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RESuUMO

SANTOS, C. E. D. Influéncia da relacdo carbono/nitrogénio e da fonte de carbono
no processo de nitrificacdo desnitrificacdo simultdnea em reator de leito
estruturado. 2014. 144 f. Dissertacdo (Mestrado). Escola de Engenharia de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2014.

Este trabalho buscou avaliar a influéncia da relacdo C/N e da fonte de carbono no
processo de nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas em reator de fluxo continuo e leito
fixo estruturado. Foi utilizado um reator vertical de acrilico, com volume total de 11,0 L
e volume util de 5,5 L, com hastes cilindricas verticais de espuma de poliuretano como
suporte para a biomassa. O sistema foi operado com TDH de 11,2+0,6 horas, aeracédo
intermitente (2 horas com aeracdo e 1 hora sem aeracdo) e razdo de recirculacdo de
efluente igual a 5. A carga carbonacea afluente foi mantida constante
(1,07 kg DQO.m>.dia™), ao longo de todo o perfodo experimental, sendo as relacdes
C/N testadas (9,7£1; 7,6+1; 2,91 e 2,9+0,4) obtidas a partir da variacdo na carga
nitrogenada aplicada. Duas fontes organicas foram avaliadas: sacarose e peptona de
carne. A eficiéncia média de remoc¢do de DQO manteve-se acima de 90%. A eficiéncia
maxima de remocao de N-total (84,6+£10,1%) foi obtida para relacdo C/N de 2,9+1, com
concentracdes efluentes médias de NTK e N-NH,4 de 5,9 e 4,3 mg.L™, respectivamente.
A analise estatistica da eficiéncia de remocdo de N-total confirmou que a fonte de
carbono ndo exerceu influéncia sobre os processos de remocdo. A obtencdo de
eficiéncias de desnitrificacdo superiores as calculadas estequiometricamente, em funcéo
da fonte de carbono, indicou a ocorréncia de possiveis vias complementares para
remocao de nitrogénio, como o processo anammox. As velocidades de nitrificacdo e
desnitrificacdo obtidas nos ensaios cinéticos foram similares para as duas fontes de
carbono e para as relagbes C/N estudadas e da mesma ordem de grandeza das
apresentadas na literatura, reforcando a ideia de que a configuragdo de reator utilizada,
aliada as adequadas condigBes operacionais, permitiu a remog¢do concomitante de

matéria carbonacea e nitrogenada.

Palavras-chave: Nitrificacdo desnitrificagdo simultdnea (NDS). Reator de leito

estruturado. Relacdo C/N. Anammox. Peptona de carne. Sacarose.
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ABSTRACT

SANTOS, C. E. D. Influence of COD/N ratio and carbon source on the
simultaneous nitrification and denitrification in a structured-bed reactor. 2014.
144 f. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de
Sé&o Paulo, Séo Carlos, 2014.

This study aimed to evaluate the influence of COD/N ratio and organic source on the
simultaneous nitrification and denitrification (SND) in an up-flow structured-bed
reactor. The reactor was made of acrylic with a total volume of 11 L and a working
volume of 5.5 L and filled with cylinders of polyurethane foam as support for biomass
growth. The system was continuously operated with an HRT of 11.2+0.6 h, intermittent
aeration (2h with aeration and 1h without aerationd) and a liquid recycle ratio equal to
5. The organic load rate was constant (1.07 kg COD.m>d™) during the entire
experiment. The COD/N ratios (9.7+1; 7.6+1; 2.9+1 and 2.9+0,4) were obtained from
the variation of nitrogen load rate. Two organic sources were evaluated: sucrose and
meat peptone. The average COD removal efficiency was above 90%. The maximum
total nitrogen removal efficiency was 84.6+10.1%, with average TKN and NH;-N
effluent concentrations of 5.9 and 4.3 mg.L™, respectively. Statistical analysis of total
nitrogen removal efficiency confirmed that the carbon source did not influence over the
removal processes. The denitrification efficiencies higher than the stoichiometrically
calculated in function of the carbon source, indicated the occurrence of possible paths
for nitrogen removal of nitrogen as anammox process. The nitrification and
denitrification rates obtained in kinetic experiments were similar for the two sources of
carbon and all C/N ratio studied at the same order of magnitude in relation to those
reported in the literature, enhancing that the reactor configuration tested combined with
the proper operational conditions allowed the organic matter and nitrogen removal

simultaneously.

Keywords: Simultaneous nitrification and denitrification (SND). Structured-bed reactor.
CODIN ratio. Anammox. Meat peptone. Sucrose.
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1 INTRODUCAO

A presenca de nitrogénio em aguas residuarias lancadas nos corpos hidricos pode ser
toxica a vida aquética, causando a deplecdo do oxigénio e a eutrofizagdo do corpo receptor,
além de afetar a eficiéncia do processo de desinfec¢do de dgua de abastecimento com cloro
(METCALF; EDDY, 2003). Os compostos nitrogenados podem ser removidos por uma
variedade de processos, sejam estes fisico-quimicos ou biolégicos.

O processo convencional de remocdo bioldgica de nitrogénio ocorre em duas etapas
sequenciais, denominadas nitrificacdo e desnitrificagdo. Em grande parte dos sistemas
existentes, a nitrificacdo ocorre na unidade que promove a remoc¢do de matéria organica e a
desnitrificacdo em uma unidade independente, demandando a introducdo de doadores
externos de elétrons, normalmente adicionados na forma de matéria organica prontamente
biodegradavel. A desnitrificacdo pode ocorrer também pela via autotrofica, sendo os elétrons
provenientes de substancias inorganicas. Sob reduzida disponibilidade de elétrons, o processo
anammox (anaerobic ammonium oxidation) pode ser umas das vias de remocao de nitrogénio,
complementar a desnitrificagdo heterotrofica (BARANA et al., 2013).

Uma das formas de minimizar os custos envolvidos é desenvolver sistemas de
tratamento compactos que integram 0s processos de remocdo de nitrogénio e de matéria
organica em uma mesma unidade. E assim, minimizar ou até dispensar a adicdo de fonte
externa de carbono. Varios sistemas tém sido propostos com o objetivo de remover matéria
orgénica e nitrogénio em um Unico reator. No entanto, esses reatores nem sempre apresentam
elevada eficiéncia de remocdo de nitrogénio total, despertando a necessidade de aquisicdo de
conhecimento sobre 0s processos combinados que podem ocorrer nessas unidades.

A coexisténcia de populagfes distintas em um mesmo reator para remocgao de matéria
organica e nitrogénio pode ser facilitada pela utilizacdo de biomassa imobilizada, formando as
bioparticulas. Reatores de leito ordenado tém sido utilizados com sucesso no Laboratério de
Processos Biologicos (LPB) da Escola de Engenharia de Sdo Carlos (EESC/USP) para o
tratamento de diversas classes de aguas residuarias. Esses sistemas permitem a retencdo de
biomassa em biofilmes e promovem uma distribuicdo regular do meio suporte no reator,
evitando a colmatacéo.

A partir deste tipo de configuragéo de reator e estabelecendo-se um controle de alguns
pardmetros operacionais, tais como: concentracdo de oxigénio dissolvido (OD),
disponibilidade de matéria organica prontamente biodegradavel e concentracGes de compostos
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nitrogenados; pode-se promover que os mecanismos de nitrificacdo e desnitrificacdo ocorram
simultaneamente (NDS) e concomitantemente & remocdo carbonacea. Um processo NDS
eficiente exige a existéncia de uma quantidade adequada de matéria organica biodegradavel
para a atividade desnitrificante. O conteddo organico deve possibilitar o equilibrio entre as
taxas de nitrificacdo e desnitrificacdo, sem que ocorra 0 acimulo de intermediérios, como
nitrito e nitrato (CHIU et al., 2007; VON MUNCH; LANT; KELLER, 1996; ZENG et al.,
2003). Entretanto, a relacdo C/N existente em diversas classes de aguas residudrias é inferior
aos valores 6timos do processo NDS apontados na literatura. Nesses casos, observa-se que a
remocdo de N-total € limitada pela falta de doadores de elétrons biodisponiveis para a
desnitrificacdo heterotréfica.

Nesse sentido, propdem-se um estudo experimental do desempenho da remocéo
concomitante de matéria organica e nitrogénio em reator de leito fixo e estruturado, fluxo
continuo, sob regime de aeracdo intermitente e alimentado com efluente sintético. Foi
avaliado o comportamento desse reator na remocdo de matéria nitrogenada e carbonécea,
submetendo-o a relagdes C/N variaveis (inferiores a 10) e duas diferentes fontes de carbono

presentes no esgoto sintético (sacarose e peptona de carne).
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2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da relacdo C/N e da fonte de
carbono no processo de nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas em um reator de fluxo
continuo e leito fixo estruturado, operando com &gua residuaria sintética.

Os objetivos especificos da pesquisa foram:

Avaliacdo da influéncia da fonte orgéanica no processo combinado para relagdes C/N
similares;

Avaliacdo do desempenho do sistema na remocéao de N-total, sob reduzida disponibilidade de
doadores de elétrons para desnitrificacdo heterotréfica;

Caracterizacdo do biofilme formado em suporte de espuma de poliuretano, com respeito a
concentracdo de oxigénio em relacdo a espessura e ao arranjo dos microrganismos para
confirmar a hipétese da ocorréncia de NDS devido a aspectos fisicos;

Obtencdo de parametros cinéticos de nitrificacdo e desnitrificacdo do sistema em diferentes

condigGes experimentais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1NITROGENIO NO MEIO AMBIENTE

O lancamento de efluentes contendo concentragdes elevadas de nutrientes pode causar
danos ao ambiente aquatico e a saude humana. No aspecto ambiental, 0 excesso de nitrogénio
e foésforo pode levar a eutrofizagdo dos corpos d’agua, favorecendo o crescimento de
fitoplancton e de macrofitas, causando deplecdo do oxigénio dissolvido e a reducdo da
penetracdo de luz no corpo receptor. Além disso, ocorrem mudancas na qualidade das aguas,
alteracOes na diversidade de espécies, mudancas de pH, floracdo de cianobactérias, produgéo
de toxinas, entre outros problemas (EPA, 1993; CALIJURI et al., 2006). Com relacédo a saude
humana, a concentracdo elevada de nitrato nas aguas de abastecimento esta associada a
doencas como metahemoglobinemia (sindrome do bebé azul) e a formacdo de substancias de
poder mutagénico e carcinogénico no organismo (EPA, 1993; ALMASRI, 2007).

A matéria nitrogenada presente em aguas residudrias pode ser dividida em duas
categorias: ndo-biodegradavel e biodegradavel. Para o tratamento biologico de aguas
residudrias considera-se as conversGes da fracdo biodegradavel do nitrogénio, a qual é
subdividida em: amonia (NH4"), nitrogénio organico solivel e nitrogénio organico
particulado. O nitrogénio organico particulado é hidrolisado a nitrogénio organico sollvel.
Este Gltimo por sua vez, é convertido & NH4" no processo chamado de amonificacio

(Equacéo 1).

RNH, + H,0 + H" <> ROH™ + NH,* (Eq. 1)

Parte do NH4" produzido é utilizado na sintese das biomassas heterotrofica e
autotrofica. Estima-se que cerca de 0,12 g de nitrogénio amoniacal é assimilado na forma de
NH,4" para cada 1 g de células formadas (METCALF; EDDY, 2003). Além disso, 0 NH;" é
utilizado como fonte de energia para o crescimento dos organismos autétrofos. O nitrogénio
amoniacal pode estar presente em fase aquosa tanto na forma ionizada (NH,"), quanto na
forma livre (NH3), dependendo do pH da solucdo e da constante de equilibrio i6nico (K),
conforme Equacéo 2.

NH;" & NHg+ H* (Eq. 2)
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A distribuicdo do nitrogénio em funcdo do pH, temperatura de 25°C e forca ibnica

igual a zero é apresentada na Figura 1.
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Figura 1 - Distribuicdo da aménia (NH3) e ion amonio (NH,") em funcéo do pH,
considerando equacdes de equilibrio da amonia e temperatura de 25°C.

Pode-se observar que a medida que o pH diminui, o equilibrio se desloca no sentido da
formacdo de N-NH,". Além do pH, a temperatura também exerce influéncia sobre a
concentracdo de cada fracdo nitrogenada. Desta maneira, a partir do conhecimento da
constante de equilibrio da reacdo, do pH e da temperatura pode-se prever a distribuicdo das
formas de nitrogénio amoniacal no meio. Para esgotos, as faixas de variacdo tipicas do pH e
temperatura sdo 6,5 a 7,5 e 15 a 25°C, respectivamente; indicando que praticamente todo o
nitrogénio amoniacal esta na forma ionizada (METCALF; EDDY, 2003).
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3.2 FUNDAMENTOS DE NITRIFICACAO E DESNITRIFICACAO

Entre os processos conhecidos para a remog¢édo de compostos nitrogenados, o bioldgico
é 0 que melhor se adapta & realidade econémica e ambiental (EPA, 1993 apud KHIN;
ANNACHHATRE, 2004), por basear-se principalmente nos processos naturais e sequenciais
de nitrificacdo e desnitrificacdo. Sua adocdo dispensa 0 uso de produtos quimicos para
correcdo do pH, o consumo energético excessivo dos equipamentos de difusdo de ar, o
entupimento de tubulacdes pelo carbonato de célcio (quando a cal é utilizada para ajustar pH)
e a liberacdo de amonia livre para atmosfera (em sistemas que ndo contam com dispositivos
de coleta), como ocorre nas operagdes de “stripping” de amdnia.

O processo de nitrificagdo contribui para a remocao de nitrogénio transformando a
amonia (NHz e NH,;") em compostos nitrogenados oxidados, tais como nitrito (NO,") e nitrato
(NO3), os quais podem ser convertidos a gas nitrogénio pelo processo de desnitrificacao,
sequencialmente a nitrificagdo.

A nitrificacdo é um processo estritamente aerobio, realizado por organismos
guimioautotrofos que utilizam o oxigénio como receptor final de elétrons e o dioxido de
carbono como fonte de carbono. Segundo Metcalf e Eddy (2003), as bactérias dos géneros
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e Nitrosovibrio participam da
primeira etapa da nitrificacdo, que é a nitritacdo (oxidagdo de N-NH;" a N-NOy). E durante a
segunda etapa da nitrificacdo, também chamada de nitratacdo (oxidacdo de N-NO; a N-NOg),
sdo envolvidos os géneros Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira, Nitrospina e Nitrocystis. As

Equac0es 3 e 4 representam estes dois processos:

NH;" + 1,50, » NO, + 2 H" + H,0 + Energia (Eq. 3)

NO; + 0,5 0, — NO3 + Energia (Eq. 4)

Nota-se, nas equagles acima, uma alta demanda por oxigénio para a oxidacdo do
nitrogénio amoniacal. Sd0 necessarios 4,57 mg de O, para cada mg de N-NH;" oxidado
(METCALF; EDDY, 2003). Além disso, a equaco 3 mostra a geracio de ions H* que podem
diminuir o pH do sistema, caso o efluente ndo contenha alcalinidade em quantidade suficiente

para tamponar a acdo destes ions. Neste caso, deve-se assegurar a presenca de bicarbonato no

L EPA. Nitrogen control. EPA, Washington, DC, USA, 1993.
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meio, o qual também servird como fonte de carbono para as bactérias quimioautotroficas
envolvidas. A partir da estequiometria da Equacgéo 5, pode-se estimar o requerimento geral de

alcali do processo de nitrificagdo, que € de 7,14 g de CaCO; para cada g de N-NH, oxidado.

NH4Jr +2HCO3 +20,>NO0O3 +2CO;, +3H,0 (Eq 5)

As reacdes da nitrificacdo podem ser afetadas por varios fatores ambientais incluindo a
temperatura, o pH, a concentracdo de oxigénio dissolvido e o tempo de retencdo celular
(TRC). Estes fatores podem exercer influéncia direta na atividade enzimatica e na velocidade
de crescimento dos microrganismos ou influéncia indireta, interferindo na estrutura do
biofilme, na velocidade de difusdo e na solubilidade do oxigénio. Dentre as condi¢cdes 6timas
para a nitrificacdo tem-se: temperatura na faixa de 25°C a 35°C; pH entre 7,5 e 9,0 e
concentracdo de oxigénio dissolvido superior a 2 mg.L™. De acordo com Metcalf e Eddy
(2003), a velocidade de nitrificacdo diminui significativamente em valores de pH inferiores a
6,8; justificando assim, o adequado fornecimento de alcalinidade ao sistema, de maneira que a
atividade dos microrganismos seja mantida.

O efeito da carga organica na nitrificagdo € uma questdo que também merece atencéo,
uma vez que a remoc¢do carbonacea e a nitrificacdo sdo frequentemente realizadas em um
mesmo reator nas plantas convencionais de tratamento. Fu et al. (2009) observaram que a
capacidade de nitrificacdo € incrementada com a reducdo da relagdo C/N. O aumento na
concentracdo de substrato disponivel para as bactérias nitrificantes estimula o crescimento da
biomassa, facilitando a competicdo por OD com as bactérias heterotrofas. Entretanto, o
coeficiente de saturacdo de oxigénio (obtido via cinética de Monod) das bactérias nitrificantes
é maior do que o das bactérias heterotrofas. Logo, a competicdo por OD pode resultar na
estratificacdo da camada aerdbia do biofilme, com bactérias aerdbias heterotroficas na regido
mais externa e as nitrificantes nas regides mais internas (FU et al., 2010).

A conversdo bioldgica dos compostos produzidos durante a nitrificagdo em compostos
mais reduzidos, tais como: 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N,O) e principalmente gas
nitrogénio (N2) e que ocorre sob condi¢cbes andxicas & denominada desnitrificacdo. A
desnitrificacdo pode ser processada por bactérias facultativas heterotroficas ou autotréficas, as
quais utilizam NO; e NO3  como aceptores de elétrons em ambiente anoxico, caracterizando
um processo de respiragdo anaerdbia.

A presenca de um doador de elétrons €& essencial para que o0 processo de
desnitrificacdo ocorra. O processo pode ser heterotrofico, no qual a matéria organica atua
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como fonte de carbono e de energia para a atividade dos microrganismos. Ela pode ser
suprida por meio de compostos sintéticos adicionados ao meio ou pela matéria orgénica
presente no proprio residuo a ser tratado (SCHIERHOLT NETO, 2007). Ou entdo, os elétrons
podem ser provenientes de substancias inorganicas, como por exemplo, o sulfeto;
promovendo a chamada desnitrificacéo autotrofica.

No caso da desnitrificacdo heterotrofica, pode-se listar alguns géneros de
microrganismos envolvidos: Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,
Hypomicrobium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Propionibacterium, Pseudomonas,
Rhizobium, Rhodopseudomonas, Spirillume Vibrio (METCALF; EDDY, 2003).

As Equacdes 6 e 7 apresentam a estequiometria do processo, caso a desnitrificacdo
seja baseada na reducdo do NO; (desnitrificacdo via nitrito) ou na reducdo do NOg3

(desnitrificagdo via nitrato), respectivamente.

2NO; +6H" +66 — Np+2OH +2 H,0 (Eg. 6)

2NO; +10H"+10e — N, +2 OH + 4 H,0 (Eq. 7)

Em geral, concentragdo de OD superior a 0,5 mg.L™ é conhecida por inibir a
desnitrificacdo (RITTMANN; LANGELAND, 1985). Embora esse mecanismo de
inibicdo ndo esteja claro, é aceito que, sob uma elevada concentracdo de OD, as bactérias
desnitrificantes podem mudar seus aceptores de elétrons do nitrato para o oxigénio e assim
deixar de desnitrificar. Uma hipGtese para ocorréncia da desnitrificacdo na presenca de baixas
concentracdes de OD é a da difusdo do oxigénio no biofilme, reduzindo o aporte aos
organismos presentes nas camadas mais internas. 1sso porque a disponibilidade de oxigénio
aos organismos distribuidos mais no interior do biofilme é menor do que no meio liquido. Tal
fato se deve a resisténcia a transferéncia de massa e utilizagdo do oxigénio do meio pelos
organismos nitrificantes e pelos aerébios oxidadores de matéria organica (METCALF;
EDDY, 2003).

Segundo Van Haandel e Marais (1999), outras condi¢cdes ambientais que tambem
exercem influéncia neste processo sdo: a temperatura e o pH. Tais autores relatam que a
velocidade de desnitrificacdo ¢ maxima para uma faixa de pH entre 6,5 e 8,0 e que para

valores abaixo de 6,0 e acima de 9,0 h4& uma diminuicdo consideravel na atividade



38

desnitrificante. Os autores observaram tambeém que a velocidade de desnitrificacdo aumenta
com a temperatura, sendo que o processo ocorre em uma faixa de temperatura de 20°C e
35°C.

3.3 INFLUENCIA DO CARBONO NA DESNITRIFICAGAO HETEROTROFICA

A forma convencional de manter o ambiente aerdbio e anoxico, necessarios para
ocorréncia de nitrificacdo e desnitrificacdo, respectivamente, é a utilizacdo de unidades
sequenciais. Outra forma de se obter ambiente aerobio e anodxico, que ndo a espacial, é
fornecer oxigénio alternadamente no tempo. Sistemas que operam com aeracdo intermitente
empregam periodos ciclicos nos quais o fornecimento de oxigénio é realizado periodicamente.
Durante a fase ndo-aerada, o0 reator opera em condi¢des anoxicas, promovendo a reducédo do
nitrito e nitrato pela desnitrificacdo (Moura, 2011).

Barana et al. (2013) analisaram a eficiéncia de remogédo de DQO e nitrogénio do
efluente de um reator UASB de abatedouro de aves. Foi adotado um reator de leito ordenado
de fluxo ascendente, operando com quatro diferentes condi¢bGes de aeracdo intermitente. A
partir dos resultados obtidos, os autores observaram que todas as fases experimentais
apresentaram eficiéncia de nitrificacdo de, pelo menos, 90%. No entanto, apenas na fase com
maior tempo sem aeragéo (ciclos de 3 horas, sendo 1 hora com aeracéo e 2 horas sem aeragéo)
é que a remocdo de nitrogénio total foi incrementada, atingindo eficiéncia de 62%. A baixa
eficiéncia de desnitrificacdo, embora a taxa de recirculacdo utilizada no experimento fosse
elevada, possivelmente pode ser atribuida a auséncia de matéria organica prontamente
biodegradavel. Dessa forma, o equilibrio entre os periodos de aeracdo e nao aeracdao deve
garantir, além do fornecimento de OD, a disponibilidade de doadores de elétrons para
desnitrificacdo.

Segundo Zhang & Zhou (2007), quando o carbono do meio em um sistema de
nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS) é insuficiente, pode ocorrer a inibicdo dos
organismos desnitrificantes heterotrofos, que necessitam de carbono organico como doador de
elétrons. No estudo realizado por tais autores, a razdo alimento/microrganismos (F/M) de um
sistema de lodos ativados variou de 0,05-0,10 gDQO. gSSV'.dia™. A partir desta variagio,
observou-se que a maior parte do carbono foi utilizado pelos organismos aerdbios
heterotrofos na remogdo da matéria organica, limitando assim, o processo de desnitrificacdo.
Para confirmar a influéncia do carbono orgéanico na desnitrificacdo, o mesmo sistema foi

operando com tempo de retengédo celular (TRC) de 45 dias, razdo C/N de 10 e razéo F/M de



39

0,10 g DQO.gSSV™ .dia™. O sistema recebeu uma fonte de carbono externa (solucdo de
glicose) e foi submetido a rotagdo de 12 horas. Os resultados obtidos mostraram que o nitrito
e o nitrato foram removidos; indicando que processo de desnitrificacdo foi realizado e que ele

pode ser influenciado pela presenca de carbono disponivel.

3.4 PROCESSO ANAMMOX

Segundo Martins (2010), as bactérias anammox representam a mais recente inclusao
de microrganismos atuantes no ciclo biogeoquimico do nitrogénio. No metabolismo
anammox, N-NH," é convertido a N, em condigBes estritamente andxicas, utilizando N-NOy
como aceptor de elétrons (STROUS et al., 1997, 1998; VAN DE GRAAF et al., 1996).
Hidroxilamina (NH,OH) e hidrazina (N,H,) sdo os compostos intermediarios da reacao.

As bactérias anammox pertencem a ordem Brocadiales e sdo filiadas a
Planctomycetes. S&o fisiologicamente distintas dos demais membros do grupo
Planctomycetes, ja que sdo quimiolitoautotrofos. Apresentam morfologia de cocos, com
diametro inferior a 1 um (VAN NIFTRIK et al., 2004). Seu crescimento é lento, com tempo
de duplicacdo de 11 a 20 dias. Devido a grande resisténcia, sdo capazes de sobreviver em
ambientes com concentragfes muito baixas de substrato, 0 que pode reduzir ainda mais o
tempo de duplicacdo celular. Sdo anaerdbias obrigatérias, com inibicdo reversivel do
metabolismo em concentracdes de oxigénio acima de 2 uM (0,064 mg.L™) (STROUS et al.,
1997).

Tais bactérias contém um compartimento intracitoplasmatico limitado por membrana
(“anamoxossomo™), o qual € responsdvel pela conversdo do amoénio e do nitrito a gas
nitrogénio sob a acdo da hidrazina (KARTAL; KUENEN; VAN LOOSDRECHT, 2010).
Eficiéncia metabolica maxima ocorre com temperatura na faixa de 20° e 43°C e com pH entre
7e8.

Desde que foi descoberto, o processo anammox tem sido apontado como uma forma
economicamente eficiente e sustentavel de tratar aguas residuarias ricas em nitrogénio
amoniacal (JETTEN et al., 2009; KARTAL; KUENEN; VAN LOOSDRECHT, 2010).
Estudo de Kartal, Kuenen e Van Loosdrecht, (2010) mostra que a implantacdo do processo
anammox pode reduzir em até 60% o0s custos operacionais do sistema, devido a reducéo no

consumo de O, e a diminuigdo na producdo de lodo. Strous et al. (1998) estabeleceram a



40

seguinte equacdo geral (Equacdo 8) para o processo, considerando reatores em condicoes
estaveis de operacéo:

1NH} + 1,32 NO; + 0,066 HCO3 + 0,13 H*
- 1,02N, + 0,26 NO3 + 0,066CH,045Ng 15 + 2,03 H,0

(Eq. 8)

A partir de estudos do genoma do género K. stuttgartiensis (4,2 megabases) foram
deduzidas as rotas metabdlicas da oxidagdo anaerdbia do aménio. Tais estudos apontam a
existéncia de diversos genes especificos, dentre 0s quais 0s responsaveis pela sintese das
enzimas: nitrato nitrito redutase (narGH), 6xido nitrico nitrito oxidoredutase (nirS), hidrazina
hidrolase (HH) e hidroxilamina/hidrazina oxidoredutase (HAO/HZO). As enzimas narGH e
nirS atuam nas primeiras etapas da desnitrificacdo. Porém, a auséncia de genes para oxido
nitrico redutase e o0xido nitroso redutase (que também sdo enzimas da desnitrificacdo) sugere
0 estabelecimento de rota alternativa a desnitrificacdo convencional. Nitrito e nitrato podem
ser utilizados como receptores de elétrons na oxidacdo de aménio. Logo, a medida que o
organismo pode produzir tanto nitrito (do nitrato) quanto aménio (do nitrito), pode-se afirmar
que esse microrganismo é capaz de produzir seus proprios receptores e doadores de elétrons;
levando a producdo de N, por um caminho diferente da desnitrificacdo convencional
(KARTAL et al., 2007).

A remocao de nitrogénio via anammox se mostra mais simples do que a remogéo via
nitrificacdo e desnitrificacdo convencional. Além disso, a reacdo anammox € téo
energicamente favoravel (AG°= -357 KJ.mol™) quanto, por exemplo, a reagéo de nitrificacéo
(AG°= -275 KJ.mol™). Uma desvantagem deste tipo de tratamento é que o desenvolvimento
das bactérias € muito lento. Portanto, é necessario um sistema eficiente de separacdo de
solidos e um longo periodo de partida para se obter a concentragdo de biomassa suficiente
para uma boa operagdo (JETTEN et al., 1997).

As bactérias anammox possuem metabolismo muito mais versatil do que se
imaginava. Alem do metabolismo usual (autotréfico), sdo capazes de crescer em meio
contendo acidos organicos como doadores de elétrons para reducdo de nitrito e nitrato
(KARTAL et al., 2007). Justamente por apresentar essa versatilidade metabolica é que as
bactérias anammox podem se desenvolver conjuntamente ao metabolismo heterotréfico. O
estudo de Wang et al. (2010) mostra que para se alcancar o efetivo acoplamento das

atividades anammox e desnitrificante € necessario escolher uma configuracéo de reator que
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permita adequados TDH e TRC e, promover condi¢6es controladas de OD, pH, temperatura,
alcalinidade e concentracdes limitantes de substratos (carbono, NH;", NO3s™ e NOy).

Sistemas com biomassa imobilizada permitem o desenvolvimento anammox eficiente,
mesmo sob concentracdes mais elevadas de OD. O excesso de OD no meio liquido é
consumido, nas zonas mais externas do biofilme, pelas bactérias oxidadoras de matéria
orgdnica e bactérias nitrificantes. Simultaneamente, as bactérias anammox e as

desnitrificantes heterotroficas podem ser desenvolver nas zonas andxicas do biofilme.

3.5 NITRIFICACAO E DESNITRIFICAGAO SIMULTANEAS

Uma nova abordagem pararemocdo de nitrogénio, na qual a nitrificacdo ocorre
concomitantemente com a desnitrificacdo (no tempo e no espaco, sob condi¢cdes constantes)
vem sendo relatada nos Gltimos anos (RITTMAN E LANGELAND, 1985; HOLMAN;
WAREHAM, 2005; LIU et al., 2010; VON MUNCH; LANT; KELLER, 1996). Este novo
processo € denominado nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS) e ocorre sob baixas
concentracdes de oxigénio dissolvido. Tal mecanismo tem como fator chave para o alcance de
uma elevada remoc¢do de nitrogénio, o controle do equilibrio entre a nitrificacdo e a
desnitrificacdo (ZHANG; ZHOU, 2007).

A NDS pode ser explicada por fendmenos fisicos e bioldgicos. A explicacdo bioldgica
é baseada na existéncia de certas bactérias heterotrofas desnitrificantes, capazes de reduzir o
nitrogénio em condicBes aerdbias e também, na existéncia de bactérias heterotrofas
nitrificantes (MUNCH et al., 1996). A presenca de tais organismos implica diretamente na
reducdo dos fluxos de recirculagcdo nos sistemas de tratamento e na diminui¢do dos custos
com adicdo de fontes externas de carbono (HOLMAN; WAREHAM, 2005).

Dentre as explicacOes existentes para ocorréncia da NDS, a mais aceita € a fisica, a
qual afirma que o conceito basico do processo é criar gradiente de concentracdo de oxigénio
no biofilme. Desse modo, tanto condigdes aerdbias quanto andxicas podem ser estabelecidas
dentro de um Unico reator. Sob estas condicdes, tanto as bactérias nitrificantes quanto as
desnitrificantes atuam no desempenho de suas transformacdes bioldgicas de forma associada
(LIU et al., 2010).

Tay et al. (2002) analisaram os mecanismos de difusdo de substrato e oxigénio em
granulos aerobios. Os autores observaram que a concentracdo de oxigénio dissolvido pode

cair a zero nas camadas logo abaixo da superficie do granulo, possibilitando o surgimento de
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zonas andxicas. Este ponto no qual a zona anoxica € estabelecida depende da taxa especifica
de consumo de oxigénio e também das caracteristicas intrinsecas do granulo.

Os perfis de OD obtidos a partir de flocos de lodos ativados por Zeng et al. (2003)
corroboram com os resultados discutidos por Tay et al. (2002). Assim, confirma-se a
existéncia de zonas anoxica e aerébia dentro dessas particulas (Figura 2), garantindo a
ocorréncia da nitrificagéo e desnitrificacdo de forma simultanea.
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Figura 2 - Esquema de um floco de lodo ativado com regides aerdbias e anoxicas (ZENG et al.,
2003).

Segundo a abordagem fisica do processo, a NDS é influenciada pela concentracdo de
OD e pela disponibilidade de matéria organica e de nitrogénio total no meio. Além de
influenciar diretamente nas reacOes realizadas pelos microrganismos aerébios, a concentracdo
de OD pode limitar a distribuicdo de substrato (LI et al., 2008), uma vez que a entrada do
substrato nas camadas mais internas do biofilme ou granulo bioldgico depende da
transferéncia de massa de oxigénio dissolvido (YUAN; GAO, 2010).

O tamanho dos flocos do biofilme também pode influenciar na eficiéncia do processo.
Acredita-se que cisalhar o floco, ou reduzir seu tamanho, seja prejudicial a presenca de zonas
anoxicas. Pochana e Keller (1999) realizaram um estudo no qual a reducdo na dimensdo
média do floco de lodo ativado de 80 para 40 um, ocasionada por uma alta velocidade de
mistura de biomassa, resultou nareducdo de remocdo de nitrogénio via NDS de 52% para
21%.

Pochana e Keller (1999) investigaram neste mesmo estudo, a eficacia da remogéo de
nitrogénio de aguas residuérias pelo processo NDS em um reator em bateladas sequenciais.
Os autores observaram que as concentracfes mais elevadas de OD favoreciam a nitrificacao.
Simultaneamente, as altas concentragdes de OD inibiam o processo desnitrificante, causando

um acumulo de nitrito e nitrato no reator. Por outro lado, sob baixas concentracfes de OD, a
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nitrificacdo foi desacelerada e a desnitrificagdo incrementada. Assim, pode-se concluir que a
concentracdo de OD é um fator critico para o processo NDS. Para se promover um equilibrio
harmonioso entre os processos de nitrificacdo e desnitrificacdo, a concentracdo deve ser
mantida em um nivel adequado.

Sistemas que operam com NDS sdo capazes de manter o pH do reator sem que seja
necessario adicionar uma fonte externa de acido ou base. Durante o processo de nitrificacdo, a
alcalinidade € consumida, porém ela é produzida na desnitrificacdo, mantendo-se um
equilibrio entre 0 pH que pode promover o desenvolvimento de diferentes populacdes de
microrganismos em um unico reator (YOO et al., 1999).

Existem também algumas bactérias heterotréficas, por exemplo Alcaligenes faecalis
(VAN NIEL et al., 1992) e Thiosphaera pantotropha (ROBERTSON; KUENEN, 1988), que
sdo capazes de realizar a NDS usando substratos organicos como fontes de carbono e de
energia para converter aerobicamente o ion amonio a gas nitrogénio. O processo NDS, neste
caso, é chamado de desamonificacdo aerébia (VAN LOOSDRECHT; JETTEN, 1998). Zhao
et al. (1999) sugeriram que as nitrificantes heterotréficas podem coexistir com as nitrificantes
autotréficas em uma vasta gama de condicdes, desempenhando um papel significativo na
oxidacgéo do nitrogénio amoniacal numa propor¢cdao DBO/N de 6,9 ou mais.

Moura et al. (2012) operaram reator de leito fixo e estruturado, submetido a aeragdo
intermitente e recirculacdo de efluente para a remocdo conjunta de matéria organica e
nitrogénio. Alimentado com efluente sintético com caracteristicas de esgoto sanitario, o

sistema apresentou eficiéncia de 89% na remocédo de DQO e de 82% na remocao de N-total.
3.6 A RELACAO C/N E 0 PROCESSO NDS

A nitrificacdo autotrofica é geralmente lenta se comparada com o metabolismo
heterotréfico, uma vez que os coeficientes Y (rendimento celular, expresso em termos de
gSSV.gDQO™) e p (taxa de crescimento especifico, expressa em gcélulas novas/gcélulas™)
das bactérias nitrificantes sdo menores do que para os organismos heterotrofos. Dessa forma,
bactérias nitrificantes necessitam de tempo de retengdo celular (TRC) da ordem de 4 a 7 dias a
20°C, enquanto que as heterotrofas, responsaveis pelo consumo de matéria organica, de 2,5 a
3 dias.

No processo NDS, substrato organico biodegradavel é requerido para o fornecimento

dos elétrons necessarios para redugdo do nitrato produzido na etapa de nitrificacdo (CHIU et
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al., 2007; LIU et al., 2010). Pochana e Keller. (1999) operaram reator em batelada para
remocdo de nitrogénio de efluente proveniente de lagoa de estabilizacdo aplicada ao
tratamento de &gua residuaria de abatedouro bovino. Como resultado, os autores observaram
que a adicdo de uma fonte de DQO facilmente biodegradavel na fase andxica resultou em
significante aumento da atividade NDS.

No entanto, no estudo de Liu et al. (2010) observou-se que a eficiéncia do processo de
nitrificacdo diminuiu com o aumento da carga afluente de DQO, especialmente quando a
carga organica aplicada atingiu um valor critico (0,18kg de DQO.kgSSV™. dia™). Como a
adicdo da fonte organica ndo foi realizada exatamente no periodo anoxico (ocorréncia da
desnitrificacdo), a eficiéncia de nitrificacdo caiu. 1sso acontece devido a presenca massiva de
organismos heterdtrofos, que tém sua atividade metabdlica estimulada pelo aumento
da carga de DQO e disponibilidade de O, (LIU et al., 2010). Tais microrganismos apresentam
metabolismo mais répido do que as bactérias nitrificantes, vencendo a competicdo pela
utilizacdo do OD presente no meio liquido.

Segundo Fu et al. (2010), decréscimos na carga afluente de DQO, mantendo-se a carga
de amdnia constante, reduzem a disponibilidade de fontes de carbono; acarretando na
diminuicdo da populacdo de bactérias heterotrofas. Dessa maneira, as bactérias nitrificantes
tornam-se as componentes mais importantes no biofilme. A relagéo entre C/N e a populagédo
nitrificante sugere maior abundéncia relativa de organismos nitrificantes em reatores com
baixa relacdo C/N. No entanto, a competi¢cdo por OD entre as bactérias heterotrofas e as
nitrificantes resulta na estratificacdo da zona aerdbia do biofilme. Identifica-se o rapido
crescimento das heterdtrofas nas regibes mais externas, enquanto que as nitrificantes, de
crescimento mais lento, ficam localizadas nas camadas aerdbias mais profundas. Assim, a
limitacdo de oxigénio resultante do consumo e da resisténcia a transferéncia de massa na
camada heterotrofica do biofilme afeta negativamente as bactérias nitrificantes na presenca de
substratos organicos, quando a concentracdo de oxigénio no meio é baixa (SATOH et al.,
2000% apud FU et al., 2010).

Hooper et al. (1997) e Chiu et al. (2007) observaram que quando o sistema de
tratamento é submetido a baixa relacdo C/N, ocorre o acumulo de N-NO; e N-NO3,

indicando que a nitrificacdo é o processo predominante. J& nos casos em que esta relacdo €

2 SATOH, H.; OKABE, S.; NORIMATSU, N.; WATANABE, Y. Significance of substrate
C/N ratio on structure and activity of nitrifying biofilms determined by in situ hybridization
and the use of microelectrodes. Water Science Technology, v. 41, n. 4-5, p. 317-321, 2000.
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aumentada, observou-se que todos 0s componentes nitrogenados intermedidrios foram
identificados em concentragdes inferiores aos limites de deteccdo dos métodos de analise.
Tais resultados estdo de acordo com a ideia de que um processo NDS eficiente ocorre quando
as taxas de nitrificacdo e desnitrificacdo estdo em um equilibrio harmonioso, acumulando
quantidades muito baixas de nitrito e nitrato no sistema (VON MUNCH; LANT; KELLER,
1996; ZENG et al., 2003). A partir dessas constatacOes, pode-se dizer que a relacdo C/N é um
fator importante a ser considerado nos processos de NDS.

Chiu et al. (2007) estudaram o controle da relacdo C/N em um reator NDS operando
em bateladas sequenciais e alimentado com efluente sintético. Nesse trabalho, acetato foi
utilizado como fonte orgénica e o cloreto de amonio como fonte de nitrogénio. Diferentes
relacbes C/N foram testadas pela alteracdo das fontes organica e de nitrogénio. Os autores
obtiveram como resultado que o sistema em bateladas sequenciais pode alcancar remocéo
quase completa da matéria organica e do nitrogénio amoniacal sem nenhum actimulo do
intermediério nitrito quando a relagdo inicial de C/N foi de 11,1.

O trabalho realizado por Meng et al. (2008) avaliou os efeitos da relacdo C/N e da
concentracdo de OD sobre a NDS em um reator de membrana, operando com efluente
sintético similar ao esgoto doméstico. Sacarose foi utilizada como fonte de carbono. A carga
de DQO afluente foi mantida constante e trés diferentes relacdes C/N foram testadas, a partir
da variacdo da carga de nitrogénio afluente. Os resultados experimentais mostraram que as
taxas de nitrificacdo e desnitrificacdo atingiram um equilibrio, resultando num processo NDS
praticamente completo quando a relacdo C/N foi de 9,59.

A Tabela 1 mostra uma comparacao entre os desempenhos na remocéao de nitrogénio
total e matéria orgénica (em termos de DQO) pelo processo NDS.



Tabela 1 - Comparacéo do desempenho de diversos sistemas de remocéo de nitrogénio e carbono operados pela via NDS.

. oD TDH Agua DQO Ef|C|~enC|a de Ef|C|e~nC|a de CIN Autores
Tipo de reator (mgLY)  (horas) Residudria afluente remocao de DQO remocao de NT stima’ Reportados
J (mg. L) (%) (%)
Canal de Esgoto Liuetal.
oxidacio 1,0-1,2 6-12 doméstico 371 86-94 60-70 9 (2010)
Leito estruturado .
. Esgoto sanitario Moura et
(.:om ae.ra(;ao 2,0-3,5 12 sintético 364 89 82 11,6 al.(2012)
intermitente
Reator de fluxo Esgoto sanitario
continuo e leito ~ 3,0-4,0 10 goto sa 1500 95,7 72,4% 13,4  Fuetal. (2010)
; sintético
movel
Reator de .
Esgoto sanitéario Meng et al.
m.embrana 1,0 12 sintético 406 90 73 9,59 (2008)
interna
Reator de
Bateladas Efluente . Chiuetal.
Sequenciais 0,64-0,68 24 sintético 1320 ) 98,7 1.1 (2007)
(SBR)
Reator de
membrana i gp ~ ogotosanitario 0, 95 90 9,3  Fuetal. (2009)
modificado sintético
(MBR)

*Este dado estd em termos de eficiéncia de remoc&o de N-amoniacal.

3 Relagdo C/N em termos de DQO e NTK.
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A partir da coletanea de trabalhos apresentada na Tabela 1 observa-se que o alcance de
significativa eficiéncia de remocdo de N-total (acima de 70%) estd relacionado a
disponibilidade de matéria organica biodegradavel para a desnitrificacdo heterotréfica. Essa

demanda depende da fonte organica utilizada, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Demanda por elétrons para desnitrificacao heterotréfica de acordo com fonte de
carbono.

Demanda por elétrons para desnitrificacédo

Fonte organica .
heterotréfica (mg DQO/mg N-NOs)

Glicose 2,68
Sacarose 2,85

Etanol 2,86
Metanol 3,47
Acetato 4,30

Porém, a relacdo C/N de diversas classes de aguas residuarias é inferior aos valores
apontados na literatura para desnitrificacdo eficiente. Nesses casos, observa-se que a remogao
de N-total fica limitada pela falta de fonte de carbono disponivel para a etapa de
desnitrificacdo. Nesse sentido, novas tecnologias de tratamento tém sido pesquisadas com
intuito de promover a remocdo de N-total mesmo sob baixa disponibilidade de doadores de
elétrons e sem adicdo de fontes externas de carbono. Dentre essas novas tecnologias

destacam-se 0s seguintes processos:

SHARON (Single Reactor for High Ammonia Removal Over Nitrite) (HELLINGA et al.,
1998);
CANON (Completely Autotrophic Nitrogen Removal Over Nitrite) (SLIEKERS et al., 2002);
OLAND (Oxygen-Limited Autotrophic Nitrification-Denitrification) (PYNAERT et al.,
2004).

Recentemente, 0 processo simultineo de nitrificacdo parcial, anammox e
desnitrificacdo (SNAD) passou a ser pesquisado. Tal processo acopla os conceitos de
anammox e NDS a partir da limitacdo na ocorréncia da nitrificagcdo total (CHEN et al., 2009;
WANG et al., 2010). Sob condigdes limitantes de oxigénio dissolvido, N-NH," é oxidado a
N-NO; pelas bactérias oxidadoras de amdnia. O nitrito disponivel ¢ utilizado pelas bactérias
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anammox para oxidar a amonia remanescente até N,. Em seguida, a matéria organica
remanescente pode ser utilizada como doadora de elétrons na reducdo do N-NOjs até N, pelas
bactérias desnitrificantes heterdtrofas. O acoplamento do processo anammox e da
desnitrificacdo so é eficaz quando a desnitrificacdo ndo compete por N-NO, com as bactérias
anammox. A interacdo entre as biomassas nitrificante, anammox e desnitrificante sob
limitacdo na concentracdo de OD pode promover a remogdo quase completa da matéria
nitrogenada e carbondcea em um mesmo sistema (CHEN et al., 2009).

A literatura disponivel mostra que a mudanca na relagdo C/N pode afetar a remocéo de
nitrogénio via processo NDS em reatores biologicos. Estudos com esse escopo ja foram
realizados em: filtros bioldgicos aerados (OHASHI et al., 1995), reator de membrana (FU et
al., 2009; MENG et al., 2008), canal de oxidacdo (LIU et al., 2010) e reator em bateladas
sequenciais (CHIU et al., 2007). Apesar desses trabalhos utilizarem diferentes configuracdes
de reatores, comportamento semelhante foi observado quando os sistemas de tratamento
foram submetidos a afluente com baixa relagdo C/N. Em todos os sistemas, as eficiéncias de
nitrificacdo foram incrementadas (se comparadas as condices com maior relacdo C/N),
resultando em efluente final com baixa concentracio de N-NH,". Entretanto, como a carga
nitrogenada afluente era maior, a DQO disponivel ndo foi suficiente para garantir a
desnitrificacdo heterotréfica de toda fracdo nitrogenada oxidada. Esta situacdo resultou no
acumulo de N-NOs em todos os sistemas, limitando a remocdo de N-total pelo processo
NDS. Além disso, os efluentes tratados nestes trabalhos apresentam basicamente as mesmas
caracteristicas, ndo permitindo uma analise mais profunda da influéncia da fonte orgéanica
sobre os bioprocessos envolvidos.

O comportamento do processo NDS em reator de leito estruturado, fluxo continuo e
sob regime de aeracdo intermitente ainda ndo foi bem explorado. Além disso, ndo ha
informacdes a cerca do comportamento da remocdo de nitrogénio sob baixa disponibilidade
de doadores de elétrons para a desnitrificacdo heterotrofica nessa mesma configuragcdo de
reator e, nem sobre a influéncia da fonte organica no processo combinado para uma mesma
relacdo C/N. Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia da relagdo C/N
e da fonte orgénica no processo de nitrificacdo e desnitrificacdo simultdneas em um reator de

fluxo continuo e leito fixo estruturado, operando com agua residudria sintética.
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4 INSTALACOES E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E ANALITICOS

4.1 APARATO EXPERIMENTAL

4.1.1 REATOR BIOLOGICO

O reator foi construido a partir de um tubo de acrilico, de formato cilindrico, com
diametro interno de 14 cm e 90 cm de altura (headspace de 20 cm). A parte inferior do reator
foi projetada no formato conico (13 cm de altura), com o objetivo de facilitar o descarte de
liquido. Desta maneira, o volume total do reator foi de aproximadamente 11,0 L. A Figura 3

representa esquematicamente o sistema descrito.
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Figura 3 - Esquema do sistema em escala de bancada (Adaptado de MOURA, 2011).

O sistema foi operado em escoamento ascendente e alimentacdo continua, com a
entrada localizada na base do reator (representada por Al) e a saida do efluente tratado (A3)
situada na zona superior do reator, a 80 cm da base. A saida para recirculacdo do efluente

estava localizada a 65 cm da base do reator (A4). Além do ponto de alimentacdo, a zona
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inferior do reator contou com entrada independente para a vazédo de recirculacdo, representada

pelo ponto A2. As caracteristicas fisicas do reator estdo sintetizadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas do reator bioldgico.

Parametro fisico Valor
Altura atil 70 cm
Diametro 14 cm
Volume total 11L
Volume util 55L
Porosidade do leito 50%

O reator foi mantido em camara climatizada a 30+1°C. A alimentacéo e a recirculacao
foram feitas por meio de bombas peristélticas dosadoras; sendo a primeira da marca Gilson,
modelo MiniplusEvolution e a segunda, da marca ProMinent, modelo Concept B. As vaz0es
de alimentacdo e recirculagdo adotadas foram de aproximadamente 8,4 mL.min™ e
42,0 mL.min™, respectivamente. A razdo de recirculacdo igual a 5 (Qr:Qa) foi adotada
conforme o trabalho de Moura (2011), o qual observou que tal razdo era suficiente para
garantir regime de escoamento de mistura completa no reator.

A aeracdo do sistema foi realizada por meio de aerador de aquério provido de difusor
de micro bolhas (A9) conectado na extremidade da mangueira de saida do ar. Tal dispositivo
foi ligado a um timer, de maneira a permitir que o sistema permanecesse 2 horas com aeragéo
e 1 hora sem aeracdo. Primeiramente, foi utilizado apenas um aerador de aquario na operacéo
do sistema. Porém, dificuldades na manutencdo da concentracdo de oxigénio dissolvido
devido a problemas na transferéncia de massa decorrentes da formacéo de biomassa suspensa,
levaram a adocdo de sistema de aeracdo compostos por dois aeradores. Desse modo, a
concentracdo de OD mantida durante a fase aerébia ficou entre 2,0 e 3,5 mg.L™. A Figura 4

retrata o sistema em operacao:
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Figura 4 - Fotografia da instalacdo experimental (24° dia de operacao).

4.1.2 ALIMENTAGAO E SUBSTRATO SINTETICO

Ao longo deste estudo experimental foram adotadas duas composicGes de agua
residuaria sintética, ambas baseadas no meio proposto por Torres (1992). A primeira possuia
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a de um esgoto doméstico ap6s tratamento
preliminar (remogdo de solidos e gorduras), cuja fonte de carbono foi a sacarose. A outra
contemplou o uso da peptona de carne como fonte de carbono, o que proporcionou a obtencao
de efluente sintético com alto teor proteico. Vale ressaltar que devido ao fato da peptona de
carne ser um composto mais complexo, uma caracterizacdo mais extensa foi realizada e as

informagdes obtidas seguem no Anexo 1. A partir das analises efetuadas foi possivel
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caracterizar as fraces organica e nitrogenada da peptona de carne, além de sua constituicdo
mineral.

A relacdo C/N foi variada de acordo com a condi¢do experimental, mantendo-se
sempre a concentracdo de carbono fixa em 500 mg DQO.L™ (carga carbonacea afluente
média de 1,10 kg DQO. m?®. dia ) e alterando-se a relagdo C/N pela concentragdo de
nitrogénio. Vale a pena ressaltar que, as concentragdes de carbono e nitrogénio utilizadas
foram descritas em termos de DQO e NTK, respectivamente.

A caracterizacdo afluente dos substratos sintéticos utilizados em cada uma das
condigdes experimentais adotadas esta apresentada na Tabela 4. A concentracdo afluente de
alcalinidade foi definida de maneira a suprir a demanda exigida para a oxidagcdo completa da
carga nitrogenada aplicada em cada condicdo experimental (7,14 mg CaCOj3 por mg de NTK

oxidado).

Tabela 4 - Caracterizacao dos componentes presentes na agua residuaria sintética em cada uma
das condic¢Bes experimentais avaliadas.

X Fonte DQO Alcalinidade NTK N-amoniacal  Relacéo
Condicao

organica (mg.L?) Total (mg.L") (mg.L™ (mg.L™) CIN
1 Sacarose  481+241 23845 51,3+6,8 43,4457 9,7+1
2 Peptona 4894282 279+9,8 62,745,3 ND 7,6x1
3 Peptona  489+27,0  762+31,2 179,4+10 69,0+22,8 2,9+1
4 Sacarose  529+413  525+10,8  193,4+22,3  100,1+19,6 2,9+0,4

ND: dados ndo disponiveis.

A partida do sistema foi dada com a agua residuaria rica em sacarose (Condicdo 1),
mantendo-se uma relacdo C/N proxima a 9, apontada na literatura como Otima para 0
estabelecimento do processo NDS. A partir desta relacdo, foram testadas as relagdes C/N de 8
(Condicdo 2) e 3 (Condicdo 3) para agua residuaria a base de peptona de carne (sendo a
concentracdo de nitrogénio corrigida pela adicdo de cloreto de aménio). Ao final do
experimento, o sistema foi novamente operado com &gua residuaria a base de sacarose,
seguindo relacdo C/N de 3 (Condicéo 4).

A Tabela 5 mostra os componentes que foram utilizados no preparo das aguas
residudrias sintéticas a base de sacarose e de peptona de carne em cada uma das condi¢oes

experimentais. Os compostos macronutrientes (sais minerais) foram preparados como uma
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solucdo a parte, sendo 2,5 mL desta solucdo adicionada para cada litro de afluente preparado.
A composicao da solucdo de macronutrientes estd apresentada na Tabela 6.

Tabela 5 - Composicédo da agua residudria sintética em cada condicdo experimental (Adaptado
de TORRES, 1992).

Condigdes Experimentais 1 2 3 4

Constituintes Concentracao Concentracao Concentracdo Concentragao

(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™Y)

Sacarose 500 0 0 500

Peptona de Carne 0 500 500 0
Cloreto de aménio (NH4CI) 191 0 241 638

Sulfato de magnésio
(MgSO4.7H,0) 38,5 78,2 36,7 38,5
Fosfato de potassio monobasico

(KHPO,) 22 35,8 12,1 22

Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 400 400 800 800

Tabela 6 - Composicéo da solu¢do de macronutrientes (TORRES, 1992).

Componente Concentragéo (g.L™)
Cloreto de s6dio (NaCl) 100
Cloreto de Calcio (CaCl,.2H,0) 2,8
Cloreto de Magnésio (MgCl,.6H,0) 13

Nocko (2008), observou que uma fonte de micronutrientes é fundamental para suprir
as necessidades nutricionais e promover o desenvolvimento dos microrganismos presentes no
sistema. Sendo assim, foi adicionada ao afluente sintético uma solucdo de micronutrientes,
conforme utilizado por Torres (1992) e cuja composicdo esta apresentada na Tabela 7. Para

cada litro de afluente preparado, foi adicionado 1 mL desta solugdo de micronutrientes.
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Tabela 7 - Composicéo da solucédo de micronutrientes (TORRES, 1992).

Componente Concentracéo (g.L™?)
Acido 12,800
Nitrilotriacético(NTA)
1,350
FeCls. 6H,0
0,100
MnC|2.4H20
0,024
COC|2.6H20
0,100
C&Clz.ZHzO
0,100
ZnC|2. 4H20
0,025
CUC|2.2H20
0,010
H;BO
T 0,024
Na,Mo00,4.2H,0
1,000
NaCl
0,026
Na,Se03.5H,0
R 0,120
NiCl,.6H,0

Foi adicionada também uma solucdo de vitaminas, baseada em Touzel e Albagnac
(1983). Para cada 11,5 L de agua residuéaria adicionou-se 25 mL da solucdo de vitaminas. Tal
solucdo foi preparada em condicdes adequadas de assepsia e foi armazenada sob refrigeracéo.

A Tabela 8 relaciona os constituintes da solucéo de vitaminas.
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Tabela 8 — Composicéo da solugio de vitaminas baseada em Touzel e Albagnac (1983).

Componente Concentracdo (g.L™?)
Biotina 0,009
Acido folico 0,009
Tiamina 0,023
Riboflavina 0,023
Acido Nicotinico 0,023
Pantotenato de céalcio 0,023
Piridoxina 0,046
Vitamina B12 0,0005
Acido Lipdico 0,023
Acido p-aminobenzoico 0,023

Uma vez preparado, o substrato foi armazenado sob refrigeracdo (4°C) para evitar a
fermentacdo garantindo a preservacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas. No entanto,
para evitar possiveis erros na caracterizacdo do afluente, anélises de monitoramento foram

realizadas utilizando substrato por periodo de armazenamento maximo de 2 dias.

4.1.3 MATERIAL SUPORTE

Como meio suporte para o reator em questéo, foram utilizadas 13 estruturas cilindricas
de espuma de poliuretano, cada uma com 3 cm de diametro e altura de 60 cm, cuja disposicdo
no interior do reator pode ser visualizada no corte C-C da Figura 3. Hastes verticais de PVC
foram utilizadas para a fixagdo das estruturas cilindricas as extremidades do reator. A Tabela

9 sintetiza as caracteristicas do meio suporte.
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Tabela 9 — Caracteristicas da espuma de poliuretano (Adaptado de Silva et al., 2006).

Caracteristica Valor
Diametro 3,0cm
Densidade aparente 23g.L*
Porosidade 92%
Principal didmetro de poro 943 um
Avrea de superficie* 438m°.g’

*Medido pelo método BET multiponto
4.1.4 INOCULO

O indculo utilizado no experimento foi obtido a partir da mistura (50% em volume) de
lodo proveniente de um sistema de lodos ativados com atividade nitrificante, da estagdo de
tratamento de aguas residuarias da Fabrica de Motores da Volkswagen (Sdo Carlos/SP) e de
lodo oriundo de reator UASB aplicado ao tratamento de aguas residuarias da Avicola Dacar
(Tieté/SP).

O lodo Dacar apresentou concentracdo inicial em termos de solidos totais (ST) e
sélidos totais voléateis (STV) de 50,7 g ST.L e 41,1 g STV.L", respectivamente. As
concentracdes iniciais de ST e STV no lodo Volkswagen foram de 57 g ST.L'e
1,4 g STV.L™, respectivamente. Considerando que o reator recebeu volume aproximado de
1,5 Lde cada lodo e que o volume ocupado pelas hastes de espuma foi de 55 L, as
concentragdes, em termos de SV e ST, utilizadas na inoculagdo foram de 15,4 kg ST.m3e
11,6 kg STV.m>, respectivamente.

Esta mistura foi imobilizada nas estruturas de espuma segundo a metodologia proposta
por Zaiat et al. (1994). As estruturas cilindricas foram dispostas em recipiente plastico,
adicionou-se a mistura de lodos de maneira a garantir o contato de todo o meio suporte. Apds
um periodo de 2 horas, retirou-se o excesso de lodo das estruturas e elas ja foram inseridas no

reator.
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ap0s a inoculagdo do lodo no meio suporte e a fixacdo das hastes no reator foi dada a
partida no sistema. Nos primeiros 9 dias de operacdo, o reator foi alimentado com agua
residuaria sintética a base de sacarose (relagdo C/N de aproximadamente 9) e foi mantido sob
aeracdo continua, com TDH de 24 horas e razdo de recirculacdo de efluente igual a 5. A vazao
de alimentacéo (Qa) foi de 0,24 L.h™. O objetivo desta fase foi permitir o desenvolvimento da
biomassa nitrificante autotrofica, a qual possui uma velocidade de crescimento menor do que
a biomassa desnitrificante heterotréfica. Determinou-se o final desta fase no momento em que
50% do N-amoniacal adicionado foi oxidado a nitrato. Ademais, o sistema ndo exigiu periodo
de adaptacdo mais longo devido a escolha de misturar lodo aerébio com caracteristica
nitrificante ao lodo anaerdbio, com elevada diversidade microbiana (MOURA, 2011;
NOCKO, 2008).

Finalizada a fase de adaptacéo, o reator passou a ser operado com aeracao intermitente
e TDH de 12 horas, preservando-se a razdo de recirculacdo de 5. A duracdo dos periodos
aerados e ndo aerados foi de 2 horas e 1 hora, respectivamente, de acordo com definido por
Moura; Damianovic e Foresti (2012) durante operacéo de reator de leito estruturado tratando
esgoto sintético. Desta maneira, procurou-se garantir que a concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio permanecesse em torno 2,0 a 3,5 mg.L™ nos periodos aerados e préxima a
zero nos periodos ndo aerados, permitindo a ocorréncia da NDS. Segundo Moura;
Damianovic e Foresti (2012), nessa condi¢do a eficiéncia de remocdo de N-total foi de 82%,
com residuais de NTK, N-NOs e N-NO; de 3+1, 1,640,7 e 0,5+0,5 mg.L™, respectivamente.

A Figura 5 mostra o fluxograma das condi¢des experimentais avaliadas neste trabalho.
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Lodo Dacar
IN OCULACAO Lodo Volkswagen
l Zaiat et al. (1994)

TDH = 24 horas

Aeracao continua

ADAPTACAO
Qr=5Qa
l [ SACAROSE }
OPERACAO
/N \ PEPTONA DE
TDH =12 Qr=5Qa CARNE
horas
Aeracao
intermitente

—
\
—
\

-

Condi¢ao 1 - relagao C/N =9,7+1,0

58 dias de operagao

-

Condi¢ao 4 - relagcao C/N = 2,9+0,4

75 dias de operacio

-

Condicao 2 - relagao C/N =7,6%1,0

70 dias de operacao

\..

Condi¢ao 3 - relagao C/N = 2,9+1,0

31 dias de opberacio

Figura 5 — Fluxograma experimental do trabalho.
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Na primeira condigéo experimental (Condigéo 1), o reator continuou sendo alimentado
com efluente sintético a base de sacarose, seguindo relagdo C/N de 9,7£1,0, que é a faixa
apontada na literatura como Otima para o estabelecimento de processo NDS eficiente (CHIU
etal., 2007; FU et al., 2009; MENG et al., 2008). O reator foi operado nessa condi¢do durante
58 dias.

Apb6s a operacdo utilizando sacarose como fonte de carbono, foi avaliado o
desempenho do reator na remoc¢do de matéria organica e nitrogenada de agua residuaria
sintética com alto teor proteico. Nas duas condicdes experimentais seguintes (Condices 2 e
3), a peptona de carne foi utilizada como fonte de carbono e nitrogénio para 0s
microrganismos. Cloreto de amonio foi adicionado na Condicdo 3 para avaliar 0s processos
envolvidos sob relacdo C/N= 2,9+£1,0. Os periodos de duracdo das Condicdes 2 e 3 foram de
75 e 70 dias, respectivamente. Como os resultados obtidos sinalizaram alta eficiéncia na
remocdo de nitrogénio, na Gltima etapa experimental o sistema voltou a ser operado com &gua
residuaria a base de sacarose (Condicdo 4), s que desta vez com uma baixa relacdo C/N
(C/N=2,9£0,4). A ultima fase operacional teve duracao de 31 dias.

Em cada condicdo operacional testada foram realizadas coletas de amostras do
afluente e do efluente com intuito de determinar as concentragdes de NTK, N-amoniacal, N-
nitrito, N-nitrato, alcalinidade, DQO e sélidos. A partir desses dados, foi possivel avaliar a
variacdo das concentracBes desses compostos no meio liquido e calcular a eficiéncia de
remocao de nitrogénio total. Os dados obtidos permitiram verificar a potencialidade desta
configuracdo de reator na remoc¢éao concomitante de matéria organica e nitrogénio e discutir o
estabelecimento de diferentes rotas de metabolismo biol6gico do nitrogénio, as quais foram
identificadas ao longo do periodo experimental.

O final de cada condicdo experimental foi determinado a partir do momento que o
sistema apresentou certa estabilidade nas concentracdes efluentes das variaveis monitoradas.
As coletas de amostras para analises de NTK, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, DQO, pH
e alcalinidade foram realizadas duas vezes por semana. Ja as analises de série de sélidos
foram realizadas uma Unica vez por semana.

Além do monitoramento das variaveis fisico-quimicas, foram realizados ensaios
especificos para determinacdo de parametros cinéticos e avaliagdo do arranjo microbiano
formado no biofilme. Ensaios cinéticos foram realizados com amostras de biomassa das
Condicbes 2 e 3. Na Condicdo 3 também foi realizado estudo de atividade das bactérias

anammox, para investigacao dessa rota de remog&o de nitrogénio. Amostras de biomassa e do
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material em suspensdo das Condigdes 1 e 4 (ambas com sacarose como fonte de carbono)
foram retiradas para observacdo em microscopia Optica. Ao final do periodo experimental
(Condicao 4), amostras da biomassa foram submetidas a ensaios com microssensor de OD e
microscopia eletrénica de varredura para caracterizacdo do biofilme formado, com respeito a

concentracdo de oxigénio em relacdo a espessura e ao arranjo dos microrganismos.
4.3 METODOS ANALITICOS
4.3.1 ANALISES Fisico-QUiMICAS
As variaveis que foram analisadas durante o experimento estdo representadas na
Tabela 10. As amostras efluentes foram previamente filtradas em membrana de fibra de vidro

(1,2 pm).

Tabela 10 — Analises fisico-quimicas realizadas na pesquisa.

Variavel/Unidade Meétodo Referéncia
pH Potenciométrico APHA (2005)
Dilallo e Albertson (1961)

Alcalinidade (mg CaCOs.L™) Titulométrico modificado por Ripley et
al.(1986)
NTK (mgN.L™) Kjedahl APHA (2005)
N-NH," (mgN.L™?) Cromatografia I6nica LPB-EESC/USP
N-NO, (mg N.L™) Cromatografia I6nica LPB-EESC/USP
N-NO5 (mg N.L™) Cromatografia I6nica LPB-EESC/USP
ST (mg.L™) Gravimétrico APHA (2005)
STF (mg.L™) Gravimétrico APHA (2005)
STV (mg.L™) Gravimétrico APHA (2005)
SST (mg.L™) Gravimétrico APHA (2005)
SSF (mg.L™) Gravimétrico APHA (2005)
SSV (mg.L™) Gravimétrico APHA (2005)
DQO Colorimétrico APHA (2005)
Oxigénio Dissolvido (mg.L™) Luminescéncia -

O oxigénio dissolvido no meio liquido do reator foi monitorado com sonda de medidor
por luminescéncia Hach, modelo LDO HQ10. As analises de nitrato (NO3), nitrito (NO) e
N-amoniacal (NH4") foram realizadas em cromatégrafo de ions Dionex (modelo ICS 5000®),
equipado com detector de condutividade e duas colunas diferentes (colunas lonPac® AG23

Anion-Exchange Column e lonPac® CG12A Cation-Exchange Column), operando a
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temperatura de 30°C. O fluxo adotado foi de 1,0 mL.min™ e a fase mével para determinacéo
dos anions foi solucdo de carbonato de célcio e bicarbonato de célcio (4,5 e 0,8 mM,
respectivamente). Para determinacdo do N-amoniacal utilizou-se como fase movel solugédo de
acido sulfarico concentrado (40 mM). Vale ressaltar que durante a Condicéo 1, a anélise de
N-amoniacal foi realizada pelo método de Andlise por Injecdo de Fluxo (FIA) e sé depois

passou a ser determinada por cromatografia iénica.

4.3.2 ENSAIOS CINETICOS

Para a melhor condicdo operacional do sistema, foram realizados ensaios cinéticos
com a biomassa presente no reator. Dessa maneira, foi possivel a obtencdo das velocidades
aparentes de nitrificacdo e desnitrificacdo para as Condicdes 2 e 3. Além disso, a partir da
Condicéo 3, foi acrescentado o ensaio de atividade anammox, com o objetivo de determinar a
velocidade aparente desta via metabdlica e sua participacdo na remogao total de nitrogénio.

A modelagem cinética adotada foi baseada na remocdo de nitrogénio a partir de N-
amoniacal (Nitrificacio via N-NH,"), N-nitrito (Nitrificagdo via N-NO), N-nitrato
(Desnitrificacdo Heterotrofica) e N-amoniacal/N-nitrito (via Anammox — sem adicdo de fonte
externa de carbono). Tal remocao foi avaliada por meio de perfis temporais de concentragéo
de substrato no meio liquido ao longo do tempo, os quais foram medidos experimentalmente.

Nos ensaios cinéticos de nitrificacdo e desnitrificacdo e de atividade anammox
verificou-se o comportamento de cinética de ordem zero, tanto para nitrificacdo quanto para

desnitrificacdo, conforme equacao 9.

C=Co— Ko.(t— to) (Eq. 9)

Em que:

C = massa do composto nitrogenado por unidade de massa de SSV no tempo t [mgN.
L gSsvY;

Co, = massa do composto nitrogenado por unidade de massa de SSV no tempo inicial
to [mgN. L™ gSSV™;

k', = constante cinética especifica do modelo de ordem zero [mgN. gSSV™*. h];

t = tempo [horas].
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No ensaio cinético de desnitrificacdo observou-se comportamento de cinética de série,

com a formacéo de N-NO," como produto intermediério, conforme equacéo 10.

NO3; - NO; - N, (Eg. 10)

Dessa maneira, as velocidades especificas de consumo de N-nitrato (k;) e N-nitrito
(ko) foram obtidas. Ambas apresentaram comportamento de reacfes de ordem zero.

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados reatores em batelada, baseando-se na
metodologia utilizada por Moura (2011). O procedimento adotado para coleta de amostras de
espuma de poliuretano para todos os ensaios cinéticos realizados nesse trabalho esta
exemplificado na Figura 6. As porcdes de espuma foram retiradas do reator de maneira
aleatdria, com intuito de justificar a auséncia de estratificacdo microbiana no reator. Em cada
frasco Duran, adicionou-se 3 cm de espuma, cortadas em 3 cilindros de 1 cm. Cada cilindro

foi dividido em 4 partes aproximadamente iguais..

0.01m Tq)f
+ 'S —as—/

Figura 6 — Esquema de corte da espuma para ensaios em batelada.

A Figura 7 mostra uma representacdo dos reatores utilizados nos ensaios cinéticos
realizados. Em todos os ensaios foram utilizados frascos Duran com volume de 250 mL.
Deste volume, apenas 200 mL foram completados com meio sintético. Vale ressaltar que foi
realizado o preparo prévio das solucGes envolvidas em cada ensaio. Desta maneira, 0s ensaios
ja puderam ser iniciados logo ap0s a coleta das amostras de espuma, preservando assim, a

biomassa presente.
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No caso do ensaio de nitrificacdo, o frasco foi mantido aberto e sob aeracéo continua.
Ja os frascos utilizados nos ensaios de desnitrificacdo e de atividade anammox foram vedados
com septo de borracha e submetidos a fluxo de gas N, com intuito de manter o ambiente

andxico.

Entrada de ar

|
I

[

Espuma com
biomassa

ENSAIO DE ENSAIO DE TESTE DE ATIVIDADE
NITRIFICACAO DESNITRIFICAGAO ANAMMOX

Figura 7 — Esquema dos reatores em batelada utilizados nos ensaios cinéticos.

Durante a execucdo dos ensaios de nitrificacdo e de atividade anammox foram
monitoradas as concentracdes de N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato. No ensaio de
desnitrificacdo, somente as concentracdes de N-nitrito e N-nitrato é que foram monitoradas.

Ao término de cada ensaio, foram determinadas as concentracdes de SST, SSV e SSF
de cada reator em batelada. Nesse processo, as espumas utilizadas no ensaio foram
transferidas para tubo Falcon de 50 mL com &gua destilada e a biomassa foi retirada da
espuma com auxilio de bastdo de vidro. O volume de enxéague foi centrifugado a 10000 rpm
por 5 minutos, sendo o precipitado colocado em cépsula previamente calcinada para secagem
em estufa a 100°C e depois em mufla a 500°C. Por meio de calculos entre as diferencas da

massa da capsula em cada etapa, as concentraces de SST, SSV e SSF foram determinadas.

4.3.2.1 NITRIFICACAO VIA N-AMONIACAL E N-NITRITO

Para os ensaios de nitrificagdo via N-amoniacal e nitrificacdo via N-nitrito prepararam-
se meios contendo concentragdes especificas de N-NH; e N-NO,. Cloreto de amoénio e nitrito
de sodio foram utilizados como fontes de nitrogénio em cada ensaio. A fim de possibilitar o
metabolismo dos microrganismos de interesse, 0 meio contou com a adi¢cdo de 0,2 mL de

solugéo de micronutrientes; 0,5 mL de solugédo de macronutrientes e 0,45 mL de solucgéo de
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vitaminas. Essas solucdes sdo as mesmas que foram adicionadas & agua residudria sintética
utilizada como alimentacdo do reator durante todo periodo experimental (Tabelas 6, 7 e 8).
Também foi adicionado bicarbonato de sédio para que ndo houvesse limitacdo de fonte de
carbono para os microrganismos nitrificantes, obtendo uma concentracéo de 1 g.L™.

Apobs o preparo dos meios, as espumas contendo biomassa foram adicionadas aos
reatores em batelada, seguindo procedimento apresentado na Figura 6. Aeradores de aquério
conectados as pedras porosas foram utilizados para fornecer oxigénio em excesso aos
sistemas em batelada. Os reatores foram dispostos em shaker e armazenados em camara
climatizada. A agitagéo foi de 120 rpm, com temperatura constante de 30+1°C.

Os ensaios cinéticos de nitrificacdo via N-amoniacal e via N-nitrito foram realizados
com amostras de espuma retiradas nas Condicdes 2 e 3. As concentracBes iniciais dos
compostos nitrogenados em cada um desses ensaios sdo apresentadas na Tabela 11. Nas
quatro horas iniciais do ensaio, as coletas foram realizadas de 30 em 30 minutos. Apds esse
periodo as coletas foram feitas a cada uma hora, até a completa oxidagcdo dos compostos

nitrogenados.

Tabela 11 — Concentracdes de N-amoniacal e N-nitrito nos ensaios cinéticos de nitrificacéo.

Ensaio cinético Condicao 2 Condicao 3
Nitrificacdo via N- 20 mg.L™ de N na forma de
amoniacal N-amoniacal

25 mg.L™" de N naformade 20 mg.L™ de N na forma de

Nitrificacdo via N-nitrito o i
N-nitrito N-nitrito

Durante a Condicdo 2, ocorreram problemas na quantificacdo das concentragdes mais
elevadas de N-NH," por cromatografia iénica. Logo, os dados do perfil de nitrificagdo via N-
amoniacal obtidos no ensaio cinético ndo puderam ser manipulados, restando somente o perfil

obtido com biomassa retirada da Condicdo 3.

4.3.2.2 DESNITRIFICACAO HETEROTROFICA

O ensaio cinético de desnitrificacdo via N-nitrato foi realizado com amostras de meio
suporte das CondicGes 2 e 3. Porém, houve problemas na coleta das amostras (contaminacgao
das seringas coletoras) do ensaio de desnitrificacdo da Condigdo 3, por isso tais dados ndo
serdo apresentados e discutidos no item 5.11.2.
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A fonte de nitrogénio utilizada foi o nitrato de sédio, com concentracéo inicial de
30 mg.L™ de nitrogénio na forma de N-nitrato em ambos 0s ensaios. Assim como nos ensaios
de nitrificacdo, foram adicionadas solu¢cdes de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e
bicarbonato de sédio (1 g.L™).

Também foi adicionado ao meio acetato de sédio (1,5 g.L ™) como doador de elétrons
para a desnitrificacdo heterotrofica. As porcbes de espuma foram introduzidas em frascos
Duran, conforme indicado na Figura 6. Para manter as condi¢des andxicas, antes de iniciar os
testes, os reatores em batelada foram submetidos a fluxo de nitrogénio, por 10 minutos.

Com o meio j& fluxionado, o reator em batelada foi tampado e colocado em shaker
movel dentro de cadmara climatizada. A agitacdo desse ensaio também foi de 120 rpm, com
temperatura constante de 30£1°C.

As amostras para determinacdo de N-nitrito e N-nitrato foram coletadas regularmente
durante o periodo de realizacdo do ensaio. As coletas foram realizadas de 30 em 30 minutos,
até que todo o N-nitrato adicionado fosse reduzido a N,. O ensaio foi encerrado quando néo
havia mais nitrogénio na forma oxidada no meio. Com o término dos ensaios, as
concentracdes de SST, SSV e SSF também foram determinadas, seguindo a metodologia

explicada no item anterior.

4.3.2.3 ESTUDO DA ATIVIDADE ANAMMOX

Nesse ensaio, adotou-se meio de cultura especifico para a biomassa anammox,
contendo nitrito e N-amoniacal, adaptado de Van de Graaf et al.(1996). A concentracdo dessa
solucdo nutriente foi ajustada de maneira a garantir concentracéo inicial de 30 mg.L™ de
N-amoniacal, 30 mg.L™ de N-nitrito e 40 mg.L™ de N-nitrato. Para este meio também foi
adicionado 1 mL da solucdo-traco | e 1 mL da solucdo-traco Il, ambas adaptadas de Van de
Graaf et al. (1996). A composicdo do meio e das solucdes-traco esta indicada nas Tabelas 12,
13 e 14.
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Tabela 12 - Composi¢do do meio sintético especifico para ensaio de atividade anammox.

Componentes Quantidades — g.s.p. 1000 mL de agua
NH,4CI 191 mg
NaNO, 246mg
NaNO3 303,5mg
NaHCOs 1000 mg
KH2PO4 27,2mg
MgSO,. 7H,0 300mg
CaCl,. 2H,0 180mg
Solucéo traco | 1mL
Solucao traco Il 1mL

Fonte: Adaptado de VAN DE GRAAF et al. (1996)

Tabela 13 - Composi¢do da Solugéo Traco I.

Componentes Quantidades — g.s.p. 1000 mL de &gua
EDTA 59
FeSO,4 7H,0 9,179

Fonte: Adaptado de VAN DE GRAAF et al. (1996)
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Tabela 14 - Composic¢édo da Solucédo Traco de metais Il.

Componentes Quantidades — g.s.p. 1000 mL de agua
EDTA 159
ZnS04.7H,0 0,45¢
CoCl,. 6H,0 0,259
MnCl,. 4H,0 1,09
CuS0,4. 5H,0 0,25¢
NaMo0O,.2H,0 0,229
NiCl,. 6H,0 0,29
Na,Se03.6H,0 0,09¢
HsBO3 0,029
NH4VO; 0,025¢

Fonte: Adaptado de VAN DE GRAAF et al. (1996).

Os ensaios foram realizados em triplicata. Com intuito de avaliar a influéncia da
agitacdo na velocidade de degradacdo anammox, trés reatores foram submetidos a agitacao
(120 rpm e temperatura de 30+1°C) e 0s demais permaneceram em repouso (temperatura de
30+£1°C). Para manter as condi¢cdes andxicas, antes de iniciar os testes, os reatores em batelada
foram submetidos a fluxo de argénio, por 10 minutos. Amostras para as analises de N-nitrito,

N-nitrato e N-amoniacal foram retiradas a cada hora, por um periodo total de 8 horas.

4.3.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS
Além das analises de parametros operacionais e cinéticos do reator, foram realizados
ensaios de Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de amostras de

biofilme retiradas do reator.
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4.3.3.1 EXAMES MICROSCOPICOS

Amostras de biofilme das Condi¢bes 1 e 4 foram submetidas @ microscopia éptica de
contrate de fase. Tal analise teve como objetivo avaliar as diversas morfologias microbianas
presentes na espuma obtida em condicGes opostas de operacdo (relacdo C/N alta e baixa).
Também foi realizado exame microscopico do material em suspensdo formado, a fim de
verificar a existéncia de microrganismos nesse material e sua resposta as mudancas nas
condicdes operacionais.

Em tais andlises foi utilizado microscopio Olympus BX60, acoplado a cdmera com
captura de imagem Evolution QE e software Image-Pro Plus 4.5. Uma gota de amostra foi
colocada em fina camada de Agar 2% solidificado, disposto entre lamina e laminula, para

diminuir o movimento das células de cada amostra.

4.3.3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras, antes da observacdo no microscopio eletrdnico de varredura, foram
submetidas a tratamento prévio. Tal tratamento foi composto pelas seguintes etapas: fixacgéo,
desidratacdo e secagem. Este procedimento foi baseado no trabalho desenvolvido por Araujo
(1995).

Coletaram-se amostras de biofilme e do material em suspensdo no final do periodo
total de operagdo do reator, com o intuito de observar as caracteristicas do biofilme formado.
Primeiramente, as amostras foram colocadas em frascos Falcon e mergulhadas em solucédo de
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M (pH = 7,3) por um periodo de 12 horas e sob
temperatura de 4°C. Em seguida, as amostras foram submetidas a trés lavagens com tampé&o
fosfato (0,1M e pH 7,8) , sendo que cada uma destas lavagens teve duragdo de 10 minutos. No
intervalo entre as lavagens as amostras foram agitadas, com o objetivo de garantir a
homogeneizacdo. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em solucdes de etanol de
diversas concentracdes (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%); permanecendo em cada uma
delas por 10 minutos. A desidratagdo em etanol 100% foi mantida durante cerca de 1 hora.

ApoOs a desidratagcdo, as amostras foram fixadas com hexametildisilazano (HMDS),
durante 30 segundos. Em seguida, as amostras foram colocadas em estufa (temperatura de
60°C) para a secagem completa do material. Cada uma das amostras foi fixada em suportes de
aluminio, com o auxilio de esmalte incolor para unhas e, encaminhadas ao processo de

cobertura com ouro. Utilizou-se o microscépio eletrdnico de varredura Zeiss DSM 960.
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4.3.4 ENSAIOS COM MICROSSENSOR DE OXIGENIO DISSOLVIDO

A fim de avaliar o perfil da concentracdo de oxigénio dissolvido no biofilme presente
no reator ao final do periodo experimental, realizou-se ensaio com microssensor. Apos a
retirada do reator, a amostra de espuma foi armazenada em béquer e imersa ao efluente
previamente tratado, que circulava no reator. Além disso, a solucéo liquida foi submetida a
aeracdo continua, de maneira que a concentracdo de OD no meio liquido atingisse a saturago.
Em seguida, a amostra foi transportada para o Laboratério de Microssensores do
Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola de Engenharia de S&o Carlos
(SHS/EESC/USP). A analise com o microssensor de OD foi realizada com o auxilio do
especialista em microeletronica Antonio Wagner Lamon.

A Figura 8 mostra o microssensor utilizado (A) e traz algumas especificaces de sua
composicao (B). A ponta da sonda possui um diametro de 30,0 um e € dotada de membrana
que registra sinais de corrente proporcionais a pressdo parcial de oxigénio (JANZEN,
SCHULZ e LAMON, 2008). Por se tratar de uma célula amperométrica, a polarizacdo do
microeletrodo foi feita catodicamente para aproximadamente -0,8 V, por meio de

picoamperimetro HP® 4140B com fonte DC acoplada para a realizacdo das medicdes.

H e A SILICONE EIE,EE,%?QLYTE
R e Tl RUBBER PLATINUM CORE ANODE
N T e MEMBRANE WITH GOLD BULB Ag/AgCl

30 pm

OUTER CASE

"
Fredd,

Figura 8 — Foto do microssensor de OD (A); foto microscdpica da ponta de microssensor de OD
(B). Adaptado de Janzen, Schulz e Lamon (2008).

A microsonda foi calibrada a partir de dois pontos: ponto de saturacdo e ponto de
concentragdo nula. O primeiro ponto foi obtido pela imersdo do microssensor em frasco
contendo 200 mL de agua saturada por oxigénio. A partir da introducdo de sulfito de sodio no
frasco (retirada de oxigénio da agua), pode-se determinar o ponto de concentra¢do nula. Para
obtencéo do perfil de estratificagdo do oxigénio dissolvido no biofilme, o0 microssensor de OD

foi posicionado em suporte fixo a servo-motor. Com o auxilio de micromanipulador e
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microscopio invertido, o microssensor foi disposto exatamente sobre o biofilme. Durante a
andlise, a temperatura foi mantida em 25°C. A sonda realizou as medidas seguindo
deslocamentos verticais de 10 um. Computador foi utilizado para o armazenamento de dados.

Para obter o perfil de oxigénio dissolvido no biofilme, as medi¢des foram realizadas
no sentido radial da haste cilindrica (aproximadamente 1,5 cm de raio). Assim, as medicGes
da se iniciaram na zona mais externa e terminaram no miolo da haste. A analise dos pontos

experimentais de concentracdo de OD foi realizada pelo software Matlab® 7.14. A Figura 9

retrata o sistema servomotor (A) e o sensor de OD preparado para realizar as medigdes no
biofilme (B).

Figura 9 — Conjunto de equipamentos necessarios para a operagado dos microssensores (A);
microssensor preparado para realizar medicGes de OD no biofilme (B).

4.4 CALCULOS

De acordo com os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas previamente
descritas, os seguintes célculos foram efetuados para a adequada interpretacdo dos resultados.

Para o calculo das eficiéncias de oxidacdo de N-amoniacal e de remocdo de N-total
foram utilizadas as equagdes 11 e 12. A eficiéncia de oxidagdo de N-amoniacal foi calculada
comparando-se as concentracdes de NTK afluentes e efluentes. A concentracdo de N-total foi

obtida pela soma das concentracfes de nitrogénio nas formas de NTK, N-NO, e N-NOs'.
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[NTK]ar -[NTK]EF

Ef.Ox.N — amoniacal =
[NTK]aF

x 100 (Eq. 11)

Em que:
Ef. Ox. N-amoniacal = Eficiéncia de oxidacdo de N-amoniacal [%];
[NTK]ar = Concentracdo afluente de NTK [mg.L™];

[NTK]er = Concentracéo efluente de NTK [mg.L™].

Ef.Rem.N

(INTK]+ [N —=NO;] + [N —NO3Dar — (INTK]+ [N —NO;] + [N — NO3gr
(INTK]+ [N —=NO;] + [N —NO3Dar

x 100

(Eq. 12)
Em que:
Ef. Rem. N = Eficiéncia de remocdo de nitrogénio total,

(INTK]+ [N —NO3] + [N — NO3]) 4 = Soma das concentra¢des de NTK, N-NO;
e N-NOs™ afluente [mg.L™];

(INTK]+ [N —NO3] + [N — NO3])gr = Soma das concentracdes de NTK, N-NO,
e N-NOs™ efluente [mg.L™].

A eficiéncia de desnitrificacdo também foi determinada, conforme mostrado na
equacéo 13.
(IN-NO3]+[N-NO3 DEF

EpEsniTriFicacko = (1 - ) (Eq. 13)

(INTK]aF X Eox.N-AMONIACAL)

Em que:

(I[N =NO3] + [N — NO3])gr = Soma das concentrac@es efluentes de N-NO, e N-
NOg[mg.L™];
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Como foram testadas diferentes relagcbes C/N, a simples comparagéo entre eficiéncias
de remocdo em cada condicdo pode ndo representar adequadamente em qual situacdo os
bioprocessos foram mais eficazes. Desta maneira, tal comparacdo foi realizada a partir de
calculos de cargas aplicadas (equacdo 14) e cargas removidas (equacfes 15 e 16), segundo as

equacdes abaixo:

[NTK]aF X Q
CNppricapa = % (Eq. 14)
UTIL
(INTK]or— [NTKEF]) X Q
CNy1K oxidado = A V- = = (Eq 15)
UTIL
CNremovido = CNnrk oxidado X EpesniTriFicacio (Eq. 16)

Em que:

CN4pricapa = Carga nitrogenada aplicada [kgN. m™.dia™];

CNnrk oxidado = Carga de NTK que foi oxidado [kgN. m=.dia™];
CN,emoviao = Carga de N-total que foi convertida a No[kgN. m.dia™];
Qa = Vazdo de alimentagéo [L.h™];

[NTK]ar = Concentragio afluente de NTK [mg.L™];

[NTK]er = Concentragéo efluente de NTK [mg.L™];

Vi, = Volume util do reator [L].
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos ao longo de todo o periodo
experimental do sistema em questdo. O experimento foi dividido nas seguintes condic¢oes
operacionais (dispostas em ordem cronoldgica): fase de adaptacdo, Condicdo 1, Condicéo 2,
Condicdo 3 e Condicdo 4. As caracteristicas de cada uma das condicdes estudadas e 0s
resultados analiticos serdo apresentados nos itens subsequentes.

O monitoramento do TDH ao longo do periodo operacional foi realizado durante a
coleta das amostras afluentes e o controle da vazao foi feito por ajustes na rotacdo da bomba
de alimentacdo. Assim, a vazdo e TDH médios para cada uma das condi¢Ges experimentais

estdo listados na Tabela 15.

Tabela 15 — Vaz@o e TDH médios em cada uma das condi¢fes experimentais.

Condicao Relacéo o B L
_ Duragéo (dias)  Vazdo (L.h™) TDH (h)
Experimental C/N
1 9,710 58 0,49 + 0,03 11,3+0,7
2 7,61£1,0 75 0,49 £ 0,03 11,2+0,7
3 2,911,0 70 0,50 £ 0,02 11,0+0,7
4 2,9+0,4 31 0,50 + 0,02 11,0+0,5

Pode ser observado que o TDH obtido em cada condic¢ao operacional de maneira geral,
manteve-se semelhante ao TDH idealizado. Entretanto, na fase de adapta¢cdo o TDH manteve-
se abaixo do esperado, devido a problemas de ajustes da bomba de alimentacdo. Outro ponto
que pode ser observado € a baixa variacdo (desvios-padrdo) da vazao de alimentacdo durante
a operacao, indicando que ndo houve momentos de sobrecarga ndo intencional de matéria
organica ou nitrogenada no sistema.

A concentracdo de matéria organica (em termos de DQO) foi mantida constante ao
longo de todo o experimento, sendo que a relagdo C/N de cada condigéo foi obtida por meio
da variacéo da concentracdo de nitrogénio (em termos de NTK). Como ja mencionado no item
4.1.2, sacarose e peptona de carne foram utilizadas como fonte de carbono no substrato
sintético. A Tabela 16 traz uma caracterizacdo geral do meio afluente adotado em cada

condig&o experimental.
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Tabela 16 - Relacdo C/N e cargas aplicadas em cada uma das condigdes experimentais.

Condicdo 1 Condicdo 2 Condi¢do3 Condicao 4

Carga carbonacea aplicada

3 1 1,03 1,04 1,07 1,15
(kg DQO.m™.dia™)
Carga nitrogenada
. P 0,109 0,134 0,380 0,412
aplicada (kg N.m™.dia™)
Relacdo C/N média 9,7+1 7,61 2,91 2,9+0,4

Amostras de biomassa das condigdes 2 e 3 foram utilizadas para determinar as
velocidades de nitrificacdo e desnitrificacdo do reator, conforme discutido no item 4.2.2. Tais
condicdes foram escolhidas devido a estabilidade operacional alcancada e também, no caso da
Condicdo 3, para estudo de atividade anammox, visando explicar a completa converséo de
NTK a N, além do potencial da desnitrificacdo heterotrofica. As amostras de biomassa das
Condicoes 2, 3 e 4 foram submetidas a ensaios microscopicos especificos para identificacdo
de espécies microbianas participantes dos processos de nitrificacdo, desnitrificacdo, oxidacao

de matéria organica e anammox (via microscopia optica e MEV).

5.1 FASE DE ADAPTACAO

A fase de adaptacdo da biomassa no reator teve duracdo de 9 dias. Nesse periodo o
TDH médio foi de 22,5 + 0,9 horas e o sistema foi submetido a aeracdo continua. Tais
condicdes foram adotadas para promover o desenvolvimento dos microrganismos
nitrificantes.

No trabalho de Moura (2011), foram necessarios 35 dias de operacdo com aeracao
continua e TDH de 24 horas para estabelecer condi¢des favoraveis ao desenvolvimento da
biomassa nitrificante. Nesse trabalho, a etapa de adaptacdo teve importancia fundamental,
uma vez que o lodo utilizado na inoculagdo do reator possuia caracteristicas essencialmente
anaerobias.

Com o intuito de acelerar o start up do sistema de tratamento discutido no presente
trabalho, optou-se pela adicdo de lodo aer6bio com carater nitrificante ao lodo anaerdbio
utilizado como indculo por Moura (2011). Com essa garantia da presenca de microrganismos

nitrificantes, o final da fase de adaptacéo foi antecipado para 0 momento no qual 50% do N-
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amoniacal adicionado fosse oxidado a nitrato. A Figura 10 ilustra as variagcbes das
concentracdes efluentes de N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato nesse periodo.

35
30 <
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Dias de operagao

—&— N-amoniacal —— N-nitrato N-nitrito

Figura 10 — Variacéo das concentracdes efluentes de N-amoniacal, N-nitrito e N-nitrato
durante fase de adaptagao.

No terceiro dia de operacdo ja foi possivel coletar amostra efluente do reator, uma vez
que nao foi observado excesso de biomassa no liquido de saida. Como pode ser observado
pela Figura 10, no terceiro ponto de analise houve aumento da concentragdo de N-nitrato
acompanhado pelo decaimento na concentracdo de N-nitrito. Esse aumento foi acompanhado
pelo decréscimo (superior a 50%) na concentracdo de N-amoniacal e pela queda da
concentracdo de N-nitrito até zero. Tal fato justificou a mudanca para operacdo com aeragdo
intermitente e reducdo do TDH.

5.2 REMOCAO DE NITROGENIO: COMPORTAMENTO AFLUENTE, EFLUENTE E EFICIENCIAS

DE REMOCAO NAS CONDICOES ESTUDADAS

Ap0s a fase de adaptacdo, o reator passou a ser operado com TDH de 11,3+0,7 horas e

aeracdo intermitente. A partir desse ponto, o regime de aeracdo foi fixado em 2 horas, seguido
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por periodo sem aeracdo de 1 hora. Além disso, manteve-se vazdo de recirculagdo de efluente
5 vezes maior do que a vazdo de alimentacéo.

A relacdo C/N adotada na Condicdo 1 foi de 9,7+1. Tal valor é apontado na literatura
como a faixa ideal para o estabelecimento de processo NDS eficiente (CHIU et al., 2007; FU
et al., 2010, 2009; MENG et al., 2008). As cargas carbonacea e nitrogenada afluentes médias
foram de 1,03 kgDQO.m>.dia™ e 0,109 kgN.m™.dia™, respectivamente.

A Figura 11 retrata a variacao da concentracdo de NTK nas amostras afluente, efluente

e a eficiéncia de oxidacdo de NTK ao longo de todo o periodo experimental.

Condigao 1 Condicao 2 Condigao 3 Condicao 4
240 . ' - = . A Ak ' 100
| | i : I
1 1 1 1
1 1 : 1 % L
210 1 | ! ) ! I
: : : - 80 ¥
1 1 —
~ | 5 ! - E
- 1 1 ! 1 2
b 1o ‘ i ! )
é 150 : E E i L €0 -g
X : 1 1 | 18-
2w | i 5 i §
3 : : g : s
] 1 ! -
g 90 1 ! ! ! 40 g
c 1 1 1 1 .E
T} 1 1 : 1 o
o : | L : s
§ 0 ! ' @
8 \ 1 : ! 2
: : i - 20 g
304 i !
1 ! 1
1 1
1
1
0 - ; — - -0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Dias de operagao
—o—NTK Afluente  —=— NTK Efluente Eficiéncia de oxidagdo do NTK

Figura 11 — Variagao da concentracdo de NTK nas amostras afluente, efluente e a eficiéncia de oxidagao
de NTK ao longo de todo o periodo experimental.

No inicio da Condicdo 1 (a partir do 25° dia de operacdo) foi constatada queda na
oxidagcdo de NTK, passando de uma eficiéncia de cerca de 70% para 37%. No ponto de
eficiéncia minima, as concentracdes efluentes de NTK e N-NH," chegaram a 39 e 33 mg.L™,
respectivamente. Foi verificado que a concentragdo de OD no interior do reator ndo se
mantinha na faixa desejada para o periodo aerado (2,0 a 3,5 mg.L™). Com isso, formulou-se a
hipdtese de dificuldades na difuséo de ar no interior do reator. Uma explicagéo para tal fato
seriam problemas na transferéncia de oxigénio, possivelmente pela presenca de quantidade

significativa de material biol6gico em suspensdo, como pode ser visualizado na Figura 12.
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-

Figura 12 — Material biolégico em suspensdo presente no interior do reator.

A partir dessa constatacdo, foi adotado procedimento de limpezas e substituicdes
constantes da pedra porosa utilizada para a difusdo de oxigénio e também o descarte do
material em suspensdo. O reator contava com uma haste metalica para difusdo de OD a partir
da pedra porosa. Assim, a limpeza desse dispositivo era feita a partir da retirada desta haste,
disposta na zona central do reator. A Figura 12 mostra uma das etapas do procedimento de
limpeza quando o meio liquido foi drenado. O procedimento de descarte adotado consistiu da
seguinte sequéncia de etapas: (i) interrupcdo da aeracdo por 1 hora; (ii) descarte de metade do
volume util do reator; (iii) repouso de 1 hora para separacdo do material suspenso
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sedimentavel e (iv) devolucdo do sobrenadante ao reator. A cada descarte de material em
suspenséo, as concentragdes de ST, STF e STV foram determinadas.

O primeiro descarte ocorreu no 29° dia de operacdo. Os demais descartes foram
definidos a partir do monitoramento da concentracdo de OD e da quantidade excessiva de
biomassa em suspensdo. A concentracdo de sélidos e os periodos entre os descartes estdo
apresentados na Tabela 27. A partir desses dados foi possivel estimar o valor médio do tempo
de retengdo celular no sistema (0¢), que foi de 4 dias. Além disso, amostras desse material em
suspensdo foram observadas em microscopia Optica e os resultados obtidos serdo apresentados
nas Figuras 29, 30 e 31 do item 5.9.1.

Apb6s o primeiro descarte do material em suspensdo e o melhor controle da
concentracdo de OD, o sistema recuperou rapidamente sua eficiéncia, atingindo eficiéncia
méaxima de nitrificacdo da Condicdo 1 no 60° dia de operacdo (83%); resultando em
concentracdes efluentes de NTK e N-NH," de 9,1 e 4,1 mg.L™, respectivamente. Tal fato esta
diretamente refletido na melhora da remocdo de N-total ao final da Condig&o 1, como pode
ser observado na Figura 16.

A Tabela 17 mostra os valores médios das concentracdes afluente e efluente de NTK,
N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato e N-total para essa condicdo. A eficiéncia média de remogéo
de N-total também é apresentada.

Tabela 17 — Concentrac0es afluente e efluente de NTK, N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato, N-
total e eficiéncia média de remocéao de N-total da Condicéo 1.

Varidveis Afluente Efluente
Média (mg.L™") Desvio-padrdo | Média (mg.L™") Desvio-padréo
NTK 51,3 6,8 21,2 9,0
N-NH," 43,4 57 17,7 8,6
N-NO; 0,4 0,3 0,8 0,7
N-NO3 0,2 0,3 1,0 1,6
N-total 51,5 7,0 24,0 8,6
Eficiéncia média de remoc&o de N-total 53,3+12,9%

Como pode ser observado na Tabela 17, as concentracOes efluentes de N-nitrito e N-
nitrato ndo foram significativas. Isto esta de acordo com estudos que mostram o
estabelecimento de processo NDS eficiente ocorre quando ndo é observado o acumulo de
compostos nitrogenados intermediarios (CHIU et al., 2007; VON MUNCH; LANT;
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KELLER, 1996; ZENG et al., 2003). Porém, como a concentracao de oxigénio dissolvido ndo
foi mantida em niveis adequados durante toda a fase, a eficiéncia de oxidacdo de NTK foi
comprometida, acarretando na reduzida eficiéncia média de remocdo de N-total
(53,3+12,9%). E por isso que boa parte da parcela de N-total efluente (24+8,6 mg.L™)
manteve-se na forma de NTK.

Na Condicdo 2, a peptona de carne passou a ser utilizada como fonte de carbono e
nitrogénio ao metabolismo microbiano. A relacdo C/N adotada foi de 7,6+1, com cargas
carbonédcea e nitrogenada afluentes de 1,04 kgDQO.m®.dia® e 0,134 kgN.m>.dia?,
respectivamente.

A partir do melhor controle da concentragdo de OD e do descarte do excesso de
biomassa em suspensdo, as eficiéncias de nitrificacdo e de remoc¢do de N-total aumentaram
significativamente, como pode ser observado nas Figuras 11 e 16. A Tabela 18 mostra a
eficiéncia média de remocdo de N-total e os valores médios das concentracdes afluente e
efluente de NTK, N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato e N-total para essa condigéo.

Tabela 18 — Concentragdes afluente e efluente de NTK, N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato, N-
total e eficiéncia média de remocao de N-total da Condicao 2.

Varidveis Afluente Efluente
Média (mg.L™) Desvio-padrdo | Meédia (mg.L™") Desvio-padrac
NTK 62,7 53 4,7 4,0
N-NH4" ND ND 1,7 2,0
N-NO, 0,0 0,0 11 11
N-NO3’ 0,0 0,0 13,4 11,9
N-total 62,7 55 17,7 7,4
Eficiéncia média de remocao de N-total 71,8+£12,5%

ND = dados néo disponiveis.

A eficiéncia média de remocdo de N-total na Condi¢do 2 foi de 71,8+12,5%. As
Figuras 13, 14 e 15 retratam o comportamento das concentragdes afluentes e efluentes de N-
nitrito, N-nitrato e N-amoniacal nas condi¢des operacionais estudadas neste trabalho. Durante
a Condicdo 2, ocorreram problemas na quantificacdo das concentracbes mais elevadas de
N-NH;" por cromatografia idnica. Logo, os dados da concentragdo afluente desse composto

nessa condi¢do ndo foram adicionados ao grafico apresentado na Figura 15.
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Figura 13 - Variacdo da concentragdo de N-nitrito nas amostras afluente e efluente ao longo

de todo o periodo experimental.
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Figura 14 - Variagdo da concentragdo de N-nitrato nas amostras afluente e efluente ao longo de

todo o periodo experimental.
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Figura 15 — Variagéo da concentragdo de N-amoniacal nas amostras afluente e efluente ao
longo de todo o periodo experimental.

Como pode ser observado na Figura 11, a eficiéncia média de oxidacdo de NTK
(nitrificagdo) na Condicdo 2 foi incrementada, atingindo valor médio de 92+7,0%. O
incremento da eficiéncia de oxidacdo de NTK resultou em concentracdo efluente média de
NTK de 4,7 +4,0 mg.L™. A parcela de nitrogénio na forma de N-nitrito ndo apresentou
grande variagdo, sendo a concentracdo média efluente de 1,1+1,1 mg.L™". A concentracdo
efluente de N-nitrato foi mais significativa nessa etapa (média de 13,4+11,9 mg.L™), sendo
seu comportamento instavel durante os 75 dias de operacdo. Isso aconteceu devido o
descontrole da concentracdo de OD, como sera discutido em seguida.

A Figura 16 mostra a variacdo da concentracdo de N-total afluente e efluente e a
eficiéncia de remocéo de N-total em todas as condicdes testadas.
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Figura 16 — Variagao da concentracdo de N-total nas amostras afluente, efluente e a eficiéncia de

remocao de N-total ao longo de todo o periodo experimental.

Dois comportamentos divergentes podem ser identificados na Figura 16, ambos
decorrentes do controle da concentracdo de OD. Entre 100° e 120° dias de operacdo foi
verificada queda na eficiéncia de remocdo de N-total, essa queda foi acompanhada pelo
aumento das concentracdes efluentes de N-NOs". Entretanto, boa parte do NTK afluente
continuou sendo oxidado, uma vez que a concentracdo efluente de NTK nesse periodo
manteve-se em torno de 5 mg.L™*. Como isso aconteceu ap6és a recuperacdo do sistema
decorrente do descarte de material em suspensdo efetuado no 82° dia de operacdo, a
explicagdo para tal fato foi o excesso da concentracdo de OD no meio liquido, o qual
impossibilitou a atividade das bactérias desnitrificantes. Nesse periodo foram obtidas as
menores eficiéncias de desnitrificacdo da Condigéo 2.

Ja entre 0 120° e 135° dia de operagdo, o sistema atingiu a maxima eficiéncia de
remocdo de N-total. A observacdo das Figuras 14 e 15 indica que as concentracdes efluentes
de N-NO; e N-NOj foram mais baixas. Além disso, alta oxidacdo do NTK afluente foi
obtida. Tais fatos mostram o equilibrio entre as taxas de nitrificacdo e desnitrificacdo,
garantindo processo NDS eficiente (VON MUNCH; LANT; KELLER, 1996; ZENG et al.,
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2003). Esse comportamento é resultado direto do controle da concentragdo de OD na faixa de
2,0e3,5mg.L* (MOURA, 2011; NOCKO, 2008).

Observou-se que o processo NDS foi estavel na remocdo de nitrogénio quando a
disponibilidade de substratos organico e nitrogenado foi garantida. Porém, este processo pode
ser ineficaz no tratamento de aguas residuais com baixa relacdo C/N, devido a escassez de
fontes de carbono para a desnitrificacdo heterotréfica. A partir da obtencdo de indices
significativos de remocdo de N-total nas condi¢des anteriores, decidiu-se reduzir a relagédo
C/N com o objetivo de avaliar o comportamento da remocdo de nitrogénio em condicdes
limitadas de doadores de elétrons para a desnitrificacéo.

Na Condicdo 3, as condicdes de aeracdo, recirculacdo de efluente, vazdo de
alimentacdo, TDH e carga carbonécea afluente foram mantidas constantes. Peptona de carne
continuou sendo utilizada como fonte de carbono e nitrogénio para o metabolismo
microbiano. No entanto, cloreto de amonio foi adicionado para reduzir a relagdo C/N. A
relacdo C/N adotada foi de 2,9+1, com cargas carbondcea e nitrogenada afluentes de
1,07 kgDQO.m>.dia™ e 0,380 kgN.m™.dia™, respectivamente.

Os resultados da concentracdo de NTK, N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato, juntamente

com a eficiéncia de remocéo de N-total nessa etapa, estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Concentraces afluente e efluente de NTK, N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato, N-
total e eficiéncia média de remocao de N-total da Condicéo 3.

Varidveis Afluente Efluente
Média (mg.L™") Desvio-padrdo | Média (mg.L™") Desvio-padréo
NTK 179,4 10,0 59 2,8
N-NH4"* 69,0 22,8 4,3 3,0
N-NO, 0,0 0,0 2,5 1,4
N-NO3’ 0,0 0,0 11,0 11,9
N-total 179,2 10,3 21,0 10,2
Eficiéncia média de remocédo de N-total 84,6+10,1%

Como pode ser observada na Tabela 19, a eficiéncia media de remogdo de N-total foi
de 84,6+10,1%, superior as condi¢cBes com razdo C/N mais elevada. Além disso, essa etapa
apresentou maior estabilidade de remocdo, o que pode ser observado pelo menor valor do

desvio-padrédo, se comparado as CondicGes 1 e 2.
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No inicio da operagdo observou-se uma queda na eficiéncia de oxidacdo de NTK
(Figura 11), refletindo na remocdo de N-total. Essa queda na oxidacdo de NTK ocorreu
devido problemas na manutencdo da concentracdo adequada de OD no meio liquido. A
normalidade na concentracdo de OD s foi atingida por meio da troca da pedra porosa
utilizada para a difusdo do ar em microbolhas. Assim, boa parte do NTK afluente
(131 mg.L™) ndo foi oxidado nesse periodo; resultando em alta concentracdo efluente de N-
total (58,1 mg.L™"), o qual estava quase que completamente na forma de N-NH,
(46,4 mg.L™Y).

A partir do 165° dia de operacdo, o sistema adquiriu estabilidade na remogéo de N-
total. Eficiéncias de oxidacdo de NTK superiores a 90% foram alcangadas, resultando em
concentracdes efluentes de NTK e N-NH,"de 5,9+2,8 e 4,3+3,0 mg.L™, respectivamente.
Observou-se instabilidade no comportamento efluente de N-nitrato, atingindo valores mais
baixos somente no final do periodo de operacdo da Condicdo 3. A concentracdo efluente de
N-nitrito também se apresentou um pouco mais elevada, se comparado com as fases
anteriores, atingindo maxima de 4,9 mg.L™.

Como a eficiéncia de desnitrificacdo manteve-se muito elevada mesmo com reduzida
disponibilidade de elétrons, comparou-se 0 montante de DQO removido no sistema com a
DQO teorica requerida para as trés primeiras condi¢fes experimentais. Para que o processo de
desnitrificacdo heterotréfica ocorra, é necessaria uma relacdo DQO/N-NO3™ maior que 4
(PHILIPS; LAANBROEK; VERSTRAETE, 2002), estimada para sistemas de tratamento em
escala real. Essa relacdo ndo depende do tipo de fonte organica utilizada como doadora de
elétrons para desnitrificacdo. Assim, considerando relacio DQO/N-NOs de 4,5, as
concentracdes afluentes médias de NTK em cada condi¢do experimental e, calculando-se a
diferenca entre essa varidvel e as fragbes de nitrogénio restantes no efluente final
(NTK, N-NOs e N-NO;) constatou-se que seriam necessarios cerca de 127, 196 e
720 mg DQO.L™ para que a desnitrificacdo acontecesse por vias heterotréficas nas Condicdes
1, 2 e 3, respectivamente. Os dados praticos mostraram que nas Condicdes 1, 2 e 3 houve
remocao de DQO de 436, 460 e 476 mg DQO.L™.

A partir da comparagdo entre a DQO requerida pela desnitrificacdo heterotréfica e a
DQO removida na pratica em cada condi¢do experimental, observou-se que a parcela de
nitrogénio removida na Condicdo 3 foi superior a0 montante que teoricamente poderia ser
desnitrificado no sistema. Na Condicdo 3, a carga carbonacea afluente foi de
1,07 kg DQO.m™>.dia™ e considerou-se que elétrons foram dirigidos somente para via da

desnitrificacdo. Entretanto, durante a fase de aeracdo, parte da matéria organica (doadores de
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elétrons) sdo utilizados pelos organismos em rota na qual o oxigénio € o aceptor final de
elétrons, o que assegura maior rendimento energético aos mesmos. Isto corrobora com a
insuficiéncia na disponibilidade de doadores de elétrons para desnitrificacdo heterotrofica de
todo o montante de nitrogénio oxidado na Condicdo 3. Nesse sentido, a reducdo na
disponibilidade de doadores de elétrons para a desnitrificagdo heterotréfica possibilitou
levantar hipoteses sobre a ocorréncia de processos complementares de remocgédo de nitrogénio.
Sob reduzida disponibilidade de elétrons, o processo anammox pode ser umas das vias de
remocao de nitrogénio, complementar a desnitrificacdo heterotréfica (BARANA et al., 2013).
Nesse processo, 0 nitrito atua como aceptor de elétrons e o N-NH;* como doador para
produzir N, e N-NOg'.

Barana et al.(2013) avaliaram a remocdo de nitrogénio e DQO remanescente de
efluente de reator UASB a partir da operacdo de reator de leito fixo ordenado, submetido a
diferentes regimes de aeragdo intermitente. Ap6s 131 dias de operacdo do reator, verificou-se
a participacdo da atividade anammox na remocgd@o de nitrogénio, concomitante ao processo
NDS.

Com o objetivo de confirmar a ocorréncia de atividade anammox no reator em
questdo, foram realizados testes especificos, cujos resultados serdo discutidos no item 5.10.
Além disso, uma discussdo adequada dos célculos de cargas aplicadas e removidas,
juntamente com a comparacdo dos resultados em termos de eficiéncia sera abordada na
Tabela 21 do item 5.3.

Como a Condicdo 3 apresentou alta eficiéncia de remoc¢édo de N-total mesmo sob baixa
relagdo C/N, permitindo o estabelecimento de via completar de remocdo de nitrogénio
(processo anammox), decidiu-se testar o comportamento do sistema sob baixa relacdo C/N e
utilizando a sacarose como fonte de carbono. Cloreto de aménio foi utilizado como Unica
fonte de nitrogénio ao sistema. Vale ressaltar que a Condicdo 4 foi caracterizada por uma
quantidade menor de dados, devido problemas constantes na manutencdo da concentracdo
adequada de OD, o que inviabilizava a coleta de amostras para analises fisico-quimicas.

Na Condigdo 4, a relacdo C/N adotada foi de 2,9+0,4, com cargas carbonacea e
nitrogenada afluentes de 1,15 kg DQO.m™>.dia™ e 0,412 kg N.m>.dia™, respectivamente. A
Tabela 20 apresenta os resultados obtidos.



86

Tabela 20 — Concentracdes afluente e efluente de NTK, N-amoniacal, N-nitrito, N-nitrato, N-
total e eficiéncia média de remocao de N-total da Condicéo 4.

Varidveis Afluente Efluente
Média (mg.L™") Desvio-padrdo | Meédia(mg.L™?) Desvio-padréo
NTK 1934 19,9 30 15,4
N-NH," 100,1 19,6 24,4 7,3
N-NO, 0,0 0,0 2,0 0,9
N-NOs 0,0 0,0 47 3,4
N-total 194,7 22,3 36,7 14,7
Eficiéncia média de remocdo de N-total 81,5%5,3%

Os dados da tabela indicam queda na eficiéncia média do processo de oxidacdo de
NTK, uma vez que a concentragdo efluente média nessa fase foi de 30+15,4 mg.L™. Este
valor foi superior ao obtido na condi¢cdo anterior, na qual uma relagdo C/N préxima a 3
também foi testada. A Figura 11 nos mostra que essa queda na oxidacdo de NTK ficou
concentrada no inicio da operacdo da Condicdo 4, justificando o descarte de material em
suspensdo feito no 225° dia de operacao.

A eficiéncia média de remocdo de N-total para todo o periodo operacional foi de
81,5+5,3%. No geral, os compostos nitrogenados intermediarios (N-NO, e N-NO3)
apresentaram baixas concentracdes efluentes. Boa parte da concentracdo de N-total efluente

estava na forma de N-amoniacal.

5.3 REMOCAO DE NITROGENIO: CARGA NITROGENADA OXIDADA E CARGA NITROGENADA

REMoVIDA

Como nas Condicbes 1 e 2 as eficiéncias de nitrificacdo e de desnitrificacdo
mantiveram-se muito elevadas mesmo com a reducdo na disponibilidade de elétrons,
equacdes para o célculo das cargas de nitrogénio oxidada e removida foram propostas. A
partir desse momento, constatou-se que a comparacdo das percentagens de eficiéncia de
remocdo de N-total das condi¢cbes com diferentes relagdes C/N ndo seria suficiente para
demonstrar a real eficacia de conversdo de nitrogénio a N,. Além disso, a avaliacdo da
contribuicdo de vias complementares de remoc¢do de nitrogénio seria dificultada. Portanto,

propde-se neste item, a analise da remogéo de N-total a partir da comparacéo entre as cargas
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nitrogenadas removidas, ou seja, as cargas de NTK oxidado e as cargas de N-total removido,
conforme equacdes dispostas no item 4.4.
A Tabela 21 mostra as cargas de nitrogénio aplicadas em cada condicdo experimental

e as respectivas fracoes de nitrogénio removidas.

Tabela 21 — Valores médios das cargas aplicadas e removidas durante o experimento.

Variaveis Condicdo1l Condicdo2 Condicdo3 Condicao 4

Carga nitrogenada aplicada

(kg N.m*.dia™) 0,109 0,134 0,380 0,412
Carga de NTK oxidado
(kg N.m*.dia™) 0,063 0,123 0,368 0,349
Carga de N-total convertido a N 0.060 0,100 0336 0354

(kg N.m?.dia™)

Observa-se pelos dados da Tabela 21 que a capacidade de oxidacdo de NTK foi
influenciada positivamente pela diminuicdo da relacdo C/N. Com a reducdo da relacdo C/N, a
concentracdo de substrato para as bactérias nitrificantes aumentou, estimulando o crescimento
da biomassa nitrificante e permitindo maior poder na disputa por oxigénio dissolvido.
Entretanto, a competi¢do por OD pode resultar na estratificacdo da camada 6xica do biofilme,
com bactérias heterotroficas na regido mais externa e as nitrificantes nas regides mais internas
(FU et al., 2010). Tal fato também foi observado no estudo realizado por Fu et al.(2009), no
qual bioreator de membrana foi operado com TDH de 36 horas, agua residuéria sintética a
base de sacarose e baixa concentracdo de OD.

A Figura 17 mostra a variacdo na eficiéncia de remocdo de N-total e as cargas

nitrogenadas médias aplicadas e removidas em cada condi¢do experimental.
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Figura 17 — Variacdo da eficiéncia de remoc&o de N-total e das cargas nitrogenadas aplicada e
removida ao longo de todo o periodo experimental.

Observando a Figura 17 é possivel notar estabilidade na eficiéncia de remog&o a partir
do final da Condicdo 2 (130° dia de operacdo). Essa regularidade na percentagem de
eficiéncia de remogdo de N-total pode “mascarar” o real incremento da eficacia de remogao
de N-total a partir da reducdo da relacdo C/N. A analise das cargas removidas mostra
claramente esse incremento na eficacia de remocéo; uma vez que, & medida que maior carga
de nitrogénio foi aplicada ao sistema, maior converséo dessa carga a N, foi observada.

O incremento da eficiéncia média de remocédo de nitrogénio e da carga de nitrogénio
removida quando a relacdo C/N foi reduzida de 7,6+1 (Condicdo 2) para 2,911 (Condicédo 3)
contraria os resultados encontrados por Chiu et al. (2007), Meng et al. (2008) e Fu et al.
(2009). Tais autores classificam a remoc¢do de N-total a partir do equilibrio das taxas de
nitrificacdo e desnitrificacdo heterotrofica, o que ocorre quando a disponibilidade de doadores
de elétrons para a desnitrificacdo heterotrofica é garantida. Ou seja, tal equilibrio sé pode ser
alcancado quando a agua residuaria a ser tratada contém alta relacdo C/N.

Na Condicdo 2, a desnitrificacdo heterotrofica foi limitada pela reducdo da
disponibilidade de doadores de elétrons (DQO), possibilitando levantar hipdteses sobre a
ocorréncia de outros processos de remocao de nitrogénio. Uma delas é processo anammox
em que o nitrito atua como aceptor de elétrons e 0 N-NH;" como doador para produzir N, e
N-NOj3. Os testes de atividade anammox foram positivos, indicando a presenga de
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microrganismos capazes de consumir N-NO, e N-NH,;" e produzir N-NOs". Tais resultados
confirmaram a hipéGtese de ocorréncia do processo anammox, além da desnitrificacdo
heterotrofica.

O reator de leito estruturado apresentou melhor desempenho na conversdo de
nitrogénio a N, na Condicédo 3, a qual foi operada utilizando peptona de carne como fonte de
carbono e sob relacdo C/N de 2,9+1,0. Eficiéncia media de remocdo foi de 84,6+10,1%,
resultando em carga de N-total removida de 0,336 kg N.m™.dia™. No trabalho realizado por
Fu et al.(2009), a maxima eficiéncia de remocéo de N-total (90,6%) foi obtida na condicdo em
que o reator de membrana foi operado com relagdo C/N de 9,3. A carga de nitrogénio
convertida a N nesse caso foi de 0,132 kg N.m™.dia™. Meng et al. (2008) operaram reator de
membrana com circulacao interna de ar e obtiveram eficiéncia maxima de remocéo de N-total
de 72,8%. A relacdo C/N correspondente foi de 10,04 e a carga nitrogenada removida foi de
0,118 kg N.m™.dia™.

5.4 REMoc¢Ao bE DQO

A remoc¢do de DQO ao longo do periodo experimental foi satisfatoria, atingindo
valores médios de remocdo superiores a 90%. A Tabela 22 apresenta os valores médios de
DQO afluente e efluente do sistema de tratamento, assim como a eficiéncia de remocgdo em

cada condicao experimental.

Tabela 22 — Concentracbes de DQO afluente e efluente e eficiéncia de remocéo para as condicGes
experimentais 1, 2, 3 e 4.

Condicao DQO Afluente DQO Efluente Eficiéncia de
Experimental (mg.L™) (mg.L™) remoc&o (%)
1 481+24 45+19 9145
2 489+28 29+12 94+3
3 489+27 13+10 97+2
4 529+41 2319 96+2

A Figura 18 mostra a variagdo da concentracdo de DQO afluente e efluente e a

eficiéncia de remocdo de DQO em todas as condicGes testadas.
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Figura 18 — Variacao da concentragdo de DQO nas amostras afluente, efluente e a eficiéncia de
remocao de DQO ao longo de todo o periodo experimental.

As parcelas de DQO removida nas condicdes 1, 2 3 e 4 foram de 436, 460, 476 e
506 mg.L™, respectivamente Tal comportamento indica estabilidade com relacéo & remocéo
de matéria organica nessa configuracao de reator.

Moura (2011) avaliou o comportamento da remocdo de DQO e nitrogénio em reator
de leito fixo e estruturado, operando com aeracdo intermitente e vazao de recirculacdo igual a
5, submetendo o sistema a diferentes tempos de detencdo hidraulica. A melhor condicéo
operacional obtida foi com TDH de 12 horas, apresentando eficiéncia de remocao de N-total
de 82% e DQO de 89%. Nos periodos em que o sistema foi operado com TDH de
8 e 10 horas, houve queda nas eficiéncias de remocdo de N-total. Porém, com relacdo a
remocédo de DQO, as eficiéncias foram mantidas acima de 85%.

Barana et al.(2013) também trabalharam com esta configuracdo de reator, porém o
objetivo foi o pos-tratamento de efluente de abatedouro de aves. Nesse estudo, o reator foi
submetido a diferentes condi¢cBes de aeragdo intermitente. Observou-se que eficiéncia de
remocdo de nitrogénio foi incrementada com a diminuicdo dos periodos aerados e o
consequente aumento dos periodos ndo-aerados. Por outro lado, a eficiéncia de remocéo de

DQO manteve-se acima de 88% ao longo de todo o experimento.
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Os resultados encontrados neste estudo corroboram os encontrados por Moura (2011)
e Barana et al. (2013), que apontam a robustez do sistema para remocao conjunta de matéria
organica e nitrogenada. As condi¢cdes impostas durante a operacdo permitiram obter
significativa remocdo de N-total, mesmo em condicdes de baixa disponibilidade de doadores
de elétrons para desnitrificacdo. O reator de leito fixo e estruturado permite a ocorréncia da
desnitrificacdo heterotrofica como um processo concorrente a oxidagdo da matéria organica
com O, como aceptor final de elétrons. Assim, com o controle adequado da OD pode-se
promover a remocdo de parte da carga carbonacea pela desnitrificacdo, reduzindo a
necessidade de aporte de oxigénio, o que deve contemplar o metabolismo das bactérias

nitrificantes.

5.5 PH E ALCALINIDADE

A variacdo temporal do pH e da alcalinidade total durante a operagdo do reator pode

ser visualizada nas Figuras 19 e 20, respectivamente.
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lF'igura 19 — Variacao do pH nas amostras afluente e efluente ao longo de todo o periodo
experimental

No geral, o pH afluente apresentou pequena variagcdo durante o experimento. Maior

variacdo foi observada apenas nos periodos de mudanca de agua residuaria a base de sacarose
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para peptona de carne. Para as condi¢des 1 e 4, o pH afluente médio foi de 7,79+0,06 e para
as Condig0es 2 e 3 foi de 7,66+0,17.

O pH efluente também apresentou pequena variacdo durante o periodo experimental.
Seu comportamento manteve-se semelhante ao mencionado para as amostras afluentes, com
valor médio na operagdo com peptona de carne superior ao da opera¢do com sacarose. Nas
condices 1 e 4, o pH efluente médio foi de 7,61+0,26 e nas Condicdes 2 e 3 foi de 8,07+0,14.
Esses valores de pH efluente estdo dentro da faixa ideal para o estabelecimento de
microrganismos responsaveis pela remocado concomitante de matéria organica e nitrogénio
(METCALF; EDDY, 2003; SURAMPALLI et al., 1997; VILLAVERDE; GARCIA-
ENCINA; FDZ-POLANCO, 1997).

A Figura 20 apresenta 0 comportamento da alcalinidade total nas amostras afluente e

efluente durante a operacao do reator.
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Figura 20 — Variagdo da alcalinidade total nas amostras afluente e efluente ao longo de todo o
periodo experimental.

Durante o periodo de adaptacdo observou-se o consumo total da alcalinidade
disponivel e consequente decréscimo do pH efluente (Figura 19), devido presenca de ions H”
em excesso. Como o sistema estava sendo operado com aera¢do continua, para estimular o

desenvolvimento das bactérias nitrificantes, o processo de desnitrificagdo foi inibido. Logo,
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ndo houve a reposicdo de 50% da alcalinidade necessaria para garantir a oxidagdo de todo o
N-amoniacal afluente. Desse modo, o processo de nitrificagdo foi limitado, como foi
observado na Figura 20. Para evitar esse problema, a partir do 10° dia de operacdo (inicio da
Condicéo 1), dobrou-se a concentracdo de bicarbonato de sodio no preparo do meio sintético
(passando de 200 para 400 mg.L™), de maneira a suprir a demanda de alcalinidade e carbono
inorganico exigida para a oxidagdo completa da carga nitrogenada aplicada na Condicéo 1.

De acordo com Metcalf e Eddy (2003), o processo de nitrificacdo consome
teoricamente 7,14 mg de alcalinidade em funcdo de CaCO3; por mg de amonia oxidada;
ocasionando queda na alcalinidade efluente. A redugédo dos compostos nitrogenados oxidados
a N, devolve alcalinidade ao sistema. A producdo tedrica de alcalinidade é de
3,57 mg CaCO3 por mg de N-NOj reduzido. Assim, a Tabela 23 apresenta a demanda prevista
(alcalinidade consumida pela nitrificacdo) e o fornecimento previsto (alcalinidade reposta pela
desnitrificacdo) em cada uma das condi¢des experimentais. Os célculos realizados levaram
em consideracdo que o montante de nitrogénio foi removido exclusivamente pelos processos

de nitrificacdo e desnitrificacao.

Tabela 23 - Alcalinidade afluente e estimativas da alcalinidade consumida e da alcalinidade
produzida em cada condigdo experimental.

Alcalinidade Alcalinidade Alcalinidade

Relagéo Afluente consumida na produzida pela

C/N (mg CaCOs.L ™) nitrificacio desnitrificacio

(mg CaCOs.L™Y) (mg CaCOs.L™Y)
9,7+¢1,0 238+4.,5 183,5 98
7,6+1,0 279+9,8 364 161
2,9+1,0 762+31,2 462 565
2,910,4 525+10,8 540 564

A medida que o sistema foi submetido & maiores cargas nitrogenadas afluentes
(reducéo da relacdo C/N), foram realizados ajustes na alcalinidade afluente do substrato, com
0 objetivo de suprir a demanda necessaria para a nitrificacdo de todo o NTK afluente,
garantindo o estabelecimento e manutencdo do processo.Com a demanda de alcali garantida, a
alcalinidade média efluente foi inferior a afluente ao longo de todo o periodo experimental.
Isto mostra que a alcalinidade ndo foi um fator limitante para a etapa de nitrificagéo.

As concentragdes afluentes e efluentes médias de alcalinidade em cada condicéo

operacional sdo mostradas na Tabela 24.
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Tabela 24 — Concentragdes de alcalinidade afluente e efluente para as condigfes experimentais 1,
2,3e4.

Variavel Condigdo 1 Condicdo 2 Condicdo3 Condicéao 4

Alcalinidade Afluente (mg CaCOs.L™)  238+4,5 279+9,8 762+31,2 525+10,8

Alcalinidade Efluente (mg CaCOs.L™)  170+27,8 219+41,0 455775 139+67,3

A queda da alcalinidade do efluente foi consequéncia da alta eficiéncia de nitrificacdo
e das reduzidas concentracOes efluentes de N-amoniacal observadas em todas as condic¢des
experimentais. O processo de desnitrificacdo € capaz de repor 3,57 mg de alcalinidade (na
forma de CaCO3) por mg de nitrato reduzido. Assim, a alcalinidade efluente resulta da
concentragdo afluente, descontada a parcela relativa ao consumo durante a nitrificacdo e
acrescida da producdo na desnitrificacdo. O decréscimo na alcalinidade total efluente (Tabela
24), quando comparado ao montante de alcalinidade produzido pela desnitrificacdo (Tabela
23), deve-se ao consumo desta pelo metabolismo anammox.

Considerando o montante de NTK que foi oxidado até N-nitrito e N-nitrato em cada
uma das condicOes e a estequiometria de consumo de alcalinidade deste processo, pode-se
afirmar que a desnitrificacdo foi eficiente em todas as condigdes testadas; uma vez que mais
de 50% da alcalinidade requerida pela nitrificacdo foi reposta ao sistema. Com isso, a
configuracdo de reator proposta nesse estudo apresenta-se como alternativa vantajosa perante
0s sistemas convencionais de tratamento (nitrificacdo e desnitrificacdo em unidades
separadas), reduzindo o requerimento de alcali para garantir nitrificacdo completa.

5.6 SOLIDOS NO AFLUENTE, EFLUENTE, DESCARTE DE MATERIAL EM SUSPENSAO E FINAL

DA OPERACAO

As concentragdes médias de solidos do afluente e do efluente do reator durante todas

as condicdes experimentais avaliadas nesse trabalho estdo apresentadas nas Tabelas 25 e 26.



Tabela 25 — Concentracao média de sélidos no afluente em todas as condi¢des experimentais
testadas.

Concentracdes Afluentes (mg.L™)

Condicéo 1 Condicéo 2 Condicéo 3 Condicao 4
ST 1103+195 1065+158 989+107 1075107
STE 624191 589+69 6931109 758166
STV 479+140 476+102 296169 317+50
SST 65+15 10347 5717 42+17
SSF 37+13 59+15 31+11 12+9
SSV 2849 44+13 2618 30+17

Tabela 26 — Concentracdo média de solidos no efluente em todas as condigdes experimentais
testadas.

Concentracdes Efluentes (mg.L™)

Condicéo 1 Condicéo 2 Condicéo 3 Condicdo 4
ST 920+165 868+124 942+148 903+107
STF 554+112 467+115 675+101 619+91
STV 366192 401+137 26788 284+62
SST 30+11 61+4 26114 24+13
SSF 17+10 28116 12+6 14+7
SSV 1348 33+16 1445 10+4

A Figura 21 apresenta uma representacao grafica das concentragdes de sélidos ao
longo da operagéo do sistema.
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Figura 21 — Variacao da concentracao de sélidos no afluente e efluente nas quatro condicdes
experimentais avaliadas.

A representacdo em barras das concentracdes afluentes e efluentes da série de sélidos
permite a observacdo de informagdes importantes. Pode-se observar que, em todas as
condi¢bes operacionais, as concentracbes afluentes de ST foram maiores do que as
concentragdes efluentes. As concentragfes de STF no afluente e efluente mantiveram certa
regularidade, sendo a maior diferenca obtida na Condigédo 2. Entretanto, observou-se ligeira
remoc&o da parcela volétil dos solidos totais (STV) em todas as condigdes.

Outro fato interessante é que as concentragdes efluentes de STF foram superiores as
concentracOes efluentes de STV durante todo o periodo experimental. Uma possivel
explicagdo para essas concentracBes de STF mais elevadas € presenga de macronutrientes
(sais minerais) adicionados a agua residudria sintética, os quais ndo foram totalmente
metabolizados no reator.

Com relacdo a parcela de solidos suspensos, a analise da Figura 21 nos indica que as
concentracdes efluentes de SSV foram relativamente baixas ao longo de todo o periodo
experimental. Tal fato confirma que o sistema permite a retencdo da biomassa imobilizada.
Ademais, o sistema também mostrou efetiva capacidade na manutencdo da biomassa
suspensa, a qual sé foi retirada periodicamente porque seu acumulo trazia problemas na
difuséo de OD.
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Como j& comentado anteriormente, durante a operacdo do reator observou-se a
formacdo de material bioldgico em suspensdo. Como foi verificado que esse material em
excesso causava problemas na transferéncia de massa de oxigénio dissolvido no meio liquido
do reator, foram realizados descartes periddicos desse material. Os descartes foram definidos
a partir do monitoramento da concentracdo de OD (entre 2,0 e 3,5 mg.L™) por meio de sonda
de luminescéncia e também pela observacdo do acimulo excessivo dessa biomassa ao redor
das hastes de espuma.

Os dias e as concentracdes de ST, STF e STV de cada descarte sdo mostrados na
Tabela 27. Na Condicdo 2 foram realizados dois descartes, o primeiro no 82° dia de operagéo
e 0 outro, no 122° dia. Ja nas demais condicdes, apenas um descarte precisou ser realizado:
Condicédo 1 (29° dia de operacdo), Condicdo 3 (201° dia de operacdo) e Condicdo 4 (225° dia

de operacdo).

Tabela 27 — Dias de descarte e concentracdo de ST, STF e STV no material em suspensao
presente no reator.

Sélidos Totais Volateis

Dias de Solidos Totais Sdlidos Totais Fixos
operagéo (kg ST.m?) (kg STF.m™3) (kg STV.m?)
29 0,736 0,554 0,182
82 2,217 1,953 0,263
122 0,264 0,209 0,055
201 1,250 1,070 0,181
225 1,931 1,708 0,222

Pode-se observar pelos resultados da Tabela 27 que com o decorrer da operacdo do
reator, a concentracao de sélidos (ST, STF e STV) foi aumentando, o que pode indicar a
adaptacdo dos microrganismos em suspensdo a condi¢Ges operacionais estabelecidas no
sistema. E isso refletiu na maior diversidade bioldgica presente nesse material, como sera
abordado no item 5.8.1 (Figuras 29, 30 e 31).

Com o intuito de ilustrar a influéncia do excesso de material em suspensao sobre a
difusdo do oxigénio no meio liquido, que se refletiu diretamente sobre a remoc¢édo de N-total,
montou-se a Figura 22. Nessa figura, os pontos de descartes estdo assinalados. Pode-se
observar que os pontos de descartes sdo seguidos por periodos com altas eficiéncias de

remocao de N-total.
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Figura 22 — Grafico representando efeito do descarte de material em suspenséo sobre a eficiéncia

de remocao de N-total.

Apbs a finalizacdo da operacdo do reator foi realizada a estimativa da concentracao de
solidos aderidos ao material suporte e também de sélidos presentes no liquido drenado do
reator. Considerou-se que a massa de espuma em cada uma das 13 hastes era de 7,8564 g; que
o0 volume aproximado de cada haste era 0,423 L (porosidade do leito) e que a concentracdo de
ST e STV em cada haste foi de 5,062 e 0,424 g.L™, respectivamente. Logo, ap6s 243 dias de
operacdo  alcancaram-se  concentracdes de 3,54 kg ST.kg espumal e
0,30 kg STV.kg espuma™.

Os mesmos calculos foram obtidos para determinar a concentragdo de solidos no
liquido drenado do reator. Vale ressaltar que o volume de liquido retirado (7,28 L) para esse
teste foi superior ao volume atil do reator, ja que o liquido que ficava armazenado na parte
inferior conica também foi coletado. Apés a sedimentacdo, o volume de material foi de
0,82 L. Considerou-se que a concentracdo de ST e STV foi de 16,460 e 1,558 g.L™?,
respectivamente Assim, ao final do periodo de operacdo (243° dia) a concentracdo de ST e
STV na biomassa em suspensdo foi de 1,85 kg ST.m>e 0,175 kg STV.m™>.

Eficiéncia de remocgdo de N-total (%)
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Comparando a concentracdo de solidos aderidos ao material suporte e a concentragdo
de solidos presente no liquido drenado do reator, conclui-se que a maior parte dos sélidos

volateis (STV) presente no reator estava na forma de biofilme.

5.7 ANALISE ESTATISTICA ENTRE AS EFICIENCIAS DE NITRIFICACAO, DESNITRIFICACAO E

REMOGAO DE N-TOTAL E DQO

Nos itens 5.2 e 5.3 foi feita uma discussdo mais individualizada dos resultados obtidos
com relacdo a remocao de nitrogénio em cada uma das condi¢Bes experimentais propostas.
Nessa etapa € apresentada uma analise comparativa destes resultados, a fim de proporcionar
maior compreensdo dos processos de remocdo de matéria carbondcea e nitrogenada
estabelecidos no sistema.

A seguir sdo apresentados graficos Box-plot, retratando a distribuicdo das eficiéncias
de remocgédo de compostos nitrogenados para cada condicdo operacional testada (Figuras 23,
24 e 25). Para obtencdo de tais graficos utilizou-se o software Origin® 8.6.

A ferramenta estatistica Box-Plot permite a visualizacdo da distribuicdo dos pontos
amostrados, apresentando no box a mediana (50%), o primeiro quartil (25%) e o terceiro
quartil (75%). Na zona externa ao box, sdo discriminados os valores maximos e minimos da
distribuicdo. Portanto, nesse tipo de representacdo, quanto maior a altura do box interior,

maior € a heterogeneidade da amostra; acarretando diretamente em maior desvio-padrao.
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Figura 23 — Gréfico Box-plot da distribuicdo da eficiéncia de remocéao de N-total das
guatro condic¢des operacionais testadas.

Pode-se observar pela Figura 23 que a eficiéncia de remocdo de N-total foi mais
expressiva nas condicGes de relacdo C/N mais reduzidas (Condicdes 3 e 4). Ademais, a altura
do box nas Condicbes 3 e 4 foi inferior a altura do box nas Condic¢des 1 e 2, indicando a
maior homogeneidade dos dados e maior estabilidade do reator. Tal fato demonstra a

influéncia da adaptacdo da biomassa no estabelecimento do processo combinado.
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Figura 24 — Grafico Box-plot da distribuicédo da eficiéncia de nitrificacdo das quatro
condigdes operacionais testadas.
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Como ja discutido nos itens anteriores, a remocdo de N-total foi incrementada a
medida que houve reducédo na relacdo C/N. Desse modo, ndo houve evidéncias a cerca da
influéncia da origem da fonte de carbono sobre o processo de remogéo, 0 que € comprovado
pela similaridade na eficiéncia de remocdo tanto na operacdo com sacarose quanto na
operagdo com peptona de carne.

Na Figura 24 pode-se observar que o efetivo controle da aeracdo do sistema aliado aos
descartes continuos do material em suspensdo formado no reator, proporcionaram grande
estabilidade na nitrificacdo a partir da Condicdo 2. Essa estabilidade garantiu altas eficiéncias
de oxidacdo de NTK nas CondicOes 2, 3 e 4, indicando que a nitrificacdo ndo foi o fator
limitante na remocao de nitrogénio. Além de que, como discutido no item 5.3, a oxidacao de

NTK aumentou a medida que a relacdo C/N foi reduzida.
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Figura 25 — Grafico Box-plot da distribuicédo da eficiéncia de desnitrificacdo das quatro
condigdes operacionais testadas.

A representagdo Box-plot da Figura 25 permite afirmar que a desnitrificacdo foi
otimizada nas Condigdes 3 e 4, possivelmente pelo estabelecimento do processo anammox,
como ja discutido anteriormente. Apesar da Condigdo 1 ter apresentado alta eficiéncia de
desnitrificacdo e significativa estabilidade, a nitrificacdo foi a etapa limitante para a remogéo
de N-total.
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O Box-plot representado na Figura 26 mostra a eficiéncia de remocdo de DQO para
todas as condic¢Oes operacionais testadas no experimento.
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Figura 26— Grafico Box-plot da distribuicdo da eficiéncia de remocéo de DQO das quatro

condicOes operacionais testadas.

O sistema se manteve eficiente na remo¢do de DQO ao longo de todo o periodo
experimental, com eficiéncias de remocdo superiores a 90%. Tais resultados indicam a
estabilidade e robustez do sistema para remocdo de matéria organica, como ja relatado por
Moura (2011). Além disso, a altura do box em todas as condicGes € relativamente pequena,
sinalizando a homogeneidade dos dados.

Além da representacdo em Box-plot, foi utilizado o software BioEstat® para a
avaliagdo da existéncia de diferenca estatistica entre as eficiéncias de remocéao de N-total e de
DQO nas condigdes experimentais 2, 3 e 4. Os dados da Condigdo 1 ndo foram considerados
ja que ndo houve o adequado controle das condi¢des operacionais (concentracdo de OD).
Primeiramente foi verificado se os dados obtidos sdo paramétricos (distribuicdo normal) ou
ndo-paramétricos por meio do Teste de Lilliefors (alfa=0,05). Esse teste foi escolhido por
possibilitar a analise da normalidade de amostras com numeros distintos de dados. A
distribuicdo normal foi verificada em ambas as andlises (eficiéncia de remocéo de DQO e

eficiéncia de remocdo de N-total). Em seguida, foi aplicada a ferramenta ANOVA: um critério
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e Teste Tukey (p=0,05), a fim de verificar a existéncia de diferenca estatistica entre as
eficiéncias de remogdo das trés condigdes testadas. A Tabela 28 ilustra a diferenca estatistica
entre as eficiéncias de remocdo de N-total e DQO para cada condicdo. As condicdes

sinalizadas com o0 mesmo simbolo néo apresentaram diferenca estatistica entre si.

Tabela 28 - Diferenca estatistica entre as eficiéncias de remocao de N-total (letras minusculas) e
DQO (letras maiusculas) de cada condi¢do experimental.

Condigéo 2 Condicgéo 3 Condicgéo 4
Remocéo de N-total A b b
Remocéo de DQO A A A

Com relacdo a eficiéncia de remocdo de N-total, observou-se que a fonte de carbono
ndo influenciou no processo de remoc¢do de nitrogénio no estudo em questdo, uma vez que as
Condicdes 3 e 4 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Logo, o principal fator que
influenciou a remocado de N-total foi a relagdo C/N. Como pode ser observado na Tabela 28, a
condicdo com maior disponibilidade de matéria organica para a desnitrificacdo (Condicéo 2)
teve comportamento estatistico diverso ao comportamento das demais condi¢cdes (menor
disponibilidade de doador de elétrons).

A analise estatistica comparativa das eficiéncias de remocao de DQO mostrou que nao

houve diferenca estatistica entre as eficiéncias de remocéo das condicdes 2, 3 e 4.

5.8 ESTIMATIVA DA DQO CONSUMIDA PELA DESNITRIFICAGAO HETEROTROFICA

No item 5.2.3 comparou-se 0 montante de DQO removido no sistema com a DQO
teorica requerida para as trés primeiras condi¢cdes experimentais. Isso foi feito com intuito de
justificar a ocorréncia de processos complementares de remocgéo de nitrogénio, comprovando
que a carga de matéria carbonécea afluente ndo era suficiente para garantir a desnitrificacao
de todo 0 NTK oxidado em condigédo de baixa relacdo C/N. Nesta comparagao, considerou-se
que o processo de desnitrificacdo heterotrofica ocorre, quando a relagdo DQO/N-NO3™ € maior
que 4 (PHILIPS; LAANBROEK; VERSTRAETE, 2002).

Com objetivo de fundamentar a ocorréncia de processos complementares de remogao
de N-total em reator de leito estruturado, foram realizados célculos estequiométricos de
demanda por elétrons para desnitrificacdo heterotréfica utilizando diversas fontes orgénicas.

Vale ressaltar que para uma correta indicacao do fluxo de elétrons, todos céalculos de demanda
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requeridas foram feitos em termos de DQO. Primeiramente, as demandas foram determinadas
para compostos organicos simples (glicose, sacarose e etanol) e em seguida, para compostos
mais complexos (metanol e acetato).

Segundo Philips; Laanbroek e Verstraete (2002) a desnitrificacdo via nitrato com
glicose como fonte de carbono é dada pela equacdo 17. As reacBGes de desnitrificacdo

utilizando sacarose e etanol estdo representadas nas equacoes 18 e 19, respectivamente.

5CsH,, Og + 24N0O5 — 12N, + 30C0, + 42H, O (Eq. 17)
C12Hy041 + 9,6H* + 9,6NO; — 4,8N, + 12C0, + 15,8H, 0 (Eq. 18)
5C,Hs OH + 12H* + 12NO; — 6N, + 10C0, + 21H,0 (Eq. 19)

De acordo com Metcalf e Eddy (2003) as reac¢Oes de desnitrificacdo com nitrato como
aceptor de elétrons e metanol e acetato como fontes de carbono sdo dadas pelas equages 20 e

21, respectivamente.
5CH;0H + 6NO; — 3N, +5C0, + 7H,0 + 60H" (Eq. 20)
5CH;COOH +8NO; — 4N, 4+ 10C0, + 6H,0 +80H" (Eq. 21)
A Tabela 29 relaciona a DQO requerida teoricamente para desnitrificacdo

heterotréfica em cada uma das condi¢cBes experimentais, utilizando cada um dos cinco

compostos organicos listados como doadores de elétrons.
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Tabela 29 - Célculos estequiométricos de demanda por elétrons para desnitrificacao
heterotrofica utilizando diversas fontes organicas.

DQO Concentracdo de DQO requerida para
Condicao removida desnitrificacdo heterotréfica (mg.L™)
(mg.L™ Glicose  Sacarose Etanol Metanol Acetato
1 436 76 81 81 98 122
2 460 116,6 124 124 151 187
3 476 429 456 458 555 688
4 506 420 447 448 543 674

Observando os resultados dos célculos estequiométricos nota-se que para compostos
organicos mais simples (glicose, sacarose e etanol), a concentracdo de DQO afluente seria
“teoricamente” suficiente para garantir a demanda por elétrons para desnitrificagao de todo o
NTK oxidado no sistema. Isso foi observado porque os valores de DQO requerida
mantiveram-se abaixo da DQO removida.

Todavia, quando os célculos das demandas consideram compostos mais complexos,
como metanol e acetato, observa-se o déficit de doadores de elétrons para desnitrificacdo
heterotréfica sob baixa relacdo C/N (Condigdes 3 e 4). Os fatores de equivaléncia
oxigénio/nitrato (também expresso como relacdo DQO/N-NO3") para 0 metanol e o acetato
foram de 3,47 e 4,3 mg DQO.mg™* N-NO3". Esta observagdo vem de acordo com os resultados
obtidos na comparacdo realizada no item 5.2.3, os quais levaram em consideracdo que em
sistemas de tratamento em escala real, o processo de desnitrificacdo heterotrofica ocorre
quando a relacdo DQO/N-NOg3" é maior que 4.

Outra questdo que merece ser pontuada é que, as demandas tedricas para
desnitrificacdo heterotréfica de todo o NTK oxidado nas condicBes de baixa relacdo C/N sé
seriam garantidas, se a remo¢do de matéria organica pelas bactérias aerdbias heterdtrofas ndo
estivesse presente no sistema estudado. E isto ndo ocorreu, uma vez que o aporte de oxigénio
no sistema ndo foi totalmente interrompido (aeracéo intermitente). Sabe-se que o oxigénio € o
aceptor preferencial dos microrganismos, devido ao maior ganho de energia do metabolismo

aerobio perante os demais.



106

5.9 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.9.1 Microscoria OPTICA

Os exames de microscopia Optica apresentados neste trabalho foram realizados a partir
de amostras de biofilme coletadas em condi¢cdes opostas de operacdo (relagdo C/N de 9,7+1,0
e 2,910,4; ambas com sacarose como fonte de carbono). As coletas de amostras foram
realizadas no 68° e 243° dias de operacdo. Desta maneira, foi possivel correlacionar o
estabelecimento da comunidade microbiana em cada uma dessas fases com as condicdes
operacionais as quais o reator foi submetido.

A partir da analise da biomassa presente na espuma de poliuretano ao final da
Condicédo 1 e da Condigéo 4, pode ser verificada a presenca de microrganismos de interesse

para 0 processo de tratamento obtido no sistema, como apresentado nas Figuras 27 e 28.

Figura 27 - Imagens da microscopia Optica realizada ao final da Condicao 1 (68°dia de
operacdo): (a) emaranhado de bactérias filamentosas; (b) organismos zoogloeais; (c)
protozoarios flagelados; (d) cocos.

Na Figura 27 observou-se a presenca de diversos microrganismos em meio a bactérias
filamentosas (a) e também a presenca de cistos e de protozodrios, como 0 que estd
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evidenciado em (c), que é um protozoario flagelado. Tal diversidade ja era esperada, uma vez
que o indculo utilizado neste reator foi obtido a partir da mistura de lodos biologicos de
sistemas estaveis para remoc¢do de matéria organica de origem proteica e de nitrogénio. Em
(b) foi possivel observar a presenca de organismos semelhantes a Zoogloea sp., caracteristicos
de sistemas com elevadas relacbes F/M, especialmente se o residuo contém compostos
organicos sollveis facilmente biodegradaveis (JENKINS et al., 2003). Tais microrganismos
sdo tipicos de condicdes desnitrificantes e tém papel fundamental na formacéo do biofilme.
Organismos semelhantes a Zoogloea sp. também foram identificados em amostras de biofilme
do sistema de tratamento de Nocko (2008) e Fu et al.(2010).

Além disso, foi possivel observar em (d) a presenca de aglomerados de cocos, com
morfologia semelhante a Nitrosococcus (Bergey, 1989). Estes microrganismos sao
importantes pela capacidade de oxidar N-amoniacal (RITTMANN e MCCARTY, 2001;
METCALF e EDDY, 2003), realizando a nitrificacdo do meio sintético afluente.

A Figura 28 apresenta as morfologias microbianas encontradas em amostra retirada no

243° dia de operacdo do reator.
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A Figura 28 mostra os principais microrganismos visualizados na microscopia optica
da amostra de biofilme da Condigdo 4. Pode-se observar maior diversidade de
microrganismos envolvidos com os processos de interesse na amostra da Condicdo 4 do que
na Condicdo 1. Na microscopia Optica foi observada a presenca de amebas, cistos de
protozodrios, bactérias fototroficas anoxigénicas (f), espiroquetas e bactérias semelhantes a
sarcinas (e). Tal fato € resultado do maior tempo de operacdo do sistema e da adaptacdo da
biomassa a menor disponibilidade de matéria organica prontamente biodegradavel.

Assim como na Condicdo 1, em (b) foram observadas bactérias nitrificantes,
representadas pelos aglomerados de cocos, com morfologia semelhante a Nitrosococcus.
Além disso, observou-se a presenca de microrganismos armazenadores de granulos
intracelulares, seguindo dois padrBes de inclusdes: inclusdes de granulos maiores (a) e
inclusbes de pequenos granulos (c). Em (c) podem ser observados bacilos acumuladores de
material de reserva .

Ja em (a), foi constatada a presenca de bactérias filamentosas semelhantes a Beggiatoa
sp., assim como no trabalho de Ono (2007). Tal grupo é capaz de acumular enxofre elementar
e é encontrado em ambientes de microaerofilia. O acumulo intracelular de enxofre elementar
foi identificado devido o brilho das estruturas microbianas, facilmente observadas na
microscopia.

Devido a baixa disponibilidade de matéria organica nas Condic6es 3 e 4, aglomerados
de cocos semelhantes a morfologia do grupo anammox foram observados (d). Pode-se notar
que tais bactérias estdo agregadas em clusters. O crescimento em clusters é uma alternativa
adotada por bactérias de crescimento mais lento, que tem por objetivo reduzir as perdas de
catabdlicos e anabdlicos para o ambiente exterior (OP DEN CAMP; JETTEN; STROUS,
2007).

Logo no inicio do periodo experimental, foi observada a formacdo de quantidade
significativa de material em suspens@o. Com o intuito de avaliar a presenca ou ndo de material
bioldgico, foram realizados exames microscopicos de amostras desse material. As Figuras 29,
30 e 31 apresentam as estruturas encontradas em amostras de biomassa suspensa das

Condig0es 1 e 4, respectivamente.
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Figura 31 — Imagem da microscopia de material em suspenséo
retirado no 25° dia de operacéo do reator (Condigéo 1):
emaranhado de bactérias filamentosas semelhantes ao género
Sphaeraotilus natans.

O material em suspensdo presente na Condicdo 1 era formado essencialmente por
bactérias filamentosas semelhantes ao género Sphaerotilus natans (Figura 29). Segundo
Jenkins et al. (2003), o comprimento dos filamentos dessas bactérias pode variar de 100 a 500
pm, sendo que as células sdo septadas e firmemente embaladas na bainha. Além disso, sua
presenca pode ser indicativa de deficiéncia de fosforo.

As Figuras 30 e 31 mostram as morfologias celulares presentes em amostra da

biomassa em suspensao retirada na Condicdo 4.
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Figura 32 - Imagem da microscopia de material em suspensao retirado ao final do periodo
experimental (Condigéo 4): filamentosa semelhante a Beggiatoa sp. (a); célula semelhante a
Desulfosarcina sp. (b).

Figura 33 — Imagem da microscopia de material em suspenséo retirado ao final do

periodo experimental (Condicdo 4): emaranhado de bactérias semelhantes a Sphaerotilus natans
(a); bactérias com morfologia espiroqueta (b).
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Ao final do periodo de operagdo observou-se uma maior diversidade microbiana na
biomassa suspensa do reator (Figuras 30 e 31). Na Figura 30 (a) foi constatada a presenca de
bactérias filamentosas semelhantes a Beggiatoa sp., capazes de acumular granulos
intracelulares de enxofre elementar. Os filamentos dessa bactéria sdo lineares ou suavemente
curvados e podem se desenvolver na superficie do biofilme (Figura 28 (a)) ou dispersos na
suspensdo. O comprimento tipico dos filamentos é de 100 a 500 um, com 2 a 4 um de
didmetro (JENKINS et al., 2003). O aspecto levemente esbranquicado do reator, como mostra
a Figura 32, € decorrente do acumulo de granulos intracelulares de enxofre. 1sso € resultado

da ampla proliferacdo dessa bactéria no meio liquido.

B

Figura 34— Fotografia do reator no final da Condicéo 4, destaque para o aspecto esbranquicado
do material em suspensao.
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Pelas caracteristicas morfologicas associadas & ndo fluorescéncia, foi possivel
visualizar na Figura 30 (b) célula semelhante ao género Desulfosarcina sp.. Esses
microrganismos tém metabolismo quimiorganotrofico ou quimioautotréfico, utilizando
formiato, acetato, propionato, butirato, benzoato ou compostos aromaticos similares como
doadores de elétrons para respiragdo anaerobia e também como fontes de carbono, os quais
sdo oxidados completamente a dioxido de carbono (WIDDEL & PFENNIG, 1984). Devido a
deficiéncia de oxigénio dissolvido no meio, pode ser verificada a presenca de organismos
responsaveis pelo metabolismo de compostos sulforosos, tais como: Beggiatoa sp e
Desulfosarcina sp.. Além disso, bactérias filamentosas do género Sphaerotilus natans (Figura
31 (a)) e bacteérias heterotroficas de morfologia espiroqueta (Figura 31 (b)) também foram

identificadas.

5.9.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os exames de microscopia eletronica de varredura apresentados neste trabalho foram
realizados a partir de amostras de biofilme coletadas ao final do periodo de operacdo do
reator. Assim, foi possivel avaliar o desenvolvimento da biomassa aderida no meio suporte,
correlacionando a distribuicdo dos microrganismos e suas caracteristicas metabdlicas de
acordo com sua distribuicdo espacial na espuma. A Figura 33 mostra a colonizagéo

microbiana da parte superior do meio suporte.

o) )
<« NS B oo se 100 um

600 um

Figura 35 — Imagem geral da colonizagdo microbiana na espuma de poliuretano (A), visualizacdo da
colonizacé@o microbiana sobre paredes dos poros da espuma de poliuretano (B).
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A seguir sdo apresentados os principais grupos de microrganismos visualizados pela
técnica MEV.

“‘.sz . 3 < : |
.y - ) > oS
"‘HM"_L o A oo se 10 um

Figura 36 — Imagens da microscopia eletrdnica de varredura de amostras coletadas ao final da
Condicao 4: Euglypha tuberculata (A); bactéria filamentosa, cocos e bacilos (B).

"“N“"E B s000x se

Amebas semelhantes ao género Euglypha tuberculata, microrganismo caracterizado
pela auséncia de carapaca e pelo revestimento celular formado por escamas sobrepostas,
foram identificadas na regidao mais superficial do biofilme (Figura 34 A). Segundo Canler et
al. (1999)* apud Fernandes et al. (2013), a presenca de Euglypha tuberculata é indicativa da
ocorréncia de nitrificacdo, uma vez que esse grupo microbiano € sensivel a altas
concentracdes de matéria organica e amonia. Devido seu comportamento alimentar, tais
microrganismos estdo ligados a manutencdo da densidade e juventude da comunidade
bacteriana (predacéo). Dessa maneira, pode-se afirmar que a presenca desse grupo sinaliza a
boa qualidade do efluente final.

Em (B) observou-se a presenca da bactéria heterotrofica filamentosa semelhante a
Sphaerotilus natans. Como ja dito no item anterior, esse microrganismo esta associado a

condicdo de microaeracdo e de deficiéncia de fosforo (JENKIS et al., 2003). Além disso, foi

“ CANLER, J.P.; PERRET, J. M.; DUCHENE, P.; COTTEUX, E. Aide au diagnostic des
stations dépuration par lobservation microscopique des boues activées. Copyright
Cemagref Editions, 1999.
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possivel observar em (B) a presenca de aglomerados de cocos, com morfologia semelhante a
Nitrosococcus (BERGEY, 1989). Tais microrganismos também foram visualizados nos
trabalhos desenvolvidos por Moura (2011) e Nocko (2008), os quais operaram reatores
utilizando espuma de poliuretano como meio suporte para a remog¢ao biologica de nitrogénio.

A Figura 35 retrata a diversidade microbiana presente na &rea mais interna do
biofilme.

\NH E: o A 5000x SE

/

Figura 37 - Imagem da comunidade microbiana presente nas zonas mais internas do biofilme (A);

ampliacdo da area circulada na imagem anterior, com énfase nas bactérias anammox (B).

Pode-se observar a grande quantidade de bacilos e a presenca de cocos (dispostos em
pontos isolados). A éarea circulada em (A) foi ampliada e melhor visualizada em (B). O que
chama aten¢do nessa Ultima figura é o aglomerado central de cocos semelhante as bactérias
anammox, agregadas em clusters. A partir da observagdo espacialmente direcionada, obtida
pela aparelhagem da microscopia eletrénica de varredura, pode-se comprovar a existéncia das

bactérias anammox no interior do bioparticula.
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5.10 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANAMMOX

Para avaliar a presenca do metabolismo anammox, realizaram-se testes com biomassa
retirada no 211° dia de operacdo (Condi¢cdo 3), submetendo-a a alimentacdo com meio
nutriente especifico. O consumo medio de N-nitrito e N-amoniacal em condi¢fes andxicas
nos reatores que foram agitados (ensaio 1) e naqueles que permaneceram em repouso (ensaio
2) esta exemplificado nas Figuras 36 e 37, respectivamente.
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Figura 38 — Variacao temporal na concentracdo dos compostos nitrogenados no ensaio
1(a); Ajuste linear do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
consumo de N-amoniacal e N-nitrito no ensaio 1 (b).
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Figura 39 — Variacao temporal na concentra¢do dos compostos nitrogenados no ensaio 2
(a); Ajuste linear do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
consumo de N-amoniacal e N-nitrito no ensaio 2 (b).

A4

Conforme pode ser visualizado nas Figuras 36 e 37, a hipdtese de ocorréncia do
processo anammox, como via complementar & desnitrificagdo heterotrofica, foi confirmada.
Apos 131 dias de operagdo, Barana et al. (2013) também observaram o desenvolvimento do
metabolismo anammox em reator de leito fixo e estruturado, operando com baixa
disponibilidade de matéria organica para desnitrificacdo heterotrofica.

A cinética de decaimento obtida para o processo anammox em ambos os ensaios foi de

ordem zero. A atividade anammox especifica (AAE, também chamada de velocidade
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especifica de consumo de N-amoniacal) obtida para os ensaios 1 e 2 foi de
9,78 € 9,42 mg N.g SSV1.h, respectivamente. A velocidade de consumo de N-nitrito foi de
471 e 4,35 mg N.g SSV1h? para os ensaios 1 e 2, respectivamente. Assim, pode ser
observado o mesmo padrdo de comportamento de consumo dos compostos nitrogenados em
ambos 0s ensaios, 0 que permite inferir que a agitacdo ndo influenciou no estabelecimento do
processo anammox.

Em ambos os ensaios foi observado que a concentracdo de N-nitrato manteve-se na
ordem de 40 mg.L™?, muito préxima & concentracdo inicial adotada. Portanto, ndo foi
verificado aumento na concentracdo deste composto, como era esperado quando se leva em
conta a relacdo estequiométrica do metabolismo anammox. Isso pode ser explicado pelo fato
de que apesar dos ensaios terem sido realizados em condi¢cdes anammox, a biomassa presente
no reator ndo era predominantemente anammox. Além disso, sabe-se que o N-nitrato é
reativo, atuando como adequado aceptor de elétrons. Assim, o N-nitrato produzido pela via
anammox pode ter sido utilizado em outras vias metabolicas, como por exemplo, a
desnitrificacdo heterotr6fica da matéria organica presente na espuma ou ainda, na ocorréncia
da desnitrificacdo enddgena.

As reacdes anammox e da desnitrificacdo ocorrem em condi¢des ambientais distintas.
A ocorréncia da atividade anammox esta associada a concentrag@es especificas de amonia e
nitrito. Ainda assim, pesquisadores tém obtido sucesso na combinacdo entre estes dois
processos em ambientes naturais e em sistemas em escala piloto (DALSGAARD;
THAMDRUP, 2002; KUMAR; LIN, 2010; KUYPERS et al., 2003). O crescimento aderido é
a opcao mais utilizada nos trabalhos disponiveis na literatura que buscam a coexisténcia do
metabolismo desnitrificante e do metabolismo anammox (KUMAR; LIN, 2010). Esses
sistemas sdo efetivos para o desenvolvimento das bactérias anammox mesmo sob
concentracdes de OD superiores a 0,5-0,7 mg.L™, faixa estabelecida como adequada para o
desenvolvimento desses organismos. O excesso de OD no sistema é metabolizado pelas
bactérias oxidadoras de amonia e de matéria organica, que estdo localizadas nas zonas mais
superficiais do biofilme, permitindo o desenvolvimento das bactérias anammox nas zonas

mais internas.
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5.11 ENSAIOS CINETICOS

5.11.1 VELOCIDADE ESPECIFICA DE NITRIFICAGAO

O perfil temporal para nitrificagdo via N-amoniacal com biomassa coletada na
Condicdo 3 (C/N=2,9+1) esta apresentado na Figura 38. Como houve problemas na
quantificacdo das concentracdes de N-NH," via cromatografia idnica durante a Condicio 2, os
dados do ensaio cinético de nitrificacdo via N-amoniacal dessa condi¢cdo ndo puderam ser
computados.

A presenca de N-nitrito foi observada durante o perfil, atingindo um pico méximo de
1,39 mg.L™. Como esse valor maximo ndo foi significativo, ele pode ser desconsiderado do

calculo da velocidade de nitrificacao.
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Figura 40 — Variacao da concentragdo de N-amoniacal, N-nitrato e N-nitrito no perfil de
nitrificagcdo via N-amoniacal.

O modelo de decaimento cinético de ordem zero foi 0 mais adequado para o ajuste dos
dados obtidos, conforme fica evidenciado na Figura 39.
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Figura 41 — Ajuste linear do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
remocao de N-amoniacal no ensaio de nitrificacdo via N-amoniacal.

A velocidade especifica de nitrificagdo via N-amoniacal obtida foi de
5,48 mg N.g SSV*.h™ (R2=0,9535).

Villaverde, Garcia-Encina e Fdz-Polanco (1997) observaram que a concentracdo de
amonia livre e a concentracdo de N-NH," disponivel influenciaram a velocidade de oxidac&o
da amonia. Quando o pH do meio foi mantido em 8,2, a velocidade de nitrificagdo via
N-amoniacal foi de 15 mgN.gSSV™ .h™. A diferenca entre as atividades nitrificantes obtidas
no presente trabalho e por Villaverde, Garcia-Encina e Fdz-Polanco (1997) ocorre
possivelmente devido ao fato de que neste trabalho, a biomassa utilizada para o ensaio
cinético ndo era formada exclusivamente por bactérias nitrificantes, mas sim por uma cultura
microbiana mista. Tal fato também foi observado no trabalho de Moura (2011), o qual obteve
velocidade de nitrificacéo via N-amoniacal de 1,43 mg N.g SSV*.h™.

Além do ensaio de nitrificagdo via N-amoniacal, realizou-se ensaio cinético para
obtencdo da velocidade de nitrificacdo via N-nitrito. Este ensaio foi realizado em batelada
utilizando biomassa retirada das Condigdes 2 (relagdo C/N de 7,6+1) e 3 (relacdo C/N de
2,9t1). As Figuras 40 e 41 mostram os perfis temporais obtidos para biomassa retirada do
reator na Condicéo 2. Tais ensaios tiveram duracao total de 6 horas e concentracédo inicial de
N-nitrito de aproximadamente 25 mg.L™.
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Figura 43 — Variagao da concentracgédo de N-nitrito e N-nitrato no perfil de nitrificacéo via N-
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Figura 42 — Variagao da concentracgédo de N-nitrito e N-nitrato no perfil de nitrificagéo via N-

nitrito realizado no ensaio 2 com biomassa da Condicéo 2.
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Os resultados dos dois ensaios também foram ajustados segundo modelo de
decaimento de ordem zero. A Figura 42 mostra as retas de ajustes para cada ensaio.
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Figura 44 — Ajustes lineares do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
remocao de N-nitrito nos ensaios 1 e 2 (biomassa retirada da Condicéo 2).

As velocidades especificas de consumo de N-nitrito e os respectivos coeficientes de
correlacdo para os ensaios 1 e 2 foram: 6,34 mg N.g SSV*h' (Rz = 0,9787) e
6,73 mg N.g SSV1.h! (R2 = 0,9564).

A Figura 43 mostra o perfil temporal da nitrificagdo via N-nitrito obtido com amostras
de biomassa retiradas na 3% condicdo operacional, ou seja, quando o sistema passou a ser
alimentado com &gua residuaria com menor relacdo C/N. O periodo de duracdo desse ensaio

foi de 5,5 horas e a concentracdo inicial de nitrogénio na forma de N-nitrito foi de 20 mg.L™.
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Figura 45 — Variagao da concentracéo de N-nitrito e N-nitrato no perfil de nitrificagéo via N-nitrito
realizado no ensaio 1 com biomassa da Condicéo 3.

O modelo de decaimento cinético de ordem zero foi 0 mais adequado para o ajuste dos
dados obtidos, conforme fica evidenciado na Figura 44.
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Figura 46 — Ajuste linear do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
remocao de N-nitrito no ensaio 1 (biomassa retirada da Condicé&o 3).
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A velocidade especifica de consumo de N-nitrito e seu respectivo coeficiente de
correlagdo foi de 4,97 mg N.g SSV™.h™ (R? = 0,9454). Foi observado que para amostras de
biomassa retiradas da Condicdo 3, a velocidade de oxidacdo de N-amoniacal
(548 mg N.g SSV*h?') foi superior & velocidade de oxidagdo de N-nitrito
(4,97 mg N.g SSV™'.h™). Observando as velocidades de consumo de N-amoniacal e N-nitrito
obtidas, pode-se notar que ndo houve acdmulo de N-nitrito no perfil de nitrificacdo via N-
amoniacal, garantindo o equilibrio entre as duas etapas da nitrificacéo.

A Tabela 30 sintetiza as velocidades de nitrificacdo via N-amoniacal e N-nitrito
obtidas em diversos sistemas de remocdo de nitrogénio, inclusive com os dados deste
trabalho. Pode-se observar que os valores encontrados no trabalho em questdo sao similares
aos disponiveis na literatura, reforcando a ideia de que a configuracdo de reator utilizada,
aliada as adequadas condi¢des operacionais, permitiu o estabelecimento de eficiente remocéo

de nitrogénio.

Tabela 30 — Velocidades de nitrificagdo via N-amoniacal e via N-nitrito em sistemas de remocé&o
de nitrogénio.

Velocidade de Velocidade de
, nitrificacdo via N-  nitrificacdo via N- Autores
Reator In6culo i o
amoniacal nitrito Reportados
(mg N. gSSV*h') (mgN.gSsvin?

Reator de Lodo
leito fixoe  anaerdhio+Lodo 5,48 497 Este trabalho
estruturado aerobio

Lodo de lagoa

SBR L - 9,44 Chiu et al. (2007)
aerébia
Pochana e Keller
SBR - - 15 (1999)
. Von Miinch, Lant
BR L - ’
S odos ativados 3,0 e Keller (1996)
Reator de
leito fixoe  Lodo anaerdbio 1,43 1,3 Moura (2011)
estruturado
Villaverde,
Biofiltro Lodo 15 15-50 Garcla-Encina e
nitrificante Fdz-Polanco

(1997)
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5.11.2 VELOCIDADE ESPECIFICA DE DESNITRIFICACAO HETEROTROFICA
A variacdo da concentracdo de N-nitrato e N-nitrito dos perfis cinéticos realizados
para determinacdo da velocidade de desnitrificacdo esta apresentada nas Figuras 45 e 46. Este

ensaio foi realizado em duplicata, utilizando biomassa da Condicao 2 (C/N=7,6+1).
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Figura 47 — Variacao da concentracdo de N-nitrato e N-nitrito no perfil de desnitrificacao
heterotroéfica realizado no ensaio 1.
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Figura 48 — Variacao da concentracdo de N-nitrato e N-nitrito no perfil de desnitrificacao

heterotrofica realizado no ensaio 2.
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Como pode se observar, em ambos 0s ensaios ocorreu o consumo total do N-nitrato
adicionado. Van Haandel e Marais (1999) afirmam que o tempo médio para desnitrificacéo
em ambiente anoxico é inferior a 8 horas. No presente estudo, 0 tempo para o consumo total
de N-nitrato para os ensaios 1 e 2 foi de 4 e 5 horas, respectivamente. Observou-se também o
acumulo de nitrito, atingindo ponto méaximo em 3,5 horas no ensaio 1 e 4 horas no ensaio 2. A
partir dai, o N-nitrito acumulado foi consumido, sendo que sua concentracdo foi zerada em
5,5 horas no ensaio 1 e em 6 horas no ensaio 2.Analisando o comportamento de consumo
exibido pelo N-nitrato e N-nitrito pode-se afirmar que ambos apresentaram decaimento
cinético de ordem zero. No caso do N-nitrito, esse comportamento foi identificado apds o
ponto de maximo acumulo. As Figuras 47 e 48 retratam as linhas de tendéncias ajustadas para

decaimento de N-nitrato e N-nitrito nos ensaios 1 e 2.
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Figura 49 — Ajuste linear do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
remocéo de N-nitrato e N-nitrito no ensaio 1.

No ensaio 1, a velocidade especifica de conversdao de N-nitrato a N-nitrito foi de
8,6 mg N.gSSV1.h? (R2 = 0,9531) e a velocidade especifica de conversdo de N-nitrito a N
foi de 4,9 mg N.gSSV1h? (R? = 0,9567). Para 0 ensaio 2, a velocidade especifica de
conversdo de N-nitrato a N-nitrito foi de 6,6 mg N.gSSV™.h™ (R2 = 0,9568) e a velocidade
especifica de conversdo de N-nitrito a N, foi de 5,75 mg N.gSSV*h™ (R? = 0,9564). A

obtencdo dessas velocidades permite comprovar que a producdo de N-nitrito se deu em uma
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velocidade superior a sua metabolizacao, acarretando em seu acimulo conforme exposto nas
Figuras 47 e 48.
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Figura 50 — Ajuste linear do modelo cinético considerando decaimento de ordem zero para
remocao de N-nitrato e N-nitrito no ensaio 2.

Com o intuito de verificar a confiabilidade dos resultados obtidos em cada um dos
ensaios, realizou-se uma andalise comparativa entre as velocidades especificas calculadas e a
variacdo da concentracdo dos compostos nitrogenados nos ensaios em batelada. No caso do
ensaio 1, o consumo tedrico de N-nitrato, levando em consideracdo que este foi consumido
em 4 horas com velocidade de 8,6 mg N.g SSVh?, foi de 33,9 mg N.L?, sendo esta
concentracdo convertida a N-nitrito. Por outro lado, o consumo de N-nitrito neste mesmo
periodo, considerando velocidade de 4,9 mg N.g SSV.h?, foi de 19,3 mg N.L™. Assim, o
acumulo teérico de N-nitrito foi de 14 mg N.L™. Analisando o perfil experimental, na 42 hora
de ensaio, a diferenca entre as concentracdes de N-nitrito e N-nitrato mostrou acimulo de
7 mg N.L™ na forma de N-nitrito. Tal valor é pouco inferior ao valor tedrico.

Para o0 ensaio 2, o consumo teorico de N-nitrato, levando em consideracdo que este foi
consumido em 5 horas com velocidade de 6,59 mg N.g SSV™'.h?, foi de 28,2 mg N.L™. Por
outro lado, o consumo de N-nitrito neste mesmo periodo, considerando velocidade de

5,75 mg N.g SSV*.h?, foi de 24,6 mg N.L™". Assim, o acumulo teérico de N-nitrito foi de
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3,6 mg N.L™". Analisando o perfil experimental, na 5% hora de ensaio, a diferenca entre as
concentragdes de N-nitrito e N-nitrato mostrou acimulo de aproximadamente 5 mg N.L™ na
forma de N-nitrito. Tal valor é proximo ao valor teorico.

A Tabela 31 apresenta as velocidades de desnitrificacdo heterotréfica obtidas em

sistemas de tratamento operando em condi¢des de NDS, inclusive com os dados deste

trabalho.
Tabela 31 — Velocidades de desnitrificacdo de N- NOX em sistemas NDS.
Reator Ineulo Agua Relacao Velocidade de Autores
residuéria C/N  consumo de N-NO, Reportados
Reator de Lodo )
leito fixoe  anaerdbio+Lodo E.ﬂu,e.me 7,6 6,59 mg NlNlo : Este trabalho
" sintético .gSSV™.h
estruturado aerobio
Lodo de lagoa Efluente 9,23 mg N-NOy .
BR - 11,1 1L h I. (2007
S aerobia sintético .gSsvtht Chiuetal. (2007)
Efluente pré-
tratado em 12 mg N-NOy Pochana e Keller
BR - 14
S lagoa o .gSsvtht (1999)
anaerodbia
Reator de )
leito fixo e Lodo dellggoa E.flu,er]te 11,6 4.0mg Nl N_??’ Moura (2011)
anaerdbia sintético .gSSV™".h
estruturado
VVon Miinch
: E mg N-NO, ’
SBR Lodos ativados sg/otf) 11,2 3,0mg 1 _?X Lant e Keller
doméstico .gSSV™.h (1996)

Comparando os resultados obtidos experimentalmente com o levantamento
bibliografico apresentado na Tabela 31, é possivel verificar semelhanca entre os valores de
velocidades encontrados; uma vez que todos os sistemas operaram em condi¢des NDS. Moura
(2011) utilizou a mesma configuracdo de reator adotada neste trabalho, sendo que o sistema
foi inoculado com lodo com caracteristicas anaerébias. Comparando-se a velocidade
especifica de desnitrificacdo deste trabalho com os resultados obtidos por Moura (2011),
pode-se notar um ganho na capacidade de desnitrificacdo do sistema. Isto pode estar
relacionado ao fato da mistura de inéculos ter proporcionado uma melhor distribuicdo dos
organismos desnitrificantes entre a biomassa nitrificante e a biomassa oxidadora de matéria

organica.
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5.12 PERFIL DE OXIGENIO DISSOLVIDO

Com objetivo de caracterizar o biofilme com respeito a concentracdo de oxigénio em
relacdo a espessura, foi realizado ensaio com microssensor de OD. O trabalho de
Lewandowski, Walser e Characklis (1991) revela o processo de instrumentacdo do
microssensor para medicdo de OD com micro fibra-6ptica capilar. Sobrepondo resultados de
ensaios repetidos, os autores concluiram que o inicio do biofilme é dado pelo ponto de
inflexdo da curva de concentragdo de OD em funcdo da profundidade. Assim, por meio do
software Matlab® 7.14, o ponto de inflexdo foi determinado como sendo a solugéo da
derivada de segunda ordem da regressdo polinomial de melhor ajuste, conforme indica a
Tabela 32. Para a determinacdo do inicio do biofilme anodxico, considerou-se que a

concentracdo de oxigénio dissolvido deveria ser inferior 0,250 mg.L™.

Tabela 32 — Dados para a obtenc&o do valor de concentracdo de OD que marca o inicio do

biofilme.
Melhor ajuste dos | y = —43,959x° + 658,85x> — 3748,4x*
dados: regresséo de 62 + 10187x3 — 13691x? + 8689,4x
ordem (R2 = 0,9665) —786,5
Derivada de 22 ordem 31650,48x = 79062
Ponto de inflexdo [0D] = x = 2,498 mg.L™?

Satoh et al. (2004) investigaram a ocorréncia da remocdo simultanea de matéria
organica e nitrogénio (via processo NDS) em reator biol6gico de membrana aerada. A partir
de ensaios com microssensores especificos, foi verificada a distribuicdo espacial de zonas
nitrificantes e desnitrificantes no biofilme formado. As medi¢cdes do microssensor de OD
indicaram zona aerdbia de 60 um (medida a partir da superficie da membrana), sendo a zona
anoxica observada acima da zona aerdbia. Ono (2007) utilizou um microssensor para obter o
perfil de oxigénio em biofilme de reator nitrificante. O meio suporte avaliado foi espuma de
poliuretano. CondicGes andxicas foram identificadas em profundidades superiores a 400 pm.

A Figura 49 retrata amostra de espuma de poliuretano utilizada no ensaio com
microssensor de OD. Observa-se a distribuicdo uniforme da biomassa sobre 0 meio suporte

em questéo.



130

Figura 51 — Matérial suporte colonizado apds 243 dias de operacao do reator.

Para obtencdo do perfil de oxigénio dissolvido no biofilme, as medicdes foram
realizadas no sentido radial da haste cilindrica (aproximadamente 1,5 cm de raio). Assim, as
medicOes da se iniciaram na zona mais externa e terminaram no miolo da haste. A Figura 50
apresenta o perfil de concentracdo de oxigénio dissolvido obtido no biofilme presente na

espuma de poliuretano. Este ensaio foi realizado ao final da operacédo do reator.
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Figura 52 - Perfil de OD ao longo da espessura de biofilme desenvolvido na espuma de poliuretano.
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A partir desse perfil de OD foi possivel distinguir dois ambientes: zona aerdbia
(aproximadamente 670 um) e zona andxica (aproximadamente 900 um). Tal estratificacdo
das regides reacionais viabilizou o desenvolvimento de diferentes vias de degradacao
bioldgica do nitrogénio (nitrificacdo autotrofica, desnitrificacdo heterotrofica e processo
anammox), como discutido nos itens anteriores. Assim, sob o ponto de vista da viabilidade
operacional, a ado¢do da espuma de poliuretano como meio suporte inerte aliada a condicGes
de aeracdo intermitente, mostrou-se adequada para a imobilizacdo de microrganismos de

metabolismo aerdbio e anoxico.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos na presente pesquisa, verificou-se a potencialidade da
remogdo concomitante de matéria carbonacea e nitrogenada em reator de leito fixo e
estruturado submetido a relagcbes C/N de 9,7, de 7,6 e de 2,9, TDH de 11,2+0,6 horas,
recirculacdo de efluente (Qr = 5Qa) € regime de aeracdo intermitente (2 horas com aeragéo e
1 hora sem aeracéo).

A eficiéncia média de remocdo de DQO manteve-se acima de 90% ao longo de todo o
periodo experimental. A eficiéncia méxima de remoc¢do de N-total foi de 84,6£10,1%. A
eficiéncia média de remocdo de nitrogénio total e a carga de nitrogénio removida foram
incrementadas a medida que a relagdo C/N foi reduzida. A manutencdo da desnitrificacdo sob
limitacdo da disponibilidade de doadores de elétrons, possibilitou identificar a ocorréncia de
outras vias de transformacdo do nitrogénio. O estabelecimento do processo anammaox, como
via complementar de remocdo de nitrogénio em condi¢bes de baixa relacdo C/N foi
verificado. Assim, as bactérias anammox fizeram parte do grupo de microrganismos ativos na
remocao de N-total.

A espuma de poliuretano como meio suporte mostrou-se uma alternativa adequada
para a imobilizacdo da biomassa. A disposi¢cdo do meio suporte em hastes cilindricas (leito
fixo e estruturado) permitiu evitar a colmatacdo do leito, promovendo melhor escoamento do
efluente no interior do reator. Isto pode ser confirmado pela baixa concentracdo de SSV no
efluente final.

O biofilme formado no reator foi caracterizado por meio de analises com microssensor
de OD e microscopia eletronica de varredura (MEV) com respeito a concentracdo de oxigénio
em relacdo a espessura e ao arranjo dos microrganismos. A diversidade de espécies
microbianas e as condi¢cbes ambientais permitiram o estabelecimento das condigdes
necessarias ao estabelecimento do processo SND e do metabolismo anammox.

As velocidades de nitrificacdo e desnitrificacdo obtidas nos ensaios cinéticos foram
similares as encontradas em reatores que operaram com sistemas NDS. Para relacdo C/N de
2,9 e peptona de carne como fonte de carbono, as velocidades de oxidacdo de N-amoniacal e
de N-nitrito foram de 5,48 e 4,97 mg N.g SSV*h?, respectivamente. No ensaio de
desnitrificacdo, considerando relacdo C/N de 7,6 e peptona de carne como fonte organica e
nitrogenada, as velocidades médias de consumo de N-nitrato e N-nitrito foram de

7,6 5,3 mg N.g SSV1.h?, respectivamente.
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Como recomendacdes para trabalhos futuros sugerem-se:
Estudo desta configuracdo de reator em dimensdes em escala piloto, de maneira a
obter parametros operacionais e de projeto em aumento de escala, permitindo aplicar
essa tecnologia de tratamento em sistemas em escala real;
Verificacdo da formacdo de gases com potencial de efeito estufa também precisa ser
realizada, como parte das bases fundamentais para transformacdo do sistema em

questdo em tecnologia.
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ANEXO 1

Tabela 33 - Caracterizacao fisico-quimica da peptona de carne.

Variaveis Valor
DQOE (mg.L™) 1039
DBO (mg.L™) 814

pH 6,4
NTK (mg.L™) 133
N-NH,* (mg.L™?) 453
N-NO, (mg.L™) 0,9
N-NO; (mg.L™) 1,0
PO% (mg.L™) 9,2
S0,% (mg.L™) 0,7
FI" (mg.L™?) 1,2
CI (mg.L™) 36,2
Br (mg.L™) 1,7
Zn (mg.L™) 0,018
Pb (mg.L™) 0,152
Cd (mg.L™) 0,04
Ni (mg.L™) 0,022
Fe (mg.L™) 0,027
Mn (mg.L™) 0,002
Cu (mg.L™) 0,000
Cr (mg.L™) 0,000
K (mg.L™) 4,025
Ca(mg.L™h 0,375
Mg (mg.L™) 0,879
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