicado. Estes valores
sdo bem préximos aos encontrados por PYNAERT et al. (2001), que, utilizando
um reator semelhante ao do presente trabalho e aplicando uma carga de 1022 mg

N/m?.d, obteve uma remoc¢&o média de 20% de nitrogénio.
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Reator PS - Etapa 1

Concentragcdo (mgN/L)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida ---o0--- N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.2 : Acompanhamento analitico do reator PS durante a Etapa 1.

Embora o reator PU recebesse uma carga maior do que os reatores PVC e
PS, apresentou comportamento semelhante aos outros dois reatores, indicando,
assim, que, possivelmente, a carga aplicada na Etapa 1 nos reatores PVC e PS
poderia ser a mesma praticada para o reator PU. Além disso, a nitrificacdo
completa é atingida, estabelecendo-se o equilibrio nos reatores em torno de 50
dias, sugerindo deste modo, que a Etapa 1 poderia ter um periodo de duragéo
mais reduzido. PYNAERT et al (2003), utilizando como in6culo para um RBC
(Rotating Biological Contactor) uma cultura nitrificante enriquecida, aumentado-se
a carga gradativamente, desde 55 até 300 mgN.L™?.d?, sugere um periodo de

apenas 47 dias para esta partida.
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Reator PU - Etapa 1

Concentracdo (mg N/L)

Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida -0 N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.3 : Acompanhamento analitico do reator PU durante a Etapa 1.

5.1.2 . Etapa 2

Apos 151 dias de operacéao (periodo correspondente a Etapa 1), procedeu-
se a um aumento da carga aplicada aos reatores, pelo aumento na concentragéo
do meio de alimentacdo. Verificando-se nas Tabelas 5.1, 5.3 e 5.4, constata-se
que a concentragdo foi aumentada de 187 para 513 mg N-NH,", atingindo-se,
assim, uma carga de 1425 mg N.m™?.d* para os reatores PVC e PS e 3310 mg
N.m?.d* para o reator PU.

A Etapa 2 teve duracdo de 59 dias, entre 153 e 205 ap6s a partida do
reator. Novamente, como se pode observar nas Figuras 5.4, 5,5 e 5.8 ou na
Figura 5.6, neste periodo, os reatores também apresentaram comportamentos
semelhantes.

Durante os primeiros dez dias apds o aumento da carga, houve um residual
de amobnia na saida dos reatores (Figura 5.6), e também observou-se um
pequeno acumulo de nitrito, caindo depois, gradativamente a zero, ou a valores
bem proximos disto, enquanto que a nitrificacdo completa até nitrato foi

estabelecida, mantendo-se assim até o final deste periodo em todos os reatores.
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Reator PVC - Etapa 2

Concentragdo (mgN/L)

173 178 183 188 193 198 203 208
Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a—N-NH4 Saida -0 N-NO2 ---z--- N-NO3

Figura 5.4 : Acompanhamento analitico do reator PVC durante a Etapa 2.

Para os reatores PVC e PS a carga aplicada foi de 1425 mg N.m?2.d™.
Percentuais médios de 95,2% e 99,2% de oxidacdo de N-NH,;" foram obtidos nos
reatores de PVC e PS, respectivamente. Detectou-se em seus efluentes (Tabelas
5.5 e 5.6), um percentual de N-NO3 de 78% para o reator PVC e 83% para o
reator PS. O percentual médio de N-NO, encontrado na saida dos dois reatores
foi de 0,2%. Neste periodo (Figura 5.7), a remocdo média de nitrogénio
alcancada foi de 17% no reator PVC e 16% no reator PS, correspondendo a 242 e

228 mg N.m?.d™, respectivamente.

Reator PS - Etapa 2

600 ~
500

e -\"'ﬂ-—' N o T O--O----ecec-e-==-- .. BO----_.
400 - L] - a

300 n.
200 4

100 4 -0,
0 Lﬁ—%ﬁ—n—-—ﬂ———-ﬂ—g—,—n—i——,—w G QOO |
163 168 173 178 183 188 193 198 203 208
Tempo (dias)

Concentragdo (mgN/L)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida o N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.5 : Acompanhamento analitico do reator PS durante a Etapa 2.
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Comparando-se os resultados obtidos na Etapa 2 para estes dois reatores,
com os resultados obtidos por PYNAERT et al. (2001), quando o mesmo aplicou
uma carga de 1715 mg N.m?.d* obtendo uma remocdo em torno de 18% e um
percentual de oxidacdo de N-NH," de 79%, correspondendo a 1353 mg N.m?2.d?,
observa-se que os resultados aqui alcancados sdo bastante semelhantes aos
obtidos pelos autores. No entanto, vale ressaltar, que o inéculo utilizado pelos
autores, tratava-se, de uma cultura nitrificante conhecida como “ABIL”
(Ammonium Binding Inoculum Liquid), produzida no Laboratory of Microbial
Ecology and Technology (LabMET). Tal cultura é desenvolvida para uso na
indUstria de aquicultura e apresenta uma altissima velocidade especifica de
nitrificacdo de 2-3 g de N/g SSV.d, enquanto que o inéculo utilizado no presente
trabalho, trata-se de lodo proveniente de uma estacdo de tratamento de efluentes
domésticos, produzindo resultados semelhantes, levando-se a constatacdo de
que a utilizagdo de um in6culo especial, com alta velocidade especifica de
nitrificacéo poderia ser dispensavel.

No reator PU, nesta etapa, a carga aplicada foi de 3310 mg N.m?.d™>. Na
Tabela 5.7 pode-se observar que 81% do nitrogénio aplicado, foi recuperado no
efluente na forma de N-NO3’, 0,2% na forma de N-NO," (idéntico aos outros dois
reatores) detectando-se, assim, como pode-se observar também na Figura 5.7,

um percentual de 17% de remoc&o de N, correspondendo a 562 mg N.m™?.d™.
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Figura 5.6 : Acompanhamento analitico dos reatores PVC, PS e PU durante 913
dias de operagéo.
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Figura 5.7 : Carga aplicada e remocao de Nitrogénio em funcdo do tempo de
operacao dos reatores PVC, PS e PU.
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Tabela 5.5: Valores médios encontrados no efluente do reator PVC e suas
respectivas conversodes durante as cinco etapas de funcionamento do reator.

Etapa Carga Remméd N % Rem % N-NH," % N-NO, % N-NO3

(mgN.m?.d"  (mgN.m?2.d? N oxidado Efluente efluente
1 519 151 29 99,7 0,7 70
2 1425 242 17 95,2 0,2 78
3 2875 374 13 90 0,2 77
4 6670 800 12 73 54,4 6,6
5 6670 2134 32 49,4 4,2 13,2

Tabela 5.6: Valores médios encontrados no efluente do reator PS e suas
respectivas conversdes durante as cinco etapas de funcionamento do reator.

Etapa Carga Remméd N % Rem % N-NH," %N-NO, %N-NO3

(mgN.m2d%  (mgN.m2.d?) N oxidado Efluente efluente

1 519 151 29 99,6 0,6 70

2 1425 228 16 99,2 0,2 83

3 2875 517 18 93,6 0,6 75

4 6670 667 10 73 55 8
5-1 5000 350 7 78 33 38
-2 4000 320 8 63 10 45
-3 3500 105 3 85 26 56
5-4 3000 750 25 92 16 51
5-5 2000 740 37 85 2 46
>-6 2500 925 30 65 1 34
>-7 3000 480 16 64 2 46
5-8 3500 665 19 94 12 63
5-9 4000 843 21 99 27 51

>-10 4500 1080 24 61 3 34
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Tabela 5.7: Valores médios encontrados no efluente do reator PU e suas
respectivas conversoes durante as cinco etapas de funcionamento do reator.

Etapa Carga RemmédN % Rem N % N-NH," %N-NO, %N-NO;

(mgN.m?.d?"  (mgN.m2d™) oxidado efluente efluente
1 1206 338 28 98,3 0,3 70
2 3310 562 17 98,2 0,2 81
3-1 6670 800 12 72 29 31
3-2 6670 800 12 75 19 44
3-3 6670 333 5 76 67 4
4 6670 3335 50 79 5 24
5 8280 3312 40 51 3 8

Reator PU - Etapa 2

Concentracédo

173 178 183 188 193 198 203 208
Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-MH4 Saida -0 N-NO2 ---a--- N-NO3

Figura 5.8 : Acompanhamento analitico do reator PU durante a Etapa 2.

5.1.3. Etapa 3

A Etapa 3 para os reatores PVC e PS extendeu-se do dia 206 ao dia 406,
perfazendo um periodo de 200 dias de operacdo. Nesta etapa, o aumento de
carga foi realizado, novamente, através do aumento de concentracdo do meio de
alimentacéo, deste modo, a concentragdo meédia do meio foi elevada de 513 para
1035 mg N-NH,".L™?, atingindo-se, assim, uma carga superficial média de 2875

mg N.m™?.d1 nestes dois reatores (Tabelas 5.1 e 5.3). Para o reator PU, tal
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aumento na concentagdo do meio, significou um aumento de carga de 3310 para
6670 mg N.m?.d* (Tabela 5.4).

Durante os 30 primeiros dias apés 0 aumento da carga, mesmo esta sendo
bem mais elevada no reator PU do que nos reatores PVC e PS, os trés reatores
se comportaram de modo semelhante, como se pode observar nas Figuras 5.9,
5.10 e 5.11 e também na Figura 5.6. Houve um aumento crescente da
concentracdo de amoénia ndo oxidada na saida dos reatores PVC, PS e PU,
chegando, em alguns momentos, a atingir picos acima de 500 mg N-NH,".L™ no
reator PVC e maiores do que 600 mg N-NH.".L™ nos reatores PS e PU. A
concentracdo de nitrito aumentou em todos o0s reatores, enquanto que a
nitrificacdo completa até nitrato foi afetada, e, em alguns momentos, a
concentracdo de N-NOs, caiu a valores inferiores a 300 mg N-NOs.L™2. A seguir
descreve-se, separadamente, o comportamento para cada um dos reatores a

partir do 306° dia de operacao.

Reator PVC

Os valores médios encontrados no efluente para as concentragfes de
amonia, nitrito e nitrato durante os primeiros 100 dias (do 206° ao 306° dia) foi de
244 mg N-NH;, 232 mg N-NO, e 458 mg N-NOs, correspondendo,
respectivamente, a 24%, 23% e 44% do nitrogénio total fornecido ao reator PVC.
Apéds este periodo, o reator estabilizou-se, de modo a néo se detectar mais a
presenca de amonia e nitrito em seu efluente, reestabelecendo-se, assim, a
nitrificacdo completa até nitrato, mantendo-se deste modo até o final do periodo
(Figura 5.9). O percentual médio de N-NH," oxidado foi de 90%, correspondendo
a um valor de 2588 mg N-NH,*, enquanto que 77% do nitrogénio aplicado foi
encontrado no efluente na forma de N-NOj3 e 0,2% como N-NO,. A remocédo

média de N alcancada durante este periodo foi de 13%, ou 374 mg N.m™2.d%.
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Reator PVC - Etapa 3

Concentragao (mgN/L)

Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida .--.0.... N-NO2 - - -m--- N-NO3

Figura 5.9 : Acompanhamento analitico do reator PVC durante a Etapa 3.

Reator PS

Para o reator PS, durante esta mesma fase, a concentracdo de amdnia nao
oxidada no efluente foi de 312 mg N-NH,;*, que corresponde a 30% do N
fornecido, o que representa um percentual préximo aqguele apresentado no reator
PVC. As concentracdes de nitrito e nitrato na saida foram de 128 mg N-NO;, e
445 mg de N-NOg’, correspondendo a 12% e 43% respectivamente do nitrogénio
aplicado ao reator.

No entanto, apds este periodo de 100 dias de operacéo na referida carga,
o reator PS apresentou um comportamento apenas levemente diferente do reator
PVC. A Tabela 5.6 demonstra que o mesmo apresentou baixos residuais de
amonia ndo oxidada, e também de nitrito, porém, ndo chegaram a desaparecer
por completo, sendo suas concentracdes médias em torno de 62 mg N-NH,*.L™?
(6%), e 6,0 mg N-NO,".L™* (0,6%). A nitrificacdo completa, no entanto, continuou
bem pronunciada e a concentracdo média de nitrato foi de 779 mg N-NOs™-?,
correspondendo a 75% do N fornecido. A remocao obtida durante a Etapa 3 para

o reator PS foi em torno de 18% o que correspondeu a 517 mg N.m?.d™.
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Reator PS - Etapa 3
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Figura 5.10 : Acompanhamento analitico do reator PS durante a Etapa 3.

Reator PU

A Etapa 3 para o reator PU foi dividida, como apresentado na Tabela 5.7,
em trés sub-etapas, afim de melhor explicar o comportamento do mesmo nesta
fase. O reator PU por ter recebido uma carga superficial de nitrogénio mais
elevada do que os outros dois reatores, em torno de 6670 mg N.m?2.d*, foi
operado por um total de 358 dias, pois apresentou um periodo de instabilidade
muito longo, frente a perturbacéo causada ao sistema (Figura 5.11).

A Etapa 3-1 corresponde, entdo, ao periodo de operagédo entre 206 a 316
dias (Tabela 5.7). As concentragcbes médias de amobnia ndo oxidada, nitrito e
nitrato no efluente do reator PU e seus respectivos valores percentuais em
relacdo ao nitrogénio aplicado nesta Etapa, sdo respectivamente: 273 mg N-
NH, L™ (26%), 299 mg N-NO,.L™? (29%) e 325 mgN-NOs.L™? (31%). A remocéo
de nitrogénio observada foi em torno de 12% e o percentual de N-NH,;" oxidado
foi de 72%, ou 4802 mg N.m™2.d™.

Na Etapa 3-2, percorreu-se uma fase de 93 dias, (de 317 a 410 desde a
partida do reator) onde houve uma queda gradativa do nitrito e mais levemente da
amonia e uma ligeira tendéncia ao aumento da concentracdo de nitrato no
efluente. O percentual de remocéo, entretanto, continuou igual ao da Etapa 3-1

(12%), e a nitrificacdo completa deu sinais de reestabelecimento, alcancando um
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percentual médio de nitrato em torno de 44%, mais alto do que na Etapa 3-1
(Figura 5.11 e Tabela 5.7).

O comportamento observado na Figura 5.11 na Etapa 3-3 traduz-se em
nameros na Tabela 5.7, e desta vez, apds completar 153 dias de operacdo na
carga de 6670 mg N.m?.d™, correspondente aos dias 411 ao 564 apds a partida
do reator, as concentragfes de nitrito na saida do reator PU apresentam uma
forte tendéncia a subir, resultando em um percentual médio de 67%, enquanto
que as concentracbes de nitrato sofrem uma expressiva queda ao longo do
periodo apresentado um valor médio de 4%. A remocao percentual de nitrogénio
também caiu quando comparada com as Etapas 3-1 e 3-2, ficando em torno de
5%.

200
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= 1000 T
£ 800 !
S 600 !
O
£ 400
c
3
c
o
o

Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida -.0-.. N-NO2 ---m--- N-NO3

Figura 5.11 : Acompanhamento analitico do reator PU durante a Etapa 3.

5.1.4 . Etapa 4

Nesta etapa, embora a carga do reator PU nao tenha sido alterada, o seu
comportamento diferiu dos reatores PVC e PS, sendo assim discutido
separadamente (Figura 5.14). Esta etapa compreendeu os dias 407 ao 628 para
os reatores PVC e PS, e dias 565 ao 732 para o reator PU (Tabela 5.7).
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Reatores PVC e PS

Na Etapa 4, as cargas dos reatores PVC e PS foram elevadas de 2875
para 6670 mg N.m?2.d*. O incremento na carga foi realizado através de uma
reducdo no Tempo de Retencdo Hidraulica (TRH) de 0,95d para 0,41d,
mantendo-se a concentracdo do meio em 1035 mg N-NH; ", (Tabelas 5.1 e 5.3).

E possivel observar-se nas Figuras 5.12 e 5.13 assim como na Figura 5.6,
um aumento crescente na concentracdo de nitrito e redugdo na concentracao de
nitrato nos dois reatores, sendo que, no reator PS, a concentracdo de nitrito foi,
em meédia, mais alta do que no reator PVC e a concentracdo de nitrato caiu para
valores bem mais baixos no reator PS, indicando, provavelmente, uma possivel

supresséao das bactérias oxidadoras de nitrito (BON).

Reator PVC - Etapa 4

Concentracéo (mg N/L)

Tempo (dias)

N-MH4 Entr. —a&— N-NH4 Saida o0 N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.12 : Acompanhamento analitico do reator PVC durante a Etapa 4.

Segundo van DONGEN et al. (2001), em temperaturas mais altas, acima
de 20 °C, juntamente com um baixo TRH (tempo de retencdo hidraulica) e pH
acima de 7,0 as bactérias oxidadoras de nitrito podem ser seletivamente lavadas
do sistema. Neste periodo, a temperatura média nos reatores encontrava-se em
torno de 26 °C e o pH médio de 7,5. Para HELLINGA et al., (1998), a energia de
ativacdo dos dois grupos bacterianos (BOA e BON) e suas sensibilidades a

mudanca de temperatura sdo bem diferentes, assim, um aumento de temperatura



90

ndo apenas promove o crescimento das BOA, mas pode também expandir a
diferenca de velocidades especificas de crescimento entre BOA e BON, a qual foi
verificada por outros pesquisadores (YOO et al., 1999). TONKOVIC (1998)
observou acumulo de nitrito em uma planta de lodos ativados durante o verao.

De acordo com BROUWER et al. (1996), em relacdo a velocidade
especifica de crescimento, apenas em temperaturas acima de 25 °C é possivel
que as bactérias oxidadoras de amoénio vencam a competicio com as bactérias
oxidadoras de nitrito, no entanto, 0 oposto ocorre para temperaturas abaixo de 15
°C. PENG & ZHU (2006) comentam que, em outras palavras, ndo é necessario
elevar excessivamente a temperatura para estabelecer nitrificacdo parcial, mesmo
quando a temperatura € o Unico parametro para controle da nitrificacao.

Neste pH médio de 7,5 em que se encontravam o0s reatores, uma maior
concentracdo de amonia livre (NH3) estaria presente no meio, o0 que poderia
também ter contribuido para a selecdo das BOA, pois segundo consta em
ANTHONISEN et al. (1976), a ambnia ndo ionizada é altamente inibitoria tanto
para Nitrobacter quanto para Nitrosomonas, entretanto, as Nitrobacter
apresentam uma sensibilidade maior a tal composto do que as Nitrosomonas.
Segundo YANG & ALLEMAN, (1992), a amoénia livre € um inibidor competitivo da
atividade da nitrito oxidoredutase, que esta localizada na membrana celular da
bactéria oxidadora de nitrito .

Outra possibilidade de sele¢éo poderia ter ocorrido atravées da inibicdo das
bactérias oxidadoras de nitrito (BON) devido & competicdo pelo oxigénio com as
bactérias oxidadoras de aménia (BOA), ja que a concentracdo de OD, no meio,
nesta etapa, caiu para valores em torno de 0,5 mg de O,.L™}, como mostram os
perfis de OD apresentados posteriormente na Figura 5.28.

De acordo com PICIOREANU et al., (1997), os coeficientes de meia
saturacdo para BOA e BON sao respectivamente 1,2 — 1,5 mg/L. Logo, baixas
concentracfes de oxigénio dissolvido sdo mais restritivas para o crescimento das
BON do que para o crescimento das BOA, resultando assim, no acumulo de nitrito
(PENG et al., 2004a).

Embora alguns pesquisadores relataram haver acumulo de nitrito em
baixas concentracdes de OD, GARRIDO et al. (1997), encontrou que a velocidade
de oxidacdo do amodnio, assim como o acumulo de nitrito alcangaram o maximo

quando a concentracdo de OD era de 1,5 mg/L. Abaixo de 0,5 mg/L de OD
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ocorreu acumulo de amoénio ndo oxidado. Comenta-se também que baixas
concentracbes de OD diminuem a velocidade da nitrificacdo e propicia o

crescimento de bactérias filamentosas no lodo (PENG et al., 2004b).

Reator PS - Etapa 4
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N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida -0 N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.13 : Acompanhamento analitico do reator PS durante a Etapa 4.

Os resultados obtidos, apresentando producédo de nitrito e amoénia nao
oxidada na saida dos reatores, configura-se em uma condigdo favoravel ao
estabelecimento do processo ANAMMOX nos reatores, muito embora, segundo
consta na literatura, altas concentracbes de nitrito possa ter efeito inibitorio ao
processo. Este de fato, parece ser um fator limitante do estabelecimento do
processo ANAMMOX, uma vez que JETTEN et al., (1999) indicam que
concentracdes de N-NO, acima de 70 mg"' ja4 seriam inibitérias a B.
anammoxidans. ABELLING & SEYFRIED (1992), sugerem que uma
concentracdo de 0,13 mg/L de nitrito seja toxica para bactérias desnitrificantes.
Deste modo, o desafio do uso deste tipo de sistema para obtencédo do processo
ANAMMOX parece ser o controle da formacao de nitrito no reator.

Observa-se nesta fase um alto potencial de oxidacdo de amonia
apresentado pelos reatores PVC, PS e PU: 4902, 5403, 5336 mg N.m?2.d?,
respectivamente (os valores percentuais correspondentes estdo apresentados
nas Tabelas 5.5, 5.6 e 5.7), valores estes, proximos aos apresentados na

literatura para reatores em escala de laboratério que gira em torno de 6000 mg
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N.m?2.d?, (KINLI, 1999), e altissimos quando comparados a dados de plantas de
tratamento em grande escala (HIPPEN et. al., 1997).

Porém, a oxidacdo da amoénia por si sO, € apenas um passo para a sua
eliminacdo, que posteriormente pode ser via autotrofica, em presenca de nitrito,

ou heterotrofica, em presenca de matéria organica.

Reator PU

A Etapa 4 no reator PU ocorreu durante o periodo de 565 a 732 dias, e
como se pode observar na Tabela 5.4, nenhuma modificagdo no reator em
relacdo a Etapa 3 foi realizada. Ou seja, as condigbes operacionais do reator
foram mantidas iguais: a carga aplicada (6670 mg N.m?2.d™"), o TRH (0,95d) e a
concentracdo do meio (1035 mg N-NH4.L™Y). No entanto, houve uma importante
modificacdo no desempenho do reator, a qual serd explicada ao longo dos

paragrafos seguintes.

Durante a Etapa 3, o reator PU, vinha acumulando nitrito em altas
concentracdes, que, em alguns momentos alcancou picos de 850 mg-* na saida
do reator, e cuja média durante a referida etapa (etapa 3-3) foi de 692
mg N-NO,".L™?, correspondendo a um valor percentual médio de 67%, como se
pode observar na Tabela 5.7.

Por volta do 565° dia, sem modificacéo alguma nas condi¢Ges operacionais
do reator, os valores percentuais de nitrato (N-NO3") e nitrito (N-NO3") no efluente
do reator PU comecaram a baixar (Figura 5.14) e giraram em torno de 32% e
11,6%, respectivamente. A remocdo meédia de nitrogénio nesta fase foi de 50%,

correspondendo a 3340 mg N.m2.d™.
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Reator PU - Etapa 4

Concentragédo (mgN/L)

584 604 624 644 664 684 704 724

Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida o0 N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.14 : Acompanhamento analitico do reator PU durante a Etapa 4.

Esta elevada remocao de nitrogénio, alcancada apdés um periodo no qual
concentracdes de nitrito da ordem de 860 mg.L™ na saida do reator contradiz as
informacdes que constam na literatura especializada sobre o efeito altamente
inibidor do nitrito, tanto para as culturas nitrificantes, quanto para as culturas
anammox. Provavelmente, houve uma aclimatagdo dos microrganismos
envolvidos, as altas concentragbes de nitrito encontradas no sistema por um
periodo muito longo.

Muitas referéncias relatam valores diferentes de inibicdo por nitrito, no
entanto, alguns fatores devem ser levados em consideracéo, especialmente o pH
e o0 tamanho do agregado de células. STROUS, et al. (1998) verificaram inibicdo
da atividade anammox quando a concentracdo de nitrito foi mais alta do que 5
mM (70mgN.L™) por um longo periodo. Em outra referéncia, STROUS et al.,
(1999), reportaram valores inibitérios em torno de 100 mgN-NO,.L™. JETTEN et
al. (1999) reportou que, valores em torno de 20mM (280 mg N-NO,"*) foram
inibitérios, porém concentracdes acima de 5 mM (70 mg N-NO,.L™) por um longo
periodo de tempo poderia também causar inibicao.

A remocao observada muito provavelmente ocorreu pelo estabelecimento
do processo de oxidagdo anaerdbia da aménia (ANAMMOX), pois, juntamente
com a observacdo do aumento da remocao de nitrogénio, houve também um

aumento da populacdo de bactérias anammox, fato este que pode ser
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acompanhado pelas analises realizadas pelo método FISH (item 5.9.2), onde foi
possivel detectar-se a presenca destas bactérias apenas no final da etapa quatro
nos reatores PS e PU, ndo sendo possivel antes. Além disso, as baixas
concentracfes de oxigénio dissolvido alcancadas nos reatores juntamente com a
observacdo do decaimento da concentracdo de nitrito, aliado ao fato de que n&o
havia material organico disponivel, proveniente do desprendimento do biofilme e
crescimento da biomassa aderida depositado no fundo dos reatores que
poderiam, provavelmente, servir como fonte de carbono organico, configurando-
se, portanto, em condicdes apropriadas para estabelecimento do processo
ANAMMOX.

5.1.5. Etapa 5

A etapa 5 para os reatores PVC e PS tem inicio no dia 629, extendendo-se
até o dia 913 de operacao (Figuras 5.15 e 5.16). Nesta etapa foram realizadas

algumas modificagbes nos reatores, as quais estao descritas a seguir.

Reator PVC

No reator PVC introduziu-se na alimentacdo, uma fonte de carbono
organico (acetato de sodio), conforme descrito no item 4.6 (Material e Métodos).
A relacdo DQOI/N aplicada inicialmente foi de 0,2 durante o periodo de operacao
de 655 a 780 dias, ou seja, uma relacdo baixa, pois o objetivo, ao se introduzir
carbono era que este promovesse primeiramente, 0 crescimento de bactérias
heterotréficas. Aumentando-se esta populacdo, a concentracdo de OD no meio,
seria reduzida e a espessura do biofilme, aumentada, fornecendo deste modo,

condi¢cBes mais favoraveis para o crescimento de bactérias anammox.
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Reator PVC - Etapa 5
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Figura 5.15 : Acompanhamento analitico do reator PVC durante a Etapa 5.

Observou-se, que, embora a relagdo DQO/N aplicada tenha sido baixa, a
nitrificacdo na Etapa 5 foi drasticamente afetada, encontrando-se no efluente
deste reator, apés a introducdo da DQO, um percentual médio de aménia (N-
NH;") ndo oxidado em torno de 53% e de N-NO, e N-NOsz de 4,2 e 13,2 %
respectivamente (Tabela 5.5). Este fato pode ser relacionado com a baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido (em torno de 0,06 mgO.-") encontrada no
reator, causada provavelmente pela respiracdo das bactérias heterotréficas,
ocasionando a falta de oxigénio para as bactérias nitrificantes. A remocao
percentual de nitrogénio, que durante a Etapa 4 estava em torno de 12%,
decresceu para cerca de 5% durante os 60 dias logo ap0s a introducdo da fonte
de carbono, voltando a se recuperar, alcancando uma média de 34% ao final de

125 dias de operacéao na relagédo C/N de 0,2.

No periodo entre 781 e 913 dias de operacao, a relacdo C/N foi elevada
para 0,75, no entanto, os valores percentuais de aménio ndo oxidado, nitrato e
nitrito na saida do reator PVC, assim como o percentual de remoc¢ao nao sofreram

modificacdes significativas, variando entre 2 a 3 pontos percentuais.

Quanto ao aumento da espessura do biofilme, este foi visivel. Ao final do
periodo de 913 dias a espessura do biofilme aumentou consideravelmente,
chegando a preencher todo o espacgo vazio entre as trés primeiras placas do

reator, completando uma espessura igual a distancia entre as placas do mesmo
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(0,7cm). Isto pode indicar ser esta uma boa condicdo para o desenvolvimento
das bactérias ANAMMOX no reator PVC, pois o biofilme estava bem espesso
promovendo, assim, areas anoxicas nas partes internas do mesmo, configurando-
se deste modo, um ambiente propicio para o desenvolvimento de tais bactérias.
A espessura do biofilme foi maior nas placas iniciais, préximas ao ponto de
alimentacdo, diminuindo ao longo do reator, onde possivelmente o carbono ja

havia sido consumido.

Reator PS

Uma re-inoculacéo do reator PS foi realizada como parte da estratégia para
obter o processo ANAMMOX. Os procedimentos adotados antes e apos a re-
inoculacao estdo descritos no item 4.6, e, apenas relembrando: a carga no reator
PS foi reduzida até alcancar o valor de 2000 mg N-NH;/m?2.d*. Nesta carga a
concentracdo de N-NO,™ na saida do reator encontrava-se abaixo de 50 mg, valor
este, considerado seguro, de acordo com a literatura, para a nao inibir as
bactérias anammox. Neste momento, aos 670 dias de operacao do reator PS, foi
realizada a inoculagdo com lodo anaerodbio proveniente de lagoa de estabilizacao
de um sistema de tratamento de dejetos de suinos que apresentava atividade
ANAMMOX. Ap0s a re-inoculagéo, o reator permaneceu sem alimentacao durante
trés dias, para propiciar a adesdo dos microrganismos as placas procedendo-se
posteriormente a progressao de carga.

E possivel observar-se na Tabela 5.6, e também nas Figuras 5.6 5.7 e
5.16, o comportamento apresentado pelo reator PS durante a Etapa 5. Percebe-
se que até a aplicacdo da carga de 3500 mg N.m?.d*a remoc&o de nitrogénio
sofre uma queda gradativa até valores bem baixos, em torno de 3%. No entanto,
quando a carga é reduzida para 2000 mg N.m?.d?, a remocéo comeca a dar
sinais de recuperagdo, aumentando conforme o aumento da carga aplicada,
alcancando valores entre 37 e 30% para as cargas aplicadas de 2500 e 3000 mg
N.m2.d™.



97

Reator PS - Etapa 5

Concentragdo (mgN/L)

629 659 689 719 749 779 809 839 869 899 929
Tempo (dias)

N-NH4 Entr. —a— N-NH4 Saida -0 N-NO2 ---@--- N-NO3

Figura 5.16 : Acompanhamento analitico do reator PS durante a Etapa 5.

Os valores meédios das concentragbes de nitrito e amodnia caem
gradativamente ao longo do periodo, havendo um aumento da concentracao
percentual de nitrato na saida do reator, até o aumento de carga alcancar o valor
de 3500 mg N.m™?.d*, onde verifica-se um aumento da concentracéo de nitrito
alcangando-se valores médios de 318 mgN-NO; na saida do reator, durante a
carga de 4000 mg N.m2.d*, sendo necessario um periodo bem mais longo para
que as concentracdes de nitrito caissem abaixo de 50 mg N-NO,".L™, percebendo-
se, que, com 0s aumentos de carga aumenta-se o tempo até que caiam as
concentracdes de nitrito. No entanto, para a carga aplicada de 4500 mg N.m?2.d%,
observa-se que o periodo para a queda do nitrito foi mais rapida, e que a remogéao
percentual sofreu uma recuperacao alcancando o valor de 24%.

O fato relatado no paragrafo anterior poderia indicar, que, provavelmente o
lodo com atividade anammox inoculado ao reator, necessitou de um periodo de
enriqguecimento e aclimatacdo as novas condi¢cdes impostas, até iniciar o
processo de remocdo de forma mais intensa. PYNAERT et al, (2003)
trabalhando com um reator de biodiscos, apds 200 dias de operacdo inoculou
lodo anaerdbio granular proveniente de uma fabrica de processamento de
batatas, alcancou apds um periodo de 615 dias da inoculacdo do lodo anaerdbio,
uma remoc¢ao meédia de 86% de nitrogénio, com cargas aplicadas na faixa de 675
a 1189 mg de N.L.d* (4714 a 8304 mg N.m2.d™).
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Reator PU

A Etapa 5 esta definida entre os dias 798 a 913 de operacéo (Figura 5.17).
Tendo em vista, que, ao final da Etapa 4 alcangou-se uma remocéo de nitrogénio
de 50%, procedeu-se, na Etapa 5, a mais um aumento de carga, desta vez,
elevando-se de 6670 para 8280 mgN-NH;*m?.d* através do aumento da
concentragdo do meio de alimentagdo, de acordo com a Tabela 5.4. Os
resultados contidos na Tabela 5.7 demonstram agora, uma queda das
concentracfes percentuais de nitrito e nitrato na saida do reator de 3 e 8%,
respectivamente, um percentual de amoénio oxidado de 51% correspondendo a
4223 mg N.m?.d™?, e o reator PU exibindo uma remoc&o percentual média de
40%, ou seja, 3312 mg N.m?2.d™, percebendo-se, assim, que praticamente nao
houve variagcdo em termos de remocao de nitrogénio por area superficial, a qual
era de 3340 mg N.m2.d* no final da Etapa 4, passando para 3312 mg N.m™?.d™.

Reator PU - Etapa 5
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Figura 5.17 : Acompanhamento analitico do reator PU durante a Etapa 5.

5.2 . CONSIDERACOES SOBRE O DESEMPENHO DOS REATORES

Como ja comentado anteriormente no item 4.3 (Material e Métodos),

apenas para relembrar, ao se inocular os reatores, uma razoavel quantidade de
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lodo ficou depositada no fundo destes, mesmo ap0s a constatagdo visual da
formacgéo de uma fina camada de biofilme aderido as placas.

Sabe-se, pois, que este material celular de fundo pode conter uma grande
quantidade de células mortas, que poderia servir como fonte de carbono para as
bactérias heterotroficas presentes no meio, tornando possivel, assim, a remocao
de nitrogénio pelo processo heterotrofico; processo este, ndo desejado para os
objetivos deste trabalho. Além disso, este lodo poderia apresentar, também,
atividades nitrificante e desnitrificante autotrofica, que se somaria as mesmas
atividades desenvolvidas pelas células aderidas aos biodiscos.

O que se observa na Figura 5.6, na Etapa 1, ap6s o dia 107, quando se
removeu todo o material em suspensao do fundo dos reatores, que ndao houve
nenhuma alteracao significativa do percentual de remocéo de N obtido, levando-
nos a crer que esta remocdo ndo poderia ser atribuida a um processo
heterotréfico, ja que ndo mais havia material organico depositado no fundo dos
reatores. Ou, talvez, a desnitrificacdo heterotréfica poderia ter ocorrido, porém,
de modo néo significativo.

Durante o periodo inicial (Etapa 1), a concentracdo de OD nos reatores era
em torno de 7,0 mg de O,.L™, indicando, assim, uma condicdo aerébia tanto nos
reatores como no biofilme, pois, apds 107 dias, a espessura do biofilme era ainda
muito fina, ndo apresentando profundidade suficiente para obtencédo de condi¢cdes
anoxicas e estabelecimento do processo ANAMMOX. De acordo com HAO et al.
(2002), que utilizaram um programa de simulagdo e dados da literatura para
reatores em biofilmes, seria necessario uma espessura de biofilme minima de
1mm, para obter-se remocéo de amonio em etapa Unica.

Apesar disto, foi observada uma remocéo de aproximadamente 30% nos
reatores, mesmo apos a retirada do lodo de fundo, que poderia fornecer carbono
para a desnitrificagcdo heterotrofica. Sendo assim, uma outra possibilidade de
remocao de nitrogénio seria pelo processo de desnitrificacdo autotréfica aerdbia,
pois, segundo PHILIPPOT (2002), pode ocorrer desnitrificacdo em presenca de
oxigénio, neste caso, 0s microrganismos relatados séo: Paracoccus pantotrophus,
Microvirgula aerodesnitrificans e Thauera mechernichensis, esta Ultima, isolada
de um sistema de tratamento de efluentes com biodiscos. N&o pode ser
descartada, entretanto, a possibilidade de que a remoc¢ao observada nos reatores

possa ter sido realizada pelo processo NOx, descrito aqui em maiores detalhes no
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item 3.3.2 (d). Neste processo, segundo BOCK et al. (1996), na presenca de
compostos NOx, como NO e NO,, organismos do tipo Nitrosomonas nitrificam e
desnitrificam simultaneamente, mesmo sob condicbes completamente aerdbias,
com N2 como o principal produto.

SCHMIDT & BOCK (1997, 1998), mostraram que bactérias oxidadoras de
amoOnia sdo capazes de desnitrificar produzindo 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso
(N2O) e nitrogénio (N2). Tais compostos gasosos de nitrogénio sao produzidos
por uma variedade de mecanismos, incluindo reducédo do nitrito sob condi¢cbes
aerdbias via nitrito redutase (RITCHIE & NICHOLAS 1972), a oxidacdo da
hidroxilamina ocorre sob condi¢cfes aerdbias (POTH & FOCHT, 1985).

Com o intuito de verificar a presenca de remocdo de nitrogénio por via
autotrofica aerdbia nos reatores durante a Etapa 4, apos 558 dias de operacdo
dos mesmos, realizou-se um teste em batelada sob condigdes completamente
aerdbias, onde, a concentracdo de OD foi mantida em torno de 6,0 mg O,.L™
através de aeracio e agitacdo do reator. A biomassa foi coletada da 5% placa do
reator PVC, a temperatura do teste foi mantida em 26 °C, o pH mantido em 7,5 e
a concentracdo de sélidos suspensos totais foi de 0,64 gSST.L™. O meio inicial
continha aménio (498,58 mg N-NH,".L™), solucdes de macro e micro nutrientes
(de acordo com as Tabelas 4.3 e 4.4) e bicarbonato de sodio.

Apos 70 horas, uma remocédo de nitrogénio em torno de 45% foi obtida e a
velocidade especifica de remocéo foi de 124 mg N.m?.d™, comprovando-se,
assim, a existéncia de remoc¢do autotrofica aerdbia nos reatores (Figura 5.18),

sem que houvesse adicdo dos oOxidos de nitrogénio (NO ou NO,).
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Figura 5.18 — Concentracao e percentual de remocéo de nitrogénio em funcéo do
tempo em teste aerdbio realizado com meio autotrofico.

LEITAO et al. (2006) trabalhando com cultivos completamente aerobios
com uma cultura mista de bactérias nitrificantes em reator em batelada sequencial
obteve eliminacdo de nitrogénio de até 50%. Os autores, a partir destes estudos
concluiram que apresenta-se uma nova possibilidade metabdlica das bactérias
oxidadoras de amdnio, até entdo, ndo explorada. Conseguiu-se, simultaneamente
a oxidacao aerobia do amonio, e sua oxidacdo anaerdébia, via nitrito, sem a adi¢cao
de indutor enzimatico (NO), de acordo com o esquema apresentado na Figura

5.19.
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' NH3 +

Metabolismo Andxicc

Metabolismo Aerdbic

Figura 5.19: Representacdo esquematica do metabolismo simultaneo de
nitrificacdo e desnitrificacdo, tendo o NO como indutor do metabolismo
anoxico. Fonte: LEITAO et al., (2006).

Observa-se ainda na Figura 5.7, que o aumento da carga aplicada aos
reatores nas Etapas 2, 3 e 4, provocou uma queda gradativa na remocao de
nitrogénio. Deve-se ressaltar que o aumento de carga aplicado aos reatores tinha
como objetivo a limitagdo do OD e a formacéo de nitrito para o estabelecimento
do processo ANAMMOX. Entretanto, a queda de eficiéncia de remocéao
observada, poderia indicar uma inibicdo pelo substrato, ja que com o aumento da
carga havia um aumento de amonia livre (NHz) no reator, e que sua concentracao
aumenta com o aumento de pH, sendo esta amodnia livre téxica para os
microrganismos envolvidos. Outro fator inibitério seria devido a limitacdo de
oxigénio, pois o0 oxigénio dissolvido no meio, poderia ndo ser suficiente até
mesmo para as BOA oxidarem toda a amonia afluente ao reator, ou seja, a
transferéncia de oxigénio para o meio liquido ndo € um processo dos mais faceis,
como ja observado por muitos autores anteriormente. E ainda, a inibicdo poderia
se dar pelo nitrito formado, jA que, como visto anteriormente microrganismos
envolvidos no processo de remocao via ANAMMOX, sdo sensiveis a nitrito, e
segundo STROUS et al., (1999), concentracdes em torno de 100 mg.L™ de nitrito
sdo inibitérios para os mesmos. JUNG et al.,, (2007) encontrou um valor um
pouco mais baixo, de 70 mg.L™* de N-NO,", como sendo inibitérios para cultivos de

bactérias anammox.
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5.3 . PERFIS DE CONSUMO DE SUBSTRATO

Os perfis de consumo de substrato e formacdo de produtos apresentados
nas Figuras de 5.20 a 5.27, tiveram como objetivo fornecer um conhecimento
mais detalhado dos reatores em estudo, bem como, um melhor entendimento das

transformacdes do nitrogénio ao longo dos mesmos.

5.3.1. Reatores PVC, PS e PU - Etapa 1

As amostras para a analise dos compostos nitrogenados foram retiradas no
95°. dia de operacdo, ao longo dos reatores, como descrito em Material e
Métodos (item 4.7.5). Apesar da concentracdo de N-NH4" na alimentacdo ser de
200 mg.L™ nesta etapa, o valor mais alto observado dentro dos reatores foi um
pouco acima de 50 mg N-NH,*.L. Tal comportamento se repete em todas as
outras etapas, o que provavelmente se deve a um efeito de diluicdo, onde o
liqguido proximo a saida dos reatores contendo baixas concentracdes de aménia é
misturado ao liquido na entrada, devido ao movimento rotacional das placas,
fazendo com gque a concentracdo de amonia, na entrada, sofra uma queda. Efeito
semelhante foi observado por PYNAERT et al.,, (2001), quando um reator de
biodiscos era alimentado com 450 mg N-NH,".L™ e o valor de concentracdo de
amonio mais alto encontrado dentro do reator era da ordem de 70 mg N-NH,".L™.

Além disto, como pode ser observado nas Figura 5.20, ha uma imediata
oxidacdo do amodnio, e jA nos pontos mais proximos da alimentacdo, a
concentracdo de amonia cai e a de nitrato sobe, nos primeiros dez centimetros do
reator, sugerindo, assim, que a nitrificacdo completa é estabelecida entre as cinco
e dez primeiras placas do reatores PVC e PS, e entre a terceira e quinta primeiras
placas do reator PU, indicando um elevado potencial nitrificante do sistema neste
intervalo, e ainda, que os reatores poderiam absorver cargas mais elevadas. Foi
possivel perceber, mesmo visualmente, que houve um maior escurecimento no
conjunto inicial de placas, indicando uma maior concentracdo de microrganismos
ali aderidos, confirmando o fato acima descrito, devido, provavelmente a uma

maior oferta de substrato no ponto inicial, onde os reatores eram alimentados,.
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Figura 5.20: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC, PS e PU durante a
Etapa 1.

Ainda nos perfis apresentados na Figura 5.20, na Etapa 1 dos reatores
PVC e PS, percebe-se um pH mais baixo no inicio, indicando, possivelmente,
estar havendo naquela &rea um processo de nitrificacdo mais intenso, e depois,
uma ligeira elevacdo do mesmo, mantendo-se mais ou menos estavel ao longo
dos reatores.

Observando-se mais atentamente, verifica-se que os perfis apresentados
na Figura 5.20, para os trés reatores sao bastante semelhantes, apresentando o
mesmo comportamento em relacdo as concentracfes de nitrato nitrito e amonia,
indicando uma estabilizacdo dos mesmos ao final da etapa 1, fato este que
também pode ser constatado observando-se os graficos de acompanhamento da
eficiéncia dos reatores na Figura 5.20.
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5.3.2 . Reatores PVC, PS e PU - Etapa 2

Os perfis foram realizados no dia 195°. de operacao dos reatores. A carga
mais alta do que na Etapa 1, aplicada na Etapa 2, (1425 mg N.m2.d* para os
reatores PVC e PS, e 3310 mg N.m™?.d* para o reator PU) ampliou um pouco
mais o limite de utilizac&o dos reatores PVC, PS e PU, pois durante a Etapa 1, as
transformacdes dos ions nitrogenados ocorriam nos primeiros dez centimetos ao
longo dos reatores, desde o ponto de alimentacdo. Ja na Etapa 2, esta distancia
€ aumentada e as concentracdes de aménia e nitrito atingem valores proximos de
zero na distancia em torno dos 20 cm como se pode observar na Figura 5.21,
indicando que cargas ainda mais altas podem ser aplicadas aos reatores.

Os perfis de concentracdo dos componentes nitrogenados dos trés
reatores sdo aqui, também, muito semelhantes, embora a carga aplicada ao
reator PU seja bem mais alta do que a dos reatores PVC e PS, como mostra a
Figura 5.21. A diminuicdo do pH observada, mais acentuada durante os 20
primeiros centimetros e com leve queda a partir deste ponto, € uma indicacéo do
processo de nitrificagdo que estava ocorrendo ao longo dos reatores pois coincide

com a oxidagcdo do amonio a nitrato.
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Figura 5.21: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC, Etapa 2.
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5.3.3 . Reator PVC e PS - Etapa 3

Os perfis na etapa 3 foram realizados aos 316°. dias de operacdo dos
reatores. Nos perfis apresentados nesta etapa na Figura 5.22, tanto para o reator
PVC, quanto para o reator PS, é possivel verificar, também aqui, a similaridade de
comportamento, destes reatores. Estes perfis foram realizados aos 316 dias de
operacao, onde percebe-se que o equilibrio nestes reatores se da um pouco além
dos 300 dias de operacédo (Figura 5.20), apresentando altas concentracfes de
nitrato e concentragcdes de nitrito e aménia bem proximas de zero. E possivel
perceber que os valores das concentracbes de amdnia e nitrito aproximam-se de
zero em torno da distancia dos 20 cm, tal qual os perfis realizados nas etapas 1 e
2, 0 que mostra que houve um enriquecimento da biomassa especializada, ainda
maior nesta area dos reatores, do que nas Etapas 1 e 2.

Ao se observar a Tabela 5.6 contendo os resultados de NMP para BOA
(bactérias oxidadoras de amodnia) e BON (bactérias oxidadoras de nitrito),
percebe-se que, embora aos 319 dias, durante a Etapa 3, a populacdo de BON
tenha caido bastante, elas continuavam produzindo nitrato em altas
concentracbes conforme apresentado nos perfis (Figura 5.22) e também na
Figura 5.20.

Nesta etapa, a carga aplicada aos reatores em PVC e PS foi de 2875 mg
N.m?2.d? e foi observada a producdo de nitrito, que era um dos objetivos do
aumento de carga, em concentracdes em torno de 200 mg.L'l, como pode ser

observado na Figura 5.22.
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Reator PS (Etapa 3)

Reator PVC (Etapa 3)
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Figura 5.22: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC, Etapa 3.

5.3.4 . Reatores PVC e PS - Etapa 4

Nesta etapa, a carga de nitrogénio aplicada aos reatores foi de 6670 mg
N.m?2d*. Os perfis aqui apresentados foram realizados aos 475 dias de
operacédo, e nestes, observou-se um aumento significativo nas concentracdes de
nitrito, enquanto o nitrato, que sempre foi detectado nos perfis anteriores, nao foi
formado aqui.

O aparecimento de nitrito nos reatores PVC e PS nesta fase (Figura 5.23),
deve-se, provavelmente, a reducdo da concentracdo do oxigénio dissolvido do
meio, devido ao aumento de carga realizado, como foi observado. Este efeito
pode afetar a populacdo de bactérias nitrificantes, uma vez que as BOA tém uma
maior afinidade pelo oxigénio do que as BON, prevalecendo em sistemas com

pouco oxigénio dissolvido.
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Reator PVC (Etapa 4) Reator PS (Etapa 4)
1000
800
600
400

pH
Concent. (mgN/L)

Conc. (mgNI/L)

0 10 20 30 40 50

Distancia (cm) Distancia (cm)

—&—N-NH4 —0— N-NO2 —3—N-NO3 ---X--- pH —4&—N-NH4 -0 N-NO2 —3—N-NO3 —-Xx-- pH

Figura 5.23: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC, Etapa 4.

5.3.5. Reatores PVC e PS - Etapa 5

O perfil apresentado na Figura 5.24, correspondente a Etapa 5, realizado
aos 913 dias de operacao do reator PVC, ap6s a introducdo de uma fonte de
carbono, conforme mencionado anteriormente, difere de todos os outros perfis ja
apresentados para este reator, pois, desde o ponto mais proximo de alimentacéo
as concentracbes de amoénio, nitrito e nitrato mantém-se praticamente estaveis,
nao variando ao longo do reator, apresentando um alto teor de amonio residual
nao oxidado no reator. Provavelmente, esta ndo oxidagdo do amonio, observada
no perfil, seja devida ao fato de que, com a introducdo de DQO no reator, tenha
ocorrido uma modificacdo da microbiota, propiciando o crescimento de bactérias
heterotréficas, as quais utilizavam todo o oxigénio dissolvido do meio para
metabolizar o carbono, néo restando, assim, oxigénio suficiente para oxidar todo o
amaonio.

Cumpre ressaltar que apos a introducédo da DQO, um grande aumento na
espessura do biofilme aderido nas placas, foi observado. Este fato também foi
observado por HIPPEN et al., (1997) e PYNAERT et al., (2002). Segundo os
autores, este rapido crescimento do biofilme apd6s a adicdo de DQO,
especialmente na série de discos mais proximas ao ponto de alimentacdo € um
fendbmeno relacionado as caracteristicas de reatores do tipo plug-flow, onde as
concentracbes do substrato sdo sempre mais altas préximas ao ponto de

alimentacéo, levando a um crescimento excessivo da biomassa e permitindo o
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crescimento de bactérias heterotréficas nos discos, que serviria como uma matriz

onde as nitrificantes poderiam crescer.
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Figura 5.24: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo dos reatores PVC e PS, Etapa 5.

No perfil exibido na Figura 5.24, relativo a Etapa 5 do reator PS, observa-se
que as concentracdes de amonia e nitrito diminuem enquanto que a de nitrato
aumenta em torno de 20 a 30 cm ao longo do reator, ou seja, semelhante aos
perfis mostrados anteriormente, onde as reacdes também ocorriam em torno dos
20-30 cm. O pH sofre uma ligeira queda, devido a ocorréncia do processo de

nitrificac&o, o qual, gera ions H*, fazendo com que o pH, no reator, diminua.

5.3.6 . Reator PU - Etapa 3

A Etapa 3 para o reator PU, compreendeu o periodo do dia 206 até o dia
564 de operacdo. O perfil apresentado na Figura 5.25, é relativo ao dia 538° de
operacdo (Etapa 3-3), cuja carga aplicada era de 6670 mg N.m?2.d™.

As concentragdes de amonia variaram entre 200 a 100 mgN-NH,4, enquanto
as de nitrato encontravam-se em valores bem préximos a zero ao longo do reator.
No entanto as concentracdes de nitrito se apresentavam entre 600 - 700 mgN-
NO,.L™?. Estas concentracdes de nitrito sdo extremamente elevadas, e segundo
JETTEN et al., (1999), seriam suficientes para inibir irreversivelmente a atividade

dos microrganismos anammox. Porém, deve-se destacar que os estudos de
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inibicdo por nitrito realizados pelos autores, foi em biomassa suspensa. Nenhum
dado na literatura refere-se a inibicdo anammox por nitrito em biofilme. Pode-se
considerar aqui, que a espessura do biofilme no reator de PU seja a espessura do
proprio material suporte, pela elevada porosidade apresentada pelo material.
Desta forma, seria possivel que a concentracdo de nitrito em contato com a
biomassa mais interna do biofilme seja bastante inferior a determinada no liquido,
0 que protegeria 0s microrganismos anammox deste tipo de inibicdo. Esta

caracteristica dos reatores com biofilmes é destacada por HAO et al., (2001).

Reator PU (Etapa 3)
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Figura 5.25: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU, Etapa 3.

5.3.7 . Reator PU - Etapas 4 e 5

O perfil apresentado na Etapa 4 para o reator PU foi realizado aos 720 dias
de operacédo. A Etapa 4 correspondeu aos dias de operagéo ente 565 ao 732, e a
carga aplicada era de 6670 mg N.m?.d. Observa-se neste perfil (Figura 5.26)
que a concentracdo residual de nitrito e nitrato continuaram proximas aquela
observada no perfil da Etapa 3 (Figura 5.25), entretanto, a concentracdo de
amonia dentro do reator diminuiu bastante ficando um pouco abaixo de 200 mg N-
NH,".L™, obtendo-se, deste modo, uma remoc&o de nitrogénio da ordem de 50%
nesta etapa, que corresponde a 3335 mg N.m™?.d* (Tabela 5.7).
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Reator PU (Etapa 4)
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Figura 5.26: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU, Etapa 4.

Na Etapa 5 a carga aplicada foi mais elevada (8280 mg N.m™?.d™) e o perfil
de concentracfes de ions nitrogenados e pH realizado na Etapa 5 para o reator
PU que estd apresentado na Figura 5.27 foi relativo ao dia 913 de operacdao.
Observa-se que os valores de nitrito e nitrato encontram-se bem baixos, ao longo
do reator, enquanto ha uma concentracdo de aménia ndo oxidadada muito alta,
variando entre 800 e 700 mg-N-NH,; ao longo do mesmo. De acordo com o0s
resultados contidos na Tabela 5.7, sabe-se que, o percentual de remog¢éo do
reator PU na Etapa 5 foi em torno de 40%, ou seja, 3312 mg N.m?.d?,
apresentando concentracfes percentuais de nitrito e nitrato na saida do reator de
3 e 8%, respectivamente, um percentual de amonio oxidado de 51%
correspondendo a 4223 mg N.m?2.d™. Este alto residual de aménio n&o oxidado
no reator deve-se, provavelmente a baixa concentracdo de oxigénio dissolvido no
meio, como pode-se verificar na Figura 5.28, tornando-se insuficiente para oxidar
a alta quantidade de amdnio que é aportada ao reator por ocasido da alta carga
aplicada que, neste caso é de 8280 mg N.m?.d*. Entretanto, o aspecto mais
importante observado nesta etapa, assim como na Etapa 4, foi a elevada remocao
de cerca de 3300 mg N.m?.d? a qual é mais elevada do que a obtida por
SIEGRIST et al., (1998), que trabalhando com reator de biodiscos alimentado com
efluente com baixa DQO e altas concentragbes de nitrogénio amoniacal,
obtiveram uma remocdo da ordem de 2000 mg N.m?.d*. Provavelmente, se
aumentassemos a rotacao dos discos, uma maior quantidade de amonia oxidada

seria obtida.
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E importante salientar que esta oxidacg&o até nitrito, so foi obtida quando da
aplicacao de cargas mais elevadas ao reator, no entanto, esta alta carga aplicada
na Etapa 5 gerou um alto residual de amoénia na saida do mesmo, sendo
considerada bastante elevada, se comparada a exigida pela legislagio CONAMA
357 de 17 de marco de 2005 fixada em 20 mgN*, porém, o reator de biodiscos,
reduziu cerca de 50% da elevada carga de N aplicada, o que torna o efluente
muito mais adequado para um tratamento posterior pelos métodos convencionais
da nitrificacdo/desnitrificacdo. Deste modo, esta caracteristica do processo de
eliminacdo de Nitrogénio via ANAMMOX com reatores de biofilmes, o configura
como um eficiente pré-tratamento de &guas residuarias com elevadas

concentracdes de nitrogénio.
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Figura 5.27: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU, Etapa 5.

5.4 . PERFIS DE OXIGENIO DISSOLVIDO

Os perfis de oxigénio apresentados na Figura 5.28, sao relativos aos dias
de operacédo 430, 473 e 913 dias. Observa-se que as concentragdes de OD nos
reatores no dia 430 varia entre 0,3 e 0,5 mg de O,.L™, e no dia 473 tal variacdo
vai de 0,6 a 0,4 mg de O,.L™, concentracdes estas, bem baixas, significando um
estado de limitacdo do OD nos reatores na Etapa 4.

No perfil de OD realizado no dia 913 de operacdo, o comportamento para
os reatores PVC e PS é similar ao apresentado na Etapa 4, apenas para o reator
PU as concentracdes de OD foram um pouco mais baixas variando de 0,26 a 0,08
mg O,.L™.
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As temperaturas medidas nos reatores, no momento da realizagéo de tais
perfis eram, respectivamente, 24 °C e 19 °C. Percebe-se que, embora haja uma
variacdo de temperatura de 5 °C, a diferenca na concentracdo de OD é pequena
e varia em torno de 0,2 mg de O,L™?. Esta observacdo é importante, pois
constata-se que as concentracdes de OD nos reatores mantém-se em baixos
valores mesmo durante o inverno, quando as temperaturas sdo mais baixas, o
que facilitaria a dissolu¢do do oxigénio no meio liquido.

Segundo o modelo proposto por HAO et al., (2002) com uma concentracao
de oxigénio dissolvido no liquido em torno de 1,3 mg O,.L™" e uma espessura
minima de biofilme de 1mm é uma condi¢cdo apropriada para remog¢ao do amonio
pelo processo anammox. Neste caso, comparando-se com os dados fornecidos
pelo autor, é de se esperar que, embora com uma espessura do biofilme menor
do que 1mm, seja possivel obter condi¢cdes andxicas no interior do mesmo, pois a
concentracdo média de OD neste trabalho (J0,5mg.L™) é bem mais baixa do que
a indicada por HAO et al (2002).

Perfil em 430 dias (T = 24 oC) Perfil em 473 dias (T = 19 oC)
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Figura 5.28 : Perfil de oxigénio dissolvido nos reatores durante os dias 430 e 473
de operacdo, referentes a Etapa 4 nos reatores PVC e PS e Etapa 3 no
reator PU, e Etapa 5 (913 dias) para todos os reatores.
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5.5 . DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DE

OXIDACAO DO AMONIO

Na Tabela 5.4 sdo apresentados os dados obtidos a partir dos ensaios de
respirometria da biomassa retirada dos biofilmes dos reatores de PVC, PS e PU
aos 540 dias de operacdo. Os resultados obtidos pelos ensaios foram ajustados
ao modelo cinético apresentado na Equacdo 4.10, item 4.7.3 (Material e
Métodos). Para a determinacdo dos parametros cinéticos da biomassa, os dados
apresentados na Tabela 5.8 séo referentes aos valores ja corrigidos obtidos pela
Equacéo 4.7.

O modelo de Monod (item 4.7.3, Equacgéo 4.11) também foi utilizado para
ajustar os resultados obtidos. Porém, o modelo de Monod ndo apresentou um
bom ajuste dos dados experimentais, obtendo-se, assim, valores muito baixos de
R? optando-se, entdo, por ndo apresentar-se aqui 0s parametros cinéticos
obtidos por este modelo. O modelo de Andrews, por sua vez, inclui um parametro
que representa inibicdo pelo substrato (Ki), e portanto, foi mais adequado para
representar os resultados obtidos.

Inicialmente foi feita uma caracterizacédo do inoculo, e os resultados dos
parametros obtidos para o in6culo dos reatores, de acordo com o modelo de
Andrews foram: Ks = 1,5 mgN-NH,.L e Ki= 26,7 mgN-NH,.L™.

Tabela 5.8: Parametros cinéticos da biomassa dos reatores PVC, PS e PU no
dia 586 de operacéo.

" Reator PVC
Parametro

5cm 20 cm 40 cm
Ks (mgN-NH,") 4841  261,3  100,2
Ki (mgN-NH,"%) 6770 3206 1139

Reator PS

Ks (mgN-NH;™™) 329,6 123,6 -
Ki (mgN-NH,"%) 4406 1774 -

Reator PU

Ks (mgN-NH;™) 133,8 101,0 75,1
Ki (mgN-NH,"™%) 331,8 296,3  250,1
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Quando observamos os valores de Ks ao longo dos trés reatores (Tabela
5.4), percebe-se uma diminuicdo deste parametro, podendo indicar que, as
bactérias oxidadoras de amoénio, no inicio e no final do reator encontram-se em
estados fisiologicos completamente diferentes, provavelmente pela diferenca de
concentracdo de substratos nos pontos estudados.

Os parametros Ki de todos os reatores, apresentados na Tabela 5.4
comparados ao inéculo aumentaram bastante, indicando a adaptacdo da
biomassa dos reatores as elevadas concentracbes de amoénio, uma vez que
concentracfes bem maiores deste substrato sdo necessarias para diminuir a sua
atividade de oxidacdo de amonio. De forma geral, este parametro ao longo dos
reatores tende a baixar, indicando um aumento da inibicdo pelo substrato ao
longo dos reatores. Entretanto, os diferentes valores de Ki encontrados nos
ensaios podem estar relacionados, ndo apenas com a concentracao do substrato
amoOnio, mas com o produto nitrito (ndo analisado durante o0s ensaios de
respirometria), que provavelmente chegaram a niveis bem elevados e também

sao inibidores da atividade de oxidacdo de amonio.

5.6 . Ensaio de Atividade Autotréfica Anaerdbia de Elimi nacao
de Nitrogénio

A biomassa foi retirada aos 899 dias de operacdo dos reatores para a
realizacdo do teste de atividade anammox, uma vez que neste periodo era
observada uma remocéo de nitrogénio da ordem de 2134 mg N.m?2.d}, 1080 mg
N.m?2.d? e 3312 mg N.m?2.d* para os reatores PVC, PS e PU, respectivamente.
As concentracbes celulares utilizadas neste teste foram 3,32 g SST.L™ (PVC),
2,759 SST.L™* (PS) e 2,72g SST.L* (PU), enquanto que as concentracdes de
aménio e nitrito foram de 100 mg N-NH4 L™ e 25 mg N-NO,.L™>. O procedimento
para realizacdo do teste esta descrito no item 4.7.4 (Material e Métodos).

A Figura 5.29 apresenta o resultado do teste de atividade anammox para
0s trés reatores. Nesta é possivel observar que as concentragcbes de aménio e

nitrito ndo mudam em func&o do tempo para os reatores PVC e PS, evidenciando
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que ndo foi possivel verificar remocdo anaerObia nestes dois reatores. No
entanto, observa-se que no reator de PU, tanto as concentragcbes de amonio
(Figura 5.29 (a)) como de nitrito (Figura 5.29 (b)) diminuem ao longo das 72 horas
de teste, sendo possivel verificar uma remocao anaerobia de 23% de nitrogénio.
As concentracdes de aménio baixaram de 91,23 para 76,5 mgN-NH,.L™, ou seja,
em 72 horas foram consumidas 14,73 mgN-NH..L?, o que resulta em uma
velocidade de remocéo especifica, tendo nitrito como aceptor de elétrons de 1,8
mgN-NH,4.gSST™.d*?, ou seja, uma velocidade muito baixa, quando comparada a
velocidade de remocao obtida por PYNAERT et al. (2004), onde os autores,
utilizando um bio-reator de filme fixo inoculado com lodo proveniente de um reator
de biodiscos rotativos, obteve, em um teste realizado em condicbes anaerdbias
dentro do proprio reator, uma velocidade especifica de remocao de 434 mgN-
NH4.gSSV*.d™.

Esta baixa atividade obtida nos testes cinéticos, pode, provavelmente, ser
explicada pelo fato de que, ao realizar-se o teste anaerdbio, a biomassa foi
retirada das placas e homogeneizada, e isso pode ter causado danos fisiolégicos,
OuU mesmo exposto as bactérias anammox ao contato com oxigénio no momento
da raspagem, além de desfazer a estrutura do biofime formado. Segundo
SHIMKETS & BRUN (1999), a formacédo de biofilmes constitui uma forma de
desenvolvimento microbiano. De acordo com estes autores, modificacdes na
forma podem se refletir em mudancas nas relacdes entre individuos e grupos de
células; isto é, a bactéria resiste a uma transicdo da forma livre para uma
existéncia baseada em uma complexa comunidade de organismos, na qual os
microrganismos devem integrar sinais interna e externamente, tomar substrato de
seus vizinhos pela determinacdo de sua densidade e espécie e coordenar uma
série de comportamentos multicelulares sincronizados que estdo provavelmente
associados as mudancas morfologicas.

O'TOOLE et al., (2000) relata também, que, embora alguns conceitos
gerais possam ser aplicados a formacédo de todos os biofilmes, existem muitos
comportamentos especificos de determinadas espécies que refletem uma
necessidade Gnica de cada microrganismo que compde o biofilme. E importante,
entdo, ter em mente, que a maioria dos biofilmes representa um consércio de
multiplas espécies. As multiplas espécies de biofilmes seguramente desenvolvem

a habilidade de se comunicarem entre si e sugerem a possibilidade de
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organismos em particular que desempenham papéis especializados na
comunidade.

Estas observagbes parecem ser particularmente importantes no processo
anammox, onde se sabe que varias espécies de microrganismos estdo envolvidos
e trabalham em uma perfeita simbiose, segundo o modelo proposto por EGLI et
al., (2003), apresentado no item 3.5.3.

A bioquimica do processo anammox também ndo estd totalmente
esclarecida, mas sabe-se que compostos como o NO e NO, gasosos induzem
enzimas como a nitrito redutase, essencial para a formacéo da hidroxilamina, que
€ o0 real substrato para a oxidagcdo do amoénio pelo processo anammox (van de
GRAAF et al., (1997).

Refletindo-se sobre as informacfes transmitidas pelos paragrafos
anteriores, provavelmente, se houvesse a possibilidade de realizar-se o teste
anaerébio nos préprios reatores, seria possivel medir-se a real remocéo
anaerobia dos mesmos, no entanto, esta alternativa, infelizmente, néo foi possivel

de ser executada nas condi¢cdes operacionais dos reatores naquele momento.
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Figura 5.29 : Teste cinético de atividade anammox com biomassa suspensa para
os reatores PVC, PS e PU. (a): Concentragbes de amonio no teste
anaerobio, (b) Concentracdes de nitrito no teste anaerobio.

Na mesma biomassa do reator PU, adicionou-se mais nitrito ao teste,
alcancando-se uma concentracdo de 69,32 mg N-NO.,.L™ dentro do frasco do

ensaio, e manteve-se o teste anaergbio, pois, a principio, imaginou-se que a baixa
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remoc¢do do reator PU poderia, provavelmente, ser devida a baixa concentracao
de nitrito do primeiro teste, que era de 25mgN.L™.

A Figura 5.30 (a) e (b) apresenta os resultados do segundo teste; nela,
observa-se que, desta vez, ndo houve remocao anaerébia no reator PU, pois, as
concentragcbes de amonia e nitrito permaneceram inalteradas durante todo o
teste, o que provavelmente ocorreu devido & uma inibicdo pelo nitrito, que, neste
caso, devido & estar em uma concentracdo mais alta (69,32 mg N-NO,.L™)
poderia ter sido inibitério para as bactérias anammox, ja que, devido a raspagem
do biofilme e sua exposicdo ao ar, como ja comentado anteriormente, estariam

mais suscetiveis a estas concentragdes.

5.7 . Ensaio de Atividade Autotréfica Aerdbia de EI  iminacéo

de Nitrogénio

Devido a néo observagédo de remog&o anaerdbia no primeiro teste com as
biomassas dos reatores de PVC e PS, injetou-se 50 cm® de ar nos mesmos
frascos utilizados no primeiro teste.

Na Figura 5.30 (a) e (b), pode-se observar os resultados obtidos nestes
ensaios. As concentra¢cdes de amonia e nitrito diminuiram, ndo sendo detectada
a presenca de nitrato ao longo do teste. Desta forma, demonstrou-se, que houve
remocao aerdbia autotréfica de nitrogénio pelas biomassas dos reatores PVC e
PS.
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Figura 5.30 : Teste cinético de atividade aeroObia para os reatores PVC e PS e de
atividade anammox para o0 reator PU com biomassa suspensa. (a)
Concentracfes de amobnia no teste aerdbio para os reatores PVC e PS e
continuacdo do teste anaerébio para o reator PU. (b) Concentracbes de
nitrito para teste aerobio nos reatores PVC e PS e continuacdo do teste
anaeroébio no reator PU.

Para a biomassa do reator PVC, as concentracdes de amonio cairam, ao
longo de 72 horas de teste, de 91,33 para 61,14 mg N-NH4.L™?, enquanto as de
nitrito, foram de 26,21 para 2,6 mg N-NO,.L™?, obtendo-se uma remocdo de
nitrogénio de 46% e uma velocidade especifica de remocao de nitrogénio de 5,39
mg N.m2.d*. Para a biomassa do reator PS, as concentracdes de aménio cairam
de 100,86 para 68,33 mg N-NH,"?, enquanto as de nitrito foram de 26,21 para
20,65 mg N-NO,.L™ correspondendo a uma remoc&o de nitrogénio de 64% e uma
velocidade especifica de remocao de nitrogénio de 9,93 mg N.m™?.d™%.

Devido a um residual de aménio e nitrito ao final do segundo teste aerobio
com a biomassa dos reatores PVC e PS, borbulhou-se mais 50 cm® de ar nos
mesmos frascos, objetivando-se verificar se 0 processo de remogao estacionou
devido a baixa concentracdo de nitrito apos 72 horas, ou, se por falta de oxigénio
dissolvido no meio.

No teste com a biomassa do reator PU, ap0s o término do teste anaerdébio,
borbulhou-se também 50 cm?® de ar, para verificar a ocorréncia de remocéo de
nitrogénio pela via autotrofica aerébia no mesmo.

A Figura 5.31 (a) e (b) apresenta os resultados obtidos nestes testes para

os reatores PVC, PS e PU. Nela observa-se, que, em todos o0s reatores a
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concentracdo de amonio vai a zero ou valores bem baixos durante as primeiras
24 horas de teste.

No teste aerObio com a biomassa do reator PVC, a concentracdo de
aménio no inicio do teste era de 61,14 caindo para 2,56 mg N-NH,.L™ durante as
primeiras 24 horas do teste, mantendo-se assim até o final (72horas), enquanto
que a concentracdo de nitrito no inicio do teste era de 2,6 mg N-NO,.L™ caindo a
zero apés 24horas obtendo-se uma remocao de 96%, e uma velocidade
especifica de remocao de nitrogénio de 18,4 mg N.m™2.d™.

Nos ensaios com as células retiradas do reator PS, as concentracdes
iniciais de amoénio (24,62mg N-NH4.L™Y) e nitrito (20,65mg N-NO,.L™") ja eram
baixas desde o inicio do teste, caindo para zero em 24 horas. A remocao aqui foi
de 99% uma velocidade especifica de remocé&o de nitrogénio de 16,36 mg N.m’
2d™.

Na biomassa do reator PU, a concentragcdo inicial de amoénio era de
84,49mg N-NH,.L™ e de nitrito de 64,19mg N-NO,.L™, as quais, durante 24 horas
cairam para 6,12mg N-NH4..L? e 48,56mg N-NO,.L™, respectivamente e a
remocao aqui foi de 63% uma velocidade especifica de remocao de nitrogénio de
28,27 mg N.m2.d™.
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Figura 5.31 : Teste cinético de atividade aerdbia para os reatores PVC, PS e PU
com biomassa suspensa. (a) Concentracdes de ambnia em teste aerobio
para os reatores PVC, PS e PU. (b) Concentracdes de nitrito em teste
aerdbio para os reatores PVC, PS e PU.
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Os resultados obtidos nos testes aerdbios autotroficos de remocdo de
nitrogénio demonstram um aumento na velocidade especifica de remocao para os
reatores PVC e PS, aparentando provavelmente, uma aclimatacdo dos
microrganismos envolvidos, melhorando, assim, o seu desempenho. No entanto,
dentre os biofilmes testados, a biomassa removida do reator PU foi a que
apresentou a mais alta velocidade especifica de remocao aerdbia de nitrogénio,
assim como, foi a Unica que apresentou remocao anaerdbia, indicando que,
provavelmente, o poliuretano foi o material, dentre os testados, que demonstrou
um melhor desempenho. Os ensaios cinéticos demonstraram a flexibilidade
metabdlica dos microrganismos constituintes das biomassas em termos de
remocao de nitrogénio

A concentracéo inicial de oxigénio dissolvido (OD) medida nos frascos para
0s ensaios aerébios foi de 0,98 mg de O,.L™>. De acordo com SCHMIDT et al.,
(2003), meios de cultivo cujas concentracbes de OD estiverem acima de 0,8
mgO,.L™ sdo considerados estar em condi¢des aerdbias.

SCHMIDT et al., (2003) relatou que as bactérias oxidadoras de amonia na
presenca de oxigénio (>0,8 mg O,.L™), convertem aménia a nitrito. Em
concentracdes de OD abaixo de 0,8 mg O,.L™, ou seja, condicdes restritivas de
oxigénio, as mesmas utilizam pequenas quantidades do nitrito produzido como
aceptor final de elétrons, produzindo NO, N,O e N,. Na auséncia de 6xidos de
nitrogénio, cerca de 15% da amonia convertida pode ser desnitrificada sob
condi¢cbes anoxicas.

Baseado nas informacbes do paragrafo anterior, acredita-se,
provavelmente, que a explicacdo para a remocao aerObia obtida no segundo e
terceiro testes, seja que, inicialmente havia amdnia juntamente com nitrito, no
entanto, este nitrito inicial ndo foi utilizado pelas BOA para desnitrificacao pois néo
havia condicdes restritivas de OD no meio de cultivo para formacéo dos 6xidos de
nitrogénio. Deste modo, as BOA, em condi¢cdes aerdbias transformaram a
amonia presente, sob a acdo da enzima amoOnia monoxigenase em hidroxilamina
(Equacgdo 5.1), a qual, é posteriormente oxidada a nitrito (6xido nitroso HNO,),
(Equacéo 5.2), assim, a concentracdo de oxigénio no meio foi diminuindo até
atingir valores abaixo de 0,8 mg de O, (condicées restritivas de oxigénio). A

partir deste momento, a producdo de nitrito através da oxidacdo da amodnia
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comecga a produzir oxidos de nitrogénio (NO, N,O) em quantidades traco
(Equacéo 5.3) (SCHMIDT et al., 2003). O NO é oxidado produzindo NO; (N2O,)
(Equacéo 5.4) onde o mesmo funciona como indutor da atividade desnitrificante
das BOA produzindo nitrogénio gasoso tendo nitrito como aceptor final de elétrons

(Equacéo 5.5) (Processo NOX).

NH; + O, + 2H" + 2¢¢ — NH,OH + H,O (5.1)
NH,OH + H,O —  HNO, + 4H" + 4e (5.2)
NH; + N,O4 + 2H" + 260 —  NH,OH + 2NO + H,0 (5.3)
2NO + O, — 2NO; (N20.) (5.4)
HNO, + 3H" + 3¢ — 0.5N; + 2H,0 (5.5)

A remocdo de nitrogénio no segundo teste aerdbio autotréfico parou,
provavelmente devido ao consumo de todo o OD do meio, ocorrendo,
possivelmente, a interrupcdo do processo de oxidacdo da amobnia,
consequentemente, afetando a producdo dos éxidos NO e NO,, no entanto, este
mecanismo de funcionamento dos o6xidos de nitrogénio ainda nao esta
suficientemente compreendido, sendo ainda, objeto de muitas pesquisas.

Cumpre ressaltar, que, a remocéao de nitrogénio obtida nos testes aerobios
autotroficos, ocorreu sem que houvesse a adicdo dos 6xidos NO, ou NO, e
mesmo quando realizou-se o teste aerdbio descrito no item 5.2, pagina 94, cujas
concentracdes de OD do meio eram mantidas em torno de 6,0 mg O,.L™, obteve-
se remocao aeroObia autotrofica, levando-se a crer que provavelmente os Oxidos
de nitrogénio sejam formados pelas BOA, nao s6 sob limitacdo de oxigénio, como
também sob condi¢cdes plenas de aeragdo, permitindo a formacdo do dimero
N,O4, agente oxidante da amonia sob condicbes aerébias e anaertbias. E
provavel que alguma espécie de BOA dentro do conjunto das que foram
identificadas na biomassa dos reatores através dos testes FISH tenha esta
habilidade em particular. Enfim, estes fatos devem ser investigados mais
profundamente, para um maior conhecimento sobre estes microrganismos tao

versateis que sao as bactérias oxidadoras de amonia.
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HELMER & KUNST (1998) realizaram testes em batelada, nos quais, 0
meio era agitado e aerado constantemente, mantendo-se uma concentracdo de
OD de 1,0 mg O..L™ ao longo do experimento, e concentracgéo celular de 3,0 g.L™
e concentracdo de aménia de 60 mg N-NH,*, utilizando meio completamente
autotréfico e biomassa removida de um RBR, ou seja, condi¢cdes semelhantes as
utilizadas nos testes de aerdbios autotroficos, obtiveram uma remocgdo de
Nitrogénio de 50% ao longo de 240 horas (velocidade especifica de remocéo:
1mg N-NH,".gSST'.d®. No entanto a velocidade de remocdo obtida pela
biomassa nestes testes foi bem mais alta do que a velocidade obtida com a
biomassa utilizada nos testes realizados por HELMER & KUNST (1998).
Principalmente no terceiro teste, para o reator PU, onde a concentracéo inicial de
amonio era de 84,49mg N-NH..L™?, caindo, durante 24 horas para 6,12mg N-
NH4.L™?, ou seja, a remocdo aqui foi de 63% em 24 horas de teste (velocidade
especifica de remocdo: 29 mg N-NH,;".gSST™.d™"), demonstrando assim, uma
eficiéncia e velocidade de remocéo de nitrogénio quase 30 vezes maior do que
os obtidos pelos autores acima.

Diferentemente do ocorrido nos testes de remocgéo autotréfica aerdbia, e
dos resultados obtidos por HELMER & KUNST (1998), um experimento realizado
por PYNAERT et al. (2003), consistindo em um teste em batelada utilizando-se
biofilme removido de um reator RBR alimentado com meio autotrofico, o qual foi
aerado em meio contendo amonia e nitrito durante 48 horas, e, no entanto, nao foi
observado nenhuma remocéo.

A presenca de nitrato foi detectada apenas apos o final do terceiro teste
aerdbio autotréfico, porém, em concentracdes muito baixas (abaixo de 1mg.L™ N-
NOs3), indicando, que as a BON, estdo presentes na biomassa dos reatores em
pequenas quantidades, como se pode verificar nos testes de NMP (Tabela 5.6).
Porém, quando em algum momento a carga nos reatores foi diminuida devido a
problemas operacionais, tem-se sempre um residual de nitrato, provavelmente,
devido ao fato destas competirem com outros grupos de bactérias presentes nos
reatores: bactérias anammox, e principalmente com as BOA. Segundo PYNAERT
et al. (2003), existem as seguintes competicdes em biofilmes: as BOA e as BON
competem por O,, as bactérias anammox e as BON competem pelo nitrito (NO3).

SLIEKERS et al.,, (2005) em revisao de literatura comentam que, sob

condi¢bes limitantes de oxigénio, BOA e BON competem pelo oxigénio, e nesta
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competicdo as BON perdem, pois sua afinidade pelo oxigénio é menor do que a
da BOA. O mesmo autor comenta ainda que, em um sistema alimentado apenas
com amonio, que é o caso dos RBR utilizados no presente trabalho, as BON séo
mais sensiveis a inibicdo por amoénia livre do que as BOA. Além disso, SCHMIDT
et al. (2003) relata que os oOxidos de nitrogénio (NOx) séo téxicos para alguns
microrganismos, dentre eles: bactérias oxidadoras de nitrito (BON) e bactérias
heterotréficas, com reducdo do numero de células das BON.

Este fato estd de acordo com o comportamento observado no reator PVC,
onde, até o final da Etapa 3 as concentracBes de nitrato estavam elevadas,
porém, ao se elevar a carga de 2875 mg N.m?.d* para 6670 mg N.m?2.d™*, a
concentracdo de nitrato cai sensivelmente, apresentando apenas um pequeno
residual na saida do reator.

De maneira geral, observa-se nos 3 reatores, que, ao se aplicar cargas de
amonio mais baixas do que 6670 mg N.m?.d™, comeca a haver um aumento da
concentracdo de nitrato nos mesmos, confirmando o fato, de que, altas
concentracbes de amoénio geram um aumento de amonia livre, bem como
condicdes restritivas de oxigénio, além da formacdo dos 6xidos de nitrogénio,
onde o NO exerce efeito toxico sobre as BON, suprimindo a acdo destas. Além
disso, de acordo com PYNAERT et al. (2003), devido as condi¢Bes de limitacdo
de oxigénio em reatores de biodiscos, estas bactérias tendem a crescer nas
partes mais externas do biofilme, devido & sua afinidade com o oxigénio mais
baixa do que as BOA, e devido também ao comportamento dindmico do biofilme
(desprendimento e novo crescimento das partes mais externas) as BON nao
consigam se manter em grande namero nos biodiscos.

ApoOs uma analise dos resultados observados, sobre o comportamento dos
reatores de biodiscos rotativos utilizados neste trabalho, acredita-se que os
seguintes processos de remocdo ocorram simultaneamente nos mesmos:
processo de remocao autotrofica anaerdbia ou processo ANAMMOX, processo de
remocao autotrofica sob condigbes restritivas de oxigénio, assim como, sob
condi¢cdes completamente aerdbias (processo NOx), sem adicdo dos éxidos de
nitrogénio, evidenciando-se, assim, o comportamento versatil das BOA. No reator
PVC, além de todos estes processos, provavelmente, alguma remocao

heterotréfica também poderia ter ocorrido.
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5.8 . CARACTERISTICAS DOS MATERIAIS SUPORTE QUANTO
A FORMACAO DE BIOFILME

Apenas relembrando o que ja foi comentado no item 4.3, as determinacoes
de SST no fundo dos reatores foram realizadas com o objetivo de verificar-se, 0
comportamento dos materiais utilizados: PVC, PS e PU, em relagéo a adesao dos
microrganismos. A densidade dos materiais suporte PVC, PS e PU foi medida
através do meétodo de Arquimedes e foram, respectivamente, as seguintes: 0,92;
1,04; 0,049 g.cm™.

Na Figura 5.32 estdo apresentadas fotografias realizadas através de
microscopia eletrdnica de varredura exibindo a estrutura superficial destes
materiais utilizando-se um aumento de 120 vezes. Como pode ser observado,
nesta Figura as ranhuras apresentadas no PVC e PS, sdo resultado do
“lixamento” destes materiais para facilitar a adesdo dos microrganismos. Porém,
observa-se que o PU apresenta cavidades tipo “colméia” em seu interior, que

também auxilia na fixagdo de microrganismos.

Spot Magn  Det WD F—————— 200m
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Figura 5.32 : Fotografias com aumento de 120 vezes dos materiais exibindo sua
estrutura superficial.

No inicio da operacdo dos reatores, constatava-se visualmente o facil
desprendimento dos biofilmes aderidos as placas, onde os mesmos voltavam a se
formar apds algum tempo. Tal constatacdo era mais evidente no reator PVC, e,
como se pode observar, tanto na Tabela 5.9, como na Figura 5.33, o reator PVC
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apresenta valores de SST retirados do fundo do reator mais altos em seguida o
Poliuretano e por ultimo o Poliestireno. No entanto, deve-se levar em conta que
o PU apesar de liberar mais biomassa do que o PS, por ser muito poroso, retém
uma maior quantidade de biomassa em seu interior. Em periodos mais
avancados (461 dias) os trés convergem para valores, em média, bem préximos,

apresentando biofilmes mais estaveis.

Tabela 5.9: Determinacdo de solidos suspensos totais retirados do fundo dos
reatores ao longo do periodo de operacao

Dia de PVC PS PU
operacdo  (mMgSSTL™') (mgSSTLY) (mgSSTL?
229 dias 1735 1208 1510
320 dias 1090 675 865
461 dias 408 374 404
624 dias 626 552 488

Dentre os materiais utilizados, o que levou mais tempo até poder-se
visualizar uma camada de biofiime densa foi o PVC, e foi também o que
apresentou valores maiores de biomassa desprendida. O PS apresentou uma
boa uniformidade na formac&o do biofilme e uma boa estabilidade também,
resistindo melhor aos aumentos de carga, em relacdo ao desprendimento do
biofilme. Como se pode visualizar na Figura 5.33 assim como na Tabela 5.5, o
PS foi o que apresentou menores valores de desprendimento de SST. ApOs 0s
400 dias de operacdo a quantidade de biofilme desprendido apresenta valores
bem proximos, ndo sendo possivel afirmar qual dos materiais teve maior ou
menor desprendimento de biomassa.

Entretanto, apesar do PS ter um menor desprendimento de biomassa, nao
foi o reator que apresentou a melhor eficiéncia em termos de remocdo de
nitrogénio. Esta observacdo nos leva a crer que, ndo apenas a fixagdo dos
microrganismos seja importante, mas que principalmente, a possibilidade de
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formacado de um biofilme mais espesso seja decisiva na implementacdo do
processo anammmox.

Cumpre ressaltar que, em certo momento houve problemas operacionais,
onde os biodiscos ficaram parados durante um periodo de 72 horas, apos este
periodo, estando as condi¢cdes operacionais dos reatores normalizadas, a parte
exposta ao ar, dos biofilmes nos reatores PVC e PS se desprenderam
completamente do material suporte, causando uma forte queda na eficiéncia
destes reatores (dados ndo mostrados), o que nao aconteceu com o reator PU,
gue inicialmente apresentou queda na eficiéncia, mas logo depois recuperau-se

rapidamente.
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Figura 5.33 : Valores de SST obtidos para o fundo dos reatores PVC, PS e PU.

Através das fotos realizadas por microscopia eletrénica no dia de operacao
333, apresentadas na Figura 5.34, pode-se verificar que a espessura do biofilme
de PS (0,23mm) foi em média seis vezes maior do que o biofime PVC. No
entanto, na Etapa 5 apds a adicdo de matéria organica no reator PVC, como ja
comentado no item 5.1.5, a espessura do biofilme aumentou expressivamente,
chegando a preencher todo o espacgo vazio entre as trés primeiras placas do
reator. A espessura do biofilme nestas cinco primeiras placas ficou igual a

distancia entre as placas do reator PVC, que, neste caso foi de 0,7cm.
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Como o PU é um material extremamente poroso, ndo € possivel definir
onde o biofilme inicia ou termina. Considerou-se como a espessura do biofilme, a
propria espessura do disco (10mm).

Cumpre ressaltar, que, periodicamente, os lodos acumulados nos fundos
dos reatores eram removidos, garantindo que os resultados apresentados na
Tabela 5.5 refletem as quantidades de sdlidos gerados e desprendidos do meio
suporte. Além disto, os resultados de eficiéncia dos reatores, apresentados na
Figura 5.7 também referem-se apenas a atividade da biomassa aderida.

eV SpotMagn  Det Wb ——1 100pm
DKV 50 150x SE 116 M2 Espessura
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Figura 5.34 : Fotografias obtidas através de microscopio eletrénico de varredura
dos biofilmes PVC e PS apés 333 dias de operacao dos reatores.

5.9 . CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DOS BIOFILMES

O estudo da microbiota dos biofilmes formados nos diferentes materiais
suporte foram realizados pela técnica do numero mais provavel para as bactérias
nitrificantes, pela observacdo em microscopio 6tico, bem como pela técnica de

Fluorescence In Situ Hibridization (FISH).
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5.9.1 . Numero Mais Provavel (NMP)

Os resultados apresentados na Tabela 5.10 exibem os valores estimados
para as populacdes de bactérias oxidadoras de amoénia (BOA) e bactérias
oxidadoras de nitrito (BON) no lodo utilizado como inGculo e nos materiais suporte
ap6s 319 (Etapa 3) e 460 dias (Etapa 4) de operacéo dos reatores. E possivel
observar-se, que, de um modo geral, houve um aumento na populacédo de BOA e
uma diminuicdo na populacdo de BON durante este periodo, provavelmente,
porque a populacédo de BON sofreu, aparentemente, os efeitos de limitacdo de
OD devido as altas concentracdes de amonia aplicadas ao sistema. No entanto,
mesmo a concentracdo de BON apresentando-se bem baixa, percebe-se, ao se
observar a Figura 5.6, que durante este periodo a nitrificacdo completa ndo foi
muito afetada nos reatores PVC e PS, tal efeito foi mais intenso no reator PU

apresentando acumulo de nitrito.

Tabela 5.10: Estimativa das populacdes de BOA e BON expressa em NMP/gSST
durante o periodo de operacao dos reatores.

Amostra PVC PS PU
BOA BON BOA BON BOA BON
Inbculo  1,3x10°  4,7x10* 1,3x10° 4,7x10* 1,3x10° 4,7x10*
319 >10° 1,45x10° 5,23x10° <10 >10° <10

460 2,2x10%8  1,2x10  2,9x10° <10 1,3x10°  9,7x10

5.9.2 . Fluorescence in Situ Hibridization (FISH)

Os resultados das analises de FISH das amostragens realizadas nos 3
materiais suporte em relagdo ao indculo encontram-se divididos entre os grandes
grupos de bactérias nas Figuras 5.35a, 5.35b e 5.35c e 0s grupos mais
especificos das bactérias oxidadoras de amébnio (BOA) e das bactérias
oxidadoras de nitrito (BON), nas Figuras 5.36a, 5.36b e 5.36¢c e 5.37a, 5.37b e

5.37c, respectivamente.
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De uma maneira geral, pode-se afirmar que nas diferentes cargas de
amonio aplicadas aos reatores as Eubactérias aumentaram no decorrer da
operacdo dos mesmos. Por outro lado, as Alflb, onde se encontram varias
espécies de oxidadoras de nitrito incluindo o género Nitrobacter, diminuiram no
PS e PU (Figuras 5.35b e 5.35c), As gama-proteobactérias permaneceram
relativamente constantes, tendo um decréscimo apenas na primeira Etapa de

operacao.
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Figura 5.35 : Grandes grupos de eubactérias.

Quanto as bactérias responsaveis pela oxidacdo do amoénio (Figuras
5.36a, 5.36b e 5.36¢), além das Nitrosomonas sp, presentes em todas as etapas
de operacdo dos reatores, houve, principalmente, o aparecimento do género
Nitrosococos mobilis, observado pela sonda Nmv. No reator PVC, a espécie
Nitrosococos mobilis, esteve presente durante todas as Etapas, enquanto nos
suportes de PS e PU esta espécie surgiu apenas nas Etapas 2 e 3 com cargas

mais altas de aménio. Este género de BOA foi mais abundante no reator PU.
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Nitrosolobus multiformis, Nitrosospira briensis, Nitrosovibrio tenuis também
foram oxidadoras de amoénio que apareceram nas etapas dos reatores onde
cargas mais elevadas foram aplicadas.

Quanto as oxidadoras de nitrito o Unico género de BON observado no
in6culo foi o filo Nitrospira (sonda Ntspa712) e o género Nitrospira sp (sonda
Ntspa662). Bactérias do filo Nitrospira foram as que apresentaram menor
abundancia, exceto no reator com PVC na etapa 2, nao foi detectada na etapa 4
(540 dias) no PVC e foram raras nos reatores PS e PU, confirmando os
resultados obtidos no teste NMP (Tabela 5.6).
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Figura 5.36: grupos especificos de bactérias oxidadoras de amoénio nos 3
reatores nas difentes fases.
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E interessante destacar que, apesar do género Nitrobacter sp ser citado na
literatura como o género mais comum de BON, este nao foi detectado no inoculo,
que era lodo de um sistema de lodos ativados tratando esgoto doméstico, onde a
carga de nitrogénio é de aproximadamente 20mg.Ll.d. O aumento de carga
aplicado aos reatores, deram lugar a outros géneros de BON anteriormente nao
detectados, como a Nitrobacter sp e a Nitrococos mobilis.
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Figura 5.37: grupos especificos de bactérias oxidadoras de nitrito nos 3
reatores nas diferentes fases.



133

E importante destacar que o Reator PVC como material suporte (Figura
5.35a) apresentou a presenca de Nitrospina gracilis (sonda Ntspn 693) na carga
mais elevada. Esta bactéria nunca foi anteriormente descrita em sistemas de
tratamento de efluentes, e, por ser uma haldfila obrigatéria, parece ter se
favorecido do aumento da concentracdo de cloreto de amdnio no meio sintético
de alimentacdo. Entretanto, esta mesma bactéria ndo foi observada nos demais
materiais suporte estudados.

No Reator PU com carga de 3310 mg N.m?.d* (Etapa 2), ndo foi mais
observada a Nitrospira sp, dando lugar a outras oxidadoras de nitrito, conforme
pode ser observado na Figura 5.35.c, como as do género Nitrobacter sp e
Nitrococcus mobilis. Nesta Etapa, pode-se observar nos resultados de
acompanhamento do desempenho dos reatores apresentados na Figura 5.6
ocorreu um acumulo temporario de nitrito, especialmente no reator contendo PU,
0 que pode ter favorecido a aparecimento destas bactérias. HUNIK et al., (1994),
relataram a elevada resisténcia de Nitrobacter gracilis ao substrato nitrito em
valores de pH entre 6,5 e 8,5. Além disto, o Nitrococos mobilis € uma haldfila
obrigatéria e apareceu em todos 0s reatores nas cargas mais elevadas,
provavelmente pela sua elevada tolerancia ao sal.

Reatores do tipo RBR tém sido freqlientemente descritos na literatura para
0 estabelecimento do processo de oxidacdo anaerObia do ion amodnio
(ANAMMOX) (PYNAERT et al., (2003), SIEGRIEST et al., (2001) no interior do
biofiime formado. Entretanto, bactérias responsaveis por este processo,
normalmente detectadas pela sonda AMX820, ndo foram observadas em nenhum
dos reatores. Apenas na Etapa 4 estas bactérias foram detectadas (raras) nos
reatores PS e PU (202. placa), sugerindo que tais bactérias estavam presentes
nos reatores desde o inicio, porém em quantidades que n&o poderiam ser
detectadas pelo método FISH e como 0 seu crescimento é bastante lento sua

presenca pode ser detectada apenas apos 540 dias de operacéo.

5.9.3 . Microscopia Otica dos Biofiimes

A estrutura dos biofiimes, a abundancia de bactérias filamentosas e a

presenca de protozoarios/micrometazoarios foram analisados através de
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microscopia otica em amostras retiradas dos trés materiais suporte. Durante o
periodo de pouco mais de 300 dias, observou-se, ainda, a presenca de
protozoarios, muito embora se saiba que tais microrganismos tém seu
crescimento limitado através da utilizacdo de efluente sintético, juntamente com

altas concentragdes de nitrato e nitrito.

As Figuras 5.38, 5.39 e 5.40 apresentam fotografias realizadas pela
observacdo com microscopio eletrbnico mostrando algumas das caracteristicas

microbiolégicas dos reatores PVC, PS e PU.

A funcdo dos Protozoérios é frequentemente discutida, especialmente em
reatores nitrificantes. van DONGEN et al. (2001), trabalhando com um reator
sharon de fluxo continuo, com TRH de um dia, sem retencéo de lodo, constatou
que os ciliados livres exerceram um efeito negativo sobre a estabilidade e
eficiéncia de tal reator. VERHAGEN & LAANBROEK (1993) trabalhando com

“»

Figura 5.38: Caracteristicas microbiolégicas do reator PVC: a) bactérias
filamentosas na Etapa 1, b) abundancia de ciliados, c) presenca de
nematoides.

Figura 5.39: Caracteristicas microbiolégicas do reator PS: a) bactérias
filamentosas, b) abundancia de rotiferos, c) presenga de protozoarios.
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Figura 5.40: Caracteristicas microbiologicas do reator PU: a) bactérias
filamentosas, b) bactérias filamentosas e tecamebas, c) ciliados.

sistemas mistos: autotroficos/heterotroficos, atribuem uma queda na eficiéncia de
nitrificagdo a uma concentracdo excessiva de rotiferos e flagelados. No entanto,
ROESSINK & EIKELBOOM (1997) demonstraram que os ciliados livres tém sua
importancia na qualidade de efluentes de sistema mistos de biofilmes. Entretanto,
apesar de todas as consideracfes anteriores, pode-se observar que a presenca
de protozoérios ndo afetou a nitrificacdo em nenhum dos reatores com 0s quais
se trabalhou aqui.

Uma alta densidade de bactérias filamentosas foi observada nos trés
reatores durante o periodo de formacao inicial dos biofilmes, quando as cargas
mais baixas estavam sendo aplicadas, no entanto, as mesmas nao foram
observadas em periodos mais avangados, quando o biofilme ja apresentava uma
maior espessura, 0 que leva-se a crer, que, provavelmente, tais bactérias
exercem um papel importante na sustentacdo de uma base para o posterior
desenvolvimento do biofilme. A presenca de bactérias filamentosas também foi
relatada por EGLI et al. (2003), quando os mesmos, estavam estudando a
composi¢do microbiana de biofilmes formados em reatores de biodiscos utilizados
na remocao de nitrogénio.

A variedade de microrganismos encontrados no reator PVC foi diferente
dos reatores PS e PU, mesmo sua carga sendo igual aquela aplicada no reator
PS. A principal diferenca do reator PVC, é que 0 mesmo apresenta uma maior
variedade de ciliados livres, como Metopus spec. e Euplotes spec., na Etapa 1; e
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Aspidisca spec. nas Etapas 2 e 3; rotiferos nas Etapas 1 e 2 e nematéides em
todas as fases. Estes foram detectados, tanto no lodo que estava depositado no
fundo do reator, quanto no lodo aderido as placas. Segundo informacdes
fornecidas pela bibliografia, sabe-se que os nematdides exercem um efeito
negativo na formacdo de biofilmes, desprendendo o biofilme , prejudicando,
assim, sua adeséo. Tal fato nos leva a crer, que, provavelmente, a presenca de
nematodides no reator PVC levou aos frequentes desprendimentos do biofilme
observados no mesmo durante a etapa inicial de formacao destes.

Observou-se a presenca de ciliados aderidos as placas do reator PVC
apenas durante a etapa 3 e no reator PU durante todas as etapas. No reator PS,
entretanto, tais microrganismos ndo foram encontrados, indicando que
provavelmente o poliuretano, por ser um material com maior porosidade,
apresentou melhores condi¢cdes de fixacdo e protecdo para a formacdo do
biofilme.



137

6 . CONCLUSOES

Uma carga em torno de 1200 mg N.m?2.d* pode ser aplicada no "start-up”

dos reatores RBR, obtendo-se a estabilizacdo dos mesmos por volta de 50 dias.

N&o foi necessario utilizar na partida dos reatores uma cultura selecionada
com altas velocidades especificas de nitrificacdo. O inéculo utilizado na partida,
obtido de uma estacdo de esgotos municipal, mostrou-se tdo efetivo quanto

culturas especializadas utilizadas em trabalhos citados na literatura.

Os reatores apresentaram alta capacidade de oxidacdo do aménio, mesmo
quando operados com cargas de N-NH;  elevadas, apresentando valores de
4902, 5403, 5336 mg N-NH./m™2.d™* oxidados, para os reatores PVC, PS e PU,

respectivamente.

Os perfis de OD demonstraram que estabeleceu-se condicdes limitantes de
OD em torno de 0,4 a 0,6 mg O..L™* para os reatores PVC e PS. O reator PU
apresentou concentracdes mais baixas variando entre 0,26 a 0,08 mg O,.L™.

Uma intensa supressao da acdo das bactérias oxidadoras de nitrito (BON)
foi obtida nos reatores de biodiscos rotativos, através da aplicacdo de altas cargas
de amodnio, acima de 6670 mg N.m?.d™’, e baixas concentracbes de oxigénio

dissolvido no meio entre 0,4 a 0,6 mg O,.L™.

Bactérias Oxidadoras de Amdnia sdo versateis e apresentaram remocao
autotrofica de nitrogénio em condi¢cdes completamente aerdbias, bem como sob
condicbes limitantes de oxigénio (processo NOx), sem que houvesse o0
fornecimento de quantidades tracos de Oxidos de nitrogénio (NO, NO;) as

mesmas.
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A adicdo de uma fonte de carbono, com baixa relagdo C:N, assim como a
inoculagéo de lodo anaerdbio aos reatores de biodiscos rotativos sdo medidas
Uteis para alcancar um bom desempenho destes, em termos de remocéo de

nitrogénio.

A imposicdo de condi¢bes limitantes de OD e deteccdo de bactérias
anammox através dos testes FISH, evidenciaram o estabelecimento do processo
ANAMMOX no reator PU, levando a uma alta remocao de nitrogénio, em torno de

50% correspondendo a 3340 mg N.m?2.d™.

Dentre os biofilmes testados, a biomassa removida do reator PU nos testes
em condi¢cBes limitantes de oxigénio foi a que apresentou a mais alta velocidade
especifica de remocdo de nitrogénio, assim como, apresentou remocgao
autotréfica completamente aerdbia, sendo ainda, a Unica que apresentou remogao
anaerobia. Além disto, o reator confeccionado em poliuretano apresentou uma
camada de biofilme mais homogénea, uma maior adesado dos microrganismos, e
também uma maior remocdo de nitrogénio, apresentando-se assim como 0O
melhor material suporte, dentre os que foram testados: cloreto de polivinila (PVC)

e poliestireno (PS).

Apesar das altas concentracdes de nitrito encontradas nos reatores, foi
detectado a presenca de bactérias anammox através dos testes de FISH nos
reatores PVC, PS e PU no final da etapa 4, podendo provavelmente indicar que
altas concentracdes de nitrito poderiam néo ter efeito completamente inibitorios

sobre as bactérias anammox como sugerido na literatura.

Os testes FISH confirmaram, ndo s6 a presenca de Nitrosomonas sp (NEU)
em todas as etapas de operacdo dos reatores, assim como de uma variedade de
outras BOA como: Nitrosolobus multiformis, Nitrosospira briensis, Nitrosovibrio
tenuis, as quais apareceram nas etapas com cargas mais elevadas, além de
Nitrosococcus mobilis, que foi mais abundante no reator PU, indicando que, com
este material suporte e cargas mais elevadas de amonio, estas prevalecem sobre

Nitrosomonas sp.
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As bactérias filamentosas, observadas nos trés reatores durante o periodo
de formacao inicial dos biofilmes, exercem um papel importante na sustentacdo

de uma base para o posterior desenvolvimento do biofilme.
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7 . SUGESTOES DE CONTINUIDADE

Elevar as cargas aplicadas aos reatores até que estas figuem em torno de 10.000

mg N.m™?.d™, valores préximos aos utilizados na literatura.

Realizar testes cinéticos em anaerobiose utilizando biomassa dos RBR com NH,",

adicionando-se 0xidos gasosos de nitrogénio (NO, NO,)

Realizar testes cinéticos utilizando biomassa dos RBR com diferentes

concentracfes de oxigénio dissolvido.

Realizar testes cinéticos utilizando biomassa dos RBR com diferentes

concentragdes de NH,".

Estudo dos RBR com efluente natural contendo elevadas concentracbes de

amonio, como por exemplo o da suinocultura.
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ANEXO A

Tabela Al: Acompanhamento analitico do reator PVC durante 913 dias de

operagao.
Tempo Concenf[ragéo Cor]centragéo Cor]centragéo Cor]centragéo
(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
2 109,86 10,86 1,41 56,15
4 201,32 10,62 1,04 8,80
6 202,27 70,06 0,95 22,30
8 201,80 92,80 0,86 5,98
10 200,37 151,56 1,87 3,74
12 175,26 34,04 49,99 16,64
15 162,94 22,19 45,42 49,45
17 186,63 30,31 12,30 96,90
19 205,91 30,22 1,14 118,68
22 204,92 24,31 2,05 112,08
24 182,53 30,07 1,50 127,72
26 185,68 28,41 1,04 111,38
29 177,63 28,77 1,14 111,38
31 178,58 28,77 0,72 104,50
33 183,79 27,23 0,63 107,08
36 185,21 27,23 0,77 112,24
38 193,47 15,86 1,04 112,24
40 199,45 10,88 0,82 116,11
43 198,95 11,47 3,05 132,02
45 198,95 0,69 1,00 134,05
47 193,97 85,99 3,24 62,41
50 201,93 0,34 0,62 131,90
52 191,84 14,79 6,37 86,05
54 187,58 0,57 0,62 121,16
59 188,05 1,17 0,29 128,32
61 195,64 0,00 0,20 129,73
64 193,27 3,53 0,76 130,43
66 169,57 1,25 0,76 172,53
68 171,32 1,06 0,06 171,12
71 148,72 2,22 1,27 171,12
73 197,06 0,84 0,71 140,14
75 184,26 0,00 0,43 140,56
80 180,57 1,34 1,04 125,41

82 189,46 0,00 0,48 114,88
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Tabela Al: Acompanhamento analitico do reator PVC durante 913 dias de
operacao (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao
Tempo

(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
85 165,76 0,00 0,53 124,57
87 166,61 0,13 0,43 127,51
89 192,48 0,20 0,76 125,41
92 185,02 0,00 0,39 127,93
113 184,52 0,00 0,76 147,97
115 179,54 11,95 0,34 131,13
121 184,52 0,00 0,20 139,55
123 204,42 6,14 0,43 114,99
127 204,42 21,66 0,29 123,41
129 193,97 0,00 0,29 130,43
131 194,97 0,00 0,25 127,62
134 192,98 0,00 0,01 125,52
136 193,47 0,10 0,96 126,22
138 195,47 0,00 1,18 125,52
141 195,96 15,14 0,65 133,94
144 200,44 15,74 0,70 131,83
146 194,97 2,71 0,61 127,62
148 191,48 0,00 0,61 137,44
150 182,03 11,00 0,70 129,02
152 186,51 0,00 0,57 128,32
163 492,64 19,86 98,68 230,35
165 431,04 5,41 161,43 170,87
167 463,02 0,00 13,11 408,76
169 512,78 0,00 6,09 433,54
173 569,65 6,60 7,41 418,67
176 523,44 0,00 6,09 433,54
179 513,97 0,00 6,70 478,71
181 518,71 0,00 6,70 424,20
186 515,15 0,00 7,67 424,20
188 581,49 0,00 0,74 409,66
194 521,07 0,00 1,00 424,20
194 490,27 0,00 0,74 436,85
198 521,07 0,00 0,74 438,50

200 508,04 0,00 0,61 400,50
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Tabela Al: Acompanhamento analitico do reator PVC durante 913 dias de
operagéao (continuacgao).

Concentragdo Concentragdo Concentracdo Concentracéo

1;3:25)0 (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
201 515,15 0,00 0,87 431,89
205 495,01 0,00 0,65 426,93
219 1094,28 149,08 28,28 455,49
221 1091,91 380,10 91,03 399,32
222 1129,82 400,24 94,32 418,32
225 999,50 464,02 92,14 402,39
227 1046,89 497,19 114,34 291,54
231 1039,78 407,15 170,82 258,83
234 1046,89 513,77 186,75 267,92
236 1032,67 409,52 406,36 198,86
241 963,96 331,33 455,92 199,25
243 1061,10 186,80 528,54 202,72
247 1037,41 191,53 523,91 195,78
250 1023,19 267,36 522,36 161,09
253 1044,52 193,90 367,84 379,65
255 1049,26 103,87 265,85 480,26
283 1040,52 228,59 156,25 626,68
285 1071,28 230,95 178,19 612,52
289 1038,16 105,57 130,26 683,31
295 1057,08 8,57 166,81 831,95
297 1061,81 65,35 79,89 793,02
306 1035,79 1,49 7,34 888,57
309 986,11 2,20 5,42 863,80
311 1031,06 0,55 1,82 909,81
313 1028,69 0,31 3,79 874,42
316 1064,18 1,73 10,62 835,49
318 1066,55 0,42 6,59 846,11
323 1031,06 0,30 0,20 793,02
330 1045,25 0,35 0,00 807,17
340 971,91 1,02 0,41 886,81
352 1045,25 17,70 4,48 889,00
354 863,09 0,00 0,06 900,58
362 1012,13 17,60 0,00 742,22

366 1021,60 0,94 0,00 869,60
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Tabela Al: Acompanhamento analitico do reator PVC durante 913 dias de
operacao (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao

T(zirgs)o (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
369 979,01 0,00 0,00 786,97
380 1040,52 0,00 0,00 736,00
383 981,38 2,24 0,00 719,25
395 1090,20 0,00 0,00 626,47
396 1000,30 0,00 0,00 585,73
397 908,04 1,93 0,00 608,64
410 1033,09 134,60 119,57 550,13
425 1006,15 120,77 125,61 630,00
426 988,19 386,67 71,25 448,48
430 1072,00 484,73 75,28 386,77
433 931,32 312,49 206,15 328,68
437 961,25 323,81 250,45 372,25
443 958,26 284,56 387,36 154,43
446 925,33 160,34 228,30 361,36
453 865,46 268,10 455,82 165,32
464 763,69 270,30 448,21 156,30
471 1033,09 269,60 588,71 129,02
475 1036,08 327,97 645,09 28,27
485 982,20 190,27 524,39 84,63
495 1030,09 206,74 538,78 83,76
502 1033,09 278,58 567,54 60,42
516 1033,09 250,14 557,95 32,74
520 1033,09 224,70 524,39 88,44
527 1018,12 345,93 514,81 70,40
530 1021,11 274,09 687,39 20,97
534 985,20 247,15 615,48 34,78
537 1057,03 205,24 706,56 33,99
550 892,40 200,75 615,48 20,81
551 793,62 182,79 653,83 23,17
565 958,26 176,80 601,10 44,35
576 1149,83 244,15 596,30 78,40
585 949,28 208,23 586,72 72,59
586 1054,04 211,23 591,51 71,97
605 1057,03 124,42 572,33 143,31

607 1063,02 149,86 466,87 69,30
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Tabela Al: Acompanhamento analitico do reator PVC durante 913 dias de
operacgao (continuacao).
Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao

T(zirgs)o (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
614 937,30 266,60 351,29 107,84
619 1069,01 356,40 409,34 161,07
629 1236,63 504,57 155,26 157,93
656 1245,61 477,63 270,31 172,05
662 1104,93 568,93 136,08 172,05
675 1009,14 880,23 148,02 192,45
683 1009,14 821,86 49,27 63,79
704 1107,92 760,50 71,07 208,25
711 1119,89 763,49 8,76 323,89
717 1120,89 733,76 26,02 294,44
720 1121,89 679,88 42,80 332,10
733 991,18 627,30 23,47 141,75
738 1030,09 627,30 12,15 164,46
746 994,18 533,01 9,28 155,73
748 994,18 446,20 10,24 188,91
753 1024,11 417,77 36,32 173,19
754 1018,12 428,24 101,13 190,66
762 1033,09 380,35 23,97 192,41
767 985,20 404,30 11,27 192,41
769 1086,97 387,83 27,57 99,83
774 955,26 384,84 98,49 160,97
776 1012,13 390,83 170,41 120,79
781 988,19 371,37 88,06 61,40
783 985,20 356,40 181,88 66,64
788 1030,09 401,30 73,35 127,52
795 1027,10 407,29 44,05 175,16
798 1051,05 489,60 36,47 171,99
803 970,23 558,45 29,99 79,89
817 991,18 654,24 20,18 56,29
822 979,21 522,53 13,55 170,62
836 1077,99 666,21 27,19 104,56
850 1080,98 664,71 26,81 107,10
869 997,17 546,48 19,04 157,47
871 991,18 547,97 27,57 119,05
879 1104,93 676,69 29,85 110,31
881 1074,99 705,12 21,13 80,62

913 1030,09 688,86 8,62 152,23
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator PS durante 913 dias de

operacao.
Tempo Concen.tragéo Cor]centragéo Cor]centragéo Cor]centragéo
(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
2 109,86 20,30 1,59 53,73
4 201,32 19,35 1,14 11,02
6 202,27 67,21 0,95 29,35
8 201,80 89,01 0,82 7,59
10 200,37 151,09 2,55 4,03
12 175,26 26,46 31,94 24,66
15 162,94 25,04 38,34 52,75
17 186,63 39,43 15,04 94,03
19 205,91 37,95 1,14 115,24
22 204,92 36,91 1,32 112,66
24 182,53 33,15 1,32 125,14
26 153,93 33,03 1,14 116,11
29 185,68 35,17 1,00 116,54
31 177,63 28,29 0,95 109,23
33 178,58 29,12 0,77 108,37
36 186,63 34,46 8,67 103,22
38 183,79 24,86 4,71 85,59
40 199,90 21,66 0,77 89,89
43 185,21 16,80 0,50 124,28
45 202,43 0,10 1,14 141,22
47 193,47 22,37 2,12 116,86
50 199,45 3,77 1,18 133,34
52 202,43 14,67 4,50 86,77
54 198,95 0,34 0,53 103,96
59 198,95 1,64 0,01 130,43
61 193,97 0,00 0,01 130,43
64 201,93 2,59 0,15 129,02
66 191,84 2,39 0,53 172,53
68 187,58 2,20 0,29 165,51
71 188,05 0,42 0,20 195,68
73 195,64 0,06 0,57 143,09
75 193,27 0,20 0,34 144,35
80 169,57 0,20 0,43 126,25

82 171,32 0,00 0,48 114,88
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator Ps durante 913 dias de
operagéao (continuacgao).

Concentragdo Concentragdo Concentracdo Concentracéo

1;3:25)0 (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
85 148,72 0,00 0,39 122,04
87 197,06 0,06 0,62 125,83
89 184,26 0,00 0,34 131,72
92 180,57 0,00 0,39 126,67
113 184,52 0,00 0,48 141,65
115 179,54 10,17 0,39 130,43
121 184,52 0,00 0,39 136,74
123 204,42 6,97 0,39 114,29
127 204,42 20,12 0,15 126,22
129 193,97 0,00 0,11 132,53
131 194,97 0,00 0,15 128,32
134 192,98 0,00 0,01 125,52
136 193,47 0,00 0,78 129,73
138 195,47 0,10 0,65 129,02
141 195,96 11,71 1,22 133,23
144 200,44 17,87 0,78 131,13
146 194,97 3,18 0,65 138,15
148 192,48 0,00 0,92 138,15
150 182,03 11,59 0,78 125,52
152 186,51 0,00 0,57 133,23
163 492,64 16,31 52,17 286,51
165 431,04 3,75 95,61 273,30
167 463,02 0,00 10,92 412,07
169 512,78 3,28 6,53 464,93
173 569,65 0,00 6,97 425,28
176 523,44 2,20 7,18 444,19
177 486,72 0,00 6,70 451,46
179 513,97 0,00 6,70 451,46
181 518,71 0,00 7,67 424,20
186 515,15 0,00 0,83 426,01
188 581,49 0,00 1,05 422,38
194 521,07 0,00 0,70 418,67
194 490,27 0,00 0,83 418,67
198 521,07 0,00 0,78 426,93

200 508,04 0,00 0,70 397,20
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator PS durante 913 dias de
operacédo (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao
Tempo

(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
201 515,15 0,00 0,96 428,59
205 495,01 0,00 0,61 415,37
219 1094,28 235,56 51,10 438,97
221 1091,91 631,25 121,53 286,16
222 1129,82 628,88 101,56 274,59
225 999,50 497,19 92,14 347,88
227 1046,89 499,56 26,97 453,27
231 1039,78 461,65 60,28 440,55
234 1046,89 485,34 14,42 484,17
236 1032,67 433,21 26,74 538,68
241 963,96 222,34 275,12 279,04
243 1061,10 198,64 160,77 535,76
247 1037,41 208,12 166,95 504,54
250 1023,19 286,31 170,04 341,49
277 1118,59 143,42 390,49 337,30
289 1038,16 260,25 235,86 279,84
292 1052,35 113,34 202,56 463,88
295 1057,08 535,10 144,07 329,39
302 1061,81 9,56 176,30 555,90
304 1045,25 113,34 113,18 577,13
306 1035,79 70,69 126,83 570,05
309 986,11 63,59 154,13 580,67
311 1031,06 61,22 43,24 824,87
313 1028,69 6,39 0,60 831,95
316 1064,18 17,33 2,17 902,73
318 1066,55 0,23 0,90 902,73
323 1031,06 0,28 0,34 750,55
327 950,62 6,88 2,73 807,17
330 1045,25 0,19 0,34 835,49
340 971,91 0,00 0,83 755,99
352 1045,25 3,06 3,22 976,31
366 1021,60 1,52 0,00 900,58
383 981,38 7,92 27,51 724,57
395 1090,20 9,08 20,00 539,91

396 1000,30 5,09 11,72 570,46
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator PS durante 913 dias de
operagéao (continuacgao).

Concentragdo Concentragdo Concentracdo Concentracéo

1;3:25)0 (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
397 908,04 11,07 8,20 588,28
410 1033,09 156,60 145,75 593,69
425 1006,15 233,92 498,10 394,03
426 988,19 396,10 264,54 194,36
430 1072,00 286,72 306,82 110,87
433 931,32 378,50 415,55 92,72
437 961,25 366,55 453,81 74,56
443 958,26 280,07 550,45 56,17
446 925,33 275,96 639,04 34,84
453 865,46 347,42 592,74 26,20
464 763,69 301,10 653,14 44,00
471 1033,09 263,61 757,84 17,55
475 1036,08 263,61 668,21 17,21
485 982,20 239,66 673,01 26,20
488 1030,09 289,05 653,83 22,05
495 1030,09 320,48 653,83 20,32
499 1018,12 194,76 754,50 30,86
502 1033,09 197,76 778,47 30,52
516 1035,00 256,13 735,33 19,25
520 1035,00 235,17 783,27 24,27
527 1035,00 393,82 629,86 14,54
530 1035,00 313,00 696,98 17,05
534 1035,00 295,04 658,62 17,52
537 1035,00 336,95 658,62 17,21
550 1035,00 200,75 639,45 26,15
551 1035,00 185,78 644,24 19,25
565 1035,00 187,28 653,83 33,99
576 1035,00 330,96 553,16 46,39
579 1035,00 251,64 452,48 101,94
584 1035,00 420,76 332,64 106,64
585 1035,00 360,89 366,19 82,17
586 1035,00 314,50 433,31 95,97
605 1035,00 131,90 562,75 90,48
607 1035,00 125,92 505,22 90,64

612 1035,00 238,17 581,92 87,66
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator PS durante 913 dias de
operagéao (continuacgao).

Concentragdo Concentragdo Concentracdo Concentracéo

1;3:25)0 (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
614 1035,00 161,84 591,51 69,87
619 1035,00 143,88 385,37 361,92
629 1035,00 311,50 160,05 489,01
634 1035,00 305,52 505,22 310,13
641 1035,00 286,06 126,50 258,30
646 1035,00 351,91 64,17 679,45
648 1035,00 392,32 279,90 499,94
656 1035,00 79,52 255,93 663,18
660 1035,00 75,03 265,52 479,60
662 1035,00 75,03 59,38 586,30
670 1035,00 10,68 22,42 650,63
675 1035,00 30,13 46,39 489,01
683 828,26 31,63 14,75 672,60
704 828,26 10,25 2,72 418,82
711 828,26 119,28 3,78 392,93
717 828,26 195,20 2,57 281,89
720 828,26 223,94 2,76 330,53
733 670,90 97,48 6,84 382,80
738 667,91 72,04 8,00 436,94
746 670,90 88,50 13,84 410,74
748 643,96 46,60 10,97 491,09
753 620,01 21,78 11,25 526,02
754 584,09 22,76 12,88 519,04
762 694,85 34,46 38,52 470,13
767 623,01 8,42 23,74 503,32
769 655,93 13,51 42,97 496,33
774 596,07 48,53 327,82 129,53
776 949,28 49,43 128,72 428,21
781 928,32 21,59 296,55 402,01
783 973,22 28,78 247,55 608,12
788 886,42 107,96 111,25 807,15
795 1039,07 2,52 19,41 813,50
798 1191,73 2,64 0,42 934,18
803 1191,73 2,46 7,72 851,61

809 1083,97 2,76 1,28 861,13
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator PS durante 913 dias de
operagéao (continuacgao).

Concentragdo Concentragdo Concentracdo Concentracéo

1;3:25)0 (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)

mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
811 1092,95 47,96 143,55 765,13
817 1206,70 97,29 269,59 650,80
822 1269,56 168,56 234,52 566,96
830 1257,59 138,33 426,90 325,60
850 1404,26 193,07 516,92 414,52
869 1176,77 152,36 658,78 232,58
871 1185,75 181,58 596,61 279,74
873 1182,75 141,83 752,78 183,67
879 1383,30 154,53 749,55 134,77
881 1209,69 118,02 893,60 98,09
886 1482,08 809,89 9,76 368,82
888 1341,40 715,60 1,80 510,30
913 1027,10 631,99 5,44 272,75

Tabela A3: Acompanhamento analitico do reator PU durante 913 dias de

operagao.
Tempo Concen.tragéo Cor]centragéo Cor]centragéo Cor]centragéo
(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NOs/L
2 109,86 11,57 1,96 57,76
4 201,32 10,86 1,68 9,81
6 202,27 122,66 1,14 23,91
8 201,80 179,05 0,91 8,00
10 200,37 143,03 7,58 517
12 175,26 53,47 58,21 11,91
15 162,94 33,09 40,85 45,15
17 186,63 44,65 12,07 96,90
19 205,91 39,61 1,18 122,11
22 204,92 33,87 1,64 114,38
24 182,53 33,27 1,36 110,52
26 153,93 32,92 1,27 110,95
29 185,68 33,39 1,27 111,81

31 177,63 26,04 0,95 113,10
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Tabela A2: Acompanhamento analitico do reator PU durante 913 dias de
operacédo (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao
Tempo

(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
33 178,58 24,98 1,18 118,26
36 186,63 33,51 0,91 116,97
38 183,79 29,84 0,50 114,39
40 199,90 22,96 0,54 118,26
43 185,21 23,67 0,59 126,43
45 202,43 2,59 1,14 132,62
47 193,47 59,81 3,10 87,48
50 199,45 4,01 0,85 132,62
52 202,43 8,27 0,67 124,74
54 198,95 0,10 0,76 108,26
59 198,95 0,00 0,11 135,34
61 193,97 1,28 0,06 129,73
64 201,93 5,07 0,53 128,32
66 191,84 2,93 0,34 174,63
68 187,58 2,01 0,01 172,53
71 188,05 4,26 0,34 169,02
73 195,64 1,48 0,05 140,98
75 193,27 2,33 0,57 140,14
80 169,57 0,98 0,67 127,51
82 171,32 0,34 0,67 119,93
85 148,72 0,06 0,53 118,67
87 197,06 0,00 0,53 125,83
89 192,48 9,87 0,85 127,51
92 185,02 0,06 0,62 128,35
113 184,52 0,10 0,57 139,55
115 179,54 11,35 0,34 129,73
121 184,52 0,00 0,43 131,83
123 204,42 16,09 0,39 105,87
127 204,42 20,24 0,15 122,71
129 193,97 0,00 0,15 131,83
131 194,97 0,00 0,25 122,71
134 192,98 0,00 0,15 122,71
136 193,47 0,45 1,22 125,52

138 195,47 0,00 0,92 123,41
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Tabela A3: Acompanhamento analitico do reator PU durante 913 dias de
operacédo (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao
Tempo

(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
141 195,96 0,00 1,18 126,22
144 200,44 15,97 0,92 131,83
146 194,97 3,42 0,78 129,02
148 200,44 0,00 0,78 131,13
150 182,03 3,06 0,57 130,43
152 186,51 0,93 0,65 116,39
163 492,64 51,61 38,13 284,86
165 431,04 38,35 63,14 293,12
167 463,02 3,04 8,72 405,46
169 512,78 3,04 16,18 407,11
173 569,65 18,44 10,92 405,46
176 523,44 7,26 6,70 449,64
177 486,72 1,00 6,70 424,20
179 513,97 1,00 6,70 424,20
181 518,71 2,56 7,67 416,93
186 515,15 0,00 3,55 416,93
188 581,49 0,00 0,78 411,48
194 521,07 0,00 0,78 425,28
194 490,27 5,55 1,53 393,89
198 521,07 0,34 0,70 418,67
200 508,04 0,00 0,87 428,59
201 515,15 0,00 0,83 413,72
205 495,01 0,00 0,74 425,28
221 1091,91 585,05 5,24 362,15
222 1129,82 606,37 75,89 286,98
225 999,50 490,08 110,48 300,63
227 1046,89 535,10 87,31 346,06
231 1039,78 464,02 132,20 295,18
234 1046,89 518,51 87,79 333,34
236 1032,67 468,75 31,60 496,89
241 963,96 310,00 125,23 504,54
243 1061,10 253,14 174,68 449,03
247 1037,41 236,55 132,96 449,03

250 1023,19 385,83 112,87 462,91




166

Tabela A3: Acompanhamento analitico do reator PU durante 913 dias de
operacédo (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao
Tempo

(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L

302 1061,81 242,78 689,79 85,19
304 1045,25 98,47 700,03 216,14
306 1035,79 51,15 664,20 301,08
311 1031,06 29,86 660,79 318,77
313 1028,69 166,74 713,67 145,36
316 1064,18 184,63 771,68 163,05
318 1066,55 213,44 648,59 131,20
323 1031,06 118,05 493,75 262,15
327 950,62 131,97 299,11 460,34
330 1045,25 84,27 471,63 347,09
340 971,91 90,23 321,22 535,67
352 1045,25 203,51 184,09 556,33
354 863,09 258,16 101,51 439,28
362 1012,13 118,55 6,24 680,26
369 979,01 228,35 406,75 611,41
374 962,45 298,40 20,73 562,82
380 1040,52 274,06 20,73 659,56
396 1000,30 288,87 72,73 415,16
397 908,04 318,27 76,34 298,05
410 1033,09 457,70 49,10 404,92
425 1006,15 374,10 296,76 183,47
426 988,19 332,61 399,44 176,21
430 1072,00 497,93 373,27 81,83
433 931,32 247,75 538,37 45,52
437 961,25 357,12 526,29 23,74
443 958,26 271,09 610,86 23,85
446 925,33 173,81 697,44 20,15
453 865,46 348,92 689,38 19,11
471 1033,09 265,11 753,81 13,58
475 1036,08 227,69 716,15 6,49
485 982,20 202,25 831,21 29,14
488 1030,09 221,70 792,85 17,73
495 1030,09 221,70 773,68 23,78

499 1018,12 173,81 778,47 26,37
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Tabela A3: Acompanhamento analitico do reator PU durante 913 dias de
operacédo (continuacao).

Concentragao Concentracdo Concentracdo Concentracao
Tempo

(dias) (meio) (saida reator) (saidareator) (saida reator)
mg N-NH4/L mg N-NH,/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L

502 1033,09 268,10 764,09 25,85
506 1035 260,62 816,82 17,52
516 1035 257,62 735,33 20,81
520 1035 167,82 864,76 23,48
527 1035 260,62 812,03 15,79
530 1035 181,29 840,79 16,26
534 1035 176,80 816,82 17,36
537 1035 182,79 850,38 16,26
550 1035 127,42 658,62 44,04
551 1035 170,82 668,21 35,88
584 1035 347,42 251,14 219,13
629 1035 304,02 279,90 311,70
641 1035 311,50 83,35 268,66
660 1035 194,76 1,05 322,69
675 828,26 95,99 0,57 333,67
704 828,26 1,36 10,39 403,28
711 828,26 92,99 4,35 386,02
717 828,26 199,99 2,15 212,85
720 828,26 210,17 1,38 205,01
817 1206,70 693,15 4,83 119,80
822 1269,56 663,22 7,81 155,37
830 1257,59 756,01 4,97 74,07
836 1287,52 643,76 6,39 0,00
869 1176,77 667,71 7,81 0,18
871 1185,75 706,62 6,86 0,00
873 1182,75 706,62 7,81 0,02
879 1392,28 756,01 4,26 0,00

913 1326,43 637,97 21,51 124,00




168

ANEXO B

Tabela B1 — Concentracao e percentual de remocéo de nitrogénio em funcéo do
tempo em teste aerdbio realizado com meio autotrofico.

Tempo Conc. Conc. Conc. Remocao
(horas) mg N-NH4,/L  mg N-NO,/L mg N-NOs/L %
0 498,58 11,39 0,42 0
1 464,16 16,37 0,57 3,50
2 443,21 23,09 0,57 6,36
3 413,28 32,48 0,42 10,51
4 402,80 40,54 0,57 10,96
5 395,32 49,16 0,73 10,70
19 327,97 102,53 5,28 12,59
43 57,07 207,99 8,89 45,05

70 1,50 265,52 11,87 44,06
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Tabela C1: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC durante a Etapa 1.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 60,62 4,79 73,41 7,91
5 20,10 3,65 124,62 7,8
10 5,65 2,55 139,49 7,83
15 0,00 1,09 142,79 8,02
20 0,00 0,82 142,79 8,19
25 0,00 0,72 142,43 8,29
30 0,00 0,77 149,87 8,33
35 0,00 0,82 149,04 8,39
40 0,00 0,82 149,04 8,38
45 0,00 0,72 147,39 8,43

Tabela C2: Anadlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PS durante a Etapa 1.

Distancia Concentragdao Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 131,70 2,60 28,80 7,85
5 16,78 3,01 132,88 7,87
10 14,18 1,87 144,44 7,95
15 4,70 1,00 147,75 7,98
20 0,10 0,77 149,40 8,05
25 0,00 0,77 149,87 8,01
30 0,00 0,82 156,47 8,12
35 0,00 0,68 154,00 8,29
40 0,00 0,82 153,17 8,35
45 0,00 0,77 149,87 8,42
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Tabela C3: Andlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU durante a Etapa 1.

Distancia Concentragcdo Concentracdo Concentracao pH
(cm) mg N-NH,4/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
1 33,84 1,78 118,01 8,15
5 20,34 1,23 129,57 8,10
10 16,07 1,04 137,83 8,08
15 13,70 0,95 139,49 8,01
20 4,70 1,09 137,83 7,95
25 11,59 0,86 140,78 7,95
30 7,09 0,86 141,61 7,87
35 13,13 1,04 144,08 7,85
40 0,00 0,82 153,17 8,35
45 0,00 0,77 149,87 8,42

Tabela C4: Andlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC durante a Etapa 2.

Distancia Concentracdo Concentracdo Concentracao pH
(cm) mg N-NH,4/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
1 86,50 46,89 322,58 7,75
5 75,55 42,28 355,77 7,83
10 62,61 33,99 378,99 7,47
15 38,73 24,77 405,54 7,14
20 5,39 14,63 422,13 6,96
25 0,00 6,09 423,81 6,86
30 0,00 6,97 430,13 6,79
35 0,00 9,60 420,52 6,73
40 0,00 6,97 412,75 6,71
45 0,00 7,41 419,07 6,68
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Tabela C5: Anadlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PS durante a Etapa 2.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 66,30 30,67 314,78 7,7
5 59,67 31,10 321,10 7,48
10 39,77 21,01 359,02 7,4
15 19,39 16,18 374,83 7,3
20 12,05 12,23 384,31 7,07
25 3,04 11,36 404,85 7,24
30 0,44 8,29 408,01 6,94
35 0,00 6,09 412,75 6,82
40 0,00 13,55 396,95 6,8
45 0,00 8,29 400,11 6,78

Tabela C6: Andlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU durante a Etapa 2.

Distancia Concentragcdo Concentracdo Concentracao pH
(cm) mg N-NH,4/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
1 66,54 20,13 330,58 7,68
5 49,48 20,13 357,44 7,51
10 41,90 20,57 347,96 7,42
15 33,84 20,57 357,44 7,34
20 37,40 18,82 354,28 7,32
25 24,37 17,50 362,18 7,35
30 8,73 16,62 376,41 7,38
35 8,73 18,38 370,09 7,35
40 8,49 15,31 377,99 7,31
45 11,10 15,31 376,41 7,35
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Tabela C7: Anadlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC durante a Etapa 3.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 264,08 242,84 378,94 8,25
5 212,03 249,66 424,95 8,26
10 176,54 251,37 453,26 8,23
15 117,40 169,48 591,29 8,16
20 27,50 84,18 704,54 7,97
25 22,76 63,71 736,39 7,8
30 52,97 41,54 828,41 7,76
35 40,55 31,01 814,25 7,75
40 24,16 18,42 842,57 7,75
45 7,26 10,62 835,49 7,74

Tabela C8: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PS durante a Etapa 3.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 287,73 213,35 439,11 8,08
5 200,20 211,25 442,64 8,17
10 129,23 199,31 566,51 8,11
15 70,08 126,28 619,60 8,02
20 34,59 108,02 761,17 7,82
25 44,53 39,91 824,87 7,65
30 31,61 35,00 867,34 7,58
35 17,20 10,42 885,04 7,52
40 9,75 0,59 881,50 7,5
45 13,23 0,33 902,73 7,49
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Tabela C9: Andlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU durante a Etapa 3.

Distancia Concentracdo Concentracdo Concentracao pH
(cm) mg N-NH,4/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
1 292,05 625,07 7,53 7,6
5 283,07 615,48 15,65 7,5
10 260,62 649,04 5,63 7,36
15 242,66 677,80 7,01 7,35
20 227,69 711,36 7,70 7,2
25 278,58 711,36 15,31 7,18
30 232,18 725,74 10,98 7,18
35 232,18 720,95 18,24 7,15
40 229,19 701,77 7,18 7,15
45 227,69 716,15 8,05 7,15

Tabela C10: Andlise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC durante a Etapa 4.

Distancia Concentragcdo Concentracdo Concentracao pH
(cm) mg N-NH,4/L mg N-NO,/L mg N-NO3/L
1 413,28 524,39 10,62 8,08
5 341,44 596,30 10,93 8,08
10 281,57 649,04 13,28 8,05
15 239,66 692,18 17,36 7,91
20 209,73 711,36 18,15 7,74
25 163,33 720,95 22,23 7,49
30 152,86 716,15 28,03 7,34
35 146,87 720,95 37,76 7,03
40 152,86 720,95 37,13 6,97
45 0,00 0,00 0,00 6,91
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Tabela C11: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PS durante a Etapa 4.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 541,99 390,16 4,50 8,3
5 470,15 471,66 9,36 8,24
10 429,74 510,01 8,58 8,2
15 362,39 529,19 8,26 8,04
20 320,48 591,51 7,95 7,88
25 286,06 629,86 10,14 7,78
30 260,62 663,42 9,83 7,5
35 257,62 696,98 9,83 7,46
40 247,15 711,36 16,58 7,36
45 247,15 711,36 14,85 7,42

Tabela C12: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio

(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU durante a Etapa 4.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L
1 269,60 286,72 15,79 7,73
5 238,17 339,45 14,69 7,67
10 224,70 341,48 12,50 7,53
15 196,26 368,21 17,68 7,47
20 170,82 382,59 16,11 7,36
25 157,35 396,98 17,68 7,2
30 155,85 406,56 19,25 7,17
35 158,84 411,36 15,64 7,12
40 155,85 411,36 20,19 7,14
45 154,35 406,56 19,56 7,13
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Tabela C13: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PVC durante a Etapa 5.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L

1 688,86 14,50 138,26 8,27

10 664,91 15,06 150,49 8,25

20 670,90 16,20 148,74 8,23

30 664,91 14,31 155,73 8,03

45 659,04 13,22 148,03 7,96

Tabela C14: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PS durante a Etapa 5.

Distancia Concentragdao Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L

1 398,51 354,88 167,95 8,35

10 320,68 395,62 194,15 8,21

20 251,84 418,37 246,55 8,16

30 221,90 214,87 381,05 8,14

45 224,90 124,84 438,69 8,13

Tabela C15: Analise detalhada dos componentes inorganicos de nitrogénio
(amonia, nitrito e nitrato) e pH ao longo do reator PU durante a Etapa 5.

Distancia Concentragdo Concentracdo Concentragcao pH
(cm) mg N-NH,/L mg N-NO,/L  mg N-NO3/L

1 803,94 18,77 37,30 7,95

10 761,94 19,34 35,40 7,87

20 716,94 21,33 42,07 7,83

30 684,94 22,01 43,02 7,67

45 637,97 21,51 43,97 7,55
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ANEXO D

Tabela D1: Medidas de oxigénio dissolvido nos reatores durante o dia 430 de
operacdo, referentes a Etapa 4 nos reatores PVC e PS e Etapa 3 no reator
PU.

Concentracao (mg O2/L)
Distancia (cm)

PVC PS PU
1 0,43 0,39 0,28
10 0,41 0,42 0,27
20 0,27 0,35 0,34
30 0,36 0,32 0,40
45 0,45 0,39 0,42

Tabela D2: Medidas de oxigénio dissolvido nos reatores durante o dia 473 de
operacdo, referentes a Etapa 4 nos reatores PVC e PS e Etapa 3 no reator
PU.

Concentracao (mg O2/L)
Distancia (cm)

PVC PS PU
1 0,55 0,58 0,54
20 0,45 0,62 0,49
45 0,46 0,45 0,39

Tabela D3: Medidas de oxigénio dissolvido nos reatores durante o dia 913 de
operacao, referentes a Etapa 5 nos reatores PVC e PS e PU.
Concentracao (mg O2/L)

Distancia (cm)

PVC PS PU
1 0,58 0,42 0,26
20 0,39 0,21 0,12

45 0,32 0,83 0,08
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ANEXO E

Tabela E1: Teste cinético de atividade anammox com biomassa suspensa para
os reatores PVC, PS e PU.

T PVC PS PU
empo ~
(horas) Concentragao (mg/L)
N-NH4 N-NO, N-NH4 N-NO, N-NH4 N-NO,
0 91,23 26,21 91,23 25,98 91,23 26,92

24 91,33 25,93 100,86 26,03 93,47 21,33
48 90,48 26,33 100,86 25,83 86,29 17,94
72 91,23 26,21 100,86 26,08 76,50 14,92

Tabela E2: Teste cinético de atividade aerébia para os reatores PVC e PS e de
atividade anammox para o reator PU com biomassa suspensa

PVC PS PU
Tempo ~
(horas) Concentracao (mg/L)
N-NH4 N-NO; N-NH4 N-NO, N-NH4 N-NO;
0 91,33 26,21 100,86 26,21 76,50 69,32
24 77,31 10,18 68,33 27,85 77,91 68,46
48 64,14 9,70 54,56 25,58 80,30 64,19
72 61,14 2,60 24,62 20,65 84,49 64,19

Tabela E3: Teste cinético de atividade aerdbia para os reatores PVC, PS e PU
com biomassa suspensa.

PVC PS PU
Tempo ~
(horas) Concentracao (mg/L)
N-NH4 N-NO, N-NH4 N-NO; N-NH4 N-NO;
0 61,14 2,6 24,62 20,65 84,49 64,19
24 2,56 0 0,32 0 6,12 48,56
48 2,71 0 0,00 0,00 6,07 50,45

72 2,56 0 0,32 0,00 6,12 48,56
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