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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo quantificar as bactérias oxidadoras de amodnia
(Nitrosomonas) e oxidadoras de nitrito (Nitrobacter) em biofilme de um filtro bioldgico
percolador do tipo aberto (FBPA), e sua relagdo com a nitrificacdo dos efluentes pds reator
UASB, tratando esgoto doméstico. Para quantificar as bactérias nitrificantes, no biofilme do
filtro, foi realizada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP). Os efluentes do reator UASB
e do FBPA foram monitorados através dos pardmetros: N-amoniacal (N-NH4+), Nitrogénio
Nitroso (N-NO2-) e Nitrogénio Nitrico (N-NO3-), determinados segundo metodologia proposta
por APHA/AWWA/WEF (2005). As Nitrosomonas apresentaram estimativa de abundancia
variando entre 104 e 107 NMP/mL, enquanto as Nitrobacter apresentaram valores entre 103 e
107 NMP/mL ao longo dos 428 dias de operacao monitorados. A reducdo da concentragdo de
N-amoniacal e o aumento da concentracio de nitrito e nitrato presentes no efluente do FBPA,
juntamente com o aumento da formacao do biofilme, indicam o estabelecimento da nitrificagao,
em suas duas etapas (nitritacdo e nitratacdo) separadas. Observou-se uma nitrificacdo mais
consistente durante a segunda etapa de operacdo do FBPA. Acredita-se que o incremento da
remog¢do de N-amonical esteja relacionado com a ventilagdo natural, aumentando a aeragcdo no
interior do FBPA, proporcionada pela auséncia das paredes laterais do FBPA, bem como a

mudanca das taxas de COV e a expansao do volume do filtro.

Palavras-chave: Nitrosomonas. Nitrobacter. Biofilme. FBPA. NMP. Nitrificacao.



ABSTRACT

This study aimed to quantify ammonia-oxidizing bacteria (Nitrosomonas) and nitrite-oxidizing
bacteria (Nitrobacter) in the biofilm of an open trickling biological filter (FBPA) and to
evaluate their relationship with the nitrification of the effluent from a UASB reactor treating
domestic sewage. In order to quantify the nitrifying bacteria present in the filter biofilm, the
Most Probable Number (MPN) technique was applied. The effluents from the UASB reactor
and the FBPA were monitored using the following parameters: ammoniacal nitrogen (N-NH4"),
nitrous nitrogen (N-NO:"), and nitric nitrogen (N-NOs"), determined according to the
methodology proposed by APHA/AWWA/WEF (2005). The estimated abundance of
Nitrosomonas ranged from 10* to 107 MPN/mL, while Nitrobacter values ranged from 103 to
107 MPN/mL throughout the 428 days of monitored operation. The reduction in ammoniacal
nitrogen concentration and the increase in nitrite and nitrate concentrations in the FBPA
effluent, together with the increase in biofilm formation, indicate the establishment of
nitrification in its two stages (nitritation and nitratation). A more consistent nitrification process
was observed during the second stage of FBPA operation. The increase in ammoniacal nitrogen
removal is likely related to natural ventilation, which enhanced aeration within the filter due to
the absence of lateral walls, as well as to changes in organic loading rates and the expansion of

the filter volume.

Keywords: Nitrosomonas. Nitrobacter. Biofilm. FBPA. MPN. nitrification.
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1 INTRODUCAO

Para a reducdo dos niveis de lancamento de nitrogénio nos esgotos, sistemas bioldgicos
de tratamento sdo empregados, tais como filtros biolégicos percoladores, biodiscos € o sistema
de lodos ativados (SANTOS et al., 2005; ALMEIDA, 2007; PHILIPS, 2008; FONSECA 2009;
USEPA, 2007; KIELING, 2004). Os processos de remocao bioldgica do nitrogénio encontram-
se em aplicacdes crescentes por mostrar-se simples, eficazes, faceis de serem projetados e
operados quando comparados com sistemas de tratamento fisico-quimicos (FERREIRA, 2000).

Em sistemas de tratamento biolégico, como no caso dos filtros biolégicos percoladores
(FBPs), as principais bactérias atuantes no processo de nitrificacdo sdo as do género
Nitrosomonas e Nitrobacter. No entanto, bactérias do género Nitrospina, Nitrococcus e
Nitrospira foram encontradas em reatores com biofilme (USEPA, 2009).

Alguns trabalhos t€m sido realizados com o objetivo de contribuir para a avaliagdao do
comportamento dos biofilmes de FBPs (SANTOS, et al., 2005; MISSAGIA 2010) e a sua
relacdo entre as bactérias nitrificantes e o processo de remog¢ao de nitrogénio amoniacal (N-
amoniacal) (PERSSON, et al., 2001; AGRA, 2007). A compreensdo da comunidade bacteriana
responsavel pela nitrificacdo em FBPs € essencial para a otimiza¢do do projeto e operacao
desses sistemas, quando se almeja a remog¢do do N-amoniacal.

Neste sentido, estd sendo pesquisada uma concepg¢ao inovadora de FBP, desenvolvida
no DESA-UFMG e denominada filtro biolégico percolador aberto (FBPA). Esta unidade ndo
possui paredes laterais, o que permite uma circulacdo mais intensa do ar, com maior aporte de
oxigénio para as bactérias nitrificantes. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo
caracterizar e relacionar as principais bactérias nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrobacter) com
as eficiéncias de remog¢do do N-amoniacal (conversdo a nitratos) para os primeiros resultados

obtidos da investigacdo do FBPA.



2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa € avaliar a quantidade de bactérias oxidadoras de amdnia
(Nitrosomonas) e oxidadoras de nitrito (Nitrobacter) no biofilme do filtro biolégico percolador

do tipo aberto (FBPA), e sua relacdo com a remocdo de N-amoniacal.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar as bactérias Nitrosomonas e Nitrobacter no biofilme do FBPA pelo método
de NMP;

e Avaliar as concentragdes de N-amoniacal, nitrito (N-nitroso) e nitrato (N-nitrico) para
o periodo em estudo;
e Avaliar a relagdo entre as bactérias Nitrosomonas e Nitrobacter no biofilme do FBPA e

as concentragdes de nitrogénio monitoradas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Formas do nitrogénio na agua

De acordo com von Sperling (2005), o nitrogénio é um parametro quimico da qualidade
da dgua, cujos constituintes responsaveis pela sua presenca sdo encontrados sobre a forma de
s6lidos em suspensdo e sdlidos dissolvidos. A sua origem natural se d4 como constituinte
celular de microrganismos, de proteinas, clorofila e védrios outros compostos biolégicos. A sua
origem antropogénica se da através de despejos domésticos e industriais, excrementos de
animais e na composicao de fertilizantes.

Segundo a USEPA (2009) e von Sperling, 2005 podemos encontrar o nitrogénio no meio

aqudtico das seguintes formas:

° Nitrogénio molecular (ou gasoso) (N2);

° Nitrogénio organico (dissolvido e em suspensdo)
° Amonia livre (NH3)

° fon amonio (NH4™)

. fon nitrito (NOy)

° fon nitrato (NO3”

Em esgotos domésticos brutos, o nitrogénio é encontrado predominantemente sobre a
forma de nitrogénio organico e amonia, sendo o somatdrio dessas concentragdes denominado
NTK — Nitrogénio Total Kjeldahl. O nitrogénio total (NT) corresponde ao somatdrio das
concentracdoes de NTK, nitrito e nitrato (VON SPERLING, 2005; VON SPERLING et al.,
2009).

3.2 Importancia ambiental do nitrogénio em sistemas aquaticos

O nitrogénio tem uma grande importancia em termos de geracdo e do proprio controle
da poluicdo em sistemas aquaticos (Ieénticos e ldticos), destacando-se os seguintes aspectos
(VON SPERLING et al, 2009):

Quanto a poluicao das dguas

° E elemento indispensdvel para o crescimento de algas, o que pode influenciar na
ocorréncia do processo de eutrofizacdo de lagos, represas e estudrios;

° Implica no consumo de oxigénio dissolvido no corpo receptor durante o processo
de nitrificagdo (o que afeta a vida aquética);

) Téxico aos peixes na forma de amonia livre;
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° Estd associado a doencas como a metahemoglobinemia (sindrome do bebé azul),

na forma de nitrato.

Quanto ao tratamento de esgotos

° E um elemento indispensdvel ao crescimento de microrganismos responsaveis
pelo tratamento de esgotos;

° Implica no consumo de oxigénio e alcalinidade durante o processo de
nitrificacdo, que pode eventualmente ocorrer em uma ETE (Estagdo de Tratamento de Esgotos);

° Durante o processo de desnitrificacdo, que pode eventualmente ocorrer numa
ETE, implica na economia de oxigénio e alcalinidade (quando realizado de forma controlada),
ou na deterioracdo da qualidade de sedimentabilidade do lodo.

° Implica no consumo de oxigénio dissolvido no corpo receptor durante o processo
de nitrificagcdo (o que afeta a vida aquética);

° Toéxico aos peixes na forma de amonia livre;

° Esta associado a doencas como a metahemoglobinemia (sindrome do bebé azul),

na forma de nitrato.

Quanto ao tratamento de esgotos

° E um elemento indispensdvel ao crescimento de microrganismos responsaveis
pelo tratamento de esgotos;

° Implica no consumo de oxigénio e alcalinidade durante o processo de
nitrificacdo, que pode eventualmente ocorrer em uma ETE (Esta¢do de Tratamento de Esgotos);

° Durante o processo de desnitrificacdo, que pode eventualmente ocorrer numa
ETE, implica na economia de oxigénio e alcalinidade (quando realizado de forma controlada),
ou na deterioracdo da qualidade de sedimentabilidade do lodo.

Nas 4guas residudrias, o grau da estabilizacdo da matéria organica pode ser estimado
através da verificacdo da forma como estdo presentes as formas predominantes do nitrogénio
(VON SPERLING, 2005).

No esgoto fresco o nitrogénio estd quase todo combinado sob forma de proteinas,
aminodcidos e ureia, estando presente basicamente na forma de nitrog€nio organico ou
amoniacal. Em condi¢des aerdbicas, quanto mais antiga a polui¢do, maior a presenca de
nitratos, uma vez que as concentragdes de nitritos s3o normalmente mais reduzidas JORDAO
& PESSOA, 1995; VON SPERLING, 2005). Segundo Chernicharo (1997), o nitrogénio

geralmente € o nutriente inorganico requerido em maiores concentragdes para o crescimento
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dos microrganismos, sendo as principais fontes utilizadas a amonia e a por¢do de nitrogénio

organico liberados durante a degradacao.

3.3  Processos de remocao biolégica do nitrogénio

O nitrogénio pode ser removido de esgotos sanitdrios por processos fisicos, quimicos
ou bioldgicos. A vantagem dos processos bioldgicos estd em oferecer custos relativamente
baixos quando comparados aos outros (METCALF e EDDY,1991).

O processo de remocgdo biolégica de nitrogénio se baseia no ciclo natural da
transformacdo do nitrogénio, ocorrendo em dois processos sequenciais: a nitrificacdo e a
desnitrificacdo (J ORDAO E PESSOA, 1995).

Nos sistemas bioldgicos de tratamento de esgotos os processos usualmente empregados
na conversdo de nitrogénio sd@o a amonificacdo e a nitrificacdo autotréfica; quando se deseja
também a remocdo do nitrogénio se soma a desnitrificacdo em auséncia ou em baixa

concentracdo de oxigénio (microaeragdo) (DOMINGUES, 2005).

3.3.1 Microbiologia da amonificacio

Andrade et al. (1994) definem amonificacdo como a liberacdo da amonia a partir dos
compostos nitrogenados, usados por um grupo diversificado de microrganismos heterotréficos
como fonte de carbono e nitrogénio. O nitrogénio chega ao esgoto doméstico basicamente sob
duas formas:

(1) ureia, resultante da metabolizac@o das proteinas e excretada na urina e

(2) proteinas nao assimiladas, excretadas nas fezes.

A ureia € rapidamente hidrolisada por bactérias, sob condicdes aerdbias ou anaerdbias,
pela acdo da enzima urease, gerando amoOnia e gis carbdnico. As proteinas sdo convertidas a
moléculas mais simples, peptideos ou aminodcidos, pela acdo de enzimas extracelulares
produzidas por bactérias proteoliticas. Na sequéncia, ocorre 0 processo de deaminacdo, que
dependendo das condi¢des ambientais serd oxidativa ou redutiva, intermediadas por bactérias
aerdbias ou anaerdbias. Ambas reacdes produzem fon amoénio (NH4 *) e acidos orgénicos
(BITTON, 2005).

O processo de amonificac¢do € rapido, tendo inicio ja no sistema de coleta e interceptacao
do esgoto, fazendo com que ja se encontre amOnia no esgoto afluente ao sistema de tratamento

(VON SPERLING, 2005).
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3.3.2 Microbiologia da amonificacao

Andrade et al. (1994) definem amonificacdo como a liberagdo da amdnia a partir dos
compostos nitrogenados, usados por um grupo diversificado de microrganismos heterotréficos
como fonte de carbono e nitrogénio. O nitrogénio chega ao esgoto doméstico basicamente sob
duas formas:

(1) ureia, resultante da metabolizagcao das proteinas e excretada na urina e

(2) proteinas nao assimiladas, excretadas nas fezes.

A ureia € rapidamente hidrolisada por bactérias, sob condicdes aerdbias ou anaerdbias,
pela acdo da enzima urease, gerando amonia e gis carbdnico. As proteinas sdo convertidas a
moléculas mais simples, peptideos ou aminodcidos, pela acdo de enzimas extracelulares
produzidas por bactérias proteoliticas. Na sequéncia, ocorre o processo de deaminacio, que
dependendo das condi¢des ambientais serd oxidativa ou redutiva, intermediadas por bactérias
aerdobias ou anaerdbias. Ambas reacdes produzem fon amoénio (NH4 *) e acidos orgénicos
(BITTON, 2005).

O processo de amonificagdo € rapido, tendo inicio ja no sistema de coleta e interceptagao
do esgoto, fazendo com que j4 se encontre amdnia no esgoto afluente ao sistema de tratamento
(VON SPERLING, 2005).

A nitrificacdo é um processo de duas etapas envolvendo dois diferentes grupos de
microrganismos. Na primeira etapa - conhecida como nitritacdo - geralmente as bactérias do
género Nitrosomonas, (embora outras como Nitrosococcus e Nitrosospira podem contribuir
para o processo), oxidam o nitrogénio amoniacal para nitrito. Nitrobacter € o género mais
associado com a segunda etapa- a nitratacdo- contudo, outras bactérias, incluindo Nitrospina,
Nitrococcus e Nitrospira foram encontradas também na oxidacdo do nitrito (WATSON et al.,
1981 apud USEPA, 2002).

As Equagdes 3.3 e 3.4, que representam a oxidagdo do nitrogénio amoniacal (nitritacdo)
e do nitrito (nitratacdo) podem ser usadas para estimar a geragao de biomassa e o consumo de
oxigénio dissolvido (USEPA, 1993).

a) Nitritacao:

55NH4* + 7602+ 109HCO3™ — CsH7NO2+ 54NO2" + 57H20 + 104H2CO3
Equacao (3.3)
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b) Nitratacao:
400 NO2+ NH4 + 4H,CO3 +HCO3 + 1950, — CsH7NO2 + 3H20+ 400 NOs
Equacao (3.4)

A velocidade maxima de nitrificacdo ocorre em concentracdes de OD acima de 2 mg
O2/L. O aumento da concentracdo de biomassa nitrificante também aumenta a taxa de
nitrificacdo. Fatores ambientais como pH, temperatura, concentracdo de oxigénio dissolvido,
substincias toxicas ou inibidoras influenciam a taxa de crescimento dos organismos

nitrificantes e, como consequéncia, a taxa de oxida¢do da aménia (METCALF & EDDY, 1991)

3.3.3 Microbiologia da desnitrificacao

A desnitrificacdo € o processo de remocdo de nitrogénio por meio da redugdo do nitrato
(NOs3) a nitrogénio gasoso (N2), que € realizada biologicamente sob condi¢des de auséncia de
oxigénio.

Por ser regido pela atuagdo de organismos heterétrofos, o processo da desnitrificagio
necessita de matéria organica, como fonte de carbono, para sua sintese celular. Essa fonte de
carbono pode ser fornecida por fontes internas (esgoto ou material celular) ou externas (como
por exemplo, o metanol) (METCALF & EDDY, 1991).

Segundo Tchobanoglous et al. (2003), o processo de desnitrificacdo € realizado por uma
variedade de microorganismos heterotréficos que estdo normalmente presentes em processos
bioldgicos aerdbicos. A maioria sdo bactérias facultativas aerdbias, com a capacidade de usar
de oxigénio elementar, nitrato ou nitrito como aceptores terminais de elétrons para a oxidacao
de material orgénico.

As bactérias heterotroficas capazes de desnitrificagdo sdo constituidas pelos seguintes
géneros: Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Chromobacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Hypomicrobium, Moraxella, Nesseria,
Paracoccus, Propionibacteria, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodopseudmonas, Spirillum e
Vibrio.

Na desnitrificacdo via nitrato, o nitrogénio passa por vdrios niveis de oxidacdo. A
primeira etapa € a conversao de nitrato a nitrito e as demais etapas incluem produc¢ado de 6xido

nitrico, 6xido nitroso e gas nitrogénio de acordo com as Equagdes 3.5 a 3.8:
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4e"+2NO3+4H" — 2NO2+H:O (Equagdo 3.5)
2¢"+2NO»2 +4H* — 2NO +2H>O (Equacio 3.6)
2¢"+2NO +2H" — N2O + H.0 (Equacao 3.7)
2¢ +N2O+2H* — N2+ H.0 (Equacao 3.8)

Os trés ultimos compostos sdo gasosos € podem ser retirados para a atmosfera. Os
microrganismos oxidam um substrato organico (fonte de energia) e os equivalentes de redugao
sao transferidos para o nitrato, que atua como receptor final de elétrons na cadeia respiratéria.
Em consequéncia, para que se produza desnitrificagdo, é necessdrio um substrato oxidavel e
uma concentra¢cdo adequada de nitrato (ZENATTI, 2007).

A taxa de desnitrificacdo € afetada por fatores ambientais como: temperatura, pH e
concentracdo de OD. A desnitrificacao ocorre em temperaturas na faixa de 10°C a 30°C. O pH

otimo esta na faixa de 6,5 a 8,0 METCALF & EDDY, 1991).

3.3.4 Processo ANAMMOX

Outro processo que remove o nitrogénio € o ANAMMOX que significa em inglés
Anaerobic Ammonium Oxidation. Os microrganismos envolvidos neste processo sao capazes
de realizar a oxidacdo de N-amoniacal (doador de elétrons) a nitrogénio gasoso na auséncia de
oxigénio, sendo o nitrito o aceptor de elétron (MANDIGAN & MARTINKO, 2006).

Os organismos Anammox estdo classificados no filo dos Planctomicetos, cinco dos
quais foram denominados provisoriamente de Candidatus Brocadia anammoxidans,
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, Candidatus Scalindua wagneri, Candidatus
Anammoxoglobus propionicus (KARTAL et al., 2007) e Candidatus Jettenia asiatica (QUAN
et al.,2008), que se constituem em um grupo interessante de bactérias com muitas propriedades
raras ou Unicas. Elas apresentam morfologia de cocos com didmetro menor que 1 pm (VAN
NIFTRIK et al.,, 2004), tempo de duplicagdo de aproximadamente 11 dias e sdo
fisiologicamente distintas dos outros membros do grupo, pois sdo anaerdbias e
quimiolitoautétrofas.

Em um trabalho realizado em um reator de batelada por Aratjo et al. (2010), através de
andlise de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) confirmaram a presenca de bactérias
Anammox (possivelmente Candidatus Brocadia anammoxidans), € observaram que estas

representavam 53% do total de células presentes no reator.
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Tal et al. (2006), em um estudo com filtros biolégicos com 4dgua de recirculagcdo de
aquicultura marinha, através da técnica de PCR e FISH, confirmaram a presenca de Anammox

(Planctomycetales) no biofilme microbiano nos filtros de desnitrificacao.

3.4  Caracteristicas gerais dos biofilmes

Para Characklis e Marshall (1990), a definicao de um biofilme € a de ser constituido de
células imobilizadas em um substrato, frequentemente ligado a uma matriz organica de origem
microbioldgica. Uma defini¢do mais completa, onde se incluem as comunidades microbianas
que formam flocos suspensos é dada por Shneider (2008), descrevendo os biofilmes
microbianos como comunidades de microrganismos que vivem em superficies ou que vivem
suspensas em solucdo e podem, ou ndo, estar envoltas por uma matriz de exopolimeros (EPS),
onde a posi¢cdo espacial relativa dos organismos individuais € fixa durante uma geracio e

relativamente fixa durante proximas geragoes.

Os biofilmes, também conhecidos como “filmes microbianos”, sdo tipicamente

constituidos por IWAI & KITAO, 1994):

o Agua;

° Microrganismos;

° Substancias poliméricas extracelulares (EPS);
° Particulas retidas;

° Substancias dissolvidas e adsorvidas.

Segundo Melo (2003), o biofilme € composto por cerca de 90% de dgua e as substancias
poliméricas extracelulares representam cerca de metade no cOmputo total da biomassa. A
concentracdo de células ativas e inertes em um biofilme situa-se entre 107 e 10° células.cm™, os
microrganismos representam somente uma pequena parte do biofilme, cerca de 10%.

Os biofilmes possuem uma enorme diversidade de espécies microbianas, em que 0s
microrganismos comumente encontrados sdao microalgas, fungos, protozodrios, bactérias e
virus. Dos microrganismos frequentemente encontrados num biofilme, sdo as bactérias o grupo
predominante. As elevadas taxas de reproducao, grande capacidade de adaptagado e de produgao
de substancias e estruturas extracelulares, sdo as principais caracteristicas que fazem das
bactérias organismos com grandes capacidades de produg¢do de biofilme (BRYERS e

CHARACKLIS, 1990).
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A fixacdo da biomassa em superficies de contato acontece em trés processos basicos:
adsor¢do, adesdao e aderéncia (estabilizacdo da adesdao celular). Consolidada a adesdo
microbiana, que € a etapa do processo de formacdo de matrizes heterogéneas sob superficies de
contato, os microrganismos se desenvolvem e produzem substancias poliméricas extracelulares
(freqiientemente compostas por polissacarideos e glicoproteinas), formando, portanto, uma

nova matriz de origem bioldgica denominada biofilme (LESSARD e LE BIHAN, 2003).

Segundo de Melo (2003), os principais processos envolvidos na formacdo de um

biofilme sobre uma superficie s6lida em contato com um meio liquido sdo (Figura 3.1):

(1) Adsorc¢do de substancias organicas dissolvidas a uma superficie s6lida em contato
com um meio aquoso, formando-se um “filme condicionador”;

(2) Transporte de microrganismos e outras particulas do meio aquoso para a superficie
sélida condicionada;

(3) Adesao firme dos microrganismos a superficie;

(4) Transporte de nutrientes da fase liquida para a interface liquido-biofilme, bem como
no interior do filme microbiano;

(5) Produgdo de biofilme devido ao consumo dos nutrientes, consequente crescimento
e reproducdo dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros extracelulares;

(6) Transporte de subprodutos do biofilme para o exterior;

(7) Desprendimento de porcdes de biofilme devido a fendmenos de erosdo superficial

(eventos continuos), abrasao (processos continuos) e desprendimento, (eventos esporadicos).

O 1ltimo processo (desprendimento) provoca a perda de biomassa fixa, enquanto os
outros seis processos contribuem direta ou indiretamente para o crescimento da camada de

biofilme.
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Figura 3.1: Principais processos envolvidos na formag@o de um biofilme.
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Fonte: Melo (2003).

Virios sdo os fatores que influenciam na formagdo e nas condi¢des de estabilidade do
biofilme. Os fatores fisicos, quimicos e biolégicos afetam a composicdo das matrizes
heterogéneas a partir do comportamento hidrodindmico no meio, da concentragcdo e tipo de
substrato, e a partir da fisiologia das células.

Fatores como a acdo eletrostdtica e o grau de hidrofobicidade da célula microbiana
também foram apontados como de grande importancia no processo de adesdo inicial de
microrganismos em superficies sélidas (IWAI e KITAO, 1994), além de caracteristicas das
espécies microbianas e cepas citadas por Melo (2003). A tabela 3.1 mostra uma sintese dos

fatores importantes associados a formacao e estabelecimento de biofilmes.
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Quadro 3.1 Sintese de fatores que afetam a formacao e o estabelecimento de biofilmes.

Fator interveniente Caracteristica | Aspectos recorrentes

Espécie e fisiologia Bioldgica Alguns microrganismos produzem maior quantidade de polimeros

microbiana extracelulares, facilitando a aderéncia a superficies sélidas.
Compatibilidade hidrofilica ou hidrofébica do microrganismo com a
superficie solida.

Rugosidade da Fisica Atua na formacao priméria do biofilme por dificultar o arraste de

superficie sélida particulas e microrganismos.
Atua na estimulacdo da producdo de polimeros extracelulares.

Constituintes Quimica A composicdo do substrato seleciona 0s microrganismos predominantes

presentes, pH e no biofilme.

temperatura do A concentrag@o do substrato pode influenciar na estrutura do biofilme. O

liquido em contato maior aporte de matéria orgénica tende a elevar a espessura da matriz

com o biofilme. bioldégica. O pH do liquido altera a a¢@o eletrostética entre os
microrganismos e a superficie de contato. Pode controlar o
desenvolvimento de espécies predominantes como fungos e bactérias.
A temperatura altera a atividade metabdlica dos microrganismos,
influenciando no tempo de crescimento dos microrganismos e
estabelecimento do biofilme.

Condigdes Fisica Velocidades elevadas: retardam a formagao primédria do biofilme por

hidrodinamicas tensdes tangenciais. Apds o estabelecimento do biofilme, elevadas

(velocidades e

turbuléncias)

velocidades e turbuléncias estimulam o crescimento de biomassa em
virtude do aumento do fluxo de substrato. Geram biofilmes mais lisos,
menos espessos € mais compactos.

Velocidades baixas: sob elevadas concentrac¢des o biofilme torna-se
espesso, induzindo o aparecimento de zonas inativas pela dificuldade de

transferéncia de massa.

Fonte: Adaptado de Floréncio et al. (2009).

Os biofilmes que se encontram em ambientes naturais sdo de um modo geral

heterogéneos contendo mais do que um microambiente distinto. No mesmo biofilme podem ser

encontrados estratos aerdbios e estratos anaerébios (CHARACKLIS, 1990).

A sintese de novas células promove o aumento da biomassa, prejudicando a passagem

de oxigénio até as camadas internas, junto a superficie do meio suporte, onde o processo de

oxidacdo passa entdo a realizar-se anaerobiamente JORDAO & PESSOA,1995).

A Figura 3.2 apresenta de forma esquematica o consumo de substrato e a geragdo de

subprodutos decorrentes das reacdes bioquimicas do processo de filtracao bioldgica aerébia
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Figura 3.2: Representacio esquematica de um biofilme.
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Fonte: von Sperling (2005).

3.5 Microbiologia do tratamento de esgotos

Segundo Lessard e LeBihan (2003), o processo de tratamento bioldgico de efluentes
procura imitar os processos naturais e pode ser feito por microrganismos aderidos ou suspensos.

No primeiro caso, a biomassa cresce sem nenhuma estrutura de sustentacdo e o0s
organismos se concentram formando o floco que apresenta estrutura heterogénea contendo
material organico adsorvido, material inerte das dguas residudrias, material microbiano, células
vivas e mortas. J4 no crescimento aderido, a biomassa se desenvolve em um meio suporte,
formando um biofilme. (VON SPERLING, 2005)

A busca de mais estrutura nos modelos de reatores de biofilme esta sendo motivado pelo
desejo crescente de especificidade no tratamento biolégico de dguas residudrias, incluindo a
nitrificacdo, desnitrificacdo e remoc¢ao de substincias téxicas (BRYERS e CHARACKLIS,
1990).

3.5.1 Biomassa em Suspensao

Nos sistemas de biomassa em suspensdo, que tém como principal representante o
sistema de lodo ativado e suas variantes, a imobilizacdo ocorre na forma de lodo, onde os
microrganismos se agregam, formando desde flocos dispersos até granulos densos. Os
microrganismos agregados formam um lodo floculento, que ocupa parcial ou quase totalmente
o volume do reator (VON SPERLING, 2005).

Os agregados de flocos sdo responsdveis pela remocdo de material poluente, e
compreendem uma grande variedade de espécies microbianas. A mais prevalente e importante

destes microrganismos sao as bactérias, os protozodrios e os metazodrios. Fungos e virus
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também sdo encontrados, mas provavelmente contribuem pouco para o tratamento das dguas

residuais (HORAM, 2003).

Figura 3.3: Esquema de bactérias e outros microrganismos formando um floco de lodo ativado
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Fonte: adaptado de von Sperling (2005).

3.5.2 Biomassa aderida

O tratamento de efluentes por biomassa aderida € caracterizado pela fixagdo de
microrganismos em um meio suporte formando o biofilme em sua superficie (BITTON, 2005).

Bryers e Characklis (1990) avaliam que os sistemas de biomassa aderida para o
tratamento de efluentes dependem de populacdes mistas de microrganismos, principalmente
das bactérias que passam a ser imobilizada sobre ou dentro de um suporte inerte e a formar
biofilmes ou agregados de biomassa.

Os reatores com biomassa aderida passaram a incluir, além dos filtros percoladores € os
biodiscos, diversos tipos de reatores com leito suporte fixo ou mével. Os processos com leitos
modveis possuem meio suporte em permanente movimento, tendo for¢ca motriz de origem

hidraulica ou mecanica (GONCALVES et al., 2001).
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Figura 3.4: Esquema de bactérias e outros microrganismos do biofilme de sistemas aderidos de
biomassa.
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Fonte: adaptado de von Sperling (2005).

IWAI e KITAO (1994) fazem uma comparagdo entre sistemas com crescimento
disperso e com crescimento aderido, e os seguintes aspectos relativos ao crescimento aderido
sdo ressaltados:

° O reator pode ser operado com tempos de detencdo hidrdulica inferiores ao
tempo de geragdo celular;

° A concentracdo de biomassa ativa pode ser superior a de sistemas com
crescimento disperso;

° A velocidade de remog¢do de substrato pode ser superior a de sistemas com
crescimento disperso;

° A coexisténcia entre microrganismos aerobios e anaerobios € maior que nos
sistemas de crescimento disperso, porque a espessura do biofilme € usualmente superior ao

diametro do floco bioldgico;

° As células estdo fixas a fase s6lida, enquanto o substrato estd na fase liquida.

° Esta separacao reduz a necessidade ou os requisitos para o estagio de clarificacio
posterior;

° Os microrganismos sdo continuamente reutilizados. Nos sistemas com

crescimento disperso a reutilizacdo s6 pode ser implementada através da recirculacdo da

biomassa.

Lubberding (1995) explica a diferenca potencial entre a atividade da biomassa dispersa
e aderida, e consequentemente da velocidade de remoc¢do de substrato. Segundo o autor, a
biomassa dispersa possui uma densidade préxima a do esgoto, movendo-se praticamente na

mesma direcdo e velocidade que o mesmo no reator. Em decorréncia a biomassa permanece
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exposta a mesma aliquota do liquido por um maior periodo de tempo, fazendo com que a
concentracdo de substrato na vizinhanca da célula seja baixa. Com baixas concentracdes de
substrato, a atividade bacteriana e a prépria velocidade de remogao de substrato sao mais baixas.
Apenas a uma distdncia um pouco afastada da célula, a concentracdo de substrato ¢ mais
elevada. Considerando-se esta dependéncia entre concentracdo do substrato e atividade
microbiana, torna-se evidente a importancia representada pelo nivel de mistura no reator.

Nos sistemas com biomassa aderida, a densidade do conjunto meio suporte-biomassa é
bastante diferente da densidade do liquido no reator, possibilitando a existéncia de gradientes
de velocidade entre o liquido e a camada externa do biofilme. Como resultado, as células estao
continuamente expostas a novos substratos, potencialmente aumentando a sua atividade (VON
SPERLING, 2005).

O estudo realizado por Santos (2006) apresenta resultados de filtro biolégico percolador
em escala real utilizando dois diferentes meios suporte plasticos (anéis randomicos e bloco
cross flow) em funcdo dos parametros DQO, DBO e SST.

Almeida (2007) apresenta resultados do efeito de diferentes tipos de meio suporte no
desempenho de filtros bioldgicos percoladores aplicados como pds-tratamento de efluentes de
reatores UASB, focando seu estudo na nitrificacdo. Outro estudo com filtros bioldgicos
percoladores focando a remoc¢do de nitrogénio foi realizado por Fonseca (2009), onde foi
testado o desempenho da nitrificacdo considerando eficiéncia de molhamento do meio suporte,
cargas aplicadas de DBO e NH4*-N, configuracdo geométrica do reator diversos fatores
ambientais.

Philips (2008) utilizou em seu trabalho trés reatores de biodiscos rotativos
independentes, diferindo entre si apenas nos diferentes materiais suporte utilizados na
confecc¢do dos discos, para tratar efluentes com alta taxa de nitrogénio.

Spinola (2009) utilizou biofilmes aderidos em sistema células de fluxo para nitrificagdao
de substrato sintético simulando efluente de UASB, submetidos a diferentes velocidades

superficiais e taxas de carregamento.

3.6  Filtros Biologicos percoladores para o tratamento de esgotos

Os Filtros Bioldgicos Percoladores (FBPs) sdo caracterizados como sistemas de
tratamento aerébio de esgoto. A tecnologia se baseia na aplicacdo continua e uniforme dos
esgotos por meio de distribuidores hidrdaulicos, que permitem que o liquido percole pelo meio

suporte em direcdo aos drenos de fundo. O filtro biolégico percolador funciona em fluxo
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continuo e sem inundacao da unidade. Sdo sistemas, permanentemente sujeitos a renovacao do
ar, que naturalmente circula nos espacos vazios do meio suporte, disponibilizando o oxigénio
necessario para a respiracdo dos microrganismos, € por este motivo também sdo conhecidos
como reatores de biofilmes (VON SPERLING, 2005; CHERNICHARO, 1997).

A Figura 3.6 mostra os principais detalhes de um filtro bioldgico percolador tipico e o

principio de funcionamento e remog¢do dos constituintes do esgoto no reator.

Figura 3.5: Principais componentes de um filtro biolégico percolador e principio em funcionamento.
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Fonte: von Sperling (2005).

ApOs a aplicagdo, os esgotos percolam pelo meio suporte em dire¢do aos drenos do
fundo. A percolag@o dos esgotos permite o crescimento bacteriano na superficie do material de
enchimento, formando uma pelicula fixa, chamada de biofilme. O esgoto passa sobre o
biofilme, promovendo contato entre os microrganismos e o material organico (METCALF &
EDDY, 1991).

O principal processo de degradacdo do poluente que chega aos filtros bioldgicos € a
oxidacdo bioldgica. A matéria organica € absorvida na camada bioldégica, de modo a sofrer a
degradacio aerdbia nas camadas exteriores. A medida que os organismos crescem, a espessura
da camada bioldgica aumenta e o oxigénio ndo consegue penetrar em todas as camadas, sendo
consumido antes de atingir as faces interiores que se comportam anaerobicamente
(CHERNICHARO, 1997).

O esgoto que percola pelo meio filtrante lava o filme microbiano, que o recobre € arrasta
consigo os excessos de solidos e o biofilme microbiano, de forma a haver sempre a substitui¢ao
de novas camadas bioldgicas. A maior ou menor retirada de s6lidos e formacdo de novos
organismos sao fung¢des das cargas hidrdulica e organica aplicadas (CHERNICHARO,1997).
O material desprendido € removido em unidade de decantacdo secunddria, obtendo-se assim,
um efluente final clarificado com baixas concentracdes de matéria organica e sélidos em

suspensdo (VON SPERLING, 2005).
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3.6.1 Material suporte

A selecdo para o enchimento dos filtros bioldgicos (meio suporte) € de fundamental
importancia no desempenho do processo, uma vez que este € responsavel pelo estabelecimento
da biomassa. Esse material de enchimento deve apresentar as seguintes caracteristicas, segundo

Chernicharo et al. (1997).

° Elevado volume de vazios, visando evitar obstrucdes pelo crescimento do
volume de sélidos e para garantir um adequado suprimento de oxigénio;

° Elevada &4rea superficial, para aumentar a quantidade de microrganismos
presentes e aumentar, conseqiientemente, a capacidade de remog¢ao de matéria organica;

° Ser estruturalmente forte, para suportar o seu proprio peso e o peso do biofilme
que cresce aderido as suas paredes;

° Ser suficientemente leve, para permitir reducdes significativas nos custos de
obras civis e para permitir constru¢des mais altas que consequentemente ocupem menos area;

° Ser bioldgica e quimicamente inerte;

° Apresentar o menor custo possivel por unidade de DBO removida.

Segundo Jorddo & Pessoa (1995), existem diversos tipos de materiais que podem ser
utilizados, tais como: pedra britada, escdria de alto-forno, e de maneira mais eficiente, materiais
sintéticos de plastico de vérias formas e tamanhos. Os meios suporte comumente utilizados em
FBPs sdo a pedra britada e os meios pldsticos do tipo blocos Crossflow (verticais, 45 e 60°),
blocos Vertical Flow e anéis randomicos. A Figura 3.7 ilustra os tipos de meio suporte

normalmente utilizados em FBPs.
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Figura 3.6: Tipos de meio suporte normalmente utilizados em FBP. (A) Pedra Britada (B) Bloco
Crossflow 60° (C) Bloco Crossflow 45°, (D) Bloco Vertical Flow, (E) Anel Randdémico (@ 84mm) e (F)
Anel Randdmico (@ 48mm). Fonte: Santos et al., (2005); Almeida (2007).

Fonte: Adaptado de Almeida (2007).

Outros materiais de enchimento recentemente testados em pesquisas sio reportados da
literatura por Almeida (2007), como eletrodutos corrugados (fracionados em pedagos de 4 cm
de comprimento), blocos de plastico corrugado (em fase de teste) e concepcdes do sistema
Downflow Hanging Sponge. Os meios suporte alternativos comentados encontram-se ilustrados

na Figura 3.8.

Figura 3.7: Tipos de meio suporte alternativos utilizados em FBP: (A) Escdria de alto-forno,
(B) DHS (“curtain-type”), (C) DHS (“random-packing”), (D) DHS (“arrayedpacking”), (E) conduite
corrugado (@ 25,4 mm) e (F) Rotopac.

Fonte: Adaptado de Almeida (2007).

Ao contrdrio de outras tecnologias aerdbias que utilizam equipamentos mecanizados

para aeracdo, os FBPs obtém fornecimento de oxigénio por fendmenos naturais. A percolacao
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dos esgotos provoca diferencas de temperatura entre as partes externa e interna do FBP fazendo
com que o ar dentro da unidade tenha uma densidade distinta daquela encontrada do lado de
fora, gerando assim um fluxo de ar natural que pode ser ascendente ou descendente JORDAO
& PESSOA, 1995).

3.6.2 Composicao de microrganismos do biofilme em FBPs

A biologia dos biofilmes em FBPs é compreendida por bactérias aerdbias, anaerdbias e
facultativas, fungos, algas, rotiferos, protozodrios, flagelados, ciliados, nematddeos e alguns
artrépodes em diferentes estagios de desenvolvimento. As bactérias aerébias sdo os organismos
predominantes em biofilmes heterotréficos (METCALF & EDDY, 1991).

Bactérias aerdbias e anaerobias decompdem a matéria organica do esgoto doméstico em
biofilmes com deplecdo de oxigénio, sendo Acromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium e
Alcaligenes as espécies mais encontradas. As bactérias filamentosas Sphaerotilus natans e
Beggiatoa podem ser encontradas na camada viscosa (METCALF & EDDY, 1991).

Em um estudo realizado por Park et al. (2008), foi utilizado 4 reatores aerdbios de leito
fixo, inoculados com lodo ativado de ETE e tratando &4gua residudria sintética com
concentracdoes médias de N-amoniacal de 26,8 mg. L-1 e DBO de 67,3 mg. L-1, para verificar
o efeito de diferentes concentragdes de OD (1;3;4;5 e 7 mg.L-1) no biofilme nitricante e
concluiram que as maiores concentracdes de OD resultaram no aumento da populagao de BOA
e BON e das bactérias heterotroficas.

Missagia e colaboradores (2010) compararam a microbiota presente no biofilme de
quatro diferentes tipos de materiais de enchimento em um filtro biol6gico percolador onde o
topo do FBP foi observada alta riqueza de espécies, em todos os compartimentos, enquanto o
meio do reator apresentou baixa abundancia de microrganismos. O aumento significativo da
quantidade de células de Nitrobacter foi detectado do meio para o fundo de todos os FBP, em
ambas as fases de operacdo (COV de 0,24 e de 0,38 ngBO/m3. d), em consonincia com as
elevadas concentragdes de nitrato e baixas concentragdes de DBO também verificadas nesta
porcao dos filtros. Contudo, as abundancias de células de BOA e Nitrospira permaneceram
constantes. As diferentes composi¢des e configuracdes dos materiais suporte proporcionam
condi¢cdes ambientais distintas, conduzindo ao desenvolvimento de varios perfis diferentes de
distribuicao e abundancias de Bacteria, BOA e BON e T. denitrificans, sendo que o sistema
preenchido com meio suporte DHS (Downflow Hanging Sponge), apresentou a maior

abundancia de todos os microrganismos investigados nas duas fases de operacao.
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Persson et al., (2001) investigaram microbiologicamente o biofilme de um filtro
bioldgico em escala real em diferentes profundidades e tempos de funcionamento, o género
Nitrosomonas foi identificado como predominante das bactérias nitrificantes, sendo encontrado
ao longo de todo o filtro e diferentes ocasides de amostragem, os autores também observaram
uma tendéncia na diminui¢cdo de abundancia com a profundidade do FBP, assim como o
potencial de oxida¢do de amonia.

Em um estudo experimental realizado por Agra e colaboradores (2009) foi investigado
o desempenho da nitrificagdo em um reator aerébio utilizando como meio suporte bucha vegetal
(Luffa cylindrica), que apresentou um bom desempenho, proporcionando condi¢des adequadas
para aderéncia de microrganismos, especialmente aqueles responsaveis pela nitrificagdo. Pela
observacdo das laminas com amostras do lodo do reator verificou-se uma diversidade de
microrganismos em atividade, dentre eles: protozodrios ciliados, tecamebas do tipo Arcella em
ndmero elevado, além de micro-metazoarios, como rotiferos, nematdides e Aelosomas. As
andlises fisico-quimicas mostraram que o reator apresentou uma grande eficiéncia de remocao

de NTK (93%), N-amoniacal (95%) e Demanda Quimica de Oxigénio (80%).

3.7 Técnica do ndmero mais provdvel - estimativa das populacdes microbianas

O método do Nimero Mais Provavel (NMP) permite estimar a densidade da populacio
microbiana sem uma contagem individual das células ou colonias. Microbiologistas
frequentemente estimam o tamanho de populagdes com base na maior dilui¢do na qual o
crescimento pode ser obtido. Entdo, se o crescimento foi observado na dilui¢ao 10 4 mas ndo
na 107, estima-se que o nimero de células vidveis deve estar entre 10* e 10°, o nimero de
células vidveis é estimado estar entre 10* e 10°. O teste de vdrias aliquotas de uma série de
diluicdes sucessivas, junto com calculos estatisticos e interpolagdes, fornece estimativas muito
mais precisas (ALEXANDER, 1982 apud KIELING, 2004).

O principio do método foi proposto por Alexander & Klark (1982) para andlise de solos,
mas adaptado para outras amostras como para lodo. Os meios de cultura utilizados nesta anélise
sdo especificos para bactérias oxidadoras de amoénio e oxidadoras de nitrito, possibilitando o
desenvolvimento dos diversos géneros bacterianos envolvidos em cada um destes grupos. No
entanto, levando-se em conta que as bactérias Nitrosomonas e Nitrobacter sdo as principais
representantes do grupo de oxidadoras de amonio e de oxidadoras de nitrito, respectivamente,
serd feita referéncia apenas a estes dois géneros, sem descartar a possibilidade de que outras

bactérias podem também estar sendo quantificadas (KIELING, 2004).
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Para enumerar Nitrosomonas, bactéria oxidadora de amoénia, as diluicdes da amostra
devem ser inoculadas em meio inorganico contendo o fon amoénio como fonte de nitrogénio.
Caso estejam presentes Nitrosomonas na forma viavel no indculo, havera crescimento e o nitrito
serd produzido, porém, € necessdrio ndo ter producdo de nitrito nos tubos nao inoculados
(controle). Mesmo que o nitrito ndo seja encontrado, antes de afirmar que o teste é negativo, é
necessario fazer o teste para nitrato, porque as bactérias oxidantes de nitrito convertem o nitrito
produzido pelas Nitrosomonas em nitrato. Portanto, no caso de o nitrato ser encontrado, indica
também a presenca de Nitrobacter, bactéria nitrito-oxidante, mas, novamente, 0s testes nos
tubos controle devem ser negativos. Na enumeragdo de Nitrobacter, o0 meio empregado deve
ser livre de matéria orginica e como fonte de energia é utilizado nitrito. A presenga de
Nitrobacter € dada pelo teste negativo (auséncia) de nitrito e teste positivo nos tubos ndo
inoculados (KIELING, 2004).

Pesquisas utilizando esse método para quantificacdo dessas bactérias em reatores tém
sido realizadas na ultima década, dentre elas, as pesquisas desenvolvidas por Etchebehere et al.
(2001), Mendonga et al. (2001), Yun & Kim (2003), Kieling (2004), Philips (2008), Spinola
(2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aparato experimental

A pesquisa foi conduzida no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) da Universidade Federal de Minas Gerais, localizado na ETE Arrudas (Estacdo de

Tratamento de Esgoto da cidade de Belo Horizonte/MG).

O aparato experimental € constituido por um reator anaerébio de manta de lodo (UASB)

seguido por um filtro biolégico percolador aberto (FBPA), apresentado na figura 4.1.

Figura 4.1: Sistema reator UASB +FBP aberto existente no CePTS UFMG/COPASA.

UASB
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Fonte: Elaborado pelos autores.

O reator anaerdbio € constituido por dois reatores posicionados um ao lado do outro
(geminados) com volume titil de 16,8 m? para cada reator. O esgoto é distribuido no fundo de

cada unidade e deixa o reator UASB através de um decantador interno, localizado na parte

superior da unidade.
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Para a remocao de nitrogénio amoniacal por nitrificacdo estd sendo utilizado um filtro
bioldgico percolador do tipo aberto (FBPA), sem paredes laterais, atuando como pds-tratamento
do efluente de um reator UASB.

O efluente tratado no reator UASB € distribuido na parte superior do FBPA, onde o
fluxo de esgoto passa a ter uma trajetéria descendente através do material de enchimento. Os
materiais de enchimento do FBPA sdo constituidos por brita n° 4 e pedra de mdo com as
finalidades de proporcionar meio suporte para o biofilme e a condicdo de sustentacdo e
espalhamento do liquido, respectivamente.

O FBPA ndo possui laje e fundo falso. Devido as suas caracteristicas trata-se de uma
concepg¢do inovadora, econdmica em termos de reducdo do concreto, € que permite ampla
ventilacdo pelas laterais, devido a inexisténcia de paredes.

O FBPA estd sendo avaliado em duas etapas diferenciadas pela altura e pelo sistema de
alimentacdo (Fig. 4.2), para a segunda etapa o FPBA serd avaliado em diferentes fases
operacionais. A altura total (ht) do meio suporte na 1* etapa serd de 2,3 m e 3,5 m para a 2*
etapa. O sistema de distribui¢do (alimentacdo) do afluente no FBPA na 1* etapa foi constituido

por tubos perfurados e na 2* etapa por calhas com vertedores triangulares.

Figura 4.2. Altura e sistema de alimentagcdo do FBPA nas etapas avaliadas.

hi=35m

1" Etapa

Fonte: Elaborado pelos autores.
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As alturas do meio suporte para a primeira (E1) e segunda (E2) etapas foram de 2,3 m
e 3,5 m, respectivamente. A configuracdo do meio de enchimento no FBPA para a primeira
etapa foi com uma camada de 0,8 m de pedra de mao no fundo e acima uma camada de 1,5 m
de brita n° 4. Para a segunda etapa da pesquisa foi adotada uma camada de 2,2 m de brita n° 4
no interior do FBPA, e duas camadas de pedra de mdo com 0,8 m e 0,5 m no fundo e no topo
do FBPA, respectivamente. Acredita-se que a configuragdao da segunda etapa possa promover

uma maior area de fixacdo do biofilme e melhor espalhamento do liquido.

As principais caracteristicas fisicas dos materiais de enchimento sdo apresentadas na

tabela a seguir (tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Caracteristicas dos materiais de enchimento do FBPA.

. . Graduacio ! Porosidade Mas/sa Sup er,f1.01e
Tipo de material it (%) especifica especifica
7 (kg/m?3) (m2/m3)
Brita n°4 70 51 1245 64
Pedra de médo 185 50 1378 23

Fonte: Vieira (2010).

O sistema de distribui¢@o (alimentac¢do) do FBPA na primeira etapa foi constituido por
tubos perfurados e na segunda etapa por meio de calhas com vertedores triangulares, com o
intuito de melhorar as condi¢des de molhabilidade. As principais caracteristicas dimensionais

do FBPA, em cada etapa sdo apresentadas na tabela 4.2.



Tabela 4.2: Caracteristicas do FBP aberto.

Unidades Parametro 1* Etapa 2? Etapa
Altura total (m) 2,30 3,50
Largura total (m) 3,20 3,20
Largura ttil! (m) 2,80 2,80
FBPA ;
Area superficial (m) 7,84 7,84
17,9
Volume qtil (m) 27,3
Pedra (Brita n°® 4) 1,50 2,20
Meio de enchimento
Pedra de mao 0,80 1,30
Comprimento (m) 2,20 -
Tubos
Diametro (mm) 75 -
perfurados
Sistema de Quantidade 4 -
alimentacao Comprimento (m) - 2,3
Calhas
Diametro (mm) - 60
vertedoras
Quantidade - 8
Comprimento (m) - 2,80
Coleta do
Canaleta Largura (m) - 0,30
efluente
Altura (m) - 0,20

1 Sem as vigas de sustentacao.

4.2  Coleta e preparo das amostras
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O biofilme gerado no FBPA foi monitorado quanto a abundincia das bactérias

nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrobacter) nas diferentes etapas e fases de operacdo, com

amostragens a cada dois meses. Na segunda etapa, o biofilme foi coletado em diferentes

profundidades (superficie, até 0,4 cm, a2 m e a 3 m) do meio suporte. A coleta do biofilme foi

realizada pela lavagem do meio suporte com solug¢do tampao, sendo coletados cerca de 2 litros

do material suporte para cada ponto. O processo de extracdo do biofilme se deu através da

lavagem das britas e pedras de mdo com tampao fosfato PBS (Tampao Salina Fosfato). O

liquido contendo o biofilme foi armazenado em frascos e transportado ao laboratério de

microbiologia do Departamento de Engenharia Sanitdria e Ambiental (DESA- UFMG), sendo

armazenado a cerca de 4°C.
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Figura 4.3. Pontos de amostragem do biofilme no FBPA.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

4.3  Analises microbiolégicas

Para determinacdo da densidade das bactérias nitrificantes foi utilizada a técnica NMP
(Numero Mais Provavel) adaptada do método proposto por Alexander & Clark (1982, apud
Kieling, 2004), uma vez que este € baseado em andlise de solos. Os meios de cultura utilizados
nesta andlise sdo especificos para bactérias oxidadoras de amonia e oxidadoras de nitrito,
possibilitando o desenvolvimento dos diversos géneros bacterianos envolvidos em cada um
destes grupos. No entanto, levando-se em conta que as bactérias Nitrosomonas e Nitrobacter
sdo as principais representantes do grupo de oxidadoras de amonia e de oxidadoras de nitrito,
respectivamente, foi feita referéncia apenas a estes dois géneros, sem descartar a possibilidade

de que outras bactérias podem também estar sendo quantificadas.
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4.3.1 Numero mais provavel de Nitrosomonas (BOA)

Preparo do material:

1. Meio Amonia-carbonato de célcio para Nitrosomonas

Para 1000mL de 4dgua, foram adicionados 0.302g de (NH4)2S04; 1,0g de K:HPO4; 0,03g
de FeS04.7H20; 0,3 de NaCl; 0,3g de MgS04.7H20; 3,33 g de CaCO:s.

Desta solucao foram transferidos 3 mL para tubos de ensaio e esterilizados em

autoclave.

2. Reagente de Griess-Ilosvay

Foram dissolvidos 0,6g de 4dcido sulfanilico em 70mL de dgua destilada quente. Apds
resfriar a solucdo, foram adicionados 20mL de HCI concentrado, diluindo a seguir a mistura
para 100mL com 4gua destilada e misturando bem. Foram dissolvidos 0,6g de alfa-naftalamina
em 10 a 20mL de 4dgua contendo ImL de HCI concentrado, diluindo em seguida para 100mL
com 4gua. Foram dissolvidos 16,4g de CH3COONa.3H>O em 4gua e completado o volume da
solugdo para 100mL com dgua. As solucdes foram acondicionadas em vidros escuros,

separadamente, e estocadas sob refrigeracao.

3. Reagente de nitrato: Foram dissolvidos 50mg de difenilamina em 25mL de H2SOq4

concentrado, sendo guardado em frascos protegidos da luz por no maximo 14dias.

4. Foram feitos brancos com dgua destilada.

Procedimento analitico:

A amostra do biofilme nitrificante foi submetida a uma agitacdo com pérolas de vidro,
de modo a desagregar suas partes tanto quanto possivel. Foram preparadas as diluicdes em série
transferindo aliquotas de 1mL para cada um dos cinco tubos contendo meio estéril, a partir da
mais alta diluicdo preparada.

Esse mesmo procedimento foi repetido para as outras quatro mais baixas diluicdes. Os
tubos inoculados foram incubados por 3 semanas a 28 ° C, juntamente com uma sequéncia de

tubos nao inoculados (brancos), utilizados como controle.
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Ap6s o periodo de incubacao, foi realizado o teste para nitrito, em cada tubo, usando o
reagente de Griess-Ilosvay. Primeiramente, foram misturadas partes iguais dos trés reagentes e,
entdo, adicionadas trés gotas da mistura na cultura a ser testada. Se ocorresse, em poucos
minutos, o aparecimento de uma cor vermelho-purpura, indicava a presenga de nitrito, sendo o
teste, portanto, positivo. Para os tubos que nio apresentaram resultado positivo, era feito o teste
para nitrato, adicionando uma gota do reagente de difenilamina. Se ocorresse desenvolvimento
de uma cor azul o teste era considerado positivo para Nitrosomonas, significando que o nitrito
produzido pelas Nitrosomonas tinha sido convertido pelas Nitrobacter em nitrato. Caso
ocorresse teste positivo para nitrito ou nitrato nos tubos controle (brancos), significaria a

ocorréncia de alguma contaminagdo e o resultado obtido deveria ser desprezado.

4.3.2 Namero mais provavel de Nitrobacter (BON)

Preparo do material:

1. Meio Nitrito-carbonato de calcio para Nitrobacter

Para 1000 ml de 4gua destilada, foram adicionados 0,006g de KNO», 1,0g de KoHPOu,
0,3g de NaCl, 0,1g de MgS04.7H>0, 0,03g de FeS0O4.7H>0, 1,0g de CaCOse 0,3g de CaCl..

A seguir, foram transferidos 3mL do meio para tubos de ensaio e esterilizados em

autoclave por 15 minutos.

2. Reagente Griess-Ilosvay (conforme descrito no item 4.3.1).

3. Foram feitos brancos com dgua destilada.

Procedimento analitico:

A amostra de biofilme foi coletada do filtro biolégico e preparada para a determinacio
através de agitacdo com bolinhas de vidro, de modo a desagregar seus constituintes tanto quanto
possivel. Foram preparadas as dilui¢cdes em série transferindo aliquotas de 1mL para cada um
dos cinco tubos contendo meio estéril, a partir da mais alta diluicdo preparada. Este mesmo
procedimento foi repetido para as outras quatro dilui¢des mais baixas. Os tubos inoculados
foram incubados por 3 semanas a 28°C, juntamente com uma sequéncia de tubos ndo inoculados

(brancos), utilizados como controle.
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No final do periodo de incubacao, foi testado apenas nitrito usando o reagente de Griess
llosvay. O teste era considerado positivo para Nitrobacter se 0 meio ndo desenvolvesse
coloracdo avermelhada (coloracdo caracteristica de nitrito) e negativo se apresentasse

coloragao.

4.4 Analises fisico-quimicas

O monitoramento do esgoto e dos efluentes (UASB e FBPA) foi realizado com amostras
simples e compostas — frequéncia de duas vezes por semana. Os parametros fisico-quimicos
discutidos neste trabalho, N-amoniacal (N-NH4"), Nitrogénio Nitroso (N-NO2") , Nitrogénio
Nitrico (N-NO3") e Solidos Suspensos Totais (SST), foram determinados segundo metodologia

proposta por APHA/AWWA/WEEF (2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Condicoes de operacao

Os resultados apresentados neste estudo referem-se aos periodos de 07/04/2010 a
04/08/2010 e de 29/09/2010 a 08/06/2011 correspondentes a primeira e segunda etapas de
operacdo do FBPA.

As principais condi¢des impostas ao FBPA (Tabela 5.1), apresentadas por Vieira et al.
(2011a), estabelecidas pelas vazdes aplicadas, caracteristicas do esgoto e condicdes de operagdo
do reator UASB resultaram em cargas organicas volumétricas (COV) médias de 0,17 kg
DBO/m3.d e 0,08 kg DBO/m3.d para a primeira e segunda etapa de operacdo do FBA,
respectivamente. Observa-se que as COVs aplicadas em ambas as etapas estiveram dentro da
faixa de 0,1 a 0,2 kg DBO/m3. d, preconizada como propicia para a ocorréncia de nitrificacao
(METCALF & EDDY, 2003).

A relacdo DBO/NTK afluente ao FBPA, importante para nitrificacdo em filtro bioldgico
percolador, resultou nos valores de 2,7 para a primeira etapa e 2,3 para a segunda etapa de
operacdo (VIEIRA, et al., 2011a), conforme a tabela 5.1. Valores de DBO/NTK inferiores a 3,
geralmente indicam a possibilidade da predominancia do processo de nitrificacdo em relagcdo a
oxidacdo da matéria organica, e consequentemente, uma maior presenca de bactérias

nitrificantes.

Tabela 5.1 — Resultados médios das condi¢des impostas ao FBPA nas etapas de operacao.

- Vazao TAS COVv
Lo (m¥/d) () (kg DBO/m3.d) IETAILE
Etapa 1 32 (14) 4.1(1,5) 0.17 (0,08) 2.7 (0,49)
Etapa 2 32 (6) 4.1 (0.8) 0,08 (0,06) 22 (031)

(): desvio padrdo.
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5.2  Estimativa do NMP de bactérias nitrificantes
Nas tabelas a seguir (5.2 e 5.3) s@o apresentados os valores obtidos para as populagdes
de bactérias oxidadoras de amonia (Nitrosomonas) e oxidadoras de nitrito (Nitrobacter)

presentes no biofilme do FBPA em diferentes profundidades (superficie, até 0,40 m, 2 m e 3m)

e no efluente do FBPA.

Tabela 5.2- Numero Mais Provavel de Nitrosomonas no biofilme no efluente do FBPA.

Profundidades do biofilme amostrado

_ Data da Dias de Efluente
Operacao 5 Superficie 0,40 m 2,00 m 3,00
coleta operacao (NMP/ml)
(NMP/ml) (NMP/ml) (NMP/ml) (NMP/ml)
14/06/2010 66 2,2E+06 2,2E+05 - - -
Etapa 1
14/07/2010 99 1,8E+07 1,2E+05 - - -
15/10/2010 192 - 2,2E+02 - - 1,6E+06
09/02/2011 309 - 2,3E+03 - - -
Etapa 2 05/04/2011 364 - - - - 8,4E+04
04/05/2011 393 - 2,10E+03 1,60E+04 1,60E+06 -
08/06/2011 428 - 1,60E+06 1,60E+06 1,60E+06 1,60E+04

Tabela 5.3- Namero Mais Provavel de Nitrobacter no biofilme no efluente do FBPA.

Profundidades do biofilme amostrado

Data da Dias de Efluente
Operacao . Superficie 0,40 m 2,00 m 3,00
coleta operacao (NMP/ml)
(NMP/ml) (NMP/ml) (NMP/ml) (NMP/ml)
14/06/2010 66 1,6E+07 1,6E+07 - - -
Etapa 1
14/07/2010 99 1,6E+07 HoA - - -
15/10/2010 192 - 1,7E+03 - - 1,6E+06
09/02/2011 309 - 9,2E+06 - -
Etapa 2 05/04/2011 364 - - - 1,6E+06
04/05/2011 393 - 3,5E+03 2,2E+03 5,4E+03
08/06/2011 428 - 1,6E+05 1,6E+04 2,8E+03 3,5E+03

**+%* Valor nao identificado.

A coleta de biofilme na superficie foi realizada na etapa 1 (quando o FBPA tinha 2,5 m
de altura), apds a intervengao estrutural no FBPA para a etapa 2, com os dispositivos de coleta
instalados, as coletas ocorreram nas profundidades de até 0,40 m, 2,00 m e 3,00 m. Para as
profundidades de 2,00 m e 3,00 m foram realizadas coletas ap6s 393 dias de operagdo do FBPA,

durante a segunda etapa, devido ao desenvolvimento do biofilme nos dispositivos de

amostragem instalados.
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Nas figuras 5.1 e 5.2 sdo apresentadas as séries temporais das densidades de

Nitrosomonas e Nitrobacter no biofilme amostrado em diferentes profundidades do FBPA.

Figura 5.1: Série temporal das densidades de Nitrosomonas no biofilme do FBPA.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Figura 5.2: Série temporal das densidades de Nitrobacter no biofilme do FBPA.
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O estudo realizado por Spinola (2009), utilizando biofilmes aderidos em sistema de
células de fluxo, submetidos a diferentes velocidades superficiais e taxas de carregamento de
efluente sintético (simulando efluente de reator UASB), apresentou a estimativa em NMP/mL
para bactérias oxidadoras de amonia na ordem de 10* e 10° NMP/mL e de bactérias oxidadoras
de nitrito na ordem de 10? e 10* NMP/mL. Yun & Kim (2003), em um reator de biofilme,
obtiveram valores de 4,7 x 10> NMP/mL e 3,8 x10* NMP/mL, para bactérias oxidadoras de
amonia e de nitrito, respectivamente, em condi¢cdes operacionais de 500 mg N-NH*4L e
concentracdo média de OD de 6 mg O2/L.

Os valores da estimativa de NMP/mL de bactérias nitrificantes encontrados no presente
estudo (variacdo de 10? e 10’ NMP/mL para Nitrosomonas e 10° e 10’ NMP/mL Nitrobacter)
apresentaram-se, em alguns periodos, um pouco acima dos valores encontrados na literatura,
sendo que este fato pode ter relacdo com a oxigenacao proveniente da ventilagdo natural nas
paredes abertas do FBPA. Conforme observado por Vieira et al. (2011a), as taxas de aplicacdo
de COV e da relacio DBO/NTK podem ter conduzido a menores taxas de crescimento de
microorganismos heterotréficos, e desta forma, diminuindo a competi¢do por oxigé€nio e espaco
no meio suporte com 0s microorganismos nitrificantes.

Gongalves et al., 2001 comentam que em muitos sistemas aerdbios, a velocidade de
transferéncia de oxigénio para as células € o fator limitante, o qual determinard a velocidade de
conversdo bioldgica. Desta forma, a eficiéncia no fornecimento de oxigénio dissolvido (OD)
para as bactérias nitrificantes se torna um fator preponderante. Neste sentido, Floréncio et al.
(2009), destacam o papel da ventilagdo natural, que tem sido uma alternativa suficiente para o
fornecimento de oxigénio para a manuten¢ao das condicdes aerdbias do biofilme em FBPs.

Os valores de NMP/gSST, aqui avaliados para efeito de comparacdo com a literatura,
foram analisados nas coletas realizadas apds 189 dias de operagdo da segunda etapa do FBPA,
apresentaram maiores valores de densidade para as bactérias oxidadoras de amodnia, em uma
variacdo entre 10* e 10’ NMP/gSST , enquanto que para Nitrobacter esta variacio foi entre 10°
e 107 NMP/gSST. Esta relacdo também foi observada no estudo realizado em escala piloto por
Philips (2008), em sua estimativa de bactérias nitrificantes no monitoramento durante 460 dias
de operacdo em 3 reatores de biodiscos com diferentes materiais suporte, onde encontrou
valores entre 10° e 10° NMP/gSST para Nitrosomonas e entre 10 e 10* NMP/gSST para
Nitrobacter. Segundo a autora este fato se deu, provavelmente, pela limitacdo de oxigénio

dissolvido e altas concentracdes de amonia livre aplicadas em seu sistema.
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Analisando os valores das densidades das bactérias nitrificantes, observa-se uma
tendéncia de ocorrerem valores maiores para Nitrosomonas conforme a profundidade do filtro,
e uma tendéncia a apresentar valores maiores de Nitrobacter préximo a superficie do FBPA.

LAANBROEK & GERARDS (1993) afirmam que as bactérias oxidadoras de nitrito sao
mais afetadas que as oxidadoras de amodnio pelas baixas concentragdes de oxigénio no meio,
por apresentarem maiores valores de constante de afinidade pelo oxigénio (Km). Considerando
que o Kn representa o inverso da afinidade, quanto maior o K, maior € a dificuldade da célula
se ligar ao oxigénio para processar a reacdo. Entdo, em baixas concentracdes de oxigénio, as
bactérias oxidadoras de nitrito ndo conseguem competir pelo oxigénio com as oxidadoras de
amoOnia, sendo esperado um maior desenvolvimento das células de Nitrosomonas em relacio as
de Nitrobacter. Desta forma, nas maiores profundidades do filtro pode ter ocorrido uma maior
competi¢do por oxigénio dissolvido entre as bactérias oxidadoras de amonia e nitrito.

Outro fator que pode ter influéncia na densidade das bactérias nitrificantes € a existéncia
da competi¢do entre organismos heterétrofos e bactérias nitrificantes por substrato e espaco nos
biofilmes, fato este de grande importincia, pois os organismos heterétrofos podem crescer
muito rapidamente, e assim predominar na superficie do biofilme. Desse modo, além do
consumo de oxigénio pelas bactérias heterotréficas, elas ainda podem funcionar como uma
barreira, 0 que representa uma desvantagem para o crescimento das bactérias nitrificantes
(NOGUEIRA et al., 2002). Assim, acredita-se que com a diminuicdo da concentracdo de DBO
ao longo da profundidade do filtro, também diminui o desenvolvimento das bactérias
heterotréficas, aumentando a disponibilidade de oxigénio para as bactérias nitrificantes.

Também pode-se observar que o biofilme do filtro apds a intervencdo estrutural
apresentou uma diminui¢io em sua densidade, conforme foi observado nos valores de 107
NMP/mL para Nitrosomonas e 10> NMP/mL para Nitrobacter. Entretanto, pode-se observar
que ao longo do tempo, o biofilme parece se estabelecer, visto que os valores apresentaram as
maiores (Nitrosomonas variando de 10° e 10° NMP/mL e Nitrobacter log de 10° NMP/mL). A
analise do efluente também pode demonstrar uma estabilizacdo (valores entre 10* e 10°
NMP/mL para Nitrosomonas e 10* e 10° NMP/mL para Nitrobacter), uma vez que, segundo
Melo (2003), o desprendimento de por¢des de biofilme devido a fendmenos de erosdao
superficial ¢ um dos dltimos passos do processo de estabilizacdo do biofilme em superficies

sélidas.
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5.3  Analise das etapas de operacao

NITROSOMONAS

Durante a primeira etapa de operagdo do FBPA, apdés 66 dias do inicio do
monitoramento, as densidades de Nitrosomonas identificadas no biofilme foram de 2,2 x 10°
NMP/mL e 2,2 x 10° NMP/mL para a superficie e a 0,40 m de profundidade, respectivamente.

Apds 99 dias de operacdo do FBPA,os valores encontrados de Nitrosomonas na
superficie do FBPA foram de 1,8 x 107 NMP/ml e de 1,2 x 10° NMP/mL a 0,40 m de
profundidade.

Durante esta etapa,0 N-amoniacal no efluente do FBPA apresentou o valor mediano de
19 mg/L, percentilio de 13 mg/L e percentilgp de 24 mg/L. Ja no efluente do reator UASB, as
concentracdoes de N-amoniacal apresentaram o valor mediano de 27 mg/L, percentilio de 13
mg/L e percentilog de 24 mg/L. Nas figuras a seguir sdo apresentadas a série temporal (com
média mével de 4 termos) e a estatistica das concentragdes de N-amoniacal afluente e efluente
do FBPA. Podemos observar que as concentracdes de amonia no efluente UASB, assim como
no FBPA apresentaram um aumento apos 393 dias de monitoramento, data (més de maio) ao
qual se relaciona ao periodo seco, onde o esgoto afluente a ETE Arrudas é mais concentrado.
Ao passo que durante o periodo chuvoso essas concentracoes sao diluidas pela entrada da chuva

no sistema de esgotamento sanitario.

Figura 5.3: Série temporal das concentragdes de N-amoniacal afluente e efluente do FBPA
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Figura 5.4: Estatisticas das concentracdes de N-amoniacal afluente e efluente do FBPA.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

As concentracgdes de nitrito apresentaram o valor mediano de 0,520 mg/L, percentilo de
0,464 mg/L e percentilog de 1,126 mg/L no FBPA. As concentragdes de nitrito no efluente do
reator UASB apresentaram o valor mediano de 0,004mg/L, percentilio de 0,002 mg/L e
percentiloo de 0,018 mg/L.

Figura 5.5: Série temporal das concentragdes de Nitrito afluente e efluente do FBPA.

4,0
®
3,5 1
. 3,0 1
=
(o)) 2,5 n
é 2,0 1
N
= 159
1 ive ®
Pz 1,0 T 3 &
05 4 sgelis- ]
' oite X oyt @ : .« X I b g
0,0 -%«»&MW
0 3o 6o S0 72575 780<754p=<"0 00 %3036 2% %20 %50 %8y
Dias
X UASBE2 & FBPA-E2 X UASB-E1
®  FBPA-E1 Meédia Movel UASB-E2 = = = Média Movel FBPA-E2
Média Movel UASB-E1  ==--~- Média Movel FBPA-E1

Fonte: Elaborado pelos autores.
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Figura 5.6: Estatisticas das concentracdes de Nitrito afluente e efluente do FBPA.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Desta forma, observa-se que os resultados de densidade de Nitrosomonas se relacionam
com as concentragdes de N-amoniacal e de nitrito, apresentando uma reducdo da concentracao
de N-amoniacal (consumo) e aumento na concentra¢do de nitrito (produ¢do), caracterizando
assim, a primeira etapa da nitrificacdo, a nitritacdo, conforme o processo citado por Jordado e
Pesso6a (1995), USEPA (2009) e von Sperling (2005), em que ha conversdo da amdnia em nitrito
por bactérias oxidadoras de amonia (BOA).

Na segunda etapa do monitoramento, apds a intervencdo estrutural do FBPA, o valor
encontrado de Nitrosomonas ap6s17 dias de operagdo, para profundidade até 0,40 m, foi de
2,2 x 10 NMP/mL.

Apo6s 134 dias do inicio da operacdo do FBPA a densidade de Nitrosomonas na
profundidade de até 0,40 m, foi de 2,3 x 10> NMP/mL. O efluente do FBPA apresentou o valor
de 1,6 x 10°NMP/mL, e 8,4 x10* NMP/mL aos 189dias de operagio do filtro.

Os valores encontrados aos 218 dias de monitoramento, durante a segunda etapa, foi de
2,1 x 10> NMP/mL, 1,6 x 10* NMP/mL e 1,6 x 10® NMP/mL, nas profundidades até 0,40 m, 2
metros € 3 metros respectivamente.

Ap6s 253 dias de operagio do filtro, os valores encontrados foram de 1,6 x 10° NMP/mL
para profundidade até 0,40 m, assim como para 2 e 3 metros. O efluente do FBPA apresentou
valor de 1,6 x 10* NMP/ml. a série temporal das concentragdes do afluente e do efluente do

FBPA e pela Figura 5.8, onde as estatisticas das concentragdes de nitrato sao apresentadas.



Figura 5.7: Série temporal das concentragcdes de Nitrato do afluente e efluente do FBPA.
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Figura 5.8: Estatisticas das concentragdes de Nitrato afluente e efluente do FBPA.
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Para esta etapa (2), o N-amoniacal do FBPA apresentou valor mediano de 16 mg/L,
percentilio de 11 mg/L e percentiloo de 22 mg/L no FBPA. Ja o efluente do reator UASB
apresentou valor mediano de 26 mg/L, percentilio de 13 mg/L e percentiloo de 24 mg/L.

No FBPA, o nitrito apresentou valor mediano de 0,841 mg/L, percentil;o de 0,397 mg/L.
e percentilygg de 2,770 mg/L, e o efluente do reator UASB apresentou valor mediano de 0,002
mg/L, percentilip de 0,001 mg/L e percentilgg de 0,009 mg/L.

Observa-se que a abundancia de Nitrosomonas para a segunda etapa, assim como
verificado na primeira etapa, juntamente com as concentragdes de N-amoniacal e nitrito
(observando-se o consumo de N-amoniacal e producdo de nitrito), caracteriza o processo da
nitritacao.

A constatacdo da ocorréncia do processo de nitrificacdo foi refor¢cada pelo incremento

na producao de nitrato no FBPA, conforme se pode observar na Figura 5.7, onde € apresentada

NITROBACTER

Durante a primeira etapa do monitoramento do FBPA, apds 66 dias de inicio de
monitoramento, a densidade de Nitrobacter, identificada no biofilme apresentou valores, em
ambas profundidades (superficie e 0,40 m), acima de 1,6 x 10’ NMP/mL.

Ap6s 99 dias de operacdao do FBPA, a densidade de Nitrobacter na superficie do FBPA
foi de 1,6 x 10’ NMP/mL, enquanto na profundidade a 0,40 m apresentou valor acima do limite
de detec¢do pelo método para quantificagdo.

Para esta etapa 1, o nitrato apresentou valor mediano de 2,65 mg/L, percentilio de 1,08
mg/L e percentiloo de 3,59 mg/L, no FBPA. O efluente do reator UASB apresentou valor
mediano de 0,04 mg/L, percentilio de 0,02 mg/L e percentilgo de 0,13 mg/L.

Desta forma, observa-se que os resultados de densidade de Nitrobacter se relacionam
com as concentracOes de nitrato (produgdo de nitrato), caracterizando assim, a segunda etapa
da nitrificacdo, a nitrata¢do, conforme o processo citado por Jordao e Pessda (1995), USEPA
(2009) e von Sperling (2005), caracterizado pela convers@do do nitrito em nitrato por bactérias
oxidadoras de nitrito (BON).

Na segunda etapa do monitoramento, apds a intervenc¢do estrutural do FBPA, o valor
encontrado de Nitrobacter ap6s 17 dias de operacdo, para profundidade até 0,40 m, foi de 1,7
x 10° NMP/mL.

Apés 134 dias do inicio da operacdo do FBPA a densidade de Nitrobacter na
profundidade de até 0,40 m, foi de 9,3 x 10° NMP/mL. O efluente do FBPA apresentou o valor
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de 1,6 x 10° NMP/mL, assim como o valor da amostra analisada aos 189 dias de operacio do
filtro.

Os valores encontrados aos 218 dias de monitoramento, durante a segunda etapa foi de
3,5 x 10> NMP/mL, 2,2 x 10° NMP/mL e 5.4 x 10° NMP/mL, nas profundidades até 0,40 m, 2
metros € 3 metros respectivamente.

Ap6s 253 dias de operagio do filtro, os valores encontrados foram de 1,6 x 10° NMP/mL
para profundidade até 0,40 m, 1,6 x 10* NMP/mL a 2 metros de profundidade e 2,8 x 10°
MNP/mL a 3 metros de profundidade. O efluente do FBPA apresentou valor de 3,5 x 10°
NMP/ml.

Para a etapa 2, o nitrato apresentou valor mediano, no FBPA, de 9,93 mg/L, percentilio
de 3,68 mg/L e percentilog de 16,33 mg/L, e o efluente do reator UASB apresentou valor
mediano de 0,02 mg/L, percentiljo de 0,01mg/L e percentiloo de 0,06 mg/L.

Observa-se que os valores de abundancia de Nitrobacter para a segunda etapa, assim
como observado na primeira etapa, junto com as concentragdes de nitrato, ocorrendo uma
producdo do composto, caracteriza o processo da nitratacao, conforme também observado por
Vieira et al. (2011b).

Conforme observado por Vieira et al., (2011b), pela andlise visual das séries temporais
de amodnia (Figura 5.3 e 5.4), depois do segundo més de operacdo, € observado que as
concentracdes tendem a se estabilizar, ao passo que, a0 mesmo tempo, o nitrato apresenta um
aumento de producdo, indicando o estabelecimento da nitrificacdo. Segundo os autores, este
fato pode estar associado com o aumento da formacao do biofilme, em espessura e populacao
microbioldgica, ja que foi observado um aumento na abundancia de Nitrosomonas e
Nitrobacter no biofilme do FBPA, juntamente com um aumento da densidade de bactérias
oxidadoras de amonia (Nitrosomonas) com a profundidade do filtro. Ainda segundo os autores,
a nitrificagdo parcial foi provavelmente reforcada devido a ventilacdo natural presente nas
paredes abertas do filtro.

Observando os valores apresentados das concentracdes de N-amoniacal, nitrito e nitrato,
percebe-se uma maior significincia de nitrificagdo durante a segunda etapa. Segundo Vieira et
al. (2001a), essa diferenca possivelmente foi determinada pela variagcdo de COV e da relagao
DBO/NTK aplicadas no filtro. Os autores acreditam que as variacdes das COVs aplicadas de
0,17 kgDBO/m>. d (etapa 1) para 0,08 kgDBO/m>. d (etapa 2) foram influenciadas pela
expansdo do volume do filtro e também pelo melhor desempenho do reator UASB durante a

etapa 2.
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Harrison & Daigger (1987) apud Almeida (2007), em seu estudo em um filtro biolégico
percolador, com meio suporte de brita, aplicando COV 0,59 kgDBO/m?>.d, vazio de 23,45 m>/d
e area de 1,7 m2, TAS de 13,44 m3/m?%.d e altura de 2,08 m, conseguiu reduzir a concentragao
do N-amoniacal de 9,5 mg/L para 8,1 mg/L. Fonseca (2009), utilizando distintas taxas de
aplicacdo superficial (10m*/m2.d + razdo de recircula¢do = 1, 10m*/m?.d e 5m*/m2.d) em um
filtro bioldgico percolador, apresentou respectivamente para cada taxa de aplicacdo, as

seguintes concentracdes de N-amoniacal: 14,34 mg/L, 22,48 mg/L e 20,52 mg/L.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo buscou quantificar as bactérias oxidadoras nitrificantes no biofilme
do FBPA e a sua relagdo com o processo de nitrificagdo no tratamento de esgoto doméstico pds

UASB.

® As bactérias oxidadoras de amodnia apresentaram estimativas de abundancia variando
entre 10 ¢ 10’ NMP/mL e as bactérias oxidadoras de nitrito apresentaram valores

variando entre 10° e 10’ NMP/mL ao longo dos 428 dias de operag¢io monitorados.

e [Estes valores apresentaram-se, em alguns periodos, um pouco acima dos valores
encontrados na literatura, fato que pode ter relacdo com a oxigenacdo proveniente da

ventilacdo natural nas paredes abertas do FBPA.

e Durante a primeira etapa, o FBPA e o efluente do reator UASB, apresentaram o N-
amoniacal com concentragdes medianas de 19 e 27 mg/L, respectivamente. Durante a
segunda etapa, apds a intervencgao estrutural do FBPA, onde a altura do filtro foi elevada
de 2,3 m para 3,5 m, o FBPA e o efluente do reator UASB apresentaram concentra¢oes
medianas de 16 e 26 mg/L, respectivamente. A concentragdo mediana de nitrito no
FBPA foi de, 0,520 mg/L (Etapal) e 0,841 mg/L (Etapa 2), e no efluente UASB foi de
0,004 mg/L. (Etapal) e 0,002 mg/L (Etapa 2). O nitrato apresentou concentracao
mediana no FBPA de 2,65 mg/L (Etapal) e 9,93 mg/L (Etapa 2), 0,04 mg/L (Etapal) e
0,02 mg/L (Etapa 2) no efluente do reator UASB. Os resultados demonstraram uma
maior intensidade do processo de nitrificacdo durante a segunda etapa, possivelmente

pela reducdo do valor de COV aplicada no filtro e pela expansao do volume do filtro.

e Os resultados das estimativas da populacdo de bactérias nitrificantes se relacionam com
as concentracdes dos compostos nitrogenados analisados, indicando a presenca da
nitrificacdo no biofilme do FBPA, por apresentar uma diminui¢cdo da concentracdo de
N-amoniacal e aumento das concentra¢des de nitrito e nitrato, no efluente do FBPA em
relacdo ao efluente do reator UASB, caracterizando as duas etapas do processo de

nitrificacdo (nitritacdo e nitratacao).
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7 RECOMENDACOES

° Utilizar técnicas de identificacdo e quantificagdo de bactérias de biologia
molecular como o FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation)e o PCR (Polymerase Chain
Reaction) , para melhor se conhecer a composicao da microbiota do biofilme presente
no FBPA, e entender seu funcionamento;

° Utilizar técnicas de microscopia (como a técnica de contraste de fase, por
exemplo), para se caracterizar visualmente e conhecer melhor a composi¢do da
microbiota presente do FBPA, e entender seu funcionamento;

° Analisar a transferéncia de oxigénio dissolvido no FBPA, para melhor entender
a relacdo entre a ventilacao natural promovida pelo FBPA e o processo de nitrificacdo

no FBPA;

° Analisar as concentracdes de nitrogénio (N-amoniacal, N-nitroso, N-nitrico) nos
perfis (diferentes profundidades), onde sdo coletados o biofilme no FBPA, para melhor

entender a relagdo entre as bactérias nitrificantes e o processo de nitrificacdo do FBPA.
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