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RESUMO

A remocdo de nitrogénio dos esgotos sanitarios é fundamental, tanto para promover o equilibrio dos
ecossistemas aquaticos e evitar a eutrofizacdo e outros problemas ambientais, como para preservar a salde
humana. Varios sistemas vém sendo desenvolvidos para aumentar a eficiéncia de tratamento e converter as
varias formas de nitrogénio em nitrogénio gasoso, removendo assim esse nutriente dos esgotos sanitarios. Este
estudo tem como objetivo promover o acimulo de nitrito em reator biol6gico sequencial anaerébio/aerébio,
através da adigdo de inibidor quimico (amdnia livre, N-NHs). A nitrificacdo parcial possibilita economia de
oxigénio e matéria organica, aumentando a eficiéncia de remoc&o de nitrogénio do sistema. O experimento foi
realizado com esgoto sintético e conduzido em dois reatores, sendo um reator anaerobio, visando a remocéo de
matéria organica, e um segundo reator aerobio de leito fixo para promover a nitrificagdo parcial. A biomassa
foi imobilizada em espuma de poliuretano para beneficiar a retencéo do lodo no reator aerdbio. Os resultados
desse experimento mostraram que foi possivel inibir as bactérias oxidantes de nitrito (BON) a uma
concentracdo de 5 mg N-NHs.L™?, porém ndo houve acimulo de nitrito. Apesar da baixa concentragdo de
oxigénio dissolvido no reator aerébio (1,8#0,2 mg O..LY), o processo de nitrificagdo e desnitrificacdo
simultanea foi evidenciado, sendo atribuido a formacdo de ambientes andxicos pela presenca de meio suporte
e/ou por formacédo de rotas preferenciais do gas oxigénio no interior do reator.

PALAVRAS-CHAVE: Inibicdo, acimulo de nitrito, nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea.

INTRODUCAO

A remocao de nitrogénio nos efluentes é cada vez mais importante devido as consequéncias de seu langamento
no meio ambiente e aos seres humanos. O langamento de esgotos sem tratamento enriquece as aguas naturais
com nutrientes, podendo causar eutrofizagdo destes ambientes. A eutrofizagdo gera um crescimento exagerado
de algas, podendo prejudicar a sanidade de rios e lagos (SCHINDLER et al., 2016). Além dos problemas
ambientais, o nitrogénio pode ser extremamente prejudicial ao homem, podendo inclusive levar a morte. As
formas de nitrito e nitrato sdo carcinogénicos, sendo relacionados a diversos tipos de cancer (principalmente
cancer de estdmago), e a metahemoglobinemia ou sindrome do bebé azul (CHETTY & PRASAD, 2016).
Portanto o tratamento de efluentes é imprescindivel para a manutencdo do bem-estar e da satide humana, além
da preservacao das aguas.
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O tratamento terciario visando a remocéo de nutrientes ja é bastante consolidado, gerando diversas tecnologias
para otimizacdo dos processos. No caso da remocéo de nitrogénio sistemas de nitrificacdo e desnitrificacdo
simultanea (SND), oxidacao anaerébia de amonio (anammox) e nitrificacdo e desnitrificagdo via nitrito ja sdo
bastante aplicados em escala industrial.

A nitrificacdo parcial é um processo onde ha encurtamento das reacdes de nitrificagdo por meio da inibicdo da
nitratacdo. Sem a producdo de nitrato hd um menor consumo de oxigénio na nitrificacdo e menor demanda de
carbono na etapa posterior de desnitrificacdo. Esse encurtamento proporciona a economia de cerca de 25% de
oxigénio e de cerca de 40% de carbono (TURK & MAVINIC, 1986; 1989; WU et al. 2014). Assim, a
nitrificacdo parcial proporciona uma economia de energia, oxigénio e substrato, além de reducdo na producéo
de lodo e de 20% na emissdo de CO; na desnitrificacdo (TURK & MAVINIC, 1986). Ha vérios fatores
interferentes no processo da nitrificacdo curta, sendo as principais: concentracdo de oxigénio dissolvido (OD)
e controle da aeracdo, tempo de retencdo celular, temperatura, pH e inibicdo pela concentracdo do substrato
(GE et al., 2015).

Segundo Anthonisen et al. (1976), a concentracdo de amdnia livre (N-NHs) no sistema é em funcéo da
temperatura, do pH e da concentracdo de aménio no esgoto. A amdnia é téxica e inibe a atividade das bactérias
nitrificantes, porém a inibicdo ocorre de forma desigual para os dois grupos de microrganismos envolvidos no
processo. As bactérias oxidantes de amodnio (BOA) sdo mais resistentes a amonia livre que as bactérias
oxidantes de nitrito (BON) por possuirem o préprio amdnio como substrato metabdlico. O NHs é inibidor das
BON a uma concentracdo de 0,1 a 1,0 mg.L%, enquanto a inibicdo das BOA ocorre a uma concentragio de 10
a 150 mg.LL. Neste contexto, o presente trabalho visa promover o acimulo de nitrito em reator sequencial
anaerdbio/aerébio em escala de bancada, utilizando aménia livre como inibidor quimico.

OBJETIVO

Promover a nitrificacdo e desnitrificacdo via nitrito de esgoto sintético em um sistema de reatores sequenciais
anaerobio/aerobio, utilizando-se aménia livre como inibidor quimico da nitrificacdo completa.

METODOLOGIA

Aparato experimental

O aparato experimental foi composto por dois reatores em escala de bancada, sendo um reator anaerobio,
visando a remocao de matéria organica, e um segundo reator aerobio para promover o acimulo de nitrito. Os
reatores foram construidos com tubo de polimero policloreto de vinila (PVC) e possuiam 0,60 m de altura e
0,10 m de diametro, perfazendo um volume Util de 4,71 L cada. O tempo de detencdo hidraulico (TDH) total
do sistema de tratamento em estudo foi de 30 horas, com vazdo média de 7,54 L.dia. A aeracdo no reator
aerobio foi promovida através de compressor com pedra porosa na saida de ar funcionando como difusor para
melhor distribuicdo do oxigénio. No reator aerébio foram inseridos 12 g de espuma de poliuretano com
densidade D33 como meio suporte, a uma altura em torno de 20 cm de preenchimento do reator. Os materiais
poliméricos tém sido amplamente usados para elevar a area superficial especifica e beneficiar o crescimento de
micro-organismos aderidos, apresentando inlimeras vantagens no seu uso como: melhor caracteristica do lodo,
menor perda de biomassa e maiores taxas de carregamento volumétrico. De acordo com O’Reilly et al. (2008)
uma importante caracteristica do leito fixo é possibilitar a coexisténcia de micro-organismos aerébios e
anoxicos no mesmo ecossistema. A representacdo esquematica do sistema é apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Representacéo esquematica do aparato experimental.

O reator anaerobio foi inoculado com 1,5 L de lodo de reator UASB da Estacdo de Tratamento de Esgotos
domésticos (ETE) Mangueira, localizada em Recife-PE. Para o reator aerébio utilizou-se in6culo de um reator
aerobio escala piloto operado em batelada sequencial instalado nas dependéncias da referida ETE.

No experimento foi admitida a inibicdo da nitrificagdo completa através da alta concentragdo do ion amonio
(NH4%) o qual, segundo Anthonisen et al. (1976), mantem-se em equilibrio com a aménia livre (NH3) em
funcdo da temperatura e do pH do meio (Equacdo 1). O controle do OD também possui grande importancia,
tendo em vista que as bactérias oxidantes da amonia (BOA) podem se proliferar em ambientes com baixa
concentracdo de oxigénio, diferente das bactérias oxidantes de nitrito (BON) (YANG et al., 2010). Wiesmann
(1994) observou que as BON apresentam boa taxa de nitrificacdo quando o meio reacional apresentou
concentracdo de OD maior que 1,8 mg O2.L. A vazdo de aeracéo foi controlada de modo que a concentracdo
de oxigénio dissolvido no reator aerébio fosse menor que esse valor.

R 17 N — NH] x 107%
Amébnia livre (mgN — NH;.L™') = —X 564
14 [exp (—D )] + 1078 x
273+ ¢°C (Equacéo 1)

Esgoto sintético

O esgoto sintético foi preparado segundo Torres (1992) e Moura (2011), cuja composicao é apresentada na
Tabela 1. Uma solucéo de macro e micronutrientes foi adicionada ao esgoto sintético no intuito de suprir suas
necessidades nutricionais, mostradas nas Tabelas 2 e 3. A concentragdo de cloreto de amonio foi elevada para
590 mg NH.CI.L™? durante a operagédo do sistema de tratamento para atingir a concentragdo de amdnia livre
requerida no experimento (Fase 2). O esgoto sintético foi preparado diariamente, armazenado em geladeira e
mantido sob mistura através de uma bomba submersa localizada no reservatério de alimentacdo. A
alimentacdo do sistema de tratamento foi realizada através de bomba dosadora (MS Tecnopon modelo DMC
400).
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Tabela 1. Composicéo do substrato sintético Adaptado de Torres (1992) e Moura (2011).

Composicao Concentragdo (mg.L™?)
Extrato de carne 267
Sacarose (20%) 35
Amido comercial (60%) 114
Celulose em p6 (20%) 34
Cloreto de aménio 50

Tabela 2 - Composicado da solucdo de sais minerais (TORRES, 1992).

Composigéo Concentracéo (g.L %)
Cloreto de s6dio (NaCl) 100
Cloreto de Magnésio (MgCl,.6H,0) 2,8
Cloreto de Calcio (CaCl,.2H;0) 1,8

* Torres (1992) ** Adaptado de Torres (1992) e Moura (2011)

Tabela 3 — Composicado da solucdo de micronutrientes (Adaptado de Torres (1992) e Moura (2011).

Composicdo Concentracéo (g.L™?)
Acido nitrilotriacético N(CH,COOH)3 12,800
Cloreto férrico (FeCls.6H,0) 1,350
Cloreto de sddio (NaCl) 1,000
Cloreto de niquel (NiCl,.6H,0) 0,120
Cloreto de manganés (MnCl,.4H,0) 0,100
Cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) 0,100
Cloreto de zinco (ZnCl; anidro) 0,100
Selenito de sodio (Na;SeO3.5H,0) 0,026
Cloreto de cobre (CuCl,.2H,0) 0,025
Cloreto de cobalto (CoCl2.2H;0) 0,024
Molibidato de sédio (NaM00O4.2H,0) 0,024
Acido borico (HsBO3) 0,010

* Torres (1992) ** Adaptado de Torres (1992) e Moura (2011)
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Amostragens e determinagdes analiticas

As coletas foram realizadas duas vezes por semana no afluente, efluente do reator anaerébio e aerobio. Os
parametros de controle (temperatura, pH e aménio) foram avaliados diariamente para calculo de amonia livre,
bem como as producbes de OD, nitrito, nitrato para acompanhamento da inibicdo. Os pardmetros e detalhes
das analises estéo especificados na Tabela 4.

Tabela 4. Variaveis, pontos de amostragem, frequéncia e métodos utilizados no experimento.

Variavel Pontos de Frequéncia Método Referéncia
amostragem

Oxigénio dissolvido . S Multiparametro HACH
(mg Oz.LY) Efluente AE Diariamente Potenciométrico CO HQ40d
pH Efluente AN e AE Diariamente Potenciométrico MUIt'F?éaEg[L%:ACH

L L Multiparametro HACH

0
Temperatura (°C) Efluente AN e AE Diariamente Potenciométrico CO HQ40d
DQO* (mg O2.L7) Afluente, Efluente Dia de coleta Colorimétrico SM 5220 D
AN e AE

N-NH4** (mg N.L%) Efluente AN e AE Diariamente Titulométrico SM 4500 N-NH3 C
N-NOz (mg N.L?) Efluente AE Diariamente Colorimétrico SM 4500 NO2- B
N-NOy (mg N.L) Efluente AE Diariamente  ESPectrofotometri SM 4500 NO3- E

co (UV/visivel)

*APHA (2012)

Também foi aplicada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em licor misto para verificar a
presenca de Anammox, sendo as amostras de DNA extraidas com o kit Power Soil™ DNA Isolation
(Laboratério MoBio). A amplificacdo da PCR foi realizada em um termociclador da Bio Rad, empregando-se
primers especificos para avaliar a presenca ou auséncia de determinados grupos de micro-organismos
responsaveis pela remocao de nitrogénio, conforme a Tabela 5.

Tabela 5. Primers utilizados na amplificacdo do DNA.

Dominio Primer Sequéncia Referéncia
DNAr 16S - amx368F TTCGCAATGCCCGAAAGG Schimd et al.,
Anammox amx 820R  AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC 2001

Condicdes operacionais

O experimento foi dividido em duas fases, representadas na Tabela 6. A primeira fase (Fase I, 30 dias)
contemplou o star-up do reator aerébio, a aclimatagéo do indculo ao reator e ao substrato. Apds o periodo de
start-up, iniciou-se a segunda fase (Fase Il, 49 dias), caracterizada pela operacdo do reator em condi¢des de
aumento da concentragcdo de aménia livre no sistema.
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Tabela 6. Condic6es operacionais do experimento.

TDH Dias de N 4 ) 4

Fases ) operagio N-NH4* (mg.L™) N-NH3; (mg.L™)
I 1 30 34+3 1505
I 49 159+ 16 48+18

RESULTADOS E DISCUSSAO
Remocé&o de Matéria Orgéanica

Durante a Fase | o conjunto de reatores apresentou bom desempenho de remocdo de matéria organica do
esgoto afluente, com eficiéncia de remocdo DQO bruta/bruta e DQO bruta/filtrada de 93+2 e 93+3%,
respectivamente (Figura 2). Com as eficiéncias bruta e filtrada semelhantes, é possivel concluir que a perda de
lodo ndo foi prejudicial ao sistema de tratamento para a remocéo de material organico no sistema, indicando
que o meio suporte de poliuretano foi eficiente na retencdo da biomassa.

WAF ®AN AAFE AFEficiéneia brutabruta @ Eficiéncia bruta/filtrada
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Figura 2: Concentracdes de DQO afluente e efluente das unidades de tratamento e eficiéncias de
remocédo de DQO bruta (eficiéncia bruta/bruta) e eficiéncia de remoc¢do de DQO filtrada (eficiéncia
bruta/filtrada).

Remog&o de Nitrogénio

Na Figura 3 é possivel visualizar o comportamento do N-NH4* (afluente e efluente ao reator aer6bio) e do N-
NOx nas duas fases de operacdo do experimento.

Fase |

Na Fase I, a aménia livre afluente ao sistema aerébio apresentou concentracdo de 1,5+0,5 mgN-NHa.L™.
Embora esta concentracdo seja inibitdria para as BON (sendo superior a maxima de 1 mgN-NHzL?,
Anthonisen et al., 1976) foi possivel observar a presenga razoavel de nitrato no reator aerdbio (valor médio de
10+£7,9 e maximo de 33,8 mgN-NOs.L'), o que atesta a existéncia do metabolismo das bactérias
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heterotroficas oxidantes de nitrito. A concentracdo média de nitrito no efluente do reator aerébio foi 0,3+0,1
mgN-NO;.L. A concentracdo de oxigénio dissolvido nessa fase foi de 1,9+0,1 mg.L™.

A oxidacdo total média de N-NH." nessa fase foi de 48%. Desse percentual oxidado, 44% foi detectado no
efluente em forma de nitrito e nitrato. Além da parcela nitrogenada incorporada a biomassa, os 56% restantes
da parcela oxidada de amdnio, que ndo gerou N-NOy no efluente, pode ser explicada pela desnitrificacdo. No
reator aerébio pode ter havido condic¢des para a nitrificacdo e desnitrificacdo simultdnea (NDS). A presenca de
meio suporte, a formacdo de rotas preferenciais do gas oxigénio e a baixa capacidade de dissolucdo devido a
velocidade de saida de ar, podem ter proporcionado a formacdo de ambientes andxicos no interior do reator.
Sistemas com meio suporte podem facilitar ainda mais a nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea, devido a
formacdo de gradientes de concentracdo e zonas andxicas (METCALF & EDDY, 2003; KOOPS &
POMMERENING-ROSER, 2006; MORAIS, 2015).

BOCK et al. (1995) afirmaram que organismos do tipo Nitrosomonas, na presenca de compostos NOy,
nitrificam e desnitrificam simultaneamente mesmo sob condi¢fes completamente aerdbias, com N, como
principal produto. Bactérias oxidantes de amdnio como a N. europaea possuem a capacidade de reduzir nitrito
a oxido nitrico (NO) ou 6xido nitroso (N20O) em ambientes com baixa oxigenacdo (YU & CHANDRAN,
2010). Ja a N. eutropha, que também pode se desenvolver em ambientes andxicos, possui a capacidade de
metabolizar nitrito a nitrogénio gasoso, como também alguns intermediarios do processo. Além da NDS, uma
parcela do N-NH4* pode ter sido oxidada anaerobicamente por bactérias anammox, identificadas por analises
de PCR (Figura 4). As bactérias anammox produzem N2 em ambientes anéxicos com razdo estequiométrica de
amdnia: nitrito de 1:1,32 (STROUS et al., 1998).

Fase 11

A amdnia livre apresentou média de 5+1,8 mgN-NHs.L™, valor abaixo da concentragdo inibitdria de 10 mgN-
NHs.L? para as BOA (ANTHONISEN et al., 1976). Nessa concentracdo espera-se a inibicdo apenas das BON.
A fase Il iniciou no dia 30. A concentracéo de oxigénio dissolvido nessa fase foi de 1,7+0,4 mg.L™.

A fase lag durou 8 dias, com queda expressiva na producdo de N-NO;™ de 13,9 para 0,0 mg.L* e maxima de
2,0 mg.L. Apds esse periodo a producéo de nitrato aumentou para 27,7 mg.L?, continuando a uma média de
18,2+8,1 mgN-NOs".L* durante uma semana apds a fase lag (até o 56° dia). A partir de entdo ocorreu uma
queda expressiva na producdo de nitrato, atingindo médias de 1,2+0,3 mgN-NOs.L ™.

O comportamento do nitrito foi semelhante ao do nitrato, porém com concentragdes sempre menores e muito
baixas no efluente. Na fase lag o nitrito variou entre 0,1 e 0,2 mg.L, aumentando, entdo, para 0,9 mgN-NO
.L'! e continuando com esse valor médio até 7 dias depois da fase lag (56° dia). Apesar do nitrito ter
aumentado 2,5 vezes em relagdo a Fase I, a concentracdo ndo foi maior que 1,3 mg.L%. A partir do 57° dia de
experimento (27 dias da Fase Il), os dados demonstraram diminui¢do de 30% na concentragdo efluente de N-
NO;y, atingindo média de 0,7+0,1 mgN-NO;".L*. Durante todo o periodo experimental o nitrito foi menor do
que o nitrato no efluente do reator aerébio.

Com a inibicdo das BON, observada pela diminuicdo de nitrato para 1,2 mg.L™?, e concentragdo de amonia
livre abaixo do nivel inibitério para as BOA, era esperado que as bactérias oxidantes de amdnio mantivessem
normalmente seu metabolismo. Porém isso ndo ocorreu. Além da oxidacdo de aménia ter diminuido no
periodo de inibicdo das BON (de 62% para 14%), a concentragdo de nitrito no efluente continuou muito baixa
(0,7+0,1 mgN-NO7 L),
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Figura 3: Relagéo entre concentragdo de aménio afluente e efluente no reator aerdbio e a producéo de
nitrito e nitrato.

Figura 4: Resultados da PCR para o primer de bactérias Anammox (resultado positivo na amostra 3).

Na 38° dia (fase lag) houve oxidagdo de 25,3 mgN-NH,*.L* (referente a 20% do aménio afluente), sendo 2,2
mgN-NOy.L™* referentes ao nitrito e nitrato efluentes enquanto 23,1 mgN.L* foi desnitrificado. No 53° dia a
oxidacdo de aménio alcangou o maior valor de 108,9 mgN-NH,4*.L™%, referente a 75% do aménio afluente. De
75% oxidado apenas 25% estava presente no efluente na forma de nitrito e nitrato, indicando desnitrificacéo de
75% da aménia total oxidada. Nos dias seguintes, quando o nitrato diminuiu para 1,2 mgN-NO;.L?, a
oxidagdo do amonio diminuiu para 14%, sendo 9% desse percentual referente ao N-NOy e indicando que 81%
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foi desnitrificado. Além de ndo perceber acimulo de nitrito no efluente do reator aerdbio, a eficiéncia de
remocao de nitrogénio também diminuiu significativamente apo6s a inibicdo das BON. Isso pode indicar que o
grupo de bactérias dominante no processo de nitrificagdo foi das BOA (DE BOER et al., 1992). A Figura 5
mostra a parcela de nitrogénio removida no sistema.

200 B N-NH4+ N-NO3 ®EN-NO2 mN-removido

180

160 |IIIIIIIII
“ | 1l

80

— —

(o] +=

[==] [==]
T T
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=
=

40 |-

20

1 3 7 9 161823253637384950515253565758359606365666771 74777879
Periodo de operacao (dias)

Figura 5: Concentracao efluente de aménio, nitrito, nitrato e a parcela de nitrogénio removida no reator
aerdbio.

CONCLUSOES

E possivel a ocorréncia de nitrificacio e desnitrificagio simultinea em sistemas com oxigénio dissolvido
relativamente alto (aproximadamente 1,8 mg.L?), desde que haja formacdo de ambientes andxicos, seja pela
presenca de meio suporte ou pela formagdo de rotas preferenciais de ar no interior do reator. Também foi
possivel concluir que com concentracdo de 1,5 mgN-NHz.L? ndo foi verificada completa inibicdo das
bactérias oxidantes de nitrito (BON). A inibicdo das BON foi alcancada com uma concentracdo de 5 mgN-
NHs.L™. Apesar de ocorrer a inibicdo das BON, o reator aerébio ndo acumulou nitrito.
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