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RESUMO

CORREA, Camila Zoe. Reator de leito estruturado com recirculacao submetido
a aeracao intermitente no tratamento de esgoto sanitério. 2015. 50f. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Londrina, 2015.

O langamento de compostos nitrogenados em corpos d’agua pode resultar em
problemas ambientais, sendo assim tratar aguas residuarias, como 0 esgoto
sanitario com o objetivo de remover ndo apenas matéria organica, mas também
nitrogénio tem sido objeto de estudo ha algumas décadas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o desempenho de um reator de leito estruturado e fluxo continuo, com
recirculacdo, na remocdo de matéria organica e nitrogénio presente em esgoto
sanitario, sob diferentes ciclos de Aeracdo intermitente (Al) e avaliar a influéncia
destes ciclos no desenvolvimento de bactérias nitrificantes (Bactérias Oxidadoras de
Amoénia — BOA e Bactérias Oxidadoras de Nitrito — BON) e desnitrificantes (DESN)
aderidas (Material Suporte - MS) e em suspensédo (Efluente — EF e Lodo — LD). O
reator utilizado possuia volume util de 9,4 L. Como material suporte (MS) foi utilizado
espuma de poliuretano, cortada e fixada em hastes de PVC. Foram trabalhadas 3
fases de aeracado (AE) e ndo aeracao (AN) com diferentes tempos: Fase 1 (4 h AE/ 2
h AN); Fase 2 (2 h AE/ 1 h AN) e Fase 3 (2 h AE/ 2 h AN). Durante todas as fases o
tempo de detencao hidraulico foi mantido em 16 h e o efluente recirculado a uma
vazdo de 3 vezes a vazao afluente. Foram analisados: pH, alcalinidade total,
temperatura, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), Nitrogénio Kjeldhl Total (NKT), N-amoniacal — N-NH,", nitrito- N-
NO, e nitrato- N-NO3. A concentracdo das BOA, BON e DESN foi determinada
utilizando o NUmero Mais Provavel.gSSV* (NMP.gSSVmL™). Na Fase 1 o percentual
de remocdo de NKT, N-NH;" e NT foi de 76+10%, 70+21% e 67+10%
respectivamente. Na Fase 2 de 80+15% de remoc&o de NKT, 86+15% de N-NH,4" e
681+9% de remocdo de NT e na Fase 3 de 58+20%, 72+28% e 41+6% de NKT, N-
NH4" e NT, respectivamente. A eficiéncia de desnitrificacdo nas 3 fases foi acima de
70%, indicando que no reator ocorreu o processo de Nitrificacdo e desnitrificagao
Simultanea (NDS). Os percentuais de remogédo de DQO~ foram de 88%z+4 na Fase
1, 94%=7 na Fase 2 e 90%z%11 na Fase 3. A ANOVA multivariada aplicada ao
NMP.gSSV™, indicou que houve diferenca significativa (F: 20,2; p-valor <0,01) entre
a concentracdo dos organismos analisados nos diferentes ciclos de Al. Porém as
diferencas entre os NMP.gSSV™ ndo depende apenas de fatores isolados e sim de
guais meios, fases e grupos estdo sendo analisados. Dos resultados conclui-se que
o sistema foi eficiente em termos de remocao de nitrogénio e matéria organica, e
gue a fase que apresentou a maior disponibilidade de Oxigénio Dissolvido (OD) e
relacdo C/N (Fase 2), foi a que obteve as menores concentracdes efluentes de
matéria organica e N-NH,;". Apontasse que houve diferenca significativa entre a
concentracdo (NMP.gSSV™?) dos organismos analisados (BOA, BON e DESN),
porém esta diferenca ndo depende de fatores isolados e sim de quais meios (MS,
EF ou LD, fases (1, 2 ou 3) e grupos (BOA, BON e DESN) esta sendo considerado.

Palavras-chave: Bactérias nitrificantes.  Desnitrificantes.  Nitrificacdo e
Desnitrificacdo Simultanea. Nimero Mais Provavel.gSSV™* (NMP.gSSV™).



ABSTRACT

CORREA, Camila Zoe. Structured bed reactor with recirculation subjected
to intermittent aeration in the treatment of domestic sewage. 2015. 50f.
Dissertacado (Mestrado em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Londrina, 2015.

The release of nitrogen compounds in water bodies can result in many
environmental problems, so treat wastewater, such as sewage in order to
remove not only organic matter but also nitrogen has been studied a few
decades. From the above, the objective of this study was to evaluate the
performance of a structured bed reactor, continuous flow, with recirculation, in
removing organic matter and nitrogen present in wastewater under different
cycles of intermittent aeration (Al) and to evaluate the influence of these cycles
in the development of nitrifying bacteria (Oxidizing Bacteria Ammonia - BOA
and Bacteria Oxidizing Nitrite - BON) and denitrifying (DESN) adhered (Support
Material - MS) and suspension (Effluent - EF and sludge - LD). The reactor
used has usable volume of 9.4 L. As support materials (MS) polyurethane foam
was used, cut and fixed in PVC rods. 3 were worked aeration phases (AE) and
non-aeration (AN) at different stage: Stage 1 (4 h EA / AN 2H); Stage 2 (2H EA
/ AN 1 h) and Phase 3 (2H EA / AN 2 h). During all hydraulic detention time
phases was kept at 16 h and the effluent recirculated at a rate of 3 times the
inflow. Were analyzed: pH, total alkalinity, temperature, chemical oxygen
demand (COD), Biochemical Oxygen Demand (BOD), nitrogen Kjeldhl Total
(NKT), ammonia-N-N-NH4+, nitrito-N-NO2+ and nitrato- NO3-. The
concentration of BOA, BON and DESN was determined using the number More
Provavel.gSSV-1 (NMP.gSSV-1). In phase 1 the percentage removal NTK N-
NH4+ and NT was 76x10%, 70+21% and 67+10% respectively. In Phase 2
80+15% of removel NKT, 86+£15% of N-NH4+ e 68+9% of removel NT e na
Fase 3 de 58+20%, 72+28% and 41+6% of NKT, N-NH4+ of NT, respectively.
The denitrification efficiency in stage 3 was over 70%, indicating that occurred
in the reactor the process of simultaneous nitrification and denitrification (NDS).
DQOT the removal percentages were 88 + 4% in Phase 1, 94 £ 7 in Phase 2
and 90+ 11% in Phase 3. The multivariate ANOVA applied to NMP.gSSV-1, it
indicated that there was significant (F: 20,2, p <0,01) between the analyzed
concentration of organisms Al in different cycles, but the differences between
NMP.gSSV-1 depends not only isolated factors but of which means, and phase
groups being analysis. From the results it is concluded that the working system
is efficient in terms of nitrogen removal and organic matter, and that the stage
with the highest availability of Dissolved Oxygen (DO) and C/N ratio (Step 2),
was the one obtained the lower concentrations of organic matter effluents and
N-NH4+. Hinted that there was a significant difference between the
concentration (NMP.100mL-1) of the analyzed organizations (BOA, BON and
DESN), but this difference does not depend on factors alone but of which
means (MS, EF or LD), stages (1, 2 or 3) and groups (BOA, BON and DESN) is
being considered.

Keywords: Nitrifying bacteria. Denitrifying. Nitrification and denitrification
Simultaneous. Number More Provavel.gSSV* (NMP.gSSV™Y).
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1. INTRODUCAO

No Brasil dos 5564 municipios existentes cerca de 3069 (55%)
possuem sistema de coleta de esgoto e destes apenas 29% tratam o0 esgoto
coletado (IBGE, 2011), sendo o tratamento convencionalmente aplicado,
projetado visando a remocédo de solidos sedimentaveis e matéria organica
(LAMEGO NETO e COSTA, 2011), porém estes ndao sdo o0s Unicos
constituintes que podem causar problemas quando lancados em corpos
hidricos.

Os macronutrientes presentes no esgoto doméstico, como o nitrogénio,
se ndo removido adequadamente, quando lancado pode trazer sérios prejuizos
ao meio ambiente como a eutrofizagdo, diminuicdo da concentragdo de
oxigénio dissolvido no meio, mortalidade de peixes (CAMPOS et al.; 2008;
WHANG et al.; 2009; EPA, 1993), além de problemas em relacdo saude
humana, como a metahemoglobinemia (SHUVAL e GRUNER, 1977) e cancer
no estdmago (GULIS et al.; 2002).

Umas das tecnologias que vem sendo estudadas ja a algum tempo,
com vistas a solucdo deste problema, é a utilizacdo de sistemas compactos
gue podem promover a remocdo simultdnea de matéria organica e nitrogénio
na mesma unidade. Como exemplo deste tipo de reator tem-se os reatores de
leito estruturado e fluxo continuo, que agregam caracteristicas positivas de
sistemas com biomassa imobilizada e em suspenséo, e sao efetivos em termos
de remocdo de matéria organica e nitrogénio (ARAUJO e ZAIAT, 2009;
MOURA et al., 2012; BARANA et al., 2013; MOCKAITIS et al., 2014; WOSIACK
et al., 2015).

O processo de remocao de matéria organica e nitrogénio neste tipo de
reator é bioldgico, e envolve uma série de organismos. A remocdo de matéria
organica ocorre pela acédo de bactérias heterotroficas que podem ser aerobias,
anaerobias ou facultativas.

Ja o processo de nitrificagcdo ocorre por meio da acdo de bactérias
nitrificantes, que agem sequencialmente para conversdo de nitrogénio
amoniacal em nitrito e nitrato. Os compostos organicos nitrogenados no esgoto

sanitario sdo convertidos em amoénia pela acado de bactérias heterotroficas. A
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amonia (NH4'/NHs) pode ser utilizada por bactérias autotroficas aerdbias
oxidadoras de amonia (BOA), sendo oxidada a nitrito (NO;’). O nitrito por sua
vez pode ser utilizado por bactérias autotroficas aerdbias oxidadoras de nitrito
(BON) e convertido em nitrato (NO3). O nitrato na falta de oxigénio dissolvido
no meio, pode ser utilizado pelas bactérias desnitrificantes heterotroficas
facultativas como aceptor final de elétrons, e transformado em Nitrogénio
gasoso (N;), sendo liberado do sistema (HENZE et al, 1997; SEDLAK, 1992;
EPA, 1993; AHN, Y., 2006; PAREDES et al, 2007).

Do exposto conclui-se que sdo necessarios no meio, duas condi¢cdes
para que o processo convencional de remocédo bioldgica de nitrogénio ocorra,
uma fase aer6bia e outra andxica. Uma das técnicas que vem sendo
empregada para que este processo ocorra no mesmo sistema é a utilizacao de
biomassa imobilizada, que possibilita a existéncia de diferentes ambientes ao
longo do biofilme formado, favorecendo a coexisténcia de ambos o0s
organismos no mesmo meio (FU et al., 2010; DANIEL et al., 2009; NOGUEIRA
et al, 2002; KOTLAR, et al., 1996) e a utilizacdo de um sistema de Aeracdo
Intermitente (Al) (WANG et al., 2009; VIRDIS et al, 2011; GUO et al.; 2013;
CAPODICI et al.; 2015).

O sistema de Al baseia-se em ciclos de aeracdo e ndo aeracao e vem
sendo pesquisado desde 1990. O emprego deste sistema viabiliza o0 processo
conhecido como nitrificacéo e desnitrificacdo simultanea (NDS) em um mesmo
reator, tendo como vantagens operacionais a diminuicdo na quantidade de
energia gasta no sistema (COLLIVIGNARELLI e BERTANZA, 1999; MOURA et
al., 2012), controle do pH, permanecendo este préximo a neutralidade, pois a
alcalinidade consumida na nitrificagdo pode ser devolvida ao meio no processo
de desnitrificacdo, resultando em menor demanda de alcalinidade externa
(CHAN e TSENG, 1999), dentre outras.

Considerando as vantagens associadas ao sistema de Al e obtidas na
operacdo do reator de leito estruturado com fluxo continuo e recirculagéo, o
presente trabalho propde o0 estudo deste tipo de sistema operado sob
diferentes ciclos de Al, buscando avaliar a sua influéncia em termos de
remocao de matéria organica e nitrogénio, e investigar as alteracdes sofridas

na biomassa nitrificante e desnitrificantes.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o desempenho de um reator de leito estruturado, com fluxo
continuo e recirculacdo, sob diferentes condicbes de aeracdo intermitente

tratando esgoto sanitario.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Avaliar a eficiéncia de remocdo de matéria organica e nitrogénio no
sistema nos diferentes ciclos de aeracao intermitente;

(i) Estimar a concentracdo de bactérias nitrificantes e desnitrificantes
presentes no reator, verificando se as fases operacionais vieram a interferir na
concentracao destes organismos;

(iif) Monitorar e caracterizar a formacao do biofilme no material suporte;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 INSTALAGAO EXPERIMENTAL

A instalacdo experimental em escala de bancada foi composta por um
reator de fluxo continuo ascendente, construido em acrilico, com volume total
de 13 L, volume util de 9,4 L, didmetro externo de 22 cm, diametro interno de

16 cm e altura de 82 cm (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquemaética do sistema de tratamento utilizado.

Legenda: A- Reservatorio esgoto sanitario afluente; B- Bomba de alimentagéo; C- Bomba
de recirculagdo; D- Material suporte; E — Reator de Leito Estruturado - RLE; F — Saida do
esgoto efluente; G — Reservatério de esgoto efluente; H — Bombas de aeragao; | — Timer
analogico.

Fonte: Autoria propria.

Como material suporte foram utilizadas estruturas cilindricas de
espuma de poliuretano com cerca de 3 cm de didametro e 65 cm de altura,
totalizando 13 estruturas no interior do reator, gerando um leito com porosidade
de 28%. Para fixacdo das estruturas cilindricas verticalmente no reator foram
utilizadas hastes de PVC, encaixadas nas extremidades (Figura 1).

O reator foi alimentado por meio de uma bomba (ProMinent modelo
GALA — Vazdo méxima: 1,2 L.h™). Para aeracéo foram utilizadas 3 bombas
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(Marca BIG ALFA A230) ligadas a pedras porosas que forneciam juntas uma
vazéo de ar de aproximadamente 9,5 L/min. Durante a operagéo do sistema o
efluente nitrificado foi recirculado a uma taxa de trés vezes a vazdo de entrada
(Qre= 3Q), sendo esta recirculagéo realizada por meio de uma bomba da
mesma marca e modelo da de alimentacéao.

O sistema foi operado durante 210 dias e até o 148° a temperatura nao
foi controlada, porém devido a mudancas na temperatura ambiente
(diminuic&o) foi instalado junto ao reator um sistema de aquecimento que o

manteve a 25+2°C.

3.2 ESGOTO SANITARIO

O esgoto sanitario utilizado foi proveniente da Estacdo de Tratamento
de Esgoto (ETE) da Companhia de Saneamento do Parana - ETE
Norte/Sanepar, situada na Regido norte da cidade de Londrina — PR, sendo
este coletado semanalmente apds o tratamento preliminar (gradeamento e
caixa de areia). ApOs a coleta o mesmo era mantido congelado até a sua
utilizacdo. No momento da utilizacdo este era descongelado e em seguida
preenchia-se um reservatério de 20 L a temperatura ambiente, onde o esgoto

sanitario era succionado e levado ao reator.

3.3 INOCULO

Para dar partida no reator foi utilizado um inéculo obtido através da
aeracao continua de esgoto sanitario, em um reator em bateladas sequencias,
com TDH de 24 h, até ser constatada a atividade de organismos nitrificantes
(30 dias).

Apoés este periodo o lodo formado foi colocado em contato com as
estruturas cilindricas de poliuretano, utilizadas como suporte, por um periodo
de 24 h. Apés este tempo estas foram instaladas no reator, que ficou operando
sob aeracao e fluxo continuo com TDH de 58 h, para favorecer a adaptacao e
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fixacdo da biomassa. Apos 33 dias foi constada remocdo de 100% de N-
amoniacal no efluente, e deu-se inicio ao estudo do sistema efetivamente, com

a ligacéo da aeracao intermitente (Al) e alteragédo do TDH.

3.4 FASES EXPERIMENTAIS

Seguidamente ao periodo de adaptacédo da biomassa foi dado inicio as
fases operacionais no sistema (Quadro 1). Foram trabalhadas 3 fases, sendo o
TDH mantido constante em 16 h com variagdo dos ciclos de Al. Em todas as
fases houve a recirculacdo do efluente (Qre=3*Q). A duracdo de cada fase
experimental dependeu do percentual de remocdo de matéria organica e
nitrogénio indicando uma faixa estabilizada. Em todas as fases foram

realizadas analises fisico quimicas (Item 3.5) e microbiolégicas (Item 3.6).

Quadro 1. Fases operacionais do sistema com suas respectivas temperaturas, aeracéo
intermitente (Aeracdo ligada — AE/ Aeracdo desligada — AN) e duracdo.

Fase Temperatura AeragaéoAllzr}'tAeILr)nltente Duracéo (dias)
1 26+2°C 4h/2h 66
2 25+2°C 2h/1h 45
3 *25+2°C 2h/2h 50

*Temperatura controlada
Fonte: Autoria propria.

3.5 ANALISES FISICO-QUIMICAS

O monitoramento do sistema (analises fisico quimicas afluente e
efluente) foi realizado seguindo os procedimentos descritos no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). Foram
realizadas analises para determinacgao: pH (4500-H B); Alcalinidade total (2320
B); temperatura (2550 B); Demanda Quimica de Oxigénio (DQO - 5220 D)
sendo esta total (DQOr) e filtrada (DQOg); Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO -5210 B/4500 -OG), sendo esta também total (DBO7) e filtrada (DBOg);
N-amoniacal ( 4500-NH3 B/C ); nitrito- N-NO," ( 4500 B - FIA); nitrato- N-NO3"
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(4500 NO, B ) e Nitrogénio Kjeldhl Total- NKT (4500 — Norg/4500-NH3 C —
Kjeldhl).

3.5.1 Calculo das eficiéncias

As eficiéncias de remocdo de DQO, DBO, N-amoniacal e NKT foram
calculadas levando em consideracdo os valores afluente e efluente destes
compostos. Para a eficiéncia de remocéo de Nitrogénio Total (NT), utilizou-se
os dados de NKT afluente e efluente, nitrito e nitrato efluente e o percentual de
desnitrificacdo foi estimado seguindo a equacao utilizada por Barana et al.,
(2013).

3.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram realizadas andlises quantitativas no efluente (EF), material
suporte (MS) e lodo (LD) para determinacdo da concentracdo de bactérias
nitrificantes (Bactérias Oxidadoras de Amoénia — BOA e Bactérias Oxidadoras
de Nitrito — BON) e desnitrificantes. Para determinar a quantidade de biomassa
aderida ao MS, formando o biofilme, foram realizadas analises para
determinacdo da concentragdo de polissacarideos totais (PST), proteinas totais
(PT) e Solidos Totais Volateis Aderidos (STVA). Também foram realizadas
analises qualitativas MS e LD, por meio de técnicas de microscopia éptica, e no
MS ao final de cada ciclo de Al, foi realizada Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV). No Quadro 2 sédo apresentadas as analises microbioldgicas

gue foram realizadas, juntamente com suas frequéncias.
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Quadro 2. Andlises microbioldgicas realizadas no Efluente (EF), Material suporte (MS) e

Lodo (LD).
- Dias de operacao . .
Analise EF MS D Método/Unidade
Schimidt & Belser
33° 47° 61°, 33°, 47° 61°, (1984), adaptado;
BOA, BON e 75°, 84°, 108°, 75°, 84°, 108°, 33°, 61°, 108°, Tiedje (1984)
DESN 127°, 169°, 176° | 127°, 169°, 176° 169° e 191° adaptado/NUmero
e 191° e 191° Mais Provavel.
(NMP.gSSV'™!)
. Bradford
Proteinas (PT) - Semanal - (1976)/mg.L*
Polissacarideos i Semanal i Dubois
(PLT) (1956)/mg.L"
Sélidos 0 £40 0 Abreu e Zaiat
Suspensos - Semanal 3:;6’9%16’11901% ' (Adaptado)
Volateis (SSV) (2008)/mg.L™"
é\l/lelfrrgr?iic;pcljz i Ao final de cada i Oliveira et al.,
varredura (MEV) fase 2013
Microscopia a ] ] 337, 61°, 108°, A fresco
fresco 169° e 191° (Okura, 2008).

Fonte: Autoria propria.

3.6.1 Preparo das amostras (EF, MS e LD) para determinacdo do NMP/gSSV
de BOA, BON e desnitrificantes

Todos os materiais coletados para analise — EF, MS e LD, passaram
por um processo de diluicdo em série em solucdo salina, para posteriormente
seguirem as metodologias propostas para determinacdo do NMP/gSSV™.
Todos os materiais foram diluidos até a diluicio 10™°.

O EF para as analises microbioldgicas foi coletado dentro do reator
apoOs a sua abertura para a retirada de uma amostra do MS a ser analisado.
Foram coletados cerca de 10 mL de efluente. Deste volume 2 mL foram
utilizadas para o processo de diluicdo em série.

O MS coletado tinha aproximadamente 3 cm de diametro e 2,5 cm de
altura, sendo retirado de pontos aleatérios, com o auxilio de um bisturi estéril
para proceder os cortes. ApOs a sua coleta o mesmo foi cortado em 3 partes,
sendo uma utilizada no procedimento de diluicho em série e outra para a
determinacao da concentragédo de PST e PT.

A parte destinada ao procedimento de diluicio em série era colocada
em tubo Falcon de 100 mL, juntamente com 10 g de pérolas de vidro, e 20 mL

de agua estilada estéril. O tubo Falcon seguia para equipamento Vortex, onde
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todo o conteudo era agitado por 10 minutos, para possibilitar o desprendimento
do material aderido. O material oriundo desta agitacdo era considerado como a
primeira dilui¢do.

A parte do MS destinado a determinacdo dos STVA foi colocada em
um tubo Falcon e agitada por 25 min. O material oriundo desta agitacdo foi
colocado em uma capsula e procedeu-se com os procedimentos descritos por
APHA (2012) para concentracdo de sélidos volateis (2540 E).

O LD utilizado foi coletado na entrada inferior do reator. ApGs a sua
coleta, este ficava em repouso por 30 minutos, sendo apds este periodo
coletado 10 mL do contetdo sedimentado. O material coletado foi colocado em
um tubo Falcon, com 10 g de perolas de vidro, e agitado por 10 minutos em
Vortex, para permitir a quebra dos flocos. Deste material foi coletado 2 ml para

proceder com a diluicdo em série.

3.6.2 Quantificacdo das bactérias nitrificantes (BOA e BON) e desnitrificantes

As andlises para quantificacdo do NMP.gSSV*' das bactérias
nitrificantes (BOA e BON) foi baseada na metodologia proposta por Schimidt &
Belser (1984) e adaptada as amostras de esgoto, conforme descrito por
Mendonga (2002). Para determinacdo do NMP.gSSV*' dos organismos
desnitrificantes foi utilizada a metodologia proposta por Tiedje (1984) também
conforme Mendoncga (2002).

O calculo do NMP foi realizado com a combinac&o dos tubos positivos,
utilizando a Tabela Padrdo de Probabilidade encontrada em APHA (2012),
sendo os resultados obtidos divididos pela média total de SSV em cada fase

operacional.
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3.6.3 Determinacao de Polissacarideos Totais (PST) e Proteinas Totais (PT)

aderidos ao Material Suporte (MS)

Os PST e as PT que foram determinados neste trabalho correspondem
as substancias ligadas (referente ao material polimérico extracelular) somadas
as presentes no material intracelular das bactérias.

A concentracdo dos PLT e PT foi determinada apos a lise completa das
células aderidas ao MS (metodologia adaptada de CAMMATORA (1998). Para
a extracdo, um pedaco de MS foi inserido em um tubo Falcon de 100 mL e
imerso em 10 mL de solu¢cdo de NaOH 1 mol/L. O recipiente era colocado em
banho-maria a aproximadamente 100°C, por 15 minutos. Apds este periodo, o
pedaco de espuma era retirado e o liquido centrifugado por 5 minutos a 1500
rpm, sendo posteriormente filtrado em membrana éster celulose (didmetro
meédio de poro de 0,22 um).

ApOs a extracdo, para determinacdo da concentracdo de PLT foi
utiizado o método colorimétrico de Dubois (1956) que consiste no
desenvolvimento da cor na amostra quando a mesma reage com fenol apés
aquecimento com a adicdo de acido sulfarico. Apés a reacdo, a amostra
resfriada era lida a 490 nm em espectrofotdmetro, utilizando glicose como
padréo, para construcdo da curva de calibracdo.

Para determinacéo da concentracdo das PT foi utilizado o método de
Bradford (1976), que fundamenta-se na reagdo das proteinas com o reagente
Coomassie Brilliant Blue G-250, e sua posterior leitura de absorbancia em 595
nm, em espectrofotbmetro, utilizando albumina de soro bovina como padrao,

para construcao da curva de calibragéo.

3.6.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

O exame microscopico do biofilme aderido ao MS utilizando
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizado no Laboratério de
Microscopia Eletrénica e Microandlise da Universidade Estadual de Londrina
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em um aparelho da marca ZEISS, modelo DSM-960 em 10 a 20 keV e
fotografadas com um video processador de cépias (Mitsubishi), com chapa
fotografica (Fuji) CK 100-S. Esta analise foi realizada no MS retirado do reator
ao final de cada fase operacional, sendo este preparado segundo a

metodologia proposta por Oliveira et al. (2013).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados de remocdo de NT e DQO+t foram
realizadas no software Statistica 10, utilizando o teste de hipotese ANOVA (um
critério), com um nivel de decisdo: a = 0,05 (p-valor<0,05), para verificar se
houve diferenca significativa entre os resultados.

Também foi realizada a Analise de Variancia Fatorial nos resultados do
NMP.gSSV™. Foi utilizado como variavel dependente a estimativa do Nimero
Mais Provavel (NMP.gSSV™) obtido dos diferentes microrganismos analisados
e variaveis independentes os grupos (BOA, BON e DESN), Meios (MS, EF e
LD - Lodo) e Fases (Fase 1, 2 e 3). A andlise estatistica também foi realizada
no software Statistica 10, com um nivel de decisdo: a = 0,05 (p-valor<0,05),

visando avaliar se existia interacdo entre os parametros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 REMOCAO DE NITROGENIO E MATERIA ORGANICA E NITROGENIO

4.1.1 pH, Alcalinidade e Remocéo de Nitrogénio

Na Figura 2 sédo apresentados os resultados de pH e alcalinidade
afluente (Af) e efluente (Ef) durante as 3 fases experimentais trabalhadas.
Observa-se que durante a operagao do sistema houve variagcdo nos valores de
pH afluente (7,1 a 9,6) e efluente (5,0 a 9,8), porém o pH manteve-se dentro de
valores considerados 6timos na maior parte do periodo operacional para o
desenvolvimento de organismos nitrificantes e desnitrificantes (pH entre 7 - 8)
(PAREDES et al., 2007; MAYER et al., 2009).
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Figura 2. Resultados de alcalinidade e pH afluente (Af) e efluente (Ef) durante as 3 fases
experimentais trabalhadas.
Fonte: Autoria Prépria.

Os valores de alcalinidade afluente variaram de 427 mg CaCOs.L™ a:
134 mg CaCOs.L™Y) e efluente de 537 mg CaCOs.L ™! a 4 mg CaCOs.L™).
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A variabilidade na alcalinidade esta relacionada ao consumo desta e a
adicdo pontual de alcalinidade externa (Bicarbonato de sédio: 0,25 g.L™ — 180
mg.L™* HCO3) ao afluente, para manutencdo do pH proximo a neutralidade, a
fim de que o processo de nitrificacdo ndo fosse comprometido. Para que o
processo de nitrificagcdo bioldgica ocorra é fundamental a presenca de
alcalinidade no meio, visto que sado consumidos cerca de 7,1 mg CaCO3; a cada
mg de N-amoniacal oxidado a NOs (SEDLACK, 1991; EPA, 1993), devido a
liberac&o de H* no processo.

O aumento da alcalinidade afluente é favoravel a sistemas de
tratamento biolégico que utilizam material suporte para formacdo do biofilme,
pois 0 aumento desta eleva o pH nas camadas internas do biofilme
contribuindo para um processo de nitrificacdo mais rapido nestas estruturas
(SHANAHAN e SEMMENS, 2015).

Na Tabela 1 sdo apresentados as médias e desvio padrdo das
concentracdes de NKT e N-NH," afluente e efluente ao reator, juntamente com
a média de remocao obtida durante cada fase operacional e as concentracdes
de N-NO;, e N-NOj efluente. Na Figura 3 podem ser observados os resultados
de N-NH;" afluente e efluente e seus respectivos percentuais de remocao
(Figura 3A) e os resultados de N-NO, e N-NOj efluente (Figura 3B).

Tabela 1. Média e desvio padrdo de NKT, N-NH,", N-NO, e N-NOj, carga de nitrogénio e
percentual de remoc&o de NKT e N-NH,".

NKT N-NH4" N-NO2 N-NO3 *Carga Nitrogénio % Remocao
Fase (mgl/L) (mg /L) (mg /L) (mg /L) KgN.m'?’.d'l 0 &
Af Ef Af Ef Ef Ef Aplicada  Removida  NKT NT'A

1 101+44 22+19 65+17 21+14 0,4%0,3 14+11 0,150+0,070 0,080+0,050 76+10 70+21
2 67+12 1247 41478 5+6 0,3+0,2 10+7 0,100+0,020 0,060+0,020 80+15 86+15
3 71+16  36+27 56423 20+23 0,440,2 8+4 0,100+0,030  0,040+0,020 58+28 72+28

*Célculo realizado com base nos valores de NKT semanais.
Fonte: Autoria propria.

O maior percentual de remocdo de NKT foi encontrado na Fase 2
(80+15%), cuja carga de nitrogénio removida foi de 0,060+0,020 KgN.m>3d?,
valor este préximo ao encontrado por Moura et al., (2012) trabalhando com um
reator de leito estruturado com Al de 2h AE/1 h AN e TDH de 12 h.

O valor maximo e minimo afluente de N-NH," foi de 110 mg.L™ e 25
mg.L™?, respectivamente e a concentracdo efluente maxima foi de 74 mg.L™" e

minima de 0,2 mg.L™. Nota-se da Figura 3A que no inicio da Fase 1 as
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concentragdes de N-NH,4" efluente foram elevadas, em relacéo as outras fases,

sendo este fato possivelmente relacionado a adaptacdo da biomassa a Al.
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Figura 3. Resultados de N-NH," afluente (Af)/efluente (Ef) (A) e NO, e NO; efluente (B)
durante as 3 fases operacionais do sistema.
Fonte: Autoria prépria.
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As menores concentragdes efluentes de N-NH;" encontram-se na Fase
2, com valores situados em sua maioria abaixo de 20 mg.L™ . Observando a
eficiéncia de remocdo de N-NH," constata-se que a Fase 2 foi a que
apresentou os maiores percentuais, com valor médio de 86+15%. A relacdo N-
NH,"/NKT obtido nas 3 fases indica que a concentragdo de N-NH;" presente no
NKT afluente permaneceu praticamente a mesma (60%) ndo sendo este um
fator que veio a influenciar na concentragdo de N-NH," efluente. Possivelmente
a maior eficiéncia e remocéo de NKT e N-NH4" na Fase 2 esta relacionada a
manutenc¢do da concentracdo de OD no meio acima de 1 mg/L durante todo o
ciclo de Al (Figura 4) e também ao maior periodo de adaptagcdo da biomassa
no reator ao processo de Al.
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Figura 4. Concentracao de OD durante um ciclo de Al na (A) Fase 1 (B) Fase 2 e (C) Fase
3.
Fonte: Autoria propria.

Observa-se da Figura 4 que na Fase 2 a concentracdo de OD foi
elevada durante o ciclo de Al, diferentemente das Fases 1 e 3 onde em pelo
menos 50 minutos a concentracdo deste foi menor que 1 mg.L™ . EPA (1993)
indica que o processo de nitrificagdo pode ser limitado em concentracdes de
OD de 0,5 — 2,5 mg/L, sendo recomendados valores superiores a 2,0 mg.L™
para a completa nitrificacdo em sistemas de tratamento de efluentes
(ECKENFELDER, 1989; WEF, ASCE, EWRI, 2005).

N&o foram detectadas concentracdes de N-NO, e N-NOj afluente. As
concentracdes de N-NO, efluente em todas as fases foram abaixo de 0,6 mg.L"
! indicando que n&o houve actimulo de nitrito no sistema. A concentracdo de

N-NOj3" variou muito, sendo as maiores concentracdes obtidas na Fase 1. A
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eficiéncia de desnitrificacdo obtida nas Fases 1, 2 e 3 foi de 70£20%, 74+15%
e 74%18%, respectivamente, indicando que 0s organismos nitrificantes e
desnitrificantes atuaram em conjunto em toda a operacdo do sistema. A
coexisténcia e acdo destes organismos na mesma unidade operacional pode
ser explicada pela aderéncia destes organismos ao material suporte (biofilme)
e a formacéo flocos.

A formacéo do biofilme ou floco pode criar resisténcia a difusdo de OD
e nutrientes que como consequéncia geram gradientes de concentracdo no
meio que permitem que microrganismos executem diferentes vias metabdlicas.
No caso de sistemas de tratamento biolégico que tratam efluentes com
disponibilidade de nitrogénio e matéria organica, nas camadas externas do
biofilme podem ser encontrados os organismos aerobios responsaveis pela
oxidacdo do nitrogénio amoniacal a nitrato, e nas camadas internas o0s
organismos desnitrificantes heterotroficos, que na falta de OD, utilizam N-NO3
como agente oxidante, completando o processo de desnitrificacdo biologica
convencional (MANSER et al.,, 2005; FU et al., 2010; VIRDIS et al., 2011;
GUADIE et al., 2014).

Devido a formacéo deste gradiente o processo de desnitrificacdo pode
ocorrer em sistemas com elevadas concentragdes de OD (YILMAZ et al., 2008;
VIRDIS et al., 2011), o que viabiliza o processo de NDS no mesmo reator, sem
prejudicar nenhum dos grupos envolvidos (WANG et al., 2008).

Alguns trabalhos que utilizam material suporte em sistemas biolégicos
que visam a remocdo de nitrogénio, relatam a reducdo de nitrato em
concentracdes de OD superiores a 4 mg.L™, relacionando a viabilidade deste
processo nestas concentracdes de OD devido a existéncia de gradientes de
concentragdo de substratos no biofilme formado no material suporte ou em
flocos (GUO et al., 2005; YILMAZ et al; 2008; VIRDIS et al.; 2010; VIRDIS et
al.; 2011; MOURA et al; 2012; WOSIACK et al., 2015).

A relacdo C/N (DQO+1/ NKT) média encontrada no sistema foi de 412 na
Fase 1, 614 na Fase 2 e 3+2 na Fase 3. A relacdo C/N afeta de maneira direita
a fracdo de bactérias nitrificantes autotroficas e desnitrificantes heterotréficas
no biofilme (OHASHI et al., 1995). Xia et al. (2010) relata que quanto maior a
relacdo C/N maior a eficiéncia de NDS devido a néo escassez de doadores de

elétrons, o que resulta em um maior percentual de remocao de NT no sistema.
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A fase que apresentou a melhor remocéao de NT no reator foi a Fase 2,
68+9% (Figura 5), onde a maior relacdo C/N foi obtida. Em reatores operados
com sistemas de Al, que favorecem o processo de NDS, a relacdo C/N
necessaria para que este processo ocorra com sucesso € superior ao desejado
em reatores que visam apenas o processo de nitrificacdo, sendo estes valores
proximos a 9 (FU et al., 2010).
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Figura 5. Box plot de distribuicdo dos percentuais de remocéo de NT nas Fase 1, 2 e 3 de
operacao do reator.
Fonte: Autoria prépria.

Fan et al., (2013) encontraram em sua pesquisa percentuais de
remocdo de 99% de nitrogénio e 96% DQO quando a relacdo C/N foi 10,
constatando que em valores superiores 0 sistema nao funcionou tdo bem,
possivelmente em decorréncia da competicdo entre os organismos nitrificantes
e heterotréficos por OD nas camadas externas do biofilme, sendo que os
organismos heterotroficos se desenvolvem mais rapido do que 0s organismos
nitrificantes autotroficos.

Observa-se na Figura 5 que os percentuais de remocao de NT nas
Fases 1 e 2 foram muito proximos, porém na Fase 2 houve uma distribuicdo
mais homogénea dos dados entorno da média. Da analise estatistica aplicada
aos resultados de remocgdo de NT, obteve-se que n&o houve diferenca

significativa entre os resultados na Fase 1 e 2 (p-valor: ndo significativo), porém
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indicou diferenca significa entre os resultados obtidos entre a Fase 1 e 3 (p-
valor < 0,01) e 2 e 3 (p-valor < 0,01), sendo a remocdo de NT

significativamente menor na Fase 3.

4.1.2 Remocao de Matéria organica

Na Tabela 2 sédo apresentados os resultados de DQO+ DQOg, DBO,
carga organica e percentual de remo¢édo de DQO+ e DBO durante o periodo de
operacéo do reator.

Tabela 2. Média e desvio padré&o de DQO, DQOg, DBO, carga orgénica e percentual de
remocdo de DQO; e DBO.

DQO+ DQO: DBO Carga organica =
Fase (mg. L™ (mg. L™ (mg .L™ KgN.m>3d™ % Remogdo
Af Ef Af Ef Af Ef Aplicada Removida DQOr DBO

1 342+154 20+19 212445 19+20 148+52 10+5 0,513+0,283  0,283+0,140 88+4 92+5
2 409+283 1717 173+68 1249 74120 10+7 0,615+0,425  0,384+0,288 94+7  73+£15
3 2404150 29+46  107+48 13417 79478 11+10 0,326+0,239  0,178+0,115 90+11  83+3

Fonte: Autoria propria.

De maneira geral todas as fases operacionais do sistema
apresentaram baixas concentracfes de DQO e DBO efluente, porém a Fase 2
foi a que apresentou as menores concentragdes, com concentragéo de DQO+t e
DBO efluente média de 17+17 mg.L™ e 10+7 mg.L™, respectivamente, com
percentual de remocéo de 94+7% de DQOt e 94+7% de DBO. Na Figura 6 é
apresentado um gréfico box plot do percentual de remocdo de DQO+ das 3
fases trabalhadas. Observando a figura constata-se a maior homogeneidade
dos dados em torno da meédia na Fase 2, demostrando que nesta fase o

sistema operou de maneira estavel.
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Figura 6. Gréfico box plot de distribuicdo dos percentuais de remoc¢do de DQO+ nas Fase
1,2 e 3de operacéo do reator.
Fonte: Autoria propria.

Para a processo de remocao de nitrogénio a fase que apresentou o
maior percentual de remocdo de matéria organica foi a operada com a maior
concentracdo de OD durante toda a operagao do ciclo de Al como no trabalho
de Wosiack et al., (2015) e Asadi et al., (2012), que indicam que a atividade
das bactérias heterotréficas € superior em periodos onde a disponibilidade de
OD é maior.

Da andlise estatistica aplicada aos dados de remocdo de DQO+r
obteve-se que ndo houve diferenga significativa entre os dados de remocao de
matéria organica entre a Fase 1 e 3 e 2 e 3, porém entre a Fase 1 e 2 foi obtido
diferenca significava entre os dados com p-valor < 0,01, sendo a remoc¢éao de

matéria organica significativamente maior na Fase 2.
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4.2 BACTERIAS NITRIFICANTES E DESNITRIFICANTES PRESENTES EM
REATOR DE LEITO ESTRUTURADO SUBMETIDO A DIFERENTES CICLOS
DE AERAQAO INTERMITENTE (Al)

4.2.1 NMP.gSSV* das Bactérias Nitrificantes (BOA e BON) e Desnitrificantes
(DESN)

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados para analise multivariada
do NMP.gSSV™ das bactérias nitrificantes e desnitrificantes, meios (MS, EF e
LD) nas 3 fases analisadas (Fase 1, 2 e 3). Devido a elevada ordem de
grandeza dos resultados para NMP.gSSV' os dados foram analisados
tomando a raiz quadrada destes, para facilitar a sua apresentacdo e
visualiza¢do nos graficos.
Tabela 3. Resultados da Anédlise de Variancia Fatorial para as estimativas dos

(NMP.gSSV™H* das bactérias nos diferentes Grupos (BOA, BON e DESN), Meios (MS, EF
e LD) e Fases (Fase 1, 2 e 3).

GL *(NMP.gSSV™H)™?

(efeito; erro) F P
Grupos 2; 45 128,0 <0,01
Meios 2; 45 84,1 <0,01
Fases 2,45 19,8 <0,01
Grupos*Meios 4; 45 90,5 <0,01
Grupos*Fases 4; 45 19,3 <0,01
Meios*Fases 4; 45 20,4 <0,01
Grupos*Meios*Fases 8; 45 20,2 <0,01

*Raiz quadrado do NMP.gSSV™" dos dados originais.
Fonte: Autoria prépria.

Os efeitos dos grupos, meios e fases sobre as médias dos NMP.gSSV™
das bactérias no presente estudo revelaram efeitos isolados significativos, bem
como interagdo par a par e interacdo significativa entre os trés parametros
(Tabela 3; Fg.4s5 = 20,2; p<0,01). Portanto, as diferencas entre as médias dos
NMP.gSSV™* detectadas entre os grupos, ndo dependem de fatores isolados,
mas sim de guais meios e fases estejam sendo considerados. Na Figura 7 sdo
apresentados os graficos com os dados obtidos na ANOVA, média e erros
padrdes dos NMP.gSSV™* entre os tratamentos.

Na Figura 7A observa-se que ha diferenca significativa (Fz.45 = 128,0;
p<0,01) entre as médias dos NMP.gSSV™* entre os diferentes grupos de
bactérias analisados (Nirificantes — BOA/BON e desnitrificantes - DESN), com

destaque para os valores elevados das bactérias desnitrificantes.



32

No tratamento de esgoto sanitario segundo Souza e Foresti (1999) o
processo de desnitrificagdo ocorre frequentemente pela acdo de bactérias
heterotréficas facultativas, que na auséncia de oxigénio utilizam o NO3 como
aceptor final de elétrons.

A diferenca da taxa especifica de crescimento especifico entre o grupo
de bactérias autotréficas e heterotroficas pode explicar as elevadas
concentracdo de bactérias desnitrificantes em relacdo as nitrificantes. A taxa de
crescimento das BOA e BON é de até 0,76 e 0,84 d* respectivamente, j& a das
bactérias heterotréficas aerdbias chega a 4,8 d* (RITTMANN e SNOEYINK,
1984; WATANABE et al., 1992).

Da Figura 7B verifica-se que houve diferenca significativa (F2.45 = 84,1;
p<0,01) entre as médias dos NMP.gSSV™ em relacdo aos diferentes meios
(MS, EF e LD), com destaque para os valores elevados das bactérias
presentes no lodo (LD). Possivelmente esta maior concentragdo esta
relacionada a elevada concentracdo de bactérias desnitrificantes presentes

neste.
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Figura 7. Resultado da ANOVA, médias e erros padrdes do (NMP.gSSV'H)"? (A) das
bactérias nitrificantes (BOA e BON) e desnitrificantes; (B) das bactérias analisadas entre
0s meios MS, EF e LD, e (C) das bactérias analisas entre as fases 1,2 e 3.
Fonte: Autoria propria.
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Em sistemas com elevadas concentracdes de OD, o processo de
desnitrificagdo convencional geralmente ocorre no MS (biofiilme) em suas
camadas inferiores ou no LD, onde ocorre a formagao de flocos que viabilizam
a existéncia de ambientes anaerdbio/andxico em suas camadas inferiores.

Zhang et al., (2015) avaliando a diversidade das bactérias
desnitrificantes no lodo e no biofilme, constataram que estas bactérias estavam
presentes em ambos 0s meios, porém eram mais abundantes no lodo, onde
ficam em suspensdo podendo movimentar-se no sistema, com a vantagem de
ter maior disponibilidade de alimento.

Segundo Nogueira et al., (2002) em sistemas com disponibilidade de C
e N a diversidade de bactérias heterotréficas em suspensédo € maior do que
aderidas, pois quando estas encontram-se fixas, principalmente em camadas
externas do biofilme, ficam expostas a condi¢cdes de elevado estresse, por isso
apenas as BH com elevadas taxas de crescimento se mantem nestas
condic¢des, enquanto as outras espécies ficam em suspensao.

Na Figura 7C observa-se que as fases estudas influenciaram na
concentracdo dos organismos analisados (Fsss = 19,3; p<0,01). As
concentragbes mais elevadas dos organismos analisados foram encontradas
nas Fases 1 e 2, com destaque para a Fase 2, enquanto na Fase 3 os valores
foram significativamente menores.

A maior concentracdo de organismos presentes principalmente na
Fase 2 é condizente com os maiores percentuais de remogéo de NKT

Os resultados indicam que a atividade dos organismos nitrificantes
autotroficos e desnitrificantes heterotréficos foram favorecidas na Fase 2, isto
possivelmente em decorréncia das condigdes do meio, como disponibilidade de
OD, elevada idade do lodo e substratos em concentracfes suficientes para a
viabilidade dos processos de nitrificacdo e desnitrificacao.

Na Fase 1 a concentracdo média de OD em cada ciclo de Al foi de
2,7+1,6 mg.L", na Fase 2 de 4,3+0,7 mg.L" e na Fase 3 de 3,1+0,2 mg.L™.
Quanto maior a disponibilidade de OD maior serd o desenvolvimento dos
microrganismos nitrificantes, visto a dependéncia de OD para 0 seu
desenvolvimento. Palma e Manga (2005) e Rodrigues et al., (2011) em suas
pesquisas apontam que a concentragdo de OD no meio influencia de maneira

direta a concentragdo de bactérias nitrificantes, havendo uma correlagéo linear
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entre a concentracdo destes microrganismos e a concentracdo de OD, sendo
que quanto maior a disponibilidade de OD maior a concentracdo de bactérias
nitrificantes.

Dos percentuais de nitrificacédo e desnitrificacdo obtidos no reator e das
concentracfes de biomassa nitrificante e desnitrificantes, supde-se que o
processo de NDS possa ter ocorrido, visto a coexisténcia destes organismos de
diferentes metabolismos na mesma unidade.

Aponta-se que 0s organismos nitrificantes e desnitrificantes coexistiram
no MS - formando biofilme e em flocos no LD. Estes organismos possivelmente
se desenvolveram em diferentes camadas do biofime e do LD formando
gradientes de nutrientes e OD, devido ao crescimento e adesdo de novas
células.

Nas camadas mais externas do biofilme e flocos sdo encontrados os
organismos nitrificantes e nas camadas mais internas os desnitrificantes que na
falta de OD utilizam os produtos do metabolismo dos organismos nitrificantes
para 0 seu processo metabdlico (GUO et al., 2005; FU et al., 2010; XIA et al.,
2010; VIRDIS et al., 2011), viabilizando o processo de NDS.

Foi realizada uma ANOVA: um critério no NMP.gSSV™* das BOA e
BON, afim de verificar se havia diferencia significativa entre a concentracéo
destes microrganismos durante a operacdo do reator. Na Figura 8 sé&o
apresentados os resultados da ANOVA, médias e erros padrdes NMP.gSSV™*
das BOA e BON.

A ANOVA indica que existe diferenca significativa entre a concentracao
de BOA e BON (F= 14,32, p<0,01) sendo a média (NMP.gSSV*1)? das BOA
maior que a das BON. Este resultado pode estar relacionado a energia liberada
na oxidacao do nitrogénio, visto que a energia estimada para a oxidacdo de N-
amoniacal a nitrito situa-se entre 58 e 84 kcal/mol de amdnia oxidada e a
energia livre pela oxidacdo de nitrito a nitrato, gira em torno de 14,4 a 20,9
kcal/mol de nitrito (EPA, 1993).



35

F1;46: 14,32, p<0,01
5.104

5.10*
4104 T

4.104
3.10¢
3.104
- 2.10%
2.104
1.104
5.10°

(NMP.gSSV-1)!12

o Mean
T Meanx0.95 Conf. Interval

BOA  BON

Grupos
Figura 8. Resultado da Anova, médias e erros padrées do (NMP.gSSV™)
nitrificantes (BOA e BON).
Fonte: Autoria prépria.

Y2 das bactérias

Do exposto constata-se que as BOA podem obter mais energia na
oxidacdo de amobnia do que as BON, o que resulta em maior producdo de
biomassa, visto que a quantidade de células produzidas € proporcional a
guantidade de energia disponivel (EPA, 1993). Liu e Wang (2012) registraram
um coeficiente de crescimento de 0,18 gSSV/g N-NH3 para as BOA e para as
BON de 0,06 gSSV/g N-NO,, o que evidencia o maior crescimento das BOA
em relacdo as BON.

Na Figura 9 encontra-se o grafico para ANOVA multivariada, média e

erros padroes dos NMP.gSSV-1 da interacdo entre os tratamentos.



36

108 IR

- ]

@ f

100 ]
o J
=N
>
N «~
m (]
5 %105
o w o 2 e
=
<

108
™
%100 _
‘ BCSA ‘DE.SN . ‘ B(.DA‘ DI‘ESN‘ . BC.)A .DE‘SN‘
BON BON BON O Mean
mMs EF LD T Mean#0.95 Conf. Interval
Grupos

Figura 9. Resultado da ANOVA Fatorial, média e erro padrdo dos (NMP.gSSV'l)”2 das
bactérias entre os grupos BOA, BON e DESN e os meios (MS, EF e LD) e Fases (1, 2 e 3).
Fonte: Autoria propria.

Na Figura 9 pode ser observado que a concentracdo de bactérias
nitrificantes e desnitrificantes presentes no MS em todas as fases analisadas
nao sofreram variagdes significativas, indicando que o MS utilizado no leito do
reator favoreceu a permanéncia dos grupos analisados no sistema, permitindo
gue 0s mesmos se mantivessem mesmo nos diferentes ciclos de Al.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as médias do NMP.gSSV™ das BOA,
BON e DESN nos trés meios analisados (MS, EF e LD) e nas fases
trabalhadas (1, 2 e 3)

Sistemas que operam com biomassa imobilizada favorecem o
desenvolvimento de organismos nitrificantes, pois permitem que estes
organismos de lento crescimento, se desenvolvam e permanecam no sistema
por mais tempo (LEYVA-DIAZ et al., 2013; KIM et al., 2013; REBOLEIRO-
RIVAS et al., 2015).
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Tabela 4. Médias do NMP.gSSV* das BOA, BON e DESN nos trés meios analisados (MS,
EF e LD) e nas fases trabalhadas (1, 2 e 3).

NMP.gSSV*!
FASES BOA BON DESNITRIFICANTES
MS EF LD MS EF LD MS EF LD
1 6.10° 9.10° 7.10° 410" 210 7.10 1.10° 2.10" 7.10%

2 510° 5.10° 5.10° 3.10° 1.10° 5.10° 7.10® 3.10° 5.10%
3 4.10° 9.10° 4.10° 210" 1.10° 8.10° 5.10’ 3.10" 7.10%°

Fonte: Autoria prépria, 2015

O fato da concentragdo dos organismos aderidos variarem menos do
gue 0s organismos presentes no meio, pode ser explicado pela protecdo as
condicbes ambientais adversas, fornecida pelo biofilme aos organismos
aderidos, pois estes sofrem menos as variagdes ambientais como temperatura,
pH, produtos metabdlicos e substancias toxicas, do que culturas suspensas
(FLEMMING e WINGENDER, 2010; GUELLI e SOUZA, 2012; REBOLEIRO-
RIVAS et al., 2013).

4.3 CONCENTRACAO DE PLT, PT E STVA

Na Tabela 5 séo apresentadas as médias da concentracdo de PLT, PT
e STVA durante as fases analisadas. Na Figura 10 sdo apresentados os

resultados para PLT, PT e STVA durante as 3 fases operadas no reator.

Tabela 5. Médias da concentracdo de Polissacarideos Totais Aderidos (PLT), Proteinas
Totais (PT) e Solidos Totais Volateis Aderidos (STVA) durante as fases analisadas (1, 2 e

3).
FASES PLT (mg.L™) PT (mg.L™) STVA (mg. L™)
1 48+19 37+12 201470
2 34412 4619 209+47
3 384 5545 230+33

Fonte: Autoria Prépria.

Na Figura 10 verifica-se uma tendéncia linear nas concentragfes de
PLT, PT e STVA, o que demonstra que a variagdo nos ciclos de Al, nédo

influenciou de maneira expressiva a concentracao de biomassa aderida.
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Da analise estatistica (ANOVA: um critério) aplicada aos dados de PLT,
PT e STVA confirma-se a hip6tese de que nao houve diferenca significativa (p-
valor > 0,05) entre os dados em ambas as fases, ou seja, a andlise estatistica
mostra que os diferentes ciclos de Al ndo vieram a interferir significativamente

na concentracdo de biomassa aderida.
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Figura 10. Concentragdo média de PLT, PT e STVA durante as 3 fases trabalhadas.
Fonte: Autoria propria.

A guantidade de biomassa fixa ao MS néo é proporcional a atividade
do biofilme, porém a atividade deste pode elevar-se com o aumento da
biomassa aderida até um determinado nivel, chamado de espessura ativa.
Acima desta espessura o consumo de substrato pode ser prejudicado ao longo
do biofilme, dificultando a difusdo de substratos e OD, ao longo das camadas,
diminuindo por consequéncia sua atividade. Com isto ocorre o enfraguecimento
da matriz e fragmentos podem desprender-se desta (LAZAROVA E MANEN,
1995; TELGMANN et al., 2004).

Do exposto aponta-se que esta pode ter sido uma das causas para a
diminuicdo na concentracdo da biomassa aderida ao MS em alguns pontos,
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durante as analises. Outros fatores ambientais também podem ter afetado o
destacamento do biofilme e diminuicdo da biomassa aderida, como os fatores
biolégicos, fisicos e quimicos.

4.4 MICROSCOPIA

Na Figura 11 sdo apresentadas imagens obtidas na MEV do MS ao fim
de cada Fase. Na superficie externas do MS foi observada grande quantidade
de microrganismos aderidos em todas as fases (Figura 11A). A superficie
interna (Figura 11B) também estava totalmente recoberta, porém havia menos
microrganismos aderidos do que na superficie externa.

Materiais suporte com superficies de contato irregulares e porosas,
com elevada area de contato superficial potencializam a excrecdo de
polissacarideos pelos microrganismos, proporcionando condicBes perfeitas
para o estabelecimento do biofilme (SUTHERLAND, 2001).

O crescimento e espessura do biofilme normalmente s&o influenciados
pelas condi¢cdes hidrodinamicas e pelas cargas organicas aplicadas. A
presenca de MS pode favorecer a distribuicdo das bactérias que apresentam
taxa de crescimento mais acelerado nas camadas superiores do biofilme (onde
a passagem do substrato e o desprendimento dos microrganismos € maior)
(OKABE, et al.1996).

Em todas as fases na superficie externa do MS visualizou-se
protozoarios ciliados fixos (Figura 11B e 11C), semelhantes a Vorticella e
Epistyllis. Os ciliados como Vorticella sdo capazes de se desenvolver em
retransias no biofilme, ficando protegidos da abrasdo (FRIED e LEMMER,
2002). Estes organismos segundo Jenkins et al. (1993), quando encontrados
formando colbnias apontam que o sistema esta operando estavelmente e com
TRC elevado. Os ciliados fixos do género Epistylis segundo Canals et al.,
(2013) pode ser considerado como um bom bioindicador de nitrificacdo em

sistemas de tratamento.



40

Figura 11. MEV realizada na superficie externa (A, C, D, E e F) e interna (B) do material

suporte.

Legenda: (A) superficie interna (B) superficie externa com protozoario fixo (C) ciliado
fixo (Possivelmente Vorticella) (D) ciliado fixo (Epistyllis) (E) Tecameba (Euglypha
tuberculata) (F) Tecameba (Arcella).

Fonte: Autoria propria.
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Na Fase 1 e 2 foram observados na superficie externa do biofilme além
de protozoarios ciliados fixos, amebas semelhantes ao género Euglypha
tuberculata (Figura 11E) e Arcella (Figura 11F). Encontrar estes organismos no
sistema indica boas condicbes de depuracdo, elevado TRC e condicdes
favoraveis a nitrificacdo (SASAHARA e OGAWA, 1983; MADONI et al., 1993;
BENTO et al., 2005).

Na microscopia a fresco do LD foi notada elevada diversidade de
microrganismos em todas as analises. Foram observadas com frequéncia
bactérias filamentosas, ciliados fixos e livres, amebas com teca e
micrometazoarios como rotiferos.

Estes organismos assinalam que o sistema operou sobe boas
condicbes de depuracdo, com ocorréncia de nitrificacdo (FIGUEIREDO e
DOMINGUES, 1997; BENTO et al., 2005). Nas Fases 2 e 3 foi possivel ver
além dos microrganismos citados, anelideos e Aspidisca.

O aparecimento dos organismos citados como as tecamebas (Arcella e
Euglypha) e Aspidisca mostra que nas Fases 2 e 3 o sistema operou com alto
grau de estabilidade biolégica, elevado TRC e boas condi¢bes de remocédo de
matéria organica (BENTO et al., 2005).

5 CONCLUSAO

Dos resultados conclui-se que o tipo de reator estudado (reator de leito
estruturado) foi eficiente em termos de remocdo de N-NH;" (acima de 70%) e
matéria organica (acima de 80%) em todos os ciclos de Al trabalhados. A Fase
2 foi a que apresentou as menores concentracfes médias efluente de NKT, N-
NH;" e N-NO-’, tendo como resultado os maiores percentuais de remocio de
NKT, N-NH;" e NT. Possivelmente o maior percentual de remocdo destes
compostos esté relacionado & maior concentragdo de OD durante o ciclo de Al
na Fase 2 (2 h AE/ 1 AN) e da maior relacdo C/N obtida nesta fase

Obteve-se houve diferenca significativa entre a concentracao
(NMP.100mL™)"? dos organismos analisados (nitrificantes e desnitrificantes)
nos diferentes ciclos de Al trabalhados, porém a analise estatistica aponta que
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as diferencas entre os valores obtido ndo depende de fatores isolados e sim de
quais meios, fases e grupos estédo sendo considerados.

Os microrganismos observados na microscopia indicaram que o
sistema operou sob condi¢cbes estaveis de depuracdo e nitrificagdo durante

todo o seu periodo operacional.
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