Universidade
Estadual de LondRrina

!

ANDRELIZA CAROLINA DEL GROSSI OLIVEIRA

BACTERIAS HETEROTROFICAS E AUTOTROFICAS
ENVOLVIDAS NA REMOCAO DE NITROGENIO DE
LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO EM REATOR DE
LEITO MOVEL

LONDRINA
2013




ANDRELIZA CAROLINA DEL GROSSI OLIVEIRA

BACTERIAS HETEROTROFICAS E AUTOTROFICAS
ENVOLVIDAS NA REMOCAO DE NITROGENIO DE
LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO EM REATOR DE
LEITO MOVEL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Engenharia de Edificacbes e
Saneamento do Centro de Tecnologia e
Urbanismo da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a obtengdo do
titulo de Mestre em Engenharia de EdificacOes e
Saneamento.

Orientadora: Prof. Dr®. Deize Dias Lopes

LONDRINA
2013



ANDRELIZA CAROLINA DEL GROSSI OLIVEIRA

BACTERIAS HETEROTROFICAS E AUTOTROFICAS ENVOLVIDAS
NA REMOCAO DE NITROGENIO DE LIXIVIADO DE ATERRO
SANITARIO EM REATOR DE LEITO MOVEL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagcdo em Engenharia de Edificagbes e
Saneamento do Centro de Tecnologia e Urbanismo da
Universidade Estadual de Londrina, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
de EdificacOes e Saneamento.

BANCA EXIMINADORA

Prof® Dr® Deize Dias Lopes
Universidade Estadual de Londrina - UEL
Orientadora

Prof°Dr® Katia Valéria Marques Cardoso Prates
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana -
UTFPR

Prof®Dr? Sandra Mércia Cesario Pereira Silva
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof’Dr® Eloisa Pozzi
Escola de Engenharia de Sao Carlos

Londrina, 16 de janeiro de 2013.



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente por me dar vida e possibilitar que eu concretize mais

esta etapa.

Agradeco aos meus pais, Edy Simone Del Grossi, e Marcelo Teixeira de
Oliveira, que me deram todo o suporte que precisei, e por acreditarem no meu

desenvolvimento pessoal e profissional.

A orientadora, Prof. Dra. Deize Dias Lopes, por compartilhar seu

conhecimento, pela amizade e pelo todos os momentos de convivio.

Ao Miguel, e amigos que me ajudaram nas analises em laboratorio e

deixarem os meus dias sempre mais agradaveis.

A Prof. Dra. Kéatia Valéria Marques Cardoso Prates, e Prof. Dra. Marcia
Helena Rissato Zamariolli Damianovic/ SHS/EESC/USP pelas importantes contribuicdes ao

longo deste trabalho.

Aos colegas do mestrado. Anelise Passerini, Simone Vasconcelos, Caio
Rodrigues, Charles Moreto, Adriano Quadros, especialmente ao Talisson Bianchini, pela

amizade e pela grande colaboragdo na montagem e operacao dos experimentos.
Ao CNPq, pelo fornecimento da bolsa de auxilio.

A todos aqueles que contribuiram de alguma forma, meu muito obrigado de

coracdo!!!



OLIVEIRA, Andreliza Carolina Del Grossi. Bacterias heterotroficas e autotroficas envolvidas na
remogdo de nitrogénio de lixiviado de aterro sanitario em reator de leito mével, 2013. Dissertagéo
(Mestrado em Engenharia de Edificacbes e Saneamento) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina.

RESUMO

O presente trabalho buscou avaliar o desempenho de um reator aerébio de leito mdvel na remogéo
biolégica de nitrogénio de lixiviado de aterro de residuos solidos urbanos, bem como avaliar o
desenvolvimento da populacdo bacteriana oxi-redutora de nitrogénio. O sistema foi operado em
regime continuo por 157 dias, distribuidos em 2 fases. O tempo de detengdo hidraulica foi mantido em
13 dias e a temperatura controlada em aproximadamente 25°C. Na Fase | o reator foi operado sem
recirculacdo, enquanto que na Fase Il foi incluida a recirculacdo do efluente nitrificado, igual trés
vezes a vazdo do lixiviado afluente ao reator. Como material suporte foi utilizado suporte plasticos ou
biomédias (425 unidades) sem marca definida. O volume de biomédias foi de cerca de 25% do volume
atil do reator. A vazdo de ar aplicada no interior do reator foi suficiente para manter o nivel de OD
adequado, além de manter os suportes em suspensdo. Durante 0 monitoramento do sistema foram
analisados os seguintes parametros fisico-quimicos: pH, alcalinidade, temperatura, sélidos em
suspensdo, nitrogénio Kjeldhal total (NKT), Nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, DQO, DBO. Foram
feitas analises microbioldgicas, como Unidades formadoras de col6nia (UFC), Nimero mais provéavel
de bactérias nitrificantes e desnitrificantes (NMP). Nos resultados, o pH do afluente variou entre 7,2 e
8,7 nas Fases | e Il, o que influenciou positivamente a ocorréncia da nitrificacdo. A eficiéncia de
remocdo de DQO na Fase | foi de 18% e na Fase Il de 21%. A remocdo média de DBO foi de 23%
durante a Fase I, diminuindo, na Fase Il, para 9%. O reator de Leito Mdvel apresentou baixo
desempenho para remogdo média de matéria organica devido as altas concentracfes de compostos
recalcitrantes ou lentamente biodegradavel presentes no lixiviado, que ndo foram removidos pelo
processo bioldgico. Em termos de NKT, houve pouca diferenca em relagdo a eficiéncia de remocéo
nas Fases I e Il de operacéo. A eficiéncia de remocdo de N-amoniacal nas Fases | e Il foram similares,
foi de 82% e 86% respectivamente. O reator de Leito Movel estudado apresentou eficiéncia de
remocdo N-amoniacal satisfatorio. Foi observado o acimulo de nitrito no inicio da Fase Il, devido a
gueda de pH (abaixo de 5,4). Que como, consequéncia, interferiu nas condi¢cdes de crescimento e
manutencdo das bactérias oxidadoras de nitrito (10° NMP/mL no meio liquido e 10" NMP/mL nas
biomédias), inferior as oxidadoras de amdnia (10% no meio liquido e 10° NMP/mL nas biomédias).
Durante a Fase |, a estimativa de bactérias heterotréficas foi da ordem de 10 & 10** e na Fase II, foi
de 10" & 10" NMP/mL para o meio liquido e 10° a4 10"* NMP/mL para as biomédias. Pode-se concluir
gue apesar da baixa concentracdo de matéria organica facilmente biodegradavel as condi¢cdes do meio
influenciaram o desenvolvimento destas bactérias tanto no meio liquido como nos biofilmes. Portanto
a aplicacdo do reator de Leito Mdvel como sistema bioldgico de tratamento para remocdo de
nitrogénio de lixiviados é viavel, mesmo quando o afluente possui elevadas concentracdes de N-
amoniacal (~890 mg N-NHs/L).

Palavras-chave: Nitrificacdo. Reator de Leito Mdvel. Lixiviado. Aterro Sanitario. BOA. BON.
Desnitrificantes. NMP.



OLIVEIRA, Andreliza Carolina Del Grossi. Heterotrophic and autotrophic bacteria involved in
the removal of nitrogen of landfill leachate in moving biofilm bed reactor, 2013. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia de Edificacbes e Saneamento) - Universidade Estadual de Londrina,
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ABSTRACT

This study evaluated the performance of biological treatment system in Moving Biofilm Bed Reactor
for nitrogen removal through nitrification-denitrification landfill leachate from municipal solid waste
and evaluate the development of the bacterial population oxy-reducing nitrogen . The system was
operated in continuous for 157 days, distributed in two stages. The hydraulic retention time was 13
days and maintained in temperature controlled at 25 ° C. In Phase |, the reactor operated in aerobic
mode while the phase Il was added the recirculation of the effluent being three times the input flow of
raw leachate. Was added 425 biomédias unbranded defined, occupying about 25% of total volume of
the reactor. The air flow to the inside of the reactor was sufficient to maintain the DO level
appropriate, while maintaining the support in suspension. During the monitoring system were analyzed
for physico-chemical parameters: pH, alkalinity, temperature, suspended solids, total Kjeldahl nitrogen
(TKN), ammonia nitrogen, nitrite, nitrate, COD, BOD. Microbiological analyzes were performed as
colony forming units (CFU), most likely number of nitrifying and denitrifying bacteria (MPN). In the
results, the pH of the effluent varied between 7.2 and 9.4 in Phases | and Il, which positively
influenced the occurrence of nitrification. The COD removal efficiency in Phase | was 18% and 21%
of phase Il. His performance as the average BOD removal from the reactor was 23% during Phase I,
decreasing efficiency in Phase II, to 9%. The mobile bed reactor showed little average performance for
removal of organic matter owing to high concentrations of recalcitrant compounds or slowly
biodegradable material, which was not removed by a biological process. In terms of NKT, there was
little difference in the removal efficiency in the two phases of operation of the mobile bed reactor,
which is higher in Phase Il (82%) due to recirculation of the nitrified leachate. The efficiency of
removal of N-ammonia in Phase | and Il were similar, 82% and 86% respectively. The Moving Bed
reactor studied showed a removal efficiency of ammonia-N satisfactory. Accumulation was observed
at concentrations of nitrite in the early Phase 11, due to lower pH (below 5.4). Which had the effect, the
interference conditions of growth and maintenance of oxidizing bacteria nitrite (10° and 10 in the
liquid medium in support) lower than the oxidizing ammonia (10° and 10° in the liquid medium in
support). During Phase |, the estimate of heterotrophic bacteria was around 10 to 10** and Phase I
was from 10" to 10" for the liquid medium and 10 for the 10" support. It can be concluded that the
reactor and the substrate affect both the development of these bacteria in the liquid medium as
attached in biofilms. Therefore the application of the mobile bed reactor as a biological treatment
system for removing nitrogen leachate is feasible, even when the influent has high concentrations of
ammonia-N (~ 890 mg N-NH3/L).

Keywords: Nitrification. Moving Bed reactor. Leachate. Landfill. AOB. NOB. Denitrifying. MNP.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos avangos tecnologicos, que propiciaram o desenvolvimento de diversas
técnicas para o tratamento dos residuos so6lidos, a disposicao no solo ainda ¢ a pratica mais
utilizada no Brasil. A op¢ao pela disposi¢ao dos residuos solidos em aterros sanitarios deve-se

basicamente a simplicidade e ao menor custo comparado com outras tecnologias de

tratamento ou disposi¢do de residuos.

A disposi¢ao no solo dos residuos solidos tem como consequéncia a geragao de
subprodutos, como o gas e o lixiviado. O lixiviado gerado em aterros sanitarios bem operados
e que seguem rigorosamente a legislagdo, quanto ao ndo recebimento de residuos nado
domiciliares, t€m como principais poluentes a remover a matéria organica € o nitrogénio, pois
nessas condi¢cdes, em geral, as concentragdes de micropoluentes organicos € metais pesados
estdo abaixo dos limites maximos exigidos para atender aos padrdes de langamento de

efluentes e o padrao de qualidade da agua do corpo receptor.

O lixiviado produzido por residuos acondicionados em aterros mais antigos, ja na
fase metanogénica de decomposi¢do, apresenta elevada alcalinidade e, consequentemente,
altos valores de pH, que favorecem a precipitacdo de metais e por isso a concentragdo destes

tende a ser baixa no liquido efluente (KJEDSEN et al., 2002).

Ao contrario da matéria organica, a concentracdo de nitrogénio, em lixiviado de
aterro sanitario, nao dependente da fase de decomposig¢ao dos residuos, pois ao longo da vida
do aterro o que muda ¢ a forma como esse elemento se apresenta. Dessa forma nao ocorre
decréscimo significativo deste, com o tempo, no lixiviado, uma vez que nao ha mecanismos
de remocdo efetiva de nitrogénio sob condicdo exclusivamente anaerobia, que ¢ a condi¢do
predominante na massa de residuos em decomposi¢ao. Assim, ocorre a amonificacdo do
nitrogénio organico, mas sem que seja possivel, na sequéncia, sua oxidagdo. Por isso o N-
amoniacal ¢ citado por diversos pesquisadores como o componente mais significativo em

longo prazo no lixiviado (KJELDSEN et al., 2002).

O nitrogénio, quando presente juntamente com fosforo, no meio aquatico, pode
estimular o crescimento exagerado de algas e outras plantas aquaticas. Quando na forma de
N-amoniacal, exerce demanda de oxigénio no ambiente aquoso e nas estagdes de tratamento

de 4dgua combina-se com o cloro durante a desinfec¢do, ainda, dependendo da sua



15

concentragcdo no meio e do pH, pode ser toxico para os peixes e a outros organismos aquaticos
quando na forma de amodnia livre (NH3). O nitrato, nitrogénio na forma oxidada, pode ser
reduzido para nitrito, que pode causar a metahemoglobinemia (Sindrome do bebé azul), além

de ser suspeito de ser o precursor de alguns tipos de cancer gastricos (SEDLAK, 1991).

Nos processos de tratamento biologicos, a remocdo de nitrogénio acontece por
meio de sistemas aerdbios, promovendo a nitrificagdo, seguido por processos anaerdbios (ou
auséncia de oxigénio e presenga de nitrito e/ou nitrato, chamado de ambiente andxico), para
propiciar a desnitrificacdo. Nesses processos sdo utilizadas as transformagdes que ocorrem
com o nitrogénio na natureza, partindo principalmente do N-amoniacal até a liberacao do
nitrogénio gasoso. As principais etapas no processo bioldégico de remocao de nitrogénio sdo: a

amonificagdo, a assimilagdo, a nitrificagcdo (nitritacao e nitratagdo) e a desnitrificagao.

Entretanto, no tratamento do lixiviado de residuos solidos, a obtengao de elevada
eficiéncia de remogao de nitrogénio e matéria organica recalcitrante unicamente pelo processo
biologico representa ainda um desafio. Por isso ¢ fundamental o desenvolvimento de
pesquisas voltadas para a investigagdo e a otimizacdo dos processos de tratamento de
lixiviados, por meio da adequacdao dos parametros operacionais € ambientais, bem como do

conhecimento dos microrganismos envolvidos.

Visando obter maior eficiéncia no tratamento dessas aguas residudrias, passou-se
a utilizar combinagdes de diferentes tipos de reatores. O reator de leito movel ¢ um sistema
desenvolvido recentemente, ¢ vem sendo utilizado para a remocao de nutrientes de esgoto
sanitario. Este reator, como os outros sistemas de tratamento biologicos, apresenta como
vantagens alta eficiéncia de remog¢dao de matéria organica e de nitrogénio. Somado a isso,
necessita de menor tempo para recuperacao quando submetido a condi¢des extremas, favorece
a reteng¢do da biomassa com consequente aumento do tempo de retencdo celular (TRC), além
de apresentar facilidade e flexibilidade de operacdo e menor consumo de energia comparado

aos outros sistemas, como o de lodo ativado (RUSTEN, et al. 2006).

Dessa forma, um dos aspectos importantes que deve ser levado em conta, na
operacdo deste tipo de reator, bem como em todos os outros sistemas biologicos, € o
comportamento dos microrganismos. O conhecimento a respeito dos microrganismos
envolvidos na oxidagdo e redug¢do do nitrogénio, bem como na biodegradacdo da matéria
organica durante o processo de tratamento, pode ser empregado no controle e na solucdo de

problemas operacionais. Além disso, a investigacdo microbioldgica, pode auxiliar na
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avaliagdo do desempenho do processo de tratamento e na otimizacdo de parametros para

futuros projetos.

Como o reator de leito movel no tratamento de aguas residudrias com altas
concentragdes de nitrogénio, tem sido ainda pouco pesquisado, ha escassez de dados sobre o
comportamento dos microrganismos presentes neste sistema e nestas condi¢des. Este trabalho
teve por objetivo avaliar o desempenho de um reator de leito mdvel e monitorar os
microrganismos envolvidos na remog¢do da matéria carbonacea e nitrogenada de lixiviado de

aterro de residuos solidos sem prévio tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar as principais comunidades bacterianas
relacionadas a remog¢ao de nitrogénio, em reator de leito movel tratando aguas residuarias
com elevada concentragdo de nitrogénio, no caso especifico lixiviado de aterro sanitario,

utilizando técnicas convencionais de cultivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Avaliar a remogdo de matéria organica e nitrogenada no reator de leito movel,

v' Quantificar as bactérias nitritantes, nitratantes e desnitrificantes pela técnica do Numero
mais provavel (NMP).

v" Quantificar as bactérias heterotréficas utilizando a técnica da contagem em placa.

v’ Comparar os resultados das técnicas de microbiologia com os parametros fisico-quimicos e

as condigdes de operacdo do sistema de leito movel.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LIXIVIADO DE ATERRO DE RESIDUOS SOLIDOS

O método de disposi¢ao final de residuos s6lidos em aterros sanitarios continua a ser
amplamente aceito e utilizado. O aterro sanitario minimiza os impactos ambientais, ¢ permite
a decomposi¢do dos residuos sob condi¢des controladas até a sua transformagdo em material
inerte e estabilizado (RENOU, et al, 2007).

Os residuos so6lidos dispostos em um aterro sanitario sao degradados biologicamente
em quatro fases: fase aerObia, anaerdbia acidogénica, metanogénica inicial e estabilizagao
metanogénica. (RENOU, et al, 2007).

A decomposi¢ao dos residuos, somado a umidade destes e associado a precipitacdo
pluviométrica, que infiltra e percola pela a massa de residuos aterrados, formam o lixiviado.

As caracteristicas do lixiviado de aterro sanitdrio € influenciada por aspectos
peculiares de cada local, como a idade do aterro, formas de operacdo, composicao dos
residuos aterrados, bem como pelas condigdes sazonais, como por exemplo, a precipitagao.
Entretanto, de modo geral o lixiviado pode conter metais pesados, compostos organicos,
microcomponentes inorganicos, compostos organicos xenobidticos, dacidos graxos e
substancia htimicas e, também, nutrientes como nitrogénio (CHRISTESEN, et al. 2001,
KJELDSEN, et al., 2002 ).

De acordo com o estado de degradagao dos residuos o aterro pode ser classificado
como novo, intermediario e estabilizado — velho ou maduro (RENOU, et al, 2007).

Em lixiviados de aterros novos, existem compostos organicos facilmente
biodegradaveis, como os acidos volateis. Entre suas caracteristicas, verifica-se baixo pH, alta
concentracdo de Demanda quimica de oxigénio (DQO) e Demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), elevada relagio DBO/DQO, além da elevada concentracdo de nitrogénio orgénico e
amoniacal (WANG et al, 2006). Enquanto que nos lixiviados provenientes dos aterros mais
antigos, na fase metanogénica de decomposicdo dos residuos, a concentragdo de matéria
organica biodegradavel diminui significativamente (KJELDSEN, et al., 2002).

A relagdo DBO/DQO ¢ menor em lixiviados de aterros antigos, caso essa relagdo
seja maior que 0,5 a biodegradabilidade do lixiviado ¢ considerada boa, ou seja, de facil
degradacdo e, provavelmente, proveniente de aterro em fase acidogénica. Entre 0,1 e 0,5 ¢

classificado como mediano. J4 quando o valor se encontra inferior a 0,1 (fase metanogénica),
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trata-se de um efluente de dificil biodegradagdo, indicando dificuldade para seu tratamento
por processos biologicos (CETESB, 1995, KIELSEN, et.al.2002).

A concentragdo de nitrogénio no lixiviado de aterro ndo segue a mesma tendéncia da
matéria organica, por isso este constitui-se como um dos principais poluentes no lixiviado a
longo prazo (KJELDSEN, et al., 2002).

A concentragdo de nitrogénio total kjeldahl (NKT) no lixiviado ndo ¢ dependente da
fase na qual o aterro se encontra, por isso, em geral, sua concentragdo ¢ elevada tanto na fase
acidogénica quanto na metanogénica (AKERMAN, 2005). Ja as concentragdes de nitrato e
nitrito sao despreziveis nos lixiviados, devido as condi¢des anaerdbias do aterro, que nao
permitem a oxidagdo do nitrogénio amoniacal e, por outro lado, caso houvesse nitrogénio
oxidado no lixiviado o mesmo seria removido via a desnitrificacdo, que poderia ocorrer na
auséncia de oxigénio (CLEMENT, 1995).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), através da sua Resolucao n°
357 de 2005, por meio do padrao de emissdo de efluentes, limita as concentracdes de N-
amoniacal, nitrato e nitrito, respectivamente, em 20mg/L, 10,0mg/L e 1,0 mg/L. Essa
resolucdo também estabelece as concentragcdes maximas de N-amoniacal em corpos hidricos
em fun¢ao da classe do rio e do pH da agua (BRASIL, 2005).

A Resolugio CONAMA N°397 de 2008, que complementa a Resolugao 357/05,
desobriga as estagdes de tratamento de esgotos sanitdrios a atingir a concentragdo de
20mgN/L para o nitrogénio amoniacal total. No entanto, para os sistemas de tratamento dos
demais tipos de efluentes, inclusive lixiviados de aterro, a resolugdao 357/05 continua restritiva
no tocante as concentragoes de N-amoniacal.

O langamento no meio ambiente de dguas residudrias com elevada concentragao de
nitrogénio sem prévia remocao, pode acarretar prejuizos para os seres vivos. Na conversao da
amoOnia a nitratos hd consumo de oxigénio, 4,6 mg O/mg Noxidado, d0 meio aquatico. Os
nitratos no trato gastrointestinal causam metahemoglobina ou sindrome do bebe azul. Nos
corpos receptores as altas concentracdes de nitrogénio causam a eutrofizacdo, ou seja,
estimulam o crescimento de plantas aquaticas. Além disso, as algas acarretam problemas nas
estagcdes de tratamento de aguas (EPA, 1975).

As concentragdes de nitrogénio amoniacal aumentam continuamente enquanto o
aterro encontra-se em operagdo. Uma vez encerrado, as concentragdes de nitrogénio tendem a
decrescer, porém de forma lenta (CLEMENT, 1995). A maior parte do nitrogénio em
lixiviados estd na forma de nitrogénio amoniacal e orginico, no entanto a forma organica ¢

convertida a N-amoniacal (amonificag¢do) durante a degradagdo da matéria organica.
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O nitrogénio pode existir em diferentes formas de oxidagdo: Amino nitrogénio: -
NH,, fon aménio: NH;", Aménia livre: NH;_ nitrogénio gasoso: Ny, fon nitrito: NO,, fon
nitrato: NO;". A conversdao do nitrogénio na natureza ¢ realizada por microrganismos, Por
meio das etapas de fixagdo do nitrogénio atmosférico, assimilagdo do nitrogénio fixado,
amonificagdo, nitrificagdo, desnitrificagdo, e reducdo dissimilativa de compostos de
nitrogénio oxidados. As etapas de nitrificacdo e desnitrificacdo sdo as mais relevantes no
tratamento de efluentes com altas concentragdes de N-amoniacal.

A reducdo do N-amoniacal a gas nitrogénio (Nitrificagdo e Desnitrificagdo) € o

mecanismo mais utilizado na remocgao de nitrogénio de efluentes.

3.2 REMOCAO DE NITROGENIO DE LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO

Os processos bioldgicos de tratamento sdo os mais empregados na remoc¢ao de
nitrogénio de aguas residudrias devido ao seu menor custo de operagdo. De maneira geral, o
tratamento bioldgico tem por objetivo potencializar os processos que ocorrem nha natureza,
visando a remocdo da matéria organica e de nutrientes, como o nitrogénio e o fosforo.

Os processos biologicos sdo eficientes na remocao de compostos organicos e
nitrogenados em lixiviados de aterros novos. No caso de lixiviado de aterros antigos, devido
ao fato da maior parcela de matéria organica presente ser de dificil biodegradacao,
principalmente os acidos hiimicos e fulvicos, ha limitagdes na eficacia do processo bioldgico
(TATSI et al., 2003).

Além disso, o sistema de tratamento biologico de lixiviado de residuos s6lidos pode
apresentar ainda problemas operacionais como vazao muito varidvel, carga organica elevada e
variavel, necessidade de area para implantagdo, baixa eficiéncia de remocdo de matéria
organica e presenga de compostos organicos recalcitrantes (ROCHA, 2008).

A remocao biologica de nitrogénio pode ser conseguida por meio da associacdo de
trés processos convencionais: amonificagao, nitrificagdo e desnitrificagao.

Na remocdo biologica de nitrogénio, participam dois grupos de bactérias:
heterotrofica e autotrofica, o processo bioldogico ocorre em duas etapas, a nitrificagdo e em
seguida a desnitrificagdo, sendo realizadas por bactérias dos grupos a, f, e y-proteobacteria
ndo relacionadas entre si (KOOPS, et al., 2001). Na Tabela 3.1 é apresentado um resumo das
principais caracteristicas dos processos de nitrificagdo e desnitrificagao.

Como a nitrificagdo e a desnitrificagdo ocorrem sob diferentes condigdes com

microrganismos distintos, o sistema de tratamento biologico deve propiciar as condigdes
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necessarias para que os dois processos ocorram, envolvendo 0s mecanismos necessarios para

proporcionar zonas aerobias, anaerobias e/ou andxicas.

Tabela 3.1 - Processos biologicos de nitrificagdo e desnitrificagdo

BACTERIAS Processo

NITRIFICACAO DESNITRIFICACAO

-Fonte de energia: N-amoniacal e/ou
nitrito

enxofre e/ou hidrogénio

Autotroficas ) .. -Fonte de Carbono: carbono inorganico
-Fonte de carbono: carbono inorganico

-Receptor de elétrons: oxigénio (ambiente

e (ambiente an6xico)
aerobio)

-Fonte de energia: N- amoniacal e/ou . A
nitrito -Fonte de energia: carbono organico

Heterotréficas A -Fonte de carbono: carbono organico.
-Fonte de Carbono: carbono organico

-Receptor de elétrons: oxigénio

Fonte: adaptado de Yamasaki, 2009

3.2.1 Nitrificagao

Em geral, nos sistemas convencionais de tratamento bioldgicos de dguas residudrias
para remoc¢ao de matéria organica somente parte do nitrogénio presente ¢ incorporado na
biomassa e removido pela atividade heterotrofica convencional. O nitrogénio residual pode
ser oxidado pelas bactérias autotroficas que o utilizam para a geragdo de energia e sintese de
novas c€lulas (van HAANDEL E MARAIS, 1999). Essas bactérias sao denominadas de
bactérias oxidadoras de amdnia e bactérias oxidadoras de nitrito.

As bactérias oxidadoras de amdnia (BOA) s3o responsaveis pela primeira etapa da
nitrificacdo. Na nitritacdo, as bactérias oxidam o nitrogénio amoniacal em nitrito (NO;’) e, em
seguida, na nitratacdo as bactérias oxidadoras de nitrito (BON) oxidam-o em nitrato (NO3").
Nesse processo ocorre a conversdo de amonia a nitrato, mas ndo ha remoc¢do de nitrogénio,
que ¢ alcancada apenas na auséncia de oxigénio no processo de desnitrificacdo.

O processo de nitrificagdo ¢ realizado por dois grupos filogenéticos ndo relacionados
de bactérias quimiolitoautotroficas, que utilizam o diéxido de carbono como fonte de carbono
para sintese celular (via Ciclo de Calvin) e obtém energia para o crescimento a partir da
oxidacdo do N-amoniacal ou nitrito e utilizam o oxigénio molecular como receptor final de

elétrons (SINHA & ANNACHHATRE, 2007). Essas bactérias, em geral sio consideradas

-Fonte de energia: compostos reduzidos de

-Receptor de elétrons: nitrito e/ou nitrato

-Receptor de elétrons: nitrito e/ou nitrato.
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bactérias Gram-negativas, pertencentes a familia Nitrobacteraceae (tanto as nitritadoras como
as nitratadoras), e se apresentam nas formas de bastonetes, espirilos e cocos (PELCZAR, et
al., 1996).

A oxidagdo da amoénia em nitrito € efetivada por bactérias como as do género

Nitrosomonas, entre outros, ¢ pode ser expressa pela Equagdo 01.

2.NH,; +3.0, >2.NO, +2.H,0+4.H"  (Eq. 01, METCALF & EDDY, 2003 )

A oxidagdo do nitrito a nitrato da-se principalmente pela atuagdo de bactérias como

as do género Nitrobacter, entre outros, sendo expressa pela Equagdo 02.

2.NO, +0, — 2.NO; (Eq. 02, METCALF & EDDY, 2003)

Na oxidacao de amonia a nitrato participam trés enzimas, a amonio monooxygenase,
que ¢ codificada pelo gene AMO A (monoxigenase amoOnia), a qual oxida a amdnia para
hidroxilamina, em seguida esta ¢ oxidada para nitrito pela enzima HAO (oxiredutase
hidroxilamina) na etapa de nitritacdo (JETTEN et al., 1999, TARTAKOVSKY, et al. 1996).
Na nitratacdo, o nitrito ¢ oxidado a nitrato pelas bactérias oxidadoras de nitrito por meio da
enzima NOR (nitrito oxiredutase).

Para que ocorra a nitrificagdo em um sistema de tratamento biologico, sdo
importantes os parametros de projeto e de operagdo como: tempo de retencao celular, tempo
de detengdo hidraulica, relacio A/M, e a configuragdo do sistema, além das condigdes
operacionais que devem ser monitoradas para que o processo se desenvolva. Entre as
condicdes ambientais que devem ser controladas para a nitrificacdo pode-se citar:
temperatura, pH, OD, alcalinidade, concentragcdes de amonia livre, relacdo C/N, toxicidade,
entre outras. Estes fatores sdo descritos mais detalhadamente a seguir:

- Temperatura: A temperatura 6tima para promover a nitrificacdo, deve estar entre
25 a 36°C. As bactérias oxidadoras de amonia crescem mais rapidamente em temperatura
acima de 15°C, e em temperaturas proximas a 25°C. As BOAs competem fortemente com as
bactérias oxidadoras de nitrito (PAREDES, et al., 2007). Com o aumento da temperatura o
crescimento das bactérias do género Nitrosomonas pode ser alterado, excedendo ao
crescimento das Nitrobacter, que sdo as principais oxidadoras de nitrito e consequentemente
acumulando-o no sistema (VERSTRAETE E PHILIPS, 1998).

- pH: Para favorecer o crescimento das bactérias nitrificantes, o pH deve estar entre

6,5 a 7,5. A faixa ideal para as bactérias oxidadoras de amonia ¢ de 7,30 a 8,0 e para as
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oxidadoras de nitrito ¢ de 7,2 a 7,6 (SPINOLA, 2009). Esta faixa de pH ndo influencia na
formagdo de amonia livre e acido nitroso livre, que podem causar inibicdo no processo de
nitrificacdo. Abaixo de 7,0 ha ocorréncia de acido nitroso e acima de 8,5 ha predominancia da
amonia livre.

-Alcalinidade: Durante a nitrificagdo, para cada 1g de N-NH; oxidado a N-NOs” sdo
consumidos: 4,6 g de oxigénio e 7,15 g de alcalinidade (CaCOs) e 0,08g de carbono
inorganico (VON SPERLING, 1997). Caso a alcalinidade a bicarbonato do meio seja
totalmente consumida, os valores de pH podem decrescer para valores inadequados (inferiores
a 5,5) para a nitrificagdo. Escassez de alcalinidade no sistema impede a sintese de
microrganismos nitrificantes por déficit de carbono inorganico. Dessa forma, quando
necessario, deve ser adicionada alcalinidade por fontes externas, como por exemplo,
bicarbonato de sodio, ou ser provenientes de outros processos biologicos, como da
amonificagdo e da desnitrificacio (METCALF, EDDY, 2003).

- Concentracdo de OD: a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio afeta a
velocidade especifica de crescimento das nitrificantes, por isso deve estar acima de 2 mg.L”
(VON SPERLING, 1997). Nogueira et al. (1998) observaram limitagdes no processo de
nitrificacdo quando a relagao 0,/N-NH," no meio liquido era inferior a 2,0. Sistemas
biolégicos de tratamento tendem a demandar grandes quantidades de oxigénio, pois o
oxigénio dissolvido disponivel ¢ utilizado concomitantemente pelos organismos heterétrofos,
responsaveis pela remog¢ao da matéria carbondcea e pelos organismos autétrofos nitrificantes.
Ao se considerar a quantidade de bactérias nitrificantes presentes no sistema em relagao as
bactérias heterotroficas, na maioria dos casos as ultimas predominam, competindo assim pelo
oxigénio disponivel.

- Relacdo Carbono/Nitrogénio: A taxa de nitrificacdo diminui proporcionalmente ao
aumento da relagdo C/N, uma vez que as altas concentracdes de matéria organica
proporcionam condigdes favoraveis para o desenvolvimento de bactérias heterotroficas que
competem por oxigénio e nutrientes com as bactérias nitrificantes, que sdo autdtrofas (BEG et
al., 1997).

- Acumulo de Aménia Livre: Um fator importante a considerar na nitrificagdo de
aguas residudrias com alta concentragdo de nitrogénio € a inibigdo das bactérias nitrificantes
ocasionada pela concentracdo de amodnia livre (NH3), que ¢ funcdo da concentragdo de N-
amoniacal, do pH e da temperatura do meio, portanto ¢ importante manter as condi¢des
operacionais do sistema para que o nivel de amdnia livre seja mantido baixo (DONG-JIN

KIM et al., 2005). Em concentragdes acima de 0,1 mg NHj/L tem inicio a inibi¢do da



24

atividade das Nitrobacter, dessa forma, durante o processo de nitrificagdo, podera ocorrer o
acimulo de nitrito.

- Toxicidade: Substiancias como metais pesados, também podem causar inibi¢cao da
nitrificagdo. Em geral estes elementos sdo mais toxicos para as Nitrosomonas do que para as

Nitrobacter (BITTON, 2005)

3.2.1.1 Ecologia das bactérias oxidadoras de nitrogénio em sistemas de tratamento de

efluentes

Quanto a microbiologia do processo, podem ser monitoradas a quantidade de
bactérias nitrificantes ativas (biofilme ou floco) e a velocidade de crescimento de
determinados géneros. Em sistemas de tratamento devem ser dadas as condi¢des mais
favoraveis aos microrganismos que apresentam desenvolvimento mais lento, garantindo a
eficiéncia do processo de nitritagdo e nitratagcdo (JETTEN et al., 1999).

As bactérias nitrificantes, bem como as desnitrificantes, tém requisitos especificos,
relacionados ao tipo e a taxa de utilizacdo do substrato, velocidade de crescimento e
adaptacao as condigdes ambientais, que diferem de um género para outro.

Os géneros de bactérias nitrificantes mais encontrados em tratamento de aguas
residuarias sdo Nitrosomonas, Nitrospira, Nitrosococcus, Nitrosolobus e Nitrobacter. Do
género Nitrosomonas, as espécies mais comuns sdao N. europaea, N. eutropha, N. halophila,
N. mobilis, e N. nitrosae, esta ultima mais encontrada em aguas cutrofizadas. Todas as
bactérias nitrificantes descritas sdo pertencentes aos grupos B e 7y proteobacterias
(CABEZAS, 2005) e sao encontradas em diferentes estagios da nitrificagao.

As bactérias oxidadoras de amonia mais frequentem sdo as do género Nitrosomonas,
e as espécies N. europaeae, N. monocella. Outros géneros como Nitrosospira, Nitrisococcus,
Nitrosovibrio, Nitrosolobus também s3o encontrados. Na segunda etapa, na Nitratacdo,
bactérias oxidadoras de nitrito, como as do género Nitrobacter sao as mais citadas estando,
seguidas pelas do género Nitrocystis, Nitrococcus, Nitrospirae, Nitrospina, Nitrospira (VAN
LOOSDRECHT E JETTEN, 1998, KIELING, D., 2004). A predominincia de um género ou
de outro depende das condigdes ambientais e nutricionais do meio.

Até o momento foram descritas vinte e cinco (25) espécies de bactérias oxidadoras
de amonia e oito de bactérias oxidadoras de nitrito, grande parte destas foram identificadas

somente por investigacdes utilizando ferramentas como Fluorescéncia Hibridizacdo in situ
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(FISH). Os padrdes de distribuicdo das variadas espécies nitrificantes dependem de diversos
parametros ambientais, de extrema complexidade (KOOPS et al., 2001).

As condigdes de desenvolvimento especifico dos organismos nitrificantes afetam as
taxas de nitrificagdo devido a combinagdo de enzimas, obtencdo de energia e taxas de
crescimento, categorizando-se os nitrificantes como estratégias de otimizagdo energética (K e
R). As estrategistas “R”, como as Nitrosomonas (BOA) e as Nitrobacter (BON) exploram
nichos ecoldgicos onde ndo hd competicdo por outras bactérias, e produzem um elevado
numero de descendentes a cada ciclo reprodutivo (HASEBORG, et al., 2009).

Ja as espécies com estratégia “K”, como as Nitrospira (BON) e Nitrosospira (BOA)
sdo competidoras com outras espécies, em nichos ja bem preenchidos, investindo numa
descendéncia com uma maior probabilidade de sobrevivéncia. A abundancia de espécies
como as Nitrobacter ou Nitrosospira ¢ influenciada pelas diferentes condigdes ambientais. As
espécies do género Nitrospira sao principalmente envolvidas na oxida¢do de nitrito em
nitrato, sendo mais ativas do que as do género Nitrobacter (HASEBORG, et al., 2009).

Embora na literatura seja descrito que alguns géneros sao mais ou menos eficientes
na oxidag¢do de N-amoniacal e utilizam este como tnica fonte de energia, Koops, et al.,(2001)
demonstram que a afinidade de substrato (Ks) difere significativamente entre as espécies, €
que algumas espécies de oxidadoras de amonia utilizam a ureia.

As bactérias nitrificantes possuem baixo rendimento energético associado a energia
necessaria para a fixagdo de CO, (Ciclo de Carvin) - 0,15Kg biomassa/kg N-NH," oxidado na
fase de nitritacdo e 0,02 kg biomassa/kg de N-NO,  oxidado na nitratagdo, cerca de cinco
vezes menor quando comparadas a dos microrganismos heterotroficos (BITTON, 2005). A
velocidades de crescimento médio das nitrificantes é de 0,76 ¢ 0,84 dia'l, respectivamente,
para oxidantes de aménia e nitrito, ¢ de 4,8 dia’ para os organismos heterotroficos
(WATANABE, et al., 1992). Entretanto, o rendimento celular das Nitrobacter (0,042mg/mg
N) é menor em comparagdo ao das Nitrosomonas (0,142mg/mg N) (ROSTRON, 2001).

Do ponto de vista do tratamento de efluentes para a remocao de compostos
inorgénicos de nitrogénio, o baixo rendimento celular representa uma vantagem, ja que a
producdo do lodo ¢ baixa. Todavia, a baixa velocidade gera uma competicdo desfavoravel
pelo oxigénio e nutrientes com as bactérias heterotrdficas aerdbias, se o meio contiver matéria
organica. Logo, as bactérias nitrificantes seriam eliminadas devido a competicdo com as
bactérias heterotroficas por OD e substrato (OKABE, et al., 1996a).

O crescimento do género Nitrobacter como de outras bactérias oxidadoras de nitrito

¢ mais rapido que o crescimento das BOA e por isso, consequentemente, convertem mais
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rapidamente o nitrito a nitrato, o que impede o acumulo de nitrito no sistema. O nitrito
somente se acumulard se o processo estiver no inicio (periodo de adaptagdo), ou motivado por
variagdo de cargas, partida e arraste de biomassa ou ent3o por outros problemas operacionais
e/ou ambientais (IAMAMOTO, 2006).

Segundo Jetten, et al., (2001), que estudaram a velocidade de crescimento das BOA e
BON, em um reator com baixo Tempo de detengdo hidraulica (TDH) em temperatura de
35°C, a maxima velocidade de crescimento das oxidadoras de nitrito ¢ aproximadamente duas
vezes menor que a das oxidadoras de amodnia. Observa-se que o resultado deve-se a
temperatura em que o estudo foi desenvolvido, pois, de acordo com Pambrun et al. (2007), em
temperaturas acima de 25°C a taxa de crescimento especifico das BOAs ¢ maior que das
BON:S.

Algumas espécies de bactérias oxidadoras de amodnia (BOA), como € o caso das
Nitrosomonas ocorrem exclusivamente em flocos ou biofilmes (KOOPS et al., 2001). O
mesmo tem sido observado com a Nitrospira, em lodos ativados, com base em resultados
usando a técnica FISH. Schimidt, et al., (2003), em analises de NMP observou que o género
Nitrobacter aparece nas maiores diluigdes, ocorrendo como células de vida livre,
apresentando-se mais dispersas no meio liquido.

Foi desenvolvido um modelo para explicar o papel do NOx no metabolismo das
bactérias oxidadoras de amodnia, como ¢ o exemplo da N. eutropha. Sob condi¢des de
oxigénio abaixo de 0,8 mg de O,, as bactérias oxidadoras de amonia utilizam pequenas
quantidades de nitrito produzindo N,O e N,, e até 15% da amodnia pode ser convertida
diretamente a N,. Porém, ndo hd como mensurar o consumo da amonia pelas bactérias
oxidadoras, mas ¢ obvio que os Oxidos de nitrogénio tém uma funcdo reguladora no
metabolismo dos nitrificantes sob condigdes aerdbias, e que estimulam a atividade de
desnitrificacao (SCHIMIDT et al. 2003).

Estudos mostram que as bactérias oxidadoras de amonia do género Nitrosomonas
também podem realizar a desnitrificagdo em condi¢des de oxigénio limitante. Shrestha et al.
(2001) demonstraram que a espécie N. europaeae, N. eutropha assimilam o carbono
inorganico com determinados receptores de elétrons em condigdes anaerobias, transformando
o nitrito em N>O e N.

Outro processo, que pode ocorrer em um sistema biologico de remocdo de
nitrogénio, ¢ a nitrificagdo heterotrofica. Entretanto, esse processo pode causar competi¢do

pelo oxigénio dissolvido com as bactérias nitrificantes, o que pode resultar no baixo
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rendimento e crescimento destas, consequentemente numa baixa eficiéncia no sistema de
tratamento de aguas residuarias com alta concentragdo de aménia (SCHIMIDT et al., 2003).

Em vista disso, um sistema de tratamento que visa a remocao de nitrogénio deve ser
projetado de tal forma que ofereca condi¢des necessarias para favorecer o desenvolvimento
das bactérias de crescimento lento, garantindo a eficiéncia do processo de nitrificagdo,
levando-se em conta também o tempo de residéncia celular, ja que a biomassa nitrificante ¢
mais sensivel as mudangas ambientais e sua recuperagdo pode ser demorada.

Para isso o isolamento e caracterizagdo de todo desenvolvimento e evolu¢ao dessas
bactérias dentro de um reator parecem ser um passo importante para avangar na otimizacao
dos processos de remocao de nitrogénio de aguas residuarias com altas concentracdes deste,

como os lixiviados de aterros sanitarios.

3.2.1.2 Técnicas empregadas para caracterizacao das bactérias nitrificantes

As técnicas moleculares em paralelo com o NMP (Numero Mais Provavel) e
isolamento de culturas, sdo indicados para a identificacdo das bactérias autotréficas
nitrificantes. Porém, a caracterizagdo das espécies em ambientes como o solo e dgua, devido
a sua heterogeneidade, torna dificil a selecdo de “primers”, que possam abranger
suficientemente uma determinada amostra nas respectivas analises moleculares. Além disso, o
“primer” utilizado para uma determinada espécie pode dar um resultado incerto, uma vez que
as espécies de bactérias podem se adaptar as condi¢des ambientais em que se encontram, por
1sso nem sempre sao encontradas as espécies esperadas.

E dificil ainda obter caracteristicas sobre ecofisiologia para a diferenciacdo entre as
espécies através de abordagens moleculares, devido a relacdo muito estreita entre as espécies
da familia Protobacteracea. Em muitos casos, ndo pode ser afirmado com certeza, quantas
espécies distintas sao representadas pelas sequéncias obtidas ou a presenga ou auséncia de
uma espécie. Isso acontece também com as analises de Reagdo em cadeia polimerase (PCR),
no qual pode haver uma subestimagdo da presenga Nitrosomonas, causado pela insuficiéncia
de cobertura dos primers utilizados (KOOPS et al., 2001).

No entanto o uso destas técnicas parece ser inevitavel na definicdo da diversidade
real das espécies envolvidas, principalmente, na definicgdo das suas propriedades
ecofisiologicas. A existéncia de espécies ndo cultivaveis pode ser provada somente utilizando
técnicas moleculares e comparando-as com a literatura, mesmo que esses primers sejam

limitados.
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O método mais utilizado para quantificar as bactérias nitrificantes tem sido o
Numero Mais Provavel (NMP), que estima a populagdo de microrganismos. Nesta técnica, as
bactérias podem ser isoladas a partir dos tubos que deram resultados positivos ¢ em seguida
serem identificadas por técnicas moleculares.

Os primers em métodos moleculares estdo sendo muito utilizados na identificagdo
das bactérias nitrificantes e desnitrificantes em sistemas de tratamento de adguas residuarias. O
gene 16S do rRNA (RNA ribossomico) ¢ uma ferramenta comumente usada na identificagdo
de bactérias, pois ¢ uma unidade evolutivamente conservada e contém regides que sao
comuns para organismos filogeneticamente similares (BELSER et al. 1982).

O método FISH revelou que geralmente as bactérias oxidadoras de amdnia ocorrem
em microcolonias formadas por milhares de células individuais. Estas colonias ndo podem ser
facilmente dispersas utilizando tratamento de ultra-som ou homogeneizadores (BELSER et al.
1982). Estudos tem avaliado a diversidade de BOA analisando a sequéncia do gene funcional
AMO A pelos métodos de PCR em tempo real, PCR quantitativo, DGGE, T-RFLP.

CABEZAS (2005) estudando a estabilidade da comunidade microbiana de um reator
em batelada seqiiencial, como poés-tratamento de efluente de frigorifico, operando em
condicdes de oxigénio limitante, ndo conseguiu detectar no inicio do processo o género
Nitrospira spp, pois o FISH ndo ¢ tdo sensivel para identifica-lo. As concentragdes limitantes
de O, fizeram com que as BON fossem removidas do reator, persistindo somente as BOA. As
Nitrosomonas sdo mais facilmente detectadas ja que sdo menos afetadas por condigdes
limitantes de oxigénio, ao contrario das Nitrosospira.

A técnica FISH além de ter um limite de sensibilidade e auséncia de sondas mais
especificas, pode detectar também células inativas e por isso apresentar erro. Como vantagem
a técnica FISH, dentre outras técnicas de biologia molecular, pode detectar organismos que

nao podem ser isolados em um meio de cultura, como no caso das bactérias autotrdficas

(CABEZAS, 2005).

3.2.2 Desnitrificacao

As maiorias das bactérias desnitrificantes sdo bactérias heterotroficas, por isso
necessitam de uma fonte de carbono orgénico, e facultativas, isto ¢, em ambiente aerdbio
utilizam o oxigénio como receptor final de elétrons e em ambiente anaerdbio utilizam o
nitrato e/ou nitrito como receptor de elétrons, conforme descrito na Tabela 1. Conforme

mostra a Equagdo 3, essas bactérias utilizam NOs3™ na auséncia de oxigénio, mediante um
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doador de elétrons, que podem ser compostos organicos (metanol, acetato, etanol, lactato e
glicose). Semelhante & respiracdo aerdbia, a desnitrificacdo permite completa oxidacdo do
substrato organico a CO; ¢ H,O (VAN LOOSDRECHT e JETTEN, 1998). Portanto, o
processo de desnitrificagdo requer um substrato oxidavel e uma concentragdo adequada de

nitrito ou de nitrato.

5.CH,.OH +6.NO; —» 3.N, +5.CO, +7.H,0+6.0H"
metanol

(Eq. 03 METCALF & EDDY, 2003)

O processo de reducdo do nitrito ou do nitrato depende das enzimas contidas nas
bactérias, que sdo ativadas ao contato de substancias especificas e sao inibidas na presenga de
oxigénio (VAN LOOSDRECHT; JETTEN, 1998). Em um sistema onde o oxigénio estiver
presente, as bactérias ndo promoverdo a desnitrificagdo, € sim a respiracao aerobia. As
enzimas envolvidas, na conversdo do nitrato ou nitrito e seus intermediarios a nitrogénio

gasoso, podem ser visualizadas na Figura 3.1.

Figura 3.1: Enzimas da conversdao do nitrato ao nitrogénio gasoso, no processo de desnitrificagao -
Nar: nitrato redurase; Nir: nitrito redutase, Nor: 6xido nitrico redutase, Nos: oxido nitroso redutase
(adaptado de BITTON, 2005).

NOs3] NO; NO N>.O

Nar Nor Nos

No processo de desnitrificagdo, os elétrons da decomposicao da matéria organica,
dos compostos sulfurosos reduzidos ou do hidrogénio molecular sdo transferidos a compostos
oxidados de nitrogénio, em vez de oxigénio, gerando energia para regeneracdo de ATP. Os
elétrons de substratos organicos e inorganicos fluem em cadeia do NAD " ao citrocromo — B e
pelos sistemas redutases, citados na Figura 3.1, para as formas de nitrogénio com diferentes
estagios de oxidagdo, ocorrendo entdo a redug¢do a N, (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Na desnitrificagdo intencional o oxigénio ¢ liberado pela reducdo dos nitratos, o que
¢ uma vantagem, podendo tornar-se imediatamente disponivel para a oxidagdo biologica da
matéria organica, no proprio reator, economizando no consumo de energia do sistema de
tratamento. Além disso, hd a economia da alcalinidade preservando o pH dentro da faixa
adequada para a nitrificagdo (BITTON, 2005).

Alguns fatores fisico-quimicos e biologicos do meio tém influéncia sobre a

desnitrificacdo, dentre eles pode-se citar:
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-A concentracdo de nitratos pode influenciar a taxa de crescimento das bactérias
desnitrificantes, ja que estas utilizam o nitrato como receptor de elétrons (BITTON, 2005);

-A auséncia de oxigénio dissolvido ¢ um fator fundamental para que ocorra a
desnitrificacdo. A presencga de oxigénio pode inibir a desnitrificagdo, porém esta pode ocorrer
dentro de biofilmes e flocos (BITTON, 1994). Diferentes concentragdes de oxigénio podem
desencadear mudangas das espécies predominantes, pois as espécies heterotrdficas podem ter
diferentes afinidades com o oxigénio. O OD pode variar entre 0,10 e 0,50 mg O, /L, sendo
que valores de OD acima desta faixa podem gerar inibicdo da desnitrificacdo (CABEZAS,
2005);

- O pH do meio deve estar entre 7,0 e 8,5. O pH tende a aumentar como resultado do
consumo de fons H" do meio com o decorrer da desnitrificagio, visto que a cada Img de NO3
que ¢ reduzido a N, produz-se 3,57 mg de alcalinidade como CaCO;. Organismos
desnitrificantes podem tolerar uma faixa de pH entre 6,0 ¢ 9,0 (DINCER E KARGI, 2000);

- A temperatura influencia o crescimento bacteriano, sendo assim a desnitrificacdo
pode ocorrer na faixa entre 0°C a 32°C, porém a faixa 6tima de temperatura ¢ 32° a 40°C,
decrescendo até zero quando atinge temperaturas acima de 45°C (HENZE, 1995);

- Na desnitrificacdo heterotréfica ha necessidade de carbono organico que ¢ utilizado
como fonte de carbono e de energia pelas bactérias que realizam a redug¢do do nitrogénio
oxidado a N,. O carbono organico podera ser proveniente de fonte interna, ou seja, da propria
agua residuaria, ou externa pela adicdo de compostos organicos como glicose, acetato ou
etanol (METCALF & EDDY, 2003), dessa forma, em efluentes com altas concentragdes de
nitrogénio amoniacal e baixas concentragdes de compostos organicos biodegradaveis, devera
ser adicionado uma fonte de carbono.

Os géneros de bactérias desnitrificantes mais encontrados sdo Pseudomonas,
Paraccocus, Alcaligenes, Thiobacillus, Micrococcus, Archromobacter, Aerobacter,
Brevibacterium, Flavobacterium, Lactobacillus, Proteus, Spirillum, Bacillus, entre outros,
porém a diversidade dos microrganismos varia com o tipo de agua residudria e a operagdao do
sistema.

As bactérias desnitrificantes sdo mais faceis de serem cultivadas do que as
nitrificantes, mesmo que sua diversidade varie com o tipo de reator usado no sistema de
remocao de nitrogénio (ETCHEBEHERE, 2001). Isto facilita o estudo da sua diversidade, sua
fisiologia e seu potencial de biodegrada¢do em 4guas residudrias. Entretanto, em algumas
técnicas moleculares, como o FISH, ¢ necessaria a utilizagdo de primers que empregam as

sequéncias de genes funcionais como NIRs, NIR K e Nos Z (BRAKER et al.; 1998)
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Etchebehere (2001) estudou a diversidade desses microrganismos em reator anoxico
UASB (Upflow anaerobic sludge blanket), utilizando FISH, no qual péde concluir que as
bactérias presentes nessa operacdo eram dos grupos a e P Protobacterias ¢ os géneros
encontrados foram Thauera, Comamonas, Brachymonas, Alcaligenes, Acidovarase,
Paracoccus, e ainda afirmou a auséncia do género Pseudomonas.

Na literatura, autores relatam que algumas bactérias nitrificantes autotroficas podem
atuar como bactérias desnitrificantes, produzindo N,O, NO ou N,. Na desnitrificagao
autotrofica, espécies especificas de bactérias autotroficas podem realizar a desnitrificacdo em
condicdes anaerobias utilizando como fonte de energia compostos do enxofre (SHRESTHA,
et al., 2001). O estudo das bactérias autotroficas, que realizam a desnitrificagdo, pode ser
aplicado em sistemas de tratamento que visam tratar efluente com altas concentragdes de
matéria organica e nitrogénio amoniacal. Entretanto, a velocidade de conversao por essa via ¢
extremamente baixa, ndo tendo ainda papel significativo nos processos de tratamento de dguas

residuarias (SPRINGER et al., 1998).

3.4 SISTEMA DE TRATAMENTO EM CRESCIMENTO FIXO (BIOFILME)

Os processos bioldgicos utilizados para o tratamento de aguas residudrias podem ser
de crescimento em suspensdo ou de crescimento fixo. No processo de crescimento em
suspensao, 0s microrganismos responsaveis pelo tratamento sdo mantidos no meio liquido,
em suspensao por meio de agitagdo. Nos processos com crescimento fixo 0s microrganismos
se aderem ao material suporte contido no reator.

O reator de crescimento fixo com leito mével (“Moving bed biofilm reactor” -
MBBR) retine as melhores caracteristicas dos processos com crescimento fixo (biofilme) e
dos crescimentos em suspensdo (RUSTEN, et al., 2006). Nesse sistema, a biomassa cresce
aderida ao meio suporte, formando um biofilme no meio suporte, que se move livremente no
interior do reator.

Para os sistemas de tratamento que visam a remoc¢ao do nitrogénio 0s processos com
biofilme apresentam vantagens, pois a reten¢do da biomassa por meio de biofilmes favorece o
desenvolvimento das bactérias nitrificantes, que apresentam baixa taxa de crescimento,
impedindo o arraste destes microrganismos do reator (ROUSE, et al., 2007).

Os sistemas de tratamento bioldgico de efluentes como os Lodos Ativados, sdo os
mais utilizados e conhecidos, entretanto os sistemas de biomassa aderida vém conquistando

cada vez mais espago por apresentarem maior eficiéncia.
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Dentre as vantagens dos sistemas de crescimento fixo com leito mével pode-se citar:

- n3o ha necessidade de recircular o lodo para manter a biomassa necessaria ao
tratamento, propiciando facilidade de operagdo. O sistema com biomassa fixa permite que se
opere com um tempo de deten¢do hidraulica independentemente da taxa especifica de
crescimento dos microrganismos. A intensa aeracdo do reator com biofilme aderido
possibilita a nitrificagdo de elevadas concentracdes de nitrogénio amoniacal, ¢ também a
remog¢ao de DQO e DBO (NICOTELLA, et al., 2000, RUSTEN, et al., 2006).

- maior eficiéncia no tratamento, pois possibilita a operacdo com maior carga,
redu¢do de dimensdes das instalagdes de tratamento, tempos de detengdo hidraulica mais
baixos e a eliminagdo da etapa de separagdo dos sélidos (SALVETTI et al., 2006b).

- maior flexibilidade de operacdo, pois podem operar de forma aerdbia, andxica ou
anaerobia em um mesmo reator.

- maior rendimento celular, pois a aderéncia dos microrganismos nos materiais
suporte evita que a biomassa seja removida com o efluente final do reator, resultando maior
retengdo celular (ROSTRON, et al. 2001).

- favorece o aumento da concentracdo de biomassa nitrificante e desnitrificantes
aderidas ao meio suporte, consequentemente, aumenta a eficiéncia do sistema e propicia
maior eficiéncia na remog¢do do nitrogénio (NICOTELLA, et al., 2000).

-0 meio fluidizado aumenta a area superficial para a transferéncia de massa e de
oxigénio, pelo aumento da concentracao microbiologica no biofilme, resultando em uma alta
capacidade de conversdo da matéria organica (NICOTELLA, et al., 2000, RUSTEN, et al.,
20006).

- Os microrganismos localizados no interior do biofilme sdo menos afetados por
alteragdes nas condigdes ambientais - pH, temperatura, concentracdo de nutrientes,
substancias inibitorias, (SPEECE, 1996).

Dentre as desvantagens do reator de leito movel pode-se apresentar o aparecimento
de zonas estagnadas devido a mé oxigenagdo e movimentagdo dos suportes moveis.

Segundo Rusten et al. (2006) o material suporte deve ser constantemente agitado de
tal forma que ndo fiquem imdveis em apenas um local do reator, nem aglomerados junto as
telas de retencdo. Para isso recomenda-se que o volume dos suportes esteja entre 30 a 70% do
volume total do reator. Entretanto, os pesquisadores ndo entraram em consenso sobre qual
parcela do volume do reator deve ser ocupado pelo material suporte, sendo este, também,

dependente da configuracdo de cada reator e de sua hidrodindmica.
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A turbuléncia realizada pela oxigenacdo e a movimentagcdo do material suporte ¢ de
extrema importancia para a transferéncia de oxigénio dissolvido e de nutrientes até os
microrganismos, além de manter a espessura do biofilme baixa, j4 que com a movimentagao
deste ocorre o desprendimento natural do biofilme, no entanto com uma turbuléncia acima do
necessario ocorrera maior desprendimento, aumentando a concentragdo de soélidos em
suspensao no reator (RUSTEN et al. 2006).

Devera ser observada também a espessura do biofilme, pois quanto mais espesso
maior a chance dos microrganismos realizarem atividade enddgena para seu crescimento e,
por consequéncia, perderem a capacidade de adesdo a superficie. A vazao do ar injetado no
reator também influencia a formag¢do do biofilme nos suportes. Portanto a aeracdo deve ser
uniforme para que ndo ocorram zonas mortas, como também, a agitacdo ndo deve ser muito
intensa, pois os biofilmes nos materiais suportes podem sofrer cisalhamento, ocorrendo entao
o desprendimento do biofilme (RUSTEN et al. 2006).

A eficiéncia e o sucesso do tratamento estdo diretamente relacionados as
caracteristicas do material suporte. Quanto maior a area da superficie de cada meio suporte,
maior serd a comunidade de microrganismos ¢ a eficiéncia de depuragdao do efluente. Um
biofilme deve apresentar espagos vazios e porosos para influenciar a circulacao dos liquidos e
do ar e, assim, manter o ambiente nas condigdes aerdbias favoraveis ao equilibrio do mesmo,
uma vez que no seu exterior poucas bactérias ficam aderidas devido as forgas de
cisalhamento. Em um reator projetado para realizar a nitrificagdao, podera ser adicionado como
meio suporte pecas pequenas, uma vez que o rendimento e crescimento das bactérias
nitrificantes ¢ baixo (XAVIER, et al. 2003).

Os biofilmes sdao constituidos por uma grande diversidade de microrganismos, como
pode ser observado na Figura 3.2. Em reatores de biomassa aderida, os processos metabdlicos
de conversdo do nitrogénio acontecem também no interior do biofilme. O biofilme formado
em uma superficie apresenta camadas mais externas (aerobia) e internas (anaerobia) onde sao
gerados subprodutos de oxidagdo. Nas camadas aerdbias, o oxigénio propicia uma zona para
as bactérias nitrificantes, que geram como subprodutos nitrito, nitrato e gas carbdnico (CO,).
J4 nas camadas anaerdbias ou andxicas, bactérias realizam a desnitrificagdo (FLEMMING E
WINGLINDER, 2001).

A formacdo do biofilme nas paredes dos meios suportes pode ser dividia em trés
etapas descritas a seguir (XAVIER, et al., 2003):

a)  adesdo das células de bactérias na superficie;
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b) as células fixadas produzem exopolimeros, que sdo substincias que
auxiliam na fixagdo junto a superficie, € por isso favorecem o crescimento € aumento

do biofilme no local. Algumas células dispersas e o material particulado também se

aderem ao biofilme;

c) desprendimento das células e dos agregados maiores por erosido e/ou
por forgas de cisalhamento devido a movimentacdo do meio suporte no liquido, e

também pela competi¢do com uma grande densidade de microrganismos aderidos.

Figura 3.2: Etapas de formagao do biofilme no meio suporte (adaptado de XAVIER, et al.

2003).
2- Colonizagao e 3- Desprendimento
Crescimento e perdas por colisdo

0\'

1 Aderéncia das bactérias
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\\ '\
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Gonzalez (2009) realizou ensaios para a estimativa do desenvolvimento dos biofilmes
aderidos ao suporte em células de fluxo realizando a nitrificagdo. Para isso foram utilizado
microssensores detectores de OD, pH, ion nitrato, ion amoénio e H,S. O microssensor de OD
era inserido no biofilme na zona mais profunda do mesmo e foi monitorada a sua formagao
por sete dias. Nos ensaios foi estimado que o desenvolvimento e a espessura do biofilme
depende da taxa de carregamento de nitrogénio. Uma taxa muito alta (1,5gN/m’.biofilme.dia)
em um tempo diminuto, faz com que diminua a concentragdo de OD, impedindo também o
desenvolvimento e atividade de assimilacdo das bactérias nitrificantes, o que resultou em
insuficiéncia de remocao do nitrogénio. Foi evidenciado também que as concentragoes de OD
no interior do biofilme decresceram do 1° ao 7° dia. O OD chegou a zero no 6° dia, para uma
taxa de carregamento de 1,5 gN/m”.biofilme.dia, e no 9° dia para uma taxa de carregamento
de 0,5 gN/m”.biofilme.dia. Ao contrario da concentragio de OD a espessura do biofilme
cresceu do 1° para o 7° dia, se tornando cada vez mais densa. Entre o 7° e 9° dia teve inicio a
presenca de bolhas de gases, indicando anaerobiose no interior do biofilme. Apds esse tempo
ocorreu o desprendimento do biofilme ocasionado pelo estresse por cisalhamento ou devido
as bolhas de gases.

As micrografias da Figura 3.3 mostram a formag¢ao do biofilme e seu desenvolvimento
em dias. Oliveira (2010) utilizou um sistema experimental com filtro biologico de leito
flutuante ¢ fluxo ascendente, com acracdo ¢ recirculacdo do efluente, tratando efluente de
aquicultura com altas concentracdes de nitrogénio. Na Figura 3.3 pode-se observar a
formacao do biofilme no meio suporte, que por meio de exopolimeros se fixam e protegem
suas cé€lulas. Foi evidenciado também a presenca de bactérias filamentosas aderidas no
biofilme, além da presenga de outras bactérias em formato de bastonetes. Neste mesmo estudo
foram realizadas analises usando FISH, onde foi observada a presenca de Nitrospira,
Nitrosovibrio, Nitrosospira, Nitrosococcus, todas oxidantes de amonia, Nitrococcus mobilis e
Nitrobacter, bactérias oxidadoras de nitrito, e também foi constatada a presenca de

desnitrificantes, no caso a Pseudomonas fluorescens.



36

Figura 3.3: A) Microscopias eletronica de varredura dos biofilmes no 2°dia (inicio do biofilme), B)
12° dia (prevaléncia de bactérias dos morfotipos, cocos e bastonetes) C) 24°dia (grande quantidade de
exopolimeros), D) 34°dia (grande quantidade de filamentosas e biofilme espesso) (adaptado de
OLIVEIRA, 2010)

Observa-se que para obter eficiéncia em um sistema de remog¢do bioldgica de
nitrogénio deve-se estar atento aos problemas com o arraste das bactérias nitrificantes para
fora do reator, seja devido ao cisalhamento resultante da agitagdo, no caso de crescimento
aderido, ao crescimento de bactérias heterotroficas e de outros microrganismos que podem
competir com as bactérias nitrificantes dentro do biofilme.

Em sistemas de tratamento bioldgico de aguas residudrias, além das bactérias ha o
crescimento e desenvolvimento de outros microrganismos, como fungos, protozodrios e
rotiferos que reagem aos fatores troficos ou fisico-quimicos do meio, portando a maioria da
microfauna ¢ indicadora dos parametros operacionais ¢ ambientais do sistema.

Com base na literatura, nota-se que muitos indicadores t€ém sido estudados, porém
em geral sdo relacionados aos sistemas de tratamento de crescimento em suspensdo, como € o
caso de lodos ativados, por outro lado, poucos estudos abordam as comunidades
microbiologicas em sistemas de tratamento de crescimento fixo, obtendo-se poucos dados
conclusivos sobre a ecologia dos microrganismos neste tipo de tratamento.

A presenca de microrganismos como os: do género Arcella, dos Filos Rotifera,
Nematoda e Tardigrados, que podem também serem indicadores de sistemas que apresentam

estabilidade na operagdo e boa eficiéncia de nitrificagdo, além de indicarem que o reator
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apresenta baixa carga organica, elevada concentra¢do de oxigénio, elevada idade do lodo e
boa qualidade do efluente tratado (MADONI, 1994 apud BRITES, 2008). Brites (2008),
utilizando um reator em bateladas sequenciais, tratando lixiviado de aterro novo, descreveu a
predominancia de certos microrganismos desde o primeiro dia de funcionamento do reator.
Foi observado o predominio de Aspidisca, Euplotes, Vorticella, Uronema, Paramecium,
Arcella, Epistyllis, Thichocerca, Philadina, Trachelophyllum, Litonotus, dentre outros
protozoarios, ciliados moveis, todos eles indicadores de eficiéncia do tratamento.

Os fungos podem ser encontrados no meio liquido, e podem ser devido a
decréscimos do pH ou insuficiéncia de nitrogénio o que, consequentemente, também pode
ocasionar intumescimento do lodo, se predominarem no sistema. J& os protozoarios como
Paramecium, Vorticella, Aspidisca, Amoeba e Tecamebas, atuam como bons indicadores do
processo, pois além de atuarem como polidores dos efluentes consomem bactérias e matéria
organica particulada, participam ainda da formagado do biofilme (CETESB, 1989)

Em relagdo a biomassa aderida aos suportes, Salvetti, et al. (2006), explica que os
rotiferos presentes na biomassa provocam o desprendimento das células bacterianas. Do
mesmo modo, o biofilme oferece condi¢cdes de adaptacdo para o desenvolvimento destes

rotiferos, como outros microrganismos, que podem consumir as bactérias presentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCALIZACAO DO ATERRO SANITARIO DE ROLANDIA

O aterro sanitario estd localizado no municipio de Rolandia, nas proximidades do
distrito de Sao Martinho, a 7 km do centro da cidade. Estd em operagao desde o ano de 2001,
e recebe diariamente cerca de 30 toneladas de residuos solidos provenientes da cidade de
Rolandia.

O lixiviado utilizado neste estudo foi proveniente do pogo de sucgdo, onde o lixiviado
drenado do aterro ¢ acumulado para posterior recalque para o sistema de tratamento. Ao longo
do periodo de estudo foram feitas quatro coletas de lixiviado. As coletas foram realizadas em

datas cujos cinco dias antecedentes ndo havia ocorrido eventos pluviométricos.

4.2 CARACTERISTICAS DO LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO

Na Tabela 4.1 sdo mostrados os valores das principais caracteristicas fisico-quimicas
do lixiviado do Aterro Sanitdrio de Rolandia, apos trés anos de operagdao do mesmo
(MARIGONDA E LOPES, 2004) e, atualmente, no inicio do presente estudo. Pode-se
observar que houve aumento nos valores da maioria dos parametros determinados, com
excecao da DBO que decresceu apos sete anos. No entanto, a DQO se manteve em elevadas
concentracoes.

As concentragdes de metais obtidas por Marigonda e Lopes (2004) para lixiviado deste
aterro foram: Cajk=103,20; Mg=47,76; Na=313,29; K=256,13; Cu<0,01; Cr total < 0,05;
Fe=5,46; N=2,15; Ni<0,05; Zn=0,07; Cd<0,005 e Pb<0,05 mg/L.
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Tabela 4.1— Parametros fisico-quimicos do lixiviado bruto do Aterro de Rolandia em 2004 e

2011

PARAMETROS Valores (3 anos de operacio Valores Médios (10 anos
-2004)* de operacao - 2011)

pH 7,6 a 8,2 8,4
Alcalinidade (mgCaCOs/L) > 600 4209

NKT (mg NNH4/L) 69,0 a 396,0 1013
N-amoniacal (mg NNH,4/L) 57,0 a 288,0 926
Condutividade (uS/cm) 3370 a 6490 -

Solidos Totais (mg/L) 2528 a 4675 -

DQO (mg O»/L) 351 a 2340 1120

DBO (mg O,/L) 34 a 1547 135
DBO/DQO 0,1 a0,65 0,12

*MARIGONDA e LOPES, 2004.

4.3 0 INOCULO

O indculo, utilizado para “partida” do reator continuo de leito movel, foi obtido a
partir da aeracao do lixiviado em um reator em batelada, com capacidade de 3 L, mostrado na
Figura 4.1. Este reator foi operado durante 70 dias, em temperatura ambiente, que era
monitorada diariamente com um termometro submerso no liquido. Para a aeragao do lixiviado
no reator em escala de bancada foi utilizada uma bomba de aquario (BIG ALFA A230).

O reator era realimentado manualmente com lixiviado bruto, sempre que as
concentragdes de N-amoniacal decresciam para valores proximos a zero. Nao era feito
descarte do sobrenadante, devido ao pequeno volume do sistema e a frequente retirada de
amostras. Portanto apenas completava-se o volume com lixiviado, aproximadamente 2 L.

Os resultados do monitoramento semanal desse sistema indicaram que no periodo até
aproximadamente o 25° dia ocorreu o desenvolvimento e a adaptagdo dos microrganismos ao
lixiviado. A partir de entdo, os resultados indicaram o inicio da nitritacdo e apos o 30° dia foi
constatada a nitratagdo. Os resultados de N-amoniacal, nitrito e nitrato do sobrenadante
demonstraram que estava ocorrendo a nitrificagdo (OLIVEIRA et al., 2012).

Ao final de 70 dias de opera¢do o conteido do reator em batelada foi usado como

in6culo para o reator de leito movel e fluxo continuo.



40

Figura 4.1. Reator em batelada alimentado com lixiviado para desenvolvimento do
in6culo

4.4 INSTALACAO EXPERIMENTAL

A instalacdo experimental era composta por um reator de leito movel, com volume util
de 3,4 L, medindo 77,0 cm de altura e 8,0 cm de didmetro, como pode ser observado na
Figura 4.2. O reator era mantido em uma camara de BOD, para manter a temperatura
controlada em 25°+2°C, como é mostrado na Figura 4.3.

O lixiviado usado era coletado no aterro, armazenado em bombonas de 2 a 5 litros e
levado para o Laboratorio de Hidraulica e Saneamento da Universidade Estadual de Londrina.

O lixiviado in natura armazenado em bombonas foi mantido em refrigerador de onde
era retirado e descongelado em temperatura ambiente, antes de ser colocado no reservatério
de alimentagdo do reator (Qamuente 265mL/dia, reservatorio com aproximadamente 2L). Cada
bombona (2 a 6 litros) era descongelada, de acordo com a quantidade utilizada para encher o
reservatorio de lixiviado, aproximadamente 6 litros por semana.

O reator era alimentado por uma bomba magnética da marca ProMinent modelo
GALA 1000PPB200UAO012100. Para a aeragao do sistema foi instalada uma bomba de
aquario da marca BIG ALFA A230, com uma vazao de ar de aproximadamente 90L/h.

Para ‘partida’ do reator de leito mével com fluxo continuo, o contetido do reator em
batelada (inoculo) e materiais suporte foram transferido para o mesmo ¢ mantidos durante 3

dias apenas sob aeragdo para entdo ter inicio a alimentacdo continua de lixiviado.
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4.5 MATERIAL SUPORTE

Como meio suporte para a aderéncia da biomassa foram usadas suportes plasticos
(biomédias) mostrado na Figura 4.4, sem marca definida.. Foram adicionadas ao reator 425
biomédias, que ocuparam cerca de 25% do volume util do reator. Estes materiais suportes
permaneceram em suspensdo devido ao menor peso especifico que o do liquido e foram
mantidas em movimento pela aeracdo do meio (Figura 4.3 B).

Antes de serem adicionadas ao reator uma amostra das biomédias (40 unidades) foi

retirada e pesada em balanga analitica de precisao.

Figura 4.2 Estruturas e medidas do reator de leito movel.
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Figura 4.3 - Instalacdo do reator em caimera BOD, bombas de alimentagao e recirculagao,
locais da entrada e saida do efluente (A). Biomédias se movimentando no interior do reator

B).

bomba de

bomba de
alimentagéo

Figura 4.4 Meios suportes para adesao do biofilme (biomédia).
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4.6 FASES DE OPERACAO

Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as duas fases de operagdo do reator de leito mével e

seus parametros operacionais.

Tabela 4.2— Fases de operagdo do sistema, e respectivas caracteristicas operacionais de tempo
de detengdo hidraulica (TDH), recirculacdo externa (Re) e tempo de operagao.

FASE TDH Re Periodo Tempo de
(dias) anoxico operacio
I ~13 Nao Nao 66 dias
II ~13 Sim (Qre/Q=3)* Nao 91 dias
Total 157 dias

* Re: razao de recirculacao

Nas duas fases o TDH médio foi de 13 dias. Na Fase I, com durag¢do de 66 dias, o
sistema foi operado sem recirculagdo do efluente, enquanto que na Fase II, com 91 dias de
duracdo, foi introduzida a recirculagdo do efluente nitrificado (Qre—= 3Q). O objetivo da
recirculagdo era propiciar a diluicao do afluente entrando no reator .

A recirculagdo foi realizada por meio de uma bomba de marca Prominent tipo GALA

1005PPE200UA110000.

4.7 ANALISE FISICO-QUIMICAS

Durante o monitoramento do sistema foram analisados os seguintes parametros fisico-
quimicos: pH, alcalinidade, temperatura, s6lidos em suspensdo totais e volateis, nitrogénio
Kjeldhal total (NKT), nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, DQO e DBO. Os métodos
utilizados e a frequéncia de monitoramento sdo apresentados na Tabela 4.3. Neste estudo
foram caracterizados o afluente, ou lixiviado bruto, e o efluente final.

Durante o monitoramento do reator, as analises de DQO ¢ DBO foram distintas, ou
seja, na Fase I foram feitas somente andlises de DQOo1 € DBOrotl, € na Fase II as amostras

foram filtradas, portanto denominou-se de DQOFiitrada € DBOFiltrada-
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Tabela 4.3— Parametros fisico-quimicos analisados semanalmente para o afluente e o efluente
final, frequéncia de andlise e métodos utilizados.

Freqiiéncia Semanal

Parametro Afluente  Efluente Método - Standard Methods
pH 3 3 Potenciométrico (45-H+B)
Alcalinidade 3 3 Titulagdo potenciométrica
(mg CaCO;.L™) (2320B)
NKT 1 1 Kjeldhl (4500 — No/4500-
(mg N-NH,.L™) NH; C)
N-amoniacal ) 3 Titulométrico (4500-NHj3
(mg N-NH,.L™) B/C)
Nitrito ) 3 Colorimétrico (4500-NO, —
(mg N-NO,.L™) B)
Nitrato %
(mg N-NO5.L"™) - 3 Cataldo (1975)
(m:SOL'l) I I Refluxo Fechado (5220 D)
2
DBO 1 1 Potenciométrico (5210 B/
(mg 0,.L™" 4500 — OG)
Sélidos em Suspensio ) 1 Grav1metr1c0E()2540 D/2540

* Método do acido salicilico (CATALDO et al.,, 1975). Demais metodologias seguem
procedimentos descritos em APHA (2005).

4.8 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiologicas das amostras retiradas nas Fases I e II de operagao do
reator foram realizadas no Laboratério de Hidraulica e Saneamento da Universidade de
Londrina. As andlises microbioldgicas realizadas, os pontos de coleta, bem como sua
frequéncia de amostragem estdo dispostas na Tabela 4.4. A Figura 4.5 mostra o fluxograma
das andlises microbiologicas realizadas durante as duas fases de operagdo do reator. Os
métodos das analises microbiologicas descritas foram baseados em Vermelho, et al., 2006 e
em Mendonga, 2002.

Para realizar a contagem em placa e o NMP do meio liquido foram retiradas amostras
do liquido no ponto de coleta A e biomédias na parte superior do reator, no local indicado na
Figura 4.6. Foram retirados 5 suportes (biomédias) a fim de realizar a contagem em placas e

Numero Mais Provavel (NMP).
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Tabela 4.4 - Anélises microbioldgicas realizadas durante o monitoramento do reator de leito

movel.

ANALISES

Microscopias opticas

Método da contagem

PONTOS DE COLETA FREQUENCIA
Local A (Fig. 4.5) Semanal
Local A (Fig. 4.5) — proximos Quinzenal

aos meios suportes

em placa

Coleta de 5 meios suportes da
parte superior do reator

Inicio e fim de cada fase

NMP (Numero Mais
Provavel)

Local A(Fig. 4.5) — proximos
aos meios suportes
Coleta de 5 meios suportes da
parte superior do reator

Inicio e fim de cada fase

Inicio e fim de cada fase

Microscopia eletronica
de varredura

1 meio suporte

Final de operacdo do reator

Figura 4.5 Fluxograma das analises microbiologicas
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Figura 4.6 Ponto (A,B,C) de coleta para andlises microbiologicas

.1.,‘ _ \ : '

4.8.1 Microscopia a Fresco

Este método consiste na observagao ao microscopio de células de pequenos
organismos vivos ou fragmentos de tecidos vivos, num meio liquido o mais proéximo possivel
do meio natural desses organismos. Pode-se observar manifestagdes funcionais, e reacdes a
estimulos. Este método foi realizado apenas na Fase I, com frequéncia semanal.

Para a observacdo dos microrganismos presentes no meio liquido contido no interior
do reator, foi feita a microscopia a fresco. Coletou-se em um bequer uma aliquota de 50 mL
do liquido pelo ponto de coleta A, como mostrado na Figura 4.6. Agitou- se a amostra por
alguns segundos, em seguida com auxilio de um conta gotas, adicionou-se 1 a 3 gotas na
superficie de uma lamina, que em seguida foi levada ao microscopio (Olympus CH20) e

visualizada em objetivas de 40 e 75X.
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4.8.2 Método da Contagem em Placa

A quantificacdo de bactérias heterotroficas foi feita pelo método da contagem em
placa, que ¢ utilizado para avaliar a quantidade de células viaveis presentes numa determinada
amostra. Nao ¢ possivel quantificar todas as bactérias heterotroficas presentes, apenas aquelas
que crescem nas condi¢des de nutrientes ¢ pH oferecidas pelo meio de cultura usado e na
temperatura e tempo de incubacdo considerados. Para promover o crescimento do maior
niamero possivel de organismos, optou-se por utilizar o agar padrao para contagem, o meio
Plate Count Agar (PCA). O meio de cultura utilizado ¢ indicado para o crescimento de
bactérias aerobias mesofilas. E um meio extremamente rico em nutrientes com pH em torno
de 7,0, ndo seletivo.

Este método foi realizado nas duas fases, porém na Fase I foi feita apenas do meio
liquido, coletado no ponto A (Fig. 4.6), e na Fase II, foram feitos do meio liquido e do
materiai suporte. A frequéncia das analises na segunda fase foi aproximadamente quinzenal
(para o meio liquido) e inicio, meio e final (para os materiais suporte e liquido). Os passos
para o desenvolvimento do ensaio sdo descritos a seguir:

e Foram dissolvidos em um bequer, 23,5 g de PCA e em seguida o volume foi
completado para 1L, conforme recomendagao do fabricante (Merck);

e Ap6s autoclavado, o meio foi vertido em placa de Petri, para completa solidificacao;
e Foi coletado 1 mL de amostra do meio liquido e diluido pelo método das diluigdes
seriadas, de 10" a 10'10;

e Para a contagem em placa das bactérias aderidas as biomédias, foram utilizados os
mesmos meio suportes coletados para o ensaio de NMP (descrito também no item
4.8.5). Foram retiradas 5 unidades ao acaso de dentro do reator. Estas 5 biomédias
foram agitadas manualmente por 20 min com micropérolas e 50 mL de dgua ultrapura
estéril. Apos foram retirados 2 mL do liquido para realizacao da diluicao em série;

e Foram colocados 0,1 mL de amostra diluida em cada placa solidificada, para isto foi
usado o método de espalhamento em superficie com o auxilio da alga de Drigalsky;

e As placas foram deixadas a temperatura ambiente (que variou entre 28°C e 32°C);

e Ap0s 36 horas era feita a contagem do niimero de unidades formadoras de colonias,
(UFC) nas placas cujas diluigdes apresentavam entre 30 a 300 colonias;

e O resultado era obtido pelo célculo da média aritmética dos valores verificados nas

diferentes dilui¢des, sendo expressos em UFC/mL.
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4.8.3 Crescimento e Manutengao das Bactérias Heterotroficas

O crescimento em meio de cultura tem por objetivo favorecer a multiplicagao dos
microrganismos de interesse, quando estes estdo presentes em pequeno numero em relacao a
microbiota de acompanhamento, que se encontra em maior nimero, como ¢ o resultado do
método da contagem em placa. As colonias foram selecionadas levando-se em consideragdo a
caracteristica de coloragdo e textura. A manutencao das colonias selecionadas foi feita a fim
de armazena-las para posterior identificacdo do género.

e FEra retirada uma pequena aliquota de cada colonia das placas de UFC, com a

ajuda de uma Alca de inoculacéo pelo método de esgotamento;

e Apods era feito a selecdo das bactérias em placas contendo meio PCA para

crescimento;

e Apos 36 horas de crescimento em temperatura ambiente, era coletado 2 ou 3

aliquotas da bactéria isolada, utilizando Alga de inoculagdo, e colocadas em

eppendorf contendo nutriente broth (preparado conforme recomendagdo do
fabricante) e entdo eram deixadas por mais 36 horas para crescimento no meio, € em

seguida levados ao refrigerador para manutengao.

4.8.4 Coloragao de Gram, Modificado do M¢étodo de Hiicker (Jenkins et al., 1993;

WEEF, 1995)

Esse método de coloragdo separa as bactérias em dois grupos: Gram-positivas e as
Gram-negativas. Esse método deve ser utilizado em bactérias em fase de crescimento. O
principio da técnica esta baseado na diferenca de composi¢do da parede de diferentes
bactérias e na capacidade destas paredes em reterem os corantes utilizados.

O método de coloragdo era realizado quinzenalmente em todas as laminas a fresco
(Fase 1) e nas laminas preparadas com material proveniente das placas do método de

contagem (‘“‘selecionadas”) .

Procedimento:
e Para a realizagdo da coloragao das bactérias selecionadas, foi colocada uma
pequena aliquota da colonia isolada, proveniente da placa de Petri, pelo método de

esfregaco em lamina e deixada secar por 15 minutos, proximo ao bico de Bunsen;
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e Posteriormente, recobria-se a ldmina com o reagente 1 (item 4.8.4.a) por um
minuto e lavava-se rapidamente com agua;

e Na sequéncia recobria-se a lamina com o reagente 2 por um minuto ¢ lavava-se
com agua.

e Aplica-se a solugdo descolorizante gota a gota até eliminar o excesso de reagente;

e ApoOs cobria-se a lamina com o reagente 3, por um minuto, lavava-se com agua
corrente e secava-se com papel;

e Ao final a ladmina, corada com Coloragdo de Gram, era examinada, para a
observacdo dos microrganismos presentes, em objetiva de 100X com o6leo de
imersao, utilizando microscopio Optico com iluminagdo direta (microscopia Optica
comum).

Reagentes:

e Reagente 1: A solucdo A e B foram preparas separadamente e, em seguida
misturadas;

Solugdo A: foram dissolvidos 2g de violeta cristal em 20mL de etanol 95%;

Solugdo B: foram dissolvidos 0.8g de oxalato de amonio em 80mL de agua destilada;
e Reagente 2: foram dissolvidos 1g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 300mL
de 4agua destilada;

e Solucao descolorizante: etanol 95%;

e Reagente 3: foram misturados 10mL de safranina (2,5% peso/volume em etanol

95%) em 100mL de 4dgua destilada.

Resultado: Se a coloracao ficar azul-violeta significa que o microrganismo ¢ gram-positivo e

coloracdo vermelha, indica a presencga de bactérias gram-negativas.

4.8.5 NMP de Bactérias Nitrificantes (Schimidt & Belser, 1984, Adaptado para Amostras de

Esgoto Sanitario, Visto que o Método foi Desenvolvido Para Amostras de Solo).

E uma técnica bastante util para estimar a contagem de microrganismos que
apresentam uma determinada caracteristica metabolica, como a atividade nitrificante. Foi
realizado no inicio e final da Fase I , inicio, meio e fim da Fase II. Apenas na Fase II, a

técnica foi aplicada também nos meios suportes.
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A estimativa do NMP ¢ obtida a partir da combinagdo dos resultados de tubos

positivos com a tabela padrao de probabilidade (APHA, 2005).

Agua de dilui¢io:

- Foram dissolvidos 0,85 g de NaCl em agua ultrapura e completado o volume para
100mL (depende de quantas diluigdes eram necessarias)

- Foram adicionados 18 mL da dgua de dilui¢ao nos tubos de ensaio;

- Os tubos foram tampados com tampao de algodao envolto em gaze;

- Foi feita a esterilizagdo dos tubos em autoclave, por 20 min sobre pressao de latm e
temperatura de 120°C;

- Para o NMP do liquido do reator, foi retirado 2 mL da mistura completa localizada
proximo as biomédias e proximo a saida do efluente (ponto de coleta A).

- Para o NMP das biomédias, foram retiradas 5 unidades ao acaso de dentro do
reator. Estas 5 biomédias foram agitadas por 20 min com micropérolas e 50 mL de agua
ultrapura estéril e, apos, foram retirados 2 mL para realizagdo da diluicdo em série;

- Sob ambiente de assepsia, foram feitas diluigdes seriadas em 107a 107°.
Adicionando-se primeiramente 2 mL de amostra no primeiro tubo (10™), em seguida retirava-

se deste 2mL e adicionava-se no segundo tubo (10™) e assim por diante.

Meios de culturas:

- Os meios de cultura, para as bactérias oxidadoras de amonia (BOA) e para as
oxidadoras de nitrito (BON), foram preparados em bequeres separados com as solugdes
listadas na Tabela 4.5, completando-se o volume para S00mL com agua ultra pura;

- O pH dos dois meios foi corrigido com gotas do sobrenadante da solucao
supersaturada de Na,COs para valor aproximadamente igual a 7,8 para o meio das BOA e 7,6
para o meio das BON

- Foram adicionados 9 mL do meio de cultura em cada tubo de ensaio, sendo
utilizados 5 tubos para cada dilui¢ao. Portanto para cada tipo de meio foram utilizados 35
tubos de ensaio (10"'a 10®), contando com 5 tubos para o Branco (controle negativo).

- Os tubos com os meios foram esterilizados, por 10 minutos sob a pressdo de latm e

temperatura de 120°C;
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Inoculacao:

- Foi adicionado 1 mL da amostra previamente diluida com a solugcdo de NaCl sob
condigdo de assepsia, em cada tubo de ensaio contendo o meio de cultura, ou seja, da diluicao
10" foi retirado 1 mL que foi colocado em um tubo contendo meio de cultura e repetiu-se o
procedimento para os outros quatro tubos (mesma série de diluicdo), portanto estes foram os
tubos com dilui¢ao 10, Nota-se que cada meio de cultura, BON ¢ BOA, foram formados
com 5 tubos para cada dilui¢do, comecando com 107, este procedimento foi repetido até
chegar no 10°.

- Os tubos foram incubados a 30°C, durante 30 dias.

Tabela 4.5— Compostos e concentragdes dos meios de cultura utilizados para a estimativa de
bactérias nitrificantes

Composto quimico Meio de Cultivo (mL da solucio estoque)
Soluc¢io Estoque (g/100mL) BOA BON
(NH4)>SO4 5,00 10 -
KNO; ou (NaNO,) 0,85 ou 0,69 - 1,0
CaCl,.2H,0 1,34 1,0 1,0
MgS04.2H,0 4,00 1,0 5,00
Azul de bromotimol 0,04 5,0 -
K>;HPO4 (0,2M) 3,48 - 4
KH,PO,4 (0,2M) 2,72 7,5 1,0
Ferro quelado:
EDTA.2Na 0,331 10 1.0
FeSO,4.2H,0 0,246 ’ ’
Micronutrientes
NaMo0,4.2H,0 0,01 L0
MnCl, 0,02 (Ajustar’pH a7.8 1,0
CoCl,.6H,0 0,0002 com NayCos 01,1 (ajustar pH a 7,6 com
ZnSo04.7H,0 0,01 KOs 3%) HCI1 1N)
CUSO4.5H20 0,002

Solug¢des-teste:

- Solucio A: Foi dissolvido 0,5g de sulfanilamida em 100 mL de acido cloridrico (HCI) 2,4N.
A solugdo foi armazenada em frasco escuro, sob refrigeragao.

- Solucao B: foi dissolvido 0,3g de N-naftil-etilenodiaminahidrocloreto em 100 mL de acido
cloridrico (HCI) 0,12N. A solu¢do foi armazenada em frasco escuro, sob refrigeracao.

- Solucio C: foi dissolvido 0,2g de difenilamina em 100mL de acido sulfurico concentrado.

A solugdo foi armazenada em frasco escuro, sob refrigeragao.
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Determinacio e resultado:

- Ap0s 15 dias, foram testados 5 tubos separadamente.

- BOA - Foi retirado uma aliquota de 0,5mL de cada tubo em ambiente asséptico e colocada
em um pequeno tubo. Adicionou-se 2 a 3 gotas da Solugdo A e em seguida a Solugao B. Apds
a adigdo das solugdes, a coloracdo rosa a vermelho significa presenca de nitrito, e, portanto
pode haver a presenca de bactérias oxidadoras de amonia (resultado positivo). A coloragdo
incolor dos tubos pode indicar que o nitrito ja foi convertido para nitrato, portando deve ser
acrescentada a solugdo C, e o resultado positivo se d4 quando este se torna azul, e negativo
quando continua incolor. Nota-se que os tubos “brancos” devem estar com auséncia de
coloragdo, ou seja, incolor.

- BON-> Apds a adigdo das solugdes A e B, auséncia de coloragdo significa que o nitrito foi
consumido, e, portanto, pode haver a presenca de bactérias oxidadoras de nitrito (resultado
positivo) e a coloracdo rosa significa presenca de nitrito e portanto, o resultado ¢ negativo
para presencga dessas bactérias. Nota-se que os tubos “brancos” devem estar com a coloragdo
rosa, indicando resultado negativo.

- Para a determinag¢ao do NMP foi utilizada a Tabela Padrao de Probabilidade por combinagao

das respostas positivas (APHA, 2005).

4.8.6 NMP de Bactérias Desnitrificantes (Tiedje, 1984, Adaptado para Amostras de Esgoto

Sanitario, Visto Que o Método Foi Desenvolvido para Amostras de Solo)

Meio de cultura: Foram dissolvidos em um bequer 4 g de meio nutriente genérico (nutriente
broth — Acumedia) e 0,214g NaNOj e o volume completado para 500 mL com &gua ultra pura

e seguiu-se a preparagdo do meio conforme recomendagdo do fabricante.

Procedimento:

- Foram colocados 4,5mL do meio de cultura autoclavado em cada tubo de plastico, do tipo
usado para coleta de sangue com tampas, sendo utilizados 5 tubos para cada diluigdo, como
eram 9 dilui¢des, de 107 a 10'10, foram utilizados 50 tubos, incluindo 5 tubos para o branco.

- Foi adicionado 0,5mL de amostra diluida (10" & 10™°), sob ambiente de assepsia, em cada
tubo contendo meio de cultura, conforme foi citado na metodologia das nitrificantes.

- Os tubos foram incubados a 30°C, variando de 3 dias a 5 dias.
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Testes e resultados:

- Para verificar se o nitrato tinha sido consumido, foi retirada pequena aliquota de cada tubo
de ensaio e colocado em outro tubo menor.

- Adicionou-se 2 a 3 gotas da solucdo C. A reacdo rapidamente acontece. Apods a adi¢do, a
auséncia de coloracdo indica consumo de nitrato e possivel presenca de bactérias
desnitrificantes (resultado positivo) e coloragdo azul significa que ha nitrato remanescente e,
portanto nao houve desnitrificagdo (resultado negativo).

- Para a determinacdo do NMP foi utilizada a Tabela Padrao de Probabilidade por combinagao

das respostas positivas (APHA, 2005).

4.8.7 Quantificacdo da Biomassa

Para quantificar a biomassa aderida ao meio suporte foi utilizado o método descrito
por Ribeiro et al. (2005)'(apud ABREU, et al., 2008) e adaptado para os materiais suportes
utilizados. Para avaliar a melhor metodologia foram feitos dois ensaios em periodos

diferentes, que serdo descritos a seguir;

Ensaio I:

- Cinco unidades de material suporte foram retiradas do reator e transferidas para um frasco
de 100 mL (Ensaio I);

- Foram adicionadas pérolas de vidro numa quantidade quatro vezes maior em relagdo a
massa de material suporte.

- Agitou-se o frasco por vinte minutos.

- Separou-se da mistura as pérolas e o material suporte e, em seguida, filtrou-se o contetido da
mistura em membrana (0.45um) previamente pesada (P0);

- 0s materiais suportes foram transferidos para uma capsula;

- A membrana foi mantida na estufa (105°C) por 2 horas e a cdpsula com os suportes foi
mantida por 24horas.

- Ap0s seca e esfriada, a membrana foi pesada (P1) e levada a mufla por 20 min a 550°C.

- Pesou-se a membrana (P2) e os suportes secos (Pmédio dos suportes);

'RIBEIRO, R.; et al. Influence of the Carbon Source on the Anaerobic Biomass Adhesion on Polyurethane Foam Matrices.
Journal ofenvironmental Management, v. 74, n. 2, p. 187-194, 2005.
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Ensaio II:

- Cinco unidades de material suporte foram retirados do reator e transferidos para um bequer
de 250 mL (Ensaio II);

- O bequer foi mantido no Equipamento de ultrasson (Maxiclean 800, com aquecimento,
Unique Ultrasonic Clean) por vinte minutos;

- Ap6s seguiu-se o método conforme descrito para o Ensaio 1.

4.8.8 Microscopia Eletronica de Varredura

A utilizagdo de microscopia eletronica de varredura tem por objetivo a observagdo e
analise microestrutural de um determinado objeto, alcangando alta resolugdo, de 0,2 a 5 nme
grande profundidade de foco (topografia).

Os exames microbiologicos dos biofilmes aderidos ao material suporte, pela
microscopia eletronica de varredura, foram realizados no aparelho da marca ZEISS, modelo
DSM-960 em 10 a 20 keV e fotografadas com um video processador de copias (Mitsubishi),
com chapa fotografica (Fuji) CK 100-S.

As micrografias do material suporte (biomédias) tém por objetivo avaliar as condi¢des
dos biofilmes aderidos e caracterizar morfologicamente a biomassa existente.

As amostras foram submetidas a tratamento prévio a observagdo microscopica, que
constou nas seguintes fases: fixacao, desidratagcdo e secagem.

Procedimento:

- foi retirada uma unidade de material suporte do interior do reator;

- com auxilio de um estilete, foram feitos cortes transversais, dividindo o material suporte em
cinco partes, e prosseguiu-se a fixagao;

- apés o corte, foram realizadas imagens dos biofilmes aderidos utilizando um
Estereomicroscopio, da marca Leica MZ6;

- utilizou-se 0,2% de Glutaroldeido e 0,2M de Tampao Fosfato para fixacdo do material. O
material (partes) ficou submerso no fixador por um periodo de 12 horas, sob temperatura de
4°C;

- apos a fixacdo, as amostras foram submetidas a trés lavagens com tampao fosfato 0,1M por
15 minutos;

- o tampao fosfato foi retirado e as amostras foram recobertas com dsmio e tampao fosfato

0,2M. As amostras foram guardadas em lugar escuro por 1 hora;



55

- apos, prosseguiu-se a lavagem para retirada do 6smio, com trés repeticdes de tampao fosfato
0,1M por 15 minutos cada;

- foram feitas as desidratagdes em série gradativa de alcodis de diversas concentragdes, 70;
80, 90 e 100% - volume/volume, por 10 minutos;

- as amostras foram secas ao ponto critico em CO, (Bal-Tec CPD 030 Critical Point Dryer ) a
31°C, pressao 70 bar;

- as amostras secas ao ponto critico foram coladas em suportes de aluminio, “stubs”, com fita
de carbono;

- prosseguiu-se a metalizagdo com ouro por duas horas (Bal-Tec SCD 050 Spultter Coater)

em camada de 30 nm de espessura para a obtencao das eletromicrografias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo e discussdo dos resultados foram subdivididos em trés itens.
5.1 Apresentacdo e andlise dos resultados fisico-quimicos das Fases I ¢ II;
5.2 Apresentacdo e andlise dos resultados microbiologicos das Fases I e I1;

5.3 Resultados da quantificacdo da biomassa e microscopia eletronica de varredura.

5.1 RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Na Tabela 5.1 ¢ apresentado o resumo estatistico, valores maximo e minimo, dos

resultados obtidos referentes aos valores das andlises de pH durante as Fases I e II.

Tabela 5.1. Resumo estatistico das andlises de pH realizadas durante as Fases I e II.

pH
Fase | Fase Il
Afluente Efluente Afluente Efluente

Minimo 7,6 5,7 7,2 4.9
Maximo 8,7 8,7 9,4 7.8
Amostras 10 27 24 33

Os dados apresentados na Figura 5.1, mostram a variacao do pH durante as Fases I e
II. O pH do lixiviado afluente manteve-se com valores proximos de 8,0, variando entre 7,6 ¢
8,7 na Fase 1. Valores de pH acima de 8,0 indicam que o lixiviado € proveniente de aterro
cujos residuos estao na fase metanogénica de decomposi¢do (PHILIPS, et al., 1994).

Os valores de pH do efluente na Fase I, apresentaram valores entre 5,7 a 8,7. Os
valores mais altos de pH (7,6 a 8,7) foram encontrados no inicio da operacao do reator,
durante o periodo de adaptacdo da biomassa as caracteristicas hidrodinamicas do reator, cujo
inoculo foi proveniente de um sistema de batelada. Apds o 9°dia de operagdo o pH do
efluente decresceu para valores abaixo de 7,0, e foi necessario a adicdo de fonte externa de
alcalinidade.

Na Fase II ocorreram valores de pH ainda mais baixos, variando entre 4,9 a 7,8, que os
da Fase I. como mostrado na Figura 5.1. O pH do lixiviado afluente manteve-se elevado, entre

7,2 a 9,4. Em ambas as fases, o pH influenciou positivamente para a desenvolvimento da
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nitrificagcdo, pois de acordo com Dinger e Kargi, (2000), o pH 6timo para a ocorréncia da
nitrificacdo deve estar entre 7,5 e 8,5, enquanto que em valores inferiores a 6,5, a nitrificacao
praticamente cessa por falta da amonia livre e elevagdo da concentragcdo de acido nitroso.
Estudos, realizados por Pambrun et al. (2008), constataram que em pH menor que 7,5 a taxa
de nitrificagdo decresce progressivamente quando a amoénia livre torna-se limitante, enquanto
em pH acima de 8,5 a taxa de nitrificagdo decresce rapidamente pelo aumento das
concentragdes de amodnia livre. Os autores observam que o decréscimo da nitrificagdo com a
reducdo das concentragdes de amonia livre estd de acordo com a suposicao de que essa forma

de N-amoniacal ¢é o principal substrato das bactérias oxidadoras de amonia.

Figura 5.1 — Valores de pH do afluente e do efluente durante a Fase I e I1.
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Dias de operagao

Na Tabela 5.2 pode-se observar o resumo estatistico (média, desvio padrao, valor
maximo e minimo e contagem de amostras) dos resultados obtidos referentes aos valores das

analises de alcalinidade durante as Fases I e 11.
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Tabela 5.2. Resumo estatistico das analises de alcalinidade realizadas durante as Fases I e 11.

Alcalinidade (mg CaCQ5/L)

Fase | Fase Il
Afluente Efluente Afluente Efluente
Média 6256 256 4722 132
Desvio padrao 1019 357 922 93
Minimo 5362 78 3617 47
Maximo 8679 1664 6962 349
Amostras 10 23 23 32

A concentragdo de alcalinidade do afluente ¢ do efluente final na Fase Il foram
ligeiramente inferiores aos da Fase I. Os valores de alcalinidade do afluente na Fase I foram
em meédia de 6256 mg CaCOs/L (5362 a 8679 mg CaCOs/L). A oscilagdo dos valores foi
devido as diferentes coletas de lixiviado em periodos distintos, como também a influéncia da
adicao do bicarbonato de sddio no reservatorio de lixiviado bruto.

No efluente, na Fase I, a alcalinidade foi em média de 256 mg CaCO;/L variando
entre 78 a 1664 mg CaCOs/L. Os valores mais altos foram observados no inicio de operagdo
do reator, no periodo de adaptacao.

Observa-se na Tabela 5.2, que os valores de alcalinidade do afluente na Fase I, foram
superiores a 6000mg CaCOs/L, enquanto que 75% dos valores de alcalinidade no efluente

foram menores que 275 mg CaCOs/L e 95% menores que 300 mg CaCOs/L.
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Figura 5.2 — Variacdo da alcalinidade do afluente e do efluente durante a Fase I e I1.
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Na Fase 11, a alcalinidade do afluente foi em média de 4722 mg CaCOs/L, com valores
de 3617 a 6962 mg CaCOs/L. No efluente, a alcalinidade foi em média de 132 mg CaCOs/L,
variando entre 47 a 349mg CaCOs/L. De forma a manter o pH do afluente na faixa adequada
a atividade biologica (6,3 a 7,3), foi adicionado bicarbonato de sddio ao lixiviado afluente.

No processo de nitrificagdo uma alta quantidade de alcalinidade ¢ consumida, devida a
liberagdo do fon H'. Assim para a oxidagdo de 1,0 g de N-NH,", sdo consumidos 7,14g de
CaCOs ou 8,64g de HCOs'. Portanto, no caso de aguas residudrias com elevada concentragdo
de nitrogénio se ndo for fornecida alcalinidade suficiente, poderd haver comprometimento do
processo de nitrificagdo (SEDLAK, 1991).

Nota-se que o consumo de alcalinidade no processo durante a Fase I, foi elevado, em
média da ordem de 6099,0 mg/l, consequentemente isso resultou em alguns periodos com
baixos valores de pH. Na Fase II, a alcalinidade do afluente foi em média de 4722 mg
CaCOs/L e do efluente, foi em média de 132 mg CaCOs;/L. Esse elevado consumo de
alcalinidade no reator deve-se a oxidacdo do N-amoniacal. Na Fase II, o consumo de
alcalinidade foi em média de 4589, valor menor ao encontrado na Fase I, o que pode ser
devido a influéncia da recirculacio do efluente, que economiza a alcalinidade do meio

liquido, além da dilui¢ao do efluente nitrificado.
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Os valores de pH do efluente na segunda fase, apresentaram maior varia¢ao. Observa-
se na Figura 5.1, que do 96° ao 122° dia houve um aumento do pH do efluente, podendo ser
devido ao excesso de alcalinidade adicionada ao afluente, o que pode ser observado também
na Figura 5.2. De maneira geral, a variacdo do valor do pH no efluente, em ambas as Fases,
manteve-se dentro da faixa ideal para a nitrificagdo, entre 7,0 a 7,5 (VENDRAMEL, 2009),
exceto nos dias que foi maior que 8,0 e outros em que foi menor que 5,0, como pode ser
observado na Figura 5.1.

Vale ressaltar que em ambas as fases, foram adicionadas 3g NaHCOs/L no
reservatorio do lixiviado in natura, para complementar a alcalinidade do lixiviado quando o
consumo no reator era elevado e esta encontrava-se em concentragcoes abaixo de 200mg no
efluente e, consequentemente, poderia ocorrer decréscimo do pH.

Na Tabela 5.3 pode-se observar o resumo estatistico (média, coeficiente de variagao,
desvio padrdo, valores maximo e minimo e nimero de amostras) dos resultados obtidos

referentes aos valores das analises de DQO durante a Fase I e II.

Tabela 5.3. Resumo estatistico das analises de DQO realizadas durante as Fases I e II.

DQO (mg/L)
Fase | Fase Il
DQOTotal DQOFiltrada
Afluente Efluente Afluente Efluente
Média 1117 1081 1228 981
Cv 11 24 14 31
Desvio padrao 122 258 174 304
Minimo 958 687 932 863
Maximo 1291 1481 1513 1156
Amostras 6 10 14 14

Na Figura 5.3, sdo apresentadas as concentracdes de DQOr. das amostras coletadas
do afluente e do efluente durante a Fase I, cujos valores, foram em média de 1117 mg/L e
1081mg/L, respectivamente para afluente e efluente. O sistema apresentou remoc¢do média de
DQO, na Fase I, de 18%.

Na Fase II, como pode ser observado na Figura 5.3, as concentragdes de DQOFijrada dO
afluente foram semelhantes as concentragdes de DQOrq da Fase I. Os valores de DQO do
afluente e do efluente, foram em média de 1228 mg/L e 981mg/L, respectivamente. A

remocao média de DQO na Fase II foi de 21%.
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O elevado tempo de detengdo hidraulica (TDH) pode interferir na avaliacdo da
remocao de DQO, pois o decréscimo ou aumento repentino da DQO do afluente ndo se reflete
imediatamente no efluente (SPAGNI, MARSILI-LIBERLLI, 2008), mesmo no caso de
reatores de mistura completa como neste trabalho.

Como foram observadas, em ambas as Fases a eficiéncia de remog¢do de DQO foi
muito baixa, provavelmente, porque o substrato contém compostos recalcitrantes ou matéria
lentamente biodegradavel. Spagni, Marsili-Libelli (2008), observaram, em um reator em
batelada sequencial, eficiéncia de remocdo média de DQO em lixiviado de aterro sanitério

antigo de apenas 20% e atribuiram esse valor a baixa biodegradabilidade do lixiviado.

Figura 5.3 — Variacdo da DQO do afluente e do efluente durante a Fase I e II.
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Na Tabela 5.4 observa-se o resumo estatistico (média, desvio padrao, coeficiente de
variagao e valores maximo ¢ minimo) dos resultados obtidos referentes aos valores das

analises de DBO durante a Fase I e IL.
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Tabela 5.4. Resumo estatistico das analises de DBO realizadas durante as Fases I e II.

DBO (mg/L)
DBOrotal DBOFriitrada
Fase | Fase Il
Afluente Efluente Afluente Efluente

Média 141 104 119 116

Cv (%) 52 52 35 43
Desvio padrao 73 54,1 421 49,9

Minimo 45 38 33 28
Maximo 236 152 175 216

Amostras 5 4 11 11

Na Figura 5.4 ¢ mostrada a variagdo de DBOryta1 a0 longo do monitoramento da Fase
I. A variabilidade dos valores de DBO do lixiviado bruto se deve as influéncias das condi¢des
hidrometereoldgicas, além disso, o armazenamento e posterior descongelamento do lixiviado
armazenado podem ter interferido nesses valores. A DBO média do efluente foi em torno de
104mg/L, oscilando na faixa de 38 e 152mg/L. Nesse periodo a remoc¢ao média de DBO foi

de 23%. Na Fase II, praticamente ndo houve remoc¢ao de DBO.

Figura 5.4 — Variagao da DBO do afluente e do efluente durante a Fase I e II.
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Apesar do reduzido nimero de resultados de DBO, foram determinadas as razdes
médias de DBO/DQO, que foram de 0,13 e 0,10 no afluente, respectivamente, na Fase [ e Il e
no efluente foi de 0,10 e 0,11, respectivamente para a Fase I e II. Kjeldsen et al. (2002)
obtiveram valores semelhantes, da ordem de 0,1, indicando que o lixiviado se encontrava na
fase metanogénica de decomposicdo dos residuos. A remocdo de matéria organica de
lixiviados de aterros de residuos antigos apresenta uma série de dificuldades, devido a
presenca de compostos de dificil biodegradacao.

Em geral, a razao DBO/DQO em lixiviado de aterros novos (fase acidogénica) esta na
faixa de 0,4 a 0,5, enquanto que em llixiviado de aterros mais velhos esta razao tende a atingir
valores inferiores a 0,1. Embora as caracteristicas do lixiviado dependam de varios fatores, ¢
comum valores de DQO elevados (5000 a 20000 mg/L), bem como baixa relagio DBO/DQO
- menor que 0,1 (KURNIAWAN, LO, CHAN, 2006).

Estudos, como o desenvolvido por Hossaka et al. (2007), tratando lixiviado do aterro
controlado de Londrina em sistema de lagoas aeradas de mistura completa, com TDH de 5,
10, 15, 30 e 40 dias, obtiveram remoc¢dao de DQO em média de 20% e DBO de até¢ 92%,
demonstrando a presenca de elevada parcela de matéria organica recalcitrante. A relagdo
DBO/DQO foi da ordem de 0,07, indicando lixiviado de residuos solidos na fase
metanogénica. Este autor mostra também a dificuldade de remover em sistemas de tratamento
bioldgicos os compostos organicos lentamente biodegradaveis do lixiviado.

Devido a simplicidade e ao custo-beneficio, o tratamento biologico (em suspensao ou
crescimento aderido) ¢ geralmente usado para a remog¢ao da maior parte das concentragdes de
DBO e N-amoniacal em lixiviados jovens. No entanto, quando usado para lixiviados que
contém pouca fracao biodegradavel, o tratamento bioldgico pode ndo ser capaz de alcangar as
concentragdes adequadas de DQO no efluente (KURNIAWAN, 2006). Desse modo,
atualmente busca-se outras tecnologias mais eficientes e eficazes para o tratamento de
lixiviados de aterros mais antigos, principalmente com objetivo de remover a alta fracdo de
compostos recalcitrantes presentes neste tipo de dgua residudria.

A seguir serdo mostrados os resultados e a discussdo das andlises da série de
nitrogénio (NKT, N-amoniacal, Nitrito e Nitrato). Na Tabela 5.5 pode-se observar o resumo
estatistico (média, desvio padrdo e valores maximo e minimo e contagem de amostras) dos
resultados obtidos referentes aos valores das analises de NKT durante a Fase I e II. A variagao

dos dados pode ser verificada na Figura 5.5.



Tabela 5.5. Resumo estatistico das analises de NKT realizadas durante as Fases I e 11.

NKT (mg/L)
Fase | Fase Il
Afluente Efluente Afluente Efluente
Média 916 273 903 158
Desvio padrao 159,53 132,94 142,95 86,64

Minimo 705 130 650 46,
Maximo 1143 363, 1037 343
Amostras 6 9 10 13

64

A Figura 5.5 apresenta os resultados de NKT da entrada e saida do reator durante todo
o periodo operacional (Fase I e Fase II).

Figura 5.5 — Variacdo do NKT do afluente e do efluente durante a Fase I e II.
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bruto (1°dia) e, posteriormente, a partir do 37° dia de operacdo. O NKT do efluente foi

As andlises de NKT do afluente foram realizadas para caracterizagdo do lixiviado

monitorado semanalmente durante todo o periodo de operagdo do reator.

foram s

Na Tabela 5.5, pode ser observado que as concentragdes de NKT no lixiviado afluente

imilares, em média de 916 e 903 mg N-NH./L, respectivamente nas Fases I e II.
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A relacdo média N-amoniacal/NKT do lixiviado afluente foi de 0,98 e 0,97 para as
Fases I e II, enquanto no efluente essa relagao foi em média de 0,92 e 0,84.

A relagdo de DBO/NKT do lixiviado afluente, na Fase I foi de 1,18, enquanto que na
Fase II obteve-se o valor de 1,38. De acordo com Metcalf ¢ Eddy (2003), os valores
encontrados estdo dentro da faixa sugerida (1,0 a 1,5), que favorece a conversao do nitrogénio
amoniacal a nitrato, pois 0 meio ndo favorece a predomindncia de bactérias heterotroficas, o
que reduz a competicdo destas por espago e nutrientes com as bactérias nitrificantes,
aumentando assim, o percentual das nitrificantes no sistema. Entretanto esta faixa ¢ indicada
para compostos que apresentam DQO biodegradavel, como € o caso de esgoto sanitério.

Como o lixiviado em estudo contém baixa fracdo de matéria organica facilmente
biodegradavel em relagdo as concentracdes de NKT, como demonstram os valores de DBO, o
adequado seria usar a relagdo DBO/NKT do lixiviado afluente, que foi de 0,15 € 0,11 para as
Fases I e 11, para avaliar a razdo C/N na nitrificacao.

A fracdo de bactérias nitrificantes presentes em um sistema de tratamento pode ser
relacionada a razao DBO/NKT (C/N) neste. A medida que a relagdo C/N cresce o crescimento
de microrganismos heterotroficos ¢ favorecido e estes competem com as nitrificantes pelo
oxigénio e nutrientes. Para relagdes DBO/NKT em torno de 0,5 a fragdo nitrificante, segundo
Metcalf e Eddy (2003), seria da ordem de 35% e conforme essa relagdo decresce a fragao de
nitrificantes aumenta. O aumento da relacdo DBO/NKT favorece a predominancia da
biomassa heterotrofica, com maior taxa de crescimento, no biofilme. Portanto, substratos que
apresentam baixa fragdo organica (DBO soluvel) no processo de nitrificagdo oferecem menor
possibilidade de competi¢ao das heterotroéficas com as bactérias nitrificantes, porém estudos,
baseados em técnicas de biologia molecular, tem apontado baixas porcentagens de
organismos nitrificantes em relagdo a biomassa heterotréfica, mesmo em sistema com baixas
concentragdes de carbono e com nitrificagao eficiente (DIONISI et al., 2002; LI et al., 2007).

As concentragdes de NKT no efluente foram 273 e 158 mgN-NH/L respectivamente
nas Fases I e II. A eficiéncia de remoc¢ao média de NKT foi de 81% na Fase I ¢ de 82% na
Fase II. Observa-se que aparentemente a recirculacdo do efluente nitrificado para entrada do
reator teve pouco efeito na eficiéncia de remogao de NKT.

Os resultados de eficiéncia de remocdo de NKT obtidos neste trabalho sao menores
em comparacdo com os valores encontrados por Maringonda (2008), que estudando o
tratamento de lixiviado de aterro de residuos sélidos, em sistema de Lodo Ativado composto
de reator anoxico seguido de aerdbio, com tempos de detencdo hidraulica total de 20 e 13

dias, obteve eficiéncia de remoc¢do de NKT de 92%. Observa-se que um dos fatores que pode
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ter contribuido para a elevada eficiéncia de remocao de NKT, obtida por Maringonda (2008),
tenha sido o controle de forma automatica do pH, com a concomitante corre¢do da
alcalinidade, pois sem este controle o mesmo autor obteve eficiéncia média de remogao de
NKT de 61 e 73%, respectivamente para TDH de 10 e 20 dias, portanto menores que as
obtidas no presente estudo.

No final da Fase II, no periodo 116 a 125°dia, verificou-se uma tendéncia de aumento
das concentracdes de NKT no efluente final, atingindo valores na ordem de 200mg N-NH./L.
Estes resultados podem estar relacionado a instabilidade da nitrificagdo, devido as
dificuldades de controle do pH na faixa 6tima para a nitrificagao.

Na Tabela 5.6 ¢ apresentado o resumo estatistico (média, desvio padrdo e valores
maximo € minimo e contagem de amostras) dos resultados obtidos referentes aos valores das

analises de N-amoniacal durante a Fase I e II.

Tabela 5.6. Resumo estatistico dos resultados de N-amoniacal para as Fases I e II.

N-amoniacal (mg/L)

Fase | Fase Il
Afluente Efluente Afluente Efluente

Média 902 179 885 147

Desvio

padrao 171,1 157,6 152,3 110,8
Minimo 671 10 550 30,
Maximo 1164, 385 1075 335
Amostras 11 20 20 31

Na Figura 5.6, ¢ mostrada a variagdo de N-amoniacal ao longo do periodo de
monitoramento. Como se pode observar na Figura 5.6, a remo¢do de N-amoniacal
(nitrificagdo) nos primeiros vinte dias de operacgao foi lenta (fase de adaptacao), apresentando
grande variabilidade, possivelmente neste periodo ainda estava ocorrendo o desenvolvimento
do biofilme no meio suporte.

A concentracdo de N-amoniacal do afluente bruto, na Fase I foi em média de 902
mgN-NH4/L, com valores na faixa de 671 a 1164, mgN-NH4/L. Na Fase II, o afluente
apresentou a concentracdo média de 885 mgN-NH4/L, com valores na faixa de 550a 1075
mgN-NH4/L.

A concentragdo de N-amoniacal nas amostras do efluente variou durante todo o

periodo monitorado. Durante a Fase I, a concentragcio média foi de 179 mgN-NH./L,
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alcangando valores entre 10 a 385 mg N-NH4/L. Na Fase II, a concentragdo média foi de 147
mgN-NH,4/L, atingindo valores entre 30 a 335 mg N-NH.4/L.

Segundo Shouliang, et al., (2008), altos valores de NKT no efluente mostram que se
trata de uma parcela do N-organico que ndo foi amonificada, tratando-se possivelmente de
nitrogénio orgénico associado a matéria organica recalcitrante, mas neste trabalho, a relagao
N-amoniacal/NKT no efluente foi de 0,92 e 0,84, indicando que apenas uma parcela pequena
do NKT efluente devia-se ao nitrogénio na forma organica, portanto a deficiéncia na

nitrificacao ndo foi relacionada a problemas na amonificagado.

Figura 5.6 — Variacdo do N-amoniacal do afluente e do efluente durante a Fase I e Fase II.
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A eficiéncia média de remog¢ao de N-amoniacal na Fase I foi de 80% e na Fase II foi
de 83%. A pequeno aumento na eficiéncia de nitrificacdo na Fase II em comparagdo com a
Fase I, pode ser devido a recirculagao do lixiviado nitrificado, como também ao maior tempo
de adaptagdo da biomassa nitrificante.

Agra (2009), operando um reator com biomassa aderida, obteve valores de remog¢ao de
N-amoniacal de 82% a 99%, tratando aguas residudrias domésticas com baixas concentragdes
de nitrogénio amoniacal (média 65 mg N-NH3/L), funcionando com fluxo continuo e com
TDH de 8 horas.

Luoastarinen et al (2006) estudaram a eficiéncia da nitrificagdo em reatores de leito

movel sob baixas temperaturas, conjugados como pos-tratamento para nitrificagdo a outros
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sistemas de tratamento, utilizando como substrato esgoto doméstico com baixa concentracao
de N-amoniacal (média: 25 mg N-NH3/L). Levando em conta apenas a nitrificagdo no reator
com leito movel a eficiéncia variou entre 50 e 60%, entretanto chegando a 70% no processo
completo.

Outros autores realizaram estudos com reatores de leito mével usando efluentes com
elevada salinidade. Vendramel (2009) operando um reator de leito movel, em batelada
sequencial de 12 e 24 h e fracdo de enchimento de 40%, tratando efluente salino, obteve uma
variacdo na remog¢dao de N-Amoniacal entre 77 ¢ 97%. Bassin, (2008) também utilizando
reator de leito movel para pos-tratamento de efluente salino com baixa concentragdo de N-
amoniacal (média: 45 mg N-NH3/L), observou remo¢do de N-Amoniacal entre 80 e 90%
quando adicionado 50% de in6culo (esgoto sanitario) para melhorar a eficiéncia de remogao.

Schineider (2010), avaliando um reator de leito movel alimentado com efluente da
industria de petroleo (baixa concentracao de N-amoniacal: 25mg N-NH;3/L médio) pré-tratado
por ozonizacao aclopada a carvao ativado, observou a influéncia do TDH (12, 9, 6 e 3 horas)
na eficiéncia de remogdo de nitrogénio. Foi comprovado que o TDH de 6 horas teve uma
melhor eficiéncia de remogao, obtendo 90%, como também influenciou a remocao de DQO.
Pode-se observar que o TDH de 6 horas, influenciou positivamente a eficiéncia de remocgao de
nitrogénio do reator, por ter ocasionado menos desprendimento da biomassa dos suportes.

Wang et al. (2006) avaliaram um processo combinado de precipitagdo quimica
(coagulacao/floculacdo) e um reator de leito mével com biofilme (MBB) para a remogao de
nitrogénio pelo processo denominado de nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas (SND),
obtiveram remocodes totais de nitrogénio da ordem de 90%. O substrato, dgua residudria
doméstica, apresentava concentragdes de N-amoniacal entre 11-54 mg/L e o processo foi
estabilizado com uma concentragdo de OD acima de 2 mg.L™.

Comparando com autores que utilizaram o sistema de leito movel no tratamento de
aguas residudrias com baixas concentracdes de nitrogénio amoniacal, observa-se que o
presente estudo mostrou faixas de remogao de N-amoniacal proximas as da literatura, mesmo
com o efluente apresentando concentragdes de N-amoniacal da ordem de 900 mg/L.

Canziani, et al. (2006) operando um biorreator de membrana (PO-MBR) utilizando
oxigénio puro seguido por um reator de leito movel para desnitrificacdo, tratando lixiviado de
aterro sanitario com concentracdo de nitrogénio entre 1000 a 1500 mg L-1, em TDH de 45
dias, obtiveram 90% de eficiéncia na etapa da nitrificagdo e os reatores ndo apresentaram

acumulo de nitrito.
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Trennepohl, (2009), operando um sistema piloto de Lodo Ativado, com reator
anoxico/aeroébio em série, realizando nitrificagdo de lixiviado de residuos solidos, obteve
remocao de nitrogénio amoniacal de 99,8%, porém com controle automatico do pH, o que
ajudou a nitrificacdo a ser mais estavel.

Pode-se observar que os resultados da eficiéncia de remo¢ao de N-amoniacal dessa
pesquisa apresentam valores proximos aos da literatura consultada. E evidente que as
diferentes condicdes expostas devem ser levadas em consideracdo. Entretanto pode-se
observar que a eficiéncia de remog¢do de N-amoniacal obtida foi satisfatoria em relacao aos
estudos relatados, que trataram de lixiviado ou outras aguas residuarias com elevada
concentracdo de N-amoniacal.

YE, et al. (2008), tratando lixiviado de aterro de residuos s6lidos, com concentragdo
média de N-amoniacal de 565 mg/L, em reator de leito mével com TDH de 72h, observaram
eficiéncia de remocao de 99,9% de N-amoniacal. Este resultado mostra que a biomassa
imobilizada tem 6tima resisténcia a alta carga de N-amoniacal.

Vale ressaltar, que no presente trabalho o sistema ndo apresentava tratamentos
subsequentes ou anteriores, sendo este um fator positivo em relacdo ao desempenho
observado quando comparado aos resultados apresentados por outros autores.

Na Tabela 5.8 pode-se observar o resumo estatistico (média, desvio padrao e valores
maximo ¢ minimo e contagem de amostras) dos resultados obtidos referentes aos valores das

analises de Nitrito e Nitrato durante a Fase I e 1.

Tabela 5.7 Resumo estatistico das analises de nitrito e nitrato realizadas durante as Fases [ e

I
Nitrito (mg N-NO,/L) /Nitrato (mg N-NO3/L)
Fase | Fase Il
Nitrito Nitrato Nitrito Nitrato
Média 1,3 461,8 0,5 407,9
Desvio padrao 152,2 143,2 299,2 106,0
Minimo 0,3 429,2 0,3 221,8
Méximo 1,6 590,7 859,9 566,0
Contagem 23 23 26 26

A variag¢do concentracdo de nitrito e nitrato no efluente ¢ dependente da concentracao
de NKT e N-amoniacal do afluente, do pH e da alcalinidade no reator. Pode-se observar que a
concentragio média de nitrito na Fase I, foi de 1,3 mg N-NO,/L. E possivel observar na

Figura 5.7, que as concentragdes mais altas de nitrito, na Fase I, ocorreram no inicio da
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operacdo do sistema, durante o periodo de adaptacdo da biomassa no reator de leito movel,
quando teve inicio o desenvolvimento do biofilme no material suporte. Vale ressaltar que o
material suporte foi colocado no reator no 1° dia de operagdo juntamente com o inodculo. As
concentragdes de nitrito na Fase I, a partir do 9° dia de operacdo, demonstram que a
nitrificacdo foi efetiva nesse periodo, sem acumulo de nitrito, uma vez que havia remog¢ao de

N-amoniacal e gerag¢do de nitrato.

Figura 5.7 — Variagdo das concentracdes de nitrito do efluente da Fase I e II.
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Na Figura 5.7, observa-se que no inicio da Fase II, as concentragdes de nitrito
permaneceram abaixo de 1 mg N-NO,/L, porém a partir do 116°dia este comegou a aumentar.
Salienta-se que nesse periodo os valores de pH e de alcalinidade do efluente eram de 6,0, e
120mg CaCOs/L respectivamente. Nesse mesmo periodo, houve uma diminuicdo na
porcentagem de remocdo de NKT e N-amoniacal, o que mostra coeréncia nos resultados, e
pode-se concluir que houve redugdo na atividade das nitrificantes, principalmente das
oxidadoras de nitrito, devido as condi¢des ambientais do meio, pH e alcalinidade.

O actimulo de nitrito pode prejudicar o desempenho do reator de leito movel em
termos de remog¢do de nitrogénio amoniacal, pois o &cido nitroso, que depende diretamente do
pH do meio, inibe o processo de nitrificacdo. Em valores de pH basico o nitrito prevalece no

meio enquanto que em pH 4cido o equilibrio ¢ deslocado no sentido de formagdo do acido
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nitroso. Entretanto nota-se que ndo houve redugdo efetiva na eficiéncia de remoc¢do de N-
amoniacal, nesse periodo.

O actimulo de nitrito pode ter sido ocasionado também por outros problemas, como
pelo arraste das bactérias oxidadoras de nitrito devido ao desprendimento natural, ou acidental
do biofilme do material suporte, ocasionado pelas forcas de cisalhamento. .

Nesse periodo, houve uma queda do TDH de 13 para 8 dias, devido as falhas da
bomba de alimentagdo. Isto pode ter provocado o arraste das bactérias oxidadoras de nitrito do
reator, apesar deste ser de crescimento fixo. De acordo com Verstraete e Philips (1998), as
BON possuem menores taxas de crescimento especifico comparadas as bactérias oxidadoras
de amonia, fazendo com que as BOA crescam mais rapido tornando-as dominantes no meio,
com isso, pode haver crescimento excedente de Nitrossomonas, prejudicando o crescimento e
atividade das bactérias oxidadoras de nitrito.

Vale ressaltar, que a concentragdo de oxigénio dissolvido sempre foi mantida acima de
2 mg/L..

Portanto, esse acimulo de nitrito pode ter sido causado pela diminui¢do de pH, que
nesse periodo chegou a 5,4, que, por consequéncia, pode ter reduzido a atividade das bactérias
oxidadoras de nitrito.

Em valores de pH inferior a 6,5 a nitrificacdo praticamente cessa, por falta de amdnia
livre e alta concentragdo de acido nitroso (VILLAVERDE, 2004). Pambrun et al. (2006) e
Suzuki et al. (1974) relatam que as bactérias oxidadoras de amoénia utilizam o NHj3 (N-
amoniacal ndo inonizado) em vez do ion NH; como substrato. Por outro lado, pH elevado,
acima de 8,5, pode causar inibi¢do devido ao excesso de amodnia livre, uma vez que a
concentracdo desta depende da concentragao de N-amoniacal e, principalmente, do pH e da
temperatura do meio.

Almeida (2007) recomenda que o pH oOtimo para nitrificagdo em sistemas com
biofilmes deve estar na faixa de 7,5 a 8,5 e a alcalinidade residual minima deve ser maior que
50 mg/L.

As concentracdes de amonia livre no afluente e efluente, apresentadas na Figura 5.8 e
na Tabela 5.8, foram estimadas a partir da concentracdo de N-amoniacal, pH e temperatura do
afluente e do efluente. As concentracdes de amonia livre, considerando o afluente entrando no
reator, foram maiores que 10 mg NH3/L e, no efluente, menores que 1 mg/L. Considerando-se
que o reator era de mistura completa deve-se admitir que no interior do mesmo as

concentragdes de amonia livre eram da mesma ordem de grandeza das do efluente.



72

O calculo das concentragdes de amodnia livre no meio liquido ¢ importante, para

verificar se estas nao sdo a causa da inibi¢ao da nitrificagdo. Concentragdes de amonia livre, a

partir de 10 mg NH3/L tem inicio a inibicdo da atividade das bactérias oxidadoras de amonia e

a partir de 0,1 mg NH3/L inibem as bactérias oxidadoras de nitrito (HENZE, et al.,1995).

O 4cido nitroso pode inibir as BON, mesmo em baixas concentragdes, como na faixa

entre 0,2 a 2,8 mg/L. A concentragdo deste acido é dependente da concentragdo de nitrito, do

pH e da temperatura. A concentragdo de acido nitroso estimada, durante a Fase I e 11, foi em

média de 0,16 e 1,14. Como observado na Fase II, a concentragdao de acido nitroso encontrada

no efluente pode ter inibido a atividade das bactérias oxidadoras de nitrito, por isso o nitrito

acumulou no sistema.

Tabela 5.8 Concentragdes de amonia livre durante as Fases I e II.

Concentracoes de amonia livre (mg NH3/L)

Fase | Fase Il
Afluente Efluente Afluente Efluente
Média 149,3 0,1 90,4 0,1
Minimo 35,2 0 11,3 0
Maximo 258,1 0,4 174,3 0,7
Contagem 10 10 18 18

Figura 5.8 — Variagdo das concentracdes de Amonia Livre do afluente e do efluente da Fase I
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Silva Filho et al. (2007) observaram a atividade metabdlica das bactérias nitrificantes
em sistema de Lodos Ativados tratando 4guas residudrias domésticas, em diferentes valores
de pH (4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0), e verificaram que em pH abaixo de 5,0 os dois grupos (BOA e
BON) ndo exibem atividade biologica, enquanto que em pH em torno de 8,0, aumentava a
capacidade metabolica.

E importante observar que no caso de dguas residuarias com baixa concentra¢io de N-
amoniacal, mesmo em pH em torno de 8,0, as concentracdes de amonia livre ainda sdo baixas,
porém em lixiviados de aterro sanitario, devido a elevada concentragcdo de nitrogénio, valores
de pH dessa ordem podem resultar em elevadas concentracdes de amonia livre.

A partir do 98°dia (Fase II) de operacdo do reator foi necessaria a adicdo de
bicarbonato no afluente (reservatorio) para a corregdo do pH, que se encontrava proximo &
5,0, atingindo valores em torno de 7,5 no 104°dia da Fase II. Nota-se a partir disso, que as
concentragcdes de N-amoniacal no afluente decresceram. Nota-se que essas oscilagdes do pH
provocaram instabilidade na nitrificacdo, ndo apenas produzindo acimulo de nitrito, mas
também reduzindo a atividade das bactérias oxidadoras de amoOnia, com consequente
decréscimo na eficiéncia de remog¢ao de N-amoniacal.

Com esses resultados ¢ possivel observar que ¢ imprescindivel a manutengdo e
controle do pH na etapa da nitrificagdo, mesmo em sistema de crescimento fixo como o reator
de leito mével. Ainda que o substrato utilizado nesse trabalho, tenha pH e alcalinidade
elevados, a queda de pH ¢ inevitdvel, pois ¢ inerente ao processo de nitrificagdo. Para
contornar esse problema, era adicionado bicarbonato de sddio no reservatorio com o afluente

sempre que a alcalinidade no efluente atingia valores inferiores a 300 CaCO;L ™.
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Figura 5.9 — Variacdo das concentracdes de nitrato do efluente da Fase I e II.
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O balango de nitrogénio do afluente e efluente do reator foi realizado levando-se
em consideracdo a concentragdo desse elemento sob a forma de NKT do afluente ¢ do
efluente e de nitrito e nitrato no efluente. Teoricamente, todo nitrogénio sob a forma de N-
amoniacal e¢ sob a forma de nitrito, deve ser oxidado a nitrato. Entretanto € dificil esta
estequiometria ser perfeita, mesmo porque o nitrogénio pode ser encontrado na forma de
outros compostos nitrogenados que nao foram quantificados, como por exemplo, os
intermedidrios do processo de nitrificagao, além do nitrogénio utilizado na sintese celular.

Pode-se observar pela Figura 5.10 (A), que a concentracdo de nitrogénio no
afluente (considerando o NKT) foi em média de 916 mg N.L" enquanto a concentracdo de
nitrogénio total no efluente (NKTen + Noxid do efluente) f01 em média de 785 mg N.L"'. Na Fase II
como mostra a Figura 5.10 (B), a concentracdo de nitrogénio no afluente (como NKT) foi em
média de 922 mg.L'l, e a concentragdo de NKT .4 mais Nyidado do efluente foi de 649 mg.L'l.
Observa-se com esses resultados que 14,3% e 29,6% do nitrogénio afluente ndo foi
quantificado no efluente sob a forma de NKT ou de Noxidado-

No caso de microrganismos heterotroficos, em condicdes adequadas de
crescimento, parte do nitrogénio removido estd relacionada a sintese celular dos
microrganismos heterotréficos em condi¢des adequadas, embora em pequenas quantidades,

cerca de 30% ou até menos (BASSIN, J.P., 2008).
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Vale ressaltar, que a perda de nitrogénio sob a forma de amonia, por stripping
neste estudo pode ser considerada desprezivel, ja que o pH do efluente ndo ultrapassou o valor
de 8 e a area superficial de contato do reator com a atmosfera era pequena em relagdo ao seu
volume.

Uma hipdtese para a remocdo de nitrogénio seria a ocorréncia da nitrificagdo e
desnitrificacdo simultdnea no interior do biofilme, ainda que incipiente. Neste caso os dois
processos nitrificagdo e desnitrificagdo podem ter ocorrido no mesmo reator e sob as mesmas
condicdes de operagdo global, o que pode oferecer vantagens significantes sobre os sistemas
convencionais cujos processos ocorrem separadamente. A explicagdo para o fendmeno da
nitrificacdo e desnitrificagdo simultdnea pode ser dividida em duas categorias: uma de
natureza fisica e outra bioldgica. A de natureza fisica € a explicagdo convencional de que esse
fendmeno ocorre como consequéncia dos gradientes de concentracao de oxigénio dissolvido,
dentro dos flocos ou biofilmes, causados pelas limitagdes difusionais de oxigénio (MUNCH

etal., 1996).
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Figura 5.10 — Balango de nitrogénio no reator de leito movel durante a Fase I (A) e I (B).
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Na Tabela 5.9 ¢ apresentado o resumo estatistico (média, desvio padrao, coeficiente de
variagdo e valores maximo e minimo e contagem das amostras) dos resultados obtidos
referentes aos valores das andlises dos solidos em suspensdo durante a Fase I e II, para o
efluente.

As analises de solidos em suspensao totais, fixos e volateis do afluente foram feitas no
inicio de operacao (Fase I) e constatou-se que o substrato utilizado apresentava 43,3, 25,5,

17,7 mg/L, respectivamente, de SST, SSV e SSF.
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Tabela 5.9. Resumo estatistico das andlises de s6lidos em suspensdo realizadas durante as
Fases I e 11

So6lidos em Suspenséo

Fase | Fase Il
SST SSF SSv SST SSF SSv
M¢édia 50 50 - 121 97 -
Desvio padrao 61 30 80 98 81 21
Minimo 16 15,7 0 30 28 2
Maximo 160 116 1442 305 260 67
Contagem 8 8 3 13 13 13

Na Figura 5.11 verifica-se grande oscilacdo nos valores de solidos no efluente,
principalmente, nota-se alguns valores elevados de SSF. As concentragdes de SSV foram
baixas, porém com algumas oscilagdes que devem ser consequéncia do desprendimento e

perda de biomassa.

Figura 5.11 — Variacao dos s6lidos em suspensdo das amostras coletadas do efluente durante
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

O estudo microbioldgico do sistema de leito movel, tratando lixiviado de aterro
sanitario consistiu em duas etapas: monitoramento das bactérias heterotroficas do meio

liquido e do biofilme, realizadas pela técnica da contagem em placa, e a quantificacdo de
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bactérias autotroficas e heterotroficas que realizam a remog¢do de nitrogénio, pela técnica de
NMP. A quantificagdo das bactérias heterotroficas (método da contagem em placa) se
distinguiu nas duas fases, sendo provenientes do meio liquido (Fase I e II), e das biomédias
(Fase 1I).

A microbiota presente nas amostras utilizadas nas analises foi correlacionada com as
condigdes de operacdo e parametros fisico-quimicos do sistema de leito movel. Para melhor
comparacao dos resultados, as datas de coleta das amostras sdo apresentadas relacionadas ao
tempo de operagdo do sistema nas Fases I e I1.

O monitoramento microbioldogico por microscopia a fresco do meio liquido foi
realizado semanalmente durante a operacdo da Fase 1. Nesse periodo, foram observados
poucos ciliados livres. Dentre os protozoarios encontrados, a maioria foi tecamebas, como
mostra a Figura 5.12. A presenca de ciliados livres e tecamebas ¢ um indicativo de boas
condicdes de operacdo, para os nos sistemas de crescimento em suspensdo como Lodo
Ativado (JENKINS, et al., 1993).

Confrontando as caracteristicas microbiologicas do meio com os resultados das
analises fisico-quimicas durante a Fase I, que apresentou alta eficiéncia de remocdo de
nitrogénio amoniacal (nitrificagdo), pode-se dizer que as condi¢des ambientais e operacionais
do reator de leito mével favoreceram o aparecimento destes microrganismos. Tecamebas
(Protozoa, Amoebozoa, Rhizopoda) do género Arcella sp e Euglypha sp indicam boa
qualidade do efluente em termos de nitrificacio (MADONI, 1993% apud MENDONCA,
2002).

Blazejewski, et al. (2009), operando um reator de leito mdvel com aeragdo
intermitente, tratando esgoto sanitario, observou que os protozodrios e os rotiferos sao muito

mais abundantes no interior do biofilme do que nos flocos em suspensao no reator.

*MADONI, P. DAVOLIL, D. CHIERICI, E. Comparative analysis of the Activated Sludge microfauna in Several
Treatment Works. Water Research, 27(9), p. 1485-1491.
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Figura 5.12. Microscopia a fresco de uma amostra coletada do meio liquido durante o
monitoramento da Fase I (50X). As setas indicam os microrganismos ‘“tecamebas” (Protozoa,
Amoebozoa, Rhizopoda).

Para a quantificacdo dos microrganismos nitrificantes (autotroficos) e desnitrificantes
(heterotroficos) foi realizada a técnica do NMP, como forma de estimar estes grupos de
bactérias. No entanto, a técnica deve ser realizada com cuidado para que ndo se obtenha
resultados subestimados. Estudos usando o método FISH revelam que geralmente as bactérias
oxidadoras de amodnia ocorrem em microcolonias formadas por milhares de células
individuais. Estas colonias ndo podem ser facilmente dispersas, o que pode contribuir para a
subestimagdo das BOA nas contagens utilizando o método NMP (BELSER et al. 1982).

O método NMP, apresenta duas vantagens, a primeira ¢ ser um método em que se
pode estimar a quantidade de bactérias presentes numa amostra, ¢ a segunda, as bactérias

podem ser isoladas a partir dos tubos com resultado positivo.

5.2.1 Resultado e Discussdo da Técnica de Contagem em Placa

A Tabela 5.10 mostra a quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC) das
bactérias heterotroficas, durante a Fase I, no meio liquido pela técnica de contagem em placa.
Nas Figuras 5.13 e 5.14 sdo apresentados exemplos de placas obtidas ao longo do trabalho.
Pode-se observar que no inicio de operacdo at¢ o 31°dia houve aumento de bactérias
heterotroficas, indicando que este grupo foi se adaptando as condigdes presentes no reator.

Observa-se na Figura 5.15 uma diminui¢do de UFC no 56°dia. Na Figura 5.11 nota-se que o
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SSV no efluente aumentou a partir do 56°dia durante a Fase I. Supde-se que as bactérias
heterotréficas podem ter sido arrastadas do reator.
Vale ressaltar que em algumas imagens das placas percebe-se a presenca de fungos,

porém estes ndo foram contados durante o0 método de contagem em placa.

Tabela 5.10 Quantidade de Unidades Formadoras de colonias de bactérias heterotroficas
realizadas durante o monitoramento da Fase .

Bactérias heterotroficas — Fase |

Dias Quantidade (UFC/mL)
15°dia 8,1x10"
31°dia 1,9x10"
56°dia 3,10x10"

Figura 5.13. Placas de contagem com amostras diluidas & 10"° do 15°dia e 10~ do 31°dia de

operagao da Fase 1.

Figura 5.14. Placas de contagem com amostras diluidas 2 10° das biomédias e 10 do meio

liquido coletadas no 59°dia de operagdo da Fase II.
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A estimativa de bactérias do 56°dia foi ainda maior do que verificada por MANGILI
et al., (2011) que quantificou 2,4x10° UFC/mL pela mesma técnica (em meio nutriente PCA),
usando amostra de um sistema de lodo ativado, em operacdo a quatro meses, tratando

lixiviado de aterro de residuos solidos.

Figura 5.15 Contagem de bactérias heterotréficas durante a operagdo da Fase I.
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Pode-se observar na Tabela 5.11 os resultados da quantificacio de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) das bactérias heterotroficas durante o monitoramento da
Fase II. Observa-se que houve um aumento significativo do final da Fase I para o inicio da
Fase II. A diminuig¢do ocorrida ao final da Fase I foi possivelmente devido ao desprendimento
do biofilme do suporte. O que pode ter causado um aumento na estimativa de heterotroficas
no meio liquido, verificados no 75° dia. Em seguida, observou-se aumento também na
quantificacdo do material suporte, o que pode ser devido ao crescimento e aderéncia de novas
células de bactérias heterotroficas nos biofilmes, isso pode ser observado nas contagens
seguintes, principalmente nas contagens das UFC das biomédias. No entanto, essa hipotese
nao pode ser comprovada, uma vez que na Fase I ndo foi realizada a quantificagdo das UFC

das bactérias heterotroficas do material suporte.
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Tabela 5.11 Unidades Formadoras de colonias de bactérias heterotroficas realizadas durante o
monitoramento da Fase I1.

Dias de Heterotroficas
operacio Liquido Biomédias
75°dia 1,2x 10" 2,6 x 10°
91°dia 3,7x 10" 1,7x10"
125°dia 1,9x 10" 1,5x10"
153°dia 4,0x10" 3,6x10"

Eduardo (2007), avaliou as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas do
lixiviado no processo de tratamento do Aterro Metropolitano de Gramacho (RJ), e por meio
da técnica de contagem em placa (utilizando meio PCA) constatou que as amostras das lagoas
de aeracdo continham uma variagdo de 2,6x10°a 5,3x10° UFC/mL de bactérias heterotroficas
e 1,2x10%a 5,3x10° UFC/mL de bactérias heterotroficas no lixiviado tratado.

Bassin (2012) operou trés reatores de leito movel, com objetivo de verificar o efeito de
diferentes condi¢cdes operacionais no desenvolvimento de biofilme e na nitrificacdo. No
MBBRI1 (0mg/L de DQO, 90-100 — N-NH4 ¢ TDH de 48h), foi necessario um periodo de dois
meses para estabelecer um biofilme espesso. No MBBR2 (100-200 N-NH4 e TDH de 24h), o
autor adotou uma baixa carga organica (1,93g DQO/m’.dia) resultando em um biofilme
espesso em 1 més. Os dois MBBRs foram operados em regime continuo. No SBBR, em
batelada sequencial (150 — 200 N-NH4 e TDH=48 a 56h), com a mesma carga organica do
MBBR?2, desenvolveu-se um biofilme espesso em cerca de vinte dias.

A ultima coleta, efetuada no 153°dia, apresentou menor numero de UFC comparada
aos anteriores. Nesse periodo houve um acentuado aumento de s6lidos volateis no efluente,

como pode ser observado na Figura 5.11.
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Figura 5.16 Unidades Formadoras de colonias de bactérias heterotroficas realizadas durante o
monitoramento da Fase II.
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Portanto, a estimativa de bactérias heterotroficas encontradas tanto na Fase I como na
Fase II, mostrou que o sistema de leito moével propiciou o crescimento € manutengdo deste
grupo de bactérias, mesmo que o substrato ndo apresente fracdo significativa de compostos
facilmente biodegradaveis.

Bassin, et al., (2012), operando um reator de leito movel com objetivo de analisar os
efeitos de diferentes condi¢des operacionais na distribui¢do de heterotroficas e nitrificantes,
perceberam que, mesmo quando ndo era oferecida fonte de carbono organico, as bactérias
heterotroficas foram dominante. O crescimento destas foi atribuido a liberacdo de produtos

microbianos soltiveis pelas autotroficas.

5.2.2 Resultados das Bactérias Heterotroficas Selecionadas

Foram feitas as contagens das colonias heterotroficas das placas, e em seguida foram
selecionadas colonias que se diferenciavam, levando em consideragao a coloragado e a
estrutura das colonias. A selegdo foi realizada do mesmo modo para todas as coletas das Fases
I e II. Como mostrado no topico 5.2.1, houve trés coletas na Fase I, 15°, 31° e 56°dia de
operacao do reator, enquanto na segunda fase foram feitas quatro coletas, 75°, 91°, 125 ¢
153°dia de operagdo, tanto do meio liquido como do material suporte.

Figura 5.17, as imagens das placas das dilui¢des efetuadas pela técnica de Contagem em
Placa, da primeira (15°dia de operacgdo) e segunda (31°dia) coleta do meio liquido durante a

Fase I.
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Foram selecionadas apenas colonias de bactérias heterotroficas diferenciadas pela
andlise das caracteristicas culturais (colonias), como coloragdo e estrutura. Foi possivel
observar que na primeira coleta, houve pouca diversidade de colonias, praticamente as
mesmas colonias de bactérias foram encontradas nas dez diluicdes (107 a 10™°), como ¢
mostrado na Figura 5.17 (A e B), as diluicdes 10* e 10" (Fig 5.17 — C ¢ D), aonde
apareceram quatro diferentes colonias em ambas as placas. Esse resultado mostra que as

amostras coletadas eram representativas do que podia ser cultivado no reator de leito mével.

Figura 5.17 Placas da técnica de Contagem do 15°dia da Fase L. ¢) diluigdo de 10; d)
dilui¢do de 10, Placas do 31°dia da Fase I. a) dilui¢do de 10®; b) dilui¢do de 107

No 31°dia, segunda coleta do meio liquido, houve o aparecimento de colonias de
bactérias diferentes daquelas da amostra coletada no 15° dia, mais precisamente nas dilui¢des
10° e 10™® como é mostrado na Figura 5.17 (A e B). Enquanto que nas outras diluigdes,
continuou-se a observar colonias semelhantes as da primeira coleta (15° dia). Observando a
Tabela 5.11, nota-se que a segunda coleta apresentou maior numero de bactérias

heterotroficas, com 1,9 x 10" UFC/ml e a primeira, com 8,1){1013 UFC/ml, possivelmente
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devido ao aumento da diversidade das colonias de bactérias no meio liquido e visualizadas
nas placas de contagem ou entdo aumento do crescimento de uma determinada bactéria.

Pode-se observar que no 15° dia, as placas de contagem apresentaram maior nimero
de coldnias de bactérias da coloragdo branca opaca, acontecendo o mesmo com as colonias de
cor laranja, dentre outras coloracdes. Visualmente pode-se considerar que estas placas
apresentaram um numero inferior de colonias amarelas. Ao contrario do que ocorreu nas
placas de contagem do 31°dia, onde foi observado maior nimero de colonias das cores
amarelas seguida das brancas opacas e, entdo, em menor nimero das colonias de coloracao
laranja.

Na Figura 5.18 podem ser observadas o crescimento das diferentes colonias
selecionadas das placas de contagem do 15°dia da Fase I. As diferengas estdo tanto nas

coloragdes como na estrutura dos organismos selecionados.

Figura 5.18 Placas de crescimento de culturas referentes as placas de contagem do 15°dia da
Fase I.

Observa-se na Figura 5.19, que na segunda coleta, do 31° dia, os organismos da
imagem C sdo semelhante aos da Figura 5.18 D. Entretanto o nimero de colonias encontradas
nas placas de contagem da segunda coleta (31° dia) foi superior ao da primeira (15° dia).
Possivelmente, o maior o tempo de operagdo do sistema favoreceu a adaptacdo dos

organismos as caracteristicas hidrodinamica do reator e ao substrato.
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Na segunda coleta, houve o aparecimento de trés agrupamento de bactérias distintas
em relagdo as da primeira, como pode ser observada na Figura 5.19, que apresentam
coloragdes rosa clara, amarela e branca opaco. Na terceira coleta, entretanto, ndo foi

visualizado o aparecimento de colonias diferenciadas das demais coletas.

Figura 5.19 Placas de crescimento de culturas referentes as placas de contagem do 31°dia da
Fase L.

Observando as Figuras 5.18, 5.19 e 5.20, ¢ possivel verificar que os organismos
selecionados sdo semelhantes nas trés coletas da Fase I. O grupamento de organismos de
coloragdo amarelada estd presente nas trés coletas, esse fato também ocorre com as
selecionadas de cor branca opaca (Figura 5.18 — D, Figura 5.19 — C, Figura 5.20 — C). Estes
agrupamentos que apareceram nas trés coletas indicam adaptacgao destas as condigdes do meio

(reator e substrato).

Figura 5.20 Placas de isolamento de culturas referentes as placas de contagem do
56°dia da Fase I.

Observaram-se as morfologias das colonias selecionadas em placa de Petri por

microscopia Optica apos a coloragdo pela técnica de Gram. As placas das colonias de cor
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amarela apresentaram morfologia de bacilos e foram identificadas como Gram-positivas. As
bactérias selecionadas semelhantes que apareceram nas trés coletas, de cor branca opaca mais
espessa (Figura 5.18 — D, Figura 5.19 — C e D; Figura 5.20 — C), apresentaram morfologia de
cocos e foram identificadas como Gram-positivas. Porém na Fase I houve apenas uma placa
com bactérias tanto gram-negativas como positivas, supostamente devido a mistura de
culturas (Figura 5.18 D).

As outras placas restantes, também foram identificadas como Gram-positivas, € sua
maioria, em formato de bacilos (Figura 5.18- A, B, C; Figura 5.20 B) e o restante em cocos

(Figura 5.18- E; Figura 5.20- A, C).

- FASE 11

Observam-se nas Figuras 5.21 a 5.23 as imagens das dilui¢cdes efetuadas pela técnica
de Contagem em placa, da quarta (75°dia de operagdo), sexta (125°dia) e sétima (153°dia)
coleta do meio liquido durante a Fase II. Como na primeira fase, foram selecionadas apenas
bactérias heterotroficas “selecionadas” levando em consideragdo as coloracdes. Foi possivel
observar que na quarta coleta, houve pouca diversidade de agrupamentos, como ¢ mostrado na
Figura 5.21, nas diluigdes 10'1, 10'6, 10°. Além disso, nas dilui¢cdes restantes houve o
aparecimento de agrupamentos semelhantes aos encontrados durante a Fase I, porém em
menor nimero, como ¢ o exemplo dos organismos selecionados de coloracdo rosa clara,
mostrados na Figura 5.22.

Da quarta para quinta coleta, houve um aumento do numero dos diferentes
agrupamentos que ja haviam sido visualizadas na primeira coleta da Fase I, como ¢ o caso das
selecionadas de coloragdo branca opaca e as amarelas. Observa-se que as selecionadas de
coloragdo amarela e branco opacas apareceram em todas as diluigdes, desde a quarta até a

ultima coleta, como mostrado nas Figuras 5.21, 5.22 ¢ 5.23.
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Figura 5.21. Placas da técnica de Contagem em placa do 75°dia do meio liquido durante a
Fase II. A) dilui¢do de 10™"; B) dilui¢do de 10, C) diluigdo de 107,

Figura 5.22. Placas da técnica de Contagem em placa do 125°dia do meio liquido durante a
Fase II. A) dilui¢do de 10™"; B) dilui¢do de 107, C) diluicdo de 107,

Figura 5.23. Placas da técnica de Contagem em placa do 153°dia do meio liquido durante a
Fase II. A) dilui¢io de 107°.

Os agrupamentos de bactérias de coloragdo branca opaca e amarelas apareceram
também nas placas de contagem das biomédias no 153°dia, como ¢ mostrado na Figura 5.23 e

5.24, entretanto ¢ observado que a diversidade de bactérias selecionadas retiradas do meio
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liquido ¢ visualmente maior comparado a do material suporte, porém a diversidade de outros
organismos no material suporte ¢ maior.

A biodiversidade de bactérias heterotroficas encontradas aderidas no material
suporte indica que estes grupos estdo sendo desenvolvidos em maior nimero no meio liquido,
e que apresentam maiores velocidades especificas de crescimento, pois segundo Zafarzadeh,
et al. (2010), o biofilme formado nos materiais suportes dependera diretamente dos
microrganismos que estdo se desenvolvendo em suspensdo no meio liquido. Se a taxa de
crescimento de um determinado grupo de bactérias em suspensdo ¢ maior do que a taxa de
crescimento de outro grupo, entdo, estas bactérias serdo preferencialmente aderidas em um
biofilme.

A quantidade de heterotroficas aderidas ao biofilme também ¢ dependente da carga
organica aplicada no reator, pois de acordo Fu, et al., (2010) as relagdes C/N semelhantes
resultam em populagdes bacterianas aderidas nos biofilmes também semelhantes, sendo este
responsavel, em parte, na selecdo e dominancia das comunidades bacterianas em biofilme. A
maioria da biomassa heterotrofica pode ser restringida devido a escassez de recursos de

carbono (baixa relagdo C/N).

Figura 5.24. Placas da técnica de Contagem em placa do 153°dia do meio suporte durante a
Fase II. A) dilui¢do de 107, B) diluicdo de 10, C) diluicdo de 107,

A quarta coleta (75°dia) e a sexta (125°dia) do meio liquido, apresentaram o maior
namero UFC/mL (10") comparadas com as da quinta, 91°dia (10'%), e da sétima, 153°dia
(10').

As coletas do material suporte apresentaram maior nimero de bactérias somente no
125°dia (10"%), pois nas coletas dos demais dias, 75°, 91° e 153° dias, quantificou-se
respectivamente 10%, 10'> ¢ 10" UFC/mL. Nota-se com essas informagdes, que no 125°dia de

operacdo, as amostras apresentaram maior numero de colonias de heterotréficas tanto no meio
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liquido quanto nos materiais suportes, periodo este que se iniciou o acumulo de nitrito no
reator. Esse aumento de bactérias heterotroficas pode competir com a populagdo de bactérias
nitrificantes, no meio liquido e no biofilme do material suporte, dificultando o processo de
nitrificacao.

Observam-se na Figura 5.25 as placas das diferentes agrupamentos de bactérias
encontradas nas diluicdes da contagem em placa retiradas do meio liquido. Houve um
aumento na diversidade de selecionadas.

A partir da sexta coleta (125°dia) houve uma maior variagdo de diversidade de
agrupamento de bactérias, periodo este em que houve o decréscimo do pH no meio liquido,
que consequentemente causou a inibi¢do de bactérias oxidadoras de nitrito, como discutido

anteriormente nos resultados fisico-quimicos.

Figura 5.25 Placas das culturas selecionadas referentes as placas de contagem do meio
liquido do 75°dia da Fase II.

Figura 5.26 Placas de culturas selecionadas referentes as placas de contagem do meio liquido
do 91°dia da Fase II.
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Figura 5.27 Placas de culturas selecionadas referentes as placas de contagem do meio suporte
do 91°dia da Fase II.

Pelo teste de coloracdo de Gram, constatou-se que as bactérias que formam coldnias
de coloragdo branca opaca, visualizadas nas Figuras 5.26 (A) e 5.29 (E), foram identificadas
como Gram-positivas em formato de bacilos.

Na segunda fase houve aparecimento de Gram negativas em formato de bacilos, e as
selecionadas tem coloragdo branca opaca, que podem ser observadas nas Figuras, 5.26 (B),
5.27 (A), 5.28 (F), 5.30 (B). Pode-se entdao observar que houve um aumento na diversidade de
bactérias Gram-negativas em comparagao com a primeira fase, além disso, observou-se que
estas bactérias estavam presentes em todas as coletas da Fase Il tanto no meio liquido como
no meio suporte. Estas bactérias tém caracteristicas semelhantes com as bactérias nitrificantes

(Gram-negativa e em formato de bacilos).
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Figura 5.28 Placas de culturas selecionadas referentes as placas de contagem do meio liquido
do 125°dia da Fase II.

/

Os agrupamentos de bactérias de coloragao amarelada, como pode-se observar nas
Figuras 5.25 (C) e 5.29 (A) dos 75°dia e 125°dia, continuaram a aparecer na Fase II,
entretanto foram identificadas como Gram positivas em formato de bacilos. Porém na coleta
do meio suporte do 91° dia (Figura 5.27 — B) foram identificadas como Gram negativa em
formato em bacilos.

Os agrupamentos de bactérias de coloracdo rosa clara foram identificadas como
Gram positiva com formato em bacilos, e estas foram encontradas nos dias: 75° (meio
liquido); 125° (liquido e material suporte), 153°dia (liquido), como podem ser visualizadas
nas Figuras 5.28 (B), 5.29 (E). Observa-se que estas bactérias selecionadas foram encontradas
em pouca quantidade nas placas de contagem desde a Fase I.

Na Fase II, houve aparecimento de dois agrupamentos de bactérias distintos,
comparadas as observadas na Fase I. Um agrupamento coloragdo rosa clara e identificada
como Gram negativa em formato de bacilos foi encontrada no 75°dia no meio liquido, como
mostra a Figura 5.25 (A) e a segunda, Gram negativa foi encontrada também no meio liquido,
entretanto apresentava formato de cocos e coloracdo branca, como pode ser observada na

Figura 5.28 (E).
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A placa com bactéria de coloragdo laranjada que apareceu na Fase I, foi encontrada
no 125°dia (liquido e meio suporte), e 153°dia (liquido), periodo este que houve acimulo de
nitrito, devido a queda de pH no meio liquido. Esta foi identificada como Gram positiva em

formado de bacilos, sendo observada nas Figuras 5.28 (A), 5.29 (C), 5.30 (A).

Figura 5.29 Placas de isolamento de culturas referentes as placas de contagem do meio
suporte do 125°dia da Fase II.
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Figura 5.30 Placas de culturas selecionadas referentes as placas de contagem do meio liquido
do 153°dia da Fase II.

A partir dessas informagdes coletadas durante a Fase I e II, pode-se observar que
houve maior diversidade de colonias de bactérias heterotroficas e maior estimativa destas na
Fase II (tanto no material suporte como no liquido). Durante a Fase II foi feita a recirculagao
do efluente nitrificado para a entrada do reator, além disso nesse periodo ocorreu acimulo de

nitrito no reator.

5.2.3 Resultados e Discussao da Técnica da NMP

Foi realizada a quantificagdo dos microrganismos nitrificantes e desnitrificantes pela
técnica do NMP no inicio e final da Fase I. A Tabela 5.12 mostra o resultado da quantificagado
das bactérias encontradas na primeira e segunda andlise de NMP. Nota-se que os resultados
das quantifica¢des das bactérias oxidadoras de amonia e das desnitrificantes para a coleta do

5° dia ndo foram incluidos.

Tabela 5.12. Numero mais provavel de bactérias nitrificantes (BOA e BON) e desnitrificantes
no inicio (5°dia) e 38°dia de operagdo, coleta do meio liquido durante o monitoramento da
Fase I.

NMP - FASE I (NMP/100mL)

BOA BON DESNITRIFICANTES
50 * 2,7x10° *
38° 1,3x10° 1,4X10’ 1,3x10'"

Na Fase I, a quantificacdo das bactérias oxidadoras de nitrito foi maior no 38°dia, o

que pode ser devido as condigdes ambientais e operacionais do reator que foram favoraveis
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para o desenvolvimento das BON. No periodo em que foi feito o NMP, o pH do meio liquido
estava na faixa de 6,0, com eficiéncia de 90% de remocao de nitrogénio amoniacal, como
pode ser observado na Figura 5.7. Estes resultados comprovam que o aumento das bactérias
oxidadoras de nitrito no meio liquido do reator foi devido a oxidagao das altas concentracdes
de nitrito presentes no meio.

Com o decréscimo das concentragdes de nitrito (a partir do 10° dia da Fase I) e,
consequentemente, aumento das concentragdes de nitrato, Figura 5.8, verificou-se também o
aumento do NMP de bactérias oxidadoras de nitrito (10° a 10”), conforme mostrado na Figura
5.31, resultados que podem confirmar a elevada atividade das oxidadoras de nitrito. No
processo de nitrificagdo, em torno de 80% da energia obtida da oxidacdo dos compostos
inorganicos € usada na fixacdo do CO,, e para cada atomo de carbono fixado sdo necessarios
35 moles de N-amoniacal ou 100 moles de nitrito (SINHA &ANNACHHATRE, 2007).

Durante o periodo de monitoramento microbiolégico da Fase II, a estimativa de
bactérias nitrificantes e desnitrificantes apresentou variagdes significativas conforme pode ser

observado na Tabela 5.13.

Figura 5.31 Numero mais provavel de bactérias nitrificantes e desnitrificantes realizados no
inicio e fim de operacao da Fase I.
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Tabela 5.13. Numero mais provavel de bactérias nitrificantes (BOA e BON) e desnitrificantes
no inicio (74°dia), meio (125°dia) e final (153°dia) de operacao, realizados durante o
monitoramento da Fase II.

NMP - FASE II
Dias de BOA BON DESNITRIFICANTES
operacio Liquido  Biomédias Liquido Biomédias Liquido Biomédias
74°dia 3,2x10° 4,4x10"  1,8x107  7,2X10°  1,7x10" 6,6x10’
125°dia 1,6x10® 1,5x10°  3,1x10° 36x10' 9,2x10" 2,2 x10"
153°dia 2,4x10’ 5,6x10° * 1,0x10° * 4,2x10"

Observa-se na Tabela 5.13 que as estimativas de NMP entre as amostras coletadas do
meio liquido e das biomédias tiveram variagdes durante o monitoramento da Fase II. A maior
estimativa de BOA nas biomédias foi no 74° e 153°dia. No caso das estimativas das BON
observou-se maior nimero no meio liquido em relagdo a quantificacio no meio suporte,
obtendo-se valores maiores do que nas biomédias para 74°dia e 125°dia de operacao.

E possivel observar nas Tabelas 5.12 e 5,13, que no NMP do meio liquido, realizado
nos 38°dias, Fase I, e no 74°dia, Fase II, a estimativa de BOA, BON e desnitrificantes
permaneceram praticamente no mesmo valor. Observa-se que durante esse periodo ndo houve
mudancas nas condi¢cdes ambientais do sistema monitoradas pelos parametros fisico-
quimicos. E provavel que isso tenha influenciado na manutengdo estavel das bactérias
envolvidas tanto na nitrificagdo como na desnitrificagdo. Na Fase II houve variacdes das
estimativas entre as BOA, de 10°a 10® para as analises de NMP no meio liquido e 10°a 10
para as biomédias.

Observa-se na Figura 5.32, que a estimativa de BOA durante o monitoramento da Fase
II apresentou varia¢des significativas, tendo um valor maximo no 1,6x10® no 59°dia para a
analise do meio liquido e 5,6x10® no 153°dia para as biomédias.

Comparando os resultados estimados das bactérias oxidadoras de amodnia com os
resultados encontrados de SSV do efluente, onde houve aumento de sélidos fixos ¢ totais,
durante a Fase II, como ¢ observado na Figura 5.11, durante os dias 105 a 117°dia, e
novamente entre os dias 133° a 145°dia. Entretanto as coletas para o NMP foram aos dias em
que os solidos em suspensdo volateis no efluente apresentaram valores baixos, (4,7 mg.L™ no
74°dia, 6,5mg.L" no 125°dia e 33mg.L" no 154°dia). E observado ainda que no 125°dia de
operagdo a estimativa de BOA nas biomédias foi menor (1,5x10%) do que no meio liquido
(1,6x10%) e também ¢ inferior a0 comparado a estimativa realizada nas biomédias antes do

aumento de SSV, no 153°dia (4,4x10"). Este resultado mostra que possivelmente houve
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desprendimento natural e/ou acidental das bactérias durante os periodos em que houve maior
SSV no efluente, entretanto nas analises de NMP, por ter apresentado estimativas elevadas de
microrganismos, supde-se que houve aderéncia de novas células nas biomédias nos dias
conseguintes, e este fato ndo influenciou negativamente a eficiéncia de nitrificacao, observada
da Figura 5.6.

Observa-se ainda, que a estimativa das bactérias oxidadoras de amdnia no 125°dia foi
menor nas biomédias, periodo em que se iniciou um acimulo de nitrito. Portanto, o valor
inferior encontrado no NMP pode indicar deficiéncia na oxidacdo de amoOnia a nitrito. O
acumulo de nitrito durante essa fase foi até o 143°dia, e a terceira coleta foi realizada quando
o reator apresentava alta eficiéncia de oxidagdo do nitrito, cujo valor de nitrato foi de 454,2
mg, portanto houve um aumento do NMP das BOA (nas biomédias e meio liquido) devido a

alta oxidagcdo de amonia a nitrito.

Figura 5. 32 Numero mais provavel de bactérias oxidadoras de amonia realizado no inicio,
meio e fim da operacao da Fase 11
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Observa-se na Tabela 5.13, que o NMP das BON do meio liquido, realizado no 38°dia
da Fase I (107) para o 74°dia da Fase II (10”) permaneceu da mesma ordem de grandeza. Vale
ressaltar que, apesar do inicio da recirculagdo do efluente nitrificado, durante esse periodo nao

houve mudancas significativas nos resultados das andlises fisico-quimicas, portanto
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possivelmente ndo houve mudangas na microbiota do liquido. Como ndo foram feitas
determinagdes de NMP das biomédias na Fase I ndo foi possivel fazer a comparagdo da
evolugdo destas da Fase I para a Fase II.

Observa-se, na Figura 5.7, que a partir do 111°dia, Fase II, teve inicio o aumento das
concentragdes de nitrito, periodo este em que foi realizada a segunda coleta para a
quantificacdo do NMP (125°dia). Ja a terceira coleta (153°dia) foi realizada durante o
periodo que houve a queda de nitrito e estabilizacdo da nitratacdo. Comparando com os
resultados de NMP percebe-se que houve uma diminui¢do acentuada do 74°dia para 125°dia
na estimativa das bactérias oxidadoras de nitrito (10’ para 10") e, de forma oposta, houve um
aumento de BOA (10°para 10%). Esse fato provavelmente foi devido a um desequilibrio entre
as comunidades das oxidadoras de amonia e de nitrito, inclusive provocando o acimulo de
nitrito no reator.

A baixa estimativa das bactérias oxidadoras de nitrito no 125°dia da Fase II pode ter
favorecido o acimulo de nitrito. O aumento gradativo das concentragdes de nitrato observado
no 143°dia de operacdo deve-se possivelmente a adaptagdao destas bactérias ao sistema ou
melhoria nas condi¢cdes ambientais.

Oliveira (2010) observou que, no inicio de operagao de um filtro bioldégico de leito
flutuante de fluxo ascendente e aerador, preenchido com biomédias e alimentado com efluente
de aquicultura, houve aumento da concentracdo de nitrito, devido a uma maior
disponibilidade de substrato (N-amoniacal) ocorrendo um desequilibrio inicial entre as
comunidades de bactérias oxidadoras de amoénia e de nitrito, sendo que o primeiro grupo
tende a crescer mais rapidamente no inicio, € o nitrito torna-se disponivel apos a oxidagao da
amonia e por isso, na partida de sistema de nitrificagdo o nitrito pode se acumular.

Observa-se na Figura 5.33, que a estimativa de BOA foi maior do que das bactérias
oxidadoras de nitrito (BON) no 74° (no material suporte) e 125° dia de operacdo (liquido),
nao podendo-se incluir o NMP do 153°dia por falta de um resultado. Isto é esperado, pois a
reacdo de oxidagdo da amodnia libera mais energia (por mol de amonia) para o crescimento
celular do que a oxidacdo do nitrito (FOCHT E VERSTRAET, 1977 apud MENDONCA,
2002).
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Figura 5.33 Numero mais provavel de bactérias oxidadoras de nitrito realizado no inicio,
meio e fim da operagdo da Fase II
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Observando a eficiéncia de remocao de NKT, que na Fase I e II apresentaram valores
de 81% e 82% respectivamente. Verificou-se que ndo houve nitrificacdo completa, uma vez
que a parcela de NKT residual foi em torno de 200 mg/L. Como Isso indica que houve
limitacdo na etapa de nitrificagdo, pricipalmente, uma vez que 94 e 82% do NKT efluente esta
na forma de N-amoniacal.

Li et al. (2007) observou que a nitrificagdo foi incompleta em TDH pequenos (2 dias)
e baixo OD (0,7 a 1,0 mg.L™") em reator em batelada sequencial. Duas razdes foram sugeridas:
a primeira seria que a maior taxa de producdo de nitrato (5,1 a 4,2 mol. cel. ".h" para
Nitrobacter) em relagio a producdo de nitrito (0,9 a 20,0 mol.cel. *.h™" para Nitrosomonas) e,
a segunda, que o nitrito produzido foi rapidamente reduzido a N, na fase anoxica e por isso
nao houve acimulo desse no referido periodo.

Observou-se neste trabalho, que o NMP das BOA permaneceu superior a estimativa
das BON, na Fase II, resultado que possivelmente esta associada aos coeficientes de produgao
das mesmas.

As BOA apresentam maiores coeficientes de produ¢do que as BON (PAMBRUN et
al., 2006), entretanto tem sido observado em diversos trabalhos usando diferentes técnicas
(NMP, DGGE, T-RFLP, FISH) maior nimero das ultimas em relagdo as primeiras (YE &
ZHANG, 2010; DIONISI et al.,, 2002). Essas discrepancias observadas podem estar

relacionadas a composi¢do do afluente, caracteristicas dos sistemas (hidrodindmica,
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crescimento fixo ou em suspensdo) e aos parametros operacionais (LI et al, 2007, YE &
ZHANG, 2010).

Com base nas taxas de crescimentos das bactérias oxidadoras de amoénia (0,76 dia '1),
de nitrito (0,84 dia ") e heterotroficas (4,8 dia ), FDZ- Polanco et al (2000), concluiu que as
oxidadoras de amdnia tem maior atividade do que as oxidadoras de nitrito, isso em parte
deve-se a inibicao seletiva das BON, causado por excesso de amonia livre, que em seu estudo
apresentou concentragdes maiores que 0,5 mg NH;3-N/g solidos volateis aderidos,
ocasionando a diminui¢do do grupo BON, e assim, favorecendo o acimulo de nitrito. Este
autor utilizou biofiltro aerado biologico (UBAF) visando a nitrificacdo de agua residuaria
sintética em diferentes concentragdes de DQO.

Durante o monitoramento da Fase I e II, houve variacao das concentracdes de amdnia
livre no efluente, porém os valores foram baixos, variando de 0 a 0,7 mgNH3L'].
Considerando que o reator ¢ de mistura completa, as concentracdes de amonia livre do meio
liquido do reator estariam com valores proximos a do efluente, por isso, com base na
literatura, pode-se inferir que as concentracdes de amoénia livre presentes podem ter
provocado reducao da atividade das BON, que como ja observado sdo mais sensiveis as
concentragdes desta.

Observa-se que nas coletas do 74°, 125°, 153° dia o NMP das BOA foram de 106, 108,
107, enquanto que a estimativa na biomédia foi de 107, 10° e 10°, respectivamente. A
estimativa das BON foi maior no meio liquido (107, 10°) do que no material suporte
(10°,10",10°).

De acordo com Ye & Zhang (2008) ¢ Belser et al.(1982), as BON tendem a viver
sintroficamente com as BOA nos flocos ou biofilmes onde o nitrito pode ser obtido
diretamente, enquanto que as BOA preferem viver livremente no meio liquido onde a amdnia
¢ facilmente disponivel, por isso estdo sujeitas a serem “lavadas” do reator biologico.

Kindaichi et al. (2006), também relataram que biofilmes de reatores alimentados
apenas com N-amoniacal e auséncia de carbono organico, a diversidade das bactérias
desnitrificantes, BOA ¢ BON, no biofilme, estdo em fracoes de 50%, 22% e 28%
respectivamente. A menor fragdo encontrada para as BOA pode ser devido a presenca de
betaproteobacteria oxidadoras de amdnia que ndo hibridam com a sonda Nso190 (Técnica
FISH), como por exemplo Nitrosomonas eutropha.

Kraiguer et al. (2012) observaram que Nitrosomonas (BOA) era dominante nos
biofilmes, em reator de leito movel tratando aguas residudrias. Nitrosomonas eutropha foi

dominante em 20% entre outras linhagens de Nitrosomonas. Quan, et al. (2012) também
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observaram a mesma dominancia por Nitrosomonas (BOA), seguida pelas Nitrospira (BON),
em sistemas de Lodos Ativados.

Portanto, tanto a domindncia quanto a distribuicdo de determinados grupos de
bactérias nas camadas do biofilme ¢ dependente das concentracdes de N-amoniacal e carga
organica provenientes do substrato utilizado.

A auséncia de nitrito e as altas concentragdes de nitrato, juntamente com as condi¢cdes
ambientais e operacionais do reator, a partir do 77°dia, provavelmente devem-se a rapida
oxidacdo do nitrito a nitrato, coincidindo com baixo NMP de oxidadoras de amonia e alta
NMP de oxidadoras de nitrito, observados nas Figuras 5.32 e 5.33.

De maneira geral, o crescimento de Nitrobacter, e outras bactérias oxidadoras de
nitrito impedem o acimulo de nitrito, devido as alta eficiéncia na conversdo de nitrito para
nitrato. Porém, dependendo das condi¢des ambientais, como a temperatura e pH, bem como
das caracteristicas da agua residuaria, a velocidade de crescimento da Nitrosomonas (BOA)
pode exceder a velocidade de crescimento das Nitrobacter.

Brites (2008), operando um reator em bateladas sequenciais visando a nitrificagdo de
lixiviado, realizou trés coletas durante o monitoramento, para a estimativa de bactérias
envolvidas no processo de nitrificagdo e desnitrificagdo. Os resultados indicaram maior
namero de BOA em relagdo ao de BON. Na primeira coleta (61°dia) encontrou-se 10° para as
bactérias oxidadoras de aménia, 10' para as oxidadoras de nitrito e 10° para as
desnitrificantes. Na segunda coleta, foi estimado que as BOA e desnitrificantes continuavam
superior as BON. Somente houve mudanga na terceira coleta (118°dia), em que foi notada
uma diminui¢io das BOA (10°) e das desnitrificantes para 10°, ¢ um aumento repentino das
BON para 10°. O autor explica que as condi¢des operacionais ¢ ambientais, (temperatura=
22°C e pH 8,3) influenciaram positivamente o crescimento das nitrificantes (BON).

Shore, et al. (2012) operando trés reatores de leito movel, tratando aguas residuarias
industriais, em diferentes temperaturas, observaram acumulo de nitrito ap6s terem aumentado
a temperatura, e que este fato coincidiu com uma diminuicdo na populacdo de BON,
indicando que o aumento da temperaturas (acima de 22-25°C) é favorece a atividade das BOA
em relagdo as BON.

A diminui¢do da populagdo de bom, no presente trabalho, ndo resultou em déficit no
desempenho na eficiéncia da nitrificagdo, pois ainda que tenha ocorrido acimulo de nitrito
houve a oxidacdo do N-amoniacal para este. Entretanto neste estudo o acimulo de nitrito ndo
deve estar relacionado a temperatura, uma vez que durante as duas fases esta foi controlada

em 25+2°C.
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Portanto a queda do pH, chegando a 5,4 no 45°dia da Fase II, pode ter sido a principal
causa do acimulo de nitrito. Essa queda de pH deve ter reduzido a atividade das bactérias
oxidadoras de nitrito.

Pode-se observar ainda, Figura 5.31, que a Fase I apresentou uma estimativa de
1,3x10"" NMP/100mL de bactérias desnitrificantes. Este valor ¢ superior ao encontrado em
Mangili, et al., (2011), cuja estimativa das desnitrificantes variou entre 7,8x10° a 2,8x10°
para amostra de lodo ativado tratando lixiviado de aterro na fase metanogénica.

Comparando a estimativa das bactérias desnitrificantes da Fase I (10'") com as da Fase
IT (10'") percebe-se que no meio liquido houve a permanéncia dos mesmos valores, como

observado na Figura 5.34. Esse fato foi semelhante ao ocorrido com as bactérias nitrificantes.

Figura 5.34 Numero mais provavel de bactérias desnitrificantes realizado no inicio, meio e
fim da operagdo da Fase II.
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Pode-se observar que o niumero mais provavel de desnitrificantes foi maior que para as
bactérias oxidadoras de amoOnia e nitrito. Percebe-se que a estimativa de bactérias
desnitrificantes nas biomédias no 74°dia foi menor (10”) do que nas demais coletas (125° e
153°dia), além disso, nessa coleta as desnitrificantes no meio liquido (10').

Na segunda coleta, o NMP das desnitrificantes no material suporte, aumentou (10'")
permanecendo da mesma ordem de grandeza na terceira coleta (153°dia).

E possivel observar, que neste trabalho, ndo foi incluido o processo de desnitrificacao,
pois o processo empregado era aerobio. O NMP de desnitrificantes encontrado nas duas fases

foram superiores ao encontrado em Etchebehere, et al. (2002) que obteve NMP da ordem de
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2,4 x 107 de bactérias desnitrificantes por mL, operando um reator anoxico alimentado com
lixiviado, mas essa estimativa somente foi alcangada ap6s a adicdo de etanol, para promover a
desnitrificacdo.

Brites, (2008) operando reator em bateladas sequenciais, em escala de bancada com
aproximadamente 2 litros, tratando lixiviado de aterro novo visando a nitrificagdo, encontrou
maior densidade de bactérias oxidadoras de amdnia.

Apesar das caracteristicas do lixiviado utilizado apresentar baixa concentracdo de
matéria organica de facil biodegradagdo, relagio DBO/DQO menor que 0,1 conforme
Maringonda (2008),. Apesar dos baixos valores médios de DBO no afluente, que foram, nas
Fases I e II, respectivamente de 141 e 119 mg O,/L, por isso a relagio DBO/NKT foi que 0,2
nas duas fases, os valores de NMP de bactérias desnitrificantes nas duas fases foram altos.

A fracdo de bactérias nitrificantes decresce a medida que a relacdio C/N cresce,
fazendo com que aumente o desenvolvimento das bactérias heterotroficas que competem com
as autotroficas por oxigénio e nutrientes, uma vez que tem velocidade de crescimento bem
maior.

Hirooka et al. (2009), por meio de analises de PCR-DGGE de amostras de NMP, apods
incubacao por 40 dias, em meio seletivo para bactérias oxidadoras de N-amoniacal, constatou
a presenca predominantemente de bactérias heterotroficas, indicando que as bactérias
oxidadoras de nitrogénio poderiam ter sido usadas como fonte de carbono pelas bactérias
heterotroficas. Estudos tém apontado baixas porcentagens de organismos nitrificantes em
relacdo a biomassa heterotréfica, mesmo em sistema (tratando aguas residudrias) com baixas
concentragdes de carbono e com nitrificagdo eficiente (DIONISI et al., 2002; LI et al., 2007)

No processo de desnitrificacdo, cada 6xido de nitrogénio ¢ catalizado por uma enzima
especifica, como oOxido de nitrogénio redutase (nitrito redutase, nitrato redutase e oxido
nitroso redutase, entre outros). Na fase da redugdo as formas oxidadas do nitrogénio sdo
usadas na respiragdo, como receptores de elétrons. As desnitrificantes utilizam o nitrito € o
nitrato presentes, para realizar o processo. Estas bactérias possuem maior taxa de crescimento
especifico comparadas as nitrificantes. Isto pode explicar o motivo das bactérias
desnitrificantes apresentarem-se em niimero superior aos das bactérias nitrificantes, resultado
observado durante as Fases I e II. Além disso, a alta densidade de bactérias desnitrificantes
encontrada nas analises de NMP das biomédias pode ser devido ao ambiente

anaerobio/anoxico formado dentro do biofilme, onde pode ocorrer a desnitrificagdo.
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Dessa forma, substratos que apresentam altas concentracdes de matéria organica
biodegradavel, influenciardo o desenvolvimento de culturas mistas de bactérias nitrificantes e

heterotroficas (muitas delas desnitrificantes).

5.4 RESULTADOS DA QUANTIFICACAO DA BIOMASSA E MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

Para a quantificagdo da biomassa aderida ao material suporte, foi preciso abrir o reator
e retirar amostras os mesmo do interior do reato, portanto isto foi realizado somente ao final
da operacao do sistema.

A quantificagdo da biomassa foi realizada em dois ensaios, no 262° e 276° dia,
utilizando diferentes metodologias, com objetivo de avaliar o melhor método para o
desprendimento da biomassa.

Foi realizada a caracterizagdo do afluente e do efluente no inicio da quantificacdo da
biomassa. O efluente do reator apresentava as seguintes condi¢des: pH: 6,4; Alcalinidade: 365
mgCaCOs/L; Remocao de N-amoniacal: 71%; Remocao de NKT: 62%; Remocgdo de
DQOAilt.:6%; nitrito ~ 800mg N-NO,/L; nitrato: 7mg N-NO3/L. Os s6lidos em suspensdo
total, fixos e volateis do efluente foram em média de 73, 49 e 24 mg/L respectivamente.

O primeiro ensaio foi realizado utilizando a metodologia adaptada de Abreu (2008),
que se baseou na agitacdo das amostras de material suporte (5 unidades) com agua destilada e
micro pérolas de vidro por vinte minutos. Apos o desprendimento da biomassa, seguiu-se o
método de determinagao de solidos em suspensao.

Com este método, constatou-se que os solidos em suspensao totais aderidos foram de
1,3 mg por material suporte ¢ Img solidos volateis por material suporte. Com estes resultados
estimou-se a concentracao de soélidos em suspensao totais no reator, apenas a parcela aderida
ao material suporte, como 164 mg SSV/L, sendo que destes 126 mg/L eram solidos
suspensao volateis aderidos.

Abreu (2008), operando um reator anaerdbio-aerobio de leito fixo, tratando esgoto
sanitario, com TDH de 12 horas, observou que 0,73mg STV/g de espuma de poliuretano, e
3,35g STV/L do reator.

Agra (2009), tratando esgoto sanitario utilizando bucha vegetal (3g) como enchimento
de um reator de leito movel, quantificou a biomassa aderida em torno de 0,26 g SSV por
area/material suporte ( 4rea superficial: 850 a 1000m”.m™)

Como constatou-se que a concentra¢do de solidos aderida ao material suporte, para

verificar se o material aderido havia sido totalmente extraido, foi feita a pesagem dos
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suportes amostrados apds a extragdo dos biofilmes (Pmédio: 0,334 g), para a comparacdo com
o peso inicial (Pmédio=: 0,327 g). Com base nos resultados obtidos acredita-se que o método
utilizado ndo removeu totalmente o biofilme do material suporte, por isso um segundo ensaio
foi feito, utilizando ultrasson para despreendimento do biofilme do suporte.

O segundo ensaio foi realizado no 276°dia de operagdo ¢ as condi¢cdes do reator
estavam proximas a do primeiro ensaio, apresentando ainda acumulo de nitrito,
aproximadamente de 600mg N-NO,/L.

Para o desprendimento da biomassa aderida, os materiais suportes foram deixados por
vinte minutos em um equipamento de ultrasson, e entdo seguiu-se 0 método de determinagao
de solidos em suspensdo. Neste ensaio foi obtido 1,28mg de solidos em suspensao total por
unidade de material suporte e 1,22 mg para os sélidos em suspensdo. A concentragdo de
solidos em suspensdo totais e volateis aderidos estimado no reator (410 material suporte), foi
de 156 e 148 mg/L, respectivamente.

Foi feita a pesagem dos suportes apos o desprendimento, que resultou e um Pmédio
(5):0,332g, valor um pouco acima da média do material suporte antes de ser utilizado.

Segundo Araujo (1995), a aderéncia dos microrganismos no material suporte pode ser
reversivel ou irreversivel. Depois que a bactéria se adere de forma irreversivel, somente
podera ser removida pela acdo de forgas muito fortes de cisalhamento.

Uma maior concentracdo de biomassa pode possibilitar melhores eficiéncias nos
tratamentos de aguas residuarias em reatores de leito movel, pois com a imobilizagcdo dos
microrganismos nitrificantes, o reator pode ser operado em menor tempo de retengdo celular.
Entretanto, o aumento excessivo na espessura do biofilme pode fazer com que ocorra mais
rapidamente o desprendimento natural, e por isso prejudica a manutencao da biomassa no
interior do reator (ROSTRON et al., 2001).

Ao final do experimento foram realizadas fotografias do material suporte em
estereomicroscopio € microscopia eletronica de varredura para avaliar as condigdes do
biofilme aderido no material suporte utilizado no reator de leito mével. As micrografias foram
realizadas no dia que os materiais suporte foram retirados do reator para a quantificagao da
biomassa (276°dia de operacao).

Pode-se observar na Figura 5.35 que a espessura do biofilme no material suporte ¢
consideravelmente pequena. Apos a lavagem do material suporte, realizado durante o método
de quantificacdo da biomassa, observou-se que ainda restavam s6lidos aderidos no material

(Figura 5.35 D).
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Figura 5.35 Fotografias realizadas utilizando estereomicroscopio. A) Material suporte
(objetiva 1,0X); B) Corte do material suporte (objetiva 1,5 x); C) interior do suporte antes da
lavagem (objetiva 2,5x); D) Interior do suporte depois da lavagem (objetiva 1,5x).

As Figuras 5.36 e 5.37 mostram as micrografias realizadas por microscopia eletronica
de varredura na superficie externa e interna do material suporte. A Figura 5.36 (A) indica a
localizagdo dos biofilmes na superficie externa. Nota-se que a maior parte do biofilme esta
localizada nas rugosidades da superficie externa do material plastico, entretanto ainda ha
presenca de bactérias em superficies mais lisas, como mostra a Figura 5.36 (B), porém estas
apresentam poucas substincias poliméricas extracelulares para fixacdo, supondo que sua
aderéncia ainda ¢ recente, ou que ja tenha ocorrido desprendimento. Nos sistemas de biofilme
pouco ou nenhum biofilme cresce aderido a parte externa dos suportes, devido as forgas de
cisalhamento, crescendo em partes protegidas no interior (RUSTEN, et al. 2006).

Blazejewski, et al., (2009) operando um reator de leito movel, com aeragdo

intermitente e alimentado com esgoto doméstico, para nitrificagdo e remog¢do de matéria
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organica, observou que o biofilme era mal desenvolvido na superficie externa do material
suporte, ndo cobrindo toda a superficie e com a presenca de colonias separadas, enquanto que
no interior do material suporte foi observado apenas locais colonizados por colonias de
ciliados.

Segundo Rusten et al., (2006), a taxa de nitrificagdo em reator de leito movel, é
somente influenciada por trés fatores, a carga de matéria organica, a concentracdo de N-
amoniacal e a concentragdo de oxigénio dissolvido. A carga orgénica controla a nitrificagdo e
deve ser baixa. E a taxa de nitrificacdo depende da distribuicdo das heterotroficas e
nitrificantes dentro do biofilme e da penetragdo de oxigénio para a camada de nitrificantes.
Segundo Hem, et al., (1994) o processo de desnitrificagdo ¢é insignificante na parte exterior do
material suporte, onde ocorre a mineralizagdo do biofilme

Materiais suporte com superficies de contato irregulares, porosas ou providas de
rugosidades (maior area de contato superficial), potencializam a excre¢ao de polissacarideos
dos microrganismos, propiciando condi¢cdes perfeitas para o estabelecimento do biofilme
(SUTHERLAND, 2001).

A Figura 5.36 (C e D) mostra um detalhe do interior das rugosidades da superficie
externa do material suporte, onde se observa a diversidade de microrganismos no biofilme. Ha

presenca de diferentes morfologias de bactérias, como bacilos, cocos e espirilos.
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Figura 5.36 Fotografias realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura. A) Parte externa
do material suporte; B) Superficie externa do material suporte; C) Rugosidade da superficie
externa do material suporte; D) Bactérias aderidas as rugosidades.
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A Figura 5.37 mostra as imagens realizadas na parte interna do material suporte. E
possivel observar a espessura do biofilme encontrado no interior do material, em que nota-se
um aumento de exopolimeros que favorecem a fixacdo das bactérias. Na parte interna do
material suporte, observaram-se aglomeragdes de biofilmes e regides ndo colonizadas. Além
disso, a colonizagdo dos microrganismos ocorreu proxima aos poros e rugosidades.
Comprovando que os biofilmes sdo formados em regides independentes e ndo sdo uniformes
(BENTHUM et al., 1995).

Pode-se observar a coloniza¢do do biofilme por diferentes bactérias (Fig. 5.37 - C);

bactérias semelhantes a Nitrospira (Fig. 5.37 — D), tecamebas e por outros protozoarios, bem
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como elementos inorganicos, como sodio, avaliados pela microscopia de transmissdo (Fig.
5.37-F).

Tecamebas, como ja citado anteriormente, foram visualizadas desde o inicio da
operacao, caracterizando periodos de bom desempenho da nitrificacdo (EIKELBOOM, 2000).
Entretanto, ndo ¢ observado biofilme com colonizagdo excedente de protozoarios. Segundo
Salvetti et al. (2006b), a intensa densidade de metazoarios, como os rotiferos, provocam um
desprendimento de biofilme e consequentemente uma grande liberagdo de solidos em

suspensao, além da diminui¢ao da taxa de nitrificacao.



Figura 5.37 Fotografias realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura. A) Parte interna
do material suporte; B) Superficie externa do material suporte; C) Rugosidade da superficie
externa do material suporte; D e E) Microrganismos aderidos as rugosidades (Int.) F)
substancia quimica aderida ao biofilme.
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O crescimento e espessura do biofilme ¢ influenciado pelas condi¢des hidrodindmicas
e pelas cargas organicas aplicadas. A presenga de material suporte pode favorecer a
distribuicdo das bactérias que apresentam taxa de crescimento mais acelerado nas camadas
superiores do biofilme (onde a passagem do substrato ¢ maior, ¢ o desprendimento dos
microrganismos ¢ maior) enquanto as bactérias nitrificantes crescem no interior do biofilme,
prevenindo o arraste destas para fora do reator. O biofilme formado por bactérias
heterotroficas pode apresentar uma espessura maior do que os biofilmes compostos por
bactérias autotroficas, devido ao lento crescimento destas (OKABE, et al.1996). Em biofilmes
com grande espessura a concentracdo de OD no meio deve ser alta o suficiente para sobrepor
as limitagoes da difusao deste no biofilme.

Bassin et al., (2012) observando biofilme em micrografias perceberam que a biomassa
nitrificante ¢ significativamente alterada quando a DQO do afluente ¢ reduzido. Em algumas
partes do material suporte houve o desprendimento do biofilme quando a DQO foi reduzida,
com o desprendimento das bactérias heterotroficas, o biofilme remanescente foi enriquecido
pelas nitrificantes, que por consequéncia aumentou a taxa especifica de remoc¢do de N-
amoniacal.

Estudando a dindmica dos microrganismos nos biofilmes, Okabe, et al. (1996),
observaram que a distribuicdo espacial das bactérias heterotroficas e nitrificantes ¢
dependente da razdo C/N, sendo que na auséncia de carbono, os dois grupos podem coexistir
nas camadas externas do biofilme.

A diversidade e a abundancia de bactérias nitrificantes variam significativamente ao
longo das diferentes profundidades do material suporte. Estas variagdes sdo atribuidas as
diversidade de condi¢des ambientais propiciadas pelas diferentes camadas ou profundidades
do biofilme, como também pelas concentracdes decrescentes de amoénia e substratos
organicos, concomitantes as crescentes concentracdes de nitrito e nitrato (MISSAGIA, 2010).

Tendo como referéncia os resultados da quantificacido da biomassa e a analise
microscopica do material suporte, percebe-se visualmente que os microrganismos aderidos
eram consideravelmente escassos, tendo melhor aderéncia nas rugosidades do material
suporte.

Entretanto, uma reducdo na espessura do biofilme ndo significa baixo rendimento da
oxidagdo do N-amoniacal. Elanter, et al., (2007), observando a competi¢do entre bactérias
heterotroficas e autotroficas em biofilme de um reator de leito fixo, sob diferentes condicoes

de carga organica, observaram que a espessura do biofilme decresceu de 330 para 190mm,
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porém isso ndo afetou significativamente as taxas de oxida¢do de amdnia, que permaneceram
, . 2
estaveis em 2,1 g de N/m"d.
Vale ressaltar, que a biomassa aderida pode ter sido influenciada negativamente pelas

condigdes ambientais e operacionais.
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6 CONCLUSOES

O trabalho realizado, empregando reator de leito mével com TDH de 13 dias, para o

tratamento biologico de lixiviado, visando a remocao de nitrogénio, permite concluir que:

e A aplicacdo do reator de leito mével como sistema de tratamento bioldgico para remogao
de nitrogénio de lixiviados ¢ promissor, mesmo quando o afluente possui elevadas
concentragdes de N-amoniacal (~ 890 mg N-NH3/L);

e A manutengdo e o controle do pH, com a adicdo de fonte externa de alcalinidade ¢
essencial para que o sistema apresente desempenho satisfatorio e processo de nitrificacao
se mantenha estavel;

e A eficiéncia de remog¢ao de DQO, TDH de 10 dias, na Fase I foi de 18% e na Fase II de
21%. Seu desempenho quanto a remoc¢ao média de DBO foi de 23% durante a Fase I, e de
9%, na Fase II. O reator de leito movel apresentou pouco desempenho para remogao
média de matéria organica, possivelmente devido as elevadas concentracdes de compostos
recalcitrantes ou lentamente biodegradavel presentes no lixiviado de aterros de residuos
solidos;

e Em termos de NKT, praticamente ndo houve diferenga na eficiéncia de remog¢ao nas duas
fases de operagdo do reator de leito movel, sendo a remog¢dao média de 81 e 82%,
respectivamente nas Fases [ e II. A eficiéncia de remoc¢ao de N-amoniacal na Fase I foi de
80% e na Fase II foram foi de 83%;

e O balango das concentracdes de nitrogé€nio total entrando e saindo do reator, demonstrou
que nas Fases I e II a eficiéncia de remoc¢do de nitrogénio total foi em média de 14 e 29%;

e Na Fase II, foi possivel observar que a reducao do pH, interferiu nas condi¢des de
crescimento ¢ manuten¢ao das bactérias oxidadoras de nitrito, reduzindo a atividade
destas e, consequentemente acumulando nitrito no sistema;

e Observou-se a presenca de ciliados livres e tecamebas, no periodo em que houve alta
eficiéncia de remocao de nitrogénio amoniacal;

e Durante a Fase I, a estimativa de bactérias heterotroficas foi na ordem de 10'°3 10", e na
Fase II foi de 10'°4 10", para o meio liquido, e de 10% 2 10" para as biomédias. Apesar da
baixa concentracdo de matéria organica facilmente biodegradavel, baixa concentragao de
DBO, ocorreu o desenvolvimento destas bactérias tanto no meio liquido como no

biofilme;
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O NMP das bactérias envolvidas na remog¢ao de nitrogénio (oxidacdo e reducdo) indicou
que as condi¢gdes ambientais e operacionais influenciaram positivamente o
desenvolvimento destas. A estimativa de BOA, BON e desnitrificantes no meio liquido
durante as Fases I e II foi da ordem de 10%a 10%, 10°a 10’ e 10" a 10", respectivamente;
Foi observado que o NMP das BON (10°no meio liquido e 10" nas biomédias) foi inferior
as oxidadoras de aménia (10® no meio liquido e 10° nas biomédias) no periodo em que
houve a queda de pH na Fase II, indicando que o pH influenciou negativamente as
atividades destas, e por consequéncia favoreceu o acumulo de nitrito no efluente;

Na quantifica¢do da biomassa do material suporte, os s6lidos em suspensao totais aderidos
foram aproximadamente 1,3 mg SST e 1mg SSV por unidade de material suporte;
Aparentemente a recirculacdo do efluente nitrificado para a entrada do reator ndo

proporcionou em melhor desempenho.
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pH Alcalinidade NKT N-amoniacal amonia livre
DIAS | AF | EF AF EF AF EF AF EF |[N-OXIDADO| AF EF
1 |7,93|8,76| 5362,2|1664,89| 1142,7 1013,8 | 385,41
3 8,27 1000,76 56,79
4 7,61
5 6,82 216,94 251,35 251,35
8 7,05 229,41 276,02 276,02
9 6,8
10 7 166,24
11 7,07 166,24
12 7,06 168,78 280,68 280,68
15 6,84 269,3 363,07 331,41 331,41
18 6,4 144,62 351,89 351,89
21 6,31 138,8 360,74
24 6,25 125,5 326,3 326,3
26 6,17 114,7 236,9 236.,9
27 215,28
—_ 28 |8,44|6,22| 5628,9 | 110,55 1150,8 | 165,2 1316 | 189,09 0,19
E 31 |[8,74|5,77| 6331,3 849,6 | 101,5 951,1 | 245,47 0,04
32
33 | 7,9 6,52]| 5562,4 1005,8
35 6,44 135,5 958,7| 356,7 | 670,8 | 30,7 701,5| 35,17 0,07
38 6,31 78,9 174,6 174,6
40 (8,79 7227,3 8194 258,141 0,49
41 7,49 2543 23,3 23,3
48 |7,66|7,25| 5946,5 226 12,1 12,1 | 35,78 0,15
50 6,44 113
52 6,2 111,4 | 10334 | 2444 | 1164,2 | 1494 1313,6| 199,03 0,16
55 |8,46| 6 6293 101,4 960,3 | 178,7 1139 | 164,18 0,12
56
59 6 107,2 2374 90,8 90,8
60 |8,43 8679,3 844.8 835,9 134,63 | 0,06
62 6,32 127,5 17,7 17,7
63 |8,61 5385,8 705,2 672,1
66 | 8,6 |6,64| 6150 126,5 | 812,3 | 130,3 | 778,3 10,3 788,6 | 174,341 0,03
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Fase I1

S pH Alcalinidade NKT N-amoniacal N-oxidado | Amonia livre
AF | EF AF EF AF EF AF EF AF EF

68 |8,60|6,97(6150,00| 143,00 778,30 174,34 0

69 7,32 200,70 61,70

70

73 | 8,00 7,80 (3855,10| 322,50 | 965,80 | 118,70 | 989,10 | 17,20 1006,3| 64,57]0,72

74 5,97 96,40

75

76 |8,00|5,80(5384,50| 88,90 | 653,90 | 118,70|1075,20| 107,00 1182,2| 70,191 0,05

80 5,62 65,70 165,70 165,7

82 5,64 64,00 202,90 202.,9

84 5,30 64,80 272,30 272.3

87 |7,20|5,32(4716,20| 65,60 | 990,00 1045,40 | 296,50 1341,9| 11,33]0,04

89 5,24 48,20 334,70 334,7

90

91 5,30 59,00 289,00 289

94 |8,40|5,30(4291,80| 56,40 | 891,50 | 162,90| 719,60 | 141,50 861,1| 109,13 0,02

96 5,09 58,18 60,90

98 |7,64|5,04|3798,50| 59,00 916,50 | 77,20 993.7| 24,621 0,01

104 |8,46|7,52|3617,80| 267,60 | 649,60 | 46,50 | 727,00 | 11,60 738,6 | 124,291 0,25

105

108 |8,10| 7,67 |5000,50 | 349,10 53,50 | 956,50 956,5| 77,53 0

111 |8,44|5,40(5003,80 | 61,50 722,40 | 36,30 758,7| 109,56 0,01

112

115 |8,31 4383,80 963,90

116 |8,44|5,40|5003,80| 61,50 722,40 | 36,30

117 7,64 291,80 128,50

119 |8,30|6,50|4030,40 | 139,60 991,50 | 152,20 1143,7| 122,591 0,33

122 | 7,80|4,90|4761,10| 49,90 1033,80 | 77,80 1111,6| 43,45 0

123 |8,10|5,80|4681,30| 91,40 |1028,10 (253,10

125 [8,20|5,40|4267,30| 97,30 1055,70 | 304,80 1360,5| 105,83 0,05

129 |8,20|5,40|4165,20 | 131,30 | 1037,10 | 342,70 | 1066,40 | 299,80 1366,2 | 106,97 | 0,05

131 6,20 162,90 309,10 309,1

133 |9,40] 6,50 | 6901,40 | 211,20 234,10 234,1

136 |8,30|6,00|6962,90 | 214,40 | 887,00 |208,30| 856,90 | 188,50 1045,4 | 105,95 0,13

139 |8,20| 7,40 135,30 135,3

143 | 8,60| 7,40 | 5147,20 | 339,20 199,40 | 549,70 | 30,00 579,7| 123,13 0,51

145

150 |8,23|6,40|3815,90| 133,90 | 920,80 | 152,30 | 734,40 | 19,50 753,9| 73,67 0,03

152 |8,20| 5,00 (3787,20 | 47,10 45,50

154 |8,20|5,30(4651,20| 61,70 838,10 | 73,70 911,8| 84,07 0,01

157 |8,20(6,20[4238,70 | 151,00 | 1011,70 | 177,30 | 957,00 | 74,60 1031,6 96| 0,08
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DIAS

DQO

DBO

AF

EF

AF

EF

ST

SF

SV

Fase I

1291,00

136,80

1481,20

o |0 (U | (W |

1340,00

23,00

50,00

1320,30

1233,30

98,00

116,00

16,00

52,00

1160,00

1073,00

236,70

145,30

56,00

44,00

12,00

1191,00

828,10

24,00

72,00

826,90

103,80

82,20

42,00

53,00

1096,00

1044,80

183,40

152,20

980,70

958,30

23,00

23,00

0,00

45,00

38,50

1007,90

687,50

160,00

15,70

144,20
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Fase II

DIAS

DQO

DBO

EF

EF

ST

SF

SV

68

69

1026,00

70

87,50

70,20

73

932,30

906,30

34,00

29,20

4,70

74

75

76

33,00

28,00

80

1305,00

931,20

35,30

30,00

5,30

82

84

87

1130,20

956,30

60,00

39,00

21,00

89

90

141,30

136,70

91

94

1171,80

948,80

30,00

28,00

2,00

96

98

99,20

97,10

104

1056,20

926,20

224,00

173,00

51,00

105

118,20

108,20

108

305,00

256,00

49,00

111

112

1295,40

863,70

107,00

87,50

115

116

117

1306,20

1010,40

86,00

76,00

21,00

119

89,80

104,10

122

1306,30

984,40

45,00

38,50

6,50

123

125

171,30

216,90

129

1395,80

939,50

81,30

78,80

2,50

133

152,20

152,00

136

1445,30

102,00

80,00

22,00

139

143

1284,70

300,00

260,00

40,00

145

175,70

158,60

150

1046,80

1156,30

99,00

67,00

33,00

154

140,80

123,40

157

1513,80

1130,60

173,00

106,00

67,00

média

1245,37

981,64

119,64

116,61

121,12

97,04

25,00






