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RESUMO

A remocdo de matéria organica e nitrogénio de esgoto doméstico diluido foi avaliada
em dois experimentos com reatores sequenciais. No experimento A, com esgoto doméstico
real, foram utilizados dois reatores hibridos, um anaerébio (RHAN) e outro aerobio (RHAE).
O RHAN era formado por uma cadmara tipo UASB sobreposta por outra de filtro anaerdbio,
enquanto o RHAE tinha uma cadmara de lodo ativado sobreposta por outra de biofilme aerado
submerso. A operacéo foi dividida em cinco fases (la a le), com razdes de recirculacdo de 0,5
a 1,5 e duracdo de 500 dias. Para a remocéo do nitrogénio, o RHAE foi operado com oxigénio
dissolvido (OD) de 3,0 mg.L. A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
empregada tanto para o lodo suspenso das camaras inferiores, como para o biofilme aderido
nas camaras superiores, para confirmar a presenca de bactérias desnitrificantes e nitrificantes.
As maiores eficiéncias de remoc¢do em termos de demanda quimica de oxigénio (DQO) e
nitrogénio total (N-NT) foram obtidas em Id, sendo 85% e 70%, respectivamente; as
concentracdes no efluente foram 40 mg O2.L 1 e 10 mg N-NT.L. A presenca de bactérias
desnitrificantes, oxidantes de amonia e nitrito no biofilme aderido do RHAE, foi confirmada,
sugerindo a possibilidade do processo de nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS). No
experimento B, a remocdo de matéria organica e nitrogénio foi avaliada em esgoto doméstico
sintético, usando um sistema composto também por dois reatores sequenciais: um anaerébio
(RAN) com lodo suspenso e outro aerébio (RAE) com lodo suspenso e aderido em espumas
de poliuretano. A remocdo de nitrogénio consistiu na operacdo do RAE em baixas
concentragdes de OD (1,5 a 3,0 mg O2.L?), a fim de favorecer o processo NDS. A operagéo
foi dividida em trés fases (F) (FI a FIlI), com duracédo de 150 dias. Em FllI, o efluente rico em
nitrogénio nitrito foi recirculado do RAE para 0 RAN. Ensaios cinéticos foram realizados
para determinar as velocidades de nitrificagdo e desnitrificacdo das biomassas presentes no
RAN e RAE, na fase FlIl. Alteragdes na comunidade microbiana foram avaliadas ao longo
das fases FI a FIIlI por sequenciamento massivo. Na fase FIIl, foram obtidos os melhores
resultados para a remocdo de DQO e N-NT, com percentuais de remoc¢do proximos a 94 e
65%, respectivamente; e concentragGes finais abaixo de 30 mg O2.L e 15 mg N-NT.LL. As
velocidades de nitrificagdo e desnitrificagdo via nitrito foram 10,5 e 6,8 mg N.g SSV1.h7,
respectivamente. A analise de sequenciamento massivo confirmou a presenca de uma
comunidade mixotrofica.

Palavras-chave: Acumulo de nitrito. Analise de componentes principais. Nitrificagdo.

Desnitrificagdo. Sequenciamento massivo.



ABSTRACT

The removal of organic matter and nitrogen from diluted domestic sewage was
evaluate in two experiments with sequential reactors. In experiment A, with real domestic
sewage, two hybrid reactors were use, an anaerobic (ANHR) and the other aerobic (AEHR).
The ANHR was forme by a UASB-type chamber overlaid by another with anaerobic filter,
while the AEHR had an activated sludge chamber overlaid by another of submerged aerated
biofilm. The operation was divided into five phases (la to le), with recirculation ratios of 0.5
to 1.5 and duration of 500 days. For nitrogen removal, AEHR was operate with dissolved
oxygen (DO) of 3.0 mg.L%. The polymerase chain reaction (PCR) technique was use both for
the sludge suspended from the lower chambers and for the biofilm adhered to the upper
chambers, to confirm the presence of denitrifying and nitrifying microorganism. The highest
removal efficiencies in terms of chemical oxygen demand (COD) and total nitrogen (TN-N)
were obtained in Id, being 85% and 70%, respectively; the concentration in the effluent were
42 mg O2.L and 10 mg TN-N.L%. The presence of denitrifying bacteria, ammonia oxidants
and nitrite oxidants in the adhered biofilm of AEHR, was confirm, suggesting the possibility
of the simultaneous nitrification and denitrification (SND) process. In experiment B, the
removal of organic matter and nitrogen was evaluate in synthetic domestic sewage, using a
system also composed of two sequential reactors: an anaerobic (ANR) with suspended sludge
and another aerobic (AER) with suspended sludge and adhered in polyurethane foams. The
nitrogen removal consisted of the operation of the AER in low concentrations of OD (1.5 to
3.0 mg O2.L 1), in order to favor the NDS process. The operation was divided into three
phases (F) (FI to FIII), lasting 150 days. In FIll, the nitrogen-rich nitrite effluent was
recirculate from the AER to the RAN. Kinetic tests were perform to determine the rates of
nitrification and denitrification of the biomass present in the ANR and AER, in phase FIII.
Changes in the microbial community were assess throughout the FI to FIlI phases by massive
sequencing. In phase FIII, the best results were obtain for the removal of COD and TN-N,
with removal efficiencies close to 94% and 65%, respectively. In these conditions, final
concentrations below 30 mg O2.L* and 15 mg TN-N.L were verify. The nitrification and
denitrification rates were 10.5 and 6.8 mg N.g VSS™h? respectively. The massive

sequencing analysis confirmed the presence of a mixotrophic community.

Keywords: Nitrite accumulation. Principal component analysis. Nitrification. Denitrification.

Massive sequencing.
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1 INTRODUCAO

Em regides tropicais e subtropicais, 0s processos anaerobios para o tratamento de
esgotos domesticos se encontram bem consolidados, em especial com o emprego de reatores
do tipo upflow anaerobic sludge blanket (UASB). Tem sido obtida elevada eficiéncia de
remoc¢do de matéria organica (LETTINGA et al. 1993; BARROS et al. 2015; WALIA et al.
2020), mas como ocorre em sistemas bioldgicos anaerdbios ou aerdbios convencionais, a
remocao de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, é baixa (PATHAK et al. 2020). Fracbes
remanescentes de matéria organica, nitrogénio e fosforo, causam impactos negativos ao meio
ambiente, como € o caso de eutrofizacdo em corpos aquaticos (PITTMAN et al. 2011; HU E
REN, 2019). Para melhorar a eficiéncia do tratamento de esgotos e atender as
regulamentacdes mais rigorosas, tém sido propostos sistemas alternativos de pés-tratamento
(PANTOJA FILHO et al. 2015; ALLEGUE et al. 2020).

No caso da remoc¢do de matéria organica e nitrogénio, tém sido aplicados sistemas
combinando reatores hibridos contendo compartimentos com lodo suspenso na parte inferior e
lodo aderido na parte superior; os reatores hibridos em sequéncia anaerdbia e aerébia, com
recirculacdo, favorecem a nitrificacdo e desnitrificacdo (LEYVA-DIAZ et al. 2016;
HOSSEINPOUR et al. 2019). Na parte inferior dos reatores, o lodo suspenso favorece a
remocdo de matéria organica e a desnitrificacdo, e a nitrificagdo, nos compartimentos
anaerobio e aerobio, respectivamente; e as condi¢des hidrodindmicas otimizam o contato
entre 0s substratos e 0s micro-organismos. Na parte superior, 0 meio suporte com lodo
aderido favorece uma maior retencdo de micro-organismos e, eventualmente, de biomassa
carreada dos compartimentos inferiores; em especial das nitrificantes e desnitrificantes em
suspensdo, sujeitas frequentemente a perda por ocorréncia de lavagem. Ha, portanto,
vantagens operacionais e econdmicas com o uso de configuragdo convencional de reatores
anaerobio e aerdbio sequenciais, mas cada qual com compartimentos separados, em fun¢édo do
menor volume, area ocupada em planta e menor requisito de bombeamento (LEYVA-DIAZ et
al. 2016; GONZALEZ-TINEO et al. 2020).

Este sistema operado com baixa aeracéo (1,0 a 3,0 mg.L™) tem sido usado objetivando
uma melhor eficiéncia da remogdo do nitrogénio, através do uso do processo de nitrificacdo e
desnitrificacdo simultanea (NDS) (MUNCH et al. 1996; PATHAK et al. 2020). O processo
NDS é considerado vantajoso quando comparado com processos convencionais porgue (i) néo

h& exigéncia de um tanque anoxico adicional em um sistema continuo, uma vez que a
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desnitrificacdo é proeminente também no tanque aerado, juntamente com a nitrificacéo; e (ii)
condigdes de operacdo mais estiveis podem ser mantidas sem precisar de uma combinagao
complexa entre o tanque aerado e o tanque andxico (MUNCH et al. 1996; XIA et al. 2019).
Fisicamente, a explicacdo é a formacdo de um gradiente de concentracdo de oxigénio no
biofilme no tanque aerado (WIJFFELS E TRAMPER, 1995; MUNCH et al. 1996);
biologicamente, a explicagdo é baseada na existéncia de certas bactérias capazes de reduzir o
nitrogénio em condicdes aerébias (FENG et al. 2018; REN et al. 2020). E é interessante
observar que em condicBes anoxicas, 0 género Nitrosomonas também pode oxidar aménia
(SCHMIDT E BOCK, 1997; STEIN, 2019).

O Laboratério de Saneamento Ambiental (LSA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) vem desenvolvendo pesquisas desde 1986, com estas tematicas como
principais linhas de pesquisas: o tratamento biologico de esgotos domésticos, de efluentes
téxteis, lodo granular aerébio, pesquisas com micro e macroalgas e retso. Em 2011, pesquisas
com reatores hibridos com lodo suspenso e aderido foram iniciadas em escala de bancada e
piloto (PIMENTA 2011; SILVA, 2012 (ab); MORAIS, 2015; ARAUJO, 2015;
CELESTINO, 2017).

A presente pesquisa teve o intuito de avaliar o desempenho de remogdo de matéria
organica e nitrogénio utilizando reatores hibridos sequenciais anaerdbio-aerébio sob
diferentes condicGes operacionais (concentracdo de oxigénio dissolvido e razéo de
recirculacdo). O reator anaerdbio foi a principal unidade para a remocéo de matéria organica
(vantagens: menor producdo de lodo e baixo consumo de energia). O reator aerdbio teve a
finalidade de remover a matéria orgdnica remanescente e promover a nitrificacdo
convencional (experimento A) e parcial (experimento B) em esgoto doméstico diluido. Bem

como, avaliar a comunidade microbiana por ferramentas de biologia molecular.



22

2.0BJETIVOS

2.1 GERAL

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar (i) o desempenho de dois reatores hibridos

uma anaerébio (RHAN) e outro aerébio (RHAE) de fluxo continuo e escala piloto, sob

diferentes condigdes operacionais (razdo de recirculacdo), na remogdo de matéria organica

remanescente e promover a nitrificacdo convencional (experimento A); e no experimento B

(ii), foi utilizado dois reatores sequenciais um anaerobio (RAN) e outro aerébio (RAE), em

escala de bancada, no intuito de promover o processo de nitrificacdo parcial e avaliar a

comunidade microbiana a partir de ferramentas de biologia molecular.

2.2 ESPECIFICOS

a)

b)

Estabelecer a melhor condicdo operacional dos conjuntos hibridos na remocao de
DQO e N-NT, por meio da variacdo da taxa de recirculacdo (experimento A);

Avaliar a influéncia da concentracdo do oxigénio dissolvido no acimulo de N-NOz
(experimento A) e N-NO2 (experimento B);

Estabelecer quais variaveis foram as mais significativas no agrupamento dos dados
pela analise de componentes principais (ACP) (experimento A e B);

Obter os parametros cinéticos de nitrificacdo parcial e desnitrificacdo via nitrito do
sistema apos atingir as condi¢des 6timas de operacao (experimento B);

Avaliar o efeito da razdo de recirculacdo na diversidade da comunidade microbiana
presente por técnicas de PCR-DGGE (experimento A);

Analisar o comportamento da comunidade microbiana em relacdo as diferentes
concentragdes de oxigénio dissolvido e razdo de recirculacdo, por técnicas de PCR-

DGGE e sequenciamento massivo (experimento B).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 NITROGENIO NAS AGUAS RESIDUARIAS

Nas aguas residuarias domeésticas, o nitrogénio apresenta-se singularmente sob a forma
de nitrogénio amoniacal e nitrogénio organico, estando em minoria nas formas oxidadas. No
ambiente, o nitrogénio é encontrado mais constantemente na forma de nitrogénio organico,
amonia (NHz), amoniacal (NH4*), nitrato (NO3z) e nitrogénio gasoso (N2).

O nitrogénio amoniacal é um dos mais importantes compostos nitrogenados em aguas
de superficies por constituir um nutriente bastante assimilavel por fitoplancton, macrofitas e
bactérias autotrofica, e posteriormente facilmente oxidado em ambientes aquéticos (KALDEC
E KNIGHT, 1996; AHN, 2006; REN et al. 2020).

O equilibrio aménia-amoénio (NH4s* < NHs + H*) ocorre em fun¢do do pH. Valores
acidos de pH favorecem o aumento da concentracdo de H*, deslocando o equilibrio para a
esquerda com predominancia do ion aménio. Valores alcalinos de pH deslocam a reagdo para
a direita, devido a reducdo da concentracdo de H™; e a amdnia predominante, neste caso.
Metcalf e Eddy (2016) reportaram que valores de pH inferiores a 7, praticamente todo o
nitrogénio amoniacal esta na forma de ion amonio (NH4").

Valores de pH entre 10 e 12 (alcalinos), mais de 90% do nitrogénio amoniacal est4 na
forma de aménia livre, a forma mais tdxica de todas as formas nitrogenadas, mesmo que em
pequenas concentracdes.

Do ponto de vista bioldgico, a ambnia € extremamente toxica restringindo a vida dos
peixes, uma vez que muitas espécies ndo toleram concentragdes acima de 5 mg.L™* (CETESB,
2020). Nos processos de tratamento biologico dos esgotos, 0 nitrogénio organico é
prontamente convertido pelas bactérias heterotroficas, em nitrogénio amoniacal oriundo do
processo de amonificacdo. O nitrogénio amoniacal serviu como fonte de nitrogénio para a
sintese da biomassa heterotréfica e como substrato para bactérias autotroficas nitrificantes.
(PAREDES et al. 2007; REN et al. 2020).

O processo de remocéo de nitrogénio em aguas residudrias podem ocorrer por diversas
formas. Cabello et al. (2004); Madigan et al. (2010) e Ren et al. (2020) mencionaram que as
principais conversdes entre 0s compostos nitrogenados, por metabolismo microbiano foram
0s processos de fixacao, nitrificacdo, desnitrificacdo, oxidacao anaerobia de amonia via nitrito
(Figura 1).



24

Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo de nitrogénio em sistemas de tratamento biolégico de esgoto
doméstico

Numero de oxidacao

Nitrato (NOy) =+5
Nitrito (NO,) =+3
Oxido nitrico (NO) = +2
Oxido nitroso (N,0O) =+1
Dinitrogénio (N,) =0
Amonio (NH,")=-3

Anammmox

Fonte: Adaptado de Cabello et al. (2004).

3.1.1. Legislagdo brasileira - padrdes de langamento de efluentes

No intuito de adequar um efluente de um sistema de tratamento de esgotos aos padrdes
legais para 0 seu langcamento € importante considerar as normas estaduais e/ou municipais.
Caso o estado ou municipio ndo disponha de leis especificas, considera-se com referéncia a
Resolucdo CONAMA N°430 de 13 de maio 2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA).

No que tange ao nitrogénio e suas variadas formas, a legislacdo federal vigente so
dispde de limite de emissdo para o nitrogénio amoniacal, pardmetro que serve como padrdo de
classificacdo das &guas naturais e de emissdo de esgotos. Bem como, a aménia oxidada
biologicamente resultard no consumo de oxigénio dissolvido dos corpos hidricos. A
Resolucio CONAMA N°430/11 fixa o valor maximo de 20 mg N-NH4*.L™ para padrdes de
lancamentos de efluentes, uma vez que esta forma é tida como a mais nociva ao meio
ambiente.

Os niveis de nitrito e nitrato sdo controlados em aguas potdveis. A legislagdo
CONAMA N°357/05 estabelece a concentragdo maxima de nitrito em 1,0 mg N-NO..L? e
nitrato em 10,0 mg N-NOs.L?, sendo a concentragio de nitrogénio amoniacal é fixada de
acordo com o pH (Tabela 1). O nitrito e nitrato tém implicacbes envolvimento na

patogenicidade para 0s seres Vivos.
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Tabela 1 - Diretrizes da classe do corpo receptor em func¢éo das formas nitrogenadas

Classe do corpo receptor Forma Nitrogenada Concentragdo maxima permitida
(CMP)
Nitrito 1,0 mg.L?
Nitrato 10,0 mg.L?

3,7mg.L? parapH <75
2,0 mg.L?, para7,5<pH < 8,0
1,0 mg.L?, para 8,0 <pH < 8,5

0,5 mg.L?, para pH > 8,5

Classe | -Aguas doces
Nitrogénio amoniacal

Nitrito 1,0 mg.L?

Nitrato 10,0 mg.L?
3,7mg.L?, parapH <75
2,0 mmg.L?, para7,5<pH<8,0
1,0 mg.L?, para8,0 < pH < 8,5
0,5 mg.L?, para pH > 8,5

Classe 11 -Aguas doces
Nitrogénio amoniacal

Nitrito 1,0 mg.L?
Nitrato 10,0 mg.L*?

13,3 mg.L?, parapH < 7,5
5,6 mg.L?, para7,5 < pH < 8,0
2,2mg.L?, para8,0<pH <85

1,0 mg.L?, para pH > 8,5

Classe 111 -Aguas doces
Nitrogénio amoniacal

Classe IV -Aguas doces Nenhuma restricdo de langamento
Nitrito 0,07 mg.L*?
Classe | -Aguas salinas Nitrato 0,40 mg.L*!
Nitrogénio amoniacal 0,40 mg.L!
Nitrito 0,20 mg.L?
Classe 11 -Aguas salinas Nitrato 0,70 mg.L™*
Nitrogénio amoniacal 0,70 mg.L*?

Classe I11 -Aguas salinas Nenhuma restri¢do de lancamento
Nitrito 0,07 mg.L*!
Classe | -Aguas salobras Nitrato 0,40 mg.L™*
Nitrogénio amoniacal 0,40 mg.L*?
Nitrito 0,20 mg.L?
Classe 11 -Aguas salobras Nitrato 0,70 mg.L*!
Nitrogénio amoniacal 0,70 mg.L*!

Classe I11 -Aguas salobras Nenhuma restricdo de langamento

Fonte: Adaptada da CONAMA N°357/05.

O nitrito pode promover graves problemas de anemia; quando incorporado no sistema
sanguineo, o ion pode combinar-se com a hemoglobina formando a metahemoglobina, uma
proteina incapaz de conduzir o oxigénio no sangue com a mesma eficacia da hemoglobina. Do
fendmeno, resulta a metahemoglobinemia ou conhecida popularmente por sindrome do bebé
azul (RAMOS et al. 2006).

A Resolugdo N°357/05 do CONAMA, estabelece que o lancamento de efluentes em
corpos hidricos deve, ndo so atender as condicdes e padrdes de langcamento de efluentes; como
também, respeitados padrdes de qualidade da agua estabelecidos para a classe, em que 0
corpo receptor se enquadra.
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Caso um corpo de agua ndo apresente enquadramento, a Resolugcdo N°357/05 do
CONAMA o considera de Classe 2 e recebe as atribui¢fes desta classe. Todavia, para aguas
doces, algumas condicOes e padrdes da Classe 2 sdo estabelecidos pela Classe 1. Por exemplo,
destacando as frag@es nitrogenadas, o limite aceitavel é de: (i) até 10,0 mg L™ para nitrato; (ii)
1,0 mg.L ! para nitrito; e entre 0,5 a 3,7 mg.L ! para nitrogénio amoniacal, conforme o pH.

Na préxima se¢do sera apresentado o processo convencional de remocao de nitrogénio
e nas subsecdes seguintes serdo abordados processos alternativos para remocao bioldgica de
nitrogénio, sendo estes: remocdo de nitrogénio via nitrito, nitrificacdo e desnitrificacdo

simultadnea, Anammox, Canon, Oland, Deamox e Comammox.

3.2.FORMAS DE REMOCAO DE NITROGENIO

3.2.1.Processo convencional de remocéao de nitrogénio

O produto final da mineralizacdo do nitrogénio organica (N-Norg), pela via anaerébia
ou aerdbia, € a amonia (NH3) e pode ser produzido por bactérias heterotréficas. Esse processo
é chamado de amonificacdo, que ocorre pela hidrélise da ureia (CO[NH:].) (Equacdo 1), ja
que tal composto é excretado pelos organismos e gerados de compostos heterociclicos (acidos
nucleicos) (THAMDRUP E DALSGAARD, 2008)

CH4N20 + H20 > 2NH; + CO 1)

A remocdo do nitrogénio pelo sistema convencional bioldgico € feita por meio das
etapas de nitrificacdo e desnitrificacdo, uma vez que a formacdo da biomassa autotrofica e
heterotrofica (redugdo por assimilacdo) ndo é habil para suprir totalmente o nitrogénio
presente na agua residuéria (Figura 2).

De modo geral, na primeira etapa do processo, chamada de nitrificagdo, o nitrogénio
amoniacal é oxidado a nitrato em condi¢des aerobias, no qual o oxigénio € utilizado com
aceptor de elétrons na cadeia respiratdria; assim, gera ATP (AHN, 2006; HOW et al. 2018;
REN et al. 2020). A segunda etapa do processo, conhecida por desnitrificacdo, o nitrato €
reduzido em nitrogénio gasoso (N2), tendo como possiveis intermediarios gasosos o Oxido
nitrico (NO) e 6xido nitroso (N2O). A desnitrificacdo é realizada em condicfes anoxicas,
tendo o nitrato como receptor de elétrons (AHN, 2006; MADIGAN et al. 2010; LU et al.
2014; REN et al. 2020). Para facilitar o entendimento deste processo complexo, cada etapa do

processo convencional de remogdo de nitrogénio sera explicada separadamente abaixo.
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Figura 2 - Transformacdo do nitrogénio no tratamento biol6gico de esgotos
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Fonte: Adaptado de Metcalf;Eddy (2016), Morais (2015).

Nitrificacdo convencional

Na nitrificacdo convencional os compostos organicos e inorganicos sdo convertidos de
um estado reduzido para um estado oxidado (HANAKI et al. 1990; GE et al., 2015; REN et
al. 2020). Em condicGes aerdbias, o ion aménio é oxidado a nitrato (NOs’), tendo o nitrito
(NO2) como produto intermediario, por participacdo de bactérias especificas quimiolito-
autotroficas.

O processo de nitrificacdo é dividido em duas etapas sequenciais. A primeira etapa é
chamada de nitritacdo, onde ocorre a oxidagdo do N-NH4* em N-NO-’, atribuida a bactérias
oxidantes de aménia (BOA), tal como Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus,
Nitrosovibrio, Nitrosolobus. Na segunda etapa do processo, ocorre a oxidacdo do N-NO2", até
N-NOs", realizada por bactérias oxidantes de nitrito (BON), tal como Nitrobacter, Nitrospira,
Nitrospina e Nitrococcus. Essa etapa é denominada nitratacdo (AHN, 2006; REN et al. 2020).
As Equac0es 2 e 3 representam estes dois processos (PAREDES et al. 2007):

NHs" + 1,502 > NO2" + 2H" + H20 + Energia AG® = -278 kj.mol* (2)

NO; + 0,50, — NO3™ + Energia AG° = -73 kj.mol*! €))
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Nota-se, nas Equacbes acima, uma alta demanda por oxigénio para a oxidacdo do
nitrogénio amoniacal. Sdo necessarios 4,57 mg de O para cada mg de N-NH4" oxidado
(AHN, 2006; METCALF E EDDY, 2016; HOW et al. 2018). A Equacdo 2 apresenta a
geracdo de fons H*; logo, podem reduzir o pH do sistema, caso o efluente ndo contenha
alcalinidade em quantidade suficiente para tamponar a acdo deste ion. Assim, o bicarbonato é
de suma importancia no meio. A partir da estequiometria da Equagdo 4 (PAREDES et al.
2007), pode-se estimar o requerimento geral de alcalinidade do processo de nitrificacdo, que é
de 7,04 g de CaCO3 para cada g de N-NH." oxidado (RITTMANN E MCCARTY, 2001).

NH* + 20, + 2HCO3s - NO3™ + 2CO; + 3H,0 4)

Bactérias nitrificantes apresentam crescimento lento em tratamentos de Aaguas
residuarias. Yu et al. (2010) e How et al. (2018) mencionaram que é necessario um alto tempo
de retencao de solidos (TRS) entre 20 e 30 dias, para favorecer a permanéncia da biomassa
nitrificante no sistema. Variaveis importantes, tais como: amonia livre, o valor de pH, a
temperatura e alcalinidade contribuem ou n&o para o desenvolvimento e crescimento das
bactérias nitrificantes em reatores. Abaixo estdo descritos alguns fatores intervenientes no

processo.

Variaveis importantes no processo de nitrificacdo

a) Amonia livre

De acordo com os autores (ANTHONIENSE et al. 1976; MIAO et al. 2016), a
estabilidade do processo de nitrificacdo pode ser prejudicada, em concentragcOes elevadas de
amonia livre e acido nitroso (formas ndo ionizadas).

A amonia livre, em concentragdo de 10 a 150 mg.L™, é inibidora das Nitrosomonas. Ja
as Nitrobacter s&o inibidas em concentracdes de 0,1 a 1,0 mg.L™%. O 4cido nitroso livre tende
a inibir Nitrosomonas e Nitrobacter em concentracdes de 0,22 a 2,8 mg.L? (ZHANG et al.
2017).

b) Temperatura
A influéncia da temperatura sobre o processo de nitrificacdo interfere no crescimento e

decaimento dos micro-organismos nitrificantes. Cho et al. (2014) sugeriram que as taxas de
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nitrificacdo aumentaram com a elevacgdo da temperatura e estabilizaram em temperatura 6tima
(32° C), em biofilmes nitrificantes oriundos de um reator de lodos ativados, em escala real.
Tal variavel pode influenciar na mudanca da populacdo nitrificante, como mencionado no
estudo de Zhang et al. (2014), em que o aumento da temperatura de 10°C a 28°C e 17°C a
28°C contribuiu para o enriquecimento de Nitrospira e Nitrobacter, respectivamente, na
populagdo microbiana presente.

Zoppas et al. (2016) sugeriram o crescimento de culturas de Nitrosomonas em
temperaturas entre 30 e 36°C, com crescimento 6timo em 35°C. Ja para a cultura de

Nitrobacter, a temperatura varia entre 8 e 28°C, com crescimento 6timo em 28°C.

c) pH e Alcalinidade

O valor de pH é uma variavel importante para a cinética de crescimento das bactérias
nitrificantes em reatores. Valores na faixa de pH entre 7,0 e 8,2 favoreceram uma maior
dindmica da populagéo nitrificante (PRINIC et al. 1998). Ge et al. (2015) indicaram que a
populacdo de BOA foi favorecida entre pH de 5,8 até 8,5. Enquanto, a escala de pH para BON
foi de 6,5 até 8,5. Contudo, o processo de nitrificacdo foi inibido em valores abaixo de 5,8
(PAINTER E LOVELESS, 1981).

O consumo de alcalinidade do meio é outro fator limitante. A alcalinidade é fornecida
através da amonificacdo e desnitrificacdo. Sabe-se que durante a oxidacdo da amonia, ocorre a
producdo de &cido, e resultando um consumo de alcalinidade de 7,05 g CaCOs/g N-NH4
(RITTMAN E MCCARTY,2001).

Shanahan e Semmens (2015) operando um biorreator aerado por membrana indicaram,
que a dindmica da comunidade microbiana esteve intrinsecamente ligada as mudancas de pH
e concentragdes de amoniacal no interior do biofilme. Os efeitos da amonia livre, temperatura

e pH que influenciam no mecanismo da nitrificagdo sdo apontados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito de algumas variaveis (amonia livre, pH e temperatura) no crescimento e atividade das bactérias
nitrificantes

Variaveis Efeito Referéncias
Temperatura
20 -25°C O processo de nitritagdo (acumulo de Cho et al. (2014); Zhang et al. (2014);
nitrito) é favorecido Zoppas et al. (2016)
15-32°C O processo de nitrificacdo é favorecido Cho et al. (2014); Zhang et al. (2014);
Zoppas et al. (2016)
pH
7,0-8,2 Faixa 6tima para a nitrificacdo Ge et al. (2015); Zoppas et al. (2016)
72-178 Faixa 6tima para BOA Prinic et al. 1998; Cho et al. (2014);
Ge et al. (2015)
S Prinic et al. 1998; Cho et al. (2014);
7.8-82 Faixa otima para BON Ge et al. (2015); Zoppas et al. (2(016) :
Amonia livre
150 mg.L* Inibicdo das BOA e BON Anthonisen et al. (1976)
rlng L_la 7.0 Inibicdo de BOA e acumulo de nitrito 'é%tg%r?'éeene?ﬂ'((21091756;)’ Paredes et al.
04 a 18 I Paredes et al. (2007); Zhou et al.
mg.Lt Inibigdo de 50% da BON (2011); Ge et al. (2015)

Fonte: O Autor (2020).

d) Oxigénio dissolvido

Em sistemas de tratamento de aguas residuarias com biofilmes presentes, a interacao
entre bactérias nitrificantes e heterotroficas para oxigénio dissolvido (OD) é de suma
importancia para o processo de nitrificacdo porque o oxigénio é aplicado simultaneamente
pelos organismos heterotréficos na remoc¢do da matéria organica carbonacea em ambientes
aerobios e pelos organismos nitrificantes autotréficos.

Em particular, a concentracdo de OD é um parametro critico nos processos de remogao
bioldgica de nutrientes e tem um impacto significativo sobre a composicdo de espécies de
BOA e BON (PENG E ZHOU, 2006; LI et al. 2018; HOW et al. 2018; NALING et al. 2019).

Hanaki et al. (1990) indicaram que concentragdes de 0,5 mg O,.L! dobraram a taxa de
crescimento da BOA. Entretanto, o crescimento da BON apresentou disturbio pela baixa
concentra¢do de OD aplicado ao sistema, causando acumulo de nitrito no reator. Entretanto,
Daims et al. (2015) e How et al. (2018) sugeriram que concentragdes de OD ente 0,5 e 1,0
mg.L ndo inibiram o crescimento das BON. Ge et al. (2015) verificaram que uma
concentragéo de OD = 1,5 mg O,.L"* permitiu acumular nitrito e oxidar amdnia, porém baixos
niveis como 0,3 a 0,5 mg Oz.L! pode causar problemas de intumescimento no lodo (lodo
filamentoso). Os efeitos da concentragdo de OD que influenciam no mecanismo da

nitrificagdo séo apontados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Efeito da concentracdo de oxigénio dissolvido no processo de nitrificacdo

(mgOO[z.L'l) Efeito Referéncias
0,5 Comeco da nitrificagdo, mas inexpressiva Ahn (2006); Ciudad et al. (2007)
1,0-1,7 Taxa de nitrificaglo torna-se expressiva Jianlong e Ning (2004); Ciudad et al.
(acumulo de nitrito) (2007); Ge et al. (2015).
2,0-3,0 Pico da taxa de nitrificagdo (acumulo de Ahn (2006); Paredes et al. (2007)
nitrato)
Ocorre melhoria do processo de
>3,0 nitrificacdo, se as bactérias organotréficas Ahn 2006, Ahn et al. 2011

removerem matéria organica

Fonte: O Autor (2020).

e) Relacdo Demanda quimica de oxigénio/Nitrogénio (DQO/N)

A presenca da carga organica na nitrificacdo € uma questdo que também merece
atencdo. A capacidade de nitrificacdo ¢é elevada com a reducdo da relacdo DQO/N. Com baixa
relacdo DQO/N, as bactérias heterotréficas ficam limitadas pelo carbono e disponibilizam
amonia em excesso para a nitrificagdo (CALLADO E FORESTI, 2001).

A relacdo DQO/N € uma das variaveis mais criticas para 0 processo de remocao
biolégica do nitrogénio em efluentes, pois atua diretamente sobre os efeitos funcionais das
populacgdes nitrificantes (FU et al. 2009; HAN et al. 2018).

Metcalf e Eddy (2016) reportaram que em valores superiores a 5, a remocgao
simultdnea de matéria organica e nitrogénio pode ser viabilizada, favorecendo o processo de
nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS) em um reator aer6bio (SANTOS et al. 2016;
DAMIANOVIC et al. 2018; FENG et al. 2018). Entretanto, alguns autores avaliaram o
processo NDS em biomassa aderida utilizando relacdo DO/N inferior a 3,0 (FENG et al.
2018; YAN et al. 2019).

Desnitrificagdo convencional

As bactérias desnitrificantes sdo facultativas e utilizam o nitrato, como receptor de
elétron na geracdo de energia (ATP). Tais micro-organismos podem se desenvolver em
sistema aer6bio conveniente a sua habilidade em oxidar a matéria organica utilizando o
oxigénio. Dentre os principais géneros envolvidos no processo de desnitrificacdo foram:
Achromobacter, Bacillus, Klebsiella, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Proteus,
Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Sulfurimonas, Thiobacillus (MADIGAN et al. 2010;
METCALF E EDDY, 2016; ZHANG et al. 2020).
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Vale salientar que outros micro-organismos também podem converter NO2” ou NOz" a
produtos desnitrificados, tais como NO, N2O e N2 em condi¢Bes aerdbias. O grupo de
bactérias Alcaligenes faecalis, Paracoccus denitrificans, Pseudomonas stutzeri, Rhodococcus
sp. e Thiosphaera pantotrapha sdo capazes em condi¢des distintas de desnitrificar
aerobiamente e nitrificar heterotroficamente (AHN, 2006; CHEN et al. 2012; FENG et al.
2018).

As EquacOes 4 e 5 apresentam a estequiometria do processo, caso a desnitrificacao
seja baseada na reducdo do nitrito (desnitrificacdo via nitrito) ou a reducdo do nitrato
(desnitrificagéo via nitrato), respectivamente (PAREDES et al. 2007).

2NOs +C > 2NO7 + CO; (4)
4NO2" + 3C + 2H20 + CO2 - 2 N2 + HCO3 (5)

Algumas varidveis importantes, tais como a concentracdo de OD, relagdo DQO/N,

concentracdo de NOgz,, temperatura, alcalinidade e pH tém a capacidade de influenciar o

processo de desnitrificacdo, (LU et al. 2014; LU et al., 2018); e abaixo seguem tais variaveis.

Variaveis importantes no processo de desnitrificacao

a) pH e Temperatura

O desenvolvimento da biomassa desnitrificante é favorecida proxima a 30°C. De
acordo com Lu et al. (2018), a temperatura de 20°C a 30°C e pH 6timo de 7 a 8 favorecem a
desnitrificacdo em tratamento de aguas residuarias (Tabela 4).

Contudo, a maioria das bactérias desnitrificantes sdo mais sensiveis as variacdes de
temperatura do que o pH. Saleh-Lakha et al. (2009) os niveis de expressdo de gene
desnitrificante nirS (nitrite reductase gene) e norS (nitritc oxide reductase gene) em
Pseudomonas mandelii quantificados por PCR em tempo real foram semelhantes em pH entre
6 e 8 mas, as células cultivadas a 30°C apresentaram niveis significativamente maiores de

expressao do que aquelas cultivados a 10°C e 20°C.

b) Oxigénio dissolvido
A presenca do OD em sistema com biomassa estritamente desnitrificante pode inibir a
atividade, bem como a sintese de enzimas dos micro-organismos. Assim, a concentracdo entre
0,6 e 0,8 mg O2.L podem interferir na atividade desnitrificante. (LU et al. 2014; LI et al.
2018). Os mesmos autores reportaram que o processo de desnitrificacdo ndo é prejudicado em
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concentragdo 0,2 a 0,5 mg.L™! (Tabela 4), visto que algumas bactérias desnitrificantes s&o
facultativas.

c) Relacdo Demanda quimica de oxigénio/Nitrogénio (DQO/N)

A relacdo DQO/N é fundamental para a completa reducdo de nitrato a nitrogénio
gasoso pelas bactérias desnitrificantes. A capacidade de desnitrificar estd intrinsecamente
associada com a quantidade de substrato biodegradavel presente (RUIZ et al. 2006; LU et al.
2014; ZHANG et al., 2020). Os reatores anaer6bios removem grande parte da matéria
organica; assim, a relacdo DQO/N disponivel em A&guas residudrias torna-se reduzida.
Adicionar fontes externas de carbono (etanol, metanol e &cido acético) e/ou recircular o
efluente nitrificado na combinacdo anaerdbia e aerdbia sdo alternativas para manter a
estabilidade do processo. Pelaz et al. (2017) reportaram que 0 processo de desnitrificacdo
aumenta, quando a razdo DQO/N fica préximo a 5,0. Entretanto, se a razdo DQO/N for menor
que 2,5 o processo de desnitrificacdo é reduzido (FENG et al. 2018).

Tabela 4 - Efeito de algumas varidveis (pH, OD, temperatura, relagdo DQO/N) no crescimento e atividade das
bactérias desnitrificantes

Variaveis Efeito Referéncias
Temperatura
20a35°C Favorece o desenvolvimento de Luetal. (2014)
bactérias desnitrificantes
pH
6,0a8,5 Favorece o processo de desnitrificagdo Ahn (2006); Lu et al. (2014)
oD
00202 mg.L* Condicéo gtimg para o processo de Ahn (2006); Lu et al. (2014)
esnitrificagdo
>0,5 mg.L* Pode inibi_r 0 processo de Minch et a!. (1996); Ruiz et al. (2006);
' ' desnitrificacdo Ciudad et al. (2007)
DQO/IN
5-10 Favorece o processo de desnitrificagdo Luetal. 2014; Chen et al. (2012);

Daminovic et al. (2018)

Fonte: O Autor (2020).

3.2.2.Novas rotas alternativas de remocao bioldgica de nitrogénio

Na ultima década, foram intensificados estudos com objetivo de reduzir custos de
aeracdo e fonte de carbono, para converter biologicamente nitrogénio amoniacal para
nitrogénio gasoso em reatores biologicos. A seguir sdo apresentadas algumas formas

alternativas de remocéo de nitrogénio encontradas na literatura.
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Nitrificagdo parcial

Pesquisas vém sendo desenvolvidas para aperfeicoar a remocdo bioldgica de
nitrogénio (BNR), principalmente no que concerne a demanda de oxigénio requerida no
processo de nitrificacdo. Uma alternativa é o processo de nitrificacdo parcial e desnitrificacéo
via nitrito; em que o composto intermediadrio da nitrificacdo é utilizado nas etapas de
nitrificagéo e desnitrificacéo.

Jialong e Ning (2004), Ge et al. (2015), Wang et al. (2016) mencionaram que as
principais vantagens desse processo € a reducdo da demanda por aeracdo durante a
nitrificacdo e a demanda de matéria organica durante a desnitrificacdo. Tal estreitamento
(Figura 3) no processo reduz 25% o consumo de oxigénio na nitritagdo e na etapa da
desnitrificagdo a exigéncia da fonte de carbono é menor (40%) (PAREDES et al. 2007; WEN
etal. 2017; REN et al. 2020).

Uma alternativa para o acumulo de nitrito é o processo SHARON (Single reactor high
activity ammonia removal over nitrite), que foi viabilizado por inibicdo das BON utilizando
amonia livre, baixa concentracdo de OD e baixa relagdo DQO/N (JIALONG E NING, 2004,
CHO et al. 2011; WANG et al. 2016).

Figura 3 - Esquema da inibicdo do nitrato no processo de nitrificacdo parcial

Nitrificagdo parcial

]
NH,” — NO, —> — —> NO — N,O — N,

Desnitrificagao via nitrito

Fonte: Adaptado de Peng e Zhu (2006).

Fatores como a temperatura do meio, pH, alcalinidade, TRS, tempo de detencéo
hidraulico (TDH), concentracdo de oxigénio dissolvido influenciam na atividade das bactérias
nitrificantes no processo da nitrificacdo parcial (PENG E ZHU, 2006; ZHANG et al. 2017).

O parédmetro da temperatura influéncia na nitrificacdo parcial, sendo uma estratégia

para acumular N-NOy". Bactérias nitrificantes sdo sensiveis as mudangas de temperaturas, e
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reducdes bruscas poderdo causar disturbio no processo. Hellinga et al. (1998) operando um
reator Sharon, observaram acumulo de nitrito em temperaturas proximas a 35°C, TRS de 6
dias, alta concentracdo de amonia em escala de bancada (1,5 volume dtil).

Sabe-se que as BOA apresentam taxa de crescimento especifico mais elevado a partir
de 20°C, enquanto os micro-organismos BON apresentam crescimento especifico mais
elevado a partir de 22°C (PAREDES et al. 2007). Zhang et al. (2017) mencionaram que 0
distdrbio no processo de nitrificagdo parcial foi devido a temperatura proximas a 20°C;
entretanto, a retomada do processo foi viabilizada em temperatura de 28°C.

Cho et al. (2014) e Luo et al. (2017) verificaram que BOA tem maior taxa de
crescimento em temperaturas variando de 28°C a 31°C. Paredes et al. (2007) e Ge et al.
(2015) indicaram que os micro-organismos BON foram mais sensiveis a inibicdo em pH
abaixo de 7,5.

Zhou et al. (2011) indicaram que os limiares de inibigdo de amonia livre entre 0,4 a
1,7 mg N.L? reduziu em 50% a atividade da BOA, enquanto concentracdes mais baixas de
0,02 a 0,22 mg N.L* inibiu o crescimento de BON.

Chen et al. (2019) utilizando um RBS para tratar esgoto sintético, sob diferentes
razdes de CaCO3/N-NH4" (7:1, 6:1 e 4:1), concluiram que a taxa 4:1 contribuiu para o melhor
acumulo de N-NO2" no processo de nitrificacdo parcial. A alcalinidade fornecida ao meio por
adicédo externa (NaHCO3) ou interna (recirculacdo de efluente rico em nitrito/desnitrificacéo)
pode favorecer o acumulo de nitrito. Yan et al. (2019) sugeriram que pH proximo e/ou
superior a 7,5 e concentragdes de aménia (50 mg.L™?) favoreceram o actmulo de nitrito e
estabilidade do processo.

Cho et al. (2011) utilizaram a ferramenta da biologia molecular eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) e verificaram que 0s micro-organismos pertencentes ao grupo
BOA tiveram maior diversidade nas bandas, na comunidade microbiana, em relacdo aos
micro-organismos pertencentes ao grupo BON. Tal fato esteve associado pela afinidade das
condicdes ambientais de pH (7,8), temperatura de 30°C e 1,4 mg O2.L%, encontradas no meio.
A nitrificacdo parcial ocorreu predominantemente na superficie aerdbia do biofilme, enquanto
0 processo Anammox ocorreu no interior do biofilme, como sugerido pela hibridizacdo in situ
por fluorescéncia (FISH).

O OD é uma variavel importante para acimulo de N-NO>". Hanaki et al. (1990) e Peng
e Zhu (2006) sugeriram que o OD é o co-substrato para a nitrificacdo; logo, sua concentracdo
influéncia na taxa de reacdo da oxidagdo de amonia a nitrito. Outros autores (Bueno et al.
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2018) promoveram o acumulo de N-NOz", quando a concentra¢do de OD foi mantida em 0,5
mg.LL.

BOA apresentam tempo minimo de duplicacdo de 7 a 8 horas, indicando vantagem aos
micro-organismos BON que apresentam tempo de duplicacdo entre 10 e 13 horas (PENG E
ZHU, 2006). Gali et al. (2007) operaram um RBS e promoveram & nitrificacdo parcial
utilizando TRS de 5 dias. Em outro estudo, Ahn et al. (2011) sugeriram a ocorréncia da
nitrificacdo parcial em TRS de 3 dias e OD de 1,1 mg O,.L ™.

Yang et al. (2010) utilizando um menor TDH e baixo TRS com baixa oxigenacao
promoveram a lavagem das BON, porém ocorreu perda consideravel das BOA. Dessa forma,
a idade do lodo influéncia no acimulo N-NO2" em reatores aerébios. Ou seja, mantendo-se 0
TRS baixo proporciona a lavagem (wash out) das BON no reator.

Sob estas condi¢cdes operacionais idénticas no mesmo reator podem viabilizar o

processo NDS apresentando uma vantagem em reagao a reatores sequenciais.

Nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS)

O processo de nitrificacdo e desnitrificacdo simultdnea (NDS) tornou-se uma
tecnologia atraente devido ao seu potencial de eliminar a necessidade de tanques separados,
exigidos em estagOes de tratamentos convencionais, induzindo um design simplificado e
menor. Tal processo ocorre sob baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, sendo um fator
chave para viabilizar uma elevada remocédo de nitrogénio (ZHANG E ZHOU, 2007; REN et
al. 2020).

Os fendbmenos fisicos e bioldgicos podem explicar o processo NDS. A explicacdo
fisica afirma que o conceito basico do processo é criar um gradiente de concentragdo de
oxigénio no biofilme (AHN, 2006). Desse modo, tanto condi¢fes aerdbias quanto andxicas
podem ser estabelecidas dentro de um Unico reator. Sob tais condic¢des, tanto bactérias
desnitrificantes e nitrificantes atuam no desempenho de suas transformacfes bioldgicas de
forma associada (BUENO et al. 2018; FENG et al. 2018).

A explicacdo bioldgica é baseada na existéncia de certas bactérias desnitrificantes,
capazes de reduzir o nitrogénio em condigdes aerdbias e também na existéncia de bactérias
heterotréficas e autotréficas nitrificantes (MUNCH et al. 1986; CHEN et al. 2012). A

presenca de tais micro-organismos implica diretamente na reducdo dos fluxos de recirculacéo
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nos sistemas de tratamento e na diminui¢cdo dos custos com adigdo de fontes externas de
carbono.

Sistemas que operam com NDS sdo capazes de manter o pH do reator sem que seja
necessario adicionar uma fonte externa de base. Durante o processo de nitrificacdo, a
alcalinidade é consumida, porém ela é produzida na desnitrificacdo, mantendo-se um
equilibrio do pH que pode promover o desenvolvimento de diferentes populacdes de micro-
organismo em um unico reator (POCHANA E KELLER, 1999).

Supde-se que micro-organismos responsaveis pela desnitrificacdo sejam capazes de
reduzir o nitrogénio durante um certo periodo de tempo, mesmo quando a concentracdo de
OD tende a aumentar, considerando que a biomassa é submetida a baixa concentracdo de OD
(BUENO et al. 2018; FENG et al. 2018).

Bueno et al. 2018 mencionaram que gradientes de concentracdo de oxigénio
dissolvido no interior de flocos ou biofilmes microbianos (100 a 150 um de didmetro)
promoveram uma populagdo microbiana diversa em todo o biofilme, devido ao limite de
difusdo. Logo, as bactérias nitrificantes estdo localizadas em zona de alta concentracdo de OD
e as bactérias desnitrificantes estdo localizados em regides de menor concentragao.

Zhang e Zhou (2007) operaram um sistema de lodos ativados de completa mistura, em
escala de bancada, para remogéo de nitrogénio sob baixas concentra¢des de OD. Os resultados
demonstraram que o processo NDS foi possivel para uma concentracdo de OD entre 0,3 a 0,8
mg O2.L?, resultando em uma remogéo de nitrogénio acima de 66,7% com um TRS de 45
dias, relacdo DQOI/N de 10 dias.

Nos ultimos anos, alguns estudos indicaram que a alternancia aerébia e condi¢oes
anoxicas resultantes de aeracdo intermitente poderiam favorecer a nitritagdo (YANG E
YANG, 2011; MOURA et al. 2012; SANTOS et al. 2016). Em teoria, a aeragéo intermitente
no biorreator tem uma alta probabilidade de resultar em uma condi¢éo de OD baixa, 0 que
beneficiaria a multiplicacdo de BOA e 0 acumulo de nitrito por inibi¢do da segunda etapa da
nitrificacdo; bem como, a condicdo anoxica (sem aeracdo) seria benefica para a
desnitrificacdo via nitrito (BUENO et al. 2018; FENG et al. 2018, DAMIANOVIC et al.
2018).

O controle rigoroso da concentragdo de OD em baixas concentracGes é um fator chave
para o desenvolvimento e a estabilidade do processo NDS, alto TRS, matéria organica
disponivel e temperatura fornecendo condicGes favoraveis para o processo de nitrificacao
(PATHAK et al. 2020).
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A relacdo DQO/N € outro fator importante para o processo NDS. Chiu et al., (2007)
estudaram o controle da relagio DQO/N em um reator NDS operando em bateladas
sequenciais e alimentado com efluente sintético. Nesse trabalho, o acetato foi utilizado com
fonte organica e o cloreto de aménio como fonte de nitrogénio. Os autores obtiveram como
resultado que o RBS pode viabilizar & remo¢do quase completa de matéria organica e do
nitrogénio amoniacal sem nenhum acumulo do intermediario nitrito quando a relagdo inicial
de DQO/N foi de 11.

Meng et al. (2008) estudaram os efeitos da relacdo DQO/N e da concentracdo de OD
sobre o processo NDS em um reator de membrana, operando com efluente sintético similar ao
esgoto doméstico. Sacarose foi utilizada como fonte de carbono. O processo NDS foi
viabilizado quando a relagdo DQO/N foi de 9,5.

Sabe-se que relagdo DQO/N inferior a 1,5 pode causar distdrbio em tal processo
(WANG et al. 2013). A relacdo minima requerida nessa relacdo foi de 1,8 (FENG et al.
2018). Damianovic et al. (2018) operando um reator de leito fluidizado, alimentado com
esgoto sintético, promoveram o processo NDS utilizando a relagdo DQO/N entre 6.0 e 7,3.
Outro estudo realizado por Feng et al. (2018) analisaram o processo NDS utilizando a relacédo
DQO/N entre 1,8 e 7,6. Entretanto, o recente estudo viabilizou o processo NDS utilizando
uma relagdo DQO/N proxima a 1,5 (ZHANG et al. 2017).

A Tabela 5 apresenta uma comparacdo entre os desempenhos na remocdo de matéria
organica (DQO) e nitrogénio total (N-NT) pelo processo NDS.
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Tabela 5 - Comparacdo do desempenho de diversos sistemas de remocéo de carbono e nitrogénio operados pela via NDS

Tempo de oD DQO N-NT DQO/IN
Agua residuaria  Tipo de reator operacao Referéncia
(d) (mg.L?Y) Car(mgL?) Cer(mg.L?) Car(mgL?) Cer(mg.L?)
Esgoto sintético/ Leito estruturado, 160 2,0a35 354,0 39,0a54,0 30,5 5,3a16,0 11,6 Moura et al.
Extrato de carne escala de bancada (2012)
Esgoto sintético/ Leito estruturado, 150 20a35 482,0a529,0 130a450 49,1a1934 17,4a36,7 29a97 Santos et al.
Sacarose escala de bancada (2016)
Esgoto real Batelada 120 0,2al14 2100,0 498,0 2325,0 16,3 15 Zhang et al.
sequencial/Escala (2017)
de bancada
Esgoto real Lodos 270 0,3a0,8 345a511 29,0a46,0 63,0a77,0 6,0a18,0 4,3a10,0 Bueno et al.
ativados/Escala (2018)
piloto
Esgoto sintético/ batelada 70 0,3a1,9 266,8 27,6715 354a715 4423210 18a7,6 Feng et al.
Acetato sequencial, escala (2018)
de bancada
Esgoto sintético/ Leito 125 05248 400,0 34a42 71,1a84,0 55a38,8 6,2a7,3 Damianovic et al.
Etanol fluidizado/Escala (2018)
de bancada
Esgoto sintético/ Batelada 225 0,7al,2 250,1a260,7 38,0a45,0 39,1a40,7 10,5a12,6 6,3a6,7 Yan et al.
Glicose sequencial, escala (2019)
de bancada
Esgoto sintético/ Biorreator de 34 0,3a6,0 350,0 59a10,3 28,0 6,5a10,1 12,0 Pathak et al.
Glicose microfiltracdo, (2020)

escala de bancada

Fonte: O Autor (2020).
d(dias), Car (concentracéo afluente), Cer (concentracdo efluente).
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Oxidacdo anaerdbia da aménia (Anammox)

O processo de nitrificacdo parcial presente em um reator aerdébio, pode ser utilizado
como pré-tratamento de um sistema Anammox. Principalmente, em efluenfe com composicéo
proxima a 50% de amonio e 50% de nitrito (JETTEN et al. 1997; JUNG et al. 2007; JIN et al.
2012). Assim, o efluente foi propicio para a utilizacdo do sistema Anammox. Tais micro-
organismos tém uma fisiologia atipica, pois, obtém energia por oxidacdo de nitrogénio
amoniacal, em condi¢des anoxicas, utilizando o nitrito como aceptor de elétrons e gerando
nitrogénio molecular e nitrato, ndo necessitando de adi¢cdo de fonte externa de carbono
organico (AHN, 2006). Logo, apresenta-se como uma das tecnologias alternativas para a

remocao de nitrogénio (Equacéo 5).

1,0NHs* +1,32 NO2 + 0,066 HCOs™ + 0,13 H* — 1,0 N + 0,066 CH1,6005No.2 + 0,26 NOs™ +
2,03 H;0 AG® = -357 kj.mol (5)

Schmid et al. (2001), Ahn, (2006), Jin et al. (2012) e Yang et al. (2020) reportaram
gue os micro-organismos Planctomyces, Candidatus Brocadia anamoxidans, Candidatus
Kuenia stuttgartiensis, Candidatus Scalindua brodae, Candidatus Scalindua wagneri e
Candidatus Saclindua sorokinii foram os principais responsaveis pelo o0 processo Anammox.

Os principais substratos do processo Anammox consistem em amonio, nitrito e
bicarbonato (VAN DE GRAAF et al. 1996). Os micro-organismos responsaveis por este
processo crescem muito lentamente devido ao tempo de duplicacdo ser de varios dias, 0 que
implica no desafio desse processo. Sob condigdes ideais, 0 tempo de duplicacédo varia de 3 até
30 dias (AHN, 2006; LOTTI et al. 2015; MA et al. 2016).

A atividade desses micro-organismos esta intrinsicamente ligada a temperatura.
Alguns autores (JIN et al. 2012) indicaram que a temperatura 6tima para 0 processo variou de
30 a 40°C para tratamento de &guas residuarias. Por esta razdo, o processo é geralmente
utilizado em temperaturas de 30 a 35°C e pH de 6,7 a 8,3 (Tabela 6) em sistemas de
tratamentos (AHN, 2006). Contudo, Dosta et al. (2008) promoveram o processo Anammox
em temperaturas de 18 a 22°C.

Sabe-se que bactérias Anammox sd0 micro-organismos anaerdbios obrigatorios e
inibidos em ambientes apresentando concentragdes proxima a 1,0 mg O2.Lt. (SCHMID,
2001; AHN, 2006; JIN et al., 2012; YANG et al. 2020). Cho et al. (2011) e Ren et al. (2020)



41

sugeriram que tais micro-organismos podem conviver em condi¢Ges andxicas no interior de
biofilmes aerdbios; logo, favorecendo a remogéo de nitrogénio.

A concentracdo de nitrito € um importante parametro a ser controlado no processo
Anammox. Dosta et al. (2008) aplicaram uma carga nitrogenada de 0,3 g N.L para a
estabilidade do processo Anammox. A menor carga nitrogenada aplicada (0,3 g N.L?) e
aliada a baixa concentracdo de OD requerida (0,2 mg O,.L™?) favoreceu o processo Sharon-
Anammox. (MATTEI et al. 2015; HAN et al. 2018). Os mesmos autores mencionaram que
em baixa temperatura, um biofilme espesso € requerido. Em contrapartida, um biofilme fino
requer menor concentracdo de OD. Logo, altas concentracdes de OD poderd causar a
nitrificagdo completa e menor remogéo de nitrogénio total.

Ma et al. (2016) reportaram uma boa retencao de bactérias Anammox foi viabilizada,
guando o TRS foi maior do que o tempo de duplicacdo da bactéria Anammox. Tempos tipicos
de duplicacdo desses micro-organismos séo de 15 a 30 dias (AHN, 2006; DU et al. 2019).
Contudo, esses micro-organismos podem estar presentes em TRS menores.

Wang et al. (2015) indicaram que bactérias Anammox estavam presentes em unidades
de ETESs municipais, independentemente do tempo de retencao do lodo (2 a 20 d). Lotti et al.
(2015) mencionaram que bactérias Anammox podem ser retidas em biorreator de membrana
operado em 30°C com um TRS de 3 dias. Os mesmos autores indicaram que a reducdo do
TRS de 12 para 3 dias reduziram a remocao de nitrito do sistema (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito de algumas varidveis (pH, OD, temperatura, relagdo DQO/N, TRS) no crescimento e atividade
das bactérias Anammox.

Variaveis Efeito Referéncias
Temperatura
30a35°C Temperatura 6tima para o0 processo Ahn, (2006); Dosta et al. (2008); Jin et
Anammox al. (2012)
pH
6,7a8,3 Favorece o processo de Anammox Ahn, (2006); Jin et al. (2012)
oD
>0,2 mg.L* Pode inibir o processo Anammox Schmid et al. (2001); Ahn, (2006);
' ' Cho et al. (2011); Ma et al. (2016)
DQOIN
0,2a25 Favorece 0 processo Anammox Miao et al. (2016); Sheng et al. (2018)
TRS
15 a 30 dias Favorece 0 processo Anammox Lotti etal., 2015; Wang et al. 2015;

Du et al. (2019)

Fonte: O Autor (2020).
Os processos de nitrificagdo parcial e Anammox podem ser favorecidos em um dnico
reator (THIRD et al., 2001) e chamado de Canon (Completely Autotrophic Nitrogen Removal
over Nitrite). Os micro-organismos nitrificantes, particularmente as BOA, sdo responsaveis

pela oxidagé@o do nitrogénio amoniacal a nitrito, consumindo boa parte do oxigénio e criando
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condigdes andxicas para a conversdo de amonio e nitrito em nitrogénio gasoso pelas bactérias
Anammox. As bactérias nitrificantes e Anammox atuam em cooperacdo durante todo o
processo, 0 que possibilita a ocorréncia das reacdes sequenciais de forma simultanea (AHN,
2006, WU et al. 2020).

A interacdo entre as bactérias oxidantes de amoénia e anaerdbias, sob condicGes
limitadas de oxigénio, resulta em uma quase completa conversdo de aménio em nitrogénio
gasoso. O processo Canon apresenta-se como uma alternativa econdmica e eficiente para o
tratamento de efluentes, especialmente, ricos em aménio e pobres em carbono organico. A
remo¢do quase que total do nitrogénio pode ser possivel em um Unico reator com baixa
aeracdo e nenhuma fonte de carbono (SINHA E ANNACHHATRE, 2007). O processo Canon
esta representado por meio da Equacéo 6 (SLIEKERS et al. 2003).

NH3+ 0,850, — 0,11 NO3™ + 0,44N2 + 0,14H" + 1,43H,0 (6)

Sliekers et al. (2003) e Nielsen et al. (2005) promoveram o processo Canon em
temperaturas na faixa de 30 a 35°C e carga nitrogenada aplicada (CNA) entre 0,075 a 1,5 kg
N.m3.d' Nessa faixa de temperatura, as bactérias que oxidam amonia crescem mais
rapidamente do que as bactérias responsaveis pela oxidacdo de nitrito (AHN, 2006; GE et al.
2015). O crescimento dos micro-organismos responsaveis pelo processo Anammox €
estimulado nessas condicdes de temperatura, que por sinal coincide com valores ideais para o
crescimento para essas bactérias (JIN et al. 2012; MA et al. 2016; YANG et al. 2020).

Outro importante processo que aplica a nitrificacdo parcial e Anammox é o processo
Oland (Oxygen Limited Autotrophic Nitrification and Denitrification). O oxigénio é fornecido
em baixa quantidade (0,1 a 0,3 mg.L?') visando a nitrificacdo parcial (SINHA E
ANNACHHATRE, 2007); bem como, o nitrito sendo utilizado como aceptor de elétron para a
oxidagdo do nitrogénio amoniacal (AHN, 2006; REN et al. 2020). Os mesmos autores
indicaram uma economia proxima a 60% de oxigénio e 100% em doadores de elétrons.

O processo Oland utiliza a atividade das bactérias desnitrificante e nitrificantes; bem
diferente do processo Canon, que incorpora 0 processo Anammox, realizado por bactérias
especificas e anaerdbias estritas (AHN, 2006; LI et al. 2020). Sabe-se que tais processos
apresentaram eficiéncia de remocao de nitrogénio total proximo a 80% (HAN et al. 2018). As

Equacbes 7 e 8 apresentam as conversdes do nitrogénio no processo Oland (AHN, 2006;
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MORAIS, 2015). Em relagcdo ao processo Canon, a Equacdo 9 e 10 apresenta tal converséo
(AHN, 2006; LI et al. 2020).

0,5NH4" +0,7502 — 0,5 NO2” + 0,5H,0 + H* @)
0,5NHs* + 0,5NO2 — 0,5 N2 + 0,5H2,0 (8)
NH4* + 0,750, + HCO3 — 0,5 NH4" + 0,5 NO2 + CO> + 0,5H,0 9)

NHs* + 1,32NOy + 0,66HCOsz + 0,13H" — 0,066CH2005No 15 + 1,02 N2 + 0,26NOs™ +
2,03H,0 (10)

A combinacdo dos processos Anammox e desnitrificacdo é outra alternativa na
remocdo bioldgica do nitrogénio; tal processo é conhecido por Deamox (Denitrifying
ammonium oxidation) (KALYUZNYI et al. 2006; SHENG et al. 2018; DU et al. 2019;
Zhang et al. 2020).

Este processo combinado é altamente eficiente e econdmico visto que, as bactérias
desnitrificantes utilizam a DQO como doador de elétrons e reduzem o NOs (subproduto
Anammox) em N2. Entdo, o efluente ricos em NOsaliado ao sulfeto de hidrogénio (HS), este
oriundo da reducéo de sulfato (SOs2) na degradagio anaerdbia, é utilizado como doador de
elétron, para reduzir o NO3™ para NO2". Em seguida, o0 NO> aliado ao nitrogénio NHs" é
convertido a N2, NOs™ e H>O (subprodutos do processo Anammox) (DU et al. 2019; ZHANG
et al. 2020). Mas, para tal processo ocorrer, a relacdo DQO/N devera ser baixa (DQO/N 1,2 a
~2,0) (Sheng et al. 2018; Du et al. 2019; Zhang et al. 2020).

As reagdes podem ser vistas nas Equagdes de 11 a 14 (KALYUZNYI et al. 2006;
MORAIS, 2015; ZHANG et al. 2020).

N-Nore + SO42 — NHs* + HCOs™ + CHag + HS’ (11)

NHs" + 02" — NOs™ + NO» (12)

4NO3 + HS — 0,5 NO2 + SO472 (13)
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NHs* + NO2— N2 + 2H.0 (14)

Completa oxidagdo da amonia por um Gnico micro-organismo (Comammox)

Em meados de 2006, um grupo de pesquisa levantou a hipdtese da existéncia de uma
bactéria capaz de oxidar completamente amdnia a nitrato; mas, comprovado em 2015. Tal
grupo confirmou que esse micro-organismo pertence ao género Nitrospira. (DAIMS et al.
2015; VAN KESSEL et al. 2015). Novos trabalhos vém apresentando resultados
surpreendentes na identificagdo de micro-organismo pré-formando a nitrificacdo completa por
conta prépria, sendo o processo chamado Comammaox. (Complete Ammoxinium Oxidation).

O alto rendimento de crescimento, postulado para micro-organismo Comammox, pode
ser vantajoso em sistemas de crescimento lento e limitado a nutrientes com baixa taxa de
eliminacdo de células, por exemplo, encontrado em biofilmes. Cotto et al. (2020) avaliaram o
processo Comammox utilizando o TRS de 10 dias em biomassa aderida. De fato, as primeiras
culturas de enriquecimento em Comammox foram obtidas de amostras de biofilmes (DAIMS
et al. 2015; VAN KESSEL et al. 2015). Quando analisaram, por analise metagenémica, essa
cultura enriquecida e identificaram o conjunto de genes para nitrificagdo completa em codigos
de genomas atribuidos a Nitrospira.

Candidatus Nitrospira inopinata, descrita por Daims et al. (2015) apresentaram um
conjunto de genes semelhante de AMO (ammonia monooxygenase), HAO (hydroxylamine
dehydrogenase), genes necessarios para oxidacdo da amdnia, e proteina uréase. Como
também, unidades nitrato oxidoredutase (nitrite oxidoreductase — NRX) necessérias para
oxidagdo do nitrito. O processo Comammox foi visualizado in situ utilizando a técnica direct
gene-FISH em Nitrospira (BARRERO-CANOSA et al. 2017) para detectar o gene amoA, que
codifica a subunidade “A” do AMO, ou por imunofluorescéncia visando a proteina AMO.

Annavajhala et al. (2018) reportaram que 0s principais micro-organimos presentes em
biofilmes aos processos CMX foram Candidatus “Nitrospira inopinata”, Candidatus
“Nitrospira nitrificans”’, Candidatus “Nitrospira nitrosa e Candidatus “Nitrospira defluvii”.

Nos processos de RBN convencionais, 0 CMX pode ser benéfico ou alternativa
equivalente a nitritacdo mediada por BOA e nitratacdo mediada por BON, dependendo da
cinética relativa e utilizagdo de substratos presentes no meio (ANNAVAJHALA et al. 2018).

O processo Comammox pode coexistir com 0s processos de nitrificacdo parcial e Anammox
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em reatores com lodo suspenso e/ou aderido (COTTO et al. 2020; REN et al. 2020; WU et al.
2020) logo, favorecendo um efluente com qualidade no que tange a remogé&o de nitrogénio.

3.3.REATORES HIBRIDOS COM LODO SUSPENSO E ADERIDO NA REMOCAO DE
MATERIA ORGANICA E NITROGENIO

A remocdo simultdnea de matéria organica e nitrogénio, tém sido amplamente
aplicados sistemas de tratamento combinando reatores hibridos com compartimentos de lodo
suspenso e lodo aderido, em sequéncia anaerdbia e aerobia (PIMENTA, 2012; LEYVA-DIAZ
et al. 2016; CELESTINO, 2017; PATHAK et al. 2020).

O lodo suspenso na parte inferior de reatores hibridos favorece a remocao de MO e a
nitrificacdo nos compartimentos anaerébio e aerdbio, respectivamente, pelas condigcdes
hidrodindmicas que otimizam o contato entre os substratos e 0os micro-organismos; e o lodo
aderido nos compartimentos superiores favorece a maior retengdo dos micro-organismos, e
eventualmente de sélidos carreados dos compartimentos inferiores. Adicionalmente, diversos
estudos ja apontaram vantagens operacionais e de custos desses reatores em relacdo ao uso da
configuracdo convencional com compartimentos separados, em funcdo do menor volume,
area ocupada em planta e menor requisito de bombeamento (ARTIGA et al. 2005; LIM E
FOX, 2011; LEYVA-DIAZ et al. 2016; FUCHS et al. 2017).

O reator UASB foi desenvolvido na década de 70 com a finalidade de tratar efluentes
industriais com alta concentracdo de matéria organica (LETTINGA et al. 1993). Em regides
de clima quente, favoravel a digestdo anaerobia, a remocdo de DQO proporcionada por esse
tipo de reator é de aproximadamente 70% (KATO et al. 2003; BARROS et al. 2015; LU et al.
2018).

Dentre 0s pontos positivos podem ser mencionados: facil manutencéo, baixo custo de
implantacéo e operacdo e producao de biogas, podendo ser aproveitado na propria estacao de
tratamento de esgoto (ETE) (NNAJI et al. 2014). Os efluentes desse tipo de reator geralmente
ndo se enquadram nos padrdes de lancamento, especificado pela resolugio CONAMA
n°430/11, principalmente no tocante & remocao de nitrogénio (PIMENTA, 2012; BARROS et
al. 2015; CELESTINO, 2017). Logo, faz-se necessario a implantacdo de uma etapa de
tratamento complementar.

Os micro-organismos presentes em alta concentracdo no reator, se aderem uns aos

outros formando flocos ou granulos sedimentaveis, dando origem a camada espessa,
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denominada manta de lodo, e onde se processa a digestdo anaerdbia. A depender da condigdo
hidraulica interna, o lodo pode ser mais disperso ou estratificado (GROTHENHUIS et al.
1991; HUANG et al. 2005; LU et al. 2018). Entretanto, distdrbios internos provocados pelas
condicdes hidraulicas podem promover maiores concentracdes de sélidos no efluente. Assim,
uma alternativa € a utilizagdo de filtros anaerdbios visando a retencéo de sélidos.

O filtro anaerdbio é um reator que possui 0 seu interior preenchido com material
inerte, tal como pedra, britada, conduites, espumas, que serve como meio suporte para
retencdo de solidos e desenvolvimento de micro-organismos. Este tipo de tratamento é
melhor indicado para efluentes mais solUveis, devido ao risco de entupimento do meio
suporte. Logo, € indicado para o pds-tratamento, 0 que proporciona ao sistema seguranca
operacional e estabilidade do efluente (AKUNA et al. 1994; TONON et al. 2015).

O biofilme que se desenvolve no meio suporte, proporciona a degradacdo da matéria
organica remanescente; bem como, indicados para atuar como unidade complementar aos
reatores de manta de lodo (PIMENTA, 2012; CELESTINO, 2017). Entretanto, por se tratar de
um poés-tratamento de efluente anaerdbio ndo ha remocéo de nitrogénio.

Na exigéncia de um efluente de melhor qualidade, no que tange ao nitrogénio, o reator
de lodos ativados é uma alternativa (BUENO et al. 2018). Ele é composto basicamente por
um tanque de aeragdo, tanque de decantagdo e recirculacdo de lodo (METCALF E EDDY,
2016). Entretanto, requer méo de obra mais especializada e certo grau de mecanizagéo; assim,
faz com que o custo com a manutencdo seja mais elevado. Em contrapartida, ndo precisa de
grandes areas para sua implementacao.

Devido a formacéo de floco, a biomassa é facilmente separada no decantador, na qual
estdo presentes bactérias heterotroficas, aerdbias, autotréficas nitrificantes, heterotroficas
desnitrificantes, filamentosas envolvidas em uma matriz polissacarideos (HUANG et al.
2005). Visando reter essa biomassa presente no sistema, faz necessario a aplicagdo de um
filtro como meio suporte.

Logo, a aplicacdo de um biofiltro aerado submerso (BAS) atenderia essa demanda. Tal
configuracdo é um tanque preenchido com meio suporte inerte pelo qual o efluente e ar fluem
permanentemente. Trata-se de um sistema trifasico no qual a parte sélida é constituida pelo
meio suporte e lodo aderido (biofilme); a fase liquida, composta pelo efluente e a fase gasosa,
formada pela aeracéo artificial e subprodutos da atividade bioldgica (YUE et al. 2018).

O efluente do BAS geralmente apresenta baixa concentragdo de sélidos e de matéria

organica. Logo, este tipo de configuracdo tem satisfatéria resposta a mudangas de
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temperatura, vazéo, reducdo do pH e baixa concentracdo de oxigénio, conseguindo retomar a
operacdo normal em curto espago favorecendo o processo de nitrificacdo (LIM E FOX, 2011,
CHEN et al. 2015).

Uma alternativa para aplicar tais processos sao os reatores hibridos, amplamente
aceitos por fornecerem caracteristicas para o desenvolvimento concentragdes microbianas
(ZHOU et al. 2016), especialmente crescimento lento de bactérias nitrificantes, essenciais
para remocdo de nitrogénio em aguas residuarias. Logo, a conjuncdo de compartimento
hibrido anaerébio e compartimento hibrido aerdbio sequencial tem a finalidade demonstrar as
vantagens de cada tratamento, minimizando seus aspectos negativos.

Os conjuntos com biomassa suspensa e aderida no mesmo sistema de tratamento,
coexistindo atividade metabdlica anaerobia/anoxica e aerébia dento do mesmo ecossistema de
biomassa torna possivel a remocdo de nitrogénio (MANININA E VIVIANI, 2009; LIM E
FOX, 2011; OLIVEIRA NETTO E ZAIAT, 2012; LEYVA-DIAZ et al. 2016; PATHAK et
al. 2020).

Artiga et al. (2005) operaram um reator hibrido aerdbio de leito circulante (CBR)
contendo biomassa suspensa e aderida. O crescimento da biomassa nitrificante foi presente no
meio suporte, enquanto o crescimento da biomassa heterotrofica foi em suspensdo em TRS
entre 1 a 10 dias. A carga organica diaria de 4,5 kg DQO m=.d?'; bem como, a carga
nitrogenada diaria de 1,2 kg N/m=3.d? favoreceram a remogdo de DQO (95%) e nitrogénio
amoniacal (97%) apresentando concentragdes no efluente do sistema de 100 mg DQO.L? e 10
mg N-NH4*.L%, respectivamente.

Manina e Viviani (2009) obtiveram taxas de conversdo de N-NHs" (35 a 98%) sob a
taxa de aplicacdo de 5,7 kg N.m=.d! e concentragéo de 2,0 mg O,.L™1. Constatam também que
taxas de aplicacdo de até 30,8 g DQO.d™! ndo interferiram na nitrificagdo, uma vez que grande
parte da matéria organica foi degredada no compartimento anaerobio.

Lim e Fox (2011) avaliaram o desempenho de um reator hibrido composto por um
filtro anaerdbio e um filtro bioldgico aerado, alimentado com esgoto sintético, com
recirculacdo de 100%, 200% e 300%. As concentracdes de DQO no efluente final foram 27,
24 e 13 mg Oz.L™; e de nitrogénio foram 71, 42 e 28 mg N-NT.L?, respectivamente. Oliveira
Netto e Zaiat (2012), com reatores hibridos em escala de bancada, tempo de detengédo
hidraulico (TDH) de 12 horas e taxas de recirculagdo de 50% e 150%, obtiveram efluente

final com DQO de 44 e 31 mg O2.L%; e 14 e 10 mg N-NT.L?, respectivamente; em escala
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piloto e recirculacdo de 150% e 300%, as concentracOes no efluente final foram 57 e 54 mg
02.L%; e 25 e 20 mg N-NT.L, respectivamente.

Pimenta (2012) utilizando dois reatores hibridos, em escala piloto, tratando esgoto
domeéstico, um anaerébio (UASB + filtro anaerdbio) e outro aerdébio (lodos ativados +
biofiltro aerado submerso) com TDH entre 8 e 10h com a razdo de recirculagdo (RR) variando
entre 0 a 200%. Para o reator aerObio a concentracdo de oxigénio dissolvido foi
disponibilizada entre 2,0 a 4,0 mg.L™ . Logo, viabilizaram eficiéncias de DQO de 62 a 90%
apresentando concentracdes efluentes de 56 a 140 mg.L. Em relacio a nitrificagdo, o
processo foi alcancado em RR de 0 a 100%; bem como, o processo de desnitrificagdo no
reator anaerobio sem que houvesse necessidade de aplicagdo de fonte externa de carbono.
Contudo, o processo de nitrificacdo ndo ocorreu no experimento em RR de 200%, o que
inviabilizou a remoc¢do de am6nia em ambos 0s conjuntos.

Tawafik et al. (2015) operaram um reator hibrido combinado com esponjas suspensas
no tratamento de esgoto doméstico, carga organica de 1,7 kg DQO.m=3.d? apresentaram
concentracido média de DQO total no efluente de 39+12 mg.L™? e eficiéncias de remocéo
préxima a 94%. No que tange ao nitrogénio amoniacal, a concentracdo no efluente foi de 6
mg.L™ e remoc&o de 85%. Os mesmos autores reportaram que os conjuntos hibridos também
poderiam ser utilizados na remogédo de coliformes totais, coliforme fecal e estreptococos
fecais, além de remocédo de espécies de protozoarios; por exemplo, Sarcodinas (Entamoeba
cysts), Flagelados (Giardia cysts) e Ciliados (Cryptosporidium oocysts).

Chatterjee et al. (2016) operaram um reator hibrido anaerobio-aerébio de biomassa
suspensa e aderida para alcancar remocdo simultdnea de matéria organica e nitrogénio. O
reator hibrido foi operado com TDH de 6 horas, carga organica de 2,0 kg DQO.m3.d! e
carga nitrogenada de 0,2 kg N.m=3.d}; logo, alcangando remocgdo 99% e 89% de DQO e
nitrogénio, respectivamente; bem como a concentra¢do no efluente do sistema foi de 10 mg
DQO.Lte 12 mg N-NHs* L1,

Leyva-Diaz et al. (2016) utilizaram um reator hibrido de biomassa suspensa para
remoc¢do de matéria orgénica e nitrogénio em esgoto municipal, com taxa de recirculagéo de
100% e 200% do efluente do compartimento aerObio para 0 anaerdbio; as respectivas
concentragdes de DQO e de nitrogénio total (N-NT) no efluente foram 32 e 26 de mg O2.L ! e
35 e 33 mg N-NT.L?, respectivamente. Ja as eficiéncias de remogdo para tais parametros,

foram de 82% a 85% e 58% a 61%, respectivamente.
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Celestino (2017) operando reatores hibridos sequencias anaerébio aerébio com TDH
de 8h, RR entre 0% e 50% e concentragdo de OD entre 6,0 e 7,0 mg.L™* disponibilizada ao
reator aerdbio, no intuito de remover simultaneamente matéria organica e nitrogénio
promoveram eficiéncias superiores a 83% na remocdo de DQO, com efluente do sistema
apresentando concentragéo inferior a 47 mg.L™. A concentracdo de nitrogénio amoniacal no
efluente do reator hibrido aerdbio ficaram entre 7 a 18 mg.L™. Ja o processo de desnitrificacéo
apresentou remocdo de 97% no reator anaerobio com RR de 25% e 50%, respectivamente;
bem como, as concentracdes de nitrito de 0,3 mg.L™ e nitrato 0,5 mg.L* no efluente do reator
hibrido anaerabio.

Hosseinpour et al. (2019) estudaram reatores hibridos (lodo suspenso e aderido) com
concentragdo de OD entre 0,9 a 1,2 mg.L™ disponibilizado ao reator aerdbio, no intuito de
remover nitrogénio obtiveram eficiéncias de 85% e 81% de nitrogénio amoniacal e nitrogénio
total, respectivamente, no efluente.

Gonzalez-Tineo et al. (2020) operaram um reator hibrido anaerébio-aerébio composto
por um reator UASB e filtro aerébio com OD médio de 3,3 mg.L™.no intuito de promover o
processo NDS. A remocdo de matéria organica foi de 40% a 99%. No que concerne ao
nitrogénio total, as eficiéncias variaram entre 62% a 71% e concentracgdes efluentes de 43 a 85
mg.L L.

Pathak et al. (2020) operaram um sistema hibrido composto por um biorreator-
microfiltracdo de membrana osmoética promoveram o processo NDS; logo, a remocdo de
matéria organica variou entre 86% a 98% e concentragdes efluentes de 5,9 a 10,3 mg.L™*. No
que concerne ao nitrogénio total, as eficiéncias variaram entre 62% a 71% e concentracGes
efluentes de 6,5 a 10,1 mg.L™.

Ahn (2006) e Ge et al. (2015) reportaram crescimento favoravel de bactérias
nitrificantes para temperaturas entre 25 a 30°C, pH na faixa de 7,5 a 8,0 e oxigénio dissolvido
entre 2,0 a 5,0 mg.L%. Mannina e Viviani, (2009); Leyva-Diaz et al. (2015) mencionaram que
concentracgdes de oxigénio dissolvido igual ou superior a 2,0 mg.L™ ndo houve alteracio no
processo de nitrificagdo. J& o acimulo de nitrito ocorreu em concentragfes de OD entre 1,0 a
2,0 mg.L2,

O biofilme, presente no compartimento de biomassa aderida, pode contribuir com
grande importancia em remover nutrientes, como o nitrogénio e o foésforo, assim sendo usado

no pré-tratamento de aguas residuarias. Madigan et al. (2010) sugeriram que 0s biofilmes



50

retém os nutrientes necessarios ao desenvolvimento microbiano e promovendo a inibigédo do

destacamento das células de superficies presentes em sistemas de fluxo corrente.

3.4.BIOFILME

Biofilmes sdo comunidades abrangentes de micro-organismos e produtos
extracelulares aderidos as superficies ou interfaces. Os agrupamentos microbianos sdo
frequentemente compostos por bactérias, cianobactérias, protozoarios, que interagem uma
com as outras e com o ambiente. A arquitetura do biofilme tem profundas implicagdes na
funcdo dessas complexas comunidades.

A percolacdo dos esgotos permite o crescimento bacteriano na superficie do material
de enchimento (meio suporte), formando uma pelicula ativa (biofilme), constituidas por
coldnias gelatinosas de micro-organismos (zooglea) de espessura méxima de 2 a 3 mm
(METCALF E EDDY, 2016). A matéria organica e inorganica é adsorvida pela pelicula
microbiana, ficando retida em um determinado periodo de tempo suficiente para a sua
estabilizacéo.

O inicio da formac&o do biofilme se d& pelo contato com a superficie irregular, porosa
ou provida de intersticio. A formacdo da estrutura interna do biofilme é composta por
aglomerados contendo células e polimeros que preenchem os espacos entre os aglomerados de
micro-organismos, canais e poros preenchidos por liquidos (MADIGAN et al. 2010).

Toyofuku et al. (2016) reportaram que a formacdo de biofilme é geralmente
estabelecida através de varias etapas. Primeiro, as células plancténicas aderem a superficie em
um processo conhecido como “fixagdo da superficie”. Apos a fixacdo, os biofilmes formam
uma arquitetura estruturada com auxilio do EPS (Extracellular polymeric substance) no
estagio de “maturacao”. Em seguida, a célula deixa o biofilme no estagio de “dispersao”.
Logo, cada estagio é afetado por varios fatores ambientais e um processo altamente

regulamentado (Figura 4).
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Figura 4 - Variaveis ambientais que moldam a formac&o de biofilme
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Fonte: Adaptado de Toyofuku et al. (2016).

No biofilme, em geral, organismos de crescimento rapido estdo localizados na parte
externa, enquanto organismos de crescimento lento podem ser encontrados no interior do
biofilme. Logo, tem sido experimentalmente verificado em biofilmes aerdbios, cujos micro-
organismos heterotréficos de crescimento rapido estdo localizados na parte externa, enquanto
organismos nitrificantes de crescimento lento podem ser localizados na parte interna do
biofilme (CHAO et al. 2016; HAN et al. 2018).

Biofilmes nitrificantes utilizados no tratamento de &guas residuarias estdo se tornando
cada vez mais importante na remocao bioldgica de nitrogénio, a fim de manter as descargas
de nitrogénio para o ambiente suficientemente baixo (CHEN et al. 2019). Contudo, uma
forma de evitar perda da biomassa no efluente, é através da imobilizagdo em material suporte
formando a biopelicula (OLIVEIRA NETTO E ZAIAT, 2012; YUE et al. 2018). Portanto,
desvincula de fato o TRS do TDH possibilitando continuidade dos micro-organismos no
reator.

Alternativamente, altas taxas de NDS podem ser alcangadas, tanto em reatores de
lodos ativados quanto em biofilme aderido, em condigOes operacionais em que estdo presentes
microambientes aerdbios e andxcos (MUNCH et al. 1996; SANTOS et al. 2016; BUENO et
al. 2018; FENG et al. 2018).

Reatores utilizando crescimento de lodo aderido podem fornecer zonas aerdbias,
anoxicas e anaerébia permitindo transferéncia de massa, fornecendo um ambiente favoravel a
nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (YANG et al. 2010; CHAO et al. 2016). Logo, parte
do biofilme excedente é desprendida, podendo elevar a concentracdo de sélidos suspensos no
efluente final. Tal efeito ocorre devido a uma conjugacdo de fatores, tais como, tensdo de

cisalhamento causada pela velocidade de escoamento do liquido entre os espacos vazios do
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meio suporte, grau de estabilizacdo dos sélidos, relacdo crescimento da espessura do biofilme
e geragdo de zonas inativas (MUNCH et al. 1996; POCHANA E KELLER, 1999).

Novas e numerosas abordagens e metodologias experimentais tém sido desenvolvidas
a fim de explorar interacbes metabolicas, agrupamentos filogenéticos e a competicdo entre
membros da comunidade microbiana presentes em biofilmes. Para complementar esta ampla
visdo da ecologia dos biofilmes, os organismos individuais tém sido estudados com o uso da
técnica da biologia molecular, a fim de identificar genes necessarios para o desenvolvimento
do biofilme e para dessecar as rotas regulatdrias que controlam o processo de nitrificacdo e
desnitrificagdo.
3.5.FERRAMENTAS DE BIOLOGIA MOLECUPAR UTILIZADAS EM BIOMASSA
SUSPENSA E ADERIDA EM REATORES HIBRIDOS

E fundamental compreender o papel e funcio de grupo de micro-organismos presentes
em biofilmes de reatores hibridos. Esse conhecimento associado aos efeitos de parametros
operacionais, podem ajudar a diminuir as dificuldades associadas ao emprego de culturas
mistas e contribuir para sua aplicacdo em larga escala.

Desde meados da década de 80, tem sido possivel o estudo da diversidade e ecologia
de micro-organismos em ambientes naturais por meio de técnicas de biologia molecular. Tais
técnicas fornecem mais autonomia, quando se quer estudar a diversidade de micro-
organismos associados a especificos ambientes, destinando analisar a estrutura da comunidade
microbiana ou ainda a deteccdo de organismos especificos em amostras mais complexas.
Entre as técnicas empregadas nas anélises de ecologia molecular microbiana estdo a reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), a eletroforese em
gel de gradiente desnaturante, a clonagem molecular, o sequenciamento massivo.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que foi desenvolvida por Kary Mullis, uma
ferramenta muito sensivel para a amplificacdo da informacgéo genética. Em linhas gerais, esta
técnica constitui-se na capacidade de iniciadores especificos (primers), da qual as regides
delimitadas do DNA de um organismo tém de anelar meramente com a sequéncia desejada
recorrente da complementariedade das bases.

Os primers sdo oligonucleotideos diminutos apresentando de 10 a 20 pares de bases,
concedendo uma hibridizacdo aprimorada com os filamentos opostos da sequéncia alvo (par

de bases da fita do DNA estudado), e estimular a sintese da sequéncia-alvo do DNA
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complementar com a contribuicdo da enzima DNA-polimerase. (SANZ E KOCHLING,
2007).

Contudo, a enzima é comumente extraida de Thermus aquaticus, uma espécie de
bactéria, que sobrevive em altas temperaturas, ou seja, termofilicas (SAIKI et. al. 1988). A
PCR apresenta um destaque por sua aplicacdo em avaliar a presenca de micro-organismos em
amostras ambientais sem a necessidade de cultiva-los.

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), a qual combina a precisdo da genética
molecular com a informacdo visual a partir da microscopia, possibilitando a visualizacdo e
identificacdo de células microbianas no seu habitat natural (SIMONATO et al. 2010) e
artificiais (HAN et al. 2018).

O FISH permite identificar uma sequéncia alvo de acido ridonucleico (RNA) mediante
0 uso de uma sonda (primers) pequena (16-20 nucleotideos) marcadas com fluorocromo, uma
substancia que absorve luz ultravioleta e emite luz fluorescente). Estas sequencias
(nucleotideos) reconhecem sequéncias de 16S rRNA em células fixas e hibridizam com elas
in situ (SANZ E KOCLING, 2007).

Em funcdo do pequeno tamanho de seus nucleotideos, estes permeiam a parede celular
dos micro-organismos e, sendo complementares a sequéncia alvo sdo visualizados em
microscopio de fluorescéncia utilizando filtros especiais e distinguidas das demais através da
contagem do numero total pela coloracdo DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol) (AMMAN et
al. 2001).

Micro-organismos podem ser localizados, identificados e determinar sua distribuicéo
temporal em biofilmes, granulos e lodos ativados com hibridizagdo (AMMAN et al. 2001;
KINDAICHI et al. 2004; FERNANDEZ-GONZALEZ et al. 2018). A principal desvantagem
desta técnica esta na falta de disponibilidade de sondas destinadas ao tdxon bacteriano.

A eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE), oriundo do trabalho de
Muyzer et al. (1993), & uma técnica que permite o estudo filogenético de comunidades de
micro-organismo, baseia-se na eletroforese de fragmentos de DNA, previamente amplificados
pela técnica da PCR. Esses fragmentos sdo submetidos a um ambiente com niveis crescentes
de agentes quimicos desnaturantes (agarose, ureia e formamida). Assim, promove mudanca na
molécula e reduz a sua migracao (SIGLER et al. 2004)

Seu principio baseia-se na diferenca de estabilidade das fitas duplas de DNA, que
depende principalmente do contetudo das bases nitrogenadas guanina (G) e citosina (C), num
gradiente de desnaturacdo. Nesse sentido, o0 DNA submetido a eletroforese em condicGes
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crescentes de desnaturacdo, os fragmentos permanecem em fita dupla até atingir as condi¢Ges
necessarias para a desnaturacdo dos dominios das moléculas (melting domains).

Quando um dominio sofre a desnaturacdo, ocorre uma transicdo na conformacéo da
molécula, a qual passa de helicoidal para parcialmente desnaturada. Nestas condicfes, a
migracdo da molécula no gel cessa, ocupando uma posi¢do particular no gel. A migragdo
diferenciada dos produtos de PCR amplificados dispde um perfil de bandas, e cada banda
separada € interpretada como sendo de um organismo presente no ambiente estudado.

Por ter carater qualitativo e semi-quantitativo, a ferramenta PCR é particularmente (til
para examinar séries temporais e dindmicas populacionais, comparando partida e evolugdo de
sistemas de tratamento.

Apds os dados oriundos da técnica de DGGE, esses seguem para 0 sequenciamento
com a finalidade de obter informacdes da comunidade microbiana e correlacionar dados da
com os dados fisico-quimicos de reatores (NAKAZAWA, 2017; VERAS, 2019). O banco de
dados de genes ou genomas completos contidos no Ribosomal Data Project (RDP) ou rRNA
SILVA 16S (www.arb-silva.de), auxiliam na analise de resultados.

No estudo da filogenia molecular dos micro-organismos, 0s genes que codificam o
RNA ribossomal da subunidade menor (rRNA 16S) sdo os mais importantes e utilizados
(SANZ E KOCHLING, 2007). Os recentes avangos no sequenciamento de DNA e na
bioinforméatica permitem a exploragdo da diversidade genética dos micro-organismos
pertencentes as comunidades microbianas em reatores. O sequenciamento do amplicon
(moléculas de DNA previamente amplificadas em outras reac@es), por exemplo, € o0 método
mais amplamente utilizado para caracterizar a diversidade microbiana (WANG et al. 2007).
Aqui, o DNA de uma amostra de agua e/ou solo, por exemplo, € extraido de todas as células
da amostra.

O desenvolvimento do sequenciador de proxima geracéo (Next Generation Sequencing
— NGS) foi de suma importancia para agregar novos conhecimentos e romper barreiras
tecnoldgicas anteriores. Cabezas et al. (2015) reportaram que os NGS promovem baixo custo
e grande volume de dados em tempos reduzidos. Comumente, o que distingue as plataformas
de sequenciamento sdo os fatores de precisdo, que envolve: (i) o tamanho dos fragmentos dos
pares de bases, (ii) o rendimento por corrida e (iii) o custo.

Dentre as principais regides do 16S, a ser cuidadosamente escolhida, destacam-se as
regides V2 e V4 (WANG et al. 2007). Principalmente, em questfes de definir novos filos
bacterianos, e sequéncias bem distintas ao banco de dados. Neste caso, 0 sequenciamento do
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16S inteiro é viavel. No que concerne ao sequenciamento metagenémico, o tamanho dos
fragmentos é de suma importancia porque esta intrinsecamente relacionado a identificar a
funcdo ou espécies de cada gene.

O rendimento da corrida (numero de sequencias identificadas) para caracterizar uma
amostra, dependera da diversidade de espécies na amostra, do tamanho do fragmento e regido
escolhida para o sequenciamento (DELFORNO, 2014).

No intuito de estimar maiores filos bacterianos em uma amostra, caso esse seja 0
objetivo, poucas sequéncias por amostra sdo necessarias. Entretanto, se a amostra apresenta
elevada diversidade e especies raras até niveis taxondmicos de familia/género, vasto nimero
de sequéncias pode ser necessario (DELFORNO, 2014).

Contudo, existem algumas desvantagens; primeiro, problemas na PCR pode causar
falha na diversidade em uma comunidade microbiana (LOGARES et al. 2014; SHARPTON
et al. 2014). Em segundo lugar, o sequenciamento do amplicon pode produzir estimativas
amplamente variadas na resolugdo da taxa (LIU et al. 2008). Em terceiro lugar, o
sequenciamento de amplificacdo, normalmente, fornece apenas uma visdo da composicdo
taxonémica da comunidade microbiana (LANGILE et al. 2013).

Dessa maneira, 0 sequenciamento massivo tem sido amplamente aplicado para
caracterizar as populagdes taxonémica ou filogeneticamente e também, para conhecer 0s
diversos grupos de micro-organismos envolvidos bem como associar seu metabolismo ao
funcionamento do sistema. (FENG et al. 2018; YAN et al. 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi dividido em dois experimentos; no experimento “A”, foram
utilizados reatores hibridos com biomassa suspensa e aderida, em escala piloto, na estacdo
experimental na ETE Mangueira. O experimento “B”, buscou-se 0 processo de nitrificacéo
parcial-desnitrificacdo via nitrito utilizando reatores sequenciais anaerobio-aerdbio, em escala
de bancada., sendo desenvolvido no Laboratério de Saneamento Ambiental (LSA), localizado
no Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da Universidade Federal de Pernambuco —
DECIVIL/UFPE. Ambos experimentos, foram objetos de estudo de um doutorado, envolvidos
especificamente na operacionalidade e comparacdo da eficiéncia de remocdo de matéria

organica e nitrogénio.

4.1 REATORES HIBRIDOS ANAEROBIO-AEROBIO COM LODO SUSPENSO E
ADERIDO (EXPERIMENTO A)

4.1.1.Descricdo e operacao dos reatores hibridos

O sistema de tratamento era composto por dois reatores hibridos, cada qual com
compartimentos ou camaras de lodo suspenso e de lodo aderido. O primeiro reator hibrido era
anaerébio (RHAN), formado por uma camara do tipo UASB e sobreposta por outra de filtro
anaerdébio (FAN). Ja o segundo era aerébio (RHAE), composto por uma camara de lodos
ativados (LA) e sobreposta por outra com um biofilme aerado submerso (BAS). Os dois
reatores hibridos foram confeccionados em fibra de vidro e as cdmaras sobrepostas foram
instaladas como apresentado na Figura 5. Anéis de conduite de PVC (25x25 mm) foram
utilizados como material suporte em leito com altura de 40 cm e instalado a 30 cm do fundo
do FAN e do BAS. O sistema foi instalado e operado na estacdo de tratamento de esgotos
domésticos (ETE) Mangueira, localizada na cidade de Recife-PE, que atendia
aproximadamente 18000 habitantes (populacdo de projeto), recebendo esgoto bruto,
classificado como diluido (KATO et al. 2003).
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos reatores hibridos, anaerébio (RHAN: UASB + FAN) e aerobio
(RHAE: LA + BAS). Dimensdes das cdmaras UASB e LA (altura x didmetro): 4,24 x 0,30 m (volume 300 L);
FAN e BAS: 1,24 x 0,40 m (volume 156 L). Os pontos de amostragem para o afluente, recircula¢do, mistura
entre o afluente e o efluente recirculado, efluente do UASB, efluente do FAN efluente do LA e efluente do BAS
estdo representados por Pla, P1r, Pla+P1r, P2, P3, P4, P5, respectivamente. Os pontos de coleta de biomassa
suspensa e aderida para analise de biologia molecular estédo representados por Lsu e Lad, respectivamente
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Fonte: O Autor (2020).

A alimentacdo do sistema de reatores hibridos foi feita de forma continua, em fluxo
ascendente e com vazdo de 57 L.h*%, resultando em TDH total de 16 horas, sendo 8 h em cada
reator. A vazio de ar aplicada no RHAE (LA+BAS) foi 25 L.min, com aeragdo por ar difuso
utilizando compressor com pistdo de ar (Schulz, modelo Patric Air) com deslocamento teérico
de 283 L.min?, resultando em concentragio média de oxigénio dissolvido (OD) de 3,0 + 0,1
mg.L?, medida em amostra especifica coletada no primeiro registro a partir do fundo do LA.
O efluente final do sistema (efluente do BAS) foi recirculado para o RHAN (afluente do
UASB) no intuito de promover a desnitrificacdo, conforme razdes de recirculacéo descritas na
Tabela 7.

A operacéo do sistema durou 500 dias e foi dividida em cinco fases (1), com diferentes
razBes de recirculacdo (RR) variando de 0,5 a 1,50 (Tabela 7). Balangos de massa de matéria
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organica e nitrogénio foram efetuados para diferentes condi¢cdes operacionais nas fases
estudadas. As cargas organicas e nitrogenadas diarias aplicadas foram determinadas no

afluente das camaras de cada reator do sistema e no efluente final do sistema.

Tabela 7 - Condicdes operacionais aplicadas no sistema de tratamento com reatores hibridos com lodo suspenso
e aderido durante o periodo experimental

Fases Tempo TDH Recirculagéo Vasc cov CNA
operacional total
(d) (hy (LY (%) (mh?)  (gDQOm3dY  (gN.m3d?)
la 105 16 28,50 50 1,21 1149 88,8
b 125 16 42,75 75 1,41 1212 91,5
Ic 88 16 57,00 100 1,61 512 78,9
Id 97 16 71,25 125 1,81 866 97,2
le 85 16 85,50 150 2,01 919 98,1

Vase: velocidade ascensional. COV: carga organica volumétrica. CNA: carga nitrogenada aplicada.
Fonte: O Autor (2020).

Os reatores hibridos utilizados neste estudo foram operados em trabalho de pesquisa
anterior. Desta forma, a partida foi, portanto, uma continuidade da operagéo da pesquisa de
Celestino (2017). No inicio do periodo experimental ja existia uma biomassa ativa, cuja
concentragdo era 15,6 g SSV.L™ no compartimento UASB do RHAN e de 1,4 g SSV.L? no
reator LA do RHAE. A determinag&o dos solidos SST e SSV foi realizada a cada 15 dias para
as duas fases experimentais, onde foram coletadas amostras de lodo nos registros ao longo
dos reatores (Figura 5). Com o perfil de solidos, determinava-se a sua concentracdo média. Do
final da fase la Até a fase le a concentracdo de SSV no UASB aumentou para 18,6 e 26,4 g
SSV. L, respectivamente. Enquanto que a concentracdo de SSV no LA aumentou para 1,4 e
3,6 gSSv.LL

4.1.2 Monitoramento fisico-quimico do sistema

Para as analises fisico-quimicas de amostras liquidas, foram coletadas amostras no
esgoto bruto afluente (P1la, Figura 5) e nos efluentes das quatro cameras do sistema hibrido
(pontos P2, P3, P4 e P5, respectivamente). O controle da idade do lodo, foi calculada com
base na perda de sélidos com o efluente do UASB e do LA, como sendo a concentracdo de
SSV no ultimo registro, obtida na determinacdo do perfil de solidos a cada 15 dias, quando se
calculava também a massa existente dentro de cada reator. Os valores ao longo das fases
variaram entre 30 e 45 dias para 0 UASB e entre 5 e 12 dias para o LA.

As amostras liquidas foram coletadas duas vezes por semana para as determinacdes

analiticas, seguindo-se as recomendacfes do Standard Methods (APHA, 2012): demanda
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quimica de oxigénio total (DQO); nitrogénio total Kjeldahl (N-NTK); nitrogénio amoniacal
(N-NH4"); alcalinidade parcial (ALCP); nitrogénio nitrito (N-NO2) e nitrogénio nitrato (N-
NO3’), solidos suspensos totais (SST) e volateis (SSV). A DQO particulada (DQOP) foi
calculada pela diferenca da DQO total com a DQO filtrada (DQOF), esta determinada
utilizando-se uma membrana de 1,2 um. Nitrogénio total (N-NT) se refere & soma de todas as
formas de nitrogénio.

Medicbes in situ de OD, potencial hidrogeniénico (pH) e temperatura (TEMP) foram

realizados por um analisador multiparametro (HACH, modelo 40D).

4.1.3 Extracdo de DNA e PCR-DGGE de amostras de lodo

Para identificagcdo dos micro-organismos envolvidos, foram coletadas amostras de
lodo suspenso e aderido dos dois reatores hibridos; no caso do lodo contido nos efluentes,
foram coletadas amostras liquidas para posterior centrifugacéo e filtracdo nos pontos P3 do
reator FAN e P5 do reator BAS (Figura 5). Todas as coletas foram efetuadas ao final da fase
la, aos 105 dias, Ib aos 230 dias, Ic aos 318 dias, Id aos 415 dias e le aos 500 dias do
monitoramento do experimento.

No caso dos pontos Lsu-1 e Lsu-2, coletava-se 300 mL de amostra, sendo transferidos
50 mL para um tubo Falcon e centrifugado; ap6s descartar o sobrenadante, o lodo era lavado e
novamente centrifugado (3000 RPM, 5 min, 24°C) com tampé&o fosfato salino (TFS) para
remocao de impurezas. Retirou-se depois 0,4 g de lodo para a extracdo do DNA utilizando o
kit comercial PowerSoil™ DNA Isolation Kit (Mobio Laboratories, California, EUA). A
concentracdo do DNA foi avaliada por espectrofotometria (relacdo 260/280 nm) utilizando o
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EUA).

No caso dos pontos P3 e P5, foram coletadas amostras do efluente e transferia-se uma
aliquota de 50 mL para um tubo Falcon para centrifugacdo nas mesmas condi¢fes de Lsu-1 e
Lsu-2 e posterior descarte do sobrenadante; o lodo foi também lavado com o mesmo tampéo
TFS e adicionava-se depois 40 mL de &gua ulta pura (resistividade 18,2 MQ.cm e
condutividade < 1 pS.cm? a 25 °C, Milli-Q Reference, Merck-Millipore, Brasil) para
homogeneizar e posterior filtragdo em membrana de 0,22 pm (Schleicher e Schuell: SeS,
Alemanha). Posteriormente, as membranas foram recortadas em diminutos tamanhos e

adicionadas naguele mesmo kit comercial anterior para a extracdo do DNA do lodo.
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No caso dos pontos Lad-1 e Lad-2, primeiramente foram retiradas oito pecas de
conduite no interior do leito com meio suporte, colocando-as em tubos Falcon e
posteriormente no congelador (-8 °C) por 3 horas. Apés este periodo, o lodo aderido era
raspado com uma espatula e transferido para outro tubo Falcon. Similarmente, foi adicionado
40 mL do tampéo TFS, centrifugado e descartado o sobrenadante; retirou-se entdo 0,4 g do
lodo para a extracdo do DNA. Apo6s a quantificacdo do DNA, essas amostras foram
preservadas a -20 °C.

Os extratos de DNA genémico foram submetidos a amplificacdo pela técnica da PCR
utilizando diferentes iniciadores (primers) para bactérias oxidantes de amoénia (BOA) (190
Forward (F) — 1225 Reverse (R)), Nitrospira (232F - 1200R), bactéria desnitrificante (nirS 2F
- nirS 3R) e bactéria Anammox (368F — 820R, experimento B). De acordo com os estudos de
Hikuma et al. (2002), Lim et al. (2008), Shoji et al. (2006) e Schmid et al. (2001). Bem como,
0s primers 1400FGC-1100R (Kudo et al.1997) R e 968FGC-1392R (Nielsen et al. 1999) para
os dominios Archaea e Bacteria, respectivamente.

Os tampdes utilizados, em ambos os experimentos, na técnica da PCR foram Tris-
EDTA (TE, 10 mM Tris HCl e 1,0 mM EDTA, pH 7,5 a 8,0) e Tris-Acetato-EDTA (TAE, 80
mM Tris base, 2,0 mM EDTA e 40 mM Acetato de sédio, pH 7,4). As solucdes e modelos
empregadas na técnica da PCR podem ser observadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Insumos utilizados na ferramenta da Rea¢do em Cadeia Polimerase (PCR)

Solugbes Insumos utilizados
Tampdo de reac¢do 10x Invitrogen (Life Technologies)
Mg*? Invitrogen (Life Technologies)
dNTPs New England Biolabs (N04465)
968F - GC; 1392R (primer universal) Invitrogen (Life Technologies)
1100F - GC; 1400R (primer universal) Invitrogen (Life Technologies)
190F;1225R (primer especifico) Invitrogen (Life Technologies)
232F;1200R (primer especifico) Invitrogen (Life Technologies)
nirS 2F; nirS 3R (primer especifico) Invitrogen (Life Technologies)

Platinum Tag DNA polymerase Invitrogen (Life
Technologies)

Fonte: O Autor (2020).

Tag. Polimerase

As concentragdes e volumes das reacOes de PCR estdo apresentados na Tabela 9. As
extracdes obtidas para as amostras analisadas foram submetidas & amplificacdo pela técnica

da PCR utilizando diferentes iniciadores (primers) para o dominio Bacteria.
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Tabela 9 - Planejamento para a Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) para Dominio Bacteria. X1 foi o volume
por reacdo para 1 amostra e X5 foi 0 volume por reacdo para 4 amostras + 1 amostra (Controle Negativo — sem
DNA)

Solucéo volume por reagdo (X1)  volume estoque (Xs)
10 x Buffer (tampé&o) 5,0 L 25 pL
Mg*250 Mm 2,0 uL 10 L
dNTPs 10 Mm 1,0 uL 5 uL
968F-GC 2,0 uL 10 pL
1392R 2,0 uL 10 pL
DNA 10 ng/pL 1,0 uL 5uL
Taq polim. 5U/ pL 0,2 uL 1,0 uL
Agua ultra-pura 36,3 uL 184 pL
Volume final 50,0 uL 250 pL

Fonte: O Autor (2020).

Desse modo, foi elaborado um protocolo ideal para a amplificagdo dos primers
universais, reportada por estes autores (KUDO et al. 1997; NIELSEN et al. 1999) e
especificos (SCHMID et al. 2001; HIKUMA et al. 2002; SHOJI et al. 2006; LIM et al.

2008), podendo ser visualizado na Figura 6.

Figura 6 - Protocolo de amplificacdo para primers universais (A) e especificos (B).

A
Desnaturagio Desnaturagio
inicial ¥
0, 0
94°C 94°C Amplificacio Amplificagdo
inicial
5 30” 68°C 68°C
Hibridizagio 1° 10°
48°C
30”
Ciclo — 30X
B
Desnaturagio Desnaturagio
inicial ¥
O, O
94°C 94°C Amplificacio Amplificacdo
inicial
5 307 68°C 68°C
Hibridiza¢ao 17 10°

52°C
30”
Ciclo — 30X

Fonte: O Autor (2020).

Todos os pares de primers utilizados para as amplificacdes (dois experimentos)
podem ser observados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Primers utilizados para a Rea¢cdo em Cadeia Polimerase (PCR)

Primers universais Sequéncia (5° — 3°) Referéncia
Bacteria
BAC 968F 2- GC AACGCGAAGAACCTTAC Nielsen et al. (1999)
BAC 1392R ACGGGCGGTGTGTRC
Archaea
1100 F* - GC AACCGTCGACAGTCAGGYAACGAGCGAG  Kudo et al. (2007)
1400 R CGGCGAATTCGTGCAAGGAGCAGGGAC
Primers especificos Sequéncia (5> — 3°) Referéncia
Bactéria oxidante de aménia
190F GGAGAAAAGCAGGGGATCG Hikuma et al. (2002)
1225R CGCCATTGTATTACGTGTGA
Nitrospira Lim et al. (2008)
232F GCTCATGTCCTATCAGCTTG
1200R AGGCATAAAGGCCATGCTG
Bactéria desnitrificante
nirS 2F TACCACCCCGAGCCGCGCGT Shoji et al. (2006)
nirS 3R GCCGCCGTCGTGCAGGAA
Bactéria Anammox
368F CCTTTCGGGCATTGCGAA Schmid et al. (2001)
820R AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC Schmid et al. (2001)

a- E necessario utilizar sequéncia rica em GC unida ao extremo 5’ do primer: 5°-CGC CCG CCG CGC CCC
GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC GCC-3’ para os resultados na DGGE.

Fonte: O Autor (2020).

As condi¢es das corridas das PCRs foram otimizadas para uma voltagem de 85 Volts
(V), 400 mA (miliampére) e tempo de corrida de 55 minutos. Os gradientes foram gerados
utilizando uma cuba de eletroforese (Mini sub cell, BioRad); bem como, o tampéo utilizado
foi o TAE.

Se o resultado for positivo, pode-se verificar pela presenca de bandas no gel,
entretanto se o resultado da PCR for negativo, € verificado pela auséncia de bandas no gel, e
implica que o dominio ou género investigado estava ausente na amostra, ou estava abaixo do
limite da detec¢édo da técnica.

Os produtos da PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE), ao qual foi realizado pelo método descrito por Muyzer et. al. (1993).
As condicOes dos gradientes para a formacdo do gel de DGGE para o dominio Bacteria
apresentou uma variacdo de 40% até 60% de ureia e formamida (UF) e 8% de acrilamida

(AA). As condicdes para as formacg6es dos gradientes podem ser visualizadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Condigdes para a formacdo do gradiente para a eletroforese em gel de gradiente desnaturante

Condic6es AA e UF AA e UF APS TEMED Volume
0% 80% (10%) final (V1)
Alta 3,5mL 10,5 mL 100 pL 10 pL 14 mL
Baixa 7,0 mL 7,0 mL 100 pL 10 pL 14mL
Stacking 8,0 mL - 50 pL 5puL 8 mL

Fonte: O Autor (2020).
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As condicOes da eletroforese foram otimizadas para uma temperatura de T = 60°C,
voltagem = 250 V e tempo de corrida de 5 horas. Os gradientes foram gerados usando um
formador de gradientes de duas cameras com agitacdo magnética na camera de saida. O
tampéo de corrida foi o TAE.

Apos a formagéo do gel (PCR ou de DGGE) corou-se 0 mesmo em brometo de etidio
(0,5 pg/mL) e observou-se com o auxilio de um transiluminador UVP de luz ultravioleta
(UV). As imagens dos geis foram registradas por um sistema de captura de imagem L — PIX —
ST Loccus do Brasil. Os marcadores de peso molecular utilizados foram 1 kb plus DNA
ladder e 0 100 pb DNA ladder.

As referéncias dos equipamentos utilizados nas técnicas da PCR e DGGE podem ser

observadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Referéncia dos equipamentos utilizados na PCR e DGGE

Equipamentos Modelo

Kit de extracdo do DNA PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MOBIO)
Centrifuga 351R (MPW)

Vortex Genie 2

Termociclador My cycler (Bio Rad)
Transiluminador UVP

Capturador de imagens L-Pix-St (Loccus dos Brasil)
Espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific)
Pipetas automaticas Labmate Soft (HT polonia)

DGGE Universal mutation detection system (DCODE™)

Fonte: O Autor (2020).

4.1.4 Tratamentos estatistico dos dados

Foram elaborados graficos em dispersdo para a apresentacdo e discussdo dos
resultados utilizando métodos parametricos para analise de variancia (ANOVA); e foi aplicada
a correlacdo linear para oito variaveis fisico-quimicas: TEMP, pH, OD, DQO, ALCP, N-
NH4", N-NOs", e SSV com nivel de confianca de 95%. O estudo do agrupamento dos dados e
do efeito multivariado no desempenho dos reatores foi realizado a partir da analise das
componentes principais (ACP) para um conjunto de 75 dados (15 em cada fase) do efluente
do BAS, daquelas 8 variaveis supracitadas. A ACP foi realizada utilizando o software
Statistica 7.0 (StatSoft-Six Sigma). A normalidade dos dados foi verificada através do teste de
Shapiro-Wilk (SHAPIRO E WILK, 1965) (Apéndice A).
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4.2. REATORES SEQUENCIAIS ANAEROBIO COM LODO SUSPENSO E
AEROBIO COM LODO ADERIDO (EXPERIMENTO B)

4.2.1.Descricdo e operacao dos reatores sequenciais anaerébio com lodo suspenso e

aerobio com lodo aderido

O sistema de tratamento utilizado com dois reatores sequenciais construidos em tubos
de PVC (Figura 7): um primeiro, anaerébio (RAN) tipo UASB com lodo suspenso, mas sem
separador trifasico; e um segundo, aerobio (RAE), com lodo aderido, também de fluxo
ascensional. O RAE foi preenchido com meio suporte de cubos (1 cm) de espumas de
poliuretano (12g) com densidade D33. Uma tela de ago galvanizado foi utilizada para que os
cubos ficassem fixos e ocupassem cerca de 20 cm na altura média do RAE.

Cada reator tinha um volume atil de 4,3 L e um tempo de detencéo hidraulica (TDH)
de 9,1 horas, sendo o TDH total do sistema de 18,2 h (Tabela 13). A operacéo do sistema foi
dividida em trés fases (F) com duracdo de 51, 53 e 46 dias, respectivamente, totalizando 150
dias de operacdo. A alimentacdo do sistema foi realizada por meio de uma bomba dosadora
peristaltica DMC 400 (MS Tecnopon, Brasil). O equipamento possuiu vazdo controlada,
porém semanalmente era conferida por medicdo direta (volume x tempo) com vazéo afluente
de 11,3 L.d. A vazdo de ar aplicada para o RAE foi de 0,7 a 1,5 L.min, com aeragdo por ar
difuso utilizando bomba eletromagnética de ar ACO-001 (Resun, China) com deslocamento
tedrico maximo de 38 L.mint.

As concentragdes de oxigénio dissolvido (OD) no RAE foram (mg O2.L™%): 3,0 + 0,1
mg.Lt (F1) e 1,5 + 0,1 mg.L™t (FIl e FlII). Em FllI, o sistema foi operado com recirculagio do
efluente do RAE para o RAN utilizando uma bomba peristéaltica Hei Flow (Heidolph,
Alemanha) em uma razdo de 0,25 em relacdo a vazéo afluente, no intuito de promover a
desnitrificacdo via nitrito. As caracteristicas de cada fase aplicadas aos reatores, como periodo
de operacdo, TDH, vazéo de recirculacdo (Qrec), razdo de recirculagdo (RR), velocidade
ascensional (Vasc), carga organica volumétrica (COV) e carga nitrogenada aplicada (CNA),

sdo apresentadas na Tabela 13.
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Figura 7 - Representagdo esquematica dos reatores sequenciais anaerdbio-aerébio, em escala de bancada. Pontos
de coleta de amostras liquidas: Pla = afluente do RAN; P1r = afluente do RAN da recirculacéo do efluente do
RAE; P1m = mistura dos afluentes Pla e P1r; P2= efluente do RAN; P3 = efluente do RAE e EF: efluente do
sistema. Pontos de coleta de lodo: Lsu = lodo suspenso do RAN na sua parte média; Lad = lodo aderido do RAE
na sua parte média (regido dos cubos com biomassa aderida). Ponto LM2 = descarte de lodo do RAE. Altura: 60
cm, diametro: 10 cm, volume total: 4,7 L e volume atil: 4,3 L.
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Fonte: O Autor (2020).

Balangos de massa de matéria organica e nitrogénio foram efetuados para as diferentes
condicBGes operatdrias nas fases Fl, FIl e FlIll. As cargas aplicadas (massa/tempo) foram

determinadas no afluente e efluente de cada reator do sistema.

Tabela 13 - Condic6es operacionais aplicadas no sistema de tratamento com reatores anaerébio (lodo suspenso) e
aerodbio (lodo suspenso e aderido) sequenciais durante o periodo experimental

Tempo TDH* RR Vasc oD cov CNA
Fases operacional total
(d) (h) (%) (mh?)  (mg.L?) (gDQO m3d?) (g N.m3.d?)
FI 51 18,2 0 0,06 3,0 1148 96
Fll 53 18,2 0 0,06 15 1091 94
Flll 46 18,2 25 0,07 15 1075 96

*TDH total = TDH no RAN (9,1h) + TDH no RAE (9,1h). A vazéo afluente foi mantida em torno de 11,3 L.d*!
Fonte: O Autor (2020).

4.2.2. Caracteristica do esgoto sintético
A composicao do esgoto doméstico sintético foi adaptada de Moura et al. (2012) e era
composta por (em mg.L™): extrato de carne (208), sacarose 20% (35), amido comercial 60%

(114), celulose em pd 20% (34), cloreto de amonio (140), NaCl (249,7), MgCl2.6H.0 (6,9),
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CaCl2.2H,0 (4,5) e NaHCO3 (1000). A solucdo de micronutrientes adicionada foi preparada
de acordo com Touzel e Albagnac (1983). A &gua residuaria sintética, contendo 0s macro e
micronutrientes, foi preparada duas vezes por semana e armazenada em recipiente de 20 L
(tanque afluente, Fig. 1) sob refrigeracdo (7 a 10 °C) para evitar a degradacéo e alteracdo da

composicao inicial.

4.2.3. Monitoramento fisico-quimico dos reatores sequenciais anaerébio com lodo

suspenso e aerdébio com lodo aderido

Para as anélises fisico-quimicas, além do esgoto bruto afluente (P1la, Figura 7), foram
coletadas amostras dos efluentes dos dois reatores sequenciais (pontos P2 e P3,
respectivamente). O controle da idade do lodo dos reatores, considerou-se o ponto P1m
(RAN) e LM2 (RAE) foram considerados para o eventual descarte do excesso de lodo.

Durante 0s experimentos, amostras foram coletadas duas vezes por semana nos
reatores e 0s seguintes parametros foram analisados: DQO; nitrogénio total Kjeldahl (N-
NTK); nitrogénio amoniacal (N-NH4"); alcalinidade parcial (ALCP); nitrogénio nitrito (N-
NO>); nitrogénio nitrato (N-NOz"); sdlidos suspensos totais (SST) e volateis (SSV). Medic¢des
in situ de OD, potencial hidrogeniénico (pH) e temperatura (TEMP) foram realizados por um
medidor multipardmetro (HACH, modelo 40D, EUA). Todos foram determinados de acordo
com o Standard Methods (APHA, 2012).

Para o calculo da DQO particulada, utilizou-se um filtro de 1,2 um. Amostras do
efluente do RAE foram utilizadas para calcular a razdo de acimulo de nitrito (RAN;) (YAN et

al. 2019), seguindo a Equacdo 15:

N-NO,~
RAN, = — — x 100 ( Eq. 15)
N-NO,~ +N—-NO;

4.2.4. Ensaios cinéticos para determinar as velocidades aparentes de nitrificagdo e

desnitrificacao

Ensaios cinéticos com a biomassa aderida (Lad) do RAE e a suspensa (Lsu) do RAN,
foram realizados para determinar as velocidades aparentes de nitrificacdo e desnitrificagdo. A
coleta das biomassas foi feita no Gltimo dia de operacdo do sistema (dia 150). Os ensaios
foram divididos em quatro etapas distintas, sendo: duas de nitrificacdo (via N-NH4* e N-NOy’)

e duas de desnitrificagdo (via N-NO2" e N-NOz’). Para isso, foram utilizados frascos de
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Duran® de 500 mL com volume (til de 400 mL e a mesma composicio nutricional aplicada
aos reatores (Figura 8). Os ensaios foram realizados em duplicata e os procedimentos estdo
descritos adiante. Para a modelagem cinética, foram considerados os perfis temporais da

concentracdo de cada componente no meio liquido.

Figura 8 - Esquema dos reatores em batelada (frascos de Duran®500 mL) utilizado nos ensaios cinéticos de
nitrificacdo e desnitrificacéo.

Entrada de ar

Espuma com
biomassa
aerébia

Biomassa
anaerdbia

Ensaio de nitrificagéo Ensaio de desnitrificagdo

Fonte: O Autor (2020).

Diante disso, 0 método integral foi utilizado para a determinacdo da ordem de reacdo e
para modelar um sistema em batelada.

A funcéo de velocidade de nitrificacdo e desnitrificacdo foi determinada de acordo
com a Equacgédo 16 (MOURA, 2011):

(-IN) = ‘%V =kf (Cn) (Eq. 16)

Onde:
rv = Velocidade especifica de consumo de nitrogénio (mg N.L.gSSV1.h?);
Cn = Concentragéo de nitrogénio por unidade de massa de SSV no tempo t (mg N.L1.gSSV™Y);
k = constante de velocidade depende da ordem da reacdo e do modelo cinético;
f (Cn) = funcdo a ser avaliada, dependente da concentragdo de nitrogénio;
t = tempo (horas).
Os perfis temporais das concentracdes de N-NH4*, N-NO2" e N-NO3™ nos experimentos

foram descritos por reagOes de ordem zero. Dessa maneira, a velocidade r foi determinada
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conforme a Equacdo 16. Ao integrar esta Equacdo, foi obtida a expresséo para a variagdo da
concentracdo especifica de nitrogénio (Cn) com o tempo (t) (Equacdo 16); Co € a
concentragéo inicial de nitrogénio no tempo inicial to e ko a constante cinética especifica de
ordem zero (mg N.L™1.gSSV?) (Equacéo 17).

_ay _
(rn) = —= =ko (Eq. 17)

Em que:
ko = constante cinética especifica de ordem zero (mg N.L1.gSSV™).

Integrando a Equacéo 16 de uma constante inicial de nitrogénio (Cno’) em um tempo
inicial to para uma concentracdo Cx: no tempo t, obtém-se a expressdo que indica a variagdo
da concentracdo especifica de nitrogénio linearmente com o tempo (Equacéo 18).

Cn = Cno — ko. (t- to) (Eq. 18)

424.1. Ensaios de nitrificagdo via N-NH4+ e N-NO2-

Duas solugBes foram preparadas: uma contendo 30 mg.L™ de NH4Cl e outra contendo
25 mg.L de NaNO; para os ensaios de nitrificacdo via N-NH4* e N-NOy’, respectivamente.
NaHCOs (1,0 g.L %) foi adicionado para que ndo houvesse limitagio de fonte de carbono para
0s micro-organismos nitrificantes. Para os testes em duplicata, 200 cubos de espumas de
poliuretano (~ 8,0 g) contendo biofilme foram removidos do RAE (ponto Lad, Figura 7). A
concentragdo de biomassa utilizada nos testes via N-NH4" e N-NO, foi 0,69 € 0,72 g SSV.L™*,
respectivamente. Para a determinagdo dos sélidos, a biomassa foi removida do meio de
suporte com o auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, o material foi centrifugado a 1000
rpm por 5 minutos. O precipitado foi colocado em capsula previamente calcinada para
secagem em estufa a 120 °C, sendo posteriormente colocados em uma mufla a 500 °C. A
concentragdo de OD foi mantida proxima a 1,5 mg.L™ por meio de um aerador (Modelo S-
510, JAD, Brasil) conectado a um pedra porosa para uma melhor difusdo de ar no meio
liqguido. Em uma incubadora rotativa (Modelo N11713, Nova Etica, Brasil), os frascos foram
mantidos sob agitacdo (120 rpm) e temperatura proxima a 30 £ 1 °C. Amostras de 40 mL
foram coletadas a cada 30 minutos até que as formas iniciais de nitrogénio em cada teste (N-

NHs" e N-NO2") ndo fossem mais detectadas.
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4242 Ensaios de desnitrificacdo via N-NO, e N-NOs-

Uma solugdo contendo 20 mg.L™? de NaNOs foi preparada para os ensaios de
desnitrificacdo via N-NOgz". Os dados para a desnitrificagdo via N-NO>” foram obtidos a partir
da concentracdo de nitrito formada ao longo do experimento. Assim como nos testes
anteriores, NaHCO3 (1,0 g.L™?) foi utilizado. Acetato de sédio (CHsCOONa, 1,5 g.L?) foi
utilizado como doador de elétrons para a desnitrificacdo heterotréfica. Aproximadamente 400
mL de biomassa foram coletadas no RAN (ponto Lsu, Figura 7) e, em cada frasco, a
concentracio de biomassa foi 0,74 g SSV.L™. Os frascos foram lacrados e a purga de
oxigénio do headspace foi feita com N2 (100%) durante 3 minutos. As condicGes de agitagéo,

temperatura e coleta foram as mesmas aplicadas aos ensaios de nitrificacao.

4.2.5. Extragdo de DNA e PCR-DGGE de amostras de lodo

Para a extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) e PCR do lodo, foram coletadas
amostras nos pontos Lsu e Lad (Figura 7). Todas as coletas foram efetuadas ao final da fase
Fl aos 51 dias, da fase FIl aos 104 dias e da fase Flll aos 150 dias do monitoramento do
experimento.

No caso dos pontos Lsu e Lad, coletava-se 50 mL de amostra e em seguida,
transferidos para um tubo Falcon para centrifugacdo (3000 RPM, 5 min., 24°C); ap0s
descartar o sobrenadante, o lodo era lavado e novamente centrifugado com tampao fosfato
salino (TFS) para remocao de impurezas. Retirava-se depois 0,4 g do lodo para a extracdo do
DNA utilizando o kit comercial PowerSoil™ DNA Isolation Kit (Mobio Laboratories,
Califérnia, EUA). A pureza do DNA foi avaliada por espectrofotometria (relacdo 260/280
nm) utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EUA).

Os extratos de DNA genémico foram submetidos & amplificacdo pela técnica da PCR
utilizando os conjuntos de iniciadores (primers) 190F/1225R (Hikuma et al. 2002) e nirS
2F/nirS 3R (Shoji et al. 2006) para bactérias oxidante de amonia e desnitrificante,
respectivamente; bem como, o primer 968F-GC-1392R (Nielsen et al. 1999) para o dominio
Bactéria.

Os produtos da PCR para o dominio Bacteria foram submetidos a eletroforese em gel
de gradiente desnaturante (DGGE) e corrido em Dcode systems (Bio-Rad). As condic¢des de
gradiente para a formacdo do gel para bactéria apresentaram uma variacao de 40% até 60% de
ureia e formamida (UF) e 8% de acrilamida (AA). As condigdes de eletroforese foram
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otimizadas para uma temperatura de T = 60°C, voltagem = 250 V e tempo de corrida de 5
horas. Os gradientes foram gerados usando um formador de gradientes de duas cameras com
agitacdo magnética na camera de saida. O tampdao de corrida foi o tampédo Tris-Acetato-
EDTA (TAE).

Apos verificar a diversidade das bandas na analise de DGGE, as amostras foram
escolhidas para o sequenciamento massivo; logo, 20 uL das amostras de DNA extraidas
foram enviadas para o laboratério Neoprospecta (Florianopolis-SC), onde foram
sequenciadas. A identificacdo das arqueias e bactérias foram realizadas utilizando-se o
sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA utilizando os
primers 341F-806R (WANG E QIAN, 2009), uma vez que este par de primers tém grande
cobertura taxonémica em bactérias e arqueias (TAKAHASHI et al. 2014). O sequenciamento
foi realizado no equipamento MiSeq (Illumina Inc., USA), utilizando o kit V2 de 300 ciclos,
single-end.

A estrutura da comunidade microbiana das amostras de Lsu e Lad das trés fases foram
analisadas através do servidor MG-RAST (versao 4,0) (MEYER et al. 2008), considerando o
filtro de qualidade de leitura (E) maior que 99%. Quantidades iguais de amplicon purificado
foram reunidas para sequenciamento subsequente. Sequéncias com similaridade maior que
97% foram agrupadas em uma unidade taxondmica operacional (OTU), e a andlise
subsequente da informacdo bioldgica foi baseada em unidade taxondmica operacional

(operational taxonomic unit: OTU).

4.2.6. Tratamentos estatistico dos dados

Representacdes de graficos em dispersdo foram elaboradas para a apresentacdo e
discussdo dos resultados. Métodos paramétricos de analise de variancia (ANOVA) e correlacdo
linear foram aplicados para 9 variaveis fisico-quimicos: TEMP, pH, OD, DQOP, ALCP, N-
NH4", N-NO2", N-NOs’, e SSV com nivel de confianca de 95%. O estudo do agrupamento dos
dados e do efeito multivariado no desempenho dos reatores foi realizado a partir da ACP para
um conjunto de 45 dados do efluente do RAE (ponto P3) para as varidveis supracitadas (15
para cada fase). A ACP foi realizada utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft-Six Sigma).
A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO E
WILK, 1965) (Apéndice B).
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5. RESULTADOS

Na primeira se¢do foram apresentados os resultados do experimento “A”, no que
concerne a caracterizacdo do esgoto bruto do sistema de tratamento. Posteriormente, 0s
resultados fisico-quimicos dos reatores hibridos anaerdbio-aerobio, com recirculagdo do
efluente nitrificado (condicdes relatadas na metodologia) e os resultados da biologia
molecular.

Em relacdo ao experimento B, foram apresentados o desempenho dos reatores
sequenciais anaerobio-aerobio nas remocgbes de concentracGes e eficiéncias descritas na
metodologia. Bem como, a caracterizagdo da comunidade microbiana por meio das

ferramentas da PCR-DGGE e sequenciamento massivo.

5.1. DESEMPENHO DOS REATORES HIBRIDOS ANAEROBIO-AEROBIO, EM
ESCALA PILOTO (EXPERIMENTO A)

5.1.2. Caracterizacao do esgoto bruto afluente do sistema

O esgoto bruto da ETE Mangueira, com tratamento prévio composto por grades de
barras e caixa de areia, foi utilizado como afluente dos reatores hibridos. Assim, a partir de 83
coletas, foi realizada a caracterizacdo do esgoto por meio dos seguintes parametros:
temperatura, pH, potencial redox, alcalinidade parcial e total, sélidos totais e suspensos, DQO
(bruta e filtrada) e nitrogénio (NTK, amoniacal, nitrito e nitrato).

Os valores médios do afluente ao sistema (Pla, Figura 5), para as fases experimentais,
confirmaram que se tratava de um esgoto diluido, como observado em trabalhos anteriores
(KATO et al. 2003; BONFIM et al. 2016). A Tabela 14 apresenta os valores minimos, médios
e maximos referentes a caracterizacdo do esgoto bruto afluente utilizado no estudo, ao longo
de 500 dias de operacéo.

A temperatura afluente ndo apresentou variancia significativa durante o periodo do
estudo, com valor medio de 27,7+0,9 °C (Tabela 14). Zhang et al. (2014) e Zhou et al. (2016)
afirmaram que bactérias nitrificantes ndo s@o resistentes aos distdrbios provocados por
reducdo de temperatura; assim, reduz a capacidade de nitrificagdo. Ja o valor médio de pH
7,1+0,1 ficou entre a faixa (6,5 a 8,0) para as melhores eficiéncias de nitrificacdo (PAREDES
et al. 2007).
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Tabela 14 - Valores minimos, médios e maximos obtidos na caracterizagdo de esgoto bruto do sistema de
tratamento

Parametro Unidade N Minimo Média Maximo Desvio
Padrdo
Temperatura °C 83 26,3 27,7 30,0 0,9
pH - 83 6,8 7,1 7,5 0,1
Alcalinidade parcial (AP) mg.L? 83 82,0 175,6 240,0 38,7
Alcalinidade total (AT) mg.L? 83 124,0 230,6 4140 63,5
Relacdo AP/AT - 83 0,48 0,79 1,23 0,16
Sélidos totais mg.L? 83 450,0 812,2 1428 196,3
Sélidos totais fixos mg.L? 83 246,0 441,2 828,0 133,7
Sélidos totais volateis mg.L*t 83 141,0 377,6 640,0 107,1
Solidos suspensos totais mg.L*t 83 168,0 312,0 457.0 70,6
Sélidos suspensos fixos mg.L? 83 95,0 191,2 278,0 50,6
Solidos suspensos volateis mg.L*t 83 60,0 120,0 184,0 33,1
DQO bruta mg.Lt 83 151,0 317,8 485,0 86,6
DQO filtrada mg.L? 83 44,0 136,9 243,0 43,3
Relacdo DQO filt/br - 83 0,26 0,43 0,60 0,07
Nitrogénio total de Kjeldahl mg.L*t 83 23,6 30,3 36,4 2,5
Nitrogénio amoniacal mg.L? 83 16,2 23,0 27,4 2,0
Nitrogénio nitrito mg.L? 83 0,0 0,0 0,1 0,1
Nitrogénio nitrato mg.Lt 83 0,0 0,0 0,1 0,1

Fonte: O Autor (2020).

No que concerne a DQO bruta afluente, a concentracdo média foi de 317,8+86,6 mg.L"
! Na fase la e Ib, que representou os primeiros 250 dias de experimento, apresentaram-se com
as maiores concentracdes. Na fase IC, foi possivel observar uma significativa diminui¢do na
concentragio de DQO afluente, com concentragdo média de 170,7+19,0 mg.Lt. O periodo
chuvoso promoveu a dilui¢do do esgoto bruto afluente. Entretanto, apds o periodo chuvoso a
concentracdo de DQO aumentou (fases Id e le). A DQO filtrada teve concentracdo média de
136,9+43,3 mg.L?, apresentando valor minimo e méaximo de 44,0 e 2430 mg.L?

respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Concentracdo de DQO bruta e filtrada no afluente do sistema durante o periodo do estudo
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Fonte: O Autor (2020).

No que tange ao nitrogénio, as concentragdes médias foram 30,3+2,5, 23,0+2,0 e
7,31£2,3 mg.L* para N-NTK, N-NH.4", respectivamente (Figura 10), presentes no afluente dos
reatores hibridos. No que concerne ao nitrogénio organico (N-Norg), a concentracdo média no
afluente foi de 7,3£2,3 mg.L%. Assim, as formas de nitrogénio amoniacal e organico afluente
foram 77% e 23%, respectivamente. As formas oxidadas de nitrogénio (N-NO2 e N-NO3)

apresentaram concentragdes proximas a zero no afluente.

Figura 10 - Concentragdo de N-NTK, N-NH4* e N-Nore no afluente do sistema durante o periodo do estudo
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Fonte: O Autor (2020).
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A Figura 11 apresentam as concentracdes de sélidos totais no esgoto bruto com
concentracdo média de 812,2+196,3 mg.L™. Ja a concentracdo média de sélidos totais fixos de
441,2+133,7 mg.L™* sugeriu que, provavelmente, oriundo de disturbios ocorridos na caixa de

areia presente na ETE Mangueira.

Figura 11 - Concentracgdo de sdlidos totais, fixos e volateis no afluente do sistema durante o periodo do estudo
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Fonte: O Autor (2020).

No tocante aos solidos suspensos totais, a concentracdo média foi de 312,1+70,6 mg.L"
! (Figura 12). Ja os sdlidos suspensos volateis, que representaram a biomassa tiveram valor
médio de 120,0+33,1 mg.L ™ (Tabela 14).

No que concerne a alcalinidade, o esgoto bruto do sistema apresentou concentrages
favoraveis para o crescimento de bactérias nitrificantes, visto que as concentragdes médias de
alcalinidade total (ALCT) e parcial (ALCP) foram 230,6+63,5 mg.L™ e 175,6+38,7 mg.L*
(Figura 13), respectivamente, com relacdo AP/AT de 0,79+0,16. Tal relacéo ficou proxima ao
estudo de Morais (2015) com o valor de 0,74, utilizando 0 mesmo esgoto bruto. Sabe-se que a
alcalinidade do esgoto bruto é uma variavel interferente no controle do processo de
nitrificacdo, visto que na oxidagdo da aménia, ocorre o consumo de alcalinidade de 7,05 g
CaCOs/g N-NH4", devido a producdo de &cido (RITTMANN E MCCARTY, 2001).



Figura 12 - Concentragdo de s6lidos suspensos, fixos e volateis no afluente do sistema durante o periodo do
estudo
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Fonte: O Autor (2020).

Figura 13 - Concentracdo de alcalinidade parcial (ALCP) e alcalinidade total (ALCT) afluente do sistema
durante o periodo do estudo
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Fonte: O Autor (2020).
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Tendo em vista a alta interferéncia da precipitacdo pluviométrica, em relacdo as
caracteristicas do afluente dos reatores hibridos, dois perfis temporais foram realizados, sendo
um no periodo seco e outro no periodo chuvoso. A cada 2 horas, foram coletadas amostras do
afluente entre as 8 e 18 horas. As variaveis analisadas na caracterizacdo temporal foram: pH,
temperatura, alcalinidade (parcial e total), DQO (bruta e filtrada), nitrogénio (N-NTK, N-
NH4*, N-NO2 e N-NO3z").

Em Pernambuco, as estacdes do ano apresentam-se dividia em dois periodos distintos:
um chuvoso e outro seco. Segundo a Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC), na
regido do litoral de Pernambuco, o periodo chuvoso, em geral, ocorre de junho a setembro.
Assim, em junho de 2017 foi realizado o perfil temporal no periodo chuvoso, com
precipitacdo acumulada de 487,0 mm (APAC, 2020a). Nesse perfil, a temperatura ficou entre
26,6 e 28,3°C, com temperatura mais baixas na coleta das 18 horas. Ja o pH variou entre 6,9 e
7,2.

Em relacéo ao periodo seco, corresponde aos meses de outubro a fevereiro. Entdo, em
novembro de 2017, foi realizado o perfil temporal no periodo seco, com precipitacdo
acumulada de 14,8 mm (APAC, 2020b). A temperatura variou entre 28,2 e 30,5 °C com
temperatura mais amena na coleta das 18 horas, neste perfil. Em relacdo a varidvel pH, o valor
ficou ente 7,2 e 7,6.

Em relacdo a matéria organica no perfil temporal do periodo chuvoso, a DQO bruta
esteve bem diluida, com concentragdes proximas a 200 mg.L? (Figura 14). Ja no perfil
temporal do periodo seco, as concentragdes de DQO bruta ficaram entre 270 e 375 mg.L™. A
DQO filtrada apresentou-se com concentragdes inferiores a 200 mg.L™ (Figura 15) no periodo
chuvoso e seco, respectivamente. Assim, as concentracdes no periodo seco ficaram entre 94 e

148 mg.L™. Ja no periodo chuvoso, as concentragdes variaram entre 43 e 56 mg.L ™.
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Figura 14 - Concentragdo afluente do sistema para a variavel DQO bruta no perfil temporal do periodo chuvoso e
seco
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Fonte: O Autor (2020).

Figura 15 - Concentracdo afluente do sistema para a varidvel DQO filtrada no perfil temporal do periodo
chuvoso e seco
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Fonte: O Autor (2020).

A Figura 16 apresentou o perfil temporal de nitrogénio NTK com concentra¢des entre
22,5 e 35,9 mg.L, no periodo seco. No perfil temporal do periodo chuvoso as concentragdes

variaram entre 17,2 e 25,0 mg.L ™.
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Figura 16 - Concentracdo afluente do sistema para a variavel N-NTK no perfil temporal do periodo chuvoso e
seco
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Fonte: O Autor (2020).

No que concerne ao nitrogénio amoniacal, as concentragdes variaram entre 12,3 e 23,0
mg.L ™ com valor médio de 16,2+4,0 mg.L™* no periodo seco (Figura 17). No periodo chuvoso,

a concentragdo variou de 8,9 a 18,2 mg.L ™ e média de 12,5+3,9 mg.L™.

Figura 17: Concentracao afluente do sistema para a varidvel de N-NH4* no perfil temporal do periodo chuvoso e
seco
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No que concerne a alcalinidade, o afluente da ETE Mangueira era viavel para o
sistema, visto que apresentou capacidade de tamponamento e confirmado no perfil temporal
chuvoso com contragdes entre 74,8 e 112,4 mg.L™? (Figura 18). Como também, no periodo

seco com concentragdes entre 104,0 e 276,9 mg.L ™.

Figura 18 - Concentracdo afluente do sistema para a variavel alcalinidade parcial no perfil temporal do periodo
chuvoso e seco
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Fonte: O Autor (2020).

Em relacdo a alcalinidade total, o perfil temporario do periodo seco as concentracoes
variaram entre 213,4 a 335,8 mg.L?, com média 256,4+45,7 (Figura 19). No que tange ao
periodo chuvoso, as concentragbes variaram entre 137,1 a 233,7 mg.L? e média de
186,9+39,8 mg.L*. Assim, possiveis distdrbios provocados pela digestdo anaerdbia no RHAN

e nitrificagdo no RHAE foram evitados.
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Figura 19 - Concentracdo afluente do sistema para a variavel alcalinidade total no perfil temporal do periodo
chuvoso e seco
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Fonte: O Autor (2020).

5.1.3. Desempenho dos reatores hibridos anaerdbio e aerdébio

Os resultados fisico-quimicos, analise de componentes principais e biologia molecular
(PCR-DGGE) obtidos durante a opera¢do dos reatores RHAN e RHAE foram discutidos nesta
secéo.

O primeiro reator hibrido era anaerdbio com a finalidade de remover matéria organica
a fim de diminuir a competicdo das bactérias autotréficas e heterotréficas pelo substrato. A
eficiéncia de remocdo de DQO bruta no RHAN foi de 74,1+3,0%, 70,3+5,0%, 65,3+7,9%,
66,6+£6,6% e 73,4+3,0% nas fases la, Ib, Ic, Id e le. Quando considerado a DQO bruta
afluente e a DQO filtrada efluente do RHAN, a remocdo de matéria organica foi bastante
satisfatoria com valores de 89,0+3,0%, 86,5+5,9%, 87,0+4,1%, 85,6+4,9 e 89,7£1,9% nas
fases la, Ib, Ic, Id e le (Figura 20).
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Figura 20 - Eficiéncia de remocéo de DQO no RHAN nas fases operacionais estudadas sendo br/br a eficiéncia
com base na DQO afluente e efluente bruta do RHAN e br/fil, a eficiéncia com base na DQO bruta afluente e
DQO filtrada efluente do RHAN

%
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Fonte: O Autor (2020).

O valor médio da DQO bruta efluente do RHAN (P3) foi de 98,3+6,8, 120,6+22,2,
59,4+15,3, 94,5+9,9 e 81,5+10,3 mg.L?, para as fases la, Ib, Ic, Id e le, respectivamente
(Tabela 15). Pode-se notar que mesmo com o aumento da razdo de recirculacdo (RR), 0s
filtros foram efetivos na retencdo da biomassa. As concentracGes de DQO filtrada efluente
foram bastante estaveis independente das condicGes operacionais aplicadas, com valores
médios de 42,1+11,5, 57,1+7,9, 21,9+6,8, 41,5+14,4 e 31,6+5,9 mg.L?, para as fases Ia, Ib,
Ic, Id e le. Na fase Ic, periodo chuvoso, a concentracdo afluente foi menor devido a diluicdo;

contudo, a eficiéncia de remogéo de matéria organica foi eficiente.
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Tabela 15 - Valores médios das analises fisico-quimicas nas fases la a le durante o periodo experimental (500
dias) para as amostras nos pontos de coleta P2 a P3 (efluente do reator hibrido anaerébio - RHAN)

RHAN
Efluente do UASB (P2)
Para Fase la Fase Ib Fase Ic Fase Id Fase le
arametros RR = 0,50 RR=0,75 RR=100 RR=125 RR=150
Temperatura (°C) 29,2+1,2 28,4+0,4 27,0+0,1 28,3+1,1 29,6+0,7
pH 7,3+0,1 7,4+0,1 7,3+0,1 7,3+0,1 7,310,1
Potencial redox (mV) -355,0+37,3 -290,9+45,0  -218,2+13,7 -215,6+20,7 -276,7+30,5
Oxigénio dissolvido (mg.L™?) 05+0,1 04+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
DQO bruta (mg.L ™) 135,3+£14,8 158,0+15,8 90,948,5 124,7+4,4 156,2+5,0
DQO filtrada (mg.L™) 67,0+15,7 74,8284 36,5+9,4 43,8+11,0 69,6+3,1
Alcalinidade parcial (mg.L™) 232,2+38,5 210,1+17,7 144,8+23,3 218,3+41,0 217,7+259
N-NTK (mg.L™?) 29,6+1,2 30,4+0,9 26,3+1,3 32,4+1,7 32,7£1,0
N-NH4* (mg.L?Y) 29,6+1,2 30,4+0,9 26,3+1,3 32,4+1,7 32,7£1,0
N-NOz* (mg.L™) 0,0%£0,0 0,1+0,1 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
N-NO;s (mg.L?) 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
SSV (mg.L?) 60,9+18,9 64,7+7,1 48,6+13,8 67,5+10,6 66,3+11,4
Efluente do FAN (P3)
Parametros Fase la Fase Ib Fase Ic Fase Id Fase le
RR =0,50 RR=0,75 RR =1,00 RR=1,25 RR=1,50
Temperatura (°C) 29,9+1,1 28,6+0,5 26,9+0,6 28,6+1,4 29,3+0,7
pH 7,5+0,1 7,4+0,1 7,2+0,1 7,3+0,1 7,2+0,1
Potencial redox (mV) -376,9+44,5 -329,5+30 -124,2+13,3  -121,8420,4 -121,7+53,4
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 0,3+0,1 04+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 0,4+0,2
DQO bruta (mg.L™?) 98,3+6,8 120,6+22,2 59,4+15,3 94,5+9,9 81,5+10,3
DQO filtrada (mg.L™) 42,1115 57,1+7,9 21,9+6,8 41,5+14,4 31,6+5,9
Alcalinidade parcial (mg.L™?) 235,2+29,6 232,1+19,5 138,5+27,2 207,1+24,3 217,7+425,9
N-NTK (mg.L™?) 29,1+1,4 30,2+1,0 25,9+1,5 32,3+1,6 32,7+1,0
N-NH.* (mg.L?) 29,1+1,4 30,2+1,0 25,9+1,5 32,3+1,6 32,7+1,0
N-NO,* (mg.L?) 0,2+0,2 0,2+0,2 0,3+0,2 0,1+0,1 0,0+0,0
N-NOjs (mg.L?) 0,2+0,2 0,1+0,1 0,1+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0
SSV (mg.LY) 14,0+1,6 20,4+5,1 35,1+5,7 35,3+8,7 36,5+7,0

Fonte: O Autor (2020).

No tocante ao desempenho na remoc¢do de matéria organica, a remocao global

apresentou concentracdo final de DQO do sistema de tratamento (P5, efluente do BAS), entre

29,6 e 50,6 mg.L! nas cinco fases estudadas (Tabela 16 e Figura 21A). A eficiéncia de

remocao de matéria organica foi de 82% a 91% quando considerada DQO afluente bruta
(DQObr/br) e a DQO efluente filtrada (DQODbr/filt) de 93 a 97%.
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Tabela 16 - Valores médios das analises fisico-quimicas nas fases la a le durante o periodo experimental (500
dias) para as amostras nos pontos de coleta P4 a P5 (efluente do reator hibrido aerdébio - RHAE)

RHAE
Efluente do LA (P4)

Parametros Fase la Fase Ib Fase Ic Fase Id Fase le

RR =0,50 RR =0,75 RR =1,00 RR=1,25 RR =1,50
Temperatura (°C) 29,6+1,5 28,6+0,5 27,2+0,1 28,7+1,1 29,4+0,5
pH 7,0+0,1 7,2+0,1 7,240,1 7,2+0,1 7,2+0,1
Potencial redox (mV) 99,248,6 89,0+£13,5 102,5£111,0  118,0+14,7 88,8+19,2
Oxigénio dissolvido (mg.L™?) 16+£0,2 1,7+£0,2 1,4+0,2 1,3+0,2 1,0+0,1
DQO bruta (mg.L ™) 64,4+21,0 71,5+16,1 35,8+12,9 52,6£7,3 67,5+9,7
DQO filtrada (mg.L™) 22,3+8,6 32,616,1 12,1+4,7 16,5+5,8 33,448,9
Alcalinidade parcial (mg.L™) 142,4+29,9 138,4+28,6 99,3+17,4 105,1+11,4 113,8+10,2
N-NTK (mg.L™) 13,542,6 12,543,1 9,3+2,6 74423 10,6%4,1
N-NH4* (mg.LY) 13,5+2,6 12,5+3,1 9,3+2,6 7,4+2,3 10,6+1,4
N-NOz* (mg.L?Y) 1,440,3 1,240,3 1,340,3 1,6+0,7 0,7£0,3
N-NO3z (mg.L?) 9,0+1,7 5,2+1,7 2,3+0,2 1,7+0,2 1,4+0,3
SSV (mg.L™?) 33,2+10,9 32,319,9 66,7+7,9 65,6+£10,9 82,0+11,6

Efluente do BAS (P5)

Parametros Fase la Fase Ib Fase Ic Fase Id Fase le

RR =0,50 RR=0,75 RR =1,00 RR=1,25 TR =150
Temperatura (°C) 29,9+1,1 28,7+0,5 27,2+0,1 29,0+1,3 29,840,7
pH 6,8+0,2 7,2+0,1 7,2+0,1 7,0£0,1 7,0£0,1
Potencial redox (mV) 171,5+39,6 116,8+11,6 179,4+32,0 171,3+24,3 126,9+27,6
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 2,1+0,1 2,3+0,3 1,8+0,3 1,5+0,2 1,0+0,1
DQO bruta (mg.L™?) 33,0+9,9 39,68,3 29,6+3,5 42,3145 50,6+9,6
DQO filtrada (mg.L™) 10,8+6,2 18,9+6,4 5,1+3,5 17,7£3,6 21,1435
Alcalinidade parcial (mg.L™?) 78,0£24,7 96,1+7,1 81,3+19,3 79,6+10,1 83,846,7
N-NTK (mg.L™?) 7,4+1,8 6,6+0,7 5,8+3,5 5,242,2 7,0£2,9
N-NHs* (mg.L?) 7,4+1,8 6,6+0,7 5,8+3,5 5,242,2 7,0£2,9
N-NO,* (mg.L?) 1,9+0,3 1,0+0,4 1,0+0,4 1,3+0,8 1,0+0,2
N-NOjs (mg.L?) 11,8+1,1 7,2+1,3 4,7+0,9 3,6+1,3 2,50,2
SSV (mg.LY) 8,6+2,4 17,0+2,0 23,2+7,8 27,0£3,3 28,1+2,7

Fonte: O Autor (2020).

Os testes de analise de variancia (ANOVA) e Tukey confirmaram diferenca

significativa entre as médias dos tratamentos (p<0,05) (Apéndice C). Avaliando o resultado

das razdes de recirculacdo na variavel DQO, o teste Tukey apontou os tratamentos RR 1,00,

RR 1,25 e RR 1,50 como as fases diferentes significativamente. O resultado sugeriu que o

sistema foi mais eficiente nas duas primeiras fases. O aumento da recirculacdo promoveu o

desprendimento da biomassa aderida do BAS; consequentemente, corroborou com o aumento

das concentragdes meédias dos solidos no efluente (ver adiante).

Pimenta (2011) operando reatores hibridos sequenciais anaerébio (UASB + filtro

anaerdbio - FAN) e aero6bio (biofiltro aerado submerso - BAS), em escala piloto, com TDH de

8 horas, RR de 0,0 a 2,0 e aeracéo de 4,0 mg.L™* com o objetivo de remover simultaneamente

matéria organica e nitrogénio. Nestas condi¢fes foram obtidas concentracbes medias de DQO

entre 20 e 100 mg.L? e eficiéncias de remogdo de 77% a 84% no efluente do sistema do



84

primeiro conjunto. No segundo conjunto, estes valores ficaram entre 40 e 140 mg.L™ para a
DQO media e remocao entre 72% a 84%.

Silva (2012) operando o mesmo reator com RR de 0,0 a 1,0 reportou eficiéncia de
remocdo de DQO entre 65% e 88%, com concentracio média inferior a 100 mg.L™* no
conjunto 1. No conjunto 2, obtiveram remogéo de DQO entre 59% e 82%, com concentragéo
média inferior a 92 mg.L ™.

Celestino (2017) operando RHAN (UASB + filtro anaerobio - FAN) e RHAE (lodos
ativados — LA + biofiltro aerado submerso - BAS), em escala piloto, com TDH de 8 horas,
razdo de recirculacio (RR) de 0,0 a 0,5 e aeracio de 6,0 mg.L™ no intuito de remover
simultaneamente matéria organica e nitrogénio viabilizou concentracdo média de DQO entre
39 e 47 mg.L* e eficiéncia 83% a 89%.

Os respectivos autores, operaram o reator hibrido aer6bio com OD préximo a 5,0
mg.L ™. Sabe-se que OD mais baixo (1,0 a 3,0 mg.L?) favorecem o crescimento de bactérias
heterotroficas, desnitrificantes e nitrificantes em biomassa aderida (FENG et al. 2018; YANG
et al. 2019). No presente estudo, o OD disponibilizado ao RHAE foi proximo a 3,0 mg.L™;
provavelmente, tais condi¢cdes ndo favoreceram uma biomassa mixotréfica no biofilme e
confirmado por PCR (discutido mais adiante).

Morais (2015) operando dois reatores compartimentados anaerdbio/aerdbio/andxico
com TDH de 8 a 12 horas e RR de 0,0 a 3,0 e aeracdo de 2,5 mg.L™? obteve significativa
remocao de matéria organica, com eficiéncias medias de remocdo superiores a 80%. Sendo o
melhor desempenho na remocéao de matéria organica com TDH de 12 horas € RR de 1,5, com
concentragdo média efluente de DQO bruta e filtrada de 119 e 50 mg.L™, respectivamente.

A carga orgénica (CO) aplicada e removida no sistema apresentaram variagdes em
funcdo das condicbes operacionais aplicadas. O apéndice D apresenta as cargas organicas
aplicadas no sistema em todas as fases operacionais em cada reator hibrido. A fase la, onde os
reatores obtiveram o melhor desempenho na remocéo de matéria organica, a CO aplicada foi
de 523,9+53,0 g O2.d*. Enquanto que a CO no BAS (ponto P5) foi de 67,7+18,2 g O..d*
(Apéndice D).

O RHAN removeu uma parcela significativa da carga organica afluente de 26,3, a
61,5%, considerando as cargas de entrada e saida. Nestas condi¢des, a parcela remanescente
menor no RHAE nas fases la a le de 162,5 a 291,0 g O,.d aplicadas ao LA, apresentou
condicBes favoraveis ao processo de nitrificagdo, por operar com baixa relacdo DQO/N
(CALLADO E FORESTI, 2001, METCALF E EDDY, 2016; FENG et al. 2018).
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A eficiéncia acima de 70% mantida de sélidos suspensos volateis no BAS nas fases
estudadas demonstraram que, apesar do aumento da velocidade ascensional (Tabela 7) pelo
aumento da RR de 0,5 a 1,5, o arraste do efluente no sistema foi minimizado pelos filtros.
Logo, as concentragdes foram inferiores ou proximas a 20 mg SSV.L™ (la e Ib) e inferiores a
30 mg.L? (Ic, Id e le) (Figura 21B e Tabela 16).

O teste ANOVA e Tukey confirmaram diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos para o efluente do BAS (P5) (p<0,05). Os tratamentos RR 0,50, RR 0,75 e RR
1,00 foram as fases diferentes significativamente (Apéndice C). O resultado sugere que 0s
filtros foram mais eficientes na retencdo da biomassa nas trés primeiras fases. Tais resultados
corroboraram com as correlagGes fortes positivas obtidas entre DQO e SSV (Apéndice E);
bem como, a formacdo de biofilme denso presente na superficie do material suporte
(Apéndice F).

Pimenta (2011) operando reatores hibridos sequenciais anaerdbio-aerdbio, em escala
piloto, com razdo de recirculacdo (RR) de 0,0 a 2,0 viabilizou concentracdo média de SSV
abaixo de 30 e 40 mg.L? nos filtros anaerdbio (FAN) e biofiltro aerado submerso (BAS),
respectivamente. Silva (2012) operando o mesmo reator com RR de 0,0 a 1,0 viabilizou
eficiéncias de remocdo de SSV entre 74% a 95%, com concentracdo média préxima a 40
mg.L L.

Morais (2015) operando dois reatores compartimentados anaerdbio/aerdbio/andxico
indicou que o incremento da recirculacdo (0,0 a 3,0) e, principalmente, a diminuicdo do TDH
de 12 para 8 horas ocasionou um aumento gradativo da concentracdo de SSV no efluente do
sistema. Logo, as concentracdes de SSV no efluente variaram entre 19 a 95 mg.L?, no
primeiro reator compartimentado. Enquanto, a média de SSV no efluente foram de 20 a 155
mg.L"! no segundo reator compartimentado.

Lim e Fox (2011) avaliaram o desempenho de um reator hibrido composto por um
filtro anaerébio e um filtro bioldgico aerado, alimentado com esgoto sintético, com
recirculacdo de 1,0 a 3,0. As concentraces de DQO no efluente final foram de 13 a 27 mg
02.L%; e de SSV ficaram proximas a 10 mg SSV.L?. Leyva-Diaz et al. (2016) utilizaram um
reator hibrido de biomassa suspensa para remocao de matéria organica e nitrogénio em esgoto
municipal, com razdo de recirculagéo entre 1,0 e 2,0 do efluente do compartimento aerébio
para 0 anaerobio; as respectivas concentracdes de DQO e de SSV no efluente foram 26 a 32
de mg O2.L e 60 mg SSV.L™.
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Celestino (2017) operando reatores hibridos, com TDH de 8 horas e RR de 0,0 a 0,5
sugeriu que os FAN e BAS foram de suma importancia para viabilizar concentracdo média de
SSV de 20 mg.L. Entretanto, com o incremento da recirculagio as eficiéncias de remogao
diminuiram.

Figura 21 - Concentracfes obtidas no afluente - P1 (o), efluente do FAN - P3 (o), efluente do BAS - P5 (A)

durante a fase la (RR=0,50), fase Ib (RR=0,75), fase Ic (RR=1,00), fase Id (RR=1,25) e fase le (RR=1,50): A)
DQO e B) SSV

A

500

450 +

400-% %a)c@@%% %@

350

)
g

-1

300 H @]
250

200

DQO (mg.L

150
100

50

500
450 4
400
350

300 -

-
=250 O

£ |
>200-%:) :
2 [ ! !
4 150 1 &Q%@Q : . :
100 | :% :

| : ; ]

+ T 1 1

50+

T T T T
0 100 200 300 400 500

Tempo (dias)

Fonte: O Autor (2020).
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No tocante a remocdo de nitrogénio no sistema de tratamento (Figura 22A), observou-
se que o processo de amonificagdo no RHAN foi proeminente em todas as cinco fases, uma
vez que as concentracdes de N-NH4" no efluente (ponto P3 de 25,9 a 32,7 mg.L™?) foram
iguais as de N-NTK, portanto, sem contetido de nitrogénio organico.

Nas cinco fases estudadas, uma pequena parcela de nitrito e nitrato recirculado (0,4 a
1,3 mg N-NO>.L* e 1,6 a 3,9 mg N-NOs.L?) do RHAE para o RHAN, foi desnitrificada.
Isso justifica os valores proximos a zero de nitrito e nitrato na saida do RHAN (Figura 22B,
Tabela 15), sendo confirmado posteriormente a identificacdo de micro-organismos
desnitrificantes neste reator (discutido adiante).

Harper e Pohland (1986) reportaram a importancia do nitrogénio nitrito e nitrato na
digestdo anaerdbia, no intuito de evitar o colapso (azedamento) do reator. Assim, as formas
nitrogenadas podem ser convertidas a bicarbonato e nitrogénio amoniacal e fornece
alcalinidade ao sistema. Os valores de pH entre 7,3 a 7,5 e concentracfes médias de 210,1 a
235,2 mg CaCOs.L presentes no RHAN em la a le (Tabela 15), obtiveram o tamponamento
no sistema.

A carga organica remanescente no efluente final (BAS, P5) foi de 67,7 a 173,0 g O2.d"
! dos quais 22,5 a 103,8 g O..d? (Apéndice D) recircularam ao RHAN, representando um
aumento de 4,3% a 24,8% comparando com a carga do afluente (UASB, P1), na
disponibilidade de fonte de carbono para os micro-organismos heterotréficos.

Silva (2012) operando reatores hibridos observou o processo de desnitrificacdo quando
foi introduzida a vazdo de recirculacdo 0,5. Entretanto, nem todo o nitrato foi convertido a N2
no RHAN, visto que os niveis médios de OD nessa fase foram proximos a 0,7 mg.L™*. Na fase
posterior, 0 aumento da RR de 1,0 favoreceu a concentracdo de nitrato proximo a zero, com
valor médio de OD de 0,1 mg.L™.

Morais (2015) utilizando reatores compartimentados viabilizou o processo de
desnitrificacdo quando foi introduzida a vazao de recirculacdo de 1,5, assim as concentracfes
de nitrogénio nitrito e nitrogénio nitrato foram reduzidas gradativamente nas fases estudadas.
Bem como, a atividade desnitrificante foi caracterizada pelo aumento da alcalinidade a
bicarbonato no efluente tratado, com valores entre 123 a 146 mg.L? para o reator
compartimentado 1 e, de 181 a 193 mg.L™, para o reator compartimentado 2.

Celestino (2017) utilizando reatores hibridos observou o processo de desnitrificagcdo
quando foi introduzida a vazdo de recirculagao 0,25, com concentragdes de nitrogénio nitrito e

nitrato proximos a zero.
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Aesoy et al. (1998), Ruiz et al. (2006), Santos et al. (2016), Damianovic et al. (2018)
apontaram que na relacdo DQO/N de 5 a 10, valores de pH entre 6 a 8 e temperatura proxima
de 30°C, foram verificadas boas condi¢cfes para a remocao simultanea de carbono e nitrogénio
em reatores anaerébios. No presente estudo, a temperatura entre 27,0 e 29,9°C e o pH entre
7,3 e 7,5 foram condigdes que favoreceram a atividade da biomassa desnitrificante a oxidar
matéria organica e reduzir o nitrato a nitrogénio molecular. No entanto, a relagdo DQO/N
ficou entre 6,5 e 13,2 no UASB e 3,9 a 5,2 no FAN nas fases estudadas, mas néo inibiram o
processo de desnitrificacao.

O produto da amonifica¢do do efluente do RHAN foi disponibilizado para 0s micro-
organismos nitrificantes no LA e no BAS (Tabela 15). Dada a baixa a relagdo DQO/N deste
substrato (2,3 a 5,5), as bactérias heterotréficas no RHAE ficaram limitadas pela
disponibilidade de carbono.

A correlagdo forte negativa entre N-NHs* e N-NO3z™ nas fases la (-0,80), Ib (-0,86), Ic
(-0,72), Id (-0,60) e le (-0,74) corroboraram com a evidéncia do processo de nitrificacdo no
RHAE. Bem como, a correlacdo linear positiva entre ALCP e N-NH4* (0,07 a 0,87), indicou
como se esperava, sua maior ocorréncia no RHAE (Apéndice E); e por consequéncia,
provocando a diminuicao da relagdo N-NH4*/ALCP de 0,10 a 0,07.

A nitrificacdo no RHAE resultou em concentracGes médias de nitrogénio amoniacal
em P5 de 7,4 (Ia), 6,6 (Ib) e 5,8 (Ic), 5,2 (Id) e 7,0 (Ie) mg N-NH4".L! (Tabela 16 e Figura
22A) e corroboraram com a correlagdes negativas obtidas entre N-NH4* e N-NOs™ (Apéndice
E). Como a totalidade de N-NTK em P5 consistia somente de N-NH4", as eficiéncias de
remogédo de N-NTK no sistema foram de 75% (la), 78% (Ib), 78% (Ic), 84% (Id) e 78% (le).

Adicionalmente, a nitrificagdo no RHAE promoveu em termos médios nas fases, um
consumo da alcalinidade de cerca de 110 mg CaCOs.L™ para a oxidagdo de aménia de cerca
de 23 mg N-NH4*.L? (Tabelas 15 e 16). Isto correspondeu a um consumo médio de 4,7 g
CaCOs g (N-NH4")L, proximo do valor de 7,05 g CaCOs g (N-NH4")?! citado por Rittmann e
McCarty (2001). Como nesta oxidagdo ocorre a produgdo de acido e como ndo ocorreram
mudancas significativas de pH nas trés fases, mantendo-se proximo do neutro, o bom
tamponamento resultou em um processo de nitrificacdo estavel. Esta estabilidade pode ser
indicada também pelas correlagdes positivas entre N-NH4* e ALCP, pH e ALCP e pH e N-
NH4* (Apéndice E).

A relacdo OD/N-NH4" resultante ficou entre 0,14 e 0,35, sendo levemente maior em Ib

(Tabela 16), o que favoreceu as nitrificantes nesta fase. O OD é o co-substrato para 0 processo
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de nitrificacdo e sua concentracdo influencia na taxa de reacdo da oxidagdo de amonia a nitrito
(PENG E ZHU, 2006). Logo, a correlacdo negativa de -0,36 a -0,73 entre OD e N-NH4", nas 5
fases estudas; bem como, a correlacdo positiva de 0,55 a 0,91 entre DQO e N-NH4*
confirmaram a estabilidade da nitrificacdo no RHAE (Apéndice E).

Oliveira Netto e Zaiat (2012) operaram reatores hibridos, em escala piloto, com RR
variando de 0,0 a 3,0. Tais estudos sugeriram que as fases com RR > 0, os valores da relagdo
OD/N-NH4"* ficaram 21% a 27% maior comparados com os dados da fase com RR de 0,0.

A correlacéo forte negativa de -0,66 a -0,86 entre SSV e N-NOgz", foi outro indicio para
a estabilidade do processo de nitrificacdo. Zielinska et al. (2012) e Ge et al. (2015) reportaram
que as BOA foram mais resistentes do que as BON em possiveis mudancas de OD, pH e
temperatura no ambiente. Como foi dito anteriormente, o lodo aerdbio esteve bem aderido no
BAS, mesmo com o aumento da RR (2,01 m.h*); logo, o pH, temperatura e OD nio
apresentaram variagOes bruscas durante a operacdo do reator (Tabela 16).

No que tange ao nitrogénio na forma de nitrato (Figura 22B), o aumento da
recirculacdo e consequentemente da velocidade ascensional foram favoraveis para a reducéo
da concentragdo média no efluente final em P5 de 11,8+1,1 (la) para 2,5+0,2 mg.L?, em le
(Tabela 16). As concentragcbes no efluente do BAS (ponto P5) apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0,05) (Apéndice C).

Avaliando o resultado das razdes de recirculagdo na variavel N-NOgz", 0 teste Tukey
apontou os tratamentos RR 0,50, RR 0,75 e RR 150 como as fases diferentes
significativamente (Apéndice C). O resultado sugeriu que o aumento da RR foi de suma
importancia para a reducdo da concentragdo de N-NOz  no efluente. Mesmo tendo uma
discreta lavagem de biomassa presente no BAS, confirmada pela correlagdo positiva entre as
variaveis DQO e SSV (Apéndice E), o processo de nitrificacdo ndo foi inibido.

A maior fracdo presente na recirculacdo, em relacdo ao nitrogénio, foi a de nitrato. A
carga nitrogenada recirculada foi 5,1 a 8,1 g N-NOs.d?, ocorrendo a desnitrificagdo no
RHAN nas fases estudadas. Porém, ainda estavam presentes na recirculacdo elementos da
nitrificacdo parcial (0,8 a 2,0 N-NO,.d?), além da amonia (5,1 a 14,3 g N-NHs".d?!)
(Apéndice D).



90

Figura 22 - Concentragdes obtidas no afluente - P1 (o), efluente do FAN - P3 (o), efluente do BAS - P5 (A)
durante a fase la (RR=0,50), fase Ib (RR=0,75), fase Ic (RR=1,00), fase Id (RR=1,25) e fase le (RR=1,50): A)

N-NH4* (N-NTK em Pla (¢)) ¢ B) N-NOz
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Fonte: O Autor (2020).

Pimenta (2011) operando reatores hibridos na remocdo simultanea de carbono e

nitrogénio em esgoto domeéstico, obteve nitrificagdo total da amdnia devido a RR de 0,0 com

concentragio média de 20,5 mg.L? e 18,3 mg.L! no RHAE 1 e 2, respectivamente. Devido ao

incremento da RR de 0,5 e 1,0 existiu o processo de desnitrificagdo sem a adigéo de fonte

externa de carbono; assim, a concentragdo média variou entre 5,4 e 8,1 mg.L* para 0 RHAE 1

e 3,2 e 4,2 mg.L! para 0 RHAE 2. No entanto, na tltima fase do experimento (RR = 2,0),

devido ao aumento da velocidade ascensional do liquido, o processo de nitrificacdo nao

ocorreu.
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Oliveira Netto e Zaiat (2012) operaram reatores hibridos, em escala piloto, com RR
variando de 0,0 a 3,0 com OD entre 2,5 e 3,0 mg.L™ obtiveram concentrages médias de 4,0 a
12,0 mg.N-NOs".L . Morais (2015) viabilizou o processo de nitrificacdo e desnitrificacdo
utilizando 2 reatores compartimentados, com a concentracdo média de nitrogénio nitrato de
5,1 e 54 mg.L? nos reatores 1 e 2, respectivamente; corroborando com as presencas das
bandas nas PCRs especificas para BOA e BON, respectivamente.

Celestino (2017) operando reatores hibridos com OD de 6,0 mg.L™ e RR entre 0,0 e
0,5 promoveu a remocdo simultanea de carbono e nitrogénio. Na fase 1 (sem recirculacao) a
concentragdo média no efluente do BAS foi de 20,1 mg N-NOsz.L. Na fase 2 existiu
incremento da recirculagdo (RR = 0,25), provavelmente o maior contato biomassa e substrato
promoveu o aumento na concentracdo média de 24,5 mg N-NOs.L. Na fase 3, a RR de 0,5
promoveu a reducdo da concentragdo de nitrogénio nitrato para 12,3 mg.L™, provavelmente
atribuida ao processo NDS.

No presente estudo, o resultado da PCR indicou a presenca concomitante de bactéria
desnitrificante e nitrificante no lodo suspenso (ponto Lsu-2) e aderido (ponto Lad-2) do
RHAE (item 5.1.4). Esta evidéncia sugere a viabilidade de ocorréncia do processo de
nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS) devido a uma biomassa mixotréfica presente
no lodo aerdbio.

Provavelmente, as condigdes de pH 6,8 a 7,2, temperatura entre 28,7 a 29,9, OD entre
1,0 e 2,3 mg.L™?, carga organica de 97,6 a 350,9 g DQO.d, carga nitrogenada de 32,9 a 49,8
g N.d! e relagdo DQO/N de 1,8 a 7,6 presentes no BAS foram favoraveis para a ocorréncia do
processo NDS (BUENO et al. 2018; DAMIANOVIC et al. 2018; FENG et al. 2018;
PATHAK et al. 2020).

A concentracdo de nitrogénio total (N-NT) no efluente final em P5 variou de 10,1 a
21,1 mg.L ™ nas 5 fases estudadas; em la, a parcela de nitrogénio nitrato (11,8 mg.L™?) foi um
pouco maior que a de amoniacal (7,4 mg.LY). Em le, a parcela de nitrogénio nitrato (2,5
mg.L ) foi bem menor do que nitrogénio amoniacal (7,0 mg.L™?). Logo, as eficiéncias de
remocdo de N-NT foram de 28 a 69% nas fases estudadas (Figura 23), com diferencas
significativas (p<0,05). O teste Tukey apontou os tratamentos RR 0,50 e RR 0,75 como as
fases diferentes significativamente. Logo, as fases Ic, Id e le deram a mesma resposta no que

tange a eficiéncia de remocdo para a variavel N-NT.
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Figura 23 - Balango das formas de nitrogénio (%) no afluente do sistema e efluentes do RHAN (A) e RHAE (B)
nas fases estudadas dos reatores hibridos
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Fonte: O Autor (2020).
A RR 1,25 (fase Id) indicou uma melhor nitrificacdo e desnitrificagdo simultanea,

assim contribuiu significativamente para a melhor qualidade do efluente. Oliveira Netto e
Zaiat, (2012) operaram um reator, em escala piloto com RR de 0,0 a 3,0, obtiveram 20 a 29
mg N-NT.L? no efluente do sistema, correspondendo a eficiéncias de 32% a 55%,
respectivamente.
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5.1.4. Fatores influentes no desempenho do sistema e estudo da variabilidade dos dados

Para o estudo com a ACP, as 8 varidveis fisico-quimicas consideradas para a qualidade
do efluente final (BAS, ponto P5) foram correlacionadas em cada fase experimental. O
agrupamento dos dados se refere a um conjunto de 75 observacOes, sendo 15 para cada fase.
Este conjunto de dados apresenta média zero e desvio padrdo igual a um. Nesta ACP, apenas
duas componentes pricipais (CP1 e CP2) foram consideradas significativas e ambas
atenderam ao critério de Kaiser e Guttman (K > 1, Apéndice G) (JACKSON, 1993). Assim,
os graficos bidimensionais resultantes mostraram uma variancia acumulativa explicada de
44,28% para CP1 e 14,44% para CP2, totalizando 58,72% (Apéndice G).

As variaveis N-NH.*, ALCP e pH apresentaram pesos bem proximos (0,56, 0,57 e
0,58), enquanto N-NOs apresentou 0 menor peso desse conjunto (-0,90) de varidveis (Tabela
17). Os valores mais negativos de peso na CP1 indicaram que esta componente apresentou
tendéncia de aumento com reducdes de DQO (0,90), SSV (0,84), pH (0,58), ALCP (0,57), N-
NHs" (0,56) e TEMP (0,33). O maior peso da DQO seguido de SSV indicaram maior
influéncia no comportamento de 58% dos dados (Apéndice G). Tal resultado sugere que 0
BAS foi favoravel ao acimulo da biomassa; bem como, o processo de nitrificacdo nao sofreu

impactos negativos pelo aumento da velocidade ascensional.

Tabela 17 - Pesos obtidos na modelagem do efluente do BAS

Variavel CP1 CP2
DQO 0,90 -0,15
N-NH4* 0,56 0,54
N-NOs -0,90 0,19
oD -0,28 0,51
pH 0,58 -0,01
ALCP 0,57 0,23
TEMP 0,33 -0,64
SSV 0,84 -0,22

Fonte: O Autor (2020).

A variavel N-NH4" apresentou peso positivo e elevado na CP2, seguido pela variavel
OD, sugerindo que a representacdo da variabilidade do conjunto de dados aumentou com a
elevacdo dessas duas variaveis; porém, o efeito delas sobre a variavel SSV foram
minimizados, ja que a biomassa apresentou baixo valor absoluto nesta CP2, corroborando

com as baixas concentracdes de solidos obtidas (8,7 a 28,1 mg SSV.L™).
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As variaveis N-NH4* e OD estiveram correlacionados inversamente (Apéndice E e
Figura 24) nas fases estudadas e favoreceram a cinética de crescimento dos micro-organismos
nitrificantes. A concentracdo do substrato nitrogénio amoniacal; bem como, o co-substrato
oxigeénio dissolvido influenciam na taxa de reacdo da oxidacdo de amonia a nitrito (PENG E
ZHU, 2006).

Zhang et al. (2014), utilizando reatores com biofilme, sugeriram que o aumento da
taxa de remocdo de amdnia foi proeminente em concentracdes de OD entre 1,5 a 3,0 mg.L ' e
temperaturas préximas a 30°C. Agqueles mesmos autores afirmam ainda que, quando a
concentracdo de OD foi reduzida a medida que a temperatura aumentou, a taxa de nitrificacao
sofreu um impacto negativo. No presente estudo, a temperatura média foi de 28,7 a 29,9 °C e
a concentragdo de OD de 1,0 a 2,3 mg O2.L? estavam disponibilizados para os micro-
organismos nitrificantes no reator aerdbio.

Os resultados gréficos da CP se encontram na Figura 24. Os gréficos bidimensionais
com os pesos obtidos no modelo utilizado se encontram na Figura 24A; observa-se que as
variaveis OD, N-NOz e TEMP foram agrupados ao lado negativo da CP1 e as varidveis N-
NH4*, ALCP, pH, DQO e SSV foram agrupadas ao lado positivo da CP1.

A Figura 24B mostra notadamente, que os conjuntos de dados experimentais da fase la
(dados 1 a 15, na cor cinza) e fase Ib (observacdes 16, a 30, na cor vermelha) foram
agrupados no lado negativo da CP1 e positivo da CP2 e influenciados pelas variaveis OD, N-
NO3z e TEMP. Os valores médios de temperatura, OD e N-NOs foram de 29,9+1,1°C,
2,1+0,3 mg O2.L ! e 11,8+1,1 mg N-NOs.L%, em la e 28,7 + 0,5°C, 2,3%0,3 mg O..L? e
7,2+1,3 mg N-NOs".L2, em Ib, favoreceram o crescimento de BON.

As concentracdes de OD proximas a 3,0 mg.L favorecem as BON (AHN, 2006);
contudo, a concentracdo de OD no RHAE ficaram proximas a 2,0 mg.L?, no intuito de
favorecer as BOA e o processo NDS. Logo, BOA estiveram mais estaveis no processo de
nitrificagdo do que as BON.

Em relacdo a fase Ic, foi possivel observar a migracdo do conjunto de dados (31 a 45,
na cor azul) junto com a fase Id (46 a 60, na cor amarela) para o lado positivo da CP1 e
negativo da CP2 e influenciados pelas variaveis N-NHs*, ALCP, pH. Os conjuntos de dados
corroboraram com as concentracdes médias de 5,8+3,5 mg N-NHs*.L?, 81,3+19,3 mg
CaCOsz.L?t e 7,240,1 (Ic) e valores médios de 5,2+2,2 mg N-NH4*.L?, 79,6+10,1 mg
CaCOs.L? e 7,0+0,1 (1d); indicando que o processo de nitrificacdo foi proeminente em tais

fases.



95

A correlacdo entre N-NH4" e N-NOs™ foi moderada a forte negativa em Ic (-0,72) e Id
(-0,60); bem como, a relacdo DQO/N de 2,8 a 2,9 disponibilizadas para o BAS foi outro
indicativo para a maior oxidacdo da amonia nestas fases. Sabe-se que com baixa relacdo
DQOIN, as bactérias heterotréficas ficam limitadas pela baixa quantidade de carbono,
disponibilizando amonia em excesso para a nitrificagdo (CALLADO E FORESTI, 2001). Para
elevadas relagdes DQO/N, o processo de nitrificacdo é inibido pelo excesso de carbono
organico (LU et al. 2014; FENG et al. 2018).

A correlagdo entre as variaveis pH e N-NH4* foi moderada positiva (0,47 e 0,58) em Ic
e 1d; logo, este foi outro indicio para a estabilidade do processo no RHAE. Os valores médios
de pH nas fases Ic e Id foram 7,2+0,1 e 7,0+0,1 respectivamente, favoraveis ao
desenvolvimento das BOA e BON ¢ de 5,8 a 8,5 e para o crescimento de BON € de 6,5 a 8,5
(GE et al. 2015).

O conjunto de dados da fase le (61 a 75, na cor verde) foram agrupados no lado
positivo da CP1 e negativo da CP2 e influenciados pelas variaveis as varidveis, DQO e SSV.
Logo, os valores médios de 50,6+9,6 mg Oz.L'e 28,1+2,7 mg SSV.L* sugeriram que o
aumento da velocidade ascensional de 1,21 m.ht (la) para 2,01 m.h* (le) contribuiu para o
maior arraste da biomassa presente no efluente do BAS. Contudo, o processo de nitrificacéo
ndo foi inibido, haja vista as concentragdes médias de 7,0+2,9 mg N-NH.*.L? e 2,5+0,2 mg
N-NOs~.L2, as correlaces fortes negativas entre DQO e N-NOs™ (-0,81) e SSV e N-NOs™ (-
0,86) e relacdo DQO/N que foi de 5,5, em le.



Figura 24 - Grafico bidimensional para as projecdes dos pesos (loadings) (A) e grafico dos casos (cases) (B) da CP1 versus varidveis da CP2 no efluente do BAS
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5.1.5. Comunidade microbiana presente no lodo suspenso e aderido

A presenga de micro-organismos desnitrificantes e nitrificantes tanto no RHAN como
no RHAE foram confirmadas com a PCR das amostras, como mostra as Figuras 25 a 27.
Bactérias desnitrificantes estiveram presentes nos pontos Lsul e Ladl do RHAN praticamente
em todas as fases experimentais, conforme confirmadas pela técnica da PCR (Figura 25). A
existéncia de bactérias desnitrificantes, tanto no lodo suspenso quanto no aderido nas duas

camaras (LA e BAS) do RHAE, indica que a biomassa é capaz de realizar o processo de NDS.

Relacbes DQO/N entre 1,8 e 9,2, TDH entre 8 e 10 horas e OD entre 0,1 e 4,8 mg
02.L%, sdo fatores chave para a presenca de micro-organismos desnitrificantes em reatores
aerébios (SANTOS et al. 2016; BUENO et al. 2018; DAMIANOVIC et al. 2018; FENG et
al. 2018); e tais condicbes sdo semelhantes as aplicadas ao LA e BAS no presente estudo.
Como discutido anteriormente, a fase Id foi fase com melhor remocdo de nitrogénio e o

desempenho pode estar associado ao processo NDS no RHAE.
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Figura 25 - PCR para bactérias desnitrificantes nas fases: la (RR = 0,50), Ib (RR =0,75), Ic (RR=1,00), Id (RR =1,25) e le (RR = 1,50). Legenda: Lsu (lodo suspenso), Lad
(lodo aderido) e CN (controle negativo)

Fonte: O Autor (2020).
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Por outro lado, bactérias oxidantes de amdnia BOA estiveram presentes em todas as
amostras das fases la a le (Figura 26). A operacdo de reatores com pH 7,2-7,8 e OD 0,5-1,7
mg O2.L%, favorecem um maior crescimento dessas bactérias (AHN, 2006; GE et al., 2015) e
estas condigdes sdo similares as aplicadas no RHAE. O incremento da velocidade ascensional
por acdo da recirculacdo néo afetou a presenca de BOA no lodo aderido (Lad-1 e Lad-2); a
recirculacdo possivelmente possibilitou a migracdo destas bactérias para 0 RHAN. Além da
oxidacdo da amonia, elas também podem atuar na desnitrificacdo em condi¢des anaerobias
(SCHMIDT e BOCK, 1997; SCHMIDT et al., 2004). Isso pode ser associado as menores
concentragdes de nitrito (0,2 = 0,2 mg N-NO2.L?, Tabela 15) no efluente do FAN.

As bactérias oxidantes de nitrito BON (Nitrospira) foram identificadas na Fase FI em
amostras efluentes do RHAN (P3) e RHAE (P5) e nas amostras de lodo suspenso (Lsu-1 e
Lsu-2) e de lodo aderido, mas nestas apenas no RHAE (Lad-2). Na fase FII, estiveram
presentes em todos os pontos de coleta do RHAE, mas no RHAN foram identificadas apenas
no lodo aderido (Lad-1) (Figura 27). Provavelmente, tais bactérias foram lavadas do UASB
pelo incremento da recirculacdo, mas retidas no leito suporte dos biofilmes do FAN (Lad-1).

Tanto o FAN como o BAS foram eficientes na retencdo da biomassa nitrificante, tendo
ocorrido a formacdo de biofilmes densos na superficie do material suporte e evitando a
lavagem dos micro-organismos do sistema. Bactérias nitrificantes apresentam taxa de
crescimento lento e necessitam um alto TRS para se desenvolverem e permanecerem no
sistema (YU et al., 2010). Alguns autores indicam um tempo minimo de duplicacdo de 7-8 h e
10-13 h para BOA e BON, respectivamente (PENG e ZHU, 2006). Outros mencionam que
TRS de 4 a 30 d favorecem o crescimento de ambas (YU et al., 2010; LIU e WANG, 2013).
Estes altimos autores indicam também que o processo de nitrificagdo parcial ou convencional
depende da concentragdo de OD adotada, de 0,5-1,7 mg.L! e acima de 2,0 mg.L?,

respectivamente.
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Figura 26 - PCR para bactérias oxidantes de aménia nas fases: la (RR = 0,50), Ib (RR = 0,75), Ic (RR=1,00), Id (RR = 1,25) e le (RR = 1,50).
Legenda: Lsu (lodo suspenso), Lad (lodo aderido) e CN (controle negativo).

Fonte: O Autor (2020).
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Ainda sobre as nitrificantes, elas podem ser consideradas bactérias estrategistas por
apresentar taxa especifica de crescimento liqguido méxima (r), ou seja, taxa de crescimento
especifica bruta maxima menos taxa de mortalidade especifica minima; ou aquelas com
densidade maxima de individuos (K), que um dado ambiente pode suportar no equilibrio da
populacdo (ANDREWS E HARRIS, 1986). Assim, as bactérias estrategistas r crescem mais
lentamente do que as estrategistas K com baixas concentragdes de substrato (N-NO2). Schram
et al. (1999) sugeriram que Nitrospira possui afinidade elevada com substrato em
concentracdo baixa (estrategista K); enquanto Nitrobacter crescem mais rapidamente em
concentracOes elevadas (estrategistas r). Logo, concentracfes médias de 0,7 a 1,8 mg N-NOz
Lt no RHAE (LA + BAS) favoreceram Nitrospira (Figura 27).
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Figura 27: PCR para Nitrospira nas fases: la (RR = 0,50), Ib (RR =0,75), Ic (RR=1,00), Id (RR =1,25) e le (RR = 1,50).
Legenda: Lsu (lodo suspenso), Lad (lodo aderido) e CN (controle negativo)

Fonte: O Autor (2020).
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Arqueias, identificadas em todas as amostras das fases la a le (Figura 28), sdo
associadas a conversao da matéria organica em CHse CO2 (CADILLO-QUIROZ et al., 2009).
No RHAE, provavelmente, elas se mantiveram ativas nas zonas anaerdébias mais internas do
biofilme. Além de atuar na remoc¢do de matéria organica, elas podem ter atuado na oxidacéo
de amonia. Park et al. (2006) e Ren et al. (2020) reportaram que algumas arqueias podem
oxidar a aménia e contribuir para a remocdo de nitrogénio em condic¢des aerdbias; como as
suas condicdes foram similares, no presente estudo a presenca de arqueias oxidantes de
amonia (AOA) pode ter sido favorecida. No entanto, para afirmar a principal funcdo dos
micro-organismos que compdem a microbiota, mais estudos devem ser realizados.

Cabello et al. (2004) mencionaram que arqueias podem auxiliar no processo de
desnistrificacdo; logo, um biofilme mixotrofico no BAS facilitou o processo NDS. Park et al.
(2006) mencionaram que o processo NDS foi estabelecido pela coexisténcia de bactérias

nitrificantes, desnitrificantes e arqueias, em lodos ativados.
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Figura 28 - PCR para arqueia nas fases: la (RR =0,50), Ib (RR =0,75), Ic (RR=1,00), Id (RR =1,25) e le (RR = 1,50).
Legenda: Lsu (lodo suspenso), Lad (lodo aderido) e CN (controle negativo)

Fonte: O Autor (2020).
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No presente estudo, a recirculagdo favoreceu o aumento da biomassa em quantidade e
diversidade presente aderida no meio suporte do BAS (Apéndice F). Isso foi confirmado pela
presenca de arqueias, desnitrificantes, BOA e Nitrospira, por meio de PCR. Diante disso,
além de ndo prejudicar a retencdo de micro-organismos, a recirculacdo permitiu um maior
contato biomassa-substrato.

A diversidade das bandas na DGGE para o dominio Bacteria pode ser observada na
(Figura 29). O aumento no numero de bandas foi evidente no RHAN em la para Ib,
respectivamente, por acdo da recirculacdo do efluente nitrificado tratado. Na fase Ic (periodo
chuvoso), foi notadvel a diferenca na diversidade das bandas em comparacdo as fases
anteriores. Nas fases Id e le, as bactérias menos resistentes foram lavadas do sistema
corroborando com as concentracfes médias no efluente do BAS para as variaveis DQO (40 a
50 mg.L1) e SSV (proximo a 30 mg.L ™). Como também, as varidveis DQO e SSV foram
responsaveis pelo agrupamento dos dados no grafico bidimensional nas fases Id e le (Figura
24B) apresentando correlagdo forte positiva 0,81 e 0,87, respectivamente.

No que tange a similaridade das bandas no gel entre as amostras Lsu e Lad (Figura
30), foi possivel observar que a amostra Lad2 (Ib) apresentou 50% de similaridade com
relagdo as demais amostras, conforme o indice de similaridade de Jaccard. Provavelmente,
esta amostra apresentou uma discreta diversidade microbiana maior comparativamente as
outras amostras, assim corrobora com a Figura 23. O gréafico de similaridade confirmou que
ao aumentar a recirculacdo, os micro-organismos mais resistente permaneceram no sistema;
enguanto, 0s micro-organismos menos resistentes foram lavados do sistema, haja vista as
similaridades serem maiores. Bem como, o periodo chuvoso (Fase Ic) promoveu uma
modificagdo na diversidade microbiana, e esta permaneceu com reduzidas modificacdes nas
fases seguintes (fases Id e le). As amostras que apresentaram maior diversidade serdo

enviadas para sequenciamento futuro.
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Figura 29 - Diversidade de bandas no gel de DGGE para o dominio Bacteria em RR de 0,5 a 1,5. Gel de
acrilamida (AA) 8% e gradiente desnaturante ureia e formaminda (UF) 40% - 60%
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Fonte: O Autor (2020).

Figura 30 - Andlise de Clustering dos padrdes de bandas da DGGE para o dominio Bacteria. Medida de
distancia: indice de Jaccard; agrupamento de algoritmo: UPGM. Coeficiente de correlacdo cofenética: 1,00
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Fonte: O Autor (2020).

No que concerne as arqueias, a RR ndo promoveu uma alta diversidade de bandas

(Figura 31) e os resultados indicaram uma estabilidade temporal da comunidade em relagéo as

mudancas de pH, OD, temperatura e cargas organicas e nitrogenadas.
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Arqueias metanogénicas detém grande potencial de estabilizar a matéria organica e
sdo micro-organismos anaerdbios estritos. Os principais representantes do filo Euryarchaeota,
compreendem quatro classes: Methanobacteria, Methanococci, Methanopyri e
Methanomicrobia com suas respectivas ordens: Methanobacteriales, Methanococcales,
Methanopyrales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales, sendo as duas Ultimas
pertencentes a classe Methanomicrobia (MADIGAN et al. 2010).

Figura 31 - Diversidade de bandas no gel de DGGE para o dominio Archaea em RR de 0,5 a 1,5. Gel de
acrilamida (AA) 8% e gradiente desnaturante ureia e formaminda (UF) 40% - 60%
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1

| |

Fonte: O Autor (2020).

A amostra Lad2 (Ic) apresentou a menor similaridade (0,87) com o agrupamento dos
dados (Figura 32) O resultado confirmou que o aumento da RR ndo influenciou na dindmica
da populagdo microbiana de arqueias no reator RHAN e RHAE. No presente estudo, o pH
entre 7,2 a 7,5, temperatura entre 26,9 a 29,9°C, OD entre 0,1 a 0,5 mg.L* e CO de 233,5 a
523,9 g 02.d (UASB) e 248,7 a 534,2 g O2.d* (FAN), favoreceram o equilibrio da digestdo
anaerdbia. Provavelmente, ndo existiu o0 acimulo de acidos graxos volateis (AGV), visto o pH
acima de 7,0 e concentragdo média da alcalinidade parcial no efluente do FAN, exceto na
Fase Ic (periodo chuvoso), sempre foi proximo ou superior a 200 mg CaCOs.L ™.

Em relacdo ao RHAE, as arqueias também estiveram presentes no LA e no BAS,
mesmo em concentracdes de OD préximas de 2,0 mg.L™. Provavelmente, zona microaeradas
nos flocos do LA e biofilme do BAS favoreceram o desenvolvimento desses micro-

organismos. Park et al. (2006) e Ren et al. 2020 reportaram que a baixa escala de oxigénio
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pode ser um dos fatores mais determinantes para o desenvolvimento de arqueias oxidantes de
amonio (AOA) ocorram.

Figura 32 - Analise de Clustering dos padrdes de bandas da DGGE para o dominio Archaea. Medida de
distancia: indice de Jaccard; agrupamento de algoritmo: UPGM. Coeficiente de correlagdo cofenética: 1,00

Archaea
AMOSTRAS

ela
elb
e Ic
e Id
o le

Lsul (Ia)
Ladl (la)
Lsu2 (Ia)
Lad2 (Ia)
Lsu2 (Ic)
Ladl (Ic)
Lsul (Iby
Lsu2 (Ib)
Lsul (Te)
Lsu2 (Id)
Lad2 (Ib)
Lsul (Ic)
Ladl (Th)
Lad2 (Te)
Ladl (Ie)
Ladl (Id)
Lsul (1d)
Lsu2 (Ie)
Tad2 (Id)
Lad2 (Ic)

0,87 0,90 0,93 0,97 1,00

Coeficiente

Fonte: O Autor (2020).

5.2. DESEMPENHO DOS REATORES SEQUENCIAIS ANAEROBIO-AEROBIO EM
ESCALA DE BANCADA (EXPERIMENTO B)

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos reatores sequenciais anaerdbio-
aerobio com baixa aeragéo e recirculagdo do efluente rico em nitrito, nas condigdes relatadas

na metodologia e os resultados da biologia molecular.

5.2.1. Desempenho dos reatores sequenciais anaerobio (lodo suspenso) e aerébio (lodo
aderido)

As concentragcdes médias das variaveis fisico-quimicas do sistema de tratamento para
as trés fases se encontram na Tabela 18, referente as coletas de amostras liquidas em trés
pontos (Pla a P3, Figura 7). Somente na fase FllI, devido a recirculacdo, tem-se também um
quarto ponto de coleta (P1m), o mais proximo de Pla e Plr, representativo da mistura de

ambos os fluxos. Os valores médios das concentracdes dos parametros fisico-quimicos do
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afluente do sistema, para as trés fases experimentais, mostraram que o esgoto sintético se

classificava como o de nivel intermediario (METCALF E EDDY, 2016), como aquele

utilizado em trabalho anterior (NANES, 2017).

Tabela 18 - Valores médios das analises fisico-quimicas nas fases Fl, FIl e FIll durante o periodo experimental
(150 dias) para as amostras nos pontos de coletas Pla (afluente a0 RAN), P1m (ponto da mistura), P2 (efluente

do RAN) e P3 (efluente do RAE)

Fase FI-OD=3,0mg.L'e RR =0%

Parametros Afluente Mistura RAN RAE
(Pla) (P1m) (P2) (P3)
pH 73 = 01 - 76 = 01 72 + 02
Temperatura (°C) 93 + 04 - 279 = 0,7 281 = 06
Oxigénio dissolvido (mg O2.L1) 02 + 01 - 03 £ 01 22 £ 02
DQO total (mg O2.L%) 4379 + 121 - 1156 + 19,1 283 + 39
DQO filtrada (mg O2.L™?) 1175 + 59 - 51,8 + 10,6 118 * 26
DQO particulada (mg O2.L™) 3204 + 11,7 - 63,8 = 13,1 165 = 3,0
Alcalinidade parcial (mg CaCO3.L?) 2053 + 18,1 - 299,1 + 37,0 1211 + 152
Nitrogénio total Kjeldahl (mg.N-NTK.L?) 368 + 10 - 363 £ 1,0 56 + 14
Nitrogénio amoniacal (mg N-NH4*.L?) 245 + 0,8 - 363 £ 1,0 56 + 14
Nitrogénio nitrito (mg N-NO,".L?) 00 =+ 0,0 - 02 + 02 14 = 0,2
Nitrogénio nitrato (mg N-NOs".L?) 00 = 00 - 02 £ 02 72 £ 04
Solidos suspensos volateis (mg SSV.L1) 359 = 41 - 129 £+ 39 98 + 36
Fase FIl—OD=15mg.L'e RR =0%
A Afluente Mistura RAN RAE
Parametros (P1a) (P1m) (P2) (P3)
pH 74 + 01 - 78 + 01 71 + 01
Temperatura (°C) 104 = 0,3 - 274 £ 03 275 + 04
Oxigénio dissolvido (mg O2.L %) 01 = 01 - 03 + 01 15 = 01
DQO total (mg O2.L%) 416,0 * 17,1 - 92,7 + 79 246 + 18
DQO filtrada (mg O2.L™%) 1175 + 12,6 - 249 + 57 96 + 46
DQO particulada (mg O2.L™) 2985 + 16,0 - 67,8 = 10,8 150 = 49
Alcalinidade parcial (mg CaCO3.L™?) 2364 + 1472 - 3354 + 185 103,7 = 3,2
Nitrogénio total Kjeldahl (mg N-NTK.L?) 361 £ 04 - 36,0 £ 0,2 25 + 05
Nitrogénio amoniacal (mg N-NH,*.L?) 238 = 0,6 - 360 £ 0,2 25 + 05
Nitrogénio nitrito (mg N-NO,".L?) 00 = 00 - 01 + 01 61 = 29
Nitrogénio nitrato (mg N-NOs".L™?) 00 = 00 - 00 = 00 47 £ 25
Sélidos suspensos volateis (mg SSV.L1) 386 * 59 - 73 £+ 18 58 + 13
Fase FIIl —-OD=15mg.L'e RR=0,25
Parametros Afluente Mistura RAN RAE
(Pla) (P1m) (P2) (P3)
pH 74 + 01 73 =+ 01 76 + 01 72 + 01
Temperatura (°C) 115 + 04 147 + 03 274 + 0,3 27,7 £+ 0.3
Oxigénio dissolvido (mg O,.L 1) 02 £ 01 04 + 0,0 02 = 00 14 + 01
DQO total (mg O2.L%) 409,7 + 70 3330 = 56 726 + 39,7 265 + 51
DQO filtrada (mg O2.L™%) 122,7 + 11,3 995 + 972 26,0 + 134 68 + 31
DQO particulada (mg O2.L ™) 2870 + 115 2335 + 87 466 + 27,4 19,7 =+ 51
Alcalinidade parcial (mg CaCO3.L™?) 2365 + 55 2096 + 45 3246 + 872 1018 + 3,6
Nitrogénio total Kjeldahl (mg.N-NTK.L?) 36,7 £ 19 298 £ 14 366 £ 19 22 + 10
Nitrogénio amoniacal (mg N-NH,*.L?) 234 £ 05 192 £ 05 366 £ 19 22 + 10
Nitrogénio nitrito (mg N-NO,".L ) 00 = 00 20 + 0,3 01 + 01 98 + 1.3
Nitrogénio nitrato (mg N-NOs".L™?) 00 £ 0,0 02 £ 00 00 £ 00 08 £ 02
Solidos suspensos volateis (mg SSV.L1) 415 + 31 348 + 31 234 + 472 79 + 48

Fonte: O Autor (2020).
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A maior parte de N-NTK afluente se encontrava na forma amoniacal (63 a 66%). O
desempenho do sistema pode ser visualizado também nas Figuras 33 e 34, em termos de DQO
total, SSV e nitrogénio. E na Tabela 18 sdo apresentadas para cada fase experimental, as

correlagdes entre as 9 variaveis estudadas, obtidas com a ACP.

Tabela 19 - Resultados das correlagdes por ACP entre as 9 variaveis estudadas para o desempenho do sistema de
tratamento (efluente do RAE): DQO, N-NH4+, N-NO2-, N-NO3-, OD, pH, ALCP, TEMP e SSV nas fases FlI,
FIl e FIII. Valores acima de 0,50 ou abaixo de -0,50 indicam correlacdo moderada a forte (em vermelho).
Correlagdo positiva significa resultados crescentes ou decrescentes simultaneamente para ambas as variaveis; e
negativas se discordantes.

Fase FI (OD=3,0mg.L'e RR=0,0)

Variavel DQO  N-NHs*  N-NO7 N-NOgz 02 pH ALCP TEMP  SSV

DQO 1,00

N-NH; 0,77 1,00

N-NO;  -0,80 -0,87 1,00

N-NOy  -0,78 -0,89 0,86 1,00

02 -0,59 -0,41 0,65 0,63 1,00

pH 0,77 0,85 -0,76 086  -0,37 1,00

ALCP 0,86 0,85 -0,86 0,87 -061L 085 1,00

TEMP -0,87 -0,81 0,84 0,85 061 -075 -0,92 1,00
SSV 0,97 0,78 -0,82 08 -056 077 084  -086 1,00

Fase FIl (OD=15mg.L'e RR =0,0)

Varigvel DQO  N-NHs*  N-NO7 N-NOz 02 pH ALCP TEMP  SSV

DQO 1,00

N-NH;* 0,09 1,00

N-NO; 0,23 -0,75 1,00

N-NOy  -0,18 -0,83 -0,98 1,00

02 0,08 0,24 -0,52 0,45 1,00

pH 0,25 -0,62 0,77 0,78 -0,37 1,00

ALCP 0,12 0,46 -0,50 053  -017 -041 1,00

TEMP 0,07 -0,60 0,88 086 057 058  -034 1,00
SSV 0,93 0,07 0,41 032 009 036 -024 027 100

Fase FIl (OD=1,5mg.L! e RR =0,25)

Variavel DQO  N-NH;f N-NO2 N-NOs 0 pH ALCP  TEMP  SSV

DQO 1,00

N-NH;* 0,66 1,00

N-NO; 0,88 -0,70 1,00

N-NO; 0,84 0,87 0,83 1,00

02 -0,72 -0,53 -0,89 0,64 1,00

pH 0,34 0,80 0,47 062  -026 1,00

ALCP 0,35 0,73 0,34 053  -023 067 1,00

TEMP 0,08 -0,19 -0,37 028 051 -035 -021 1,00
SSV 0,98 0,64 0,81 083  -062 027 030 0,02 1,00

Fonte: O Autor (2020).

O primeiro reator era anaerébio com a finalidade de remover matéria organica a fim de
diminuir a competicdo das bactérias autotrdficas e heterotroficas pelo substrato. A eficiéncia
de remocdo de DQO bruta no RAN foi de 73,6%, 77,7% e 82,3% nas fases FI, FIl e FlIl. O
valor médio da DQO bruta efluente do RAN (ponto P2) foi de 115,6+19,1 mg.L?, 92,7+7,9
mg.Lt e 72,6+39,7 mg.L ™t em FI, Fll e FIII.
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O processo de degradacdo da matéria orgénica foi estavel na fase FII em comparacéao a
fase FI. Bem como, o discreto aumento da RR, em FlII, favoreceu & menor concentragdo de
DQO no efluente do RAN devido ao maior contato biomassa e substrato. As concentracdes de
DQO filtrada efluente do RAN foram bastante estaveis independente das condigdes
operacionais aplicadas, com valores médios de 51,8+10,6 mg.L?, 24,9+57 mg.L? e
26,0+13,4 mg.L" em FI, Fll e FIII.

O desempenho do sistema apresentou satisfatdria remocdo de matéria organica, uma
vez que a concentracdo de DQO efluente (P3) foi inferior a 30 mg.L? nas trés fases
operacionais (Figura 33A), correspondendo a uma boa eficiéncia de 93% a 94%. Analise
estatistica comparativa das concentracdes de DQO do efluente final com base nos Testes
ANOVA e Tukey apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre as trés fases (Apéndice
H).

O teste Tukey apontou que a fase FII foi diferente significativamente entre as demais
fases. O resultado sugeriu que o baixo OD favoreceu discretamente o maior consumo de
DQO, visto que bactérias anaerdbias facultativas, desnitrificantes e nitrificantes (ver adiante)
estiveram presentes no lodo aerdébio do RAE, ou seja, uma biomassa mixotroéfica.

Também foi observada a remocdo dos s6lidos com concentracdes no efluente final
inferior a 10 mg SSV.L? nas trés fases, correspondendo a eficiéncias de remocdo em 74%,
85% e 81% para as fases FI, FIl e FIIl, respectivamente (Tabela 18, Figura 33B).
Comparativamente, as diferencas entre as concentracdes de SSV em P3 foram significativas
(p<0,05). (Apéndice H).

O teste Tukey apontou que a fase FII foi diferente significativamente entre as demais
fases. O sistema estava estabilizado e promoveu a retencdo da biomassa. Na fase Flll, devido
ao incremento da RR 0,25 existiu uma discreta lavagem (wash out) da biomassa, no periodo
estaciondrio. Assim, uma maior concentracdo de SSV no efluente do sistema.

O meio suporte foi de suma importancia para a retencdo da biomassa, assim
impedindo possiveis desprendimento de excesso de lodo. Tais resultados corroboram com as
correlagdes fortes positivas obtidas entre DQO e SSV em FI (0,97), FIl (0,93) e FIII (0,98)
(Tabela 19). A formacgdo de um biofilme denso também foi observada na superficie do

material suporte (Apéndice I).
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Figura 33 - Concentrac¢Oes obtidas no afluente - P1 (o), efluente do RAN — P2 (o), efluente do RAE — P3 (A)
durante a fase FI (3,0 mg O..L ' e RR =0,0), fase FIl (1,5 mg O..L 2 e RR = 0,0) e fase FIll (1,5 mg O..L?e RR
=0,25). DQO (A) e SSV (B).
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Fonte: O Autor (2020).

Observa-se que as maiores parcelas de DQO e SSV removidas no sistema ocorreu no
RAN, portanto, com o efluente alimentando o RAE favorecendo o processo de nitrificacdo
com uma baixa relagdo DQO/N. E comparando os resultados de DQO e SSV no efluente do
sistema com de outros trabalhos similares, o desempenho do sistema estudado pode ser
considerado muito bom.

Moura et al. (2012) operaram um reator de leito estruturado em fluxo continuo, em
escala de bancada com aeracdo intermitente, alimentado também por esgoto sintético e RR de
0,5. As concentragdes obtidas no efluente do sistema foram de 39 a 54 mg DQO.L e de 13 a
27 mg SSV.L!, correspondendo a eficiéncias de remocdo de 85-89% e 15-49%,
respectivamente. Ja Santos et al. (2016) obtiveram um efluente final com DQO entre 13 e 45
mg DQO.L?! e SSV entre 10 e 33 mg SSV.L, correspondendo a eficiéncias de 94-97% e 25-

66%, respectivamente.
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Araujo (2015) operou reatores sequenciais anaerobio-aerobio-andxico, em escala de
bancada, alimentado com esgoto sintético, TDH entre 5h e 10 h e OD de 0,5a 2,5 mg Oa.L™.
As concentracdes obtidas no efluente do sistema foram de 23 a 56 mg DQO.L™ e SSV entre 6
e 28 mg SSV.L. Nanes (2017) operou reatores sequenciais anaerobio-aerobio, em escala de
bancada, alimentado com esgoto sintético, TDH de 10 h e OD de 1,7 mg.O..L?t As
concentragdes obtidas no efluente do sistema foram de 20 a 48 mg DQO.L? e SSV entre 2 e
29 mg SSV.L1

Yan et al. (2019) operaram um reator em batelada sequencial, em escala de bancada
com aeracdo limitada (0,7 a 1,2 mg.L™), alimentado também por esgoto sintético. As
concentragbes obtidas no efluente do sistema foram entre 40 a 50 mg DQO.L?,
correspondendo a eficiéncias de remocéao de DQO entre 85% e 86%.

No tocante a remocdo de nitrogénio no sistema de tratamento, observa-se primeiro que
0 processo de amonificagdo no reator RAN foi proeminente em todas as 3 fases, uma vez que
as concentracdes de N-NH." efluentes (ponto P2, ~36,5 mg N.L1) foram iguais as de N-NTK,
portanto, sem contetdo de nitrogénio organico, este alimentado somente pelo afluente (ponto
Pla ~12,5 mg N.LY). Em P2, o N-NH4* nas 3 fases foi resultante do afluente e da completa
amonificacdo do nitrogénio organico. Em FIII, uma pequena parcela é devido ao processo de
desnitrificacdo dentro do RAN, que consumiu a matéria organica e nitrogénio nitrito, este
recirculado do RAE, e convertidos a nitrogénio amoniacal e gerando ainda alcalinidade.

As concentracdes médias de N-NO2™ e N-NOs™ na parte inferior do RAN, logo apos a
mistura do afluente e da recirculacéo foram de 2,0 mg.L™? e 0,2 mg.L? no ponto P1m (fase
FIlI, Tabela 18); estes valores sdo basicamente resultantes da recirculagcdo, uma vez que as
concentracdes de ambos eram nulas (ou abaixo do limite de deteccdo) no afluente, o que
ocorreu também nas duas fases anteriores sem recirculagdo. Em P2, no caso de FllI, aqueles
valores se reduziram para 0,1 a 0,0 mg N-N.L™?, respectivamente.

A estabilidade do processo no RAN pode ser creditada também a manutencdo de
valores de pH de 7,6 a 7,8, com tamponamento adequado obtido pela presenca de alcalinidade
com concentragdes médias de 300 a 335 mg CaCOs.L? (Tabela 18). Os resultados de
nitrogénio no RAN para a fase FIII com recirculacdo, como para as duas outras fases sem
recirculacdo, pela presenca de nitrito em P2, sugerem a ocorréncia discreta do processo de
nitrificacdo parcial, junto com a remoc¢éao de matéria organica.

Nitrosomonas podem oxidar aménia em condic¢Bes anaerobia (SCHMIDT E BOCK,
1997; STEIN, 2019) e foi confirmada por sequenciamento no RAN e RAE (ver adiante). A
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biomassa presente no RAN foi proveniente do lodo do reator hibrido (experimento A); e
provavelmente, esta bactéria adaptou-se as condigdes minimas de pH, OD e temperatura no
RAN.

O RAN foi responsavel por remover grande parte da matéria organica; assim, removeu
uma parcela significativa da carga organica afluente de 73% (FI), 78% (FII) e 82% (FlIl), o
que resultou em cargas organicas no RAE de 1,3 g O2.d® (FI) e 1,0 g O..d (FIl e FllI)
(Tabela 19).

A nitrificacdo ocorreu principalmente no RAE, como esperado. A correlacdo linear
positiva entre ALCP e N-NH.* em FI (0,85), FIl (0,46) e FIII (0,73) foi observada (Tabela
19); por consequéncia existiu diminuicdo da relagdo N-NH4"/ALCP de 0,04 para 0,02. A
correlacdo forte negativa entre N-NH4* e N-NOy™ nas fases FI (-0,87), FIl (-0,75) e FHI (-
0,70) também corrobora com a evidéncia do processo de nitrificacdo parcial no RAE.

A nitrificacdo no RAE resultou em concentracdes médias de nitrogénio amoniacal em
P3 de 5,6 (FI), 25 (FIl) e 2,2 (FIII) mg N-NHs".L? (Tabela 18 e Figura 34A). Estes
resultados apresentaram diferencas significativas entre as trés fases (p<0,05) para os Testes
ANOVA e Tukey (Apéndice H) e corroboraram com a correlacdes negativas obtidas entre N-
NH4" e N-NO;" (Tabela 19). Como a totalidade de N-NTK em P3 consistia somente de N-
NH,", as eficiéncias de remocdo de N-NTK no sistema foram de 84% (FI), 93% (FII) e 94%
(F1).

Adicionalmente, a nitrificacdo no RAE promoveu em termos médios nas fases, um
consumo da alcalinidade de cerca de 21 mg CaCOs.L™ para a oxidagdo de aménia de cerca de
33 mg N-NH4".L ! (Tabela 18). Isto correspondeu a um consumo médio de 6,4 g CaCOs g (N-
NH4*), préximo do valor de 7,05 g CaCOs g (N-NH;*)* citado por Rittmann e McCarty
(2001). Como nesta oxidacdo ocorre a producdo de acido e como ndo ocorreram mudancas
significativas de pH nas trés fases, mantendo-se préximo do neutro, 0 bom tamponamento
resultou em um processo de nitrificagdo estavel. Esta estabilidade pode ser indicada também
pelas correlagdes positivas entre N-NH4" e ALCP, pH e ALCP e pH e N-NH4" (Tabela 19).

Avaliando o resultado, o teste Tukey sugeriu que as fases FIl e FIll foram diferentes
significativamente da fase FI. Provavelmente, a biomassa mixotréfica composta BOA,
Ananmmox e Comammox (Nitrospira) favoreceram o consumo de nitrogénio amoniacal
(discussdo mais adiante). As correlacdes nas trés fases entre N-NHs" e N-NO>" foram fortes

negativas (Tabela 19).
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Em FII, possivelmente, a menor correlagdo entre ALCP e N-NH4* se deu pela menor
disponibilidade de OD no RAE; o que resultou na inversdo na rota do processo nitrificagdo e
favoreceu a nitritagdo (6,1+2,9 mg.L™?) do que a nitratagdo (4,7+2,5 mg.L™). BOA (0,2 a 1,5
mg.L ™) tem uma constante de meia saturagio de oxigénio mais baixa que as BON (1,2 a 1,5
mg.L™Y) (GE et al. 2015). Assim, as BOA tém tendéncia de crescimento em ambientes com
niveis de OD baixo, favorecendo o acimulo de nitrito.

Em FIII, o OD ja tinha sido reduzido para 1,5 mg.L™?, na fase anterior, e aliado a
recirculacio o acimulo de nitrito (9,8+1,3 mg.L?, Figura 34B) foi proeminente. Logo, a
correlacdo entre essas variaveis voltou a ser forte positiva.

No estudo de Aradjo (2015) as concentracbes médias no efluente do RAE variaram
entre 3,5 e 9,9 mg N-NH4*.L™L. J& o trabalho de Nanes (2017) apresentou concentracoes
médias no efluente do reator aerdbio entre 11,7 e 24,8 mg N-NH4".LY. Em outros estudos,
Moura et al. (2012) e Santos et al. (2016) obtiveram concentracdes médias no efluente do
sistema entre 1,2 a 13,3 mg N-NH4*.L™ e 1,7 a 24,4 mg N-NH.".L?, respectivamente.

Yan et al. (2019) operaram um reator em batelada sequencial, em escala de bancada
com aeracgdo limitada (0,7 a 1,2 mg.L?), alimentado também por esgoto sintético. As
concentragdes obtidas no efluente do sistema foram entre 2,1 a 8,6 mg N-NHs".L?,
correspondendo a eficiéncias de remocéo de nitrogénio amoniacal entre 91% e 97%.

O processo de nitrificacdo parcial apresentou diferencas significativas entre 0s
tratamentos (p<0,05), nas trés fases estudadas (Apéndice H). O teste Tukey apontou que as
fases FII e FIlI foram diferentes significativamente da fase FI. O resultado ja era esperado,
visto que as condic¢des de operagdo estudadas visaram o acumulo de nitrito na fase FlII.

Em comparacdo aos estudos da literatura, Aradjo (2015) obteve concentracdes médias
de 0,2a0,8 mg N-NOz.L e 4,4 a 5,7 mg N-NOs.L ™! no efluente do RAE. Ja o experimento
realizado por Nanes (2017) obteve concentragdes médias de 0,1 a 0,7 mg N-NO2.L1 e 3,3 a
10,4 mg N-NOs".L no efluente do RAE.

Os estudos de Moura et al. (2012) e Santos et al. (2016), que utilizaram um reator com
biomassa aderida e aeracdo intermitente entre 2,0 a 3,5 mg O2.L%, em escala de bancada,
apresentaram concentrages médias entre 0,0 e 0,5 mg N-NO,.Lt e 0,5a 1,6 mg N-NOs™.L*
e1,1a25mgN-NOz.Lte1,6a13,4 mgN-NOs.L?, respectivamente.

Yan et al. (2019) operaram um reator em batelada sequencial, em escala de bancada
com aeragdo limitada (0,7 a 1,2 mg.L™), alimentado também por esgoto sintético. As

concentragdes obtidas no efluente do sistema foram entre 7,4 a 12,2 mg N-NO2".L L.
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No presente estudo, o resultado indicou que a varidvel OD foi de suma importancia
para 0 processo; bem como, o0 aumento na RAN: de 16% (FI) a 92% (FIIl) (Figura 34C).
Nesse caso, como a RAN; é superior a 50%, pode-se dizer que a nitrificagdo aconteceu
principalmente via nitrito (Yuan e Gao, 2010). Yan et al. (2019) operaram um reator em
batelada sequencial (0,7 a 1,2 mg O2.L%) viabilizaram a RAN: de 91%. Quando a
concentragio de OD foi aumentada para 1,2 mg.L™, a R AN; foi reduzida gradualmente.
Soliman e Eldyasti (2016) operaram um reator sequencial em batelada (0,5 a 1,5 mg O2.L ) e
obtiveram a RAN: de 93%.

O desenvolvimento de micro-organismos nitrificantes foi favoravel pela reduzida
quantidade de matéria orgénica, associada a disponibilidade de OD méxima de 3,0 mg.Lt e
minima faixa de 1,4 a 1,5 mg.L™* no RAE. A relacdo OD/N-NH4* resultante ficou entre 0,4 e
0,7, sendo maior em FIII (Tabela 18), o que favoreceu as nitrificantes nesta fase. O OD é o
co-substrato para o processo de nitrificagdo e sua concentracdo influencia na taxa de reacgdo de
amonia a nitrito (PENG E ZHU, 2006; GE et al. 2015). Logo, as correlagcdes negativas entre
OD e N-NH4* (-0,53) e OD e N-NO>" (-0,89), bem como as correlagdes positivas entre DQO e
N-NH4* (0,66) DQO e N-NO2" (0,88) corroboram com o maior acimulo de nitrito nesta fase,
em comparacéo as Fases Fl e FII.

Alguns autores reportaram que BOA foram mais resistentes do que BON as possiveis
mudancas de OD, pH e temperatura no ambiente (ZIELINSKA et al. 2012; GE et al. 2015). O
biofilme esteve bem aderido no RAE, mesmo com o discreto aumento da RR (0,07 m.h%), em
FIII; logo, ndo existiu a lavagem (wash out) da biomassa nitrificante, bem como o pH,
temperatura e OD ndo apresentaram variagOes bruscas (Tabela 18); logo, contribuiu para a
recuperacdo instantanea da alcalinidade a bicarbonato no RAN, evitando-se varia¢6es bruscas
no pH, e consequentemente em impactos negativos ao processo de nitrificagdo estabelecido.

O efluente amonificado do reator RAN foi disponibilizado para 0s micro-organismos
nitrificantes no RAE (Tabela 18); dada a baixa a relacdo DQO/N deste substrato (2,0 a 3,2)
nas 3 fases, as bactéerias heterotroficas no RAE ficaram limitadas pela disponibilidade de
carbono. Entretanto, um interessante resultado do sequenciamento massivo sugeriu a presenca
concomitante de bactérias desnitrificantes e oxidantes de aménia no lodo aderido do RAE.
Esta evidéncia sugere a viabilidade de ocorréncia do processo de nitrificagdo parcial e
desnitrificacdo simultanea (NDS) pelo consorcio microbiano presente no biofilme do RAE.
Esta ocorréncia foi confirmada posteriormente pelas analises de sequenciamento massivo (ver

adiante).
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A ocorréncia do processo NDS foi reportada em estudo com reatores operando em pH
de 6,7 a 8,5, temperatura de 17 a 27°C, relacdo DQO/N de 1,8 a 9,7, OD entre 0,1 e 4,8 mg.L"
! carga organica de 1,24 a 2,18 g DQO.d™?, carga nitrogenada de 0,18 a 0,31 mg N.d* e TRS
de 10 a 37 dias (SANTOS et al. 2016; BUENO et al. 2018; DAMIANOVIC et al. 2018;
FENG et al. 2018). As condicbes no presente estudo foram: temperatura proximas a 28°C, pH
de 7,2, OD entre 1,5 e 3,0 mg.L e cargas organica e nitrogenada de 1,0 a 1,3 g DQO.d e 0,4
a 0,5 g N.d* aplicadas no RAE (Tabela 20); bem como, a relacio DQO/N de 2,0 a 3,2 e TRS
de 16 a 19 dias.

Nanes (2017) operando reatores sequenciais anaerobio-aerobio com aera¢do continua
de 1,7 mg O,.L! viabilizou o consumo de nitrogénio amoniacal sem o acimulo de N-NOx,
portanto um indicativo de NDS no lodo aderido do RAE. Entretanto, os resultados das PCRs
confirmaram presenca das bandas para BOA e ausentes para desnitrificantes. Sabe-se que
Nitrosomonas (BOA) pode desnitrificar em ambientes andxicos (SCHMIDT E BOCK, 1997;
SCHMIDT et al. 2004).

No que tange ao nitrogénio total, a concentracdo no efluente final (P3) foram de 12,8 a
14,2 mg N.L't em FI, FIl e FIlI, respectivamente com diferenca significativa (p<0,05).
Avaliando o resultado, o teste Tukey apontou que as fases FIlI e FIII foram diferentes
significativamente da fase FI. O resultado confirmou que as condi¢des em operagédo

favoreceram uma biomassa mixotréfica; bem como, o processo NDS.
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Figura 34 - Desempenho do sistema de tratamento nas trés fases experimentais FI (3,0 mg O..L* e RR = 0,0),
FII (1,5 mg O2.LT e RR = 0,0) e FlII (1,5 mg O..L? e RR = 0,25). Concentragdes de N-NH4* (A), nitrogénio

efluente do RAE (B) e razdo de acimulo de nitrito
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Fonte: O Autor (2020).

As eficiéncias de remocédo de N-NT foram 61%, 63% e 65% nas fases FI, FlIl e FllII,
respectivamente (Figura 35). Moura et al. (2012) operaram um reator de leito estruturado em
fluxo continuo, em escala de bancada com aeracdo intermitente (2,0 a 3,5 mg O..L™Y),
alimentado também por esgoto sintético e RR de 0,5. As concentracGes obtidas no efluente do

sistema foram de 5,3 a 16,0 mg N-NT.L?, correspondendo eficiéncias de remogdo de N-NT
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entre 38% e 79%. Santos et al. (2016) utilizaram um reator com biomassa aderida e aeracao
intermitente entre 2,0 a 3,5 mg O2.L, também alimentado com esgoto sintético e RR de 0,5,
obtiveram um efluente final com concentragdes médias de 17,4 a 36,7 mg N-NT.L! no
efluente do sistema. Yan et al. (2019) utilizaram um reator em batelada sequencial, também
alimentado com esgoto doméstico sintético; obtiveram um efluente final com N-NT entre 12 e
15 mg.L™, correspondendo eficiéncias de remogdo N-NT entre 63% e 72%.

Figura 35 - Balango das formas de nitrogénio (%) no afluente do sistema e efluentes do RAN (A) e RAE (B) nas
fases estudadas dos reatores sequenciais anaerébio-aerébio

+ - -
A INN-NH, EN-NGrg HEEIN-NO, N-NO; EEN-N,
100

80

60 -

%

40 -

204

Pla PBFI P3FH P3FIH

Pla P3FI l:’3FII P3FHI

Fonte: O Autor (2020).
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Tabela 20 - Carga organica e nitrogenada diaria aplicada nos reatores sequenciais anaerébio-aerdbio nas fases FI e FII Flll e carga remanescente no efluente final (calculadas
com base nas concentracfes afluentes em Pla a P3)

Vazdo, concentragio FI (3,0 mg O..L e RR=0,0) FIl (1,5mg O,.Lt e RR =0,0) FIIl (1,5 mg O..L" e RR = 0,25)

(C) e carga aplicada

diaria organica (CO) e RANAar RAEar RAEgr RANAAe RAEar RAEgr RANA e RAEar RAEgr REC
nitrogenada (CN) (P1a) (P2) (P3) (Pla) (P2) (P3) (Pla) (P2) (P3) (P1Rr)
Vazdo (L.d%) 11,3(0,0) 11,3(0,0) 11,3(0,0) 11,3 (0,0) 11,3(0,0) 11,3(0,0) 11,3(0,0) 14,1 (0,0) 14,1 (0,0) 2,8 (0,0)
DQO

C (mg O2.LY) 4379 (12,1) 1156 (19,1) 28,3 (3,9) 416,0 (17,1) 92,7 (7,9) 24,6 (1,8) 409,7 (7,0) 72,6 (39,7) 26,5 (5,1) 26,5 (5,1)
CO (g 02.dY) 4,9 (0,1) 13(02) 03(0,0) 47(0.2) 1,0(0,1) 03(0,0) 46(0,1) 1,0 (0,6) 04(0,1) 0,1(0,0)
N-NTK

C (mg N.LY) 36,8 (1,0) 36,3 (1,0) 5,6 (1,4) 36,1 (0,4) 36,0(0,2) 25(05) 36,7 (1,9) 36,6 (1,9) 2,2 (1,0) 2,2 (1,0)
CN (g N.d?) 04 (0,0) 0,4 (0,0) 0,1 (0,0) 0,4 (0,0) 0,4 (0,0) 0,0 (0,0) 0,4 (0,0) 05 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
N-NH4*

C (mg.LY) 24,5 (0,8) 36,3 (1,0) 5,6 (1,4) 23,8 (0,6) 36,0(0,2) 25(05) 23,4 (0,5) 36,6 (1,9) 2,2 (1,0) 2,2 (1,0)
CN (g N.db 03(0,0) 0,4 (0,0) 0,1(0,0) 0,3(0,0) 0,4 (0,0) 0,0 (0,0) 0,3(0,0) 0,5 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0(0,0)
N-Norc

C (mg N.LY) 12,3 (1,1) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 12,3(0,7) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 13,3 (2,2) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
CN (g N.db 0,1(0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,1 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,1(0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0(0,0)
N-NO2

C (mg N.LY) 0,0 (0,0) 0.2 (0,2) 1,4(0,2) 0,0 (0,0) 0,1(0,1) 6,1 (2,9) 0,0 (0,0) 0,1(0,1) 9,8 (1,3) 9,8 (1,3)
CN (g N.d%) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,1 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,1 (0,0) 0,0 (0,0)
N-NOgz

C (mg N.LY) 0,0 (0,0) 0.2 (0,2) 7,2 (0,4) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 4,7(2,5) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 08(0,2) 08 (0,2)
CN (g N.d?) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,1 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
N-NT

C (mg N.LY) 36,8 (1,0) 36,7 (1,2) 14,2 (1,4) 36,1 (0,4) 36,1 (0,2) 13,3(0,9) 36,7 (1,9) 36,7 (1,9) 12,8 (0,5) 12,8 (0,5)
CN (g N.db) 04 (0,0) 0,4 (0,0) 0,2 (0,0) 0,4 (0,0) 0,4 (0,0) 0,1 (0,0) 0,4 (0,0) 0,5 (0,0) 0,1 (0,0) 0,0(0,0)

Fonte: O Autor (2020).
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5.2.2. Comunidade microbiana presente no lodo suspenso e aderido dos reatores

sequenciais anaerdbio e aerobio

A PCR foi utilizada no intuito de conformar a presenca ou auséncia de micro-
organismos em amostras dos reatores. Assim, bactérias desnitrificantes estiveram presentes
em todas as amostras de lodo do RAN e RAE (Figura 36A). Uma observagéo interessante foi
a presenca de bactérias desnitrificantes no ponto Lad do RAE em Fl, FIl e FIIl. Esta
evidéncia, sugere a viabilidade de ocorréncia do processo NDS pelo consércio microbiano
presente no lodo do RAE.

Pochana e Keller, (1999), Santos et al. (2016) e Feng et al. (2018) reportaram que
relages DQO/N proximas a 1,8 a 9,7 e concentragdes de OD entre 0,3 e 3,5 mg O2.L?, sdo
fatores chaves para a presenca do processo NDS em lodo aderido ou suspenso em reatores
aerobios. Tais condi¢fes também foram proeminentes no RAE do presente estudo.

As BOA (Figura 36B) estiveram presentes no ponto Lad do RAE nas fases FI, Fll e
FIII. O resultado ja era esperado, devido as concentragdes médias de nitrito no efluente do
RAE. As BOA se adaptam melhor em ambientes com contracdes de OD entre 0,5a 1,7 mg.L"
! Discutido anteriormente, 0 OD ¢ o co-substrato para o processo de nitrificacio (PENG E
ZHU, 2006; GE et al. 2015); bem como, BOA tém uma constante de meia saturacdo de
oxigénio mais baixa que as BON (1,2 a 1,5 mg.L™!) (PAREDES et al. 2007; GE et al. 2015).
Assim, as BOA tém tendéncia de crescimento em ambientes com niveis de OD baixo,
favorecendo o acumulo de nitrito.

A baixa concentracio de OD (0,3 mg.L™) no RAN, aliada a recirculacéo do efluente
do RAE rico em nitrito (substrato) pode ter favorecido o processo Anammox, confirmados
pela presenga da banda na PCR especifica no ponto Lsu, em FIIl (Figura 36C). As
concentragdes médias de 2,0 + 0,3 mg N-NO2".L* e 0,2 + 0,1 mg O.L* presentes no ponto
P1m promoveram 0 processo Anammox no RAN. O processo Aammox também esteve
presente no lodo do RAE, confirmados pela presenca da banda na PCR especifica;
provavelmente, condigdes anoxicas no seu interior obtiveram condi¢bes minimas para sua

coexisténcia.
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Figura 36 - PCRs para desnitrificantes (A), BOA (B) e bactérias Anammox (C) nas amostras Lsu Fl e Lad FI (FI), Lsu FIl e Lad FIl (FIl) e Lsu FIlI e Lad FIII (FI1I).
Legenda: Lsu = lodo suspenso e Lad = Lodo aderido, pb (pares de base) e CN (controle negativo).

1100pb %

100pb

Fonte: O Autor (2020).
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No que concerne a dindmica da comunidade microbiana, a DGGE para o dominio
Bacteria (Figura 37A) confirmou um aumento na diversidade das bandas, nos pontos Lsu e
Lad dos reatores sequenciais anaerobio-aerébio em FllI, em comparacdo a fase FI. O baixo
OD (1,5 + 0,1 mg.L ") e o discreto aumento no contato biomassa e substrato promovido pela
RR de 0,25, pH de 7,2 £ 0,1 e temperatura de 27,7 + 0,3°C resultaram em satisfatoria remoc¢éo
de DQO, nitrogénio amoniacal e nitrogénio total com concentracfes no efluente do RAE de
26,5+51mg02.L" 2,2+1,0 mgN-NHs* L e 12,8 + 0,5 mg N-NT.L, em FlII.

No que tange a similaridade entre as amostras Lsu e Lad (Figura 37B), foi possivel
observar que as amostras Lsu e Lad (FI) apresentam uma distancia filogenética de 50% com
relagdo as demais amostras, conforme o indice de similaridade Jensen-Shanon. A reducédo da
concentragdo de OD de 3,0 mg.L™? para 1,5 mg.L? no RAE em FIl e FlII, foi de suma

importancia para o aumento da diversidade bacteriana.

Figura 37 - Perfil de bandas para o dominio Bacteria nos lodos suspensos (Lsu) e aderidos (Lad) em FI, Fll e
FIIl pela ferramenta da DGGE (A). O dendograma da analise de Clustering. Medida de distancia: Jaccard index:
algoritimo: UPGMA, coeficiente de correlagdo cofenética: 1,0 (B).
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Fonte: O Autor (2020).

O sequenciamento MiSeq foi utilizado para revelar & composicdo da comunidade
microbiana. As amostras Lsu e Lad foram coletadas no RAN e RAE, respectivamente. As
curvas de rarefacdo determinaram o0 quanto o sequenciamento conseguiu explorar a

diversidade microbiana das amostras (Figura 38). Assim, 0s nuimeros de OTUs (espécie)
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identificados pelo nimero de corridas (sequéncias) estimaram todos 0s presentes nas

amostras.

Figura 38 - Curvas de rarefacdo das amostras de lodo suspenso e aderido durante as fases FI, Fll e FllI

1.800
1.600
1.400
=
= 1200
=] . Lodo suspenso FI
% 1000 / Lodo suspenso FII
e ‘.J . Lodo suspenso FIII
’Q-) 800 / B Lodo aderido FI
= 17/ B Lodo aderido FII
= 11/ o
z 600 3 //; B Lodo aderido FIII
/
400 -/
200
o +—+—+—7—+r—7r———7
° o NN & ©®
N N Q .
w® o O e W O

Nimero de corridas (sequéncias)

Fonte: O Autor (2020).

Os nameros de sequéncias efetivas, assim como os indices de alfa diversidade, das
amostras de Lsu e Lad ao longo das fases Fl a FllI, estdo contidos na Tabela 21, bem como o

comprimento médio foi de 250 pb para todas as amostras dos pontos Lsu e Lad.

Tabela 21 - indices de alfa diversidade de filotipos de micro-organismos

Amostra T(Siiilrgse Chaol ACE Simpson (D) Shannon (H)
LSug 100.595 463,66 462,06 0,64 2,19
Lsuru 41.950 544,02 548,77 0,93 3,78
Lsuru 39.296 577,05 539,37 0,88 3,34
Ladr 60.964 583,34 545,56 0,89 3,36
Ladr 37.417 656,36 641,39 0,95 4,08
Ladru 39.296 599,44 589,88 0,97 4,33

Fonte: O Autor (2020).

Em geral, os indices de Chaol e ACE indicaram uma riqueza semelhante em todas as
amostras. No entanto, as amostras do Lad apresentaram valores ligeiramente maiores,
principalmente nas fases Fll e FIlI, indicando uma maior riqueza em comparagdo com as do

lodo suspenso (Lsu). O indice de Shannon (H), também revelou maior uniformidade para
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essas amostras (Laden e Ladrin). Segundo Jost (2007) e Cydzik-Kwiatkowska e Zielinska
(2016) uma comunidade microbiana apresenta um alto valor do indice de alfa-diversidade,
quando houver um alto nimero de espécies com um numero semelhante.

A estabilidade das condi¢des operacionais aplicadas, principalmente a da concentracao
de OD na FlI e FIII, pode ter contribuido para a similaridade entre as amostras. Os valores do
indice de Simpson (D) proximos a 1 indicam maior diversidade e menor dominancia em cada
amostra. Da FI a FIlI (menor valor de Simpson para o maior), tanto no lodo suspenso como no
aderido, € possivel que alguns grupos de micro-organismos tenham se adaptado as condicdes
aplicadas e se revelado de forma mais significativa. Isto poderia justificar a observagédo sobre
0 aumento das populacdes de bactérias anaerdbias facultativas e bactérias desnitrificantes
tolerantes a ambientes microaerados (biomassas mixotréficas). Com o uso da recirculagdo (na
FII1), a dominancia de alguns géneros aumentou na biomassa suspensa (indice de Simpson de
0,93 para 0,88). J& o lodo aderido (Ladrii) se manteve com elevada diversidade (indices de

Simpson proximos a 1) (Figura 41).

Figura 39 - indices de alfa diversidade de Simpson Lsu = ponto de coleta do lodo suspenso do RAN. Lad =
ponto de coleta do lodo aderido do RAE
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Fonte: O Autor (2020).

Tal resultado confirma uma biomassa composta por micro-organismos nitrificante,
anaerdbias aerotolerantes e bactérias desnitrificantes; logo, as correlagbes positivas entre
DQO e N-NOs" (0,84), DQO e N-NO>" (0,88), ALCP e N-NH4" (0,73) ALCP e N-NOs™ (0,53),



126

ALCP e N-NO2 (0,34) sugeriram o processo de desnitrificagdo por bactérias desnitrificantes
(Figuras 38A, 42B e Tabela 19).

A Figura. 40 mostra a composicao taxondmica e a abundancia relativa em nivel de filo
e género das amostras de lodo suspenso (Lsu) e aderido (Lad). Em nivel de filo (Figura 40A e
Tabela 22), Actinobacteria (69,9%) seguido de Firmicutes (menor contribuicdo, 26,1%)
foram dominantes no Lsuri. Ao longo das fases Fll e Flll, a abundéncia do filo Actinobacteria
diminuiu consideravelmente (de 26,7 a 7,5%), ao passo que os filos Firmicutes e
Proteobacteria permaneceram de modo representativo no lodo suspenso (LSurn € LSurmn).
Durante a FllII, o filo Nitrospirae se revelou significativamente no lodo suspenso (0,3%), com
abundancia relativa proxima a encontrada no lodo aderido na mesma fase (Ladrin). 1sso pode
ter ocorrido devido a recirculacdo aplicada durante a FIII com consequente reinsercdo de
alguns micro-organismos em suspensdo do RAE para o RAN.

No lodo aderido (Ladri), inicialmente, os filos Actinobacteria (38,2%), Firmicutes
(26,7%) e Euryarcheota (5,6%) foram identificados com maior abundancia. A abundéncia do
filo Firmicutes se manteve praticamente estavel no lodo aderido, enquanto que o filo
Proteobacteria se revelou de modo mais representativo nas fases Fll e Flll. Ainda nestas duas
ultimas fases, os grupos de micro-organismos pertencentes aos filos Acidobacteria (0,7%) e
Chloroflexi (0,4%) foram identificados com maior abundancia relativa. Micro-organismos do
filo Nitrospirae foram identificados em todas as amostras do lodo aderido, porém
apresentaram maior abundancia, nas fases FIl e Flll. O filo Planctomyces foi identificado,
embora com abundancia relativa muito pequena, em todas as amostras do lodo aderido
(<0,04%) e nas amostras das fases FIl (1,1%) e FIII (0,02%) do lodo suspenso. Alguns
membros deste filo sdo capazes de oxidar anaerobicamente a amodnia, convertendo sua
concentra¢do remanescente, bem como a de nitrito, em gas N». Esse processo € estritamente
anoxico e € conhecido também como Anammox (YANG et al. 2020). Assim, apesar da baixa
abundéancia relativa, esses micro-organismos podem ter contribuido com uma pequena parcela
da remocéo de nitrogénio.

Micro-organismos pertencentes aos filos Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,
Chloroflexi, Bacterioidetes e Acidobacteria sdo frequentemente reportados em trabalhos com
remocao de matéria organica e estdo presentes em varios sistemas de tratamento de aguas
residuérias (HE et al. 2018; ZHAO et al. 2019). Ent&o, os géneros pertencentes a esses filos
(ex. Clostridium, Ruminococcus, Bacterioides, Lactobacillus) foram responsaveis pela
remogdo de matéria organica do sistema (Figura 40B). Na fase FlIl, o género Clostridium
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(28,7%) presente no lodo suspenso pode ter assumido papel fundamental nessa remogéo que
ocorreu principalmente no RAN. A presenca de Clostridium também foi identificada em todas
as amostras do lodo aderido. Na literatura, alguns trabalhos ja mostraram a formacdo de
biofilmes com micro-organismos pertencentes a este género (VERAS et al. 2019) e a
presenca deles no interior de biofilmes aerébios (CHO et al. 2011). Além deste género, 0s
produtores de metano (com menor contribuicdo), pertencentes ao filo Euryarcheota, como
Methanofollis, Methanosphaerula, Methanosaeta presentes no Lsugi € Lsuri, também podem
ter participado da remocéo de DQO, tanto em Lsu, como em Lad.

O género Rhodococcus apresentou a maior abundancia no lodo suspenso, com
abundancia relativa de 58,8% (FI), 17,3% (FIl) e 0,4 % (FIIl) (Tabela 22). No lodo aderido,
estes valores foram 26,3% (FI), 14,0% (FII) e 7,0% (FII1). Como sdo bactérias aerobias, elas
podem ter sido desfavorecidas pela menor disponibilidade de OD (FII e FIlI) e recirculacdo
de efluente do RAE para o RAN (FIII). No entanto, diante da representatividade deste grupo
de micro-organismos ao longo da operacdo e pela sua capacidade em desnitrificar
aerobicamente e de nitrificar por via heterotréfica (CHEN et al. 2012), pode-se dizer que eles
desempenharam um papel fundamental no processo de NDS. Além destes, também foram
identificadas bactérias do género Bacteroides, Aneurinibacillus, Porphyromonas,
Prolixibacter, Pseudomonas, Terrimonas e Thiothrix, que também sdo capazes de
desnitrificar, reduzindo nitrito e/ou nitrato a nitrogénio molecular (JU E ZHANG, 2015;
FENG et al. 2018; YAN et al. 2019; ZHAO et al. 2019). Neste estudo, elas foram
identificadas tanto no lodo suspenso (ambiente anaerdbio) quanto no aderido (ambiente
aerobio) e podem ter contribuido para o processo de NDS junto com o Rhodococcus.

A presenca de bactérias oxidantes de nitrito do género Nitrospira foi confirmada nas
fases FII (Lsu e Lad) e FllI (Lad), coincidindo com a menor disponibilidade de oxigénio no
meio. Muitas bactérias desse género séo favorecidas em baixas concentra¢fes de OD (DAIMS
et al. 2001; HOW et al. 2018). Elas também podem oxidar amonia até nitrato pelo processo
Comammox (KOCH et al. 2019; JAYAD-MEHRANI et al. 2020). O género Nitrosomonas
(bactérias oxidantes de aménia) foi identificado em todas as amostras do lodo aderido, porém
com maior representatividade na fase FIII (3,9%), indicando participacdo no acumulo de
nitrito observado no sistema na mesma fase operacional. Conforme discutido anteriormente, o
processo de nitrificagdo (via nitrito) mais acentuado na fase FIIl foi confirmado pela forte
correlacdo negativa entre Oz e N-NO2 (-0,89) e entre N-NH4* e N-NO>" (-0,70) (Tabela 19).



Figura 40 - Composicao taxondmica da comunidade microbiana revelada em nivel de filo (A) e género (B)
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Fonte: O Autor (2020).
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Tabela 22 - Micro-organismos chave na remoc¢do de matéria organica e nitrogénio em nivel de filo e género

129

Filo Género Amostras Ambientes Referéncia
LsuFl (%) LsuFll (%) LsuFIll (%) LadFI(%) LadFIl (%) LadFll (%)
Firmicutes Aneurinibacillus 0,0 2,5 0,9 0,1 0,5 0,8 Microaerofilica Brenner et al. (2005)
Bacteroidetes Bacteroides 0,2 0,8 9,8 0,8 3,3 2,9 Anaerobia estrita Brenner et al. (2005)
Firmicutes Clostridium 5,7 7,0 28,7 94 7,8 6,4 Anaerobia estrita Brenner et al. (2005)
Firmicutes Eubacterium 5,6 2,4 0,2 7,3 3,1 1,7 Anaerobia estrita Brenner et al. (2005)
Firmicutes Lactobacillus 1,4 53 1,7 1,2 3,5 57 Anaerdbia facultativa Brenner et al. (2005)
Euryarchaeota  Methanofollis 0,1 0,1 3,6 1,2 4,0 2,8 Anaerobia estrita Chauhan et al. (2006)
Euryarchaeota  Methanosaeta 0,1 0,3 0,8 1,4 3,5 3,0 Anaerdbia estrita Jetten et al. (1992)
Euryarchaeota  Methanosphaerula 0,1 0,1 3,6 1,2 4,0 0,0 Anaerdbia estrita Chauhan et al. (2006)
Proteobacteria  Methylocaldum 0,0 1,7 0,4 0,4 0,9 2,1 Aerobia estrita Brenner et al. (2005)
Actinobacteria  Mycobacterium 0,4 1,8 2,0 4,6 0,9 0,6 Aerobia facultativa Brenner et al. (2005)
Proteobacteria ~ Nitrosomonas 0,0 2,5 0,1 0,2 1,1 3,9 Aerobia estrita Brenner et al. (2005)
Nitrospirae Nitrospira 0,0 0,8 0,1 0,1 1,2 2,7 Anaerdbia estrita Brenner et al. (2005)
Bacteroidetes Ornithobacterium 0,1 1,0 4.7 1,1 57 2,4 Microaerofilico Brenner et al. (2005)
Bacteroidetes Porphyromonas 0,2 15 115 0,9 51 44 Anaerobia estrita Brenner et al. (2005)
Bacteroidetes Prolixibacter 0,0 1,6 1,3 0,6 3,1 4,0 Aerobia facultativa Brenner et al. (2005)
Proteobacteria  Pseudomonas 0,3 0,2 0,0 12,4 1,3 19 Aerobica facultativa Brenner et al. (2005)
Actinobacteria ~ Rhodococcus 58,8 17,3 0,4 26,3 14,0 7,0 Anaerobia facultativa Chen et al. (2012)
Firmicutes Ruminococcus 2,0 15 0,9 15 1,0 0,7 Anaerobia estrita Brenner et al. (2005)
Bacteroidetes Terrimonas 0,0 15,4 0,3 0,5 0,4 0,8 Aerobia facultativa Brenner et al. (2005)
Proteobacteria  Thiothrix 0,0 0,2 0,1 1,1 15 2,9 Microaerofilica Brenner et al. (2005))
Outros 25,0 36,0 28,9 21,7 34,1 43,3
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Fonte — O Autor (2020).
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5.2.3. Ensaios cinéticos de nitrificacao e desnitrificacédo

Conforme discutido anteriormente, a biomassa inicial utilizada nos ensaios e coletada
do RAE (Ladrm) apresentou uma comunidade mixotrofica. Durante os ensaios de nitrificagdo
via N-NH4* (nitritacdo), foi observado um comportamento semelhante ao descrito durante a
operacdo com o0s reatores sequenciais. Os micro-organismos oxidaram o N-NHs" e
produziram uma quantidade bem maior de N-NO2 do que N-NOsz (Figura 41A). A
concentracdo de N-NOs se manteve baixa em todo o experimento, apresentando
concentragcfes proximas a 1,4 mg N-NOs™ nas duas primeiras horas e, depois, assumiu valores
préximos a 0,7 mg N-NOs™ No ensaio de nitrificacdo via nitrito (nitratacdo), todo o N-NO> foi
oxidado a N-NOgs" (Figura 41B).

O modelo de decaimento cinético de ordem zero foi 0 mais adequado para o ajuste dos
dados obtidos, tanto para a nitrificacdo, quanto para a desnitrificagdo (a seguir). A velocidade
especifica de nitritagdo (10,4 mg N.g SSV1.ht, R? = 0,99, Figura 41D) foi maior do que a de
nitratacdo (6,5 mg N.g SSV-1.h*t, R?=0,95, Figura 41E).

Villaverde et al. (1997) operaram um reator com biofiltros submersos, em escala
piloto, obtiveram uma velocidade de oxidagdo de N-NHs" de 15,0 mg N.g SSV1.h?, com
uma biomassa predominantemente nitrificante, com OD de 1,0 mg.L™. Yuan e Gao (2010)
obtiveram velocidade de nitrificagdo via N-NHs" a N-NO>" de 2,7 mg N.g SSV-1.h* em um
reator em batela sequencial operando com OD de 2,5 mg.L™, com uma biomassa mixotrofica
(nitrificante e desnitrificante).

Moura (2011) operando um reator de leito fixo estuturado, em escala de bancada, com
OD entre 2,0 e 3,5 viabilizou a velocidade especifica de nitrificagdo via N-NH4" de 1,4 mg
N.g SSV1.h? Santos (2014) utilizando 0 mesmo reator e OD, mas a relagdo DOQ/N de 2,0 a
9,7; viabilizou a velocidade especifica de nitrificacdo via N-NH4* de 5,4 mg N.g SSV1.h.
Silva (2018) viabilizou a velocidade especifica de nitrificagdo via N-NH4* de 6,9 mg N.g
Sssvihnt,

O resultado do presente estudo foi superior aos resultados obtido pelos autores
utilizando uma biomassa mixtréfica. Provavelmente, a condigdo de baixo OD (1,5 mg.L?)
proeminente no RAE, em FIII, favoreceu as BOA, assim, corroborando com a correlacao
forte negativa entre N-NH4* e N-NO (-0,70, Tabela 19).

Em relacdo a nitrificagdo via nitrito, Villaverde et al. (1997) obtiveram uma
velocidade de oxidagdo de N-NO, de 50,0 mg N.g SSV-1.hL. Chiu et al. (2007) operaram um
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reator em batelada sequencial com OD de 0,6 mg.L™? e obtiveram uma velocidade de
nitrificacdo via N-NO,  a N-NOs” de 9,4 mg N.g SSV1.h"%, com uma biomassa mixotrofica.

Moura (2011) viabilizou a velocidade especifica de nitrificacdo via N-NO2™ de 1,8 mg
N.g SSV-1.h"l. Santos (2014) viabilizou a velocidade especifica de nitrificacdo via N-NO2™ de
4,9 mg N.g SSV1.ht. Silva (2018) operando um reator anaerdbio-aerdbio de leito fixo, em
escala de bancada, com OD de 5,0 mg.L viabilizou a velocidade especifica de nitrificacéo
via N-NO; de 8,5 mg N.g SSV1.ht,

A Tabela 23 sumariza as velocidades de nitrificacdo via N- N-NHs" e N-NO-" obtidas
em diversos sistemas de remocdo de nitrogénio, inclusive com os dados deste trabalho. Os
resultados desta pesquisa corroboram com a literatura, reforcando a idéia de que a
configuracdo do reator utilizada, aliada as adequadas condi¢Bes operacionais, permitiu o

estabelecimento de eficiente remocéo de nitrogénio.

Tabela 23 - Velocidades de nitrificacdo via N-NH4* e via N-NO,™ em sistemas de remocgao de nitrogénio

Velocidade de Velocidade de
Agua oD nitrificagdo via N-  nitrificagdo via N-
residuaria Reator (mg.L?) NHs* NO2 Autores
(mg N.g SSV-1.h?)  (mg N.g SSV1.h?)
Efluente L Villaverde et
sintético Biofiltro 1,0 15,0 15,0a50,0 al. (1997)
Lagoa Reator em Pochana e
anaerobia batelada 0,2a0,6 - 15,0 Keller
(efluente real)  sequencial (1999)
Reator em .
Efluente Chiu et al.
sintético batelada 06 - 94 (2007)
sequencial
Reator de
Efluente leitofixoe 2.0a35 14 13 Moura
Sintético (2011)
estruturado
Reator em
Efluente batelada ~ 1,0a45 27 : Yuan e Gao
sintético . (2010)
sequencial
Reator de
Efluente leito fixoe 2,035 5.4 49 Santos
Sintético (2014)
estruturado
Reator
Efluente anaerobio- -
Sintético aerobio de 5.0 6.9 85 Silva (2018)
leito fixo
Reator
Efluente sequencials 4 5,3 10,4 6.4 Este trabalho
Sintético anaerobio-
aerébio

Fonte: O Autor (2020).
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Comparando os resultados obtidos experiementalmente com o levantamento
apresentado na Tabela 23, foi possivel verificar semelhanga entre os valores de velocidades
encontados; uma vez que, na grande maioria, 0s sistemas operaram em condic¢des NDS.

Com relacéo ao ensaio de desnitrificacdo, a concentracdo de N-NOs™ diminuiu de 20 a
0 mg N-NOs.L? ap6s 4,5 horas. Por outro lado, a concentragdo de N-NO2 apresentou
comportamento inverso e atingiu valor maximo (19,8 mg N-NO,".L!) no tempo de 4 horas
(Figura 41C). Assim, corroboraram com as correlacGes postivas entre DQO e N-NOz™ (0,84) e
DQO e ALCP (0,53) (Tabela 19).

Depois disso, todo o N-NOy" foi totalmente consumido. A velocidade especifica de
desnitrificacdo via nitrato foi 5,8 mg N.g SSV-.h"? (R? igual a 0,99, Figura 41F), enquanto
que a de desnitrificacdo via nitrito foi 6,8 mg N.g SSV-*.h"* (R? igual a 0,98, Figura 41F). Van
Haandel e Marais (1999) afirmaram que o tempo médio para a desnitrificacdo em ambiente
anoxico é inferior a 8 horas.

Reyes-Avila et al. (2004) usando uma biomassa predominantemente desnitrificante,
reportaram uma velocidade especifica quase duas vezes maior, de 12,5 mg N.g SSV*.h,

Moura (2011) observou a velocidade especifica de desnitrificacdo via N-NOz™ de 4,0
mg N.g SSV-1.h, E Santos (2014) viabilizou a velocidade especifica de desnitrificacdo via N-
NOs de 6,6 mg N.g SSV-1.h?. Enquanto, Silva (2018) viabilizou a velocidade especifica de
desnitrificagdo via N-NOs™ de 5,6 mg N.g SSV-1.hL,

Em relacdo a desenitrificacdo via nitrito, Santos (2014) viabilizou a velocidade
especifica de desnitrificacdo via N-NO, de 5,7 mg N.g SSV1h? Tal fato também foi
observado no trabalho de Moura (2011), o qual obteve velocidade de nitrificagdo via N-NO>"
de 2,9 mg N.g SSV1.ht.

Observando as velocidades de consumo de N- N-NO3™ e N-NO™ obtidas, pode-se notar
gue ambas velocidades ficaram proximas a literatura, assim corroboraram com 0 processo
NDS proeminente no RAE. Comparando os resultados obtidos experiementalmente com o
levantamento bibliografico apresentado na Tabela 24, foi possivel verificar semelhanga entre
os valores de velocidades encontados; uma vez que todos os sistemas operaram em condig¢oes
NDS.



Tabela 24 - Velocidades de desnitrificagdo via N-NOs e via N-NO,” em sistemas de remogdo de nitrogénio

Velocidade
Agua « consumo de N-
residuaria Reator Rela¢do DQO/N NOy- Autores
(mg N.g SSV1.h?)
Lagoa
anaerébia Reat:er ir:nl?:?;tlalada 145 11,0 Poch?gg 9eg;(eller
(efluente real) g
Efluente Reator em batelada 17 125 Reyes-Avila et al.
sintético sequencial ' ’ (2004)
Efluente Reator de leito
Sintético fixo e estruturado 116 4,0 Moura (2010)
Efluente Reator de leito
Sintético fixo e estruturado 2,9a9,7 6.6 Santos (2014)
Efluente Reator anaerobio-
s aerobio de leito 12,0 5,6 Silva (2018)
sintético -
fixo
Efluente Reator sequenciais 11,0 6,8a57 Este trabalho
Sintético anaerobio-aerdbio

Fonte: O Autor (2020).
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Figura 41 - Variacdo da concentracdo de N-NH4* (A), N-NO, (A), N-NO3 (A) no perfil temporal do ensaio de
nitrificacdo via N-NH.* (A), nitrificagdo via N-NO (B), desnitrifica¢do via N-NO3™ (C). Modelo de ordem zero
ajustado para nitrificacdo via N-NH4* (D), nitrificacdo via N-NOy (E), desnitrificacdo via N-NOs™ (F) . Dados
experimentais (m e 0).
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Entdo, assim como nos resultados obtidos com a operacdo dos reatores sequenciais, 0

estudo cinético também mostrou que a biomassa obtida do RAE favoreceu o processo de

nitrificacdo parcial, enquanto que a biomassa do RAN favoreceu discretamente a

desnitrificacdo via nitrito nas condi¢cdes aplicadas. Contudo, é importante realizar novas

pesquisas para otimizar o processo de NDS. Sendo assim, recomenda-se 0 uso de menores

concentragdes de oxigénio (<1,5 mg O..L) combinado com maiores razdes de recirculacéo
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do RAE para o RAN, j& que efluentes ricos em nitrito sdo importantes para o

desenvolvimento de uma biomassa mixotrofica.

5.2.4. Fatores influentes no desempenho do sistema e estudo da variabilidade dos dados

Para o estudo com a ACP, as 9 variaveis fisico-quimicas consideradas para a qualidade
do efluente do RAE (P3) foram correlacionadas em cada fase experimental. O agrupamento
dos dados se refere a um conjunto de 45 observacges, sendo 15 para cada fase. Este conjunto
de dados apresenta média zero e desvio padrdo igual a um. Nesta ACP, apenas duas
componentes pricipais (CP1 e CP2) foram consideradas significativas e ambas atenderam ao
critério de Kaiser e Guttman (K >1,0) (JACKSON, 1993). Assim, os graficos bidimensionais
resultantes mostraram uma variancia acumulativa explicada de 53,7% para CP1 e 25,2% para
CP2, totalizando 78,9% (Apéndice J).

As varidveis DQO e SSV apresentaram pesos bem proximos (0,64 e 0,63), enquanto
N-NOze TEMP apresentaram 0s menores pesos (-0,84 e -0,57) (Tabela 25). O valores mais
negativos de peso na CP1 indicaram que estas componentes apresentaram tendéncias de
aumento com reducbes de N-NH4" (0,95), ALCP (0,88), N-NOs (0,75), O2 (0,72), DQO
(0,64), SSV (0,63) e pH (0,43). O maior peso do N-NH4* indicou maior influéncia no
comportamento proximo a 79% dos dados. Tal resultado indicou que o efluente do RAE foi

favoravel ao aciimulo de nitrito.

Tabela 25 - Pesos obtidos na modelagem do efluente do RAE

Variavel CP1 CP2
DQO 0,64 0,66
N-NH4* 0,95 0,01
N-NO2 -0,84 0,49
N-NOs 0,75 -0,61
02 0,72 -0,46
pH 0,43 0,69
ALCP 0,88 0,17
TEMP -0,57 0,18
SSV 0,63 0,67

Fonte: O Autor (2020).

A variavel pH apresentou peso positivo e elevado na CP2, seguido pela variavel SSV e
DQO, sugerindo que a representacdo da variabilidade do conjunto de dados aumentou com a
elevacdo destas variaveis; porém o efeito delas sobre o N-NH4* foi minimizado, devido ao

baixo valor absoluto nesta CP, corroborando com as concentragdes obtidas de 2,2 a 5,6 mg N-
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NH4*.L?, (Tabela 18) no efluente do RAE em FI, FIl e FlIl, respectivamente. Logo,
promovendo a estabilidade no acimulo de nitrito, em FIII; assim, a variavel N-NH4"
apresentou correlacdo negativa com a variavel N-NO;™ (Tabela 19).

A temperatura influencia na remocdo de nitrogénio amoniacal, sendo que nas trés
fases do presente estudo, a variagédo ficou entre 27,4 a 27,9°C; o aumento da remogéo de N-
NH4" por BOA, com o aumento da temperatura, foi observada em reatores com biofilme
(Zhang et al., 2014). Em consequéncia, o efluente totalmente amonificado no RAN foi
disponibilizado no RAE para os micro-organismos nitrificantes. Assim, 0s pesos obtidos com
0 modelo utilizado foram agrupados nos gréaficos bidimensionais, em um conjunto de dados
localizados no lado negativo da CP1, e influenciados pelas varidveis TEMP e N-NO>" (Figura
42 A). As variaveis DQO e SSV ficaram sobrepostas uma as outras, isto indica que tais
variaveis possuem a mesma representatividade no graficos bidimensional e apresentaram
fortes correlagdes.

A Figura 42 B mostra notadamente, que foi possivel agrupar os dados experimentais
durante o periodo transiente da fase FI (partida, dados 1, 2, 3 e 4 (cor cinza)), fase Fll (ajuste
na concentracdo de OD, dados 16, 17, 18 e 19 (cor roxo)) e fase FlII (ajuste da taxa de
recirculagdo, dados 31, 32, 33 e 34 (cor vinho)); bem como, o periodo estacionario da fase Fl
(dados 5 a 15 (cor vermelha)), fase FIl (dados 20 a 30 (cor azul)) e fase Flll (dados 35 a
45(cor verde)).

Em relacdo a fase FI, os dados 5 a 15 foram agrupados préximos e do lado positivo da
CP1 e negativo da CP; estes escores foram influenciados pelas variaveis OD e N-NOz". As
condicBes operacionais estabelecidas nesta fase, disponibilizando OD com 3,0 mg.L™ no
maximo, favoreceram o crescimento de BON e consequente actimulo de nitrato de 7,2 mg.L™;
entretanto, sem inibir o crescimento das BOA, haja vista que a concentracdo média de nitrito
foi de 1,4 mg.L ™. Logo, corroboraram com as correlagbes negativas entre as variaveis N-
NHs" e OD (-0,41) e N-NH4* e N-NOg3™ (-0,89), bem como a correlagdo positiva entre N-NO3
e OD (0,63) (Tabela 19).

Em relacdo a fase FIl (dados 24 a 30), na grande maioria os dados foram agrupados no
lado negativo da CP1 e positivo na CP2. Estes escores foram agrupados mais proximos entre
si e influenciados pelas variaveis N-NO2 e TEMP. Em FIl, o OD disponibilizado para o RAE
foi reduzido para 1,5 mg.L?, no intuito de favorecer o processo de nitrificagdo parcial. A
baixa carga organica de 1,0+0,1 g DQO.d* e a carga nitrogenada de 0,4 g N.d! aplicadas ao
RAE favoreceram as BOA em relacdo as BON. Logo, os dados mostraram uma correlagéo



137

positiva entre TEMP e OD (0,57), TEMP e N-NO3 (0,88) e correla¢do negativa entre TEMP e
N-NHs" (-0,60) (Tabela 19), as quais corroboraram com o acimulo de nitrito (6,1 mg.L™),
nesta fase.

No que concerne a fase FllI, (dados 35 a 45) foram agrupados no lado negativo da
CP1 e positivo na CP2. Estes escores foram agrupados e influenciados pelas varidveis N-NO2
e TEMP. O OD disponibilizado para o RAE foi de 1,5 mg.L, bem como a temperatura
préxima a 28°C aliado a recirculacdo de 0,25, promoveram o maior acimulo de nitrito (9,8
mg.L ), comparado com os das fases anteriores. As BON, s&o consideradas como sensiveis as
pequenas mudangas de concentracdo de OD (Ge et al., 2015). Concentracdes inferiores a 2,0
mg O2.L podem inibir parcialmente ou totalmente a atuacdo das BON (Jialong e Ning, 2004;
Ge et al., 2015). Assim, as concentracdes médias de N-NOs™ no efluente do RAE diminuiram
de 7,2 mg N.L'* (FI) a 0,8 mg N.L* (FIII) e apresentaram diferencas significativas entre as
fases (F = 73,1 > F critico = 3,2; p<0,05).

Alguns autores reportaram que concentragdes inferiores a 2,0 mg O2.L™ podem inibir
parcialmente ou totalmente atuacdo das BON (JIALONG E NING, 2004; GE et al. 2015;
YAN et al. 2019). Assim, as concentracdes médias de N-NOz™ no efluente do RAE foram
reduzidas de 7,2 mg.L (FI) a 0,8 mg.Lt (FIII) e apresentaram diferencas significativas (F =
73,1 > F critico = 3,2; p<0,05).
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Figura 42 - Analise das componentes principais. Grafico bidimensional para as projeces dos pesos (A). Grafico dos casos da CP1 versus variaveis da CP2 no efluente do
RAE (B). Legenda: periodo transiente da fase Fl (partida, dados 1 a 4), fase Fll (ajuste na concentragdo de OD, dados 16, 17, 18 e 19) e fase FllI (ajuste na razéo de

recirculacdo, dados 21, =2, 22 e 24). Periodo estacionario da fase FI (dados 5 a 15), fase FII (dados 20 a 30) e fase FIII (dados 35 a 45).
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6. CONCLUSOES

A utilizacdo de reatores sequenciais anaerobio e aerébio com recirculacdo do efluente
nitrificado e OD de 1,5 a 3,0 mg.L™* mostrou-se bastante atraente para o processo NDS em
lodo aderido.

No experimento A, o desempenho do sistema com dois reatores hibridos sequenciais,
um anaerobio e aerobio, cada qual com camaras de lodo suspenso e aderido, aplicado a esgoto
doméstico diluido (DQO ~400 mg.L* e N-NT ~30 mg.L?), apresentou desempenho
satisfatorio na remocdo simultdnea de matéria organica carbonacea e nitrogenada. O melhor
desempenho ocorreu na fase Id. No efluente final do sistema, a DQO média ficou em ~40 mg
02.L%, correspondendo a uma eficiéncia de remogéo de cerca de 85%. Ja a de nitrogénio total,
o valor foi de 10 mg N.L?, correspondendo uma remogdo de 70%. Tanto a fragio N-NH4*,
como o do N-NOs", contribuiu cada um com cerca de 51% e 36%, respectivamente, do N-NT
no efluente em Id.

O oxigénio dissolvido (3,0 mg O2.L) disponibilizado para 0 RHAE, foi favoravel
para 0 acimulo de N-NOs™ (Fase la). Devido ao aumento da razdo de recirculagdo nas fases
seguintes, a concentracdo média de N-NOgz™ foi inferior e atendeu a legislagio CONAMA
357/05 e 430/11. De qualquer maneira, observou-se que a recirculacdo do efluente aerdbio
nitrificado favoreceu o tamponamento do sistema sem adi¢do de uma fonte alcalina e/ou de
um doador de elétron externo no processo de desnitrificagio no RHAN. A maior razdo de
recirculacdo (Id, 1,25) do efluente nitrificado, foi favoravel a melhor remocéo de carbono e
nitrogénio, comparada com a da fase la.

As varidveis DQO e SSV apresentaram o0s maiores pesos (0,90 e 0,88,
respectivamente). Enquanto, a varidvel N-NOgz™ apresentou o menor peso (-0,90) no gréfico
bidimensional da analise de componentes principais (ACP). Entdo, a ACP confirmou o
processo de nitrificacdo, visto que as variaveis OD e N-NOz™ estiveram em posi¢édo inversa as
variaveis pH, ALCP e N-NH.", no grafico bidimensional. A recirculacdo proporcionou o
aumento da biomassa aderida, bem como 0S micro-organismos mais resistentes
permaneceram no sistema, confirmado pela DGGE. A presenca de bactérias desnitrificantes,
oxidantes de amonia, oxidantes de nitrito e arqueias foi confirmada, indicando condicao
favoravel para o processo NDS.

No experimento B, o desempenho de um sistema com dois reatores sequenciais
anaerobio-aerdbio foi satisfatério na remogdo simultdnea de matéria organica e nitrogénio de

esgoto domeéstico sintético. A melhor condicdo operacional dos reatores sequenciais na
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remocdo de DQO e N-NT, foi viabilizada na fase FIlII com concentra¢cbes médias de 26 mg
O2.L 1 e 12 mg N-NT.L, respectivamente. A maior parte da remocdo de DQO aconteceu no
RAN e permitiu que o processo de nitrificacdo ocorresse de forma mais estavel no RAE. Por
outro lado, o processo de desnitrificacdo foi identificado nos dois reatores.

O oxigénio dissolvido (1,5 mg O,.L™) disponibilizado para o RAE e aliado a razdo de
recirculacdo (fase FllI), foi favoravel para o acimulo de N-NO>". Bem como, A baixa relacdo
DQO/N (2,0 a 3,2) foi importante para a operacdo estavel do reator RAE e do sistema de
tratamento.

O estudo cinético indicou uma velocidade especifica de nitritagdo (10,5 mg N.SSV1.h-
1y maior do que a de nitratagdo (6,5 mg N.SSV1.h), indicando a dominéncia do processo de
nitrificacdo parcial. Na desnitrificagdo, as velocidades obtidas foram 5,8 e 6,8 mg N.SSV1.h
para nitrogénio nitrato e nitrito, respectivamente.

A variavel N-NH4" apresentou o maior peso (0,95); enquanto, a varidvel N-NOy
apresentou o menor peso (-0,84), no grafico bidimensional da ACP. Assim, sugeriu que 0
acumulo de N-NO>" foi influenciado pela temperatura favoravel (~30° C) e esteve em posicao
inversa as variaveis OD e N-NOs™ no gréfico bidimensional.

A DGGE indicou que OD baixo (1,5 mg O..LY) e o incremento da razdo de
recirculacdo (0,25) favoreceu ao aumento da diversidade microbiana nas amostras de lodo
suspenso e aderido, comparada com as outras fases sem recirculacdo e com OD alto (3,0 mg
02.LY). As andlises de PCR e o sequenciamento massivo confirmaram a ocorréncia do
processo NDS e foi atribuida a uma biomassa mixotréfica, confirmada pela andlise de alfa
diversidade, que promoveu a nitrificacdo heterotrofica e desnitrificacdo aerdbia, nitrificacao
autotrofica simultanea e desnitrificacdo heterotréfica no lodo aderido do RAE, nas trés fases

estudadas.
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7. RECOMENDACOES

Novas pesquisas Sd0 necessarias para otimizar a remocdo de matéria organica e

nitrogénio; uma recomendacao seria:

Experimento A

Aeracdo intermitente no reator hibrido aerébio para melhorar o processo NDS, além
de reduzir os custos com aeragao;

Inserir um tanque andxico apos o efluente aerébio para favorecer o processo
Anammox;

Acompanhar o crescimento da biomassa aderida no meio suporte e, ao final de cada
fase experimental, efetuar ensaios cinéticos de nitrificacdo e desnitrificacéo;
Sequenciar as amostras do lodo suspenso e aderido, para avaliar 0s micro-organismos
chave no processo de remocdo de matéria organica e nitrogénio.

Experimento B

Utilizar um Unico reator com biomassa suspensa e aderida aliada a aeracdo
intermitente; assim, favorece o processo NDS e reduz o custo com aeracao;

Inserir um tanque anodxico para favorecer o processo Anammox, Visto que existiu o
acumulo de nitrito no reator aerobio;

Reduzir a concentragdo de OD (préximo a 1,0 mg.L™) para promover uma melhora
no processo Anammox no interior lodo aderido do RAE;

Utilizar a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) para quantificar os
micro-organismos desnitrificantes e nitrificantes, em diferentes profundidades do
material suporte. Bem como, investigar a ocorréncia de estratificacdo da biomassa.
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APENDICE A - Normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk para os dados (N= 75,
15 para cada fase) do efluente do RHAE
m STATISTICA - Mormalidade Reator Hibrido 75N.stw - [Tests of Normality (Dados reator hibrido75N Standartizada]] - [N lidade Reator Hibrido 75MN.stw - Tests o]

“D EHE SR 4 BE |5 o [# AddioWorkbook - AddtoReport + Addto MsWord ~ 4% | @3 K2 .
“ File Edit View Insert Format Statistics Data Mining Graphs Tools Data Workbook Window Help

| Fadat Sos|sru|ss=EaA-2-E- % %2 (=5 & |4 = 52 Vas- cae- ]|
=] lidade Tests of Normality (Dados reator hibrido75N Standartizado)
E-@ Basic Stati Variabl N W
Freque anave p
E‘a;‘“T DQO 78] 0965630 0039333
LETe
N-NH,® | 75 0930585 0000496
N-NO, | 75 0881643 0000004
0, 76| 0909043  0.000052
pH 76| 0.921626 0.000187
ALCP 76| 0884916 0.000005

TEMP 75| 0.954340) 0.008690
S5V 75/ 0.958040) 0.014115
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APENDICE B - Normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk para os dados (N= 45,
15 para cada fase) do efluente do RAE

STATISTICA - [Workbookl® - Tests of Normality (Spreadsheetl]]
DEEDE SR $B2RT © o # d

|BE Eite Edit View Insert Fermat Statistics DataMining G

| vl ~fu-] B ruo ===
a wm;b?ogl*_ ) Tests of Normality (Spreadshest
E--a asic Statistics Variable [N W | D

B3 Frequency o 45]'0.842682 0.000024

- Tests oy, (45 0.914552) 0.002778 0
N-NO, |45/ 0.824380 00000090
N-NO; |45 0.817844 0.000006
oD 45| 0.800040| 0.0000020 |
pH 45/ 0.916232| 0.0031590
ALCP |45 0.742041) 0.0000000
TEMP |45 0.924196 0.0058820

SSV |45 0.790646/ 0.0000015 |
A I N
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APENDICE C - Testes ANOVA e Tukey para as variaveis DQO, SSV, N-NO3- e N-NT
do efluente do BAS (P5)

Qo

SSV
ANOVAOneWay (20/07/2020 08.49.10) ANOVAOneWay (20/07/2020 09:01.49)
[# Notes + Notes
® Input Data + Input Data
Descry Statistics Desci S
Standard Deviation  SE of Mean Mean  Standard Deviation SE of Mean
la 15 33 997139 25746 la 15 866667 2,46885 063746
U 15 396 8,39047 2,16641 S8 15 17 2,0702 053452
Ic 15 206 35817 0,92479 Ic 15 232 783034 202179
i 15 4233333 451453 1,18565 Ia 15 27,06667 339046 087541
le 15 5066667 962635 248551 le 15 2813333 277403 071625
One Way ANOVA 1 One Way ANOVA
|~ Owverall ANOVA = Overall ANOVA
Mean Square 0b>] DF = SumofSquares Mean Square  F Value
Model 4 4079,01333 | 1019,75333  17,24276 6,92149E-10 Model 4 3906,98667 976,74667 53,73488 0
Emor 70 4139,86667 59,14095 Emor 70 12724 1817714
Total 74 8218.88 Total 74 517938667

Null Hypothesis: The means of al levels are equal

Prob | Alpha | Sig

6 280811 332388 014159 005 0 -126314 1446314

ic la 34 280811 17123 074516 005 0 -11.26314 | 446314
ic b 10 280811 503618 000585 005 1 -17.86314 -2,13688
Idla 933333 280811 470044 001196 005 1 14702| 1719847
idib 273333 280811 137656 086625 005 0  -51208 1059647
Idic 1273333 280811 641274 22056364 005 1 48702 2059647
le la 17.66667 280811 889726 274158E-7| 005 1 980353 255208
lelb 1106667 280811 557338 000173 005 1 320353 189298
le lc 2106667 280811 1060956 33395€-8 005 1 1320353 289298
leid 833333 280811 419682 00324 005 1 04702 1619647

Sig equals 1 ndicates that the means Sif ference is signficant at the 0.05 level.
Sig aquals O ndicates that the means difference is not significant at the 0,05 leval

Nel Hypotress: The means of 3l leve's are sqeal
ARemative Hypothess: The mesns of one or mare levels are different
Atthe 0.05 level. the population means

sgfeanty
5 Fit Statistics
R-Square ~ CoeffVar RoOtMSE Data Mean
075433 020484 426347 2081333
s
‘MeanDiff M qValue Prob Alpha ~ Sig LCL

Ibla 833333 15568 75701 1,01725E-5 0,05 1 397406 1269261

Icla 1453333 15568 1320225 0 005 1 10,17406 18,89261

Iciv 62 15568 563215 000151 005 1 184072 1055928

idla 184 15568 16,71478 0 005 1 1404072 2275928

Id Ib 10,06667 15568 9,14468 152256E-7 0,05 1 570739 1442594

Idlc, 386667 15568 351253 0,10609 005 0 -049261 822594

le la 1946667 15568 17,68375 0 005 1 1510739 2382594

le b 1113333 15568 10,1135 4,03838E-8 005 1 677406 1549281

lelc 493333 15568 44815 001867 005 1 057406 929261

leld 106667 15568 096897 095906 005 0 -329261 542594

Sig equals 1 indicates that the means fference i signficant at the 0,05 level
55 equals O indicates that the means Gffarence i not significant at the 0,05 level

«[» ]\ Sheet1 ) ANOVA1Way2 [

N-NO,-

J\'Sheet1 ) ANOvATWay1 /

J\Shesti ) ANOVA1Way1 /

ANOVAOneWay (20/07/2020 09:12:47)
g

Standard Deviation | SE of Mean

la 15 1188067 1,19852 0,30946
Lo 15 722 1.35604 0,35013
e 15 47498 0,90981 0,23491
Id 15 36778 137364 0,35467
le 15 2592 0.27535 007109
| One Way ANOVA
= Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square = FValue | Prob>F
Model 4 81956737 20489184 16889188 0
Emor 70 84,92077 121315
Total 74 904.48814

Null Hypothesia: The means of al levels are acual

Atermatve Tra maans of one or more levels e S ferent
At the 0.05 level, the poputation means are significantly diffeseat
< Fit Statistics
R-Square CoeffVar RootMSE = Data Mean
090611  0,18284  1,10143 6,02405
L = Means Comparisons
= Tukey Test
WeanDil  SEM | qvalue Prob | Alpha  Sig
Ibla -466067 040219 16,38837 0 005 1 -578685 -353448
Icla -7,13087 040219 2507437 1,35558E-7 0,05 1| -825705 -6.00458
lcib -24702 040219 8,686 473424E-7 005 1 -359638 -134402
Idla -820287 040219 2884386 258580E-8 005 1 -0,32005 -7,07668
Idlb| -35422 040219 1245549 0 005 1| -466838 -241602
dic.  -1072 040219 376949 006965 005 0 -219818 005418
le la -9.28867 040219 3266187 0 005 1| -1041485 -816248
le Ib -4628 040219 16,2735 0 005 1| -575418 -350182
lelc -21578 040219 7,5875 9,69705E-6 0,05 1| -328398 -1,03162
leld -10858 040219 381801 006411 005 0 -221198 004038

Sg equals 1 indicates that the means iffarence i sgificant at the 0,05 level.
g equais O ingicates that the means Gifference s not sgadicant at the 0,05 level.

N-NT
e ————
ANOVAOneWay (20/07/2020 09:20:14)
[+ Notes
< Input Data
= Desci Statistics
Standard Deviation ~ SE of Mean
Ia 15 21,12833 1,63373 042183
=] 15 14,83056 0,62173 0,16053
Ic 15 1154298 2,905 075007
Id 15 10,09201 132527 034218
le 15 1087583 2,38036 061451
One Way ANOVA
= Overall ANOVA
DF Sum of Squares Mean Square FValue = Prob>F
Model 4 1231,56637 30789159 81,3793 0
Emor 70 264,839 378341
Total 74 1496,40537
Nut Hypothess The means of a8 levels are equa
Anermative Hypothesis: The means of one or more levels are Gifferent
At the 0.05 level. the popelation means are significantly dif ferent
| |7 £t Statistics
R-Squ: CoeffVar  RootMSE Data Mean
082302 0,14204 19451 13,69394
= Means Comp
U| |5 Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha  Sig LCL
Ibla -629777 071025 125398 0 005 1 -828658
Icla -958535 071025 1908585 0 005 1 -1157416
Iclb -328758 071025 654606 156669E-4 005 1 -527639
Id1a  -11,03633 071025 2197497 0 005 1 -1302514
Idib -473855 071025 943516 854188E-8 005 1, -6,72736
Idlc  -145097 071025 28891 025681 0,05 0 -343978
le la -10,25251 071025 2041426 0 005 1 -12,24132
lelb -395473 071025 787446 438227E-6 0,05 1, -594354
lelc  -066715 071025 13284 088054 005 0 -265506
leld 078382 071025 1.5607 080409 005 0 -120499
Sig equals | indicates that the means &if ference is significant at the 0,05 level
$ig equals O indicates that the means Siffarasce s not signficant at the 0,05 leval

N\'Sheett ) ANovatway1 /

Fonte: O autor (2020)



APENDICE D- Balan¢o de massa de matéria organica e nitrogénio para as fases estudadas

la (RR =0,50)

Cargas Aplicadas UASB (P1) Mistura (P1m) FAN (P2) LA (P3) BAS (P4) Ef (P5) Rec (P1r)
CO (g 0..d?) 523,9 (53,0) 546,4 (52,7) 277,7 (30,5) 201,7 (13,9) 132,2 (43,1) 67,7 (18,2) 22,5 (6,1)
Concentragéo (mg.L™?) 383,0(38,7) 266,3 (26,9) 135,3 (14,8) 98,3 (6,8) 64,4 (21,0) 33,0(9,9) 33,0(9,9)
Vazédo (L.dY) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

CN (g N.dh)

N-NTK 40,5 (1,7) 46,0 (2,3) 60,7 (2,5) 59,7 (2,9) 27,7 (5,4) 15,2 (3,3) 5,1 (1,1)
Concentragéo (mg.L™?) 29,6 (1,2) 22,4 (1,1) 29,6 (1,2) 29,1(1,4) 13,5 (2,6) 7,4 (1,8) 7,4 (1,8)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

N-NH4* 31,6 (2,1) 37,7 (2,5) 60,7 (2,5) 59,7 (2,9) 27,7 (5,4) 15,2 (3,3) 51(1)
Concentragdo (mg.L?) 23,1 (1,5) 18,4 (1,2) 29,6 (1,2) 29,1 (1,4) 13,5 (2,6) 7,4 (1,8) 7,4 (1,8)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

N-Nora 8,8(2,7) 8,3 (2,7) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0)
Concentragdo (mg.L?) 6,5 (2,0) 4,0 (1,3) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

N-NO2 0,0 (0,0) 1,2 (0,2) 0,0 (0,0) 0,4(0,2) 2,9(0,6) 3,8(0,6) 1,2 (0,0)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 0,6 (0,1) 0,0 (0,0) 0,2 (0,2) 1,4 (0,3) 1,9 (0,3) 1,9 (0,3)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

N-NO3 0,0 (0,0) 8,0 (1,0) 0,0 (0,0) 0,4(0,2) 18,4 (3,5) 24,2 (3,1) 8,1 (1,0)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 3,9 (0,5 0,0 (0,0) 0,2 (0,2) 9,0(1,7) 11,8 (1,1) 11,8 (1,1)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

N-NT 40,5 (1,7) 55,2 (2,2) 60,7 (2,5) 60,5 (3,0) 49,0 (3,3) 43,2 (3,4) 14,4 (1,1)
Concentragdo (mg.L?) 29,6 (1,2) 26,9 (1,1) 29,6 (1,2) 29,5 (1,4) 23,9 (1,6) 21,1 (1,6) 21,1 (1,6)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 2052 (0,0) 684 (0,0)

Continua na préxima pagina
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Cargas Aplicadas UASB (P1) Mistura (P1m) FAN (P2) LA (P3) BAS (P4) Ef (P5) Rec (P1r)
Ib (RR =0,75)

CO (g 0..d?) 552,6 (32,5) 593,2 (37,6) 378,2 (37,9) 288,7 (53,2) 171,1 (38,7) 94,8 (19,7) 40,6 (8,5)
Concentragéo (mg.L™?) 404,0 (22,0) 247,8 (12,7) 158,0 (15,8) 120,6 (22,2) 71,5 (16,1) 39,6 (8,3) 39,6 (8,3)
Vazédo (L.dY) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

CN (g N.dh)

N-NTK 41,7 (1,1) 48,1 (8,4) 73,0(2,1) 72,3(1,0) 29,9 (7,5) 15,8 (1,8) 6,7 (0,8)
Concentragdo (mg.L™?) 30,5 (0,8) 20,1 (3,5) 30,4 (0,9) 30,2 (1,0) 12,5 (3,1) 6,6 (0,7) 6,6 (0,7)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

N-NHg* 30,9 (2,1) 37,6 (2,6) 72,7 (2,3) 72,3 (1,0) 29,9 (7,5) 15,8 (1,8) 6,7 (0,8)
Concentragdo (mg.L?) 22,6 (1,6) 15,7 (1,1) 30,4 (0,9) 30,2 (1,0) 12,5(3,1) 6,6 (0,7) 6,6 (0,7)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

N-Nora 10,8 (2,4) 10,7 (2,4) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0
Concentragdo (mg.L?) 7,9(1,7) 4,4 (1,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

N-NOy 0,0 (0,0) 0,9(0,4) 0,2(0,1) 0,2(0,1) 2,9 (0,8) 2,4(1,0) 1,0 (0,3)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 0,4 (0,2) 0,1(0,1) 0,1(0,1) 1,2 (1,3) 1,0 (0,4) 1,0 (0,4)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

N-NOs 0,0 (0,0 7,4 (0,9) 0,0 (0,0) 0,5(0,3) 11,9 (3,7) 17,2 (2,2) 7,4(0,9)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 3,1(0,4) 0,0 (0,0) 0,2 (0,2) 5,0 (1,6) 7,2 (1,3) 7,2 (1,4)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

N-NT 41,7 (1,1) 56, 6 (8,3) 73,0 (2,0) 73,0 (2,0) 44,7 (6,9) 35,4 (1,7) 15,1(0,7)
Concentragdo (mg.L?) 30,5(0,8) 23,6 (3,5) 30,5(0,9) 30,5(1,0) 18,7 (2,9) 14,8 (0,6) 14,8 (0,7)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 2394 (0,0) 1026 (0,0)

Continua na proxima pagina
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Cargas Aplicadas UASB (P1) Mistura (P1m) FAN (P2) LA (P3) BAS (P4) Ef (P5) Rec (P1r)
Ic (RR=1,00)
CO (g 0..dY) 233,5 (26,0) 273,8 (29,9) 248,7 (23,1) 162,5 (41,8) 97,9 (35,2) 81,0 (10,5) 40,5 (5,2)
Concentragédo (mg.L™) 170,7 (19,0) 100,1 (10,9) 90,9 (8,5) 59,4 (15,3) 35,8 (12,9) 29,6 (3,5) 29,6 (3,5)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)
CN (g N.dh)

N-NTK 36,0 (1,9) 44,0 (5,6) 72,0 (3,6) 70,8 (4,0) 25,5(7,1) 15,9 (10,0) 8,0 (5,0)
Concentracdo (mg.L™?) 26,3 (1,4) 16,1 (2,0) 26,3 (1,3) 25,9 (1,5) 9,3(2,6) 5,8 (3,5) 5,8 (3,5)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)

N-NH,* 28,2 (2,3) 36,1(6,8) 72,0 (3,8) 70,8 (4,0) 25,5(7,1) 15,9 (10,0) 8,0 (5,0)
Concentragdo (mg.L?) 20,6 (1,7) 13,2 (2,5) 26,3 (1,3) 25,9 (1,5) 9,3(2,6) 5,8 (3,5) 5,8 (3,5)
Vazéo (L.d?Y) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)

N-Norc 7,8 (2,2) 7,9 (2,2) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0
Concentragdo (mg.L?) 5,7 (1,6) 2,9 (0,8) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0
Vazdo (L.d?Y) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)

N-NO; 0,0 (0,0) 1,6 (0,6) 0,0 (0,0) 0,8 (0,5) 3,5(0,9) 2,7(1,0) 1,3(0,5)
Concentracdo (mg.L™?) 0,0 (0,0 0,6 (0,2) 0,0 (0,0) 0,3(0,2) 1,3(0,3) 1,0 (0,4) 1,0 (0,4)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)

N-NOs- 0,0 (0,0) 6,6 (1,2) 0,0 (0,0) 0,3(0,2) 6,2 (0,3) 12,8 (2,6) 6,5 (1,2)
Concentracdo (mg.L™?) 0,0 (0,0 2,4 (0,5) 0,0 (0,0) 0,1(0,1) 2,3(0,1) 4,7 (0,9) 4,7 (0,9)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)

N-NT 36,0(1,9) 52,2 (4,8) 72,0 (3,6) 71,9 (4,2) 35,2 (8,2) 31,4 (8,2) 15,8 (4,1)
Concentragdo (mg.L?) 26,3 (1,3) 19,1 (1,7) 26,3 (1,3) 26,3 (1,3) 12,9 (3,0) 11,5 (3,0) 11,5 (3,0)
Vazéo (L.d?) 1368 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 2736 (0,0) 1368 (0,0)

Fonte: O Autor (2020).
Continua na préxima pagina
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Cargas Aplicadas UASB (P1) Mistura (P1m) FAN (P2) LA (P3) BAS (P4) Ef (P5) Rec (P1r)
Id (RR=1,25)
CO (g 0..d?) 395,0 (45,9) 467,2 (43,8) 383,8 (13,4) 291,0 (30,3) 161,9 (22,5) 130,2 (13,9) 72,3(7,7)
Concentragéo (mg.L™?) 288,7 (33,5) 151,8 (14,2) 124,7 (4,4) 94,5 (9,9) 52,6 (7,3) 42,3 (4,5) 42,3 (4,5)
Vazédo (L.dY) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)
CN (g N.dh)

N-NTK 44,3 (2,5) 53,2 (5,0) 99,7 (5,7) 99,7 (5,5) 22,8(7,2) 16,0 (6,9) 8,8 (3,8)
Concentragéo (mg.L™?) 32,4 (1,9) 17,3 (1,6) 32,4 (1,7) 32,3(1,6) 7,4 (2,3) 5,2 (2,2) 5,2 (2,2)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)

N-NHg* 34,2 (2,2) 43,1 (2,0) 99,4 (5,3) 99,4 (5,2) 22,8 (7,2) 16,0 (6,9) 8,8 (3,8)
Concentragdo (mg.L?) 25,0 (1,6) 14,0 (0,6) 32,4 (1,7) 32,3(1,6) 7,4 (2,3) 52(2,2) 52(2,2)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)

N-Nora 10,1 (3,9) 10,1 (3,9) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0
Concentragdo (mg.L?) 7.4 (2,9) 3,3(1,3) 0,0 (0,0 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)

N-NOy 0,0 (0,0) 21(1,4) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 49(2,1) 4,0 (2,6) 2,2 (1,4)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 0,7 (0,5) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,6 (0,7) 1,3(0,8) 1,3(0,8)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)

N-NO3 0,0 (0,0) 6,2 (2,3) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 5,2(0,8) 11,1 (4,2) 6,2 (2,3)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 2,0 (0,8) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,7 (0,2) 3,6 (1,3) 3,6 (1,3)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)

N-NT 44,3 (2,5) 61,5 (3,0) 99,7 (5,7) 99,7 (5,7) 32,9 (5,8) 31,1(3,7) 17,2 (2,1)
Concentragdo (mg.L?) 32,4(1,9) 20,0 (1,0) 32,4 (1,8) 32,4 (1,8) 10,7 (1,9) 10,1 (1,3) 10,1 (1,3)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 3078 (0,0) 1710 (0,0)

Fonte: O Autor (2020).

Continua na proxima pagina

163



164

Cargas Aplicadas UASB (P1) Mistura (P1m) FAN (P2) LA (P3) BAS (P4) Ef (P5) Rec (P1r)
le (RR=1,50)
CO (g 0..d?) 419,3 (20,9) 523,2 (37,2) 534,2 (17,1) 278,8 (34,2) 230,8 (33,2) 173,0 (32,9) 103,8 (19,8)
Concentragéo (mg.L™?) 306,5 (15,3) 153,0 (10,9) 156,2 (5,0) 81,5 (10,0) 67,5(9,7) 50,6 (9,6) 50,6 (9,6)
Vazédo (L.dY) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)
CN (g N.dh)

N-NTK 44,7 (1,3) 59,2 (6,4) 111,8 (3,4) 111,8 (3,4) 36,2 (14,2) 23,9 (10,0) 14,3 (6,0)
Concentragéo (mg.L™?) 32,7(1,0) 17,3 (1,9) 32,7 (1,0) 32,7 (1,0) 10,6 (4,1) 7,0(2,9) 7,0 (2,9)
Vazédo (L.dY) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)

N-NHg* 31,5(1,0) 46,2 (5,9) 111,8 (3,4) 111,8 (3,4) 36,2 (14,2) 23,9 (10,0 14,3 (6,0)
Concentragdo (mg.L?) 23,0(0,7) 13,5 (1,7) 32,7(1,0) 32,7(1,0) 10,6 (4,1) 7,0(2,9) 7,0(2,9)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)

N-Nora 13,2(1,4) 13,0 (1,4) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0
Concentragdo (mg.L?) 9,7 (1,0) 3,8(0,4) 0,0 (0,0 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)

N-NOy 0,0 (0,0) 2,0(0,4) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 2,4(0,9) 3,4(0,7) 2,1(0,4)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 0,6 (0,1) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,7 (0,3) 1,0 (0,2) 1,0 (0,2)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)

N-NOs 0,0 (0,0 5,4 (0,6) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 4,8 (1,1) 8,9 (0,9) 5,1 (0,6)
Concentragdo (mg.L™?) 0,0 (0,0) 1,6 (0,0) 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 1,4 (0,3) 2,5(0,2) 2,5(0,2)
Vazdo (L.dY) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)

N-NT 44,7 (1,3) 66,6 (5,7) 111,8 (3,4) 111,8 (3,4) 43,4 (14,4) 36,2 (7,7) 21,5 (4,6)
Concentragdo (mg.L?) 32,7(1,0) 19,5 (1,7) 32,7(1,0) 32,7(1,0) 12,7 (4,2) 10,5 (2,3) 10,5(2,1)
Vazdo (L.d?) 1368 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 3420 (0,0) 2052 (0,0)

Fonte: O Autor (2020).
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para o desempenho do sistema de tratamento: DQO, N-NH4", N-NOs", OD, pH, ALCP,

TEMP e SSV nas fases la, Ib, Ic, Id e le. Em Vermelho = Correlagdes acima de 0,5 para

p<0,05
Fase la (Recirculagdo de 0,50)
Variavel DQO | N-NH4* [ N-NOs | OD pH ALCP | TEMP | SSV
DQO 1,00 M M i i e i
N- NH4* 0,91 1,00 M i i e i
N-NOs -0,83 -0,80 1,00 | i nnnn i
oD -0,72 -0,73 0,85 1,00 M e i
pH 0,64 0,54 -0,50 0,80 1,00 M| il
ALCP 0,73 0,61 -0,54 -0,28 0,58 1,00 i
TEMP -0,48 -0,35 0,35 0,70 0,87 -0,70 1,00 i
SSV 0,82 0,72 -0,67 -0,56 0,52 0,43 0,38 1,00
Fase Ib (Recirculacdo de 0,75)
Variavel DQO N- NH4* | N-NOs oD pH ALCP | TEMP SSV
DQO 1,00 I M i e i i i
N- NH4* 0,82 1,00 M i e i i i
N-NOs -0,88 -0,86 1,00 M\ i nnn | i
oD -0,57 -0,36 0,44 1,00 Wi i i
pH 0,17 0,42 -0,14 0,77 1,00 i | i
ALCP 0,80 0,87 -0,76 -0,38 0,53 1,00 i i
TEMP -0,63 -0,12 0,22 0,81 0,75 -0,18 1,00 i
SSV 0,79 0,56 -0,72 -0,74 -0,80 0,36 -0,70 1,00
Fase Ic (Recirculacao de 1,00)
Variavel DQO N- NH4* | N-NOs oD pH ALCP | TEMP SSV
DQO 1,00 I M i e i i i
N- NH4* 0,55 1,00 M i e i i i
N-NOs -0,62 -0,72 1,00 M| i i
oD -0,85 -0,57 0,73 1,00 M i
pH -0,31 0,47 0,12 0,87 1,00 M
ALCP -0,57 0,07 0,21 0,42 0,19 1,00 M
TEMP -0,79 -0,30 0,67 0,83 0,74 0,55 1,00 i
SSV 0,87 0,04 -0,84 -0,85 -0,79 0,51 -0,53 1,00
Fase Id (Recirculacdo de 1,25)
Variavel DQO N- NH4* | N-NOs oD pH ALCP | TEMP SSV
DQO 1,00 M W e i
N- NH4* 0,80 1,00 W e i
N-NOs -0,70 -0,60 1,00 W i
oD -0,20 -0,68 0,70 1,00 M
pH -0,12 -0,58 0,01 0,82 1,00 M| i
ALCP 0,40 0,31 -0,16 0,09 -0,15 1,00 M i
TEMP -0,62 -0,58 0,80 0,85 0,89 0,07 1,00 i
SsV 0,81 0,90 -0,66 -0,82 -0,80 0,28 -0,67 1,00
Fase le (Recirculacdo de 1,50)
Variavel DQO N- NH4* | N-NOs oD pH ALCP | TEMP SSV
DQO 1,00 i M i i
N- NH4* 0,90 1,00 M i i
N-NOs -0,81 -0,74 1,00 WO\ i
oD 0,20 -0,67 0,84 1,00 M
pH -0,19 0,28 0,15 0,75 1,00 M| i
ALCP 0,55 0,49 -0,41 0,02 -0,05 1,00 i | i
TEMP -0,48 -0,49 0,53 0,71 0,78 0,07 1,00 i
SSvV 0,87 0,75 -0,86 -0,80 -0,86 0,59 -0,53 1,00

Fonte: O Autor (2020).
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APENDICE F - MEIO SUPORTE (conduites) sem biomassa aderida (A), biomassa
presente aderida no meio suporte na fase la (B); biomassa aderida no meio suporte na
fase Ib (C)

Fonte: O Autor (2020).
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APENDICE G - AUTOVALORES (Eigenvalues), proporcéo da variancia explicada por

componente e acumulada entre as componentes e as variaveis originais

Componente Autovalores Variancia Autovalores Variancia
principal (K) total (%) acumulativo acumulativa (%)
1 3,54 44,28 3,55 44,28
2 1,15 14,44 4,69 58,72
3 0,91 11,42 5,60 70,14
4 0,88 10,95 6,48 81,09
5 0,77 9,61 7,25 90,70
6 0,46 5,70 7,71 96,40
7 0,20 2,50 7,90 98,9
8 0,09 1,10 8,00 100,00

Fonte: O Autor (2020).

STATISTICA - [Eigenvalue Reator Hibrido 75M.stw - Eigenvalues of correlation matrix, and related statistics (Dados reator hibrido75MN Standartizado)]

DEeEEA Sk & m <t #4 AddtoWorkbook - Add to Report » Add to MS Waord ~ %5 | 8% K2 |
File Edit View Insert Format Statistics Data Mining Graphs Tools Data Workbook Window Help
| Arial o+ Bru ss=F A-2-E-% RN = &) w2 M3 Vars - Ca
a E'gemz_'lue RE, Eigenvalues of correlation matrix, and related statistics (Dados reator hibrido 75N Standartizado)
Ca Basic Stati Active variables only
Q Basic Stati Eigenvalue | % Total | Cumulative Cumulative
E‘@ Principal ( {alue number variance Eigenvalue %
EI@ Adwvan |4 | 3.6421850 44 27732 3.542185 44 2773
[ Eig | 2 1.154977)  14.43722 4 697163 58.7145
3 0.913534| 11.41918 5610697 701337
4 0876054 10 95067 6486751 81.0844
5 0768659 960824 7255410 90 6926
6 0456130 570163 7.711540 96.3943
7 0200223 250279 7911764 93.8970
8 0088236 1.10295 4000000 100.0000
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Apéndice H - Testes ANOVA e Tukey para as variaveis DQO, SSV, N-NH4*, N-NO2 e N-

NT no efl

DQO
[ J
= ANOVAOneWay (26/06/2019 10.19:54)
+ Notes
% Input Dala
= Descriplive Statistics
Sample Size  Mean Standard Deviation = SE of Mean
Fl 15| 2853333 3,88893 1,00412
Fil 15 2456 1,84391 04761
Flil 15 26,6667 509715 1,31608
= One Way ANOVA
= Overall ANOVA
DF SumofSquares Mean Square FValue Prob>F
Model 2 116,13333 58,06667 | 3,91419 002762
Error 42 623,06667 14,83492
Total 44 739.2

Nul Hypothesis: The means of all levels are equal
Altemative Hypothesis: The means of one or more levels. are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different

uente do RAE (P3)

SsvV
I
= ANOVAOneWay (13/01/2020 14:36.36)
+ Nofes
+ Input Data
< Descriplive Statistics
Sample Size Mean Standard Deviation SE of Mean
Fi 15 98 362025 093707
Fil 15 58 132017 0,34087
Fill 15| 7.03333 478788 123623
=1 One Way ANOVA
= Overall ANOVA
DF = Sum ofSquares Mean Square = F Value Prob=F
Model 2 12017778 60,0888 | 476416 0,01365
Emor 42 52073333 12,6127
Total 44 649,911

Null Hypothesis: The means of al leveis are equal
Atemative Hypothesis: The mesns of one or more levels are different

= FIt Statistics At the 0.05 level, the population means are significantly different
L'R-Squale CoeffVar RootMSE Data Mean = Fif Statistics
015711 014516 385161 26,5333 R-Square | CoeflVar | RootMSE | Data Mean
=1 Means Comparisons 0,18491 045273 355144 784444
T Tukey Tesl _ = Means Comparisons
MeanDiff ~ SEM qValue Prob  Alpha | Sig LCL ucL = Tukey Test
FIlFI| -393333 140641 395516 002075 005 1 -7,3502 -0,51647 24 -
Fill FI| -2,06667 140641 207813 031568 005 | 0 -548353 13502 MG 2Nl M VB B 2T A 2 G G L
FIl FIl 186667 140641 187702 038827 005 0 -15502 528353 Fil FI 4| 12068 | 4,36216| 000886 005 1) -7,15057 | -0.84943
p— p= p—— Fll FI| -186667 12968 203567 033029 005 0 -501724 12839
means difference is .05 level
T e e e FIl FIl| 213333 12068 232649 023838 005 0 -101724 52839
Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level.
\ Sheetl \ ANOVA1Way1 f I\ Sheeti ) ANOVATWay1 /
+ .
N-NH, N-NO,
| J | J
ANOVAOneWay (13/01/2020 13:13.:04) = ANOVAOneWay (03/07/2019 08:48.15)
+ Notes = Notes
+ lnpufpa{a o = Input Data
= Descriplive Stalistics = Descriptive Stalistics
Sample Size | Mean | Standard Deviation = SE of Mean Sample Size . Mean | Standard Deviation | SE of Mean
FI 15| 580533 12611 032561 Fi 15 1426 0,16517 0,04265
Fil 15 2,54128 0,54771 0,14142 Fll 15 6,09653 2,92552 0,75537
Fill 15| 2,23067 101909 0.26313 Fil 15 982 125506 0,32429
= One Way ANOVA = One Way ANOVA
= Overall ANOVA — Overall ANOVA
DF | Sum of Squares | Mean Square = F Value Prob=F DF | Sum of Squares | Mean Square | F Value Prob=F
Model 2 117,64383 58,82192  60,25009 4,57412E-13 Model 2 530,68661 2653433 7832349 677236E-15
Ermor | 42 41,00443 0,9763 Emor 42 14228705 338779
Total 44 158,64826 Total | 44 672,97366
m Null Hypothesis: The means of all levels are equal m Null Hypothesis: The means of all levels are equal
Altemative Hypothesis: The means of one or more levels are different Altemative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0.05 level, the population means are significantly different. At the 0.05 level, the population means are significantly different
= Fit Statistics = Fit Statistics
R-Square CoeffVar | RootMSE Data Mean R-Square | CoeffVar RootMSE Data Mean
074154 028025 098808  3,52576 078857 | 03184 184059 578084
= Means Comparisons = Means Comparisons
= Tukey Tesl = Tukey Test
WeanDiff  SEM | qvalue | Prob | Alpha | Sig  LCL ucL MeanDiff | SEM qVvaiue Prob Alpha | Sig | LCL UCL
Fll FI -326405 036079 1279417 0 005 1 -41406 -2.38751 FIl FI| 467053 | 0,67209 982775 0 005 1, 30377 630337
Flll FI| -3,57467 036079 14,0169 0 005 1 -445121 -269812 Fll I 8394 067200 17,6628 0 005 1 676116 10,02684
FIl FIl_-0.31061 036079 121752 06676 005 0 -1.18716 0.56593 FUl FIl | 372347 | 067209 783493 531185E-6 | 005 1 209063 53563
Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level Sig equals 1 indicates that the means difference is significant at the 0,05 level

N\ Sheeti ) ANOVA1Way1 /

N-NT

~ [\ Sheet1 ), ANOVA1Way1 /

7 ANOVACneWay (02007/2019 11.51:15)

# Notes
+ Input Data
=l Descriptive Stalistics
Sample Size | Mean | Standard Dewiation | SE of Mean
Fl 15 14,368 1,28364 033143
Fil 15| 13,35381 090162 02328
Fin 15 12,88353 0,54436 0,14055
= One Way ANOVA
= Overall ANOVA
DF | Sum of Squares ~ Mean Square | FValue = Prob=F
Model 2 17,2669 863345 939451 4,24520E-4
Eror | 42 38,59752 091899
Total 44 55,86442
m Null Hypothesis: The means of all levels are squal
Altemative Hypothesis: The means of one or more levels are different
At the 0,05 level, the populstion means are significantly different.
< Fil Stalistics
R-Square | CoeffVar | ROOIMSE | Data Mean
030909 007083 0,95864 1353512
= Means Ct
= Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha  Sig LCL ucL
FIl FI| 101419 035005 4,0974 001608 005 1 -186462 -0,16375
Flll FI| -148447 035005 599737 346148E-4 0,05 1 -23349 -0,63403
Fill FIl  -0,47028 0,35005 1,89997 0,37957 0,05 0 -132071 038015
Sig equals 1 indicates that the means dif ference is significant at the 0,05 level.
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Fonte: O autor (2020)
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APENDICE I - MEIO SUPORTE (espuma de poliuretano) sem biomassa (seta
vermelha) e biomassa aderida presente no meio suporte (seta azul) (A), rede de ago

galvanizada antes da operacao (seta vermelha) e rede de a¢o galvanizado apos a

operacao (seta azul)

Fonte: O Autor (2020).
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APENDICE J - Autovalores proporcéo da variancia explicada por componente e

acumulada entre os componentes e as variaveis originais

Componente Autovalores Varidncia Autovalores Variancia
principal (K) total (%) acumulativo acumulativa (%)
1 4,83 53,74 4,83 53,74
2 2,26 25,21 7,09 78,95
3 0,80 8,84 7,89 87,79
4 0,64 7,08 8,53 94,87
5 0,21 2,32 8,74 97,19
6 0,15 1,65 8,89 98,84
7 0,08 0,83 8,97 99,67
8 0,02 0,21 8,99 99,88
9 0,0 0,12 9,00 100,00

Fonte: O Autor (2020).



