Q\

N
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL

JEFFERSON SANTOS DE AMORIM

AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS PROCESSOS METABOLICOS DE GRUPOS
BACTERIANOS EM SISTEMAS DE TRATAMENTO CONJUGADO DE RESIDUOS
LIQUIDOS

CAMPINA GRANDE - PB
2021



JEFFERSON SANTOS DE AMORIM

AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS PROCESSOS METABOLICOS DE GRUPOS
BACTERIANOS EM SISTEMAS DE TRATAMENTO CONJUGADO DE RESIDUOS
LIQUIDOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagéo
em Ciéncia e Tecnologia Ambiental (PPGCTA), da
Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, em
cumprimento aos requisitos necessarios para obtengdo do

titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia Ambiental.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Valderi Duarte Leite

CAMPINA GRANDE - PB
2021



E expressamente proibide a comercializag8o deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua reprodugdo total ou parcial € permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reprodugio figure a identificagdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

ASZ4a  Amorim, Jefferson Santos de.
Avaliagdo do desempenho dos processos metabdlicos de
grupos bacterianos em Sistemas de tratamento conjugado de
%szlﬂuns liquides [manuscrito] f Jefferson Santos de Amorim. -

&6 p. il colorido.

Digitado.

Dissertaggo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Cigncias e Tecnologia , 2021.

"Orientagdo : Prof. Dr. Valder Duarte Leite | Coordenaco
do Curso de Engenharia Sanitaria e Ambiental - CCT."

1. Bactérias nitrificantes. 2. Lixiviado de atemro sanitario. 3.
Esgoto domésfico. 4. Tratamento conjugado. 1. Titulo

21.ed. CDD 628.3

Elaborada por Giulianne M. Pereira - CRB - 15/714 BC/UEPB




JEFFERSON SANTOS DE AMORIM

AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS PROCESSOS METABOLICOS DE
GRUPOS BACTERIANOS EM SISTEMAS DE TRATAMENTO CONJUGADO DE
RESIDUOS LIQUIDOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental da Universidade Estadual da
Paraiba - UEPB, em cumprimento aos
requisitos necessarios para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental.

Aprovada em: 13/02/2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. ValderiDuarte Leite (Orientador)
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

ad Lk

Prof. Dr. André Luiz Queiroga Reis
Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

“ 4 /, /2

Profa. Dra. Beatriz Susana O. de Ceballos
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

WM

Profa. Dra. Aline Carolina da Silva
Centro Universitdrio do Planalto Central Apparecido dos Santos (UNICEPAC)




AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado forcas nos momentos mais dificeis.

A minha m&e Neide, pelo amor incondicional, confianca e por ter me apoiado em todos 0s
momentos.

Aos meus filhos Kaio e Kaleb, pela compreensdo por minha auséncia nas reunifes
familiares.

A minha esposa Suénia, pela paciéncia, pelo amor e por sempre me apoiar em todos
momentos.

Ao meu orientador Professor Valderi Duarte Leite, pela paciéncia, pelos ensinamentos e
oportunidade.

Ao professor Madson Tavares, pelos ensinamentos e incentivo.

A todos professores do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental
(PPGCTA), que contribuiram ao longo desse periodo com minha formagéo.

A Gabrielly e a Professora Catarina por toda colaboracdo na realizacao desse trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES), pelo

apoio financeiro.



RESUMO

A biodecomposicao de residuos solidos em lixdes a céu aberto ou em aterros sanitarios, produz
o lixiviado, residuo liquido altamente poluidor. Devido a elevada concentracdo de nitrogénio
amoniacal presente no lixiviado de aterro sanitario, o tratamento conjugado deste efluente com
esgoto doméstico, se apresenta como alternativa tecnoldgica eficiente para obtencdo de um
efluente passivo de tratamento bioldgico. Nesse contexto, utilizam-se processos bioldgicos para
a remocdo de compostos nitrogenados presentes em efluentes de origem antrdpica, que se
lancados no ambiente ocasionam a eutrofizagdo das 4guas naturais, o que dificulta seu uso para
consumo humano. O tratamento bioldgico do conjugado do lixiviado com esgoto doméstico,
pode ser realizado em reatores em série onde se favorecem as condi¢cdes necessarias para a
ocorréncia das etapas naturais do ciclo do nitrogénio de amonificacdo, nitrificacdo (em duas
etapas: nitritacdo e nitratacdo) e desnitrificacdo. O presente trabalho teve como objetivo realizar
a caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos grupos bacterianos responsaveis pelo processo
de oxidacdo (nitrificacdo) e reducédo (desnitrificacdo), aplicando-se a técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) em um sistema experimental constituido por um reator UASB seguido de um
Filtro Biologico Percolador (FBP) e um Reator Anoxico. Os reatores foram instalados e
monitorados de forma sequenciada ao longo do processo de tratamento do conjugado do
lixiviado de aterro sanitario com o esgoto domestico. A eficiéncia da etapa de amonificacdo no
reator UASB avaliada durante a transformacao do nitrogénio organico a inorganico foi de 6,4%,
0 que representou um acréscimo de 9,8 mg/L de nitrogénio amoniacal no efluente do reator. O
Numero Mais Provavel (NMP) das bactérias nitrificantes foi estimado nas amostras coletadas
no efluente do FBP. O NMP das bactérias oxidantes de aménia (BOA) variou de 0,8x10? a
1,4x10° NMP/100ml. J4 o NMP das Oxidantes de nitrito (BON), variou de 0,8x10%a 2,2x10*
NMP/100ml. As bactérias desnitrificantes, foram quantificadas nas amostras coletadas no
efluente do reator andxico. O NMP das bactérias desnitrificantes variou de 7,0x10° a 2,6x10*
NMP/100ml. A eficiéncia de remocdo bioldgica de nitrogénio no FBP, apresentou eficiéncia
média de 16,42%, gerando um efluente com concentragdo média de 136,4 mg N-NH4*.L* no
FBP. Os resultados obtidos durante 0 monitoramento do sistema experimental, comprovaram
sua capacidade de realizar os processos globais de transformacao do nitrogénio. Porém, destaca-
se a necessidade do controle rigoroso dos pardmetros operacionais, para atingir maiores

eficiéncias de remocao do nitrogénio em sistemas de tratamento.

Palavras chave: Bacteérias nitrificantes e desnitrificantes. Lixiviado de aterro sanitario. Esgoto

domeéstico. Tratamento conjugado.



ABSTRACT

The biodecomposition of solid waste in open dumps or in landfills, produces leachate, a highly
polluting liquid residue. Due to the high concentration of ammoniacal nitrogen present in the
landfill leachate, the combined treatment of this effluent with domestic sewage, presents itself
as an efficient technological alternative to obtain a passive biological treatment effluent. In this
context, biological processes are used to remove nitrogenous compounds present in effluents
of anthropic origin, which, if released into the environment, cause the eutrophication of natural
waters, which hinders their use for human consumption. The biological treatment of the
leachate conjugate with domestic sewage can be carried out in series reactors where the
necessary conditions for the occurrence of the natural stages of the nitrogen cycle of
ammonification, nitrification (in two stages: nitritation and nitration) and denitrification. The
present work aimed to carry out the qualitative and quantitative characterization of the bacterial
groups responsible for the oxidation (nitrification) and reduction (denitrification) process,
applying the Most Probable Number (MPN) technique in an experimental system consisting of
a UASB reactor followed by a Percolating Biological Filter (PBF) and an anoxic reactor. The
reactors were installed and monitored sequentially throughout the process of treating the
conjugate of the landfill leachate with domestic sewage. The efficiency of the ammonification
step in the UASB reactor evaluated during the transformation from organic to inorganic
nitrogen was 6.4%, which represents an increase of 9.8 mg/L of ammoniacal nitrogen in the
effluent of the reactor. The Most Probable Number (MPN) of the nitrifying bacteria was
estimated in those collected in the FBP effluent. The MPN of ammonia oxidizing bacteria
(AOB) varied from 0,8x10%a 1,4x10° MPN/100ml. The MPN of nitrite oxidizers (NOB), varied
from 0,8x10%a 2,2x10* MPN/100ml. The denitrifying bacteria were quantified in the samples
collected in the effluent of the anoxic reactor. The MPN of denitrifying bacteria varied from
7,0x10% a 2,6x10* MPN/100ml. he efficiency of biological nitrogen removal in the FBP showed
an average efficiency of 16.42%, generating an effluent with an average concentration of 136.4
mg N-NHs*.L™? in the FBP. The results obtained during the monitoring of the experimental
system, proved its capacity to carry out the global processes of transformation of nitrogen.
However, the need for strict control of operational parameters is highlighted, in order to achieve

greater nitrogen removal efficiencies in treatment systems.

Keywords: Nitrifying and denitrifying bacteria. Landfill leachate. Domestic sewage.

Conjugated treatment.
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1 INTRODUCAO

A crescente producdo de residuos sélidos observada desde o periodo pos
revolucdo industrial, configura-se como um dos principais fatores que ocasionam a
degradacdo dos recursos naturais. Todo processo de producdo e de consumo, gera
residuos que exemplificam as atividades com potencial para provocar mudangas fisicas,

quimicas e biolégicas no ambiente e sobretudo, nos ecossistemas aquaticos.

A disposicdo inadequada de residuos solidos representa um problema de ma
gestdo dos municipios na maioria dos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento.
Segundo dados do Sistema Nacional de Informag6es sobre Saneamento — (SNIS), em
2018, no Brasil, o percentual médio de tratamento de esgotos era 46,3%, que representava
4,30 bilhdes de m3 de todo esgoto gerado nesse ano. Esses dados remetem a um cenario
de preocupacdo no ambito ambiental, no que tange a protecdo dos corpos aquaticos. O
esgoto bruto, tem em sua composicdo elevada concentracdo de matéria organica,
compostos nitrogenados e fdésforo, que podem desencadear sérios desequilibrios

ecossistémicos quando despejados nos corpos d’aguas sem tratamento.

Um dos principais efeitos de sua descarga nos corpos aquéticos é a eutrofizacéo,
devido a alta carga organica de compostos ricos em nitrogénio e fosforo, que sdo liberados

durante a decomposi¢do da matéria organica.

A decomposicéo fisica, quimica e bioldgica dos Residuos Sélidos Urbanos (RSU)
seja em lixGes, aterros sanitarios ou a céu aberto, produz um efluente altamente poluidor
com composi¢do quimica variavel e complexa, denominado de lixiviado, percolado ou
chorume (SUZUKI; BATISTA; KURODA, 2013). Esse efluente apresenta elevada
concentracdo de nitrogénio amoniacal, compostos tdxicos, metais pesados, elevada
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
(CHRISTENSEN et al., 2001). Devido a importancia ambiental desse efluente, diversas
configuracdes de tratamento e tecnologias sustentaveis foram desenvolvidas nos ultimos
anos, com a finalidade de atender os padrdes de lancamento propostos pelas resolucdes
Conama 357/2005 e 430/2011.

A crescente demanda por agua observada no século atual, associada ao
crescimento populacional, remete a um cenario de protecao dos corpos aquaticos no que

tange a mitigacdo dos impactos ocasionados aos recursos hidricos, em consequéncia da
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descarga desses efluentes nos corpos receptores. A crescente exigéncia por novos
processos de tratamento, caracteriza-se pela composicao destes efluentes apresentarem
grandes aportes de matéria organica e elevadas concentracbes de macronutrientes como
o0 nitrogénio e fosforo, que sdo os principais responsaveis pela eutrofizagdo dos corpos
aquaticos.

Os principais processos empregados para tratamento de efluentes sdo os processos
fisicos, quimicos e biologicos. Porém, a combinacdo dos mesmos, proporciona maiores
eficiéncias de tratamento. Devido a elevada concentragdo de nitrogénio amoniacal
presente no lixiviado de aterro sanitrio, o tratamento conjugado deste efluente com
esgoto doméstico, se apresenta como alternativa eficiente para obtencdo de um efluente
passivo de tratamento bioldgico.

Os processos bioldgicos empregados para remocgdo de compostos nitrogenados
presentes em efluentes, ocorrem a partir das etapas de amonificacdo, nitrificacdo e
desnitrificacdo. As bactérias responsaveis pela etapa de nitrificacdo, possuem
metabolismo aerobio, onde o oxigénio molecular € o aceptor final de elétrons na cadeira
respiratoria, durante a oxidagcdo da amonia em nitrito e do nitrito a nitrato, ou seja,
nitrificacdo em duas etapas. J& 0os microrganismos desnitrificantes, necessitam de um
ambiente anaerdbio (auséncia de oxigénio molecular), e da presenca dos aceptores de
elétrons nitrito e nitrato, e uma fonte de carbono biodegradavel. Deste modo, por
apresentarem metabolismos distintos, cada grupo necessita de condi¢cdes ambientais
especificas para seu sucesso ecoldgico. Sendo assim, as estacGes de tratamento de
efluentes convencionais utilizam dois estagios para remoc&o bioldgica do nitrogénio, nos
quais a nitrificacdo e a desnitrificacdo sdo atingidas por separacdo fisica (reatores) e
temporal (BARBOSA et al., 2016).

O uso do reator anaerdbio de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB) se
apresenta como uma técnica apropriada para o tratamento secundario de esgotos, uma vez
que esse reator remove DQO e DBOs com eficiéncias superiores a 60 ou 70% (SOUZA
et al., 2005). Porém, esse sistema é considerado ineficiente na remocao de nutrientes,
necessitando de sua associacdo com outras tecnologias para remover esses compostos.

A remocdo biolégica do nitrogénio presente em efluentes liquidos, torna-se
possivel através de uma série de reatores, sejam sistemas compostos por reatores em série
ou ndo, propiciando os processos de nitrificacdo e desnitrificacdo (FLECK; TAVARES;
EYNG, 2015). O tratamento conjugado de lixiviado de aterro sanitario mais esgoto

domeéstico vem sendo realizado na Estacdo Experimental de Tratamento Bioldgico de
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Aguas e Esgotos Sanitarios — EXTRABES, vinculada a Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB). Esses sistemas, permitem a remocao nitrogénio em duas etapas: uma aerobia (p.
ex., filtro biologico percolador), seguido por uma etapa anaerdbia (p. ex., reator anoxico),
para tratamento do efluente advindo do reator UASB, sendo visto como uma alternativa
eficiente para tratamento desse tipo de efluente.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar a eficiéncia dos grupos
bacterianos responsaveis pelos processos de remoc¢do de nitrogénio em um sistema
experimental composto por Reator Anaerébio de Fluxo Ascendente (UASB), Filtro
Bioldgico Percolador (FBP) e Reator Andxico (RA), dispostos em série, no tratamento
bioldgico do conjugado de lixiviado de aterro sanitario e esgoto doméstico, avaliando-se
ao longo do sistema e em cada efluente dos reatores FBP e RA, as densidades

populacionais das bactérias nitrificantes e desnitrificantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar qualitativa e quantitativamente os grupos bacterianos responsaveis
pelo processo de oxidacdo e reducdo de nitrogénio em sistemas de tratamento de aguas
residudrias em reatores anaerobios, aerobio e andxico em série, tratando residuos liquidos

conjugados (Esgotos domésticos e Lixiviado de Aterro Sanitério).

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar as populacGes das bactérias nitrificantes e desnitrificantes nos
efluentes dos reatores Filtro Bioldgico Percolador e Reator Anoxico trabalhando

em série;

e Avaliar o desempenho do reator UASB no processo de amonificacdo do

nitrogénio organico presente no substrato;

e Verificar a eficiéncia do processo de oxidacdo da amodnia a nitrito e deste a nitrato
(nitrificacdo) e a reducdo de nitrato a nitrogénio molecular (desnitrificacédo), ou
seja, confirmar se o funcionamento do sistema em serie dos trés reatores
propiciou as condigdes necessarias para o desenvolvimento das etapas esperadas

do ciclo do nitrogénio.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aguas Residuérias

A 4gua apresenta-se como recurso essencial e renovavel com disponibilidade
variavel em virtude principalmente da sazonalidade climéatica. O uso demasiado desse
recurso, contribuiu para a degradagdo dos corpos aquaticos ao longo do processo de
urbanizacdo nos centros urbanos. A producéo de efluentes liquidos oriundo das atividades
antrépicas representa um problema ambiental grave, pois ocasiona poluicdo em rios e
aguas represadas, e em consequéncia interfere na qualidade das aguas para abastecimento
das populacdes, dessedentacdo animal e irrigacdo de culturas (SILVA et al., 2016).

Moura et al. (2011), conceituam as &guas residuarias domésticas como aquelas
que provém, principalmente, de residéncias, estabelecimentos comerciais, instituicdes ou
quaisquer edificacdes que dispdem de instalacdes com banheiros, lavanderias e cozinhas.
Batista, Queiroz e Oliveira (2014), caracterizam as aguas residuarias todas aquelas que
tenham origem no p6s-uso nas mais diversas atividades, sejam industriais ou domesticas,
tendo como provavel destino estacBes de tratamento, sejam tanques sépticos, reatores de
digestdo aerdbia e/ou anaerdbia e lagoas de estabilizacéo.

Diante da variedade de poluentes presentes nesses efluentes, e da gravidade dos
impactos gerados por estes, diversos paises desenvolveram politicas publicas voltadas
para reducdo dos impactos derivados do langamento inadequado nos corpos hidricos. Os
métodos de tratamento de esgotos foram incialmente desenvolvidos com enfoque na
salide publica relacionado com as condi¢fes adversas causadas pela descarga de efluentes
liquidos no meio ambiente (METCALF; EDDY, 2016). No Brasil, a Resolu¢do do
Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA n° 430/2011 define no seu Art. 1°,
sobre as condicGes, padrdes e diretrizes para gestdo de lancamento de efluentes em corpos
de agua receptores, alterando parcialmente e complementando a Resolugdo n® 357, de 17
de marco de 2005, do CONAMA, estabelecendo padrdes da qualidade da &gua para
compostos nitrogenados presentes em efluentes sanitarios e industriais, determina que a
concentragéo de nitrogénio amoniacal total, atinja o limite de referéncia de 20 mgN.L™*
(BRASIL, 2011).

A resolucdo CONAMA n° 357/2005 em consonancia com a resolugdo n°
430/2011, definem para aguas doces de classes 1 e 2 que apresentarem o nitrogénio como
fator limitante do processo de eutrofizacdo, o valor de nitrogénio total deveré ser igual ou
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inferior a 1,27 mg/L em ambientes Iénticos e ser igual ou inferior a 2,18 mg/L em

ambientes 16ticos.

O desenvolvimento de novas tecnologias e o aperfeicoamento dos métodos
existentes no tratamento de aguas residudrias, remetem a necessidade de buscar relacionar
melhor custo-beneficio com a maior eficiéncia no tratamento, garantindo que o efluente
gerado neste processo, esteja dentro dos padrdes fixados pela legislacdo ambiental
vigente. Entre as principais tecnologias de tratamento desenvolvidas, destacam-se: filtros
bioldgicos, lagoas anaerdbias, lagoas facultativas, lagoas aerobias, lodos ativados e suas
variacdes, Reator de Bateladas Sequenciais (RBS), biorreator de membrana, tratamento
anaerobio UASB - (Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente), seguida de lodos ativados,
lodo ativado com remocdo de nitrogénio e fosforo, como caraterizados por Folgosi,
(2014) e Oliveira et al. (2013).

As utilizacBes de novos processos de tratamento, por si sS4, ndo representam o
sucesso no tratamento de aguas residuéarias. E necessario entender a dindmica dos
processos microbiolgicos que ocorrem, haja vista serem eles 0s responsaveis pela sintese
de novas células a partir da metabolizacdo de diversos substratos. Dessa forma, €
fundamental compreender o elemento chave do tratamento € bioldgico, e que bacteérias e
outros microrganismos (protozoarios e fungos) sdo responsaveis pela degradacdo da
matéria organica e da remocdo dos denominados macronutrientes: fosforo e nitrogénio
(SHOMAR; DARWISH e VICENT, 2020).

Caracterizando a necessidade de preservacdo dos recursos naturais, as aguas
residudrias passaram a ser consideradas um recurso renovavel com possibilidade de
recuperacdo da agua ali presente para irrigagdo, e para gerar energia com a producao
bioldgica de metano, entre outras aplicacdes. Esses processos sao possiveis pela acdo dos
microrganismos que participam da decomposicdo da matéria organica biodegradavel,
gerando o biogas como uma forma de energia, entre outros exemplos. Esse objetivo tem
estimulado o desenvolvimento e avanco de novos processos de tratamento capazes de
otimizar a obtencdo de energia e a recuperacao da agua de maneira eficiente (METCALF;
EDDY, 2016). O reaproveitamento desse recurso pode ser visto como uma maneira
reducionista e mitigadora dos impactos ocasionados aos corpos d’agua, podendo ser uma
alternativa ecologicamente sustentavel capaz de suprir a demanda crescente por 4gua em

varios paises com déficit hidrico.
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Shomar e Dare (2014), afirmam que varios fatores como pobreza, alimentacdo em
quantidade e qualidade, escassez de dgua, migracdo, catastrofes, doencas e mortalidade,
fazem parte do contexto do planejamento e gerenciamento de reutilizagdo de aguas
residuérias.

Nessa perspectiva, a reutilizacdo de &guas residuarias apos seu tratamento, surge
como necessidade crescente e ja observada em varios paises em decorréncia da
indisponibilidade dos recursos hidricos, tornando esse recurso viavel ha varias décadas
em Vvarios paises desenvolvidos da Europa, EUA e Japdo, entre outros (SHOMAR;
DARE, 2014).

3.2 Lixiviado de Aterro Sanitario (LAS)

Os impactos ambientais gerados pela disposi¢do inadequada de residuos solidos
em solos e em lixdes a céu aberto, estdo diretamente relacionados aos produtos gerados
durante a biodecomposicéao desses residuos. Desde a implementacéo da Politica Nacional
dos Residuos Sélidos — (PNRS), atravées da lei 12.305/2010, os municipios brasileiros
vém buscando alternativas sustentaveis e tecnoldgicas, que garantam a protecdo dos
recursos naturais e, consequentemente, maiores eficiéncias no tratamento dos residuos
solidos a longo prazo.

A implementacdo de aterros sanitarios como proposto pela lei 12.305/2010,
remete a preocupagdo da manutencdo do equilibrio ecoldgico e da sustentabilidade
ambiental, além do papel social, no que se refere a incluséo social dos catadores. Dessa
forma, o aterro sanitario pode ser visto como uma tecnologia viavel para disposicao final
de residuos sélidos, constituida de mecanismos de controle ambiental responsaveis por
minimizar os impactos ambientais ocasionados pelos poluentes gerados durante a
decomposic¢do dos residuos sélidos.

A grande preocupacdo evidenciada na disposi¢do de residuos solidos, seja em
lixdes ou em aterros sanitarios, estd no liquido provindo da decomposicdo anaerdbia
desses residuos. Os efeitos ecossistémicos decorrentes da descarga dos lixiviados no solo
e em aguas subterraneas, sumarizam a importancia do controle sanitario e tratamento
antes do seu descarte, e revelam a magnitude dos desequilibrios ecol6gicos que sdo
devastadores nas comunidades bioldgicas. No que tange a contaminacdo dos corpos
aquaticos pelo lixiviado, em especial pela presenca de compostos nitrogenados,

observam-se efeitos adversos como, a deplecdo do oxigénio em virtude da elevada
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demanda bioquimica de oxigénio (DBO), perda de padrdes estéticos dos corpos
aquaticos, elevados gastos no tratamento pelo poder publico e crescimento excessivos de
plantas aquéticas (macrofitas), culminando na eutrofizagdo dos corpos aquaticos.

As caracteristicas fisico-quimicas dos lixiviados de aterro sanitario e seus
constituintes, podem ser categorizados em diversos componentes, como por exemplo,
matéria organica dissolvida quantificada como Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
ou Carbono Organico Total (COT) e é&cidos graxos volateis, e ainda o0s
macrocomponentes inorganicos, como: calcio (Ca?"), magnésio (Mg?"), sédio (Na*),
potassio (K*), aménio (NH4"), ferro (Fe?*), manganés (Mn?*), cloreto (CI°), sulfato (SO4*
) e hidrogenocarbonatos (HCO®*). Compostos organicos xenobidticos originarios de
produtos quimicos domésticos ou industriais e metais pesados (cadmio (Cd?*), cromo
(Cr*"), cobre (Cu?*), chumbo (Pb?*), niquel (Ni?*) e zinco (Zn?*) (ADHIKARI; DAHAL;
KHANAL, 2014; KJELDSEN et al., 2002; AL SABAHI et al., 2009).

As caracteristicas de formacéo do lixiviado (como a composicao, quantidade e
poluentes potenciais) sdo afetadas por muitos fatores, como a qualidade dos residuos
solidos, o grau de compactacao do aterro, a idade dos residuos, condi¢des climéaticas do
aterro, condic¢des hidrogeoldgicas, pH e 0s processos quimicos e biolégicos que ocorrem
durante a degradacéo dos residuos (ADHIKARI; DAHAL; KHANAL, 2014). O enfoque
no tratamento do lixiviado apresentam demandas fundamentais, principalmente no que
concerne a presenca de matéria organica recalcitrante de baixa biodegradabilidade e
elevada concentracdo de nitrogénio, que pode atingir concentragc6es superiores a 2000 mg

N-NHa/L, variando em decorréncia do tempo de operacéo do aterro.

O cenario brasileiro atual do saneamento basico, requer tecnologias de baixo custo
e elevada eficiéncia no tratamento desse efluente, visando atender os pardmetros legais e
ambientais. A incompatibilidade de recursos (financeiros e técnicos) observadas na
maioria das cidades brasileiras, demonstram o real cenario de dificuldades para
implementacdo de aterros sanitarios no pais. Entretanto, é notério o empenho de diversos
pesquisadores no desenvolvimento de sistemas tecnoldgicos para tratamento do lixiviado
com maxima eficiéncia dentro dos parametros legais normativos e aspectos
metodoldgicos universais que sejam capazes de garantir a minimizagéo dos seus impactos

a biosfera.
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3.3 Nitrogénio na natureza

O Nitrogénio € o elemento quimico mais abundante da atmosfera, cerca de 79%
dos gases atmosférico &€ No, a forma molecular biatbmica. Em efluentes liquidos, o
nitrogénio pode ser encontrado em uma variedade de estados de oxidacdo, desde o nitrato
NO3™ (nox= +5) e 0 fon aménio NH4" (nox= -3). Ao contrario dos demais nutrientes, o
nitrogénio tem grande mobilidade no sistema solo-planta-atmosfera em fungdo dos
processos que alteram sua valéncia quimica, e consequentemente sua estrutura molecular
(SILVA et al., 2018).

O nitrogénio presente no solo pode ser encontrado sob a forma orgéanica e
inorganica. As formas organicas no solo sdo componentes da matéria organica, sendo este
elemento encontrado em grandes quantidades principalmente na fragdo proteica, a qual é
passivel de mineralizacdo rapida (CARDOSO; TSAIl; NEVES, 1992). Na forma
inorganica, o nitrogénio pode ser encontrado no solo e na agua como ion aménio (NH4"),
nitrito (NOy), nitrato (NO3’), 6xido nitroso (N20) (MADIGAN et al, 2016).

Sabe-se que o nitrogénio € um nutriente fundamental para 0s seres Vvivos,
principalmente por ser constituinte das moléculas de RNA, DNA e proteinas (GARCIA;
CARDOSO; SANTOS, 2013). Para a espécie humana, a obtencdo do nitrogénio ocorre
com os alimentos, que quando ingeridos, sdo metabolizados e incorporadas as proteinas

celulares.

O ciclo do nitrogénio apresentado na Figura 1, sumariza as rotas metabdlicas
utilizadas pelos microrganismos responsaveis pelas transformacdes desse elemento na
natureza. Essas transformacdes, permitem a circulacdo desse macronutriente entre os
seres vivos mantendo a homeostase da biosfera. As etapas representadas no ciclo, indicam
que o processo ocorre de forma organizada e sequencial, através dos metabolismos dos
diversos microrganismos envolvidos, tendo como resultado, os processos de: 1) fixacéo
bioldgica do nitrogénio gasoso por bactérias especificas e cianobactérias; 2) amonificacdo
pelas bactérias heterdtrofas e por fungos degradadores da matéria organica; 3) nitrificacdo
por bactérias quimiolitotroficas aerdbias, realizado em duas etapas por géneros
bacterianos diferentes (nitritacdo — de amonia até nitrito, e nitratacdo — de nitrito até

nitrato) e 4) desnitrificacdo por bactérias anaerobias heterotrofas desnitrificantes).
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Entretanto, o fluxo desse nutriente na biosfera, pode variar em decorréncia da
necessidade do ambiente e da disponibilidade das formas fixadas (NHz) e das formas mais
oxidadas NOz" e NO2" (MADIGAN et al., 2016).

Figura 1. Ciclo redox do nitrogénio.
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Fonte: Madigan et al., (2016).

Em ecossistemas com baixa disponibilidade de nitrogénio na forma de NHs, um
grupo de microrganismos denominados de fixadores de nitrogénio, capturam esse
nutriente no ar atmosférico na forma molecular gasosa (N2), e em um processo complexo
que requer alta demanda energética e um sistema de enzimas (nitrogenases), atuam na

transformacédo do N2 em NHs.

A ambnia também € obtida na decomposicdo de compostos organicos
nitrogenados, através do processo de amonificacdo. Essa etapa € conduzida por um
consorcio de microrganismos heterotroficos anaerobios e aerébios, estes incluem os
fungos, bacteérias e actinomicetos, que utilizam a matéria organica nitrogenada e liberam
amonia como resultado do seu metabolismo. Outro processo que pode contribuir para a
geracdo de NHs, € a reducdo respiratdria do NO3z~ para NHs, denominado Reducéo
Dissimilativa do Nitrato para Amoénia (DRNA - Dissimilative Reduction of Nitrate to
Ammonia) (MADIGAN et al., 2016). Neste processo, o nitrato € utilizado pelos
microrganismos como receptor de elétrons quando a disponibilidade de O é baixa e

fontes de carbono (C) sdo utilizadas como doadores de elétrons (VIEIRA, 2017).



21

Com aaménia disponivel, outro grupo de microrganismo atuara na oxidagao desse
composto a suas formas nitrito e nitrato. Esse processo é denominado nitrificagéo, e
ocorre em duas etapas sequenciais, catalisadas por organismos distintos metabolicamente.
Na etapa de nitrificacdo, as bactérias nitrificantes realizam a oxida¢&o da amdnia a nitrito
e posteriormente do nitrito a nitrato. Essa etapa, necessita de um ambiente propicio para
atividade bacteriana, que requerem prioritariamente condi¢fes favoraveis para eficiéncia

metabdlica, como por exemplo, pH neutro e disponibilidade de amonia.

O ciclo global do nitrogénio apresenta duas rotas metabodlicas principais em que
ocorre a liberacdo do N: na atmosfera. Na desnitrificacdo, o0 NOs € reduzido
bioguimicamente através dos metabolismos de varios grupos desnitrificantes a N2 que
retorna a atmosfera. Essa reacdo, contribui significativamente com a reducdo dos
impactos ecossistémicos ocasionados pelo acumulo NO3™ nos corpos aquaticos. Durante
essa etapa, observa-se a geracdo compostos intermediarios toxicos ao meio ambiente,

oxido nitrico (NO) e o 6xido nitroso (N20).

O processo Anamox (oxidacdo anaerdbia de amonia) é outra rota metabdlica
complexa do ciclo do nitrogénio e integrada ao ciclo dos processos de desnitrificacdo. Os
microrganismos anamox, realizam a oxidacdo da amdnia em ambiente anaerdbio,
utilizando NHs e o NO2" formado no processo, como receptor final de elétrons doados
pela amonia, liberando N2 para a atmosfera. Assim, juntamente com a desnitrificagéo
classica, o metabolismo anamox surge como uma nova alternativa tecnoldgica de
conversao da amdnia a nitrogénio gasoso, podendo essas bactérias serem utilizadas em
estacOes de tratamento de aguas residudrias de diferentes origens para remocao rapida e

eficiente de nitritos e de amodnia em efluentes.

Apesar de sua grande disponibilidade na atmosfera e da complexidade do seu
ciclo, grande parte dos seres vivos eucariéticos, como plantas e os animais, ndo assimilam
diretamente esse nutriente diretamente do ar, necessitando do nutriente nas suas formas
idnicas: fons aménio (NH4") e nitrato (NOz") (SILVA et al., 2018). No solo, as plantas
absorvem pelas raizes, as formas nitrogenadas inorganicas liberadas pelos
microrganismos degradadores heterétrofos aerdbios e anaerobios do solo, e as
transformam em proteinas que formam parte da biomassa vegetal, sendo responsaveis
pela producdo primaria no ambiente terrestre. No ambiente aquético as algas e as

cianobactérias realizam a fotossintese para producdo da biomassa, disponibilizando o
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oxigénio dissolvido no meio aquatico e no ar. Plantas, algas e cianobactérias assimilam
as formas de nitrogénio como amoénia e nitratos liberados pelos decompositores

heterétrofos, como foi citado e, ainda, algumas cianobactérias fixam nitrogénio gasoso.

S&0 0s microrganismos que atuam na mineralizacdo da matéria organica liberando
as formas inorganicas dissolvidas do nitrogénio e permitem a assimilacdo pelos
produtores primarios, tornando esses microrganismos da amonificacdo e os fixadores de
N2, fundamentais no ciclo do nitrogénio, e consequentemente, na rede trofica do

ecossistema.

Entretanto, € importante destacar que nos ecossistemas aquaticos, o0
comportamento do nitrogénio amoniacal pode variar de acordo com a variagdo do pH do
ambiente, determinando qual espécie nitrogenada predominara no meio. Ferreira (2000),
destaca que as concentracdes tanto do acido nitroso livre como da amonia livre sdo
diretamente dependentes do pH, da temperatura, e das concentragdes respectivas, tanto

da parcela livre como da ionizada, de amonia e nitrito, conforme os seguintes equilibrios

quimicos:
NHs"+ OH < NH3z + H,O  (formagdo de amonia livre) 1)
H* + NO2 <> HNO2 (formag&o do &cido nitroso) (@)

3.4 Importancia da Eliminac&o do Nitrogénio nas Aguas Naturais

Por ser um contaminante presente em grandes quantidades em aguas residuérias,
0 nitrogénio é responsavel por grande parte do desequilibrio ecoldgico nos sistemas

naturais, devido a descarga de efluentes sem tratamento nos corpos aquaticos.

Entre os grandes problemas ambientais causados pelo excesso de nitrogénio em
suas formas reduzidas (amonia) e oxidadas (nitrito, nitrato), esta a degradacdo da
qualidade da agua e a consequente perda de biodiversidade aquatica (TONG et al., 2017).
Além disso, observa-se o desequilibrio do balanco do oxigénio no corpo aquético,
proliferacdo de algas, cianobactérias e macroéfitas (eutrofizagdo), mortandade de peixes e

outros organismos.

O nitrogénio juntamente com o fdésforo, aceleram o crescimento de macrofitas e

fitoplancton, com destaque para a proliferacdo excessiva de cianobactérias
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potencialmente produtoras de toxinas. Estas podem atingir a biota aquatica, e suas
concentracfes podem ser aumentadas por bioacumulacdo e biomagnificacdo nas cadeias
alimentares sendo possivel chegar at¢é o homem, como ocorreu em Caruaru em 1996,
quando morreram mais de 55 pacientes de uma clinica de hemodialises contaminada com
hepatoxinas (AZEVEDO et al., 2002).

Nesse contexto, a mensuracdo das formas nitrogenadas presentes nos corpos

aquaticos, podem revelar o grau de eutrofizacdo ou de instabilidade do ecossistema.

O esgoto de origem domeéstica apresenta, prioritariamente, duas formas de
nitrogénio: amoniacal e incorporados em compostos organicos proteicos. A concentracdo
de nitrogénio presente em aguas residuarias, estd em torno de 35mgN-NHs*.LL. Essa
concentracdo é infimamente reduzida quando comparada as concentrag@es referéncias de
efluentes de origens distintas, como os industriais, os de abatedouros e do lixiviado de

aterro sanitario.

A magnitude das atividades antropicas sobre os fluxos de nitrogénio, alterou
substancialmente o seu ciclo na natureza, acarretando grandes impactos negativos sobre
os recursos hidricos (por exemplo, eutrofizacdo), a litosfera (saturacdo do solo com
nitrogénio e os impactos na biodiversidade), a atmosfera (N2O gas do efeito estufa)
(SOUZA et al., 2019). A degradacdo ambiental dos corpos aquéaticos, em decorréncia de
descargas de efluentes de origem antrépica com elevadas concentracdes de nitrogénio,
outros macronutrientes e matéria organica, direcionou a atencdo de pesquisadores para 0
desenvolvimento de tecnologias aplicadas a novos processos, que garantam maiores

eficiéncias na remogéo desses compostos em diferentes efluentes.

Destacam-se 0s processos ANAMOX (Oxidacdo Anaerébia de Amonio -
Anaerobic Ammonium Oxidation), processo SHARON (Remocdo de Amonia de Alta
Atividade de Reator Unico Sobre Nitrito - Single Reactor High Activity Ammonia
Removal Over Nitrite), processo combinado SHARON-ANAMMOX, process CANON
(Completa Remocgédo Autotrdfica do Nitrogénio por Nitrito - Completly Autrotrophic
Nitrogen Removal Over Nitrite), processo OLAND (
Nitrificacdo e Desnitrificacdo Autotréfica Limitada por Oxigénio - Oxygen Limited
Autotrophic  Nitrification and Denitrification) Nitrificagdo e Desnitrificacdo

Convencional, processo DEAMOX (Denitrifying Ammonium Oxidation) e
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Nitrificagdo e Desnitrificacdo Simultanea (SND) (METCALF; EDDY, 2016;
SCHEEREN etal., 2011; DU et al., 2017; ZOPPAS; BERNADES; MENEGUZZI, 2016).

A producdo e o consumo de alimentos tém sido relatados como os principais
contribuintes de nitrogénio reativo (Nr), sendo responsaveis por grande parte da poluicdo
atmosférica e dos corpos aquéaticos (MARTINEZ et al., 2019). O Nitrogénio reativo,
refere-se a toda forma bioldgica, fotoquimica e radioativamente ativa de compostos de N
presentes na ecosfera, incluindo as formas oxidadas inorgénicas, como 6xido nitroso,
nitrato, nitrito e compostos organicos como ureia, aminas, proteinas e acidos nucleicos
(GALLOWAY et al., 2004).

Problemas ambientais ocasionados pela liberagdo de gases do efeito estufa
também é motivo de preocupagdo ambiental. O N2O produzido durante o processo de
nitrificacdo-desnitrificacdo € um importante gas do efeito estufa, e seu potencial de
aquecimento global (GWP) € de 298 vezes maior que o do gas de referéncia, CO2 (XIAO
et al., 2019).

Desde a descoberta do processo Haber-Bosch desenvolvido pelos cientistas Fritz
Haber (1868 — 1934) e William Carl Bosch (1874 — 1940) (combinando nitrogénio e
hidrogénio, formando amdnia e outros compostos como ureia), e a partir do uso de N
mineral em fertilizantes, houve uma contribuicdo consideravel para o aumento da
producdo agricola e seguranca alimentar, garantindo suporte para o crescimento
populacional (WANG; MEYER, 2019; TRAVIS, 2018). Todavia, o uso de fertilizantes
traz consequéncias ambientais significativas. Pois, as espécies nitrogenadas utilizadas nos
fertilizantes (amonio, nitrato e ureia), s&o muito soliveis em &gua e isto facilita sua
dispersdo no meio ambiente tais como: ar atmosférico, recursos hidricos e no solo
(GARCIA; CARDOSO; SANTOS, 2013).

Outro problema, deve-se a ingestdo de &gua com altas concentracdes de nitratos e
nitritos, que pode ter relacdo com a incidéncia de cancer do estbmago e do esbéfago, além
da morte por asfixia de recém-nascidos, chamada “sindrome do bebé azul” quando ocorre
a transformacéo da hemoglobina em metahemoglobina, condicdo em que a ligagdo e o
transporte do oxigénio ndo acontece em decorréncia da oxidagdo do grupo heme da
hemoglobina (COSTA; KEMPKA; SKORONSKI, 2017).

3.5 Metabolismo Bacteriano Quimiolitotréfico



25

Os pesquisadores Sergei Winogradsky (1856-1953) e Martinus Beijerinck (1851
-1931), desenvolveram os primeiros estudos de microbiologia ambiental. Sergei
Winogradsky desenvolveu os conceitos de quimiolitotrofia, oxidagdo microbiologica de
compostos inorganicos com liberacdo de energia, e de fixacdo de CO2 atmosférico como
fonte de carbono (MADIGAN et al., 2016).

A quimiolitotrofia refere-se ao processo metabdlico de producdo de energia, a
partir da oxidacdo de compostos inorganicos. A diversidade metabdlica observada em
bactéria e Archaea, permite que esses organismos possam ocupar uma grande variedade
de nichos ecoldgicos. As bactérias quimiolitotroficas como as bactérias do fosforo,
bactérias do hidrogénio, bactérias do enxofre, bactérias do ferro, bactérias nitrificantes,
entre outras, oxidam um substrato inorganico reduzido e transferem os elétrons liberados
para uma cadeia respiratoria ou cadeia transportadora de elétrons, que tem em geral 0 O
como aceptor final, produzindo ATP através da na fosforilagdo oxidativa (SCHIMIDELL
et al., 2007).

A diversidade metabolica observada nos grupos bacterianos quimiolitotroficos,
permitem que alguns microrganismos possam utilizar alternativamente compostos
organicos e inorganicos, sendo definidos como os mixotréficos ou quimiolitotroficos
facultativos (SCHIMIDELL et al., 2007). As bactérias do hidrogénio, como as bactérias
do género Ralstonia, apresenta essa caracteristica metabdlica sendo fortemente
influenciadas pela disponibilidade do tipo de substrato no ambiente. Dessa forma, quando
estdo presentes compostos organicos facilmente utilizaveis, como a glicose, a sintese do
ciclo de Calvin e das enzimas hidrogenases sdo reprimidas nas bactérias do Ho,
predominando o metabolismo quimiorganotréfico ou heterétrofico (MADIGAN et al.,
2016).

A existéncia de uma grande variedade de doadores inorganicos de elétrons que
sdo requeridas pelos organismos quimiolitotréficos, possuem origens distintas. Podendo
ser bioldgicas, como resultado do metabolismo quimiorganotréfico (heterotrofico),
eliminando os compostos H,S, Hz, Fe?* e NHs, geoldgicas como resultado das atividades
vulcanicas que sdo as fontes principais de compostos sulfurados reduzidos,
principalmente H.S, ou de origem antropogénica, associada as formas inorganicas das
atividades agricolas, de mineragdo, queimas de combustiveis fosseis, além das grandes
quantidades de compostos contendo nitrogénio e ferro reduzidos no meio ambiente
(MADIGAN et al., 2016).
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Martinus Beijerinck desenvolveu a técnica da cultura do enriquecimento para
selecdo e isolamento de bactérias quimiolitotréficas a partir de amostras naturais,
utilizando nutrientes e condi¢des de incubacdo altamente seletivas para favorecer um
grupo metabdlico particular. O desenvolvimento de uma metodologia de cultivo, e a
definicdo das composicOes e formulacdo dos meios de cultura para grupos bacterianos
diferentes (bactérias de enxofre e do nitrogénio, principalmente), possibilitou obter as
primeiras culturas puras desses microrganismos e isolar 0s mesmos para estudos
experimentais. Assim, foram estudadas e identificadas as bactérias do ciclo do nitrogénio,
tais como as bactérias fixadoras do género Azotobacter, 0s grupos de bactérias oxidantes
e redutoras do nitrogénio, do hidrogénio como Ralstonia eutropha, do ferro como a
bactéria Thiobacillus denitrificans e do enxofre como as bactérias do género Beggiatoa
(MADIGAN et al., 2016).

Desde o desenvolvimento da técnica da cultura de enriquecimento seletivo
descrita por Martinus Beijerinck, a metodologia foi aplicada em numerosos trabalhos de
pesquisas executadas ao longo dos anos com bactérias quimiolitotréficas. Esses trabalhos
permitiram a selecdo de culturas bacterianas especificas a partir de amostras complexas
como efluentes domésticos e industriais, e o lixiviado de aterro sanitério (LAS). Entre
eles pode-se citar os trabalhos desenvolvidos por Cruvellier et al., (2016); Khozin-
Goldberg et al., (2002); Chapman et al., (2006); Oliveira et al., (2013).

3.6 Etapas da Remocéo Bioldgica de Nitrogénio

3.6.1 Amonificacdo

Entre as varias transformagfes que ocorrem com 0 nitrogénio no seu ciclo
biogeoquimico, o processo de amonificacdo destaca-se como a etapa na qual o nitrogénio
organico retorna ao ambiente nas formas inorganicas e disponiveis para outros seres
vivos. Nos efluentes liquidos provenientes de atividades antrdpicas (industriais e
doméstico), o nitrogénio esta presente principalmente na forma orgénica (ureia,
aminoacidos e proteinas) e como aménia. A amonificacdo é realizada (ou catalisada) por
uma grande diversidade de microrganismos aerobios e anaerobios que podem ocorrer em
diversos sistemas naturais. Na amonificacdo, bactérias heterotroficas e fungos degradam
e transformam os compostos nitrogenados organicos, principalmente proteinas e

aminoéacidos nas formas inorganicas reduzidas (aménia, ion aménio), permitindo que essa
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fracdo possa ser assimilada e incorporada na biomassa dos préprios microrganismos que
realizam essa etapa e de outros microrganismos, como diferentes tipos de bactérias,
actinomicetos, fungos e pelos produtores primarios (plantas, algas, cianobactérias)
(BITTON, 2005).

Nesse contexto, a amonificagdo pode ser caracterizada como a Ultima etapa do
ciclo do nitrogénio que envolve compostos organicos, e a etapa intermediaria entre a
despolimerizacdo das grandes moléculas proteicas e aminoacidos, e a etapa aerobia da
nitrificacdo (ROMILLAC et al., 2019).

Segundo Bitton (2005), as proteinas dos residuos organicos sao convertidas em
peptideos e em aminoacidos por diversas enzimas proteoliticas extracelulares produzidas
e secretadas pelas bactérias presentes nos préoprios residuos e, posteriormente, essas
moléculas sdo biodegradadas e desaminadas (perda dos grupos aminos dos aminoacidos),

a qual pode ser uma desaminagéo oxidativa ou redutiva.

Romillac et al. (2019), relatam que a amonificacdo pode ser extracelular ou
intracelular com a participacdo uma ampla gama de microrganismos heterotréficos,
aerobios e anaerdbios que produzem vérias enzimas. Entre as enzimas que atuam
processo, se destacam as hidrolases, oxidases, proteases, uréases, desaminases e liases.
Essas enzimas podem ser também de origem animal e vegetal além das microbianas. Por
sua vez, todas as enzimas participantes nos processos de transformacao e absorcédo de
nitrogénio sdo moléculas proteicas que requerem carbono, nitrogénio e energia para sua
sintese e expressdo (GEISSELER et al., 2010).

A despolimerizagdo de grandes moléculas em moléculas organicas em pequenas
e sollveis, propiciam a absorcdo direta na biomassa microbiana no processo de
imobilizacdo, ou podendo ser mineralizados para a forma amoniacal (NHs, amonia -
forma gasosa) e NH4", ion amonio, forma ionizada soltvel (VIEIRA, 2017). Em pH
neutro ou ligeiramente acido, a associacdo da amoénia com a &gua, produz o ion amonio
(NH4") e libera ions hidroxilas (OH"). Essa forma ionizada ndo possui efeito toxico no
ambiente, ao contrario da forma nédo ionizada, que em pH acima de 8, se desprende em

forma de gas (NHz), podendo causar toxidade a biota.

A qualidade da matéria organica disponivel, ou seja, se € labil (facil de ser
degradada) ou refratéaria (de dificil degradagdo) para utilizacdo pelos microrganismos

decompositores, determinam a rapidez com que o substrato € mineralizado e, por
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consequéncia, a taxa de amonificacdo (SANTORO e ENRICH-PRAST, 2011). Portanto,
a amonificacdo das macromoléculas poliméricas nitrogenadas pode ser sumarizada

conforme apresentada na Equacao 3.

Proteinas — Peptideos — Aminoacidos —Acidos org. + NH4 (3)

3.6.2 Fixacao Bioldgica do Nitrogénio (FBN)

A reducdo biolégica do nitrogénio gasoso a amfnia € um processo que requer
muita energia, e esse metabolismo é restrito apenas as espécies dos dominios Bactéria e
Archaea que sdo capazes de realizar essa transformacdo (BITTON, 2005). Essa etapa
ocorre constantemente nos ecossistemas aquaticos e terrestre, em virtude da grande
diversidade de microrganismos fixadores. Estes organismos podem ser aerdbios,

anaerobios, anaerdbios facultativo ou fototroficos.

No ambiente terrestre, 0os organismos fixadores podem ser de vida livre ou viver
em relacdo simbiodtica nas raizes de diversas plantas. Essa relacdo mutualistica,
geralmente ocorre entre bactérias e 0s vegetais superiores, e tem como resultado a
formacdo de nodulos nas raizes, que promove a fixacdo dessa macromolécula. Nos
ecossistemas aquaticos, as cianobactérias pertencentes ao dominio Bactéria, apresentam
alta capacidade de fixacdo de N2, é sdo responsaveis por grande parte da fixacdo biologica

do nitrogénio nesses ambientes.

A etapa de fixagdo do N é catalisada por um sistema de enzimas denominado
sistema nitrogenase, que em sua composicdo apresenta duas proteinas fundamentais, a
dinitrogenase e a dinitrogenase redutase, que mesmo em ambiente aerdbio, podem
permanecer ativas (MADIGAN et al., 2016). Essa Gltima enzima é fundamental na quebra
da ligagéo tripla do nitrogénio N2(N=N), permitindo que a molécula agora instavel, possa
ser assimilada pelos microrganismos fixadores (VIEIRA, 2017). Estimasse que a fixacdo
global do nitrogénio seja de aproximadamente 2x108 toneladas métricas de Nz/Ano
(BITTON, 2005).

Segundo Nunes, Raimond e Niedwieski (2003), independente do organismo

fixador as nitrogenases estdo compostas pelas duas metaloproteinas citadas, que
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apresentam propriedades e requerimentos similares para sua atividade, como a auséncia
de oxigénio, uma fonte de redutores com baixo potencial redox e a hidrolise de MgATP
(ATP = adenosina 5'-trifosfato). A enzima nitrogenase apresenta em sua composic¢ao duas
unidades bésicas: a primeira, a nitrogenase de molibdénio que consiste de uma ferro-
proteina que coleta a forga redutora e energia, e outra molibdénio-ferro-proteina (MoFe-
proteina), responsavel pela coleta e reducdo do substrato (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Deste modo, a Fe-proteina funciona como doadora de elétrons para a MoFe-
proteina (que contém o cofator da enzima, FeMoco), num processo dependente de
hidrélise de MgATP (NUNES; RAIMOND; NIEDWIEKI, 2003).

Estudando a variedade de nichos ocupados pelos diversos microrganismos
fixadores de N3, observou-se que em condic¢des de baixa disponibilidade de molibdénio,
estes organismos sdo capazes de fixar N2 utilizando nitrogenases alternativas que
substituem o molibdénio. Essas nitrogenases utilizam sistemas enzimaticos alternativos
como a nitrogenase de vanadio e ferro (nitrogenase-VFe) ou outra que contenha apenas
ferro como metal de transicdo (nitrogenase Fe) (NUNES; RAIMOND; NIEDWIEKI,
2003). Esses tipos de nitrogenases alternativas, foram observadas em espécies bacterianas
dos géneros: Clostridium, Rhodobacter, Anabaena, Rhodospirillium, Heliobacterium e
Azospirillum (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os organismos fixadores de nitrogénio apresentam grande variedade fisioldgica,
morfoldgica e filogenética. Por exemplo, em relacdo a sua fisiologia, podem ser
anaerobios, aerobios e anaerobios facultativos, entre eles, destacam-se as cianobactérias
fotossintetizantes produtoras de O, e as bactérias esporuladas anaerdbias de vida livre do
género Clostridium. Os microrganismos fixadores de nitrogénio mais frequentes sao
classificados em dois grandes grupos denominados ‘“diazotroficos simbiontes” e
“diazotréficos de vida livre”. O primeiro grupo apresenta microrganismos de relagdes de
simbiose com outros organismos vivos, por exemplo plantas leguminosas e néo
leguminosas como a Casuarina, Myrica, e algumas gramineas como o Capim mimoso
(BRASIL et al., 2005).

Os simbiontes se localizam nas raizes dos vegetais terrestres ou aquaticos, e
penetram formando uma estrutura semelhante a uma rede densa ou novelo denominada
nodulo, onde as bactérias ficam hospedadas. Trata-se de uma infecdo positiva para a

fixacdo de N2. Os rizobios formados, necessitam de um ambiente que disponibilize fontes
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de carbono e de energia, que sdo fornecidas pelo hospedeiro. Nos rizébios, 0s
microrganismos fixam o N2 e o reduzem até NHz que € a forma utilizivel pela planta (ou

produtor primario) que o transforma em proteinas para sua biomassa.

S80 numerosos 0s géneros de microrganismos diazotroficos fixadores de Na, e
entre 0s representantes fotoautroficos se destacam cianobactérias e bactérias
fotossintetizantes anoxigénicas verdes e vermelhas. Entretanto, a maioria s&o
quimioheterotréficos aerdbios onde se inclui os géneros Azotobacter sp (A. agilis, A.
chroococcum, A. vinelandii), Agrobacterium sp e bactérias gram negativas como
Klebsiella sp (BITTON, 2005; MADIGAN et al, 2016).

O processo de evolugédo observado nos organismos fixadores de N>, selecionou
esses organismos com capacidade de crescerem em diversos ambientes com oxigénio
molecular disponivel. Isso s6 foi possivel devido ao desenvolvimento de processos e
mecanismos metabdlicos que protegem o sistema enzimatico nitrogenase, criando
microambientes anaerdbios para protegé-lo da presenca do O, jA que o contato do
oxigénio com a enzima nitrogenase, causa sua inativacdo e em consequéncia impede a

fixacdo do No.

Esses mecanismos podem ser observados em bactérias do género Klebsiella,
fixadores aerdbios facultativos, nas quais a fixagao do nitrogénio ocorre somente quando
0 oxigénio estd ausente ou em baixas concentracdes, ou nos fixadores aerdbios
microaerdfilos, que fixam nitrogénio somente em ambientes com baixas concentracfes
de oxigénio (geralmente abaixo de 2%) (MADIGAN et al., 2016). Mecanismos mais
complexos, podem envolver a producdo de compostos limosos externos formando
camadas de protecdo por bactérias do género Azotobacter ou a formacéo de heterocistos
pelas cianobactérias do género Anabaena, onde ambos mecanismos atuam na protecédo da
nitrogenase da presenca do O (MADIGAN et al., 2016).

Deste modo, os diazotréficos de vida livre podem ser anaerébios como o0s
organismos presentes no filo Firmicutes do género Clostridium, e aerébios incluindo os
géneros Azotobacter, Azospirillum e Beijerinckia, que mesmo crescendo na presenca de
0., apresentam mecanismos de protecéo da nitrogenase (MADIGAN et al., 2016).
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3.6.3 Nitrificacédo

A transformacédo da amdnia em suas formas mais oxidadas nitrito e nitrato, € um
processo biologico em duas etapas governado por diversos microrganismos sendo
definida como nitrificacdo. Durante a nitrificacdo, um grupo de bactérias autotroficas
oxidam aamonia a nitrito (N-NO2) e um segundo grupo também de bactérias autotréficas
oxidam o nitrito a nitrato (N-NOz") (METCALF; EDDY, 2016). Em sistemas de
tratamento de &guas residudrias, as bactérias nitrificantes oxidam parte do nitrogénio
disponivel nos efluentes para crescimento celular e geracéo de energia. Em contrapartida,
parte do nitrogénio amoniacal é incorporado a biomassa heterotrofica durante o processo.

Existe uma grande diversidade de microrganismos responsaveis por cada uma
dessas etapas, destacando-se os pertencentes ao dominio ARCHAEA, as archaeas
oxidantes de aménia (AOA), e os pertencentes ao dominio BACTERIA, as bactérias
oxidantes de aménia (BOA) e bactérias oxidantes de nitrito (BON) (ZHANG, et al.,
2011). As bactérias oxidantes de aménia pertencem a duas classes taxondémicas:
Betaproteobacterias  (p. ex., 0s g@géneros Nitrosomonas, Nitrosospira,) e
Gammaproteobacteria (género Nitrosococcus), e no filo Thaumarchaeota do dominio
Archaea, sdo encontrados mais trés géneros (Nitrosopumilus, Nitrosocaldus,
Nitrosoarchaeum). (MADIGAN et al., 2016).

Ja os grupos de bactérias oxidantes de nitrito (BON), pertencem as classes Alpha-
(Nitrobacter), Beta- (Nitrotoga), Gamma- (Nitrococcus) e Deltaproteobacteria
(Nitrospina), bem como no filo Nitrospirae (MADIGAN et al., 2016).

A etapa de nitrificagdo sempre foi descrita como uma etapa metabolizada por
organismos que atuam sequencialmente na oxidacdo de amonia a nitrito, e do nitrito a
nitrato. Porém, estudos recentes com base no sequenciamento do genoma dos grupos de
microrganismos que realizam essa etapa, identificaram um organismo que é capaz de
oxidar a amoOnia até o nitrato em uma Unica via, indicando uma nova rota metabdlica no
ciclo do nitrogénio.

O termo Comammox (Complete Ammonia Oxidizer) descritos por Kessel et al.
(2015) e Daims et al. (2015), foi atribuido as espécies de bactérias do género Nitrospira
que possuem uma ecofisiologia distinta das demais espécies nitrificantes. Os autores
afirmam que as espécies do género Nitrospira, podem ser capazes de sintetizar todas as
enzimas responsaveis pela nitrificacdo completa, além de possuir a enzima Amonia
monoxigenase (amoA), filogeneticamente distinta das enzimas (amoA), ja conhecidas.

Os autores atribuem essa capacidade metabolica a uma forma de conservagéo de energia
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com maior rendimento energético (AG ° = -349 kJ mol™) quando comparado a qualquer
uma das duas etapas do processo convencional de nitrificacdo, 0 que torna essa rota
metabdlica bastante interesante e viavel em estacdes de tratamento de esgotos e efluentes

para remocao do nitrogénio.

Como mencionado anteriormente, essas bactérias sdo autétrofas pois dependem
da utilizacdo do carbono inorganico (CO2) como fonte de carbono para sintese da
biomassa celular, via ciclo de Calvin, é sdo também quimiolitotroficas, por oxidarem
compostos inorganicos como fonte de energia (MADIGAN et al., 2016). Essas bactérias
possuem crescimento lento, o que traz consequéncias na velocidade da transformacao das
moléculas (SCHIMIDELL et al., 2007). A estimativa do tempo de duplicacao de bactérias
heterotroficas é de aproximadamente uma hora, para bactérias nitrificantes esse tempo
pode variar entre 7 e 10 horas em laboratorio, podendo chegar a semanas em ambientes
naturais (SANTORO; ENRICH-PRAST, 2009).

No processo de nitrificacdo bioldgica, a oxidacdo aerobia de amdnia em nitrato
ocorre em duas reacdes sequenciais: oxidacdo de amonio para nitrito (equacdo 4) e
oxidacgéo de nitrito em nitrato (equacéo 5), etapas realizadas por dois grupos distintos de
bactérias nitrificantes (VAN KESSEL et al., 2015).

NHs* + 1.5 0, — NOy» + Ho0 + 2H* (AG°=-274.7 Kj mol?) (4)

NO2 + 0.5 02 = NO3’ (AG°=-74.1 Kj mol™) (5)

Esses processos sdo catalisados por 3 enzimas chaves. As oxidantes de amonia,
representadas por diversos géneros de bactérias, como Nitrosomonas, Nitrosococcus e
Nitrosospira, realizam a conversdo de NHs para a hidroxilamina (NH2OH), etapa
catalisada pela enzima amonia monoxigenase (amoA), que é uma proteina integral da
membrana bacteriana. Posteriormente, a transformagéo da NH>OH para NO2™ ocorre pela
acdo da enzima oxidoredutase da hidroxilamina (OHR), que esta presente no periplasma
das bactérias oxidantes de aménia, removendo 4 elétrons neste processo. Logo em
seguida, as oxidantes de nitrito, representadas pelos géneros bacterianos: Nitrospira,

Nitrobacter, Nitrospina e Nitrococcus, principais géneros estudados, realizam a
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conversdo do NO2 a NOs’, pela acdo da enzima nitrito oxidoredutase, que esta ligada a
membrana bacteriana (VIEIRA, 2017; MADIGAN et al., 2016).

Com base na oxidagdo total da amonia (equacao 6), a quantidade necessaria de
oxigénio requerido para oxidacdo completa da aménia equivale a 4,57g de O2/gN-NHa
oxidado, 3,43g O2/g N-NH. para oxidacdo de N-NHs a N-NO; e 1,14 g de O2/gN-NO>
para oxidacdo de N-NO, a N-NOs= (METCALF; EDDY, 2016). O processo de
nitrificacdo é favorecido pela presenca de O e alcalinidade suficiente para neutralizar os

ions hidrogénio produzidos durante o processo de oxidacdo (BITTON, 2005).

NH4* + 20, — NOs + 2H* + H,0 (6)

Vieira (2017) destaca que na etapa de oxidacao do nitrito a nitrato, s&o necessarios
100 mols de nitrito para fixar 1 mol de CO., enquanto que na etapa de oxidagdo da amonia
a nitrito s@o requeridos 35 mols de amonia para alcancar o0 mesmo objetivo. Deste modo,
durante a etapa de oxidacdo do nitrito para nitrato, as bactérias nitrificantes obtém baixo

ganho energético, além de necessitarem processar maiores quantidades de substrato.

3.6.4 Oxidagdo anoxica da aménia (Anamox)

O termo anamox (do inglés anoxic ammonia oxidation) € utilizado para definir o
processo em que a amOnia € oxidada sob condi¢des andxicas. Esse processo é altamente
exergonico, catalisado por um grupo distinto de bactérias anaerdbias obrigatérias, que
oxidam a amdnia utilizando o nitrito como aceptor de final de elétrons na cadeia
respiratoria, tendo como produto final o nitrogénio gasoso e os intermediarios 6xido
nitrico e a hidrazina (N2H2) (MADIGAN et al., 2016). A equacdo (7) apresenta a

estequiometria do processo anamox:

NH;"+ NO2- — N2+ 2H,O0  AG°=-357 kJ (7

Essas bactérias podem habitar os mais variados ecossistemas, podendo coexistir
com outros organismos nitrificantes em ambientes terrestres, marinhos e em ambientes
ricos em amonia, como os efluentes de origem antropica. O processo anamox pode ser
visto como uma alternativa viavel em estagcdes de tratamento de aguas de esgotos e

diversos efluentes para remocdo de compostos nitrogenados, devido ao metabolismo
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bacteriano anamox, requerer menos energia para crescimento e sintese celular durante a
oxidacdo dos substratos. Porém, essas bactérias apresentam crescimento lento, sendo
necessario maior tempo de retencéo celular nos reatores bioldgicos, além do controle
rigoroso nos parametros fisico-quimicos para criacdo de condicbes especificas e um
ambiente propicio para o sucesso ecoldgico desse grupo bacteriano.

As bactérias anamox que pertencem ao filo Planctomycetes, possuem uma
organela ligada a membrana que é desprovida de peptideoglicano, onde ocorre a
transformacdo da amonia e do nitrito em gés nitrogénio (KARTAL; KUENEN; VAN
LOOSDRECHT, 2010). Essa organela é denominada de anamoxossomo. A membrana
do anamoxossomo, € constituida por acidos graxos contendo multiplos anéis de quatro
membros (ciclobutano), que sdo conectados ao glicerol por liga¢Ges tanto éster quanto
éter (MADIGAN et al., 2016). A formacdo dessa estrutura membranosa densa torna a
organela resistente ao processo de difusdo, impedindo que ocorra dano a célula durante o
metabolismo dessas bactérias pela formacdo de produtos intermediarios tdxicos durante
as reacOes anamox (MADIGAN et al., 2016). Estudos realizados por De Almeida et al.
(2015), identificaram no genoma da bactéria Kuenenia stuttgartiensis, bactéria do grupo
anamox, os genes que codificam as cinco enzimas responsaveis pela oxidacdo da amonia,

localizadas no anamoxossomao.

Essas bacterias sdo autotréficas e fixam CO2 por uma via autotrofica de acetil-
CoA, amplamente distribuida em algumas bactérias e arqueias autotréficas anaerobias
(MADIGAN et al., 2016). Por serem quimiolitotroficas, essas bactérias conservam a
energia através do metabolismo quimiosmotico, que através de um sistema de membrana
semipermeavel, em conjunto com as reacGes redox, geram a forca préton motriz
necessaria para a sintese de ATP, através da enzima ATP-sintase ligada & membrana
bacteriana, sendo esta a mesma enzima que catalisa a formagdo de ATP nos organismos
heterétrofos e em todos os tipos metabolicos (KARTAL et al., 2013).

Na reagdo anamox, inicialmente ocorre a reducdo do nitrito a 6xido nitrico (NO)
pela acdo da enzima nitrito redutase, e 0 NO reage com a amdnia produzindo o composto
hidrazina (N2H2), um redutor forte, pela acdo da enzima hidrazina hidroxilase
(MADIGAN et al., 2016). A hidrazina produzida, é entdo oxidada até N2 pelo efeito
catalitico da enzima hidrazina desidrogenase, responsavel pela emissao de cerca de 50%
do N2 na atmosfera (MAALCKE et al., 2016).
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3.6.5 Desnitrificacdo

A desnitrificacdo bioldgica é uma etapa do ciclo do nitrogénio, utilizada nos
processos convencionais de remogao do nitrogénio em aguas residuérias. Nesse processo,
ocorre a redugdo do NO3z™ a N2 sob condicdes andxicas, (ambiente em que oxigénio
disponivel, ndo estd como (O2) oxigénio livre ou oxigénio molecular), esta em formas
combinadas de moléculas oxidadas, como os nitritos (NO2") e os nitratos (NO3’). As
bactérias responsaveis por essa etapa requerem quantidades suficientes de NOs e
auséncia ou baixa concentragéo de O (oxigénio molecular) no meio.

A desnitrificacdo pode ser limitada diretamente pela etapa de nitrificacdo, que
quando ndo ocorre, ou se mantém estabilizada, compromete a formacdo de nitrato,
impossibilitando sua utilizagdo pelas bactérias desnitrificantes, reduzindo a eficiéncia do
processo. Na reducdo do nitrato a nitrogénio molecular, ocorre a transferéncia de cinco
elétrons por atomo de nitrogénio, dos oito elétrons liberados pelo nitrogénio amoniacal
na sua oxidacdo para nitrato, apenas cinco sao recuperados quando o nitrato é reduzido
para nitrogénio molecular (ZOPPAS; BERNADES; MENEGUZZI, 2016).

Durante a reducgéo do nitrato a nitrogénio gasoso, ocorre a formagao de compostos
intermediarios, que podem ser toxicos ao meio. A equacao (8), mostra a redugdo completa

do nitrato e seus compostos intermediarios.

NO3;—NO2 —>NO—-N20—N> (8)

Na conversdo do nitrato em nitrogénio gasoso, participam uma grande diversidade
de bactérias, destacando-se o género Pseudomonas e outros como: Achromobacter,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium,
Corynebacterium, Flavobacterium, Halobacterium, Hypomicrobium, Methanomonas,
Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Rhizobium, Spirilium e Vibrio (METCALF; EDDY,
2016; MADIGAN et al., 2016).

As etapas da desnitrificacdo ocorrem numa sequéncia catalisada por enzimas
chaves, assim como ocorre na nitrificacao, e sdo partes integrantes do ciclo do nitrogénio
na natureza. A primeira etapa, em que ocorre a reducdo do nitrato para nitrito, pode ser
realizada por Escherichia coli, que possui a enzima nitrato redutase, integral da
membrana bacteriana, responsavel por realizar uma etapa parcial do processo, em que

ocorre a reducdo de NO3z™ para NO2™ com producéo de energia (MADIGAN et al., 2016).
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Na segunda etapa, a enzima nitrito redutase catalisa a conversdo de nitrito para 6xido
nitrico, e apos essa etapa, a 6xido nitrico redutase, catalisa a conversao do oxido nitrico
(NO) para oxido nitroso (N20), e por fim, a 0xido nitroso redutase, converte 0xido nitroso
para N2 (VIEIRA, 2017). Diferente de Escherichia coli, que realiza a redugéo parcial de
nitrato para nitrito, as bactérias Paracoccus denitrificans e Pseudomonas stutzeri,

realizam o processo completo de desnitrificacdo, de NO3z™ até N> (MADIGAN et al.,

Figura 2. Etapas da desnitrificacdo.

2016). A Figura 2, representa um resumo das etapas de desnitrificacéo.
nitrato oxido nitrico oxido nitroso
redutase redutase redutase
y v

A
(+5) NOz (+3) NOz (+2) NO Y (+1)N20 |,>

nitrito
redutase

N2

Fonte: Vieira (2017).

Para a remocdo de nitrato das adguas residuarias os métodos mais aplicados sdo:
0smose reversa, troca ibnica, reducdo de metais ativos, catalise e desnitrificagdo bioldgica
(DING et at., 2019).

Em sistemas de tratamento de esgotos, a desnitrificacdo e benéfica uma vez que
converte NO3™ a N2 que retorna a atmosfera, reduzindo a carga de nitrogénio fixado dos
efluentes da ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto), que se descarregados no ambiente,
estimulam a eutrofizacdo das aguas receptoras em decorréncia do crescimento de algas e
cianobactérias (MADIGAN et al., 2016).

A desnitrificacdo biologica requer condi¢cBes ambientais satisfatorias para o
sucesso ecoldgico dos microrganismos envolvidos. Nesse processo, existe a necessidade
de suplementacdo de carbono organico, devido a matéria organica presente, esta sendo
consumida durante o processo de oxidacdo. A alimentacdo de sistemas com carbono
organico pode ocorrer de diversas maneiras, sendo possiveis fontes de carbono a
introducdo de esgotos doméstico e/ou industrial e lixiviado de aterro sanitario, por

exemplo. Também é viavel a adi¢do de metanol (CH3OH) e glicose (CsH120s), que sao
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fonte de carbono e de energia para bactérias que realizam a reducéo do nitrogénio oxidado
até N2 (OLIVEIRA et al., 2013).

3.7 Influencia dos Biofilmes Microbianos nos Processos de Remogao de Nitrogénio

As comunidades de microrganismos presentes nos biorreatores, permitem a
remocdo de contaminantes, toxinas e nutrientes organicos, e evitam a descarga de
patdgenos no meio ambiente (NAZ et al., 2016).

O biofilme é resultado do crescimento de microrganismos em superficies solidas
bidticas ou abidticas, podendo se desenvolver tanto em ambientes naturais ou
patogénicos. A biocenose de microrganismos observada nesses ecossistemas, € bastante
complexa, isso em virtude da diversidade metabdlica dos organismos presentes no
biofilme e da capacidade de adaptacdo destes ao meio.

As bactérias que compde o biofilme apresentam dois nichos ecolégicos distintos:
podem ser de vida livre (planctbnicos) ou podem ser organismos sésseis. O primeiro
grupo representa as bactérias que possuem um maior potencial metabdlico e podem ser
observados dispersos na coluna d’agua. J& 0s organismos sésseis, se desenvolvem sob
uma superficie sélida é sdo responsaveis pela formacdo do biofilme. Esses organismos de
vida livre tém caracteristica de rapida proliferacéo e disseminacao para outros ambientes,
enquanto que 0s organismos sésseis crescem aderidos a uma superficie sélida gerando o
biofilme (MADIGAN et al., 2016).

A formacédo dos biofilmes ocorre em estagios sequenciais em decorréncia das
funcbes metabdlicas dos diversos microrganismos que irdo constitui-los, gerando relacfes
simbidticas. Inicialmente, ocorre a adesao das bactérias presentes no ambiente sobre uma
superficie solida onde se multiplicam e secretam varias substancias. Nesses estagios
iniciais, a adesao das primeiras bactérias a superficie, desencadeiam a expressdo de genes
especificos para a formacdo de biofilmes que codificam proteinas com atividade
enzimatica, catalisando a producdo de polissacarideos da superficie celular (EPS —
Exopolissacarideos) que sdo transcritos e aumentam a camada limosa facilitando a adeséo
celular (MADIGAN et al., 2016).

Durante a etapa de adesdo microbiana, ocorre a formacdo de col6nias que séo
favorecidas pelo aumento da sintese de EPS. Essa etapa de adesdo, envolve diversos

fatores ambientais e microrganismos, podendo ocorrer por colonizadores primarios ou
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secundarios, que pelo aumento da producdo de EPS, utilizam esse composto para o
crescimento e a adeséo celular.

As estruturas moveis das bacterias, responsaveis pela locomogédo, sao
fundamentais na colonizacdo de novos nichos, fuga de predadores, busca de alimentos,
reproducao e sdo responsaveis pelo estabelecimento inicial do biofilme e sua maturacéo.
Os flagelos das bactérias de vida livre, facilitam a colonizacao inicial do biofilme devido
a sua dispersdo na coluna d’agua. Os pilli e as fimbrias, também exercem papel
importante na locomogdo na fase de colonizagdo do biofilme. O movimento celular
observado ocorre em virtude da adesdo dessas estruturas aos exopolissacarideos,
permitindo o movimento ou retracao celular que auxilia na colonizacao do novo ambiente
e no desenvolvimento do biofilme (MADIGAN et al., 2016).

O desprendimento de fragmentos maduros da biomassa do biofilme no meio
aquoso, ocorre constantemente, e pode ser por dois mecanismos distintos: podem ocorrer
por erosao (perda de células individuais) ou por perda de agregados maiores (XAVIER
et al., 2005). Embora ocorra essa dispersao do biofilme, os microrganismos
remanescentes continuam a se multiplicar e desenvolver o biofilme na superficie que se
encontra fixado e o ciclo de formacéo e desprendimento se repete.

Com o aumento da densidade bacteriana, ocorre 0 aumento na expressao de genes
especificos que induzem ou regulam varias fungdes celulares. Essas funcbes envolve a
motilidade, fatores de viruléncia, producdo de polissacarideos e a formacéo do biofilme.

A formacao do biofilme na superficie de um material suporte, propicia a formagéo
de camadas anaerdbias seguidas de aerdbias, o que favorece o desenvolvimento dos
organismos autotréficos aer6bios em camadas superiores em contato com o ar e 0s
anaerdbios nas inferiores com menores teores de OD sem a presenca do OD (JACOBS;
CORREA,; PRATES, 2015). Além disso, a presenca de um meio de suporte promove um
aumento da area de contato e 0 aumento do tempo de retencédo de células (TRC), mesmo
em um curto tempo de retencdo hidrdulica (TRH), favorecendo a crescimento de
microrganismos nitrificantes sob condicbes favoraveis (MOURA; DAMIANOVIC;
FORESTI, 2012).

Na figura 3, observa-se o diagrama de formacdo do biofilme. Na etapa (a),
observa-se a colonizagdo primaria dos microrganismos sobre 0 meio de suporte.
Sequencialmente, em (b), o crescimento e divisdo celular e a producdo de EPS. Na etapa

(c), ocorre o processo de co-adesdo de células individuais e/ou células coagregadas nas
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coldnias desenvolvidas no material de suporte, e por fim, a maturacdo e formacéo de

mosaicos clonais dentro do biofilme (d).

Figura 3. Diagrama da formacéo do biofilme.
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Fonte: Rickard et al., (2003).

Moura, Damianovic e Foresti (2012), utilizando um meio de suporte composto
por espuma de poliuretano, apresentaram resultados satisfatorios operando um reator de
leito estruturado sob aeracgéo intermitente em trés fases sequenciais. O sistema apresentou
uma eficiéncia na remocdo de nitrogénio total com valor médio de 82,6%, o que indicou
que os processos de nitrificacdo e desnitrificacdo podem ocorrer simultaneamente em
sistemas que atuam com intermiténcia de aeracdo. Além disso, o uso do material suporte
certamente contribuiu para a eficiéncia dessas etapas, pois forneceu condi¢des favoraveis

de sintrofia entre os grupos bacterianos.
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4 PRINCIPAIS PARAMETROS OPERACIONAIS QUE INTERFEREM NO
PROCESSO DE REMOGCAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

As bactérias do ciclo do nitrogénio séo as principais reguladoras das etapas de
transformacdo desse macronutriente na natureza, sendo responsaveis por garantir a
interacdo desta molécula com 0s organismos vivos. Porém, para que esses processos
bioldgicos ocorram harmonicamente, sdo necessarias condicdes ambientais especificas
para favorecer o desenvolvimento da grande diversidade dos microrganismos envolvidos
(FLECK; TAVARES; EYNG, 2015).

Vaérios fatores como pH, temperatura, presenca de inibidores, alcalinidade e
oxigénio dissolvido podem interferir diretamente no crescimento, estabelecimento e na
eficiéncia dessas comunidades bacterianas (MORAIS et al., 2019). Outros fatores
também podem ser citados, tais como: deficiéncia de alguns nutrientes essenciais,
presenca de compostos toxicos, aminas, taninos, compostos fenolicos, alcoois, cianetos,
éteres, carbamatos e benzeno, alem de metais pesados e das formas de nitrogénio em
amonia livre (NHa) e &cido nitroso ndo ionizado (HNO2) (MAGRI et al., 2013).

4.1 Oxigénio Dissolvido (OD)

A velocidade da taxa de nitrificacdo € influenciada diretamente pela concentracéo
de oxigénio dissolvido. A concentracdo de OD interfere diretamente no metabolismo
dessas bactérias aerdbias, por ser o oxigénio molecular o aceptor final de elétrons nessa
etapa de oxidacdo. Taxas e velocidades 6timas podem ser obtidas com niveis de O.D. da
ordem de 4,0 mg O2/L, desde que exista uma populacdo 6tima de bactérias nitrificantes
(FERREIRA, 2000). Por outro lado, elevadas concentracdes de O, podem inibir o
desenvolvimento de bactérias desnitrificantes, que sdo anaerobias, portanto suas enzimas
sdo sensiveis a presenca de (OD) (ZOPPPAS; BERNADES; MENEGUZZI, 2016).

Ma et al. (2017) utilizando Reator de Biofilme de Bateladas Sequenciais (SBBR)
demostraram que a eficiéncia dos processos de nitrificacdo e desnitrificagdo simultanea
(SND) aumentou gradualmente com a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD)
reduzida de 4,5 mg / L para 0,35 mg / L. Concentrac6es de O.D inferiores a 0,2 mg/L
podem inibir completamente a desnitrificacdo para culturas puras, ja em sistemas de lodos
ativados, esse processo pode ser inibido para concentracdes de 0,3 a 1,5 mg/L, devido ao

crescimento aglomerado das células em formas de flocos (SCHIMIDELL et al., 2007).
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Bitton (2005) cita que para a nitrificagdo prosseguir em um sistema de lodos
ativados, a fase de aeracdo, 0 oxigénio deve estar bem distribuido no tanque e sua
concentracdo ndo deve ser inferiora 2 mg / L. Cao et al. (2017) utilizando um reator em
bateladas de sequenciais de leito mével (MBSBR), com variagdo nas concentracoes de
OD (1,5, 2,5, 3,5, 45 e 5,5 mg/L) apresentaram a eficiéncia do reator sob influéncia
dessas concentracbes nas etapas de remocdo de nitrogénio. Os resultados obtidos
indicaram que a remocédo do nitrogénio total foi de 83,73%, quando o reator funcionou
com concentracfes de OD de 2,5 mg/L. Do mesmo modo que, a oxidagdo da amonia a
nitrato sob essas condic¢des favoreceu a nitrificacdo, atingindo eficiéncia de 93%.

Os resultados apresentados por Hu et al. (2019), demonstraram a influéncia do
OD nos processos de remoc¢do de nitrogénio utilizando filtro bioldgico. Utilizando
diferentes concentragdes de OD no reator, observaram que quando a concentragdo de OD
foi de 2,5 mg/L, a taxa de remocéo de nitrogénio amoniacal foi de 66,9%, resultando em
baixa eficiéncia nos microrganismos aerobios nitrificantes. Com o aumento da
concentragéo do (OD) para 3,0 mg/ L™t e 3,5 mg/L™%, os resultados obtidos indicaram uma
melhor eficiéncia na remogdo do nitrogénio amoniacal com 81,9% e 82,7%
respectivamente. Esses resultados indicam que com o aumento na concentragdo de OD

no filtro, houve melhora na eficiéncia no metabolismo aerébio nitrificante.

As enzimas presentes nas bactérias desnitrificantes sdo sensiveis a presenca de
OD, porém alguns grupos de bactérias desnitrificantes sdo capazes de realizar a
desnitrificacdo sob condicdes aerdbias. Segundo Ji et al. (2015), a presenca do gene NapA
pode ser o responsavel por esse metabolismo aerébio, e que as analises filogenéticas
demostraram que esse gene esta presente no filo proteobactéria o, p e y. Os autores ainda
destacam que a espécie bacteriana Paracoccus denitrificans, apresenta capacidade de
realizar a reducdo de NO3z em condicgdes aerdbias, o qual se deve a possibilidade da
presenca de uma enzima nitrato redutase periplasmatica que pode ser expressa em

condicdes anaerdbias e/ou aerobias.

Na auséncia de OD, ou sob concentracdes limitadas, as enzimas nitrato-redutase
e nitrito-redutase da cadeia respiratoria de transporte de elétrons séo induzidas, resultando
na transferéncia de hidrogénio e de elétrons para nitrito ou para o nitrato (METCALF;
EDDY, 2016).
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4.2 pH

O pH é um parametro fundamental no desempenho dos processos de nitrificacdo
e desnitrificacdo sendo necessario seu controle. As variagcdes observadas do pH no meio,
séo devidas ao metabolismo dos grupos bacterianos envolvidos e condi¢cdes de substrato.
A nitrificacdo apresenta faixa 6tima em valores de pH entre 7,2 a 8,0, e em pH inferior a
6,0 ocorre sua reducdo. Enquanto que a desnitrificacdo necessita de pH proximo a
neutralidade, evitando valores inferiores a 6,0 e superiores a 8,0 (FLECK; TAVARES;
EYNG, 2015).

Em sistemas de tratamento a formagéo do &cido nitroso (HNO>) ocorre em pH
abaixo de 7,0, ocasionando a reducdo da atividade das bactérias do género Nitrobacter,
um dos géneros responsaveis pela segunda etapa da nitrificagdo. Em contrapartida em pH
acima de 8,5, a quantidade de aménia livre causard a inibicdo das bactérias do género
Nitrossomonas, responsaveis pela primeira etapa da nitrificagdo (FERREIRA, 2000).
Nesses sistemas, bactérias nitrificantes podem aclimatar-se nos reatores com valores de
pH mais acidos, porém esse processo leva tempo para adaptacdo bacteriana ao meio,
podendo ocorrer ciclos aonde predominem altas taxas de nitrificagdo e baixas taxas de
remocao da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (MAGRI et al., 2013).

As variacOes das especies nitrogenadas em sistemas de tratamento, ocorre em
virtude da atividade metabdlica dos microrganismos responsaveis pela oxidacdo e
reducdo do nitrogénio. Deste modo, pode ocorrer elevacdo da alcalinidade ou consumo
no meio, resultando em oscilages no pH. No sistema de tamponamento carbonato/gas
carbdnico cada 2 moles de H+, consome 1 mol de alcalinidade na forma de carbonato de
calcio (100 g), Equacdo 9, portanto, cada 1 mol de aménia oxidada (18 g) promove o
consumo de 1 mol de carbonato (100 g) (MAGRI et al., 2013). Ja no processo de
desnitrificacdo ocorre 0 aumento da alcalinidade e do pH, teoricamente, esse processo
produz 3,6 mg de alcalinidade como CaCOs por mg de nitrato reduzido a N2 (BITTON,
2005).

2H* +CaCOs — Ca(OH) +2CO; + H (9)

Como as reagdes de nitrificacdo consomem alcalinidade, NaOH e/ou Ca(OH)»
devem ser adicionados para neutralizar o pH, pois sua reducdo interfere na atividade

metabdlica das bactérias nitrificantes (MODIN et al., 2011). Portanto, deve haver



43

alcalinidade suficiente nas aguas residuarias para equilibrar a acidez produzida pela
nitrificacdo, a queda de pH que resulta da nitrificacdo pode ser minimizada através da
aeracdo para remocao do CO2 (BITTON, 2005).

Wang et al. (2018), avaliaram o desempenho de comunidades bacterianas no
processo de desnitrificacdo autotréfica usando um sistema bioeletroquimico para
remocdao simultdnea de cromo. Observaram que nesse processo, uma maior eficiéncia na
remocdao de nitrato e de cromo quando o pH estava em 7,0, apresentando taxas de 97,21%
e 72,26% respectivamente. Schimidell et al. (2007), destacam a importancia do processo
de desnitrificacdo ocorrer com pH elevado acima de 7, pois em meio acido, pH abaixo de

7, propicia a formacéo de acido nitroso que é altamente toxico.

4.3 Alcalinidade

A alcalinidade pode ser definida como o potencial de reacdo de um determinado
sistema aquoso em neutralizar acidos fortes, definindo o valor de pH no meio. Os
processos globais de transformacdo do nitrogénio, sdo mediados pela producgdo e
consumo da alcalinidade durante a atividade bacteriana. Observa-se que, numa faixa de
pH de 5 a 8, em um reator biolégico aquoso, o equilibrio do pH deste reator sera
conduzido pela quantidade de CO; e alcalinidade do meio (FERREIRA, 2000).

Ferreira (2000), destaca que em sistemas fechados, onde ndo ocorre a saida do
COo, a alcalinidade do efluente deve ser dez vezes maior do que a quantidade de amonia
nitrificada, de modo a manter o pH acima de 6,0. O autor ressalta que teoricamente a taxa
de consumo da alcalinidade é de 7,1 mg CaCOs por mg de amonia oxidada, e 0 consumo

observado € geralmente igual ou menor do que a tedrica.

Se o pH e alcalino (>8,0), o equilibrio se desloca até a formacdo de amonia,
favorecendo a atividade das BOA. Em contrapartida, sabe-se que a atividade das bactérias
oxidantes de nitrito é fortemente dependente da concentracdo de amoénia no meio
(ZOPPAS; BERNARDES; MENEGUZZI, 2016).

4.4 Temperatura

Os efeitos da temperatura sobre 0s processos microbiol0gicos nos sistemas

naturais, tém recebido consideravel interesse cientifico devido a sua importancia no ciclo



44

do carbono e do nitrogénio e os possiveis feedbacks para as mudancas climaticas
(BONNETT et al., 2013). A temperatura influencia diretamente o metabolismo das
bactérias responsaveis pela remocdo de nitrogénio. Variagdes muito bruscas de
temperatura podem aumentar ou reduzir significativamente as atividades bacterianas em
reatores e nos corpos aquaticos. Kim, Lee e Keller (2006) relatam que as atividades das
bactérias nitrificantes aumentam com a elevacdo da temperatura e, torna-se limitante

quando a temperatura esta abaixo 10 °C.

Para garantir eficiéncia metabolica das bactérias envolvidas nos processos de
nitrificacdo e desnitrificacdo, o controle do equilibrio térmico é essencial, devido ao efeito
direto no metabolismo bacteriano. A necessidade de manutencdo da homeostase térmica
nas estacOes de tratamento, reflete no interesse de garantir maiores eficiéncias nos
processos de remogdo bioldgica do nitrogénio. A temperatura exerce interferéncia direta
no equilibrio quimico de amoénia livre e acido nitroso livre, que em elevadas
concentracOes reduzem a atividade metabolica das oxidantes de amonia e das oxidantes
de nitrito (VAN HULLE et al., 2007; GABARRO et al., 2012).

Em sistemas naturais e em estacbes de tratamento (ETES), as bactérias
nitrificantes e desnitrificantes, estdo sujeitas as alteracfes recorrentes de temperaturas
devido as variacGes sazonais ou condi¢cBes adversas. De modo que, essas bactérias
apresentam respostas metabolicas distintas em casos de alternancias significativas de
temperatura, podendo reduzir significativamente o tamanho populacional e/ou reduzir a
eficiéncia na degradacdo e incorporacdo de substratos. Duan, He e Liu (2011),
observaram que em 16°C, os processos de nitrificagdo e desnitrificacdo reduziram
consideravelmente. Por outro lado, temperaturas em torno de 32,1°C aumentaram a
remogdo de N-NHs Em consequéncia disso, os autores atribuiram a influéncia da

temperatura na eficiéncia das etapas de nitrificacdo e desnitrificacéo.

4.5 Relagédo Carbono/Nitrogénio

Um parédmetro importante na etapa de remocéo bioldgica de nitrogénio, € a relacao
carbono/nitrogénio, caracterizada pela equacdo DQO:N (demanda quimica de oxigénio:
nitrogénio) (ZOPPPAS; BERNADES; MENEGUZZI, 2016). A etapa de desnitrificacdo
¢ altamente dependente dessa relacdo, que se for elevada, favorece a reducdo

desassimilativa do nitrato para amonia (RDNA), j& que em condicdes de limitacdo de
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receptores de elétrons, € favorecida a via que permite a eliminagcdo de um nimero maior
de elétrons (PEREIRA-RAMIREZ et al., 2003).

Na etapa de nitrificacdo, a relagdo DQO:N interfere diretamente no metabolismo
das bactérias nitrificantes. A medida que esta relacdo aumenta, pode ser observada a
reducdo na densidade populacional de bactérias nitrificantes, devido ao estabelecimento
de bactérias heterotroficas e nitrificantes, competindo diretamente por substrato e Os.

Correa et al. (2016), utilizando o processo de nitrificacdo e desnitrificacdo
simultanea (SND), demonstraram que os reatores operados com baixa relacdo C/N,
favoreceram o desenvolvimento das bactérias nitrificantes, contribuindo para um
processo de nitrificacdo mais acentuado. Entretanto, na etapa de desnitrificacdo,
observou-se que foi possivel obter eficiéncia proxima a obtida na etapa de nitrificacao,
mesmo com a baixa relagdo C/N do sistema. Os autores atribuiram esse efeito, a
coexisténcia de bactérias nitrificantes e desnitrificantes no reator, principalmente aderidos

ao material suporte.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de Realizagdo da Pesquisa

O trabalho foi realizado na Estacdo Experimental de Tratamentos Biologicos de
Esgotos Sanitarios (EXTRABES), pertencente a Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), com localizacdo no Bairro do Tambor na Cidade de Campina Grande, PB,

Brasil.

5.2 Sistema Experimental

O sistema experimental € constituido por um reator anaeréobio de fluxo ascendente
com manta de lodo (UASB), seguido de filtro biologico percolador (FBP) e um reator

anoxico, dispostos sequencialmente, como apresentado na Figura 4.

Figura 4. Reatores utilizados no experimento: (1) Reator UASB; (2) Filtro Bioldgico
Percolador; (3) Reator Anéxico.
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O reator UASB foi construido em tubo de PVC rigido, com capacidade
volumétrica de 42 litros, e cerca de 2,37 m de altura com didmetro de 150 mm. A carga
organica volumétrica aplicada (COV) foi de 2,7 kgDQO/m3.dia, carga hidraulica
volumétrica de 3 m®.m=3.d! e tempo de detencéo hidraulica (TDH) de 8 horas.

O FBP foi construido em tubo de PVC, com volume total de 35 L, sendo 17 L
preenchidos com brita n° 4, representando indice de espagos vazios de 49%. Possui altura
de 1,80 m, carga organica volumétrica aplicada de 1,2 kgDQO/m3.dia, carga hidraulica
volumétrica de 4,0 m3/m3.dia, taxa de aplicacéo superficial de 2,7 m3/m2.dia e vazdo do
afluente de 48 L.d™.
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O reator anoxico foi construido em tubo de PVC, com volume total de 17,5 L,
altura de 1,0 m, vazdo efluente de 17 L.d! e tempo de detencdo hidraulica de 24 horas.

O filtro biologico percolador foi alimentado em fluxo intermitente e o tempo de
duracdo de cada ciclo é de 06 horas, totalizando quatro ciclos diarios. Os ciclos foram
divididos nas fases de alimentacéo, descarga e repouso. O tempo de alimentagédo do FBP,
foi calculado para ser coincidente com tempo em que o efluente do reator UASB era
bombeado para este filtro, consequentemente, a etapa de alimentacdo do FBP ocorria
durante o periodo de 40 minutos. Apos esta etapa, o efluente do FBP era descarregado
por 20 minutos até que fosse totalmente esvaziado e, em seguida, permanecia em repouso
por 5 horas.

A alimentacdo do reator anoxico ocorreu com o efluente proveniente do FBP,

sendo hombeado através de fluxo descendente até o reator andxico.

5.3 Lixiviado de Aterro Sanitario

O lixiviado usado na preparagédo do substrato para alimentar o sistema de reatores
em série (item 5.2), foi coletado no aterro sanitario localizado no engenho Mussuré, no
distrito industrial, situado na regido metropolitana da cidade de Jodo Pessoa, PB, a cerca
de 5 km da BR-101. O aterro sanitario foi projetado e construido por um consorcio de
desenvolvimento intermunicipal responsdvel pela integracdo das cidades de Bayeux,
Santa Rita, Lucena, Conde, Jodo Pessoa, Cabedelo e Cruz do Espirito Santo, com
propésito de permitir que cidades de pequeno porte atuem de forma integrada e
sustentavel na eliminacao dos lixdes.

O lixiviado coletado no aterro, foi armazenado em reservatorio de polietileno e
transportados em caminhdo tanque até o laboratorio da EXTRABES. Apds sua chegada
no laboratdrio, o lixiviado foi utilizado para preparacdo do substrato com frequéncia

diaria, fornecendo um efluente com volume necessario para alimentacao dos reatores.

5.4 Esgoto Domestico

O esgoto domestico utilizado foi proveniente do sistema de esgotamento sanitario
da cidade de Campina Grande, PB, coletado no emissario leste e aduzido para um
reservatorio de polietileno, onde foi armazenado a temperatura ambiente até 0 momento

de preparacédo do substrato.
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5.5 Substrato

Para o preparo do substrato, adotou-se o percentual de 3% de lixiviado de aterro
sanitario mais 97% de esgoto doméstico (percentagem em volume). A mistura forneceu
a concentragio média de nitrogénio amoniacal de 150 mg.L ™. A alimentag&o do proximo
reator da série, 0 FBP, ocorria com o efluente advindo do reator UASB, que através de
uma bomba direcionava o efluente ao FBP, e o efluente do FBP era bombeado para a
Gltima unidade, o reator andxico. A preparacdo do substrato ocorria diariamente, para

cada evento de alimentacdo do UASB.

5.6 Andlises Microbiologicas: Quantificacdo de Bactérias Nitrificantes e

Desnitrificantes

As analises microbiologicas foram realizadas no laboratério de microbiologia da
EXTRABES. Foram quantificadas bactérias nitrificantes e desnitrificantes. O NUmero
Mais Provavel (NMP) de bactérias nitrificantes foi quantificado nas amostras do efluente
FBP. J4 o NMP das bactérias desnitrificantes, foi estimado nas amostras do efluente do
reator andxico.

A estimativa populacional dos grupos bacterianos citados, foram realizadas com
a técnica dos tubos multiplos que fornece os resultados na unidade de NMP/100 ml. Esse
método é baseado no principio da diluicdo da amostra com 0s microrganismos de
interesse até sua extincdo e, seguidamente, uma aliquota de cada uma dessas diluicGes
das amostras sdo inoculadas em tubos com os meios de cultura especificos que favorecem
0 crescimento das bactérias sob estudo.

Esse processo € realizado em duas etapas: a primeira consiste na diluicdo da
amostra (substrato a ser avaliado) em séries decimais em tubos de ensaio contendo o
liquido de diluig&o esterilizados, tamponado e pH 7,00. Podem ser usados varios volumes
para diluigdo da amostra, mas sempre multiplos de 9, por exemplo, 18 ml. A seguir e, em
condicgdes de assepsia, se inocula 2 ml da amostra no tubo contendo a &gua de diluicdo
(18 ml), obtendo a diluicio 10t. Ap6s a homogeneizacdo do tubo, retira-se 2 ml de
amostra da diluicdo 10, e adiciona-se a outro tubo com agua de diluicdo para obter a
diluicdo 1072, Realiza-se essa etapa, até obter-se todas as diluicdes desejadas.

O método foi desenvolvido inicialmente para quantificacdo de bactérias
coliformes em agua potavel a fim de garantir a qualidade sanitaria da agua destinada ao

consumo humano, nas quais os coliformes, e em particular Escherichia coli, devem estar
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ausentes. Na quantificacdo de coliformes em &gua potavel, os volumes testados sdo bem
maiores que as aliquotas de amostras sob estudo (lixiviado de aterro sanitario mais esgoto
domeéstico) com volumes de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL. Esses volumes sdo inoculados em 5
tubos originando uma série decimal das diluicGes das amostras inoculadas de 15 tubos:
5x10 ml, 5x1ml e 5x0,1m.

Partindo dos principios dessa técnica, foram feitas adaptac6es para outros tipos de
amostras, como para o solo, e atualmente é bastante utilizada para aguas residuérias,
utilizando dilui¢bes decimais da amostra original. Essas adaptacGes propiciam bons
resultados, permitindo as estimativas das concentragdes dos microrganismos de interesse
em uma certa unidade de volume.

Esse método é baseado na distribuicdo probabilistica da presenca e auséncia dos
microrganismos em crescimento. A leitura é feita pela quantificacdo dos nimeros de
tubos positivos (com crescimento) e negativos (sem crescimento) para cada uma das trés
diluicBes. Em tabelas especificas se procura as combinacgdes das trés séries de diluicdes
decimais. Os resultados do NMP representam um valor com indice de confianca de 95%,
tendo em vista que o método ndo determina a concentracdo exata e sim 0 nUmero mais

provavel.

5.7 Coleta das Amostras

As amostras para as quantificagdes dos grupos bacterianos foram coletadas nos
efluentes dos reatores FBP e Reator anoxico, no periodo da manhd e, em seguida, foram
levadas para o laboratério da EXTRABES para diluicdo das amostras e incubagdo de
acordo com os tempos de crescimento de cada grupo bacteriano, que sdo de 30 dias para

as nitrificantes (BOA e BON) e cerca de 15 dias para as bactérias desnitrificantes.
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Na Figura 5, apresenta-se o fluxograma das etapas de diluicdo das amostras e

inoculacdo em meio de cultura seletivo para bactérias nitrificantes e desnitrificantes.

Figura 5. Fluxograma de quantificacdo das bactérias nitrificantes e desnitrificantes.
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5.8 Quantificacdo de Bactérias Desnitrificantes — Técnica dos Tubos Multiplos

A técnica de diluices decimais seriadas, foi utilizada para quantificar as bactérias

Procedimento analitico:

desnitrificantes, e foi aplicada de acordo com a metodologia utilizada por Mendonca
(2002).

Preparacdo do meio de cultura — Em um becker foram adicionados 2g do caldo
nutriente (NUTRIENT BROTH — ACUMEDIA) em p6, e 0,107 g de NaNOs, e ambos
foram transferidos para um em baldo e o volume completado até 250 mL, com &gua

Milli-Q:

A seguir, 4,5 mL do meio de cultura foram distribuidos em cada um dos tubos de

ensaios (5 tubos para cada diluicdo);

Esses tubos foram tampados com tampdo de algod&o envoltos em gaze e esterilizados

em autoclave, por 20 minutos sob pressdo de latm e temperatura de 120°C,;

Foram realizadas as diluigdes seriadas decimais das amostras para inoculagéo no meio

de cultura. Primeiro, foi preparado o liquido de diluicdo (ou agua de dilui¢cdo) com



VI.

VII.

o1

adicao de 2ml da solugéo de KoHPO4 e 0,5 ml da solugdo de KH2PO4, em um balé&o

completando o volume para 500ml com agua Milli-Q. Todo o procedimento ocorreu

em ambiente de assepsia e proximo ao bico de Bunsen;

Em tubos de ensaio limpos, adicionou-se 18ml da agua de diluicdo em cada um dos

tubos que foram tampados com rolhas de algoddo envolvidos com gaze e

autoclavados por 20 minutos sob pressao de latm e temperatura de 120°C;

A sequir, realizou-se as dilui¢Oes seriadas inoculando-se no primeiro tubo da série de

8, 18 ml de &gua de diluicao estéril com 2 ml do substrato, obtendo se a primeira

diluicdo, de 10!. Foi agitada a primeira diluicdo e com nova pipeta limpa e

esterilizada, retirou-se 2 ml dessa primeira transferindo para o segundo tubo, obtendo-

se a diluicdo 102, Estes passos foram repetidos até atingir a diluicdo 107®;

Os tubos foram vedados com rolhas de borrachas e envolto por gaze, sendo incubados

a 30°C por 15 dias.

e Preparagdo da Solugdo-teste: Preparou-se a solugdo teste para leitura do
resultado de crescimento ou ndo das bactérias sob estudo. Foram pesados 0,2g de
difenilamina [(CeHs)2NH)] e diluido em 100 mL de acido sulfurico (H2SO4). A
solucéo foi armazenada em ambiente livre de luminosidade e sob refrigeracao.

e Determinacéo do nitrato apds incubacao:

Apobs o periodo de incubacéo, se procedeu a leitura do consumo de nitrato. O

ambiente de trabalho foi limpo e desinfetado, sendo todo o processo realizado sob
condicdes de assepsia. Os tubos foram retirados da estufa e de cada um daqueles com a
mesma diluicdo, retirou-se uma aliquota de 0,5 ml da cultura que foram transferidos para
um tubo limpo, adicionando-se 2 ou 3 gotas da solucéo teste. Os resultados sdo expressos
como presenca ou auséncia de turbidez e presenca ou ndo de coloragdo azul. A cor azul
indica auséncia de crescimento (presenca de nitrato ndo consumido). J& a presenca da
coloracdo turva, indica consumo de nitrato, indicando possivel atividade das bactérias

desnitrificantes (Figura 6).

Figura 6. Fluxograma das etapas para identificagdo das bactérias desnitrificantes.
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NMP:
O resultado quantitativo (NMP) das bactérias desnitrificantes, foi definido pela
combinacdo dos tubos positivos e negativos das trés séries de 5 tubos de diluicbes

decimais, através da consulta da tabela padrdo de probabilidade (APHA, 2012).

5.8.1 NMP de bactérias nitrificantes

A técnica do Namero Mais Provavel empregada foi a metodologia utilizada por
Mendonga (2002). A estimativa do NMP é realizada com base na combinacdo dos
resultados dos tubos positivos e negativos, o que fornece um codigo de 3 nimeros (um
para cada uma das 3 séries de 5 tubos) consultando-se a tabela padrdo de probabilidade
(APHA, 2012).

5.8.2 Quantificagdo de bactérias oxidantes de aménia (BOA)

Para quantificacdo das bactérias nitrificantes, foi utilizada a mesma técnica dos
Tubos Multiplos.

O meio de cultura para crescimento das Bactérias Oxidadoras de Amdnia (BOA),
foi preparado seguindo a formulagdo apresentada na tabela 1. Os integrantes foram
colocados em um bequer, completando o volume com agua Milli-Q. A sequir, realizou-

se a correcdo do pH para proximo a 7,8, com gotas do sobrenadante da solu¢do Na,COs,

Tabela 1- Meio de cultura para bactérias oxidantes de Vol. Solugéo estoque
amdnia. Concentragdo da solucédo estoque (g/100ml) p/500 (rrr:]ILd)e meio
(NH4)2S04 5009 | 0,094/ mgL- de N-NH4
KNO; ou (NaNO>) 0,859 0,5
CaCl,.2H.0 1,349 0,5
MgSO.. 2H.0 4,009 0,5
Azul de bromotimol 0,04 ¢g 0,5
KH2PO4 (0,2M) 2,72 g 3,75
Ferro quelante: 0,5
EDTA.2NA 0,331 g
FeS04.2H,0 0,246 g
Elementos traco 0,0422 g 0,5

Fonte: Mendonga (2002) apud Schmidt & Belser (1984).
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Procedimento analitico:

VI.

VII.

VIII.

Para preparo do meio de cultura, adicionou-se as solugfes apresentadas na
tabela 1, em um becker, completando o volume para 500mL com agua
Milli-Q;

Procedeu-se a correcdo do pH para 7,5, com a adicdo de gotas do
sobrenadante da solucdo de Na2CO3;

Em cada tubo de ensaio, adicionou-se 9 mL do meio de cultura, sendo 5
tubos para cada diluicdo utilizada;

Adicionaram-se, em cada tubo, 5 unidades de espumas cubicas de
poliuretano de 0,5cm, para servirem de area de fixacdo do biofilme
microbiano;

Os tubos foram tampados com algodé&o e envoltos com gaze;

Os tubos foram esterilizados em autoclave por 20 minutos sob pressao de
1 atm e temperatura de 120°C;

Realizaram-se as diluigdes decimais seriadas das amostras para inoculagéo
no meio de cultura. Para realizar essas diluicdes, preparou-se o liquido de
diluicdo da mesma forma que citado no item Quantificacdo de Bactérias
Desnitrificantes - Procedimento analitico- no item IV: adicionaram-se 2ml
da solugdo de KoHPO4 e 0,5 ml de solucdo de KH2PO4 completando o
volume para 500ml com agua Milli-Q. Todo o procedimento ocorreu sob
ambiente de assepsia, proximo ao bico de Bunsen;

Adicionou-se 18ml da agua de diluicdo em cada tubo de ensaio, logo em
seguida os tubos foram tampados com rolhas de algodé&o e envoltos com
gaze, seguindo para autoclave.

Logo ap06s essa etapa, adicionou-se 2mL da amostra ao tubo contendo a
agua de diluicéo, obtendo a diluicdo 101, Ap6s a homogeneizagéo do tubo
contendo a diluigdo 107, retirou 2 mL, e adicionou a outro tubo contendo
a agua de diluicdo, obtendo a diluicdo 1072 Essa etapa procedeu até obter
a diluicdo 108, Cada diluic3o € feita em quintuplicata.

Os tubos foram incubados por 30 dias e temperatura de 30°C;

Preparo dos reagentes
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Nessa etapa, para caracterizacdo das bactérias nitrificantes presentes no ensaio
apos o periodo de incubacdo de 30 dias, preparou-se duas solucdes que permitiram
identificar os tubos onde ocorreram o crescimento das células bacterianas.

Para a Solugdo 1, adicionou-se 0,59 de sulfanilamida em 100 mL de &cido
cloridrico (HCI) 2,4N. Logo ap0s, a solucdo foi armazenada sob refrigeracao e livre de
luminosidade. Para o preparo da solucao 2, dissolveu-se 0,3g de N-naftil-etilenodiamina
hidrocloreto em 100 mL de acido cloridrico (HCI) 0,12N, seguindo o mesmo critério de
armazenamento da solucdo 1.

e Determinacdo do nitrito apds incubacdo e interpretacdo da leitura das
amostras

Apos o periodo de incubacdo, realizou-se a leitura do consumo de nitrato nas
amostras. Durante essa etapa, 0 ambiente de trabalho foi preparado (limpo e desinfetado),
sendo todo o processo realizado sob condi¢fes de assepsia. Os tubos foram retirados da
estufa e de cada um dos tubos com mesma diluicéo, retirou-se uma aliquota de 0,5 ml da
cultura, e adicionou-se em um tubo limpo, nesse momento, adicionou-se 2 ou 3 gotas da
solucdo teste 1 e 2, podendo ser observada a alternancia de cores nas amostras, podendo
apresentar a coloragéo rosa avermelhada ou podendo ser incolor.

A mudanga da coloracdo para rosa avermelhada, indica presenca de nitrito e,
consequentemente, crescimento celular das oxidantes de amdnia (resultado positivo), por
outro lado, auséncia de cor indica que ndo houve crescimento celular dessas bactérias

(resultado negativo) Figura 7.

Figura 7. Fluxograma do teste qualitativo quanto a produgéo de nitrito nos tubos.
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5.8.3 Quantificagdo de bacterias oxidantes de nitrito (BON)

Foi utilizada a mesma técnica, dos tubos mdltiplos, de acordo com a metodologia
utilizada por Mendonga (2002). O meio de cultura foi preparado de acordo com o0s

compostos quimicos listados na tabela 2, tendo seu volume completado com agua Milli-

Q.

Tabela 2- Meio de cultura para bactérias oxidantes de nitrito. | Vol. Solugéo estoque
Concentracdo da solucdo estoque (g/100ml) p/500 (rr?]ILd)e meio

NaNO; 0,69 g 0,5
CaCl2.2H20 1,34 ¢ 0,5
MgSO.. 2H,0 4,00 g 2,5
KzHPO. (0,2M) 3,48 2,0
KH2PO, (0,2M) 2,72 g 05
Ferro Quelante 0,5
EDTA.2NA 0,331 ¢

FeS04.2H:0 0,246 g

Elementos traco 0,04229g | 0,5

Fonte: Mendonca (2002) apud Schmidt & Belser (1984).

e Procedimento analitico
I. Para preparo do meio de cultura, adicionou-se a um becker as solugdes
apresentadas na tabela 2, com a complementacdo do volume para 500mL, com

agua Milli-Q.

Il.  Adicionou-se gotas do sobrenadante da solu¢do de Na2CO3, corrigindo o pH para

os valores entre 7,2 e 7,5.

1. Todos os demais passos e solucOes testes, foram as mesmas das etapas descritas
para BOA, apresentadas no topico anterior.
e Resultado:

A leitura do consumo de nitrito ocorreu apds a adicdo das solucBes-teste nas
aliquotas retiradas das amostras apos o periodo de incubagdo. A variacdo no padrdo de
cores das amostras em decorréncia do contato desta com o reagente, pode indicar o
crescimento celular dessas bactérias no meio de cultura. A auséncia de coloracdo, indica

que o nitrito foi consumido, indicando positivamente a presenca de bactérias oxidantes
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de nitrito (resultado positivo), e a coloracgdo de rosa a vermelho, indica presenca de nitrito,

(resultado negativo) Figura 8.

Figura 8. Fluxograma do teste qualitativo quanto a producéo de nitrato nos tubos.
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5.9 Procedimentos Analiticos

As andlises fisico-quimicas foram realizadas na Estacdo Experimental de
Tratamentos Biol6gicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES), pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB). As andlises quimicas do substrato e dos efluentes dos
reatores, seguiram as normas estabelecidas pelo Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 2012). Deste modo, durante o monitoramento do
sistema experimental, foram avaliados os seguintes parametros: pH, alcalinidade total,
nitrogénio amoniacal (N-NH4"), nitrito (N-NO>") e nitrato (N-NO3z").
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados advindos do processo
de monitoragdo dos reatores, no que concerne aos parametros bacterioldgicos e de alguns
pardmetros quimicos que apresentaram influéncia direta no processo de amonificag&o,

nitrificacéo e desnitrificacédo.

6.1 Eficiéncia da Amonificacéo no reator UASB

A carga organica aplicada ao reator UASB durante o experimento foi de 2,7
kgDQO/m?3.dia. A variacdo da concentracdo média de nitrogénio amoniacal observada
durante essa fase, foi de 153,4 mgN/L no afluente e 163,2 mgN/L no efluente. Nessa
etapa, observou-se que ocorreu acréscimo de 9,8 mgN/L na concentracdo de nitrogénio

amoniacal em virtude da etapa de amonificacdo, durante a digestdo anaerdbia.

A percentagem de nitrogénio organico observada no substrato foi de 17,32% e
cercade 82,68% era de nitrogénio amoniacal. Durante o monitoramento do reator UASB,
observou-se que uma fracdo do nitrogénio organico foi convertida em nitrogénio
amoniacal (amonificacdo). Esse valor representa uma eficiéncia média de cerca 6,38%,
em funcdo da atividade microbiana atuante na transformacdo do nitrogénio orgénico
durante esta etapa. Essa fracdo organica é constituida principalmente por proteinas e
aminoacidos, que sofrem hidrolise e, posteriormente, na etapa de desaminacdo, sdo

convertidas em nitrogénio amoniacal.

A Figura 9, apresenta a concentracdo de nitrogénio amoniacal presente no
substrato e a concentracdo nitrogénio amoniacal observada no efluente do reator UASB,

apos a etapa de amonificacéo.
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Figura 9. Eficiéncia da etapa de amonificacdo apresentada no reator UASB.

180,00

160,00 %

140,00

N-amoniacal mgiL

120,00

100,00 T T
SUBTRATO UASE

Monteiro et al. (2019), apresentaram resultados semelhantes operando um reator
UASB seguido por filtro biolégico percolador, tratando lixiviado e esgoto doméstico. Os
autores identificaram que durante a fase experimental, houve acréscimo na concentracao
de nitrogénio amoniacal no efluente do reator do reator UASB, em virtude da etapa de
amonificacdo. Os autores afirmam que esse aumento é uma caracteristica tipica dos
tratamentos anaerobios, onde parte do nitrogénio organico é convertida para nitrogénio

amoniacal.
6.2 pH

O pH é um dos parametros preponderantes em sistemas de tratamento, pois
interfere diretamente no metabolismo bacteriano. Na etapa de digestdo anaerdbia, a
manutencdo do equilibrio do pH em faixas proximas a neutralidade, garante maior
eficiéncia das metanogénicas na estabilizacdo da matéria organica, tendo como produto

desse metabolismo, a formag&o do g&s metano (CHa).

Para a grande maioria das bactérias presentes nestes processos, 0 pH 6timo de
crescimento situa-se na faixa entre 6,5 e 7,5, e suas respectivas variaces maximas e
minimas, para a maior parte delas, estdo abaixo de pH 4 e acima de 9 (PEREIRA;
CAMPQOS; MOTERANI, 2009). A oscilacdo dos valores de pH na etapa da digestdo



59

anaerobia, esta diretamente relacionada com a produgdo de &cidos volateis durante a

transformacédo da matéria organica.

Nesse processo, a atividade metabdlica das bactérias metanogénicas, pode ser
diretamente influenciada em decorréncia da elevacdo da concentracdo dos acidos volateis
no meio. Em elevadas concentracdes e quando ndo ha alcalinidade suficiente no sistema,
ocorre a reducdo do pH, resultando em consequéncias significativas na quantidade da
microbiota do reator. A maior atividade de bactérias acidogénicas, sdo as causantes da
queda do pH e causam sérios desequilibrios no processo de tratamento. O substrato
utilizado na alimentacéo do sistema, apresentou variacdo de pH entre 7,4 e 7,6, com valor
médio de 7,5. Diante da complexidade do substrato, observou-se que os valores de pH do
substrato, ndo interferiram nos processos metabolicos subsequentes a inoculagdo no
reator UASB.

A Figura 10, apresenta a variagdo temporal do pH no substrato e nos efluentes dos

reatores UASB, FBP e reator andxico, durante o monitoramento do sistema experimental.

Figura 10. Comportamento da variacdo temporal do pH do substrato e dos efluentes do
reator UASB, FBP e Reator Andxico.
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No reator UASB, observou-se variagdes na faixa de pH entre 7,6 e 7,7. Esses
valores indicam que o pH observado no reator UASB, néo interferiu na dindmica dos
microrganismos metanogénicos decompositores, que em decorréncia da degradacdo da

matéria organica, produzem alcalinidade e amonia. Pereira, Campos e Moterani (2009)
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afirmam que quando os valores de pH em um sistema de tratamento anaerébio esta entre
6,7 e 8,0, a concentracdo de acidos organicos estd em seu valor mais elevado (>99%) em
sua forma ionizada (ndo tdxica), ndo interferindo no metabolismo das bactérias

metanogénicas.

O valor de pH observado no FBP foi de 7,5. O que indica que o processo de
nitrificacdo ndo sofreu interferéncia desse parametro durante a fase experimental. Além
disso, observa-se que houve reducéo nos valores do pH do efluente advindo do UASB
em comparagédo com o pH do FBP, que foi de 7,7 para 7,5, respectivamente. Esse fato
pode ser explicado devido ao metabolismo das bactérias nitrificantes, que durante a fase
de oxidacdo da amdnia, produzem &cidos (H") e consomem alcalinidade. Monteiro et al
(2019), utilizaram em seus experimentos, um sistema composto por reator UASB seguido
por um FBP. Durante a fase experimental, os autores ndo observaram variag0es
significativas do pH entre o afluente e o efluente do FBP, correlacionando a esse fato, a

inexisténcia de interferéncia no processo de nitrificacao.

Na etapa de desnitrificacdo, as bactérias desnitrificantes podem reduzir sua
eficiéncia metabolica em decorréncia das variacdes de pH no meio. Em pH &cido, as
enzimas que atuam transformacdo da molécula do nitrogénio, podem ser inativadas. Ja
em pH elevado, as bactérias desnitrificantes reduzem sua eficiéncia metabolica, e
necessitam de mais tempo de adaptagdo no reator, até atingir a fase lag novamente. No
entanto, observou-se no reator anoxico o aumento do pH em comparacdo com a etapa de
nitrificacdo, com pH 7,58. Esse valor de pH observado no efluente do reator andxico,
indica a existéncia do processo de desnitrificacdo, devido a producdo de alcalinidade que
ocorre durante essa etapa.

6.3 Alcalinidade Total (AT)

A alcalinidade ¢ um pardmetro fundamental em sistemas de tratamento de
efluentes. Seu monitoramento e controle, torna-se indispensavel, sendo responsavel por
tamponar meios aquosos, impedindo alterages do pH no meio. A alcalinidade indica a
quantidade de ions na agua capazes de neutralizar acidos, sendo constituidos
principalmente por bicarbonatos (HCO3’), carbonatos (COs3’) e hidroxidos (OH) e a

concentracdo de cada um deles é funcdo do pH (COELHO et al., 2015).
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Em consonancia com a reducdo do pH, o consumo e producédo de alcalinidade foi
apresentado na Figura 11. Os resultados, corroboram com a dinamica dos processos
globais de transformacdo do nitrogénio, indicando que as etapas de amonificacao,

nitrificacdo e desnitrificagdo ocorreram adequadamente durante o experimento.

A alcalinidade total do substrato, apresentou variagdo de 724,1 mgCaCOs.L! a
759,3 mgCaCOs.L, com concentragdo média de 739,8 mgCaCOs.L™ . Observou-se no
efluente do reator UASB, aumento na concentracdo média da alcalinidade total de 772,6
mgCaCOs.L, que representa um aumento de 32,8 mgCaCOs.L! na concentragio total.
Esses resultados indicam que o reator UASB apresentou boa capacidade de
tamponamento. Campos et al. (2006), apresentaram resultados satisfatérios utilizando um
reator UASB para tratamento de efluentes de suinocultura, com valores médios de
alcalinidade no afluente do reator UASB de 811 mgCaCOas.L! e no efluente 815
mgCaCOs.L?, atribuindo o aumento da alcalinidade a capacidade de tamponamento do

reator.

Na fase de acidogénese da digestdo anaerobia, os acidos graxos volateis, alcoois
e compostos minerais sdo formados, como produtos intermediarios durante a degradacéo
dos carboidratos, proteinas e lipideos (CAMPOS et al., 2006). Além disso, sabe-se que
durante a etapa de amonificacéo, a degradacdo de compostos organicos nitrogenados por
microrganismos heterétrofos, contribui com a disponibilizacdo de amobnia e de

alcalinidade no meio.
Figura 11. Concentracéo de alcalinidade total quantificada no substrato e efluente de

cada reator.
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Os valores de alcalinidade apresentaram reducdo em relagéo ao efluente advindo
do reator UASB com valores de 772,6 mgCaCOs.L?, para 604,2 mgCaCOs.L? do
efluente do FBP. O consumo de alcalinidade nessa etapa, relaciona-se com 0s processos
de oxidagao do nitrogénio amoniacal a nitrito e nitrato. Antileo et al. (2013) destacam que
a reducdo do pH, ocorre principalmente em virtude da liberacdo de prétons durante a fase

de nitrificacéo.

O reator andxico, apresentou incremento na concentracao de alcalinidade total no
efluente durante o experimento. Em relagdo ao efluente do FBP, houve acréscimo da
alcalinidade no efluente do reator anoxico de 6,2 mgCaCOs.L?, apresentando valor médio
em sua concentrago total de 610,4 mgCaCOa.L. Esses valores indicam que o0 aumento
da alcalinidade, foi em virtude da etapa de desnitrificacdo que ocorre durante a reducao
bioldgica das formas mais oxidadas do nitrogénio amoniacal (nitrito e nitrato) a
nitrogénio gasoso. Com isso, pode haver aumento nos valores de pH no meio, em virtude

da liberacdo de (OH) elevando a alcalinidade do efluente.

6.4 Nitrito e Nitrato

Durante 0 monitoramento do sistema experimental, as concentragcdes de nitrito
(NO2) e nitrato (NO3"), variaram em decorréncia da atividade bacteriana nitrificante no
FBP. Observou-se que no FBP, as concentra¢Ges médias de nitrito (NO2) e nitrato (NOs
) foi de 14,68 mg.L! e 571 mg.L?, respectivamente. A Figura 12, apresenta o

comportamento do nitrito e do nitrato observado no efluente do FBP.

Figura 12. Variacdo temporal das concentracdes de nitrito (NO2-) e do nitrato (NO3-) no
efluente do filtro bioldgico percolador (FBP).
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A elevada concentracéo de nitrito no FBP, demonstra que o sistema n&o favoreceu
a atividade das oxidantes de nitrito durante o0 monitoramento do FBP. Acredita-se que
essa condi¢do ocorreu em virtude da disponibilidade de OD disponivel no meio, ter sido
insuficiente para promover uma nitrificacdo completa. He, Zhou e Zhao (2007) destacam
que o OD desempenha um papel importante no acumulo de nitrito no reator, porém
ressalta-se que além dos niveis de OD, outros fatores como as caracteristicas do efluente,
condigdes operacionais e tecnologias utilizadas, sdo cruciais para o desempenho das

oxidantes de nitrito.

Em sistemas de tratamento que utilizam reatores com biofilmes, a disponibilidade
de OD no efluente do reator e sua difusdo no biofilme, tem que ser suficiente para
promover a etapa de nitrificacdo. Observou-se que no FBP, a etapa de nitrificacdo foi
influenciada pela disponibilidade de OD, ocasionando o acumulo de nitrito e possivel
inibicdo de BON por substrato. A concentracdo de nitrato aumentou com o tempo de
operagdo do reator, em virtude da adaptabilidade de BON no FBP, pois esses
microrganismos requerem maior tempo de crescimento na fase lag cerca de 1,08 d, em
comparagdo a BOA 0,77 d*. Além disso, sabe-se que as BOA tendem a viver dispersas
no efluente, em contrapartida, BON tende a se aderir em biofilmes e, metabolicamente,
atingem melhores eficiéncias quando estdo em sintrofia com as BOA, de onde podem

obter diretamente o nitrito.

Ruiz, Jeison e Chamy (2003) apresentaram a influéncia do OD na etapa de
conversao da amonia a nitrito e do nitrito a nitrato. Os autores observaram que em niveis
de OD de 1,7 mg/L a 5,7 mg/L, ndo houve interferéncia do OD na etapa de nitrificagdo.
Porém, em concentracdes de 1,4 mg/L, houve acumulo de nitrito em decorréncia da
reducdo da concentracdo de OD. He, Zhou e Zhao (2007) identificaram que niveis de OD
entre 0,2-0,6 mg/L, sdo responsaveis pelo acumulo de nitrito em sistemas de tratamento,

interferindo na etapa de nitrificacao.

Desse modo, os resultados apresentados na Figura 12, corroboram com a
interferéncia do OD na etapa de nitrificacdo, tendo em vista que esse parametro € tido
como um co-substrato nessa etapa, e a eficiéncia bacteriana na oxidagcdo da amonia e do
nitrito, esta diretamente relacionada com a disponibilidade de oxigénio dissolvido no

meio.
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6.5 Quantificacdo das Bactérias Nitrificantes e Desnitrificantes pela Técnica de

Numero Mais Provavel (NMP)

Durante a fase experimental, foram realizados 5 ensaios. De cada reator (FBP e
reator anoxico) foram coletadas 5 amostras do efluente. Com os valores do NMP obtido
nessas analises, foi possivel apresentar a dinamica populacional dos grupos bacterianos

envolvidos nos processos de oxidacao e reducdo do nitrogénio.

No primeiro ensaio (Figura 13), observa-se a variacdo populacional entre as
oxidantes de amonia (BOA) e as oxidantes de nitrito (BON) com 1,4 x 10* NMP/100 ml
e 0,7 x 10> NMP/100 ml, respectivamente. A maior populacio de oxidantes de amdnia
pode estar relacionada ao processo de aeracdo no FBP no inicio do experimento, tendo
em vista que a concentracdo de OD é um fator limitante para o metabolismo bacteriano
nitrificante. Nestes estagios iniciais, o oxigénio foi obtido de forma natural através de
aberturas nas laterais do FBP com aproximadamente 20 mm de diametro, no entanto, essa

forma de aeracéo ndo foi suficiente para promover a etapa de nitrificacdo completa.

De acordo com Ferreira (2000) a taxa de crescimento das bactérias nitrificantes
do género Nitrosomonas, responsavel pela primeira etapa da nitrificacdo, ndo esta
limitada em niveis de OD acima de 1,0 mg/L, mas na pratica, € requerido um OD maior
que 2,0 mg/L, sendo recomendado que o nivel minimo de OD seja de 2,0 mg/L em todo
tempo e através do reator biologico, para se prever picos de carga de amonia no sistema
experimental.

Figura 13. NMP dos grupos bacterianos identificados no 1° ensaio.
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Além disso, a vantagem relativa da populacdo inicial de BOA pode levar ao
acimulo de nitrito no sistema, o que reflete diretamente no desenvolvimento de BON,
conforme apresentado na Figura 13. Ferreira (2000) destaca que o0 nitrito pode-se
acumular durante as reacOes de conversdo do nitrogénio amoniacal quando a taxa de
formacdo dos nitratos € superada pela taxa de geracdo dos nitritos. Essa condi¢do pode
ocorrer quando as bactérias nitrificantes estdo em fase de aclimatacdo ou durante sua
inoculacdo. Além do mais, o acimulo do nitrito geralmente esta associado com a baixa

eficiéncia de aeracdo, refletindo diretamente na eficiéncia metabolica de BON.

A densidade populacional de bactérias desnitrificantes observada nesta anéalise é
1,1 x 10*NMP/100ml. O resultado observado nesta analise preliminar, pode ser associado
a taxa de crescimento especifico das bactérias heterotréficas que é superior a das bactérias
nitrificantes. Além disso, acredita-se que a dindmica populacional dessas bactérias, pode
ter sido influenciada pela disponibilidade de carbono orgénico no substrato, devido ao
baixo teor de matéria organica biodegradavel no lixiviado. Souza et al. (2005) enfatizam
que a baixa disponibilidade de elétrons em compostos organicos (fontes de carbono)
limitara o processo de desnitrificagdo e interferird diretamente na dindmica populacional

dessas bactérias.

A quantidade de nitrogénio amoniacal disponivel no sistema juntamente com o
OD, iré fornecer condic@es para as bactérias oxidantes de amoénia converter o N-NHs em
NO2 e NOs". Diante disso, as suas respectivas concentragfes no meio, poderdo definir a
velocidade do processo. Os resultados apresentados por Kim, Lee e Keller (2005),
indicam que a baixa eficiéncia da nitrificacdo pode ocorrer pela carga N-NH4" elevada no
meio, podendo ocasionar 0 acumulo de N-NHz no reator e a possivel inibi¢ao do substrato
por aménia livre. Além disso, a amonia livre pode atuar como inibidor de BON e,

consequentemente, ser responsavel pelo acumulo de nitrito no reator.

Segundo Vadivelu, Keller e Yuan (2007) essa inibicdo pode ocorrer através da
acdo direta da amonia sobre a enzima nitrito oxidoredutase ou sobre alguma outra enzima
envolvida no transporte de elétrons, ou pela inibicdo do NHz na producéo de ATP, que
pode representar um efeito semelhante na inibicdo. De fato, a concentracdo de amonia
livre estd associada aos valores de pH do meio. Entretanto, deve-se salientar que em
reatores que utilizam biofilme, o valor de pH na fase liquida pode ser diferente do pH
dentro do biofilme (NOCKO, 2008).
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Anthonisen et al. (1976) consideram que a concentracdo de amonia livre
necessaria para inibir BOA é de cerca de 10 a 150 mgN/L, e que a inibicdo de BON pode
ocorrer com valores proximos a 10 mgN/L. Os autores relatam que o &cido nitroso
(HNO2), pode apresentar papel inibitério de BON em concentra¢des entre 0,22 e 2,8
mgN/L. Entretanto, esses valores podem apresentar variacdes de acordo com o sistema
utilizado e o tempo de operacdo. Wu et al. (2008) observaram a inibi¢do da etapa de
nitrificacdo, quando a concentracdo da amonia livre foi de 160 mgN/L, ocasionando o
acumulo de 97% de nitrito no sistema, impossibilitando a atividade das bactérias

nitrificantes.

Wei et al. (2014) estudaram a influéncia do tempo de operacdo nas etapas de
remocdo do N-amoniacal, em um reator de bateladas sequenciais (RBS) e identificaram
que apos um periodo entre 45 e 90 dias de operac¢éo, o sistema favoreceu a adaptacao das
bactérias nitrificantes. Foi verificado que o aumento da carga de N-NH4" de 200 mg/L
para 300 mg/L, ndo interferiu na eficiéncia do processo apresentando 94,8% de remocao

de N-amoniacal, em virtude das bactérias estarem aclimatadas no reator.

De fato, os resultados apresentados nos ensaios iniciais, podem ser atribuidos ao
tempo de aclimatacdo das bactérias nitrificantes no FBP. Como o sistema experimental
neste momento estd em estadgio inicial de operacdo, acredita-se que a elevada
concentracdo de N-amoniacal possa ser explicada pela falta de adaptabilidade das

populacGes bacterianas.



67

A eficiéncia do processo de oxidacdo bioldgica do nitrogénio apresentada pelo
FBP, pode ser observada na Figura 14, que representa a quantidade de N-amoniacal no
inicio de operacgdo do reator e a quantidade final obtida no efluente. A eficiéncia média
de remocéo foi de aproximadamente 16,42% no FBP, com concentracgdo de 136,4 mg N-
NH4*.L%. Esses valores indicam que o acumulo de nitrogénio amoniacal foi devido a

baixa eficiéncia da etapa de nitrificacdo no FBP.

Figura 14. Comportamento da variacdo temporal da concentracdo de nitrogénio
amoniacal na série de reatores.
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A elevada concentracdo de N-amoniacal pode ser atribuida a baixa concentracéo
de OD durante as etapas iniciais do experimento, j& que o oxigénio é requerido pelas
bactérias nitrificantes durante a oxidacdo da amoénia e do nitrito. Todavia, a baixa
concentracdo de OD foi relacionado a forma de aeracdo do FBP nessas etapas iniciais, ja
que oxigénio era obtido de forma natural, por espagos nas laterais do FPB. Torres et al.
(2009) destacam que o excesso de nitrogénio amoniacal pode provocar efeito inibitorio

nos processos bioldgicos em sistemas de tratamento de efluentes.

Veronese et al. (2013) atribuiram a interferéncia do O.D a baixa eficiéncia das
bactérias nitrificantes. Os autores observaram que no estagio inicial, utilizando um
biorreator de membranas (MBR), a baixa disponibilidade de oxigénio dissolvido, reduziu

a eficiéncia de remocao do nitrogénio amoniacal em mais de 25%. Além disso, a auséncia
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de OD no reator aerobio provocou a diminui¢do do valor do potencial de oxido-reducéo,

indicando a ocorréncia da inibi¢do do processo de nitrificacdo.

Por outro lado, acredita-se que a baixa aeracdo no FBP, possa ter propiciado o
estabelecimento de zonas andxicas nos biofilmes aderidos ao material de suporte do FBP,
podendo ter favorecido o metabolismo das bactérias desnitrificantes no biofilme. Esse
efeito da baixa aeragdo foi confirmado por Monteiro et al. (2019). Os autores utilizando
um sistema composto por reator UASB seguido por FBP, identificaram que a baixa
transferéncia de oxigénio no FPB, propiciou um sistema anoxico ou anaerdbio,
acarretando uma eficiéncia de tratamento reduzida, em funcdo da adaptacao da biomassa

presente.

Na andlise seguinte, observou-se a variagdo de BOA e BON em relagdo ao
primeiro ensaio. As BON apresentaram reducdo populacional significativa, como
apresentado na Figura 15, diminuindo de 0,7 x 10* NMP/100ml para 0,8 x 102
NMP/100ml. Essa queda foi atribuida a grande quantidade de nitrito no meio em virtude
da elevada atividade de BOA, e da baixa estabilidade do biofilme. Observou-se que
durante essa fase, quando era realizada a alimentacdo do reator com o substrato, ocorria
0 arraste da biomassa aderida e, consequentemente, o desprendimento do biofilme. Dessa
forma, o NMP de BON pode ser explicado, devido a ecologia das oxidantes de nitrito ser

favorecida quando estdo em sintrofia no biofilme com as oxidantes de amonia.

Ferreira (2000), destaca que essa variacdo populacional pode ser atribuida a
concentracdo dos substratos dentro do biofilme, e sua difusdo desde a superficie do
biofilme e através dele. As respectivas concentra¢cbes de OD como para 0 nitrogénio
amoniacal, podem resultar em baixas taxas de nitrificacdo, ocasionando variagOes

populacionais entre BOA e BON. Os resultados apresentados por Liu et al. (2017)



69

demonstraram que a inibi¢do da atividade metabolica de BON, ocorre em virtude da baixa

disponibilidade de OD, favorecendo o acumulo de nitrito no reator.

Figural5. NMP dos grupos bacterianos presentes no 2° ensaio.
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Em regiGes de clima mais quente, como no nordeste do Brasil, as taxas de
nitrificacdo em sistemas de tratamento podem ser reduzidas em virtude da atividade
dessas bactérias, serem inibidas em temperaturas mais elevadas. Essa diferenca
populacional entre BOA e BON, pode ser explicada pelo fato de que em altas
temperaturas, as bactérias do género Nitrobacter, responsaveis pela nitratacao,
apresentam uma taxa de crescimento significativamente menor que as bactérias do genéro
Nitrosomonas, que atuam na primeira etapa da nitrificacdo (VERSTRAETE; PHILIPS,
1998). Essas bactérias apresentam ecofisiologia distintas, divergindo na taxa de
crescimento celular. Zoppas, Bernardes e Meneguzzi (2016) destacam que o coeficiente
de crescimento celular das oxidantes de nitrito, é relativamente menor, cerca de 0,042
células / mg N-NO, em comparagdo com as oxidantes de aménia 0,147 células / mg N-
NH.".

Os resultados obtidos nos ensaios iniciais, conforme apresentado nas Figuras 13 e
15, demonstraram maior atividade de BOA em relacdo a BON. Esse fendbmeno pode ser
explicado pelos altos valores de OD requeridos pelas bactérias nitrificantes durante a fase

de oxidagdo do nitrogénio amoniacal. Os valores estequiométricos da quantidade
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oxigénio requerido pelas bactérias nitrificantes na oxidacdo de um mol de amodnia
equivale a 4,57 mg/O2. Na oxidagdo da amonia a nitrito, 0 oxigénio requerido pelas
oxidantes de amonia é cerca de 3,43 mg/O2, quando comparado ao necessario para a
oxidacao do nitrito a nitrato 1,14 mg/O,, refletindo em um alto consumo de OD durante
a primeira etapa da nitrificacdo (METCALF; EDDY, 2016). Esse consumo de oxigénio
na primeira etapa, aliado a sua baixa disponibilidade no FBP, refletiram diretamente no
crescimento populacional de BON, haja visto a oxigenacédo do FBP ter sido insuficiente

para promover uma etapa de nitrificagdo completa.

Ferreira (2000) ressalta que durante a oxidacdo da aménia, 0 processo requer
quantidades significativas de oxigénio e produz pouca quantidade de biomassa,
resultando em um substancial consumo da alcalinidade, através da producdo de ions
hidrogénio. Além disso, o autor destaca que durante a sintese e oxidacdo de 50 mg/L de
N-NHa4, ocorre o consumo de 216,0 mg/L de oxigénio, com producdo cerca 6,50 mg/L de
biomassa dos organismos nitrificantes e consumo de 353,5 mg de alcalinidade na forma
de CaCOs. Como observado, o consumo de oxigénio é elevado durante a etapa de
nitrificagdo. Porém, em virtude da menor taxa de crescimento especifico das bactérias do
género Nitrosomonas (BOA) de 0,77 d*! em comparacdo com o género Nitrobacter
(BON) que é 1,08 d!, o maior consumo de oxigénio pelas bactérias nitrificantes, esta
relacionado com a velocidade de crescimento das bactérias responsaveis pela primeira
etapa da nitrificacdo, proporcionando um maior NMP das oxidantes de amonia nessas

etapas.

Além disso, acredita-se que a alimentacdo do FBP pode ter influenciado na
instabilidade dos grupos bacterianos durante esta fase no reator, ocasionando variagoes
nas populacdes de BOA e BON. Isso pode ter ocorrido em virtude da descarga do
substrato utilizado na alimentacdo do FBP, ndo ter percolado como proposto pela
configuracdo do reator, causando o desprendimento do biofilme e o arraste da biomassa

aderida durante essa fase.

As bactérias heterotroficas desnitrificantes também apresentaram variagdes
populacionais nesse estagio inicial. Conforme apresentado nas Figuras 13 e 15, foi
observado o declinio populacional dessas bactérias de 1,1x10* NMP/100 ml para 0,7 X103
NMP/100 ml. A variagéo populacional observada nesta etapa pode ser explicada pelo fato

de que, devido a diminuigdo da populacdo de BON, a quantidade de nitrato utilizada por
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essas bactérias também foi reduzida. Ou seja, a quantidade de matéria organica
degradavel e os receptores de elétrons, produzidos pela oxidacdo da amdnia na etapa de
nitrificacdo (NOs7; NOy), refletiram no crescimento dessas bactérias. Mangili et al.
(2010), observaram a variacdo populacional das bactérias desnitrificantes, utilizando um
sistema experimental composto por dois reatores (anoxico e aerdbio). Os autores
identificaram que quando NMP das bactérias desnitrificantes eram inferiores ao das
bactérias nitrificantes, ocorria baixa concentracao dos receptores de elétrons (NO3 e NO2
, presente no meio), em funcdo do metabolismo quimiolitotrofico nitrificante apresentar

velocidade de crescimento menor que as heterotréficas.

No terceiro ensaio, observou-se o declinio populacional de BOA em relacdo a
populacdo BON. As variagOes populacionais apresentadas nesta etapa, podem ser
relacionadas com as alteragOes realizadas na etapa de aeracdo do FBP, indicando a maior
adaptabilidade de BON no FPB. Como a maturacdo do biofilme ocorre com a extensao
do tempo de operacdo do sistema, esta fase de operacdo pode ter sido benéfica para o
sucesso ecoldgico das populagcdes de BON, pois essas bactérias tendem a crescer e se

multiplicarem aderidas aos biofilmes.

Com o declinio populacional de BOA nesta fase, consequentemente a quantidade
de nitrito foi reduzida no meio. Uma vez que o acumulo de nitrito levara a inibicdo das
populacOes de BON, 0 ensaio mostra que em comparagao com os testes 1 e 2, a densidade
populacional BON foi significativamente maior. Oliveira et al. (2013) obtiveram
resultados semelhantes, operando um reator aerdébio seguido por reator andxico, tratando
lixiviado de aterro sanitario. Os autores citam um tempo de monitoramento do sistema
experimental semelhante ao apresentado neste estudo, e atribuiram o aumento do NMP
de BON a reducéo da concentracdo de nitrito e, consequentemente, o decréscimo no NMP

de BOA, caracterizando a maior atividade de BON no FBP nesta etapa.
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As bactérias desnitrificantes no terceiro ensaio, como observado na Figura 16,
apresentaram densidade populacional de 1,4x10* NMP/100ml. Alves et al. (2018)
atribuiram esse crescimento a alta velocidade de crescimento especifico desse grupo
(umax= 7,2d}Y), que apresentam valores maiores quando comparados com as bactérias
nitrificantes. Além disso, o crescimento populacional observado pode ter sido favorecido
pela maior atividade de BON no reator, que contribuiu diretamente com o aumento da
concentracdo de nitrato no meio, que é o principal aceptor de elétrons na cadeia

respiratoria.

Figura 16. NMP dos grupos bacterianos identificados no 3° ensaio.
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O ensaio 4, demonstrou outro pico de crescimento de BOA no FBP, como mostra
a Figura 17. Isso pode ser explicado pela reducdo da carga nitrogenada introduzida no
FBP, e pelo tempo de operacdo do sistema, devido a maior adaptabilidade bacteriana ao
FBP. As BON, também apresentaram maior pico de densidade populacional com NMP
de 1,4x10* NMP/100ml. O crescimento de BOA e BON nessa analise, pode ser atribuida
ao grau de maturidade do biofilme e a reducdo no desprendimento do biofilme na fase de
alimentacéo e do arraste da biomassa. Esse comportamento foi atribuido a adicdo de uma
camada de 10 cm de areia no FBP, reduzindo o impacto no biofilme observado no inicio

das analises.
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As populagdes das bactérias desnitrificantes ndo apresentaram variagdes durante
essa fase. O NMP das bactérias desnitrificantes foi de 1,4x10* NMP/100ml. A
manutencdo da densidade populacional desse grupo, foi relacionada ao equilibrio
populacional de BON, que mantiveram as concentra¢@es de nitrato estiveis no sistema.
Os equilibrios populacionais observados nessas etapas, destacam que a eficiéncia da
desnitrificacdo, podem ser consideradas baixas quando comparadas aos resultados de
Oliveira et al. (2013). Os autores obtiveram valores de 3,3x10° NMP/100ml para 2,4x10%
NMP/100ml, quando utilizaram uma fonte de carbono externa no sistema. Deste modo,
0 uso da fonte externa de carbono € necessédrio para promover uma desnitrificacdo
eficiente, principalmente quando se trata de um substrato de alta complexidade como o

lixiviado.

Sundberg, Tonderski e Lindgren (2007), observaram limitag&o no crescimento das
bactérias desnitrificantes, quando promoveram a desnitrificacdo utilizando lixiviado
como substrato. Os autores atribuem essa limitacdo no crescimento bacteriano, a
influéncia direta da biodegradabilidade da matéria organica, disponibilidade de oxigénio

e a concentracado de nitrato.

Figura 17. NMP dos grupos bacterianos identificados no 4° ensaio.
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Kim, Ahh e Lee (2005) utilizando um reator de biofilme, identificaram que as
oxidantes de amonia e oxidantes de nitrito puderam crescer em equilibrio sem limitacdo

de oxigénio e inibicdo de ambnia livre até alcancar o equilibrio em suas atividades e
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numeros populacionais. Os autores atribuiram esse equilibrio populacional ao tempo de
operacdo do sistema além do controle da carga aplicada do N-amonical. Esses resultados,

coincidem com os resultados demonstrados neste ensaio, como apresentado na Figura 17.

Dessa forma, apds o sistema experimental passar por adaptacdes como, reducoes
na carga de N-amoniacal, alteraces no processo aeracdo, tempo de operacdo e,
consequentemente, maior estabilidade do biofilme, as bactérias nitrificantes apresentaram
crescimento populacional adequado, indicando a importancia dos ajustes realizados nos

parametros operacionais e no tempo de operacdo do sistema.

O quinto ensaio demonstrou que a adaptabilidade das bactérias nitrificantes foi
crescente no decorrer do monitoramento do sistema experimental. Isso demostra que o
FBP, apds as alteragdes nos parametros operacionais, favoreceu a dindmica populacional
das bactérias nitrificantes. As populacGes de BOA e BON apresentaram densidades
populacionais superiores, com 1,4x10° NMP/100ml e 2,2x10* NMP/100ml,
respectivamente. Nesse estagio do experimento, a adaptacdo continua da biomassa foi
favoravel para manutencdo do equilibrio das populagdes das oxidantes de nitrito e do
nitrato. A insercdo da aeracdo mecanica, possibilitou um melhor desempenho das
bactérias nitrificantes na oxidacdo dos seus respectivos substratos, aménia e nitrito. A

Figura 18 apresenta 0 NMP dos grupos bacterianos nitrificantes e desnitrificantes.

A densidade populacional das bactérias desnitrificantes também apresentou
crescimento durante essa fase. Esses resultados corroboram com os resultados
apresentados por Oliveira et al. (2013). Os autores destacam que mesmo as caracteristicas
do lixiviado apresentarem baixa concentracdo de matéria organica de facil biodegradacéo,
observaram crescimento das populagbes desnitrificantes durante as fases inicias
experimento, quando ndo houve adicdo de fonte externa de carbono. Esse crescimento
das bactérias desnitrificantes, pode ser relacionado ao crescimento das bactérias oxidantes
de nitrito, ja que o produto da oxidacdo dessas bactérias, é utilizado como aceptor de

elétrons na cadeia respiratoria.
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Figura 18. NMP dos grupos bacterianos identificados no 5° ensaio.
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Trois et al. (2010) destacam que a composi¢do do substrato, natureza, razéo
carbono/nitrogénio (C/N) e o grau de maturidade e estabilidade do biofilme,
desempenham um papel fundamental no processo de desnitrificacdo, impactando
diretamente no desenvolvimento das populac¢des bacterianas, e na eficiéncia de remocgéo

de nitrato a longo prazo.
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7 CONCLUSOES

Analisando os resultados deste trabalho, pode ser constatado que o NMP dos
grupos bacterianos demonstrou gque o sistema experimental tem capacidade para realizar
o0s processos de nitrificagdo e desnitrificacdo. O NMP das bactérias oxidantes de aménia
(BOA) variou de 0,8x10% a 1,4x10° NMP/100ml. J4 o NMP das Oxidantes de nitrito
(BON), variou de 0,8x10%a 2,2x10* NMP/100ml.

As densidades populacionais observadas dos grupos bacterianos nitrificantes,
foram fortemente influenciadas pelos parametros operacionais durante o funcionamento
do sistema experimental, refletindo diretamente na etapa de oxidacdo do nitrogénio
(nitrificacdo). Observou-se a interferéncia direta do OD, N-amoniacal e do tempo de
maturacdo do biofilme na concentracdo das populacdes das bactérias nitrificantes, sendo
o principal fator limitante, a concentracdo de OD, que interferiu nas etapas de oxidagédo

do nitrogénio amoniacal e do nitrito.

Com a extensdo do tempo de operacdo do sistema experimental, maturacdo do
biofilme no FBP e inser¢do da aeracdo mecanica, foi possivel observar aumento das
concentracOes das populacdes bacterianas nos ensaios 4 e 5, evidenciando que 0s ajustes

realizados certamente favoreceram a ecologia das bactérias nitrificantes.

O NMP das bactérias desnitrificantes foi dependente da etapa de nitrificag&o,
tendo em vista que o nitrato € utilizado pelas bactérias desnitrificantes, como aceptor final
de elétrons durante a respiracdo andxica. A estimativa populacional das bactérias
desnitrificantes obtida, variou de 7,0x10% a 2,6x10* NMP/100ml. Deste modo, 0s
resultados sugerem fortemente que a etapa de desnitrificacdo foi influenciada pela
disponibilidade de nitrato e de carbono organico presente no substrato, e indicando que o
sistema necessita de melhorias na aeragdo para favorecer as bactérias nitrificantes, além
da adig@o de uma fonte externa de carbono organico, para garantir maiores eficiéncias na

reducdo do NO3™ a N2, etapa final para o retorno do nitrogénio a atmosfera.

Os resultados permitem concluir que o tratamento conjugado de lixiviado de
aterro sanitario e esgoto doméstico, utilizando reatores em série, possuem boa capacidade
de tratamento de efluentes de composicdo complexa. A eficiéncia do reator UASB no

processo de conversdo do nitrogénio organico a nitrogénio amoniacal (amonificacao), foi
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de 6,4%. Esse valor representou um acréscimo de 9,8 mgN/L de nitrogénio amoniacal no

efluente do UASB, durante esta etapa.

Em suma, o processo de remocdo bioldgica de nitrogénio observado no FBP
durante a nitrificacdo, apresentou eficiéncia média de 16,4%, gerando um efluente com
concentracdo média de 136,4 mg N-NH4*.L™* no FBP. Esses valores explicam a baixa
eficiéncia da nitrificacdo, quando ocorre a oxidacdo do nitrogénio amoniacal a nitrito e,
seguidamente, do nitrito até nitrato. A baixa disponibilidade de OD foi atribuida ao
processo de aeracdo que foi de forma natural no FBP, proporcionando baixas taxas de

remocdo de nitrogénio durante o monitoramento do sistema experimental.

Esses resultados indicam que no modelo experimental utilizado, o FBP necessita
de aeracdo mecénica para fornecer quantidades de OD suficientes para suprir as

necessidades do metabolismo aerdbio das bactérias nitrificantes.
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