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RESUMO

Os efluentes domésticos tratados ainda podem conter nutrientes e matéria organica resultando em problemas
de poluicdo dos corpos hidricos, entre eles a eutrofizacdo. Na tentativa de reduzir matéria organica e
nitrogénio, sistemas com reatores hibridos com recirculagdo da fase liquida tém-se demonstrado promissores
na remocdo simultinea de matéria organica e nitrogénio. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o
desempenho de um sistema hibrido com recirculacio, em escala piloto tratando esgoto doméstico
caracterizando o comportamento da comunidade microbiana por meio de PCR-DGGE. O sistema hibrido foi
monitorado por 150 dias em duas fases (FI e FII com taxa de recirculagdo de 50 e 75%, respectivamente),
sendo as coletas semanais. Os resultados revelaram que a eficiéncia de remocdo da matéria organica foi de
87% e 91% nas fases FI e FII, respectivamente. Em relagdo ao nitrogénio amoniacal, as concentra¢des
médias no efluente do sistema hibrido para FI e FII foi de 9+2 mg N-NH4*/L e del6+2 mg N-NH4*/L,
apresentando eficiéncia média de remocdo de 61% e 40%, respectivamente. J4 a concentracdo média de
nitrato no efluente foi de 12,5+1 mg N-NOs/L, e 8,1£0,7 mg N-NOs/L, respectivamente. A técnica de PCR-
DDGE evidenciou um notério aumento no nimero de bandas ap6s a recirculagdo do efluente nitrificado no
sistema hibrido, revelando maior riqueza de espécies. Pode-se concluir que o sistema hibrido em escala
piloto com recirculacido de 50% e 75% nas condi¢des estudadas, foi eficiente na remocdo de matéria organica
e nitrogénio e a dindmica da comunidade microbiana presente no sistema foi modificada pelo incremento da
recirculagdo interna da fase liquida.

PALAVRAS-CHAVE: Reator hibrido UASB e filtro anaerdbio, reator hibrido lodos ativados e filtro
submerso aerado, recirculacdo do efluente, nitrificacao e desnitrificacao.

INTRODUCAO

Os efluentes domésticos tratados ainda podem conter nutrientes e matéria organica resultando em problemas
de polui¢do dos corpos hidricos tais como a eutrofizagdo. O excesso da produgdo orginica de algas esta
intrinsecamente relacionado com as concentracdes de nutrientes. Nas ultimas décadas, o processo de
eutrofizacdo tem se intensificado em reservatorios brasileiros devido ao aumento do uso de fertilizantes nas
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bacias hidrogréficas, elevado grau de urbanizagio sem tratamento de esgotos domésticos e industriais,
resultando em descarga de fésforo, nitrogénio e matéria orgnica para os corpos receptores.

Sistemas de tratamento com reatores anaerdbios e aerébios em série t€ém-se demonstrado promissores por
apresentarem vdrias vantagens. A configuracdo hibrida de reator com lodo suspenso e lodo aderido (Jialong et
al., 2000; Nguyen et al., 2016; Zhou et al., 2016) tem sido aplicada com a finalidade de reduzir custos,
unidades de tratamento com menor quantidade de material de enchimento e aprimoramento das caracteristicas
operacionais em relacdo aos reatores em tanques separados. De acordo com Wolff et al., (2010) os sistemas
hibridos que utilizam biomassa suspensa e aderida no mesmo reator melhora a retencdo de biomassa ativa e
consequentemente, a eficiéncia do tratamento.

A razdo carbono e nitrogénio (C/N) indispensdvel para a completa reducdo de nitrato (NOs3’) a nitrogénio
gasoso (N») pelas bactérias desnitrificantes, depende do tipo dos géneros da comunidade microbiana atuante e
da fonte de carbono. De acordo com Netto e Zaiat (2012) a nitrificagdo € facilitada através da reducdo do
tempo de detencdo e consumo de oxigénio, pela maior disponibilidade de oxigénio dissolvido no meio para os
micro-organismos quimiolito-autotréficos. Com baixa relagdo C/N, as bactérias quimio-organo heterotréficas
ficam limitadas pelo carbono e disponibilizam amdnia em excesso para nitrificacdo. Em contrapartida, com
elevadas relacdes de C/N, o processo de nitrificagdo € inibido por excesso de carbono (KUENEN &
ROBERTSON, 1994, XIA et al., 2010; LU et al., 2014).

Membros da comunidade microbiana presentes nos biofilmes de sistemas hibridos tém sido estudados com o
uso da técnica da biologia molecular, a fim de identificar genes necessdrios para dissecar as rotas regulatdrias
que controlam o processo de nitrificacdo e desnitrificacdo. O objetivo do trabalho foi o de avaliar o
desempenho de um sistema hibrido com recirculagdo da fase liquida, em escala piloto, para a remogdo de
matéria orginica e nitrogénio em esgoto doméstico, além de caracterizar o comportamento da comunidade
microbiana por meio da ferramenta de PCR-DGGE.

MATERIAIS E METODOS
2.1.DESCRICAO DO SISTEMA HIiBRIDO NA ETE MANGUEIRA

O objeto de estudo foi um conjunto combinado de dois reatores hibridos em série, um anaerébio formado por
um UASB e um filtro anaerébio (FAN) e outro aerébio formado por lodos ativados (LA) e biofiltro aerado
submerso (BAS) existente na estagdo experimental mantida pelo Laboratério de Saneamento Ambiental
(LSA), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), na estagdo de tratamento de esgotos (ETE) da
Mangueira, situada na Regiao Metropolitana do Recife.

O esgoto bruto procedente do pogo timido da ETE foi recalcado para um tanque de equalizagdo localizada
acima dos reatores, e por gravidade alimentava o sistema (Figura 1). O sistema de recalque foi constituido por
uma bomba centrifuga (Scheneider, modelo BCR 2000) com poténcia de Y2 CV e tubulagdo de 3. As
dimensdes do conjunto hibrido podem ser observadas na Tabela 1.

Tanque de equalizaco

Efluente
tratado

Reservatorio

Reservatorio
final
Bomba d E! to bruto
SRREEE =— Compressor sgolo
recirculagéo Bomba centrifuga

t__ "}
18

Figura 1: Sistema hibrido em escala piloto
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Tabela 1: Dimensoes dos reatores

Informacdes UASB Filtro Anaerdbio | Lodos Ativados | Biofiltro Aerado
Diametro Interno (m) 0,3 0,4 0,3 0,4
Altura util (m) 4,24 1,24 4,24 1,24
Volume (L) 300 156 300 156

O reator foi construido em fibra de vidro, com alimentacdo continua, fluxo ascendente, tempo de detengdo
hidraulico (TDH) de 8 horas em cada reator hibrido e velocidade ascensional de 1,21m/h na Fase I e 1,41 m/h
na Fase II. O material suporte dos filtros bioldgicos utilizados foram anéis de conduite de 25 mm de didmetro
por 25 mm de comprimento com um indice de vazios de 90% e superficie especifica de aproximadamente 91
cm?%cm?® (PIMENTA, 2011).

O sistema de aeracdo situado na base do reator hibrido aerébio (CELESTINO, 2017) foi por ar difuso
utilizando um compressor com pistdo de ar (Schuz, modelo Patric Air) com deslocamento tedrico de 283
L/min. O efluente nitrificado foi recirculado para o conjunto anaerébio a fim de promover a desnitrificagao,
utilizando o préprio esgoto como doador de elétron. Nesse sentido, foi aplicado diferentes taxas de
recirculagdo, de 50% e 75% da vazio efluente.

O monitoramento do sistema foi realizado no periodo de outubro de 2016 até fevereiro 2017, totalizando 150
dias de experimento. Os pontos no estudo foram denominados: afluente (AF), ponto situado na caixa de
distribui¢do do sistema hibrido; e no efluente do reator UASB (UA), filtro anaerébio (FAN), lodos ativados
(LA) e biofiltro aerado submerso (BAS). Os pardmetros de campo foram medidos por um multiparimetro
(HACH, modelo 40 D). Os parametros analisados com seus respectivos métodos analiticos estdo mostrados na
Tabela 2.

Tabela 2: Pariametros analisados em campo

Parametro Unidade | Método Analitico
Oxigénio dissolvido mg/L Eletrométrico
Condutividade elétrica us/cm Eletrométrico
Potencial hidrogénico pH Eletrométrico
Temperatura °C Eletrométrico

As andlises fisico-quimicas foram realizadas e embasadas pelo Standard Methods (APHA, AWWA e WPCF
2012), podendo ser observado na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros analisados em laboratdério e seus respectivos métodos analiticos

Analises Unidade Métodos Analiticos
Alcalinidade mg CaCOs/L Potenciométrico
DQO (total, filtrada e particulada) mg Oy/L Colorimétrico
DBO (total, filtrada e particulada) mg Oy/L Manométrico (Oxitop)
Nitrogénio total mg N-NH,4*/L Macro-Kjedhal
Nitrito mg NO>/L Tons
Nitrato mg NOs™ /L Tons
Nitrogénio amoniacal mg N-NH4*/L Titulométrico
Solidos suspensos (total, fixo e volatil) | mg SST/L Gravimétrico

TECNICA DE BIOLOGIA MOLECULAR
EXTRAGCAO DE DNA

A extracdo de DNA foi executada a partir de 0,4 g de lodo previamente lavado com o tampao fosfato salino
(phosphate buffered saline — PBS) utilizando o kit comercial PowerSoil™ DNA Isolation Kit (Mobio
Laboratories, Califérnia - EUA). A pureza do DNA foi avaliada por espectrofotometria (relagcao 260/280)
utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).
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REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os extratos de DNA gendmico foram submetidos a amplificacdo pela técnica da PCR utilizando diferentes
iniciadores (primers), de acordo com os estudos de Nielsen et al. (1999), para o dominio Bactéria (968F-GC e
1392R).

Para cada reacdo do dominio Bactéria foram utilizados concentracdes de 5 uL. de tampao de reacdo (10x), 2
uL de Mg*? (50 mM), 1 uL de ANTPs (10 mM), 4 uL do primer (2 uL 968F-GC e 2 uL 1392R), 1 uL de DNA
(10 ng/uL), 0,2 uL Thermus aquaticus (Taq) polimerase (5U/ pL) e 36,8 uL de dgua ultra-pura. O volume
final foi de 50 pL.

ELETROFORESE EM GEL DE GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE)

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) e corrido em
Dcode systems (Bio-Rad). As condi¢des de gradiente para a formacgao do gel para bactéria apresentaram uma
variagdo de 40% até 70% de ureia e formamida (UF) e 8% de acrilamida (AA).

As condi¢des de eletroforese foram otimizadas para uma temperatura de T = 60°C, voltagem = 250 V e tempo
de corrida de 5 horas. Os gradientes foram gerados usando um formador de gradientes de duas cAmeras com
agitacdo magnética na cAmera de saida. O tampao de corrida foi o TAE.

Ap6s a formacdo do gel deve-se cord-los 0 mesmo em brometo de etidio (0,5 ug/mL) e observa-se com o
auxilio de um transiluminador UVP de luz ultravioleta (UV). As imagens dos géis foram registradas por um
sistema de captura de imagem L — PIX — ST Loccus do Brasil. Os marcadores de peso molecular utilizados
foram 1 kb plus DNA ladder e o 100 pb DNA ladder.

RESULTADOS
DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO TOTAL

A concentragdo média da demanda quimica de oxigénio (DQO) total observada no afluente do sistema
hibrido na Fase I foi de 311+56 mg O,/L, enquanto para o efluente do sistema hibrido foi de 38+10 mg
Oo/L. apresentando eficiéncia de 87% (Figura 2A).

Em relacdo a Fase II, a concentracdo média de DQO total observada no afluente do sistema hibrido foi de
399+94 mg O,/L, enquanto para o efluente do sistema hibrido foi de 34+7 mg O/L. apresentando
eficiéncia de 91%, (Figura 2A).

A eficiéncia na remog¢@o de matéria orginica com recirculacdo em sistemas hibridos pode proporcionar de
80% até 95% (GARUTI et al., 1991; MORGAN-SAGASTUME et al., 1994; TAWFIK et al., 2008; NETTO
et al., 2012).

O aumento da recirculagdo do liquido de r = 50% a r = 75% proporcionou uma melhora na remog¢do de
matéria organica. O incremento na velocidade ascensional do liquido promoveu maior agita¢do interna nos
compartimentos de cada reator hibrido, contribuindo na degradacdo da matéria orgénica através do maior
contato substrato biomassa. Grande parte da DQO foi metabolizada no compartimento anaerébio por agdo da
biomassa heterotréfica.

ALCALINIDADE PARCIAL

A concentracio média da alcalinidade parcial observada no afluente do sistema na
Fase I foi de 187+36 mg CaCOs/L, enquanto para o efluente foi de 73+27 mg CaCOs/L. J4 na Fase II, o
afluente apresentou o valor médio de alcalinidade parcial de 238+36 e o efluente foi de 131+25 mg CaCOs/L
(Figura 2B).

A alcalinidade € fornecida ao sistema no compartimento anaerdébio por meio da amonificacio, onde a amonia
é produzida durante a decomposicdo de compostos orgdnicos nitrogenados (aminodcidos e nucleotideos) e
por meio da desnitrificacéo.
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Valores de alcalinidade parcial obtidas no efluente dos reatores anaerébios foram maiores do que os valores do
afluente. Mesmo ocorrendo o consumo de alcalinidade no compartimento aerdébio, o sistema apresentou
capacidade de tamponamento satisfatoria.

A alcalinidade consumida no processo de nitrificacdo, durante a oxidacdo da amoOnia no compartimento
aerdbio, provoca a produgdo de &4cido, havendo o consumo de alcalinidade de 7,05gCaCO3/g N-NH4*
(RITMANN e MCCARTY, 2001).

NITROGENIO AMONIACAL

As concentragdes médias no afluente e efluente do sistema hibrido em escala piloto para a Fase I foram 24+2
mg N-NH4*/L e 9+2 mg N-NH4*/L, respectivamente, apresentando eficiéncia média de remocdo de 61%
(Figura 2C). Em relacdo a Fase II, as concentragdes médias no afluente e efluente do sistema hibrido em escala
piloto foram 27+3 mg N-NH4*/L e 16+2 mg N-NH4*/L, respectivamente, apresentando eficiéncia média de
remocdo de 40 % (Figura 2C).

Devido ao aumento da razdo da recirculaciio na Fase II, a eficiéncia de remocdo do nitrogénio amoniacal foi
reduzida, em relag@o a Fase I. A recircula¢do do efluente nitrificado contribuiu para o aumento da velocidade
ascensional do liquido, mas resultando em maior carreamento de sélidos, ou seja, a perda da biomassa e o
arraste das bactérias nitrificantes presentes no biofilme no compartimento aerdbio, afetando assim o processo
de nitrificacdio. Os nitrificantes sdo sensiveis a qualquer perturbacido no sistema hibrido e de acordo com o
trabalho de Figueroa e Silverstein (1992), esses micro-organismos apresentam velocidades de crescimento
menores do que as bactérias heterotréficas que competem por oxigénio e nutrientes.

A Resolugdo CONAMA N° 357 de 2005 estipulava o padrio de lancamento para nitrogénio amoniacal como
sendo de 20 mg N-NH4*/L, entretanto esse padrio foi suspenso. Os efluentes do sistema hibrido na Fase I e na
Fase II atenderiam aquela legislagdo ambiental. Contudo, a nova legislagdo ambiental CONAMA n° 430 de
2011 ndo estabelece padrdo médximo para lancamento de nitrogénio amoniacal para efluentes de sistemas de
tratamento de esgotos sanitario.

NITRATO

A concentra¢do média de nitrato no efluente do sistema hibrido na Fase I foi de 12,541 mg N-NOs/L e na
Fase Il de 8,1+0,7 mg N-NOs/L. (Figura 2D).

Nos trabalhos de Tawfik et al., (2008), Yilmaz (2008), Netto et al., (2012) e Nguyen et al., (2016), efluentes
de sistemas hibridos com recirculagdo do liquido em escala piloto, contendo nitrato pode variar de 4 mg/L a
40 mg/L, de acordo com a taxa de recirculacio adotada.

No sistema hibrido foi possivel observar o processo de nitrificacdo-desnitrificac@o, ou seja, a remocdo total
dos compostos oxidados de nitrogé€nio oriundos dos reatores aerébios. A amdnia produzida no processo de
amonifica¢do ou desnitrificacdo no compartimento anaerébio foi oxidada para nitrito (NOy") por bactérias
oxidante amdnia (BOA) e posteriormente o nitrato (NO3) foi oxidado por bactérias oxidante de nitrito
(BON), podendo ser observado na Figura 2D e Equagdes 1 e 2.

2NH4* + 302 — 2NO>2 + 4H* + 2H20 Equacdo (1)

2NO~ + 02— 2NO7 Equacio (2)
Na etapa posterior de desnitrificacdo, o nitrato é convertido em nitrogénio molecular (N>) por bactérias
desnitrificantes heterotréficas facultativas e apresentam maior taxa de crescimento quando comparadas as
bactérias autotrdficas nitrificantes (Kuenen e Robertson, 1994; Ballinger et al., 2002; Szabé et al., 2017).
Nesse processo, o nitrato e/ou nitrito sdo utilizados como aceptores de elétrons e a matéria orginica é
utilizada como fonte de carbono e energia (AHN, 2006), podendo ser observado na Equagao 3.

6NOs3 + SCH30H — 5CO:z + 3Nz + 2H20 + 60H" Equacdo (3)
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Na Fase I e II a desnitrificag@o foi superior a 95%, apresentando concentragdes de nitrato 0,26 mg/L e 0,3
mg/L no efluente do reator hibrido anaerébio, respectivamente. Na Fase II a concentragdo média do nitrato
foi de 8,1 mg/L demonstrando um valor inferior a concentracdo média de 12,5 mg/L na Fase I. Como
discutido anteriormente, essa reducdo provavelmente esteve relacionada ao aumento da recirculagdo interna
do liquido contribuindo para o acréscimo da velocidade ascensional do liquido que na Fase I foi 1,21 m/h,
enquanto na Fase II foi de 1,41 m/h.
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Figura 2: Variaciao dos parametros durante o periodo do estudo: A) DQO Total, B) Alcalinidade
parcial, Nitrogénio amoniacal, D) Nitrato.

DGGE PARA O DOMINIO BACTERIA

No sentido de avaliar a dindmica da populagdo do dominio Bacteria foi utilizado a técnica PCR-DGGE. A
transicdo de tais micro-organismos, de acordo com a diversidade das bandas (Figura 3) pode estar relacionada
a condic¢do de temperatura, pH, quantidade de matéria organica, competicdo por nutrientes entre bactérias
aerdbicas e desnitrificantes e por fim a recirculagdo do esgoto.

O perfil de DGGE nas Fases I e II indicou a presenca de uma comunidade de micro-organismos diversa
(Figura 3). Comparando as fases, houve um notério aumento no nimero de bandas apés a recirculagdo do
efluente tratado no sistema hibrido, com claro aumento de intensidade nas bandas nas amostras avaliadas,
revelando maior riqueza de espécies.

Os resultados da diversidade de bandas pela ferramenta da PCR-DGGE corrobora com os resultados fisico-
quimicos de matéria organica, alcalinidade parcial, nitrogénio amoniacal e nitrato no sistema hibrido. A
eficiéncia de remocao de matéria organica, como foi discutida anteriormente, na Fase II foi um pouco maior
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do que na Fase I por meio do incremento da recirculacdo, j4 que no tratamento das 4guas residudrias
domésticas, a desnitrificacdo geralmente ocorre por acdo de bactérias heterotréficas facultativas, tal como os
géneros Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, Spirillum Paracoccus, Azospirillum, Rhodopseudomonas e
Thiobacillus (RITTMANN e BRUNNER, 1984, METCALF e EDDY, 2003). Esses micro-organismos
podem adaptar-se a ambientes aerdbios, tal como o compartimento aerébio do reator hibrido.

Em relacdo aos dados de alcalinidade parcial, nitrogénio amoniacal e nitrato, da Fase I com recirculagdo
interna do efluente nitrificado de 50%, foram melhores do que a recirculacdo interna de 75% na Fase II.
Provavelmente bactérias dos géneros Nitrosomonas e Nitrosospira pertencentes a classe Betaproteobacteria e
e oxidantes de amdnio (ammonium oxidizing bacteria — AOB), além dos gé€neros Nitrobacter e Nitrospira
pertencentes a classe Alfaproteobacteria e oxidantes de nitrito (nitrite oxidizing bacteria — NOB) foram
reduzidas, ji que através do incremento da recircula¢do interna do efluente nitrificado contribuiu para o
carreamento da biomassa e o arraste das bactérias nitrificantes presentes no biofilme no compartimento
aerébio afetando o processo de nitrificacdo. Esses micro-organismos foram verificados por PCR especificas
(data not show) e foram presentes durante o periodo do estudo.

Estudando bactérias AOB via PCR-DGGE em um biorreator de membrana, utilizado para remog¢ao de matéria
orginica e nitrogénio em esgoto sanitdrio, Zhang et al., (2009) observaram mudancas da comunidade
microbiana. Os autores citam que os géneros Nitrosomonas ou Nitrosospira sdo os mais importantes a oxidar
amonia a nitrito, em esta¢des de tratamento de esgoto no processo de nitritagdo.

Ja no processo de nitratagdo, Schmidt et al., (2003) citam os géneros Nitrobacter e Nitrospira, comumente
descritas em sistemas de tratamento de esgoto. Cébron e Garnier (2005) adotaram a técnica de DGGE ao
estudo de bactérias NOB, a fim de investigar o impacto da polui¢do oriunda da atividade agricola e da geragéo
de efluentes urbanos em seu corpo receptor. Os resultados revelaram que os gé€neros predominantes
encontrados foram Nitrobacter e Nitrospira.

UA FAN LA BAS UA FAN LA BAS

Figura 3: Dindmica populacao microbiana dos pontos UA (UASB), FAN (Filtro Anaeroébio), LA
(Lodos Ativados) e BAS (Biofiltro Aerado Submerso) durante o periodo do estudo: A) Recirculacao
de 50% e B) Recirculacao 75%
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CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

O sistema hibrido nas condic¢des estudadas foi eficiente na remocio de matéria organica, apresentando 87% e
91% nas Fases 1 e II, respectivamente. Micro-organismos anaerdbios heterotréficos presentes nos
compartimentos anaerébios foram responsdveis pela grande degradacdo da matéria organica, dos
compartimentos aerébios, os micro-organismos quimiolitotréficos nitrificantes, aerébios heterotréficos e
facultativos oxidaram compostos organicos remanescentes para obtencio de energia celular, onde o oxigénio
¢ utilizado com aceptor de elétron e o didéxido de carbono € liberado no processo.

Em relag@o ao nitrogénio amoniacal, a remocao média apresentada nos sistema hibrido em escala piloto foi de
61% e 40% nas Fases I e II, respectivamente. A reducdo apresentada pelo sistema pode estar relacionada ao
aumento da recirculacdo do efluente nitrificado, contribuido pelo o aumento da velocidade ascensional do
liquido, carreamento de sélidos, ou seja, perda da biomassa e arraste das bactérias nitrificantes presentes no
biofilme que afetaram o processo de nitrificagao.

No sistema hibrido foi possivel observar o processo de nitrificagdo-desnitrificagdo completa, ou seja, a
oxidag@o da amdnia em formas oxidadas de nitrogénio oriundo do conjunto aerébio e posteriormente reduzido
a nitrogénio molecular (N2) no conjunto anaerdbio.

O perfil de DGGE do nas Fases I e II indicaram a presenca de uma comunidade de micro-organismos diversa.
Nesse sentido, a condig@o da recirculagdo de 50% e 75%, temperatura, pH, quantidade de matéria organica e
competicdo por nutrientes entre bactérias heterotréficas facultativas, bactérias aerdbias heterotréficas,
nitrificantes e desnitrificantes promoveram a dinimica da comunidade microbiana presente no sistema
hibrido.
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