UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO o

ESCOLA DE QUIMICA PE@
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA DE @]
PROCESSOS QUIMICOS E BIOQUIMICOS ~

AVALIACAO DA INFLUENCIA DA SALINIDADE NA
NITRIFICACAO BIOLOGICA

Dissertacdo de Mestrado

Alyne Moraes Costa

Rio de Janeiro
Agosto 2014



AVALIACAO DA INFLUENCIA DA SALINIDADE NA NITRIFICACAO
BIOLOGICA

Alyne Moraes Costa

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao programa de
Pbés-Graduagdo em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte
dos requisitos necessarios a obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias.

Orientadora:

Juacyara Carbonelli Campos, D.Sc.

Rio de Janeiro
Agosto 2014



Alyne Moraes Costa

Titulo: AVALIACAO DA INFLUENCIA DA SALINIDADE NA
NITRIFICACAO BIOLOGICA

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como
parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias (M.Sc.).

Aprovada em 20 de agosto de 2014.

Examinada por:

Juacyara Carbonelli Campos, D.Sc.
EQ/TPQB/UFRJ (Orientadora)

Daniele Maia Bila, D.Sc.
UERJ

Fabiana Valéria da Fonseca, D.Sc.
EQ/TPQB/UFRJ

Ysrael Marrerro Vera, D.Sc.
CETEM



CBiTa

Costa, ARlyne Moraes

Avaliagdc da influéncia da salinidade na nitrificacio
biclégica / Alyne Moraes Costa. -- Rioc de Janeiro,
2014.

a7 £.

Orientadora: Juacyara Carbonelli Campos.

Dissertagic (mestrado) - Universidade Federal do
Rioc de Janeiro, Escola de Quimica, Programa de
Pés-Graduagdc em Tecnclogia de Processos Quimicos e
Biogquimices, 2014.

1. Nitrificagdo de efluentes salincs. 2. Lodos
ativados. 3. Respirometria. I. Campos, Juacyara
Carbonelli , oriemt. II. Titulo.




Dedico esta dissertagdo primeiramente a Deus,
a minha familia, ao meu noivo e de modo especial ao

meu avo Jorge (in memorian).



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pelo dom da vida e por conseguir ultrapassar todos o0s
obstaculos que me tornaram cada vez mais forte para continuar em minha caminhada.

Aos meus pais, por todo amor e dedicagdo dados a mim durante toda a minha vida,
0s quais sempre me apoiaram nos momentos dificeis e torceram verdadeiramente por esta
realizacdo.

A minha avé Maria Augusta e avd Jorge (in memorian), por serem meus exemplos e
por estarem sempre rezando e torcendo pela minha vitoria.

A minha familia, por todo amor, confianca e incentivo que nunca me faltaram
durante a vida.

Ao meu noivo Gabriel, por todo amor, paciéncia e companheirismo nesta etapa de
minha vida.

A minha orientadora Dr. Juacyara Carbonelli Campos, pela oportunidade da
realizacdo desta pesquisa e por toda dedicacdo e amizade que confiou a mim.

Ao Engenheiro Nei Marcos Grimaldi (CEMPES/ PETROBRAS) pela realizacdo da
automacdo do sistema de respirometria, que foi de grande importancia para o0
desenvolvimento desta pesquisa.

A todos os lacos de amizade que eu criei durante o periodo do mestrado durante as
disciplinas e a todos do Labtare, pelo acolhimento e amizade.

Enfim, agradeco a todos que diretamente ou indiretamente colaboraram para a

realizacdo deste trabalho.



RESUMO

AVALIACAO DA INFLUENCIA DA SALINIDADE NA NITRIFICACAO BIOLOGICA

Alyne Moraes Costa

A industria do petroleo é responsavel pela geracdo de grandes volumes de efluentes residuais
salinos. A agua de producdo do petrdleo, derivada do processo de extracdo, apresenta em sua
composi¢do compostos organicos e inorganicos, e principalmente sais. O tratamento biol6gico
para a remog¢do de compostos organicos apresenta-se como um método tradicional e de baixo
custo, se comparado ao tratamento fisico-quimico. No entanto, devido a toxicidade que
elevadas concentracBes salinas geram aos micro-organismos, o tratamento biologico de
efluentes residuais salinos, ainda & considerada por muitos, um desafio. A nitrificacdo
bioldgica de efluentes salinos foi investigada operando em sistema continuo, a partir de um
efluente sintético, contendo 152,44 mg/L de NAT. A técnica de respirometria foi utilizada
como uma ferramenta para avaliacdo da atividade da biomassa nitrificante, na presenca de
diferentes concentragdes de ion cloreto. Os testes com a adicdo de ion cloreto foram
realizados nas concentragdes de 100, 250, 500, 1.000, 2.000, 4.000, 8.000, 10.000 e 15.000
mg CI/L. A partir dos resultados dos testes de respirometria verificou-se que ambas as taxas
de consumo de oxigénio (OUR) e de consumo especifico de oxigénio (SOUR), aumentaram
significantemente até a concentracdo salina de 1.000 mg CI/L, o que significa que até esta
concentracdo, o ion cloreto ndo apresentou-se toxico em relacdo a biomassa nitrificante. No
entanto, com o aumento gradual da concentracdo salina, a partir da concentracdo 2.000 mg CI°
/L até a concentracdo de 15.000 mg CI/L, resultou na queda dos valores do consumo de
oxigénio, ou seja, ocorrendo a reducdo da atividade metabolica da biomassa com a queda da
atividade celular. A maxima eficiéncia de nitrificacdo em sistema continuo foi de 65,18%,
sendo verificada em aproximadamente 90 dias de experimento, no biorreator operando com
1.000 mg CI/L. O aumento da concentracdo de cloreto ap6s 1.000 mg CI/L favoreceu a
reducdo dos valores de eficiéncia, sendo que o menor valor obtido foi de 5,58%, quando a
concentracdo encontrava-se em 15.000 mg CI/L. No entanto, quando a concentracdo de
15.000 mg CI/L foi reduzida para 8.000 mg CI’/L, que corresponde o 10° regime testado, foi
verificado o aumento da taxa de consumo de oxigénio pela biomassa. Este aumento indica que
a biomassa mesmo ap0s sofrer uma forte reducdo da taxa metabolica, a reducdo da
concentracdo salina favoreceu o aumento da atividade celular, ou seja, o efeito inibitorio
verificado com a concentracdo salina de 15.000 mg CI/L, apresentou-se reversivel. Estes
resultados evidenciam que a técnica de respirometria apresentou-se uma ferramenta eficaz e
segura para a avaliacdo da toxicidade da biomassa do lodo ativado. Sendo capaz de detectar a
queda da atividade celular na presenca de compostos toxicos, como o ion cloreto.



ABSTRACT

AVALIACAO DA INFLUENCIA DA SALINIDADE NA NITRIFICACAO BIOLOGICA

Alyne Moraes Costa

The oil industry is responsible for generating large volumes of saline wastewater effluents.
The produced water of oil, derived from the extraction process, presents in its composition
organic and inorganic compounds, especially salts. The biological treatment for removing
organic compounds is presented as a traditional and inexpensive method, as compared to the
physical-chemical treatment. However due to toxicity that high salt concentration generates to
the micro-organisms, the biological treatment of saline wastewater is still considered a
challenge. Biological nitrification of saline effluent was investigated in a continuous operating
system from a synthetic effluent, containing 152,44 mg NAT/L. The technique of
respirometry was used as a tool to evaluate the activity of nitrifying biomass in the presence
of different concentrations of chloride. Tests with addition of chloride were carried out at
concentrations of 100, 250, 500, 1.000, 2.000, 4.000, 8.000, 10.000 and 15.000 mg CI7/L.
From the results of respirometry tests was verified that both the rates of oxygen consumption
(OUR) and specific oxygen consumption (SOUR), increased significantly until the salt
concentration of 1.000 mg CI/L, which means that even this concentration, the chloride did
not show up as toxic in relation to the nitrifying biomass. However, with the gradual increase
of saline concentration, from the concentration of 2.000 mg CI/L till 15.000 mg CI/L,
resulted in the decrease in the values of oxygen consumption, consequently occurring the
reduction of metabolic activity of biomass with decreased cellular activity. The maximum
efficiency of nitrification in the continuous system was 65,18 %, which occurred in about 90
days of the experiment, in the bioreactor operating at 1.000 mg CI/L. The increase of chloride
concentration after the concentration of 1.000 mg CI/L, favored the reduction of the
efficiency values, and the lowest value was 5,58 % when the concentration was in 15.000 mg
CI'/L. However, when the concentration of 15.000 mg CI/L was reduced to 8.000 mg CI7/L,
which corresponds to the 10th cycle was found to increase the rate of consumption of oxygen
by the biomass. This increase indicates that the biomass even after suffering a sharp reduction
of the metabolic rate, the reduction of the salt concentration favored the increase of cellular
activity and the inhibitory effect observed at the salt concentration of 15.000 mg CI7/L,
presented reversible. These results show that the respirometry technique has presented a safe
and effective tool for evaluating the toxicity of the biomass of activated sludge. Being able to
detect the decrease of cellular activity in the presence of toxic compounds, such as chloride.
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1. INTRODUCAO

A 4gua é um componente vital para todas as formas de vida. A sua escassez e
contaminagéo, tornou-se um dos maiores desafios enfrentados nos dias atuais. Com o
aumento das atividades industriais, grandes quantidades de &gua sdo utilizadas em diferentes
processos, e consequentemente, grandes volumes de efluentes residuais sé&o gerados
mundialmente. Devido a sua alta complexidade, os efluentes residuais sdo capazes de
ocasionar danos irreversiveis a biodiversidade aquatica. Logo, o tratamento de aguas residuais
tornou-se uma tarefa indispensavel, como forma de minimizar impactos ao meio ambiente,
além de possibilitar o redso de efluentes.

Os efluentes residuais contendo altas concentragcbes de sais sd&o produzidos em
diferentes ramos industriais, como: no processamento de alimentos, na produc¢éo de quimicos,
no curtume e na industria do petroleo (LEFEBVRE; MOLETTA, 2006). No entanto, a
inddstria do petroleo destaca-se como a maior produtora de efluentes residuais salinos,
possuindo concentracdes de sais que ultrapassam a concentracdo da dgua do mar.

A alta salinidade de efluentes residuais da industria do petroleo € proveniente da etapa
de extracdo, onde grande quantidade de agua de producdo, contendo uma mistura de
compostos organicos e inorganicos, e principalmente sais, € retirada juntamente com o
petréleo em seu estado bruto. Devido a sua composicdo complexa, diferentes tratamentos sdo
aplicados a agua de producéo, como: métodos fisicos, fisico-quimicos e/ou bioldgicos.

O tratamento biologico destaca-se como um tratamento tradicional e de baixo custo para
a remocdo de nutrientes, em relacdo aos métodos fisico-quimicos. No entanto, o tratamento
bioldgico de efluentes residuais salinos é considerado por muitos um desafio, devido a alta
sensibilidade dos micro-organismos a elevadas concentracfes de sais.

Os compostos nitrogenados estdo entre os maiores poluentes encontrados em aguas
residuais. A sua remocdo € necessaria, a fim de evitar danos ao ambiente aquatico, como:
deplecdo de oxigénio dissolvido e eutrofizacdo (GERARDI, 2002). No Brasil, a resolucao
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n°® 430 de 13 de maio de 2011, determina
gue a concentracdo maxima de nitrogénio amoniacal seja de 20 mg N/L, para o lancamento de
efluentes residuais em corpos receptores (BRASIL, 2007).

A remocdo bioldgica convencional de nitrogénio amoniacal é realizada em duas etapas,
denominadas de nitrificacdo e desnitrificacdo. A nitrificagdo bioldgica € um processo
caracterizado pela oxidac&o de nitrogénio amoniacal a nitrato, por acdo de micro-organismos.

Altos valores de eficiéncia sdo obtidos no processo de nitrificagdo bioldgica, entretanto, como



14

se trata de um processo que envolve a participacdo de micro-organismos, estes valores séo
diretamente influenciados pelas variaveis ambientais e pela presenga de compostos toxicos.

A presenca de sais, como por exemplo, o ion cloreto, possui a capacidade de reduzir o
metabolismo celular das bactérias nitrificantes, consequentemente, reduzindo a eficiéncia da
oxidagéo de nitrogénio. Logo, a utilizagio de ferramentas para a verificagdo da toxicidade da
biomassa nitrificante é de extrema importancia, pois o decréscimo da eficiéncia de nitrificacdo
pode ser rapidamente verificado pelo baixo consumo de oxigénio pela biomassa. A técnica de
respirometria caracteriza-se pela sua simplicidade e pela rapidez de obtencao de resultados de
toxicidade, sendo utilizada com grande frequéncia em sistemas de lodos ativados.

Esta dissertagdo de mestrado trata-se de um estudo experimental que teve como objetivo
principal avaliar a atividade da biomassa nitrificante em diferentes concentragfes salinas,
operando em biorreator continuo. E como objetivos especificos, verificar o desempenho do
reator em batelada e do reator continuo na selecdo da biomassa nitrificante, avaliar o efeito da
salinidade na eficiéncia da nitrificacdo bioldgica, caracterizar o consorcio microbiano do lodo
ativado atuante durante os regimes salinos e investigar as respostas da técnica de
respirometria como forma de identificar efeitos toxicos a biomassa nitrificante.

Esta dissertacdo € constituida de 7 capitulos. O capitulo 2 refere-se aos objetivos desta
pesquisa. O capitulo 3 refere-se a revisdo bibliografica, no qual sdo apresentados alguns
conceitos tedricos e citagdes sobre a tematica de nitrificacdo bioldgica, a influéncia da
salinidade no processo de oxidacdo de nitrogénio amoniacal a nitrato e a utilizacdo da
respirometria para a avaliacdo da toxicidade na biomassa nitrificante.

No capitulo 4 sdo apresentados os materiais e métodos, onde sdo descritos como foram
realizados os experimentos de selecdo e a aclimatacdo da biomassa nitrificante, as
configurac@es do reator e os valores de variaveis utilizadas, os experimentos com a adi¢édo de
diferentes concentracdes de ion cloreto e os testes de avaliacdo da biomassa com 0 uso da
respirometria e da microscopia otica.

Os resultados e a discussdo sdo apresentados em forma de Tabela e de Figuras, no
capitulo 5. A conclusdo dos resultados obtidos nesta dissertacdo é apresentada no capitulo 6.

E as referéncias bibliograficas citadas neste trabalho sdo apresentadas no capitulo 7.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade da biomassa nitrificante em diferentes concentragdes salinas,

operando em biorreator continuo.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar o desempenho do reator em batelada e do reator continuo na sele¢do da
biomassa nitrificante;

e Avaliar o efeito da salinidade na eficiéncia da nitrificacdo bioldgica;

e Caracterizar a consorcio microbiano do lodo ativado atuante durante os regimes
salinos;

e Investigar as respostas da técnica de respirometria como forma de identificar efeitos

téxicos a biomassa nitrificante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EFLUENTES SALINOS

Com o crescimento das atividades industriais, o interesse sobre efluentes salinos vem
aumentando desde as Ultimas décadas. Devido as exigéncias cada vez mais rigidas dos 6rgaos
regulamentadores ambientais para o descarte de aguas residuais, o tratamento de efluentes
salinos tornou-se indispensavel. Diversas técnicas de tratamento vém sendo estudadas, mas a
remocao de nutrientes, através de tratamento biolégico em efluentes com alta concentracdo de
sais, ainda é considerada por muitos, um desafio.

A produgdo de efluentes salinos é realizada por diferentes ramos industriais, tais como:
0 processamento de alimentos, a producdo de quimicos e farmacos (SHI et al., 2014), o
curtume e a extragdo de petroleo (LEFEBVRE; MOLETTA, 2006). Estes efluentes além de
apresentar alto teor de sais, também possuem um alto teor de matéria organica e de nutrientes
(como o nitrogénio) em sua composicdo (SUDARNO; WINTER; GALLERT, 2011). Sendo
capazes de gerar grandes danos ambientais, caso ndo tratados, como a contaminacgédo do solo,
da agua superficial e subterranea (LEFEBVRE; MOLETTA, 2006).

Os efluentes residuais nas industrias de alimentos s@o gerados em grandes volumes, pois
comparadas aos outros setores industriais, sdo as que mais utilizam agua em seus processos.
No setor de laticinios, o volume de agua residual gerado é cinco vezes maior do que o volume
de leite processado (STEHLIK, 2008). Segundo Stehlik (2008), os efluentes residuais de
laticinios sdo grandes fontes poluidoras, devido apresentarem alta concentracdo de matéria
organica, nitrogénio, fésforo e sais.

O sal é um dos aditivos utilizados com maior frequéncia nas inddstrias alimenticias,
devido ao seu baixo custo e suas propriedades de conservacdo e de intensificacdo de sabor
(DESMOND, 2006). O cloreto de sodio (NaCl) é o sal destinado ao consumo humano, sendo
utilizado em grandes quantidades para a conservacao de carnes e vegetais, em laticinios e no
processamento de frutos do mar (LEFEBVRE; MOLETTA, 2006).

O processamento de frutos do mar é responsavel pela geracdo de grandes volumes de
aguas residuais, em seus diferentes processos, tais como: descongelamento, cozimento e
conserva (VEIGA; MENDEZ; LEMA, 1994). Os efluentes residuais gerados sdo ricos em
matéria organica, nitrogénio e sais (ANTILEO et al., 1997). Segundo Gharsallah et al. (2002)

a concentracdo de ions cloreto nestes efluentes é superior a 30.000 mg/L.
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No setor de fArmacos sdo gerados efluentes residuais complexos, contendo componentes
organicos e inorganicos, apresentando alta concentracdo de matéria organica, solidos
suspensos e sais (SHI et al., 2014). Estudos de Shi et al. (2014) verificaram que a
concentracdo do ion cloreto é de aproximadamente 13.500 mg/L em &guas residuais
provenientes da producado de antibidticos.

Nas industrias de processamento do couro, os efluentes salinos sdo gerados devido a
imersdo dos couros e peles em &gua fresca para a remocdo do excesso de sal
(SIVAPRAKASAN et al., 2008). Os efluentes residuais gerados no processo contém alto teor
de matéria organica, s6lidos suspensos e principalmente alta salinidade com concentracdes
que variam de 15.000 a 30.000 mg/L de cloreto (SUNDARAPANDIYAN et al., 2010).

Nas industrias de petréleo, os efluentes salinos sdo provenientes da etapa de extracdo do
petréleo. A agua de producdo representa o maior volume de efluente residual da industria de
petréleo e gas, sendo produzida juntamente ao petroleo bruto em plataformas onshore e
offshore (TELLEZ; NIRMALAKHANDAN; GARDEA-TORRESDEY, 2002). A gquantidade
de &gua extraida € variavel, pois dependera das caracteristicas dos reservatorios e do tempo de
exploracdo (Oil & Gas Producers - OGP, 2005). Segundo Flynn, Butler e Vance (1996), a
agua de producao do petroleo é conhecida por apresentar uma alta salinidade, podendo ser trés
vezes maior que a concentracao encontrada na agua do mar. Estudos de Campos et al. (2002a)
verificaram que a agua de producdo de petréleo € um efluente hipersalino, contendo entre
40.000 a 55.000 mg/L de ion cloreto.

Visto que a industria do petroleo € a maior produtora de aguas residuais altamente
salinas, sera caracterizado melhor este efluente, desde a sua origem até a aplicacdo de

tratamentos bioldgicos necessarios para o seu descarte final ou redso industrial.

3.1.1 Agua de producéo de petréleo

As atividades de extracdo de petroleo e gas sdo acompanhadas de um volume
significativo de agua, que tende aumentar com o passar dos anos. O volume global da agua
de producéo € estimado em torno de 250 milhes de barris diariamente, para a obtencao de 80
milhGes de barris de 6leo por dia (FAKHRU L-RAZI et al., 2009). Resultando na proporcao
de 3:1, ou seja, o volume de adgua produzida é trés vezes maior que o volume obtido de 6leo.

As propriedades fisicas e quimicas, assim como o volume de &gua podem variar
consideravelmente, com a localizacdo geografica do campo, a formacéo geoldgica, o tipo de
hidrocarboneto produzido e o tempo de vida do reservatério (CLARK; VEIL, 2009).
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Segundo Clark e Veil (2009), no inicio das atividades de exploragdo o reservatorio é jovem,
logo, a producdo de petréleo tende a ser alta e a producéo de agua é baixa. No entanto, com o
passar do tempo e o0 avanco da idade de producdo, a extracdo do petréleo tende a diminuir e a
quantidade de agua aumentar, nesta etapa o custo do gerenciamento da agua de produgéo pode
exceder o lucro obtido com o petréleo e com isso a producéo devera ser encerrada, levando ao
fechamento do po¢o (CLARK; VEIL, 2009).

Na Figura 1 pode-se visualizar o montante mundial de dgua de producdo em atividades
onshore e offshore obtidas na extracdo do petrdleo e o seu aumento desde a década de 90 até

os dias atuais.

250,000
B Onshore

O Offshore
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Figura 1- Producdo mundial de 4gua de producéo do petroleo. Fonte: DAL FERRO; SMITH, (2007).

A agua derivada da extracdo do petrdleo possui varias denominacdes, tais como: agua
de formacdo, 4gua de producdo, agua associada ao petrodleo ou salmoura (WOODALL et al.,
2001).

As aguas de formacdo sdo originadas naturalmente em rochas, em formacoes
subterraneas, associadas a extracdo de petrdleo e gas (FAKHRU L-RAZI et al., 2009). A
denominacdo de agua de producdo é dada a toda agua associada a extracdo, englobando as
que sdo naturalmente encontradas nos pocos e as aguas que sdo injetadas dentro dos
reservatorios, para a manutencdo da pressdo e da taxa de extracdo do 6éleo (HENDERSON et
al., 1999).

A &gua de producgdo é caracterizada como uma mistura de compostos organicos e

inorganicos, contendo basicamente dleos dissolvidos e dispersos, graxas, metais pesados,
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compostos quimicos derivados dos aditivos da &gua de injecdo, materiais naturalmente
radioativos, gases dissolvidos, solidos dissolvidos e principalmente sais (IGUNNU; CHEN,
2012; CLARK; VEIL, 2009). Na Tabela 1 pode-se visualizar a composi¢ao quimica da agua
de producéo de diferentes reservatorios.

Tabela 1- Caracterizacdo da agua de produgdo proveniente da extracdo do petréleo em diferentes paises

R Concentracdes
Parametros
Turquia (1) Brasil 2 China 3)
pH 7,85-7,87 6,3-7,2 6,5
O&G (mg/L) 472 200-240 -
DBO (mg/L) 7.000 695 4.590
DQO (mg/L) 24.500 1.300-2.900 5.800
NAT (mg/L) 2,4 - 6,5
Fenol (mg/L) 10,0 4,1-4,5 -
Na* (mg/L) 3.165 - 11.800
CI" (mg/L) 3.199 40.000-55.000 15.400
S0,2 (mg/L) 355 - 450
Cromo (mg/L) 1,75 <0,2 -
Ferro (mg/L) 30 - 7,6
Zinco (mg/L) 2,22 0,4 -
Célcio (mg/L) - 769 2.250
Solidos Dissolvidos Totais (mg/L) - 77.800-81.700 34.030
Solidos Suspensos Totais (mg/L) - 120-220 210

Fonte: Adaptado de CAKMAKCE; KAYAALP; KOYUNCU (2008) (1, CAMPOS et al. (2002a) ;) e MA,
WANG (2006) (3).

Segundo Fakhru’l-Razi et al. (2009) em aguas de producédo, os Oleos dissolvidos e
dispersos constituem uma mistura de hidrocarbonetos, contendo benzeno, tolueno,
etilbenzeno, xileno (BTEX), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) e fenois. Sendo,
0s mais abundantes os compostos BTEX, encontrados em concentracdes de até 600 mg/L
(NEFF; LEE; DE BLOIS, 2011). A concentracdo de hidrocarbonetos policiclicos encontram-
se na faixa de 0,040 a 3 mg/L (NEFF; LEE; DE BLOIS, 2011) e os fendis sdo encontrados na
concentracdo de 0,009 a 23 mg/L (FAKHRU'L-RAZI et al., 2009).

Os 6leos e graxas sdo encontrados em abundancia em aguas de producdo. Segundo
Cakmakce, Kayaalp e Koyuncu (2008), as concentracGes de 0leos e graxas podem ser até 100
vezes superior a concentracdo permitida de 10 mg/L para o despejo em corpos hidricos na
Turquia. A alta concentracdo de hidrocarbonetos presentes na dgua de producgdo é capaz de
afetar diretamente o ecossistema marinho, caso nao tenha sido realizado nenhum tipo de
tratamento. No Brasil, as exigéncias determinadas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) estabelece na Resolugdo n°® 393, de 08 de agosto de 2007 (BRASIL, 2007), que
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o limite para o descarte de 0leos e graxas de aguas produzidas, deve compreender uma média
mensal de 29 mg/L e o maximo diario de 42 mg/L.

Os metais encontrados na dgua de producdo estdo presentes dissolvidos ou na forma de
microparticulas. Os metais comumente encontrados em altas concentra¢fes sdo: bario, ferro,
manganés, mercdrio e zinco (NEFF; RABALAIS; BOECH, 1987). Azetsu-Scott e
colaboradores (2007) estudaram a presenca de metais pesados em aguas de producdo da
provincia de Nova Escécia no Canada, no periodo de agosto de 1998 a junho de 1999. E
verificaram em seus experimentos que a concentracdo de metais encontrada nas amostras foi
bastante elevada, sendo até 50.000 vezes maior do que a concentracdo encontrada nas aguas
do mar. As concentragdes de metais seguiram a seguinte ordem: Zinco (Zn)> Ferro (Fe)>
Cobre (Cu)> Manganés (Mn)> Chumbo (Pb). Em comparacéo, com estudos de Dorea et al.
(2007) realizados com a agua de producdo do petroleo do Estado de Sergipe, Brasil,
detectaram que o Fe foi o Unico metal encontrado em alta concentragdo (meédia de 4.540
mg/L). Enquanto, os outros metais como, por exemplo: Zn, Cu e Pb foram encontrados em
concentragdes proximas a agua do mar (DOREA et al., 2007).

A adicdo de quimicos é comumente realizada durante a producdo de petroleo, alguns
aditivos sdo injetados no reservatorio em operacdes offshore, com o objetivo de prevenir ou
tratar problemas operacionais (HENDERSON et al., 1999). A maioria das plataformas utiliza
mais de um tipo de aditivo quimico, com diferentes propositos, como: inibir a corrosdo, evitar
a formacao de espuma, auxiliar no processo de separacdo de agua e 6leo, inibir o crescimento
bacteriano (fouling), entre outros (KELLAND, 2009). De acordo com Veil et al. (2004), a
presenca de aditivos quimicos na agua de producéo é baixa, em torno de 0,1 mg/L.

Segundo Kraemer e Reid (1984), a presenca de materiais naturalmente radioativos €
encontrada comumente em aguas de producdo em varias partes do mundo. Os radioisétopos
sd0 encontrados em pequenas concentragdes, principalmente nas formas de Radio-226 (Ra’®)
e de Radio-228 (Ra*®) (KRAEMER; REID, 1984). Estes membros sdo provenientes do
decaimento do Uréanio e do Torio, que sdo encontrados naturalmente associados aos minerais
de argila e areias de quartzo presentes nos reservatorios (NEFF; RABALAIS; BOECH, 1987).
Estudos de Vegueira, Godoi e Miekeley (2002) analisaram a presenca de radioisétopos em
aguas de producdo provenientes da Bacia de Campos, localizada no Estado do Rio de Janeiro.

226 o Ra 228 foram encontrados na faixa de 0,012-

Em seus resultados, os elementos como o0 Ra
6,0 Bg/L e <0,05-12,0 Bg/L, respectivamente.
Os gases dissolvidos sdo encontrados naturalmente em &guas de producdo do petroleo,

seja por atividade bacteriana, ou devido as rea¢es quimicas (IGUNNU; CHEN, 2012). Os
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gases geralmente encontrados sdo: gas natural (metano, etano, propano e butano), sulfeto de
hidrogénio, didxido de carbono e oxigénio (STEWART; ARNOLD, 2011).

De acordo com Stewart e Arnold (2011), os sélidos sdo encontrados em grandes
quantidades na agua de producao, seja na sua forma dissolvida ou suspensa. A presenca de
solidos suspensos consiste em pequenas particulas de areia, argila, sais precipitados e
produtos de corrosdo, como o Oxido de ferro e carbonato de ferro (STEWART; ARNOLD,
2011). A maioria dos compostos inorgénicos sollveis sdo 0s sais inorganicos, como o cloreto
de sédio (NaCl) (STEWART; ARNOLD, 2011).

A predominancia de sais dissolvidos na agua de producdo muitas vezes excede a
concentracdo de sais presentes na agua do mar (LEFEBVRE; MOLETTA, 2006). Logo, a
mesma é considerada uma salmoura, com concentracdes de sais que variam de 100 mg/L até a
faixa de 300.000 mg/L (TELLEZ; NIRMALAKHANDAN; GARDEA-TORRESDEY, 2002).

Segundo Tellez (1991), a concentracdo de sdlidos dissolvidos na agua de producdo em
grande parte (aproximadamente 80%) é constituida de NaCl. O ion cloreto € naturalmente
encontrado em rochas, solos e com abundancia em areas costeiras, onde ocorre intrusédo de
agua salgada (METCALF; EDDY, 2003). Em estudos realizados por Oil & Gas Producers
(OGP, 1994) foi verificado que na agua de producdo mundial encontra-se a predominancia do
jon cloreto em relacdo aos outros componentes inorganicos, sendo encontrado na
concentracdo média de 60.874 mg/L.

Na grande maioria, as concentracbes de compostos organicos e inorganicos
(principalmente os sais) presentes na agua de producdo, excedem o padrdo permitido pela
legislacdo ambiental para o descarte. Segundo Cakmakce, Kayaalp e Koyuncu (2008) toda a
agua produzida que ndo for destinada a reinjecdo no poc¢o (em torno de 5% do total extraido),
deverd passar por um sistema de tratamento para atender os padrGes de descarte em aguas
superficiais.

No tratamento da agua de producdo varias técnicas sao aplicadas, pois ndo existe uma
técnica universal que seja capaz de remover todos 0s compostos poluentes presentes na
mesma. Segundo Lefebvre e Moleta (2006), o tratamento da dgua de producdo é usualmente
realizado através de métodos fisicos, fisico-quimicos e bioldgicos.

A remocdo de compostos organicos pode ser realizada através de tratamentos fisico-
quimicos. Entretanto, este método consome muita energia e possui um alto custo (JANG et
al., 2013). Em comparagdo, o tratamento biol6gico € um método tradicional e de baixo custo
para a remocao de nutrientes (FAKHRUL-RAZI et al., 2009). No entanto, efluentes salinos

ainda representam um desafio para este tipo de tratamento.
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3.2 TRATAMENTO BIOLOGICO

O tratamento bioldgico é caracterizado pela acdo de micro-organismos aerébios e
anaerobios no processo de oxidacdo de matéria biodegradavel e na remocao de nutrientes,
como o nitrogénio e o fésforo (METCALF; EDDY, 2003). Um dos seus principais atributos é
a capacidade de adaptacdo da biomassa diante das variaveis ambientais, como: temperatura,
pH, niveis de oxigénio dissolvido e nutrientes (micro e macronutrientes) (SHAMMAS, LIU,
WANG, 2009). Segundo Sant’anna Junior (2010), o monitoramento dos parametros
ambientais é de extrema importancia para garantir a eficiéncia deste sistema de tratamento.

Segundo Sharghi et al. (2013), a 4gua de producdo do petroleo possui a presenca de
diferentes compostos poluentes que sdo capazes de gerar toxicidade aos micro-organismos
presentes nos sistemas biologicos, caso ndo estejam adaptados a tais condigdes. Os
hidrocarbonetos, fenois e cloreto sdo alguns exemplos dos compostos toxicos encontrados
neste efluente. Altas concentracGes do ion cloreto séo capazes de diminuir a atividade celular
ou até mesmo reduzir drasticamente a biomassa, prejudicando a eficiéncia do tratamento
biologico (KARGI; DINCER, 1996).

Em sistemas de tratamento bioldgicos aerdbicos sd@o geralmente aplicadas técnicas
como: lodos ativados, filtros biologicos e lagoas de oxidacdo (SELL, 1992). O sistema de
lodos ativados € um dos tratamentos mais tradicionais e difundidos no mundo, devido a sua
boa eficiéncia em tratar grandes volumes de efluentes, apresentando grandes vantagens,
como: a elevada eficiéncia na remocdo de DBO, a possibilidade de remocao biologica de
nitrogénio e fosforo e a sua flexibilidade operacional (VON SPERLING, 1997). Segundo
Metcalf e Eddy (2003), conhecer as caracteristicas do afluente a ser tratado, assim como
definir o objetivo do tratamento, como: a remocao de matéria organica, nitrogénio ou fosforo,
é fundamental para determinar o design do sistema de lodos ativados, a fim de garantir a

eficiéncia do processo.

3.2.1 Lodos ativados

No inicio do século XX, surgiu a necessidade de aumentar a eficiéncia do sistema de
tratamento de &guas residuais. Logo, nas primeiras décadas foi desenvolvido o tratamento
biolégico, com o objetivo de remover com maior eficiéncia o material organico (VAN
HAANDEL; MARAIS, 1999). Em 1914, os pesquisadores Lockett e Arden descobriram que

a aeracdo das aguas do esgoto municipal levava a remocdo de material orgénico e também
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formavam flocos microbianos que podiam ser separados do efluente através de decantacdo
simples, obtendo-se assim o lodo biolégico (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999).

No inicio de sua descoberta, o sistema era operado em regime de bateladas e com o
passar do tempo, varios estudos sobre o assunto foram se multiplicando e com isso, surgiu a
ideia de converter o original regime em bateladas em um regime continuo, utilizando o tanque
de aeracdo, o tanque de sedimentacdo e o sistema de reciclagem do lodo bioldgico (HENZE et
al., 2008). E é assim atualmente, que o sistema de tratamento com lodos ativados ainda é
operado, em sua grande maioria.

Na Figura 2 pode-se visualizar a esquematica do funcionamento do sistema de lodos

ativados.
Efluente nio Ar Efluente
-
tratado tratado
N /
— ol « =—
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%]ra=: aeracio Sedimentador
°Qs
Lodo recirculado Lodo em excesso

Figura 2-Representacdo do funcionamento do processo de lodos ativados. Fonte: CAMPOS, (2000).

No tanque de aeracdo ocorre a entrada continua do afluente, contendo grandes fontes de
nutrientes (organicos ou inorganicos) que sdo necessarios para o desenvolvimento da
biomassa (HENZE et al., 2008). Nesse mesmo tanque € onde se encontram 0S micro-
organismos gque sdo mantidos em suspensdo através da aeracdo, promovendo a degradacao
dos poluentes (SANT’ANNA JUNIOR, 2010). No processo de lodos ativados, a demanda de
oxigénio é fundamental para os processos de sintese e de respiracdo da biomassa. Segundo
Wang, Wu e Shammas (2009), o suplemento de oxigénio no tanque devera ser mantido na
concentracdo minima de 1 a 2 mg/L de oxigénio dissolvido.

No sedimentador, ocorre a separagdo do efluente tratado e do lodo biolégico. Como a
biomassa possui caracteristicas de formacdo de flocos, esta pode ser facilmente separada do
efluente (VON SPERLING, 1997). O lodo separado no sedimentador pode ser reciclado e
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enviado novamente para o tanque de aeragdo, permanecendo no sistema por mais tempo. Este
tempo de retencdo de sélidos é também conhecido, como: idade do lodo (VON SPERLING,
1997). A idade do lodo € um dos parametros vitais para a manutencdo do bom funcionamento
do sistema de lodo ativado. Segundo Von Sperling (1997), a idade do lodo deve variar entre 4
a 10 dias para os sistemas convencionais e de 18 a 30 dias para os sistemas de aeracéo
prolongada.

O retorno do lodo sedimentado tem como prop6sito manter uma concentracdo suficiente
de lodo no tanque de aeracdo, este periodo de residéncia é denominado de tempo de retencdo
hidraulica. Segundo Metcalf e Eddy (2003), o retorno do lodo pode ser calculado
considerando os fatores, como: a sedimentabilidade, balango de massa no sedimentador e no
tanque de aeracéo.

A relacdo A/M (alimento/micro-organismo) constitui um dos pardmetros importantes
que medem a razdo entre o alimento proveniente do afluente e 0s micro-organismos presentes
no tanque de aeracdo (JORDAO; PESSOA, 1995). Quando a carga de entrada de alimento no
sistema for maior que o consumo realizado pela biomassa, a assimilacdo pelo substrato sera
menor e reduzida serd a eficiéncia da remoc¢do de matéria organica. Mas, se a carga de
alimento que for introduzida no reator for menor, a assimilacdo serd maior pelos micro-
organismos e consequentemente mais eficiente sera o sistema (VAN HAANDEL; MARAIS,
1999). A relacdo A/M assume valores de 70.000 a 150.000 mgDBOs/mgSSV.d para o sistema
de lodos ativados de aeracéo prolongada (VON SPERLING, 1997).

Com a recirculacdo de solidos ocorrera o aumento da populacdo microbiana dentro do
reator. Logo, mais compostos serdo oxidados e mais eficacia terd o sistema de tratamento
(SANT’ANNA JUNIOR, 2010). No entanto, a concentracdo de solidos no sistema deve ser
estudada, evitando que exceda a um determinado valor maximo, a fim de garantir o
funcionamento adequado do decantador de lodo, como separador de fases (VAN HAANDEL,
MARAIS, 1999). O retorno do lodo serd determinado através do balanco de massa,
analisando a concentracdo de lodo presente no sedimentador e no tanque de aeracdo. Segundo
Wang, Wu e Shammas (2009), em sistemas de lodos ativados convencionais a concentracao
ideal de sélidos suspensos no licor misto devera esta entre 1500-3000 mg/L.

A descarga do lodo em excesso ocorre quando o0 seu valor maximo de concentracdo for
atingido. Com isso, o lodo de descarte passara por um processo de tratamento de estabilizacdo
e remocdo de agua, obtendo um produto solido ou semi-sélido, que poderé ser utilizado na
agricultura, ou entéo ser incinerado (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999).
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3.2.1.1 Metabolismo e cinética de crescimento dos micro-organismos

O lodo ativado é formado por um ecossistema complexo de micro-organismos. Estes
sdo classificados de maneira geral em: seres autotroficos e heterotroficos. Segundo Henze et
al. (2008), os organismos autotroficos sdo capazes de utilizar como fonte de carbono, o
dioxido de carbono (CO,), obtendo energia através da oxidacdo de compostos inorganicos
(quimiolitotroficos), ou pela captacdo de energia luminosa (fototréficos). Os organismos
heterotréficos utilizam como fonte de carbono, o carbono orgéanico, proveniente da
degradacdo de moléculas organicas (HENZE et al., 2008).

As reacfes que compreendem a oxidacdo e a sintese do carbono (organico ou
inorganico) sdo denominadas de reacdes metabolicas. O processo metabodlico é constituido
basicamente de duas etapas, 0 catabolismo e o anabolismo. Segundo Van Haandel e Marais
(1999), o catabolismo tem como objetivo oxidar o material organico e gerar energia para a
reacdo anabdlica e o anabolismo € responsavel pela sintese de componentes estruturais
celulares envolvidos no crescimento, construcdo e manutencdo celular, obtendo a maior

fracdo do metabolismo. O processo metabdlico pode ser visualizado na Figura 3.
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Figura 3- Representacdo do processo metabdlico oxidativo realizado por micro-organismos. Fonte: VAN
HAANDEL; MARAIS, (1999).

Legenda: f,= representa a razdo entre SSV/DQO (mgSSV/mgDQO) e Y= coeficiente de crescimento da
biomassa (gSSV/gDQO).

A velocidade de crescimento varia de acordo com as espécies de micro-organismos

presentes no lodo ativado, sendo influenciadas por diversas variaveis ambientais, além da
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presenca de substancias inibidoras (VAN HAANDEL; VAN DER LUBBE, 2012). Somente
em condi¢cBes ambientais Otimas, a taxa de crescimento da biomassa atinge o seu valor
méximo (VON SPERLING, 2007).

O crescimento microbiano passa por diferentes etapas ou fases como pode ser

visualizado na Figura 4.
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* Fase de Declinio ou morte (IV)

Tempo

Figura 4- Etapas do crescimento microbiano. Fonte: Adaptado de INAMDAR, (2009).

Segundo Maier (2009), o crescimento microbiano compreende quatro fases, tais como:

e Fase Lag ou Fase de Adaptacdo (I): representa o inicio da adaptacdo dos micro-
organismos as novas condi¢cGes ambientais, ndo ocorrendo aumento na populagédo
microbiana. Logo, a velocidade de crescimento neste instante apresenta-se nula. Esta
fase podera ser estendida dependendo da idade e do tipo de indculo.

e Fase Exponencial (I1): inicia-se a fase de crescimento dos micro-organismos a uma
velocidade méxima, devido a utilizacdo do substrato que se apresenta abundante no
meio. A taxa de crescimento exponencial ird variar de acordo com 0s parametros
ambientais, assim como, a genética dos micro-organismos.

e Fase Estacionaria (I11): nesta fase, a velocidade de crescimento dos micro-organismos
se reduz ao minimo e a populacdo permanece estagnada, devido ao esgotamento dos
substratos necessarios para o seu crescimento.

e E por fim, a Fase de declinio ou morte (IV), que é marcada pela diminuicdo da
populagdo, com a morte dos micro-organismos. Com isso, a Vvelocidade de

crescimento torna-se negativa.
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3.2.1.2 Micro-organismos presentes no lodo ativado

Em processos de lodos ativados encontramos uma grande biodiversidade, incluindo:
bactérias filamentosas e formadoras de flocos, fungos, protozoérios, metazoarios e algas
(MESQUITA; AMARAL; FERREIRA, 2013).

A comunidade microbiana do lodo ativado pode ser dividida em: decompositores
(bactérias e fungos) que se alimentam de matéria organica, e os consumidores (protozoérios e
metazoarios) que se alimentam de bactérias dispersas e de outros micro-organismos
(MADONI, 1994).

As bactérias constituem o grupo de micro-organismos fundamentais para o
funcionamento do sistema de lodo ativado, pois s@o as responsaveis pela remocéo de matéria
organica e pela formacéo de aglomerados, denominados de flocos biologicos (BENTO et al.,
2005).

Segundo Pujol e Canler (1992), os flocos bioldgicos sdo formados principalmente por
bactérias formadoras de flocos e por bactérias filamentosas. As bactérias formadoras de flocos
sdo responsaveis pela a formagdo da matriz gelatinosa e as bactérias filamentosas pela a
estruturacdo do floco biologico. A matriz gelatinosa é formada através da excrecdo de
polissacarideos pelas bactérias, possuindo a funcdo de adesdo, o que permite a formacéo de
grandes agregados microbianos (VON SPERLING, 2007). Na Figura 5 pode-se visualizar a

estrutura tipica de um floco bioldgico.

Bactérias
filamentosas

Protozoarios

Bactérias formadoras de floco

Figura 5- Composic¢do do floco bioldgico em sistemas de lodos ativados. Fonte: VON SPERLING, (1997).
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A comunidade microbiana em sistemas de lodo ativado é altamente diversificada, varios
géneros bacterianos sdo comumente observados, tais como: Pseudomonas, Achromobacter,
Flavobacterium, Citromonas e Zoogloea (formadoras de flocos) e Spaerotilus, Thiothrix,
Beggiatoa, Microthirix e Nocardia (filamentosas) (JENKINS; RICHARD; DAIGGER, 1993).

O equilibrio entre as bactérias formadoras de flocos e as filamentosas € fundamental
para 0 bom funcionamento do sistema (MOTTA et al., 2001). Pois, a presenca de flocos com
poucos filamentos possui baixa resisténcia e se quebra facilmente. No entanto, um floco com
muita quantidade de filamentos produz uma camada de agregados que tendem a flutuar ao
invés de sedimentar, levando ao fendmeno conhecido como: intumescimento do lodo
(bulking) (SANT’ANNA JUNIOR, 2010). Na Figura 6 pode-se observar a comparacao entre

as imagens microscopicas do lodo, em seu aspecto normal e com o bulking.

B

Figura 6- Microscopia do lodo ativado (aumento de 100X). Lodo normal (2) e bulking filamentoso (b). Fonte:
Adaptado de MOTTA et al. (2001).

Segundo Wilén et al. (2008), a eficiéncia do sistema de lodo ativado dependerad da
propriedade de separacdo sélido-liquido. E essa eficiéncia sO sera obtida com o controle
constante do crescimento dos organismos filamentosos (bactérias e fungos), caso contrario, o
excesso dos mesmos levard a perda dos sélidos do sistema, danificando o processo de
tratamento (CETESB, 1985).

Dentre os micro-organismos encontrados em sistemas de tratamento de aguas residuais,
os fungos se fazem presentes, embora em menor namero. Entre suas particularidades,
destacam-se a resisténcia a baixas faixas de pH, ao baixo teor de oxigénio e a baixas
temperaturas (MORE et al., 2010). A aplicacdo dos fungos no tratamento de efluentes esta
cada vez mais sendo estudada, devido a sua eficiéncia em remover compostos de dificil

degradacdo (xenobioticos e de longas cadeias moleculares) (SANTAELLA et al., 2009), na
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remocao bioldgica de nitrogénio, onde alcangam taxas de desnitrificacdo superiores as
bactérias (GUEST; SMITH, 2002) e na remocdo de metais e corantes de efluentes
(COULIBALY; GOURENE; AGATHOS, 2003).

Ao contrério dos fungos, 0s protozoarios sdo micro-organismos abundantes em sistema
de tratamento bioldgico de efluentes. Segundo Madoni (1994), os protozoérios ciliados séo
bastante numerosos em sistemas aerdbios, sendo encontrados em densidade de 10.000
células/mL de licor misto, constituindo cerca de 5% de matéria seca em peso de sdlidos em
suspenséo.

A eficiéncia do sistema com lodos ativados pode ser classificada de acordo com a
densidade de protozoarios encontrados no tanque de aeracdo, em trés categorias: (1) Sistemas
ineficientes: presenca de cerca de 10 espécimes/mL; (2) Sistemas pouco eficientes:
apresentam de 10-10° espécimes/mL e (3) Sistemas eficientes: apresentam mais de 10°
especimes/mL (MADONI, 1991).

De modo geral, os protozoarios sdo otimos indicadores do andamento do sistema. A
presenca dos géneros: Opercularia, Trachelophyllum e Vorticella estdo relacionados a baixa
qualidade do efluente tratado. No entanto, quando o efluente é de alta qualidade, encontram-
se géneros como: Arcella, Carchesium, Euglypha e Euplotes (GINORIS et al., 2007).

Assim como 0s protozodarios, 0s metazoarios tambeém sdo considerados importantes
biodicadores do funcionamento do sistema de tratamento de efluentes. Segundo Gerardi
(2006), os metazoarios sdo encontrados em pequenas quantidades em sistemas de lodo ativado
e somente quando a idade do lodo ja estd avancada (maior que 28 dias). Os mais comuns
representantes deste grupo séo: rotiferos, nematodeos e tardigrados (GLYMPH, 2005).

Segundo Foladori, Andreottola e Ziglio (2010), uma grande atencdo vem sendo dada
aos metazoarios, quando o assunto se refere a reducdo do volume do lodo do sistema de
tratamento. Os metazoarios sdo capazes de se alimentarem de particulas com 0,2 a 10 um de
didametro provenientes de flocos bacterianos, aléem de se alimentarem de protozoarios e algas,
contribuindo significantemente para a reducdo do lodo (FOLADORI, ANDREOTOLLA,
ZIGLIO, 2010). Entretanto, os metazoarios sdo organismos sensiveis a presenca de
componentes toxicos nos efluentes, a sua populacdo é drasticamente reduzida, podendo levar
ao seu desaparecimento, principalmente os rotiferos (SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

As algas sdo organismos que também podem ser encontrados em sistemas de tratamento
bioldgico. Entretanto, a sua presenca é considerada rara em sistemas de lodos ativados, pois o
seu crescimento é limitado, devido a deficiéncia de luz no tanque de aeracdo (JENKINS;
RICHARD; DAIGGER, 1993).
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3.2.1.3 Influéncia das variaveis ambientais sobre os micro-organismos

Segundo Sant’anna Junior (2010), a diversidade das espécies microbianas dependera da
composicdo do efluente e das principais variaveis, como: a presenca de macro e
micronutrientes, temperatura, pH e o nivel de oxigénio dissolvido.

Os micro-organismos do lodo ativado necessitam além do material orgénico, alguns
elementos de fonte inorganica para o seu desenvolvimento e reproducdo, tais como:
nitrogénio, fosforo, potéssio, célcio, magnésio, ferro, e de outros elementos tragcos (cromo,
cobalto, manganés, niquel, selénio, zinco, entre outros), denominados de micronutrientes
(VON SPERLING, 1997). A deficiéncia de nutrientes de forma geral pode acarretar na
mudanca da biomassa, favorecendo a predominancia de alguns micro-organismos, neste caso:
os filamentosos (SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

A temperatura possui a capacidade de influenciar nas taxas de oxidagdo da matéria
organica. Em processos bioldgicos, a temperatura tende aumentar até conseguir chegar ao seu
Otimo e posteriormente decresce, devido a desnaturacdo enzimatica ocorrida em temperaturas
elevadas (VON SPERLING, 1997). O processo bioldgico geralmente € conduzido em uma
ampla faixa de temperatura. No entanto, 0 maximo da atividade microbiana é atingindo na
faixa entre 35° a 40°C (JENKINS; RICHARD; DAIGGER, 1993). Segundo Sant’anna Junior
(2010), as temperaturas abaixo de 5°C remetem na queda do metabolismo microbiano.

O pH é uma variavel de grande influéncia sobre os micro-organismos. Segundo Metcalf
e Eddy, (2003) a maioria das bactérias ndo toleram o pH abaixo de 4,0 e nem maior do que
9,5, sendo a faixa de pH 6timo esta entre 6,5 e 7,5.

O oxigénio tem como objetivo de satisfazer as necessidades do metabolismo dos micro-
organismos e manter a agitacdo completa no tanque de aeracdo (JORDAO; PESSOA, 1995).
De acordo com Henze et al. (2008), a necessidade de oxigénio dissolvido varia para cada tipo
de micro-organismo. Os organismos aerobios obrigatorios necessitam de fontes de oxigénio
para o0 seu desenvolvimento, os anaerébios ndo utilizam o oxigénio, mas alguns sdo capazes
de tolerar a sua presenca como: 0s aerotolerantes e outros organismos vivem em total
auséncia de oxigénio, denominados de: anaerdbios obrigatorios (HENZE et al., 2008).

Segundo Jenkins, Richard e Daigger (1993), em sistemas de lodos ativados, baixas
concentragcdes de oxigénio dissolvido na faixa de 0,1 a 0,5 mg/L, favorece o crescimento de
micro-organismos filamentosos e, consequentemente, favorecendo o bulking. Em sistemas de
tratamento biol6gico a necessidade de oxigénio dissolvido deve variar entre 1,5 a 2,0 mg/L,

com o objetivo de garantir a eficiéncia da remocéo de nutrientes (JORDAO; PESSOA, 1995).
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3.2.2 Efeito da salinidade em sistemas de lodos ativados

A salinidade consiste em sua maioria de ions de sédio, cloreto, potassio e magnésio
(GERARDI, 2006). A presenca destes sais possui o papel de influenciar na osmorregulagéo
celular, ou seja, influéncia na habilidade da célula em importar e excretar materiais
(GERARDI, 2006).

Em sistemas de lodos ativados, a elevada concentracdo de sais influéncia diretamente na
comunidade microbiana, reduzindo a atividade celular e afetando significantemente a
capacidade de floculagéo e de sedimentacdo do lodo (REID; LIU; JUDD, 2006).

A presenca de sais nem sempre funciona como um fator toxico ou inibitério em
sistemas de tratamento bioldgico. Segundo Mc Carty (1964), baixas concentracdes de sais
podem funcionar como um estimulador para a atividade biologica, até atingir um ponto
méaximo do metabolismo microbiano. Entretanto, com o progressivo aumento da concentracéo
de sais, a taxa metabolica tende a diminuir e os efeitos toxicos sdo aparentes sobre a
biomassa. Na Figura 7, podem-se observar os efeitos do estimulo e da toxicidade da biomassa,

conforme o aumento da concentracdo salina.
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Figura 7- Curva da atividade biologica em efeito a presenca de sais. Fonte: Adaptado de MC CARTY (1964).
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Estudos de Gonzélez et al. (2004), verificaram a influéncia de diferentes concentracdes
de NaCl no processo de nitrificagcdo bioldgica. O reator continuo operou com valor de pH de 7
e com diferentes concentracdes do ion cloreto: 0, 3.000, 6.000, 10.000, 12.000 mg CI'/L sendo
operados por 7 dias e concentragdes de 25.000 e 30.000 mg CI/L foram operadas por 22 dias.
Os testes respirométricos foram utilizados para a avaliacdo da atividade da biomassa diante da
presenca do sal. Quando a concentragdo de 3.000 mg CI’/L foi adicionado ao reator, ocorreu
um efeito estimulatério na biomassa, em comparacdo a condicdo inicial de 0 mg CI/L,
aumentando a conversdo da amonia a nitrito em 30%. Com o aumento da concentragéo do sal,
ocorreu 0 decréscimo continuo da atividade da biomassa nitrificante, sendo que na
concentragdo de 30.000 mg CI'/L a atividade nitrificante foi totalmente inibida.

Estudos de Kargi e Dincer (1996), verificaram que as concentracdes maiores que 6.000
mg CI/L séo capazes de reduzir a atividade da biomassa, podendo levar até a morte celular.
Entre as maiores dificuldades encontradas no sistema de tratamento biologico de aguas
salinas, podemos citar: o extenso periodo para a adaptacéo da biomassa, a alta sensibilidade as
rapidas mudancas de carga ibnica, a reducdo da cinética de degradacdo de componentes
organicos com o aumento da concentracao salina e a reducdo da populacdo de protozoarios e
de micro-organismos filamentosos, resultando na baixa eficiéncia de sedimentacdo do lodo
(KARGI; DINCER, 1996).

Em estudos de Salvado et al. (2001), foram avaliadas as respostas dos protozoarios do
lodo ativado em efluente sintético com diferentes concentragdes salinas. Os resultados
demostraram que os protozodrios suportaram a concentracdo de aproximadamente, 3.000 mg
CI/L, o decréscimo das espécies foi observado em torno de 6.000 mg CI/L, o acentuado
desaparecimento ocorreu em 12.000 mg CI/L, e em 24.000 mg CI/L de nenhum micro-
organismo foi encontrado. De forma geral, a maioria de espécies de protozoarios encontrados
em lodos ativados sdo tolerantes a presenca de 3.000-6.000 mg CI/L de acima desta faixa
poucas espécies conseguem sobreviver, o que limita o funcionamento do sistema biol6gico
(SALVADO et al., 2001).

Segundo Moussa et al. (2006), o lodo ativado possui alta sensibilidade a presenca de ion
cloreto na faixa de 5.000 mg/L a 20.000 mg/L, reduzindo a cinética de degradacdo de
nutrientes. Em estudos Uygur e Kargi (2004), verificaram a eficiéncia de remocdo de
nutrientes (matéria organica, nitrogénio e fosforo) utilizando o sistema de reator em batelada
sequencial (RBS), com a utilizagdo de uma cultura mista, na presenca de diferentes
concentragdes de NaCl. Os resultados demostraram que o0 aumento da concentracdo do ion

cloreto de 0 mg/L para aproximadamente 36.410 mg/L, resultou no decréscimo na eficiéncia
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de remoc&o de 96 para 32% de matéria organica, de 96 para 39% na remocéo de nitrogénio e
de 84 para 22% na remog&o de fésforo.

Em estudos posteriores, Uygur (2006) verificou a eficiéncia da remoc¢do de nutrientes
diante da presenca de NaCl, mas com a adigdo de organismos tolerantes a alta concentracédo
de sais a cultura. Os resultados demostraram que a adi¢cdo de organismos tolerantes aumentou

a eficiéncia de remocé&o, se comparados a uma cultura sem a adi¢cdo dos mesmaos.

3.3 REMOCAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio ocorre em diversas formas e estados de oxidacdo, originando compostos
organicos e inorganicos, catalisados principalmente pela agdo de micro-organismos (ZEHR;
WARD, 2002). Um dos componentes principais envolvido no metabolismo energético de
bactérias, o nitrogénio apresenta um papel de vital importancia para a vida na Terra (HULT et
al., 2005).

Em aguas residuais, o nitrogénio (N) é encontrado principalmente nas formas de
nitrogénio inorganico (amonia na forma livre NHz e ion amdénio NH,"), nitrogénio organico
(ureia, aminoacidos, e outras substancias com o grupamento amino), oxidada (nitrito NO,™ e
nitrato NO3), gasosa (N), 6xido nitrico (NO) e oxido nitroso (N2O) (VAN HAANDEL; VAN
DER LUBBE, 2012). A Figura 8 mostra as possiveis conversées dos compostos nitrogenados

na natureza.
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Figura 8- Reacdes do ciclo bioldgico do nitrogénio. Fonte: YE; THOMAS, (2001).
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Segundo Von Sperling (1997), o nitrogénio inorganico é encontrado em aguas residuais
na sua forma livre (NHs), como na sua forma ionizada (NH,"). O equilibrio entre ambas as

formas € representado na Equacdo 1.

NH4+ <« NH3+ H* (l)

O equilibrio nesta equacdo é deslocado de acordo com os valores de pH. Para a faixa de
pH menores que 8,0, o equilibrio é deslocado para a esquerda e a aménia se apresenta na
forma ionizada, mas para valores de pH acima de 11,0, o equilibrio desloca-se para direita e a
amonia se apresenta na sua forma livre (VON SPERLING, 1997). No entanto, independente
da forma que se apresenta, 0 nitrogénio inorganico € altamente tdxico para ecossistemas
aquaticos.

Os compostos nitrogenados estdo entre os maiores poluentes encontrados em aguas
residuais de diferentes ramos industriais, como: refinarias de petroleo, laticinios, producdo de
quimicos, entre outros (WIESMANN, 1994). E devido a sua toxicidade, no Brasil, a resolucao
CONAMA n° 430 de 13 de maio de 2011 (BRASIL, 2011), determina que a concentracao
maxima de nitrogénio amoniacal seja de 20 mg N/L, para o lancamento de efluentes em
corpos receptores. Sendo assim, a remoc¢do de nitrogénio amoniacal antes do seu descarte
final é de extrema importancia, a fim de evitar danos ao ambiente aquatico, como: deple¢éo
de oxigénio dissolvido, toxicidade e eutrofizacdo (GERARDI, 2002).

O processo de remocdo bioldgica de nitrogénio consiste de reacbes de oxidagdo-
reducdo, conhecidas como: nitrificacdo e desnitrificacdo (VON SPERLING, 1997). Segundo
Van Haandel e Marais (1999), a nitrificacdo consiste na oxidacdo biolégica da amonia a
nitrato, com a formacgdo intermediaria de nitritos. Ocorrendo naturalmente sob condicdes
aerobias e por acdo de bactérias autotroficas especializadas. Segundo Campos et al. (1999),
em sistemas de lodos ativados, a eficiéncia da nitrificacdo € relativamente alta, variando de
acordo com os parametros e a configuracdo do sistema.

A desnitrificacdo constitui a etapa de reducdo bioldgica do nitrato a nitrogénio gasoso,
tendo como intermediarios: o 6xido nitrico e 6xido nitroso (METCALF; EDDY, 2003). Sendo
realizada por uma ampla variedade de bactérias heterotroficas, principalmente as do género
Pseudomonas sp., ocorrendo somente em condicdes andxicas (VON SPERLING, 1997).

Segundo Ferreira (2000), o crescimento da aplicagdo do tratamento biologico na
remocdo de nitrogénio, se da devido a sua simplicidade, eficiéncia e menores custos

operacionais, se comparados a métodos fisico-quimicos.



35

3.3.1 Nitrificacdo bioldgica

A nitrificacdo bioldgica € definida como a conversdo do nitrogénio amoniacal a nitrato,
pela acdo de micro-organismos especializados, sob condi¢des aerdbicas (PAINTER, 1970).

As bactérias nitrificantes sdo organismos quimiotroficos, ou seja, necessitam de fonte de
carbono inorgénico para o seu desenvolvimento e reproducdo. A fonte de carbono inorgénico
utilizada é o diéxido de carbono (CO,) que dissolvido em agua, forma o acido carbdnico
(H2COs3). O écido carbdnico se dissocia na forma alcalina de bicarbonato (HCOs3') e assim, é
consumido pelas bactérias (GERARDI, 2006).

De acordo com Gerardi (2002), a eficiéncia das bactérias nitrificantes na oxidacdo de
compostos nitrogenados, deve-se ao sistema de enzimas especiais e a presenca de
citomembranas. As citomembranas realizam o aumento da area da superficie da membrana
celular, e com isso, a capacidade de nitrificagdo também aumenta (GERARDI, 2002).

As reac0es realizadas pelas bactérias nitrificantes geram pouca energia e com isso 0 seu
crescimento € lento (MASSONE et al., 1996). De acordo com Gerardi (2006), em sistemas de
lodos ativados, considerando condigdes étimas, o tempo de geracdo para novos organismos
nitrificantes € em torno de 2 a 3 dias. Logo, o tempo de residéncia do lodo no sistema é
relativamente longo para a estabilizacdo da populacdo bacteriana, a fim de obter eficiéncia na
nitrificacdo (GERARDI, 2006). O tempo de retengdo celular € uma variavel importante no
processo de nitrificacdo, o seu controle é essencial, evitando que 0s micro-organismos
nitrificantes sejam expulsos do sistema (PROSSER, 1989).

Segundo Horan (2003), a temperatura influencia diretamente na taxa de crescimento dos
micro-organismos. Em sistemas de lodos ativados, operando sob uma faixa de 20°C, o tempo
de retencdo celular é de aproximadamente 4 a 7 dias. No entanto, em sistemas que operam em
baixas temperaturas, a idade do lodo deverd ser em média de 10 a 16 dias (WIESMANN,
1994).

A nitrificacdo bioldgica consiste no processo de duas etapas, denominadas de: nitritacdo
e nitratacdo (SANT’ANNA JUNIOR, 2010). A nitritagcdo € a etapa que realiza a oxidacdo do
nitrogénio amoniacal a nitrito. As bactérias responsaveis por esta reacdo pertencem aos
géneros: Nitrossomonas (Figura 9), Nitrosospira e Nitrosococcus conhecidas como bactérias
oxidantes de aménia (AOB) (PROSSER, 1989).
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Figura 9- Nitrossomonas sp. Fonte: MADIGAN et al. (2011).

A oxidagdo da amodnia (Equacdo 2) é iniciada pela acdo da enzima amdnia
monooxigenase (AMO), que é capaz de oxidar a aménia (NH3) em hidroxilamina (NH,OH)
(SCHMIDT et al., 2003).

NH; + O, + 2H" + 26 — NH,OH + H,0 )

Com a formacdo da hidroxilamina, a enzima hidroxilamina oxidase (HAQO) entra em
acdo, formando o nitrito (NO2) (SCHMIDT et al., 2003). Como se pode visualizar na
Equacdo 3.

NH,OH + H,O —— HNO, + 4H" + 4¢’ (3)
O processo global da etapa de nitritacdo pode ser visualizada na Equacéo 4.
NH4+ +3/20, —— NO, + H,0 + 2H" 4)

Segundo Ferreira (2000), a energia livre liberada na reacdo de oxidacdo da amdnia a
nitrito é estimada entre 58 a 84 kcal/mol. Enquanto, na reagdo de oxidag&o de nitrito a nitrato
a energia livre liberada é de 15,4 a 20,9 kcal/mol. Logo, a reacdo de oxidacdo da aménia a
nitrito é capaz de gerar maior quantidade de energia para 0s processos de sintese celular.

Na etapa de nitratagdo, utiliza-se o nitrito formado na etapa anterior e o oxida a nitrato,
por acdo de bactérias dos géneros: Nitrobacter (Figura 10), Nitrococcus e Nitrospira,
conhecidas como bactérias oxidantes de nitrito (NOB) (GERARDI, 2006).
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Figura 10- Nitrobacter sp. Fonte: MADIGAN et al., (2011).

A oxidacdo do nitrito (NO>") é realizada pela agdo da enzima nitrito 6xido redutase. Esta
reacdo € um processo reversivel, pois esta mesma enzima pode reduzir o nitrato a nitrito na
auséncia de oxigénio (SCHMIDT et al., 2003). O processo de nitratacdo pode ser visualizado

na Equacéo 5.

NO, +1/50, — NOj3 (5)

As bactérias oxidantes de nitrito sdo mais sensiveis a limitacdo de oxigénio, do que as
bactérias oxidantes de aménia (SCHMIDT et al., 2003). Em concentracdes de oxigénio
dissolvido menores ou iguais a 0,5 mg/L a oxidacdo do nitrito é inibida (SCHMIDT et al.,
2003).

A nitrificacdo pode ser realizada em sistemas de bateladas ou em sistemas continuos.
Sendo o sistema continuo o mais indicado, devido a capacidade do sistema em se assemelhar
as condicdes naturais de fisiologia e ecologia dos micro-organismos, do que 0s sistemas de
bateladas (BOLMANN; FRENCH; LAANBROCK, 2011).

Segundo Anthonisen et al. (1976), para que o sistema de nitrificacdo tenha um bom
desempenho é fundamental a aclimatacdo dos micro-organismos, 0 monitoramento das

variaveis ambientais, assim como a verificacdo da influéncia de compostos inibitorios.

3.3.2 Fatores que influenciam a nitrificagédo

Diversos fatores sdo capazes de influenciar na atividade da biomassa nitrificante,
atuando diretamente na eficiéncia do sistema de tratamento. Entre os principais fatores,
destacam-se: a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e a relagdo C/N (VON SPERLING,
1997).
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Segundo Gerardi (2006), o crescimento dos micro-organismos nitrificantes € altamente
influenciado pela temperatura. Quando ocorre 0 aumento da temperatura, até uma certa faixa,
a taxa de difusdo de nutrientes para dentro da célula microbiana e a taxa de atividade
enzimatica também aumentam, a cada aumento de 10°C na temperatura, a atividade
enzimatica tende a dobrar (GERARDI, 2006).

A temperatura 6tima para o cultivo de nitrificantes estd na faixa entre 28°C a 36°C
(SHARMA; AHLERT, 1977). Com a queda da temperatura, o processo de nitrificacdo
diminui significantemente. Em temperaturas de 15°C, a nitrificagdo sofre uma queda de 50%,
em 10°C a nitrificagdo corresponde a apenas 20% e em 5°C a nitrificacdo cessa
(SANT’ANNA JUNIOR, 2010). Entretanto, estudos de Charley, Hooper e McLee (1980)
observaram em seus experimentos que a atividade metabolica das bactérias oxidantes de
amOnia foi maior na temperatura de 15°C, em relacédo a faixa estudada de 10° a 35°C.

Segundo Van Haandel e Marais (1999), a influéncia da temperatura na taxa de

crescimento das nitrificantes é dada pela Equacéo 6.

O (T-20°C)

Mmax (1) = Mmax (20°C)- (6)

Onde: pmax (T)= taxa de crescimento méximo a uma temperatura T (d™*), © = coeficiente de dependéncia de
Arrhenius e T=temperatura (°C).

Segundo Painter (1970), a taxa de crescimento méaximo (pmax) é de 0,46-1,86 d™* para
as oxidantes de aménia em temperaturas 6timas de 28°C a 36°C e de 1,39 d™ para as
oxidantes de nitrito em temperaturas de 28°C a 30°C.

O valor de pH é muito importante para o crescimento das nitrificantes. O proprio
processo de nitrificagdo é responsavel pela queda do pH, devido a liberagéo de fons H* no
meio (VON SPERLING, 1997). Segundo Gerardi (2002), aproximadamente 7,4 mg CaCO3/L
em termos de alcalinidade sdo consumidos pela oxidacdo de cada mg NAT/L. Logo, a
alcalinidade deve ser frequentemente suprida pela adicdo de alcalis no sistema, como por
exemplo, o carbonato de célcio (CaCO3), pois quando o pH decresce a taxa de nitrificacdo
também decresce (VON SPERLING, 1997).

Os micro-organismos nitrificantes sdo ativos em valores de pH de 5,0 a 8,5 (VON
SPERLING, 1997). Entretanto, o pH 6timo é estabelecido na faixa alcalina entre 8 e 9
(SHAMMAS, 1986). Para as Nitrossomonas a faixa de pH ideal é de 7,8 a 9,2 e para as
Nitrobacter a faixa é de 8,5 a 9,2 (GERARDI, 2006). Segundo Ruiz, Jeison e Chamy (2003),
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a nitrificacdo completa sem a ocorréncia de acimulos de intermediarios é obtida na faixa de
6,45-8,95.

O oxigénio dissolvido (OD) é essencial para a ocorréncia da nitrificacdo, visto que, 0s
micro-organismos responsaveis pelo processo, sdo aerébios. No processo de nitritacdo sdo
gastos 3,43 mg OD/ mg N-NHjs, enquanto no processo de nitratacdo séo gastos 1,14 mg OD/
mg N-NO,, ou seja, 0 processo de nitritacdo é o responsavel pelo maior gasto de oxigénio
dissolvido no sistema, aproximadamente o triplo do que é gasto na nitratacdo (SHARMA;
AHLERT, 1977).

A demanda de oxigénio dissolvido minima para a nitrificacdo é de 2,0 mg/L, pois em
valores abaixo de 0,5 mg/L o processo pode ser prejudicado ou até mesmo cessar (VON
SPERLING, 1996). Entretanto, estudos de Stenstrom e Poduska (1980) verificaram que a
nitrificagdo foi possivel em valores extremos, com 0,3 mg/L de OD, assim como em 4,0 mg/L
de OD. Mas, a eficiéncia do processo de nitrificacao foi obtida na faixa 0,5-1,0 mg/L de OD.

Em estudos de Campos e colaboradores (2007), foi verificado que a melhor
concentracdo de OD para a oxidacdo da amdnia a nitrato em sistemas de lodo ativado foi de
1,0 mg/L, e em concentracdes de 0,6 mg/L ocorreu o acimulo de aménia e em 0,4 mg/L de
OD, o nitrito foi acumulado no sistema.

A relacdo carbono/nitrogénio (C/N) € um fator de grande importancia para a eficiéncia
do sistema de nitrificagdo (SANT’ANNA JUNIOR, 2010). A presenca de matéria organica
favorece o crescimento de micro-organismos heterotroficos, que além de possuir um
crescimento rapido em relacdo as autotréficos nitrificantes, tendem a dominar os flocos
bioldgicos e disputarem por oxigénio e nutrientes do sistema (CAMPOS et al., 1999).
Segundo Campos et al. (2007), as maiores taxas de nitrificacdo foram obtidas quando a
matéria organica apresentou-se em baixas concentracdes no sistema, pois a nitrificacdo ocorre
de forma mais lenta e possui maior sensibilidade as condigdes ambientais do que a oxidacao
do carbono organico. O crescimento simultdneo de micro-organismos heterotroficos e
autotréficos no mesmo reator, podem atuar em mudancas de pH, temperatura e de oxigénio

dissolvido, o que pode desestabilizar o processo de nitrificacdo (PROSSER, 1989).

3.3.3 Fatores toxicos ou inibitérios do processo de nitrificacdo

A nitrificacdo € considerada a mais sensivel etapa do processo de remocéo bioldgica de

nutrientes de aguas residuais, 0s organismos autotroficos possuem uma sensibilidade dez
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vezes superior a presenca de inibidores, se comparados aos organismos heterotroficos
(JULIASTUTI; BAEYENS; CREEMERS, 2003).

As formas de nitrogénio que participam da etapa de nitrificacdo, desde que em pequenas
concentragdes sdo capazes de realizarem a oxidacdo completa dos compostos. Entretanto, em
altas concentracGes sdo capazes de exercer um efeito inibitério e a nitrificacdo pode nédo
ocorrer de forma completa (KIN et al., 2008).

Anthonisen e colaboradores (1976) verificaram a influéncia das concentragdes de
amonia livre sobre o processo de nitrificagdo. Os resultados demostraram que a amonia livre
em concentracdes de 10 a 150 mg/L sdo capazes de inibir as bactérias Nitrossomonas e em
pequenas concentracfes de 0,1 a 1,0 mg/L sdo capazes de inibir as bactérias Nitrobacter,
devido a sua grande sensibilidade na presenca de altas concentracfes de ambas as formas de
amonia, seja a livre ou a ionizada. Logo, ocorrerd o acumulo de nitrito no sistema e a
nitrificacdo ndo se torna completa, pois o nitrato ndo pode ser formado. Esta condi¢do pode

ser visualizada na Figura 11.

-_—
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Concentracdo de nitrogénio

Tempo =—>

Figura 11- Esquema de inibicdo da nitrificacdo com o acimulo de nitrito. Fonte: Adaptado de ANTHONISEN et
al. (1976).

Apesar disso, estudos de Campos et al., (2002b) verificaram que operando um sistema
de lodos ativados em reator continuo, foi possivel a obtencédo de elevados niveis de eficiéncia,
mesmo operando com altas concentragdes de nitrogénio amoniacal. Na concentragdo testada
de aproximadamente, 3.300 mg NAT/L, a eficiéncia de oxidagdo de amdnia a nitrito foi de
99,5%. Demostrando assim, que o processo de nitrificacdo biologica ndo foi prejudicado pela

presenca da alta concentracdo de nitrogénio amoniacal no efluente.
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Konig, Riedel e Metzger (1998), avaliaram amostras de aguas residuais de diferentes
processos industriais e a toxicidade das mesmas no processo de nitrificacdo. O experimento
foi realizado com micro-organismos nitrificantes imobilizados. Os resultados obtidos com o
nivel de toxidade das amostras foram comparados a concentracdo de allylthiourea (ATU)
(devido ser o composto padrdo utilizado em testes de inibi¢do de nitrificacdo). Os resultados
séo demostrados na Tabela 2.

Tabela 2- Avaliacdo da toxicidade de aguas residuais e a sua comparacdo com a concentragao de allylthiourea

Equivalente de P
Amostras Clso (mg/L) ATU (mg/L) Procedéncia
Petréleo 0,1 12.000 Qualidade comercial
Agua residual da refinaria 21 57 Planta péllcét\(l)vtpr\:;ltamento
Agua residual do processo e _
de fermentagio 0,9 1300 Inddstria de alimentos

Agua residual de lavagem e A

enzimatica 137 8,8 Inddstria téxtil

*Planta de ISWA- Institut fir Siedlungswasserbau, Wassergiite—und Abfallwirtschaft, Alemanha.
Fonte: Adaptado de KONIG; RIEDEL; METZGER, (1998).

A partir dos resultados da Tabela 2 foi possivel verificar que o petréleo comercial é o
que apresentou maior toxicidade de acordo com os valores de Clsp e que uma minima
concentracdo de 0,1 mg/L de petroleo € toxico para 50% da populagéo nitrificante. Esta alta
toxicidade é provavelmente causada devido a alta concentracdo de compostos aromaticos,
como o benzeno. Segundo Konig, Riedel e Metzger (1998), a toxicidade do benzeno as
nitrificantes é extremamente intensa e pequena sdo as chances do processo ser reversivel.

Estudos de Kong e colaboradores (1996) avaliaram a cinética de inibicdo para sistemas
mistos de lodos ativados operando com a oxidacao do carbono e nitrificagdo. Foram utilizados
trés inibidores como cianeto (CN), cobre (Cu*?) e 3,5 diclorofenol (DCP). Os resultados
demonstraram que 0 CN™ndo se mostrou inibidor para a oxidacdo de carbono, mas foi inibidor
da nitrificacdo. O Cu* em baixas concentraces foi capaz de inibir a nitrificacdo e somente
em altas concentragdes inibiu a oxidagdo de carbono. Mas, o 3,5 diclorofenol demostrou-se

um toxico em potencial, inibindo tanto a oxidag&o de carbono quanto a nitrificacdo bioldgica.
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Visto que uma grande variedade de compostos organicos e inorgéanicos séo inibidores

do processo de nitrificagdo, atuando diretamente no metabolismo celular. Alguns exemplos

destes compostos toxicos e suas concentracdes sao listados na Tabela 3.

Tabela 3- Compostos inibitorios do processo de nitrificacdo (Clsg) em sistemas de lodos ativados*

Compostos Concentracao (mg/L) Inibicdo (50%) Referéncias
30,0-46,0 AOB
NH; 16,0-20,0 NOB
N-NO, 198,0 NOB
BUDAY et al. (1999)
N-NO; 205,0 NOB
HNO; 0,0105-0,0109 AOB
HNO; 6x10° AOB
Zn* 0,35 Nitrificacio
cu* 0,08 Nitrificacdo
Clorobenzeno 0,25 Nitrificacdo JULIASTUTI et al.
Etilbenzeno 8,0 Nitrificacio (2003)
3,0 Nitrificacdo
Fenol _
3.7 Nitrificagdo TOMLINSON; BOON;
1.300 Nitrificagdo TROTMAN, (1966)
Acetona e
8.100 Nitrificacao HOPPER;TERRY,(1973)
Cloroférmio 12 Nitrificacdo TOMLINSON: BOON:
1.600 Nitrificacdo TROTMAN, (1966)
Etanol
4.100 AOB
HOPPER; TERRY,
N- butanol 8.200 AOB
(1973)
Metanol 160 AOB
Tolueno 20,0 Nitrificacdo
DALZELL et al. (2002)
3,5- diclorofenol 3,0 Nitrificacdo
N- allylthiourea 1,2 AOB KONIG et al. (1998)
Azida 0,75 Nitrificagédo GINESTET et al. (1998)

* As concentracfes dos toxicos irdo variar de acordo com: periodo de exposicdo, temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, utilizacdo de culturas puras de nitrificantes ou mistas, entre outros fatores.
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3.3.4 Estudos sobre a nitrificacéo de efluentes salinos

A biomassa nitrificante apresenta uma alta sensibilidade a presenca de sais, como o ion
cloreto. No sistema de nitrificagdo, o cloreto tende a funcionar como um inibidor do processo,
decrescendo a atividade das bactérias nitrificantes (CAMPOS et al., 2002b). Segundo Oren
(2001), as bactérias nitrificantes ndo se encontram naturalmente em ambientes com altas
concentragdes salinas, somente um linhagem de cultura pura de Nitrosococcus halophilus
conseguem crescer em concentracoes de 24.000 mg CI/L a 57.000 mg CI7/L.

As bactérias oxidantes de amonia e as bactérias oxidantes de nitrito podem responder de
formas diferentes a presenca de sais, pois as oxidantes de aménia apresentam maior
sensibilidade a mudangas de cargas salinas, quando comparadas as oxidantes de nitrito
(MOUSSA et al. 2006). De acordo com Ludzack e Noran (1965), em culturas convencionais,
0S micro-organismos sd8o muito vulneraveis as mudancas nas concentracdes salinas. Uma
pequena mudanca em um curto intervalo de tempo pode resultar em um grande efeito sobre a
biomassa. A adaptacdo dos micro-organismos a nova carga salina e o retorno da atividade de
nitrificacdo necessitam de um longo periodo, ou seja, um elevado periodo de residéncia
celular (LUDZACK; NORAN, 1965).

Diversos estudos foram realizados sobre a nitrificacdo de efluentes salinos. Entretanto,
por apresentarem contradicdes nas configuracdes dos processos, como: temperatura, pH,
presenca ou nao de inibidores, adicdo de sal de forma gradual ou pulsada, uso de culturas de
nitrificantes puras ou mistas, adaptadas ou ndo a altas concentragdes salinas, acabam por
dificultar a comparacéo entre os resultados (MOUSSA et al., 2006).

Estudos sobre a nitrificacdo em efluentes salinos sdo apresentados a seguir, sob
diferentes focos, como: a aclimatacdo de culturas mistas (CAMPOS et al.,, 2002b), a
aclimatacdo de culturas puras (DINCER; KARGI, 2001), o aumento da concentracdo salina
de forma gradual ou pulsada (MOUSSA et al., 2006 e CHEN et al., 2003) e a utilizacdo de
micro-organismos tolerantes ao sal (UYGUR, 2006).

Campos e colaboradores (2002b), verificaram a eficiéncia da nitrificacdo em sistemas
de lodos ativados sob condicGes de alta salinidade e com o aumento gradual da concentracao
de nitrogénio amoniacal. O indculo utilizado foi proveniente de uma cultura mista proveniente
de uma unidade de tratamento de agua residual. O cultivo da biomassa ocorreu em sistema
continuo para um periodo de aclimatagéo, sob a temperatura de 20°C e com valor de pH de
7,8. E posteriormente, para os testes com os sais (Na,SO4, NaNO3; e NaCl) o experimento foi

realizado em sistema de batelada e fixado a temperatura de 20°C e com o valor de pH de 7,6,
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com a duracédo de 150 dias. Inicialmente, o sistema comegou a operar com a concentragéo de
de 1.000 mg NAT /L e ap0s 46 dias, a concentracdo foi aumentada até atingir 4.000 mg
NAT/L. Ao mesmo tempo, os sais foram sendo adicionados ao sistema aumentando
progressivamente durante todo o periodo experimental. Os experimentos foram analisados
através de testes de respirometria da biomassa nitrificante, juntamente com a medicdo da
concentracdo de sélidos no sistema.

Os resultados obtidos por Campos et al. (2002b), revelaram que a atividade nitrificante
foi obtida com a concentracdo de sais, sendo: 13.700 mg NaCl/L, 19.900 mg NaNOs/L e
8.300 mg Na,SO4/L, e com aumento da concentracdo de sais ap0Os esta faixa ocorreu o
acumulo em torno de 10% de nitrogénio amoniacal e entre 16-20% de nitrito. Elevadas
concentragdes de sais durante um longo periodo de tempo ndo afetaram as propriedades
fisicas do lodo e no final do experimento verificou-se 0 aumento da concentracdo de solidos
de 3,4 g SSV/L para a 20g SSV/L. Concluindo, que para os diferentes tipos de sais utilizados,
a aclimatacdo da biomassa foi fundamental para a obtencdo de melhores resultados em altas
concentracgdes salinas.

Dincer e Kargi (2001), verificaram a de nitrificacdo em sistemas de lodos ativados
utilizando um efluente sintético salino, contendo aproximadamente 100 mg/L de fonte de
nitrogénio amoniacal total (NAT) e uma cultura pura de micro-organismos nitrificantes,
obtida pela Universidade de Clemson nos EUA. Os experimentos foram realizados em
sistemas de batelada, com valores de temperatura de 25°C, pH=8,0 £ 0,5 e de oxigénio
dissolvido na faixa de 2,5 + 0,5 mg/L. As analises de nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato e
oxigénio dissolvido foram realizados durante todo o experimento.

Ainda segundo Dincer e Kargi (2001), os resultados obtidos para as amostras livres de
sal (amostras controle- 0% sal), demostraram que a idade ideal do lodo para a nitrificacdo foi
de 12 dias, com o tempo de detencédo hidraulica de 15 horas, resultando na eficiéncia de 100%
do processo. Com a adicdo de aproximadamente 18.000 mg CI/L no sistema, foi verificado
que a idade do lodo ideal seria de 25 dias, ou seja, mais que o dobro do periodo verificado
para a amostra sem a presenca de sal. Nesta concentracdo a eficiéncia da nitrificacdo
decresceu para 96%. Com o0 aumento da concentracdo de sal para 5%, a eficiéncia caiu ainda
mais, representando 80%. Logo, concluiu-se que quanto maior a concentracdao de sais, menor
sera a resposta da atividade da biomassa e maior devera ser a idade do lodo para a aclimatacéo
dos micro-organismos.

Moussa e colaboradores (2006) avaliaram o efeito da salinidade na atividade de

nitrificacdo. Foram comparadas dois tipos de culturas, uma adaptada a 10.000 mg CI/L
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durante o periodo de um ano e a outra ndo adaptada a esta condi¢do. Os experimentos foram
realizados em reatores batelada sequencial (RBS), mantidos sob condi¢des de temperatura a
30°C e valores de pH= 7,5 + 0,5. A idade do lodo foi de 30 dias e 0 tempo de retencdo
hidraulica de 10 horas. O primeiro reator (R1) ndo houve a adicao de sal e serviu como fonte
de biomassa para 0s outros reatores. Na primeira fase do experimento, o segundo reator (R2)
foi operado com a concentracdo de 10.000 mg CI/L durante o periodo de um ano para a
aclimatacdo, antes de iniciarem 0s experimentos e o terceiro reator (R3) que ndo possuia
aclimatacéo, recebeu o sal em duas etapas, com ao aumento da salinidade na primeira etapa de
Omg para 5.000 mg CI/L e na segunda etapa de 5.000 mg para 10.000 mg CI/L. Na segunda
fase do experimento, nos reatores (R2 e R3) foram realizados aumentos nas concentragdes de
sais de 5.000 mg CI/L a cada duas semanas, até os reatores alcancarem a inibicdo da
nitrificacdo em 95%. Na terceira fase, com o alcance deste nivel de inibigéo, a concentragdo
de sal foi ajustada para a fase inicial, ou seja, 0 R2 retornou a 10.000 mg CI/L e 0 R3 para 0
mg CI/L. A toxicidade ao sal foi avaliada atraves da técnica molecular de Fluorescent in situ
hybridization (FISH).

Os resultados de Moussa e colaboradores (2006), demostraram que na primeira fase do
experimento ocorreu 0 acimulo de 40 mg/L de nitrito em reatores sem a presenca de sais (R1
e R3) e com o aumento de 10.000 mg CI/L no R3 o acumulo nitrito foi menor,
aproximadamente 25 mg/L. Em 10.000 mg CI/L foi verificado que tanto em culturas
adaptadas ou ndo, a sensibilidade das oxidantes de amdnia é maior em relacdo as oxidantes de
nitrito e em 40.000 mg CI/L ocorreu a inibicdo completa de ambas. Concluindo, que para a
cultura ndo adaptada ao sal (R3) e mesmo para a adaptada ao sal como a (R2), a atividade das
oxidantes de amdnia e das oxidantes de nitrito foram maiores quando o aumento da carga de
sal ocorreu de maneira gradual.

Assim como Moussa e colaboradores (2006), Chen et al. (2003) também avaliaram a
eficiéncia da nitrificacdo na presenca de altas concentracfes de sais, comparando as formas da
adicdo de sal (gradual ou em pulsos).

Chen et al. (2003), analisaram a eficiéncia do processo de nitrificacdo com o aumento
da concentracdo de ion cloreto no sistema. O estudo foi realizado com o lodo obtido de uma
estacdo de tratamento de esgoto e operado em sistemas de bateladas, utilizando um efluente
sintético, sem a presenca de carbono. Primeiramente, a cultura foi incrementada gradualmente
com concentragcdes de nitrogénio amoniacal de 30-100 mg N/L durante o periodo de dois
meses. Apos este periodo, os testes em bateladas com a adicdo de cloreto (2.000- 30.000 mg

CI/L) foram iniciados sob a temperatura 20°C e valor de pH de 7,7-8,2. Foram realizadas
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duas culturas salinas para a verificagdo da melhor resposta da adicdo de cloreto de forma
gradual ou pulsada. No aumento gradual, o cloreto iniciou com a concentracdo de 2.000 mg
CI/L até no chegar ao méaximo de 30.000 mg CI/L. No aumento em pulsos, o cloreto foi
adicionado na primeira etapa em 10.000 mg CI/L, na segunda etapa em 20.000 mg CI/L e na
terceira e Ultima etapa em 30.000 mg CI/L. Para a mudanga de cada etapa foi aguardado um
tempo de aproximadamente 70 dias para a adaptacdo da biomassa ao choque de sal.

Os resultados de Chen et al. (2003) demostraram que o aumento gradual resultou em
maior taxa de oxidagéo de nitrogénio amoniacal se comparados ao aumento em pulsos, 0 que
pode ser visualizado na concentracdo de nitrito formado no sistema. A concentragdo de 5.000
mg CI/L levou ao estimulo na atividade de nitrificagdo em ambas as culturas e decresceu apés
esta concentracdo. O nivel critico de cloreto no sistema de bateladas foi de 10.000 mg/L, onde
somente as bactérias do género Nitrobacter estavam presentes, cessando a nitrificacao, devido
ao desaparecimento das Nitrossomonas. Concluindo, que no aumento gradual, a atividade da
biomassa nitrificante foi maior em relagdo ao aumento em pulsos e que a concentracdo de
6.500 mg CL/L foi o maximo da concentracdo salina para que o sistema de nitrificacdo
tolerou.

Em estudos de Uygur (2006), foi avaliada a eficiéncia da nitrificacdo em elevadas
concentragdes salinas, mas com adicdo de micro-organismos tolerantes a estas condi¢fes. O
sistema de nitrificacdo foi operado em um reator batelada sequencial (RBS), utilizando um
meio sintético, contendo inicialmente (60,0 + 3,0 mg/L) de fonte de nitrogénio amoniacal. A
temperatura e o valor de pH dos experimentos foram fixados em 25°C e (7,0 = 0,5),
respectivamente. Os micro-organismos nitrificantes foram obtidos através da Universidade de
Clemson nos EUA e organismos do género Halobacter foram obtidos da American Type of
Culture Colletion (ATCC) nos EUA, sendo também adicionados ao sistema na proporcao
(1/1, viv). A concentracdo de sal testado foi de 0 a 36.390 mg CI/L.

Os resultados de Ugur (2006) demostraram que a remocao de NAT decresceu conforme
ocorria 0 aumento da concentracdo salina. Na cultura de nitrificantes sem a presenca de
Halobacter, a eficiéncia de remocdo decresceu de 3,0 mg NAT g/biomassa’h com 0 meio
livre de sal, para 0,80 mg NAT g /biomassa/h, quando o meio continha 6% de sal. Mas, com a
adicdo de Halobacter a eficiéncia de remocao foi de 3,04 mg NAT g/biomassa/h na auséncia
de sal e de 1,45 mg NAT g/biomassa/h na presenca de 6% de sal. A conclusdo obtida pelo
autor foi que a adi¢do de bactérias tolerantes ao sal aumentou a performance do sistema e a
eficiéncia da remocdo de amonia foi alcancada em niveis maiores, mesmo com elevadas

concentragdes de sais.
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Como visto anteriormente, os diferentes estudos sobre a nitrificacdo biolégica possuem
como objetivo o entendimento dos fendmenos que ocorrem com a biomassa na presencga de
altas concentracdes salinas, a fim de garantir a eficiéncia do sistema de tratamento.

O aprimoramento do processo de nitrificacdo biolégica vem sendo realizado, com a
utilizacdo de micro-organismos aclimatados e até mesmo com a utilizacdo de culturas de
organismos halotolerantes. Além de contar com auxilio de técnicas, desde as mais simples
para a avaliacdo de toxicidade da biomassa, como a respirometria, até o uso de técnicas mais
avancadas com o uso de biologia molecular, como FISH e DDGE, avaliando a dindmica
populacional no reator biolégico e permitindo a identificacdo de espécies de micro-

organismos nitrificantes.

3.4. A UTILIZACAO DA RESPIROMETRIA PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE DA
BIOMASSA NITRIFICANTE

Nos tratamentos de aguas residuais, como no caso da nitrificacdo, o oxigénio possui um
papel fundamental para a manutencdo do metabolismo microbiano, e consequentemente, na
oxidacdo da amonia (BUENO; PIVELI; CAMPOS, 2012). Entretanto, quando compostos
toxicos ou inibitorios estdo presentes nos efluentes sdo capazes de gerar impactos negativos
sobre a biomassa, reduzindo a sua capacidade metabdlica para a oxidacdo de compostos
(RICCO et al., 2004). Logo, a utilizacdo de técnicas para a avaliacdo da toxicidade torna-se
uma importante ferramenta para a obtencdo de informacdes sobre o desempenho do sistema
de tratamento (KIN; KIM; JANG, 2001).

Diferentes técnicas para a avaliacdo da toxicidade em aguas residuais sdo utilizadas, tais
como: respirometria, ATP luminescéncia, inibicdo enzimatica (L-alanine-aminopeptidase) e
ensaio com Vibrio ficheri (Microtox) (DALZELL et al.,, 2002). Entre estas técnicas, a
respirometria destaca-se, devido a sua simplicidade, rapidez de resultados e a sua boa
reprodutividade, tornando-a altamente aplicavel em sistemas de lodos ativados, como forma
de compreender os fenémenos bioldgicos que ocorrem no reator (RICCO et al., 2004).

Segundo Vanrolleghem (2002), a técnica de respirometria baseia-se na medicdo e na
interpretacdo do consumo de oxigénio pelos micro-organismos para a degradacdo dos
substratos, sob condi¢Oes experimentais definidas. Sendo uma importante ferramenta para a
obtencdo de informacdes sobre a instabilidade e o desempenho do sistema de lodos ativados
(SPANJERS, 1998).
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A taxa de consumo de oxigénio, OUR (Oxygen Uptake Rate) é determinada pela
velocidade que o oxigénio é consumido (por unidade de tempo) pelos micro-organismos,
sendo o primeiro parametro a ser utilizado para a avaliacdo da atividade bioldgica e da
verificacdo de toxicidade do efluente (SUESCUN et al., 1998).

Segundo Rezende et al. (2000), a razdo entre a OUR e o0 volume de biomassa,
determina uma nova taxa, denominada de: taxa de consumo especifico de oxigénio, SOUR
(Specific Oxygen Uptake Rate). A SOUR € um parametro mais consistente na avaliacdo da
toxicidade sobre 0s micro-organismos, pois considera a concentracdo de sélidos suspensos
volateis (SSV) presente no reator bioldgico (REZENDE et al., 2000).

Como a nitrificacdo bioldgica ocorre sob condicGes aerdbias, altas taxas de oxigénio sao
consumidas pelos micro-organismos nas reacdes de oxidacdo de compostos nitrogenados
(KIM; KIM; JANG, 2001). A aplicagéo da respirometria é fundamental para 0 monitoramento
do sistema de nitrificacdo, pois o decréscimo de sua eficiéncia pode ser observado pela baixa
atividade microbiana, sendo expressa pela baixa taxa de consumo de oxigénio pela biomassa
nitrificante (KIM; KIM; JANG, 2001).

Segundo Spanjers (1998), a taxa de consumo de oxigénio é determinada pela utilizacao
aparelhos, denominado de respirdmetros. Estes sdo responsaveis pela medicdo da taxa com
que a biomassa consome o oxigénio dissolvido (OD) no liquido. Na Figura 12 pode-se
visualizar um teste de respirometria sendo realizado em um frasco de DBOs, apresentando um
sensor de oxigénio dissolvido acoplado a um sistema que realiza a coleta e 0 armazenamento
dos dados em um software especifico (BUENO; PIVELLI; CAMPOS, 2012).

Sensor de OD
=>—> Agitador

B

. Barra magnética

E Agitador magnético

Coleta de dados

Figura 12- Montagem de um ensaio de respirometria. Fonte: Adaptado de: Rezende et al. (2012).
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Nos ensaios respirométricos, o consumo de oxigénio ocorre distintamente em duas
fases, denominadas de: respiracdo enddgena e respiragdo exdgena. A respiracdo endogena
consiste na etapa que o consumo de oxigénio mantem-se constante, como forma de suprir as
necessidades de manutencgdo celular (ANDREOTTOLA et al., 2005). Na respiracdo exogena,
0 consumo de oxigénio ocorre a uma elevada velocidade para a realizacdo da degradacéo de
substratos presentes no liquido (ANDREOTTOLA et al., 2005). Na Figura 13 pode-se

visualizar a representacdo grafica da taxa de consumo de oxigénio.

A Trecho
a endogeno
E $  Adigio de
E substrato
.'E - L'mllsfln_m de
= Utilizagdo Oxigénio
2 do substrato —
=
©
“ o
A~ o
= Término do
substrato e

v

Tempo [minutos]

Figura 13- Representacdo grafica da taxa de consumo de oxigénio (OUR). Fonte: ANDREOTTOLA et al,
(2002).

Legenda: O trecho enddgeno é representado pela inclinacdo da reta do ponto (a e b), supondo que ndo ocorra a
adicdo de substrato no teste, a linha pontilhada representa a continuagéo do trecho endégeno no ponto (c). Com a
adicdo de substrato, a fase exdgena inicia-se e 0 consumo de oxigénio torna-se maior, o que pode ser observado
na inclinacdo da reta no ponto (d). Quando todo o substrato é degradado, a respiracdo retorna a fase enddgena,
representada pelo ponto (e).

A aplicacdo da técnica de respirometria pode ser vista em estudos de Moussa et al.
(2003), que utilizou esta técnica para avaliar individualmente a atividade das bactérias
nitrificantes, na auséncia de toxicos. Em seus experimentos a obtencao da taxa de consumo de
oxigénio pelas bactérias oxidantes de amdnia e das bactérias oxidantes de nitrito foram
determinadas separadamente, através de injecdes de NaNO;, e NH,Cl. A adicdo de NaNO,
ativa as bactérias oxidantes de nitrito, enquanto a adicdo de NH4Cl ativa ambas as bactérias
responsaveis pelo processo de nitrificagdo. As atividades das bactérias foram medidas através

da subtracdo das OURs. A respiragdo enddgena foi representada como (OUR 1), a adigéo de
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NaNO,, corresponde a (OUR 2) e a adigdo de NH4CI, corresponde a (OUR 3). A atividade das
bactérias oxidantes de nitrito foi obtida pela subtracdo de (OUR; — OUR;) e a atividade das
oxidantes de amonia foi obtida pela subtracdo de (OUR3; — OUR;). Moussa e colaboradores
(2003) concluiram que este método é simples e confidvel para a avaliacdo da atividade da
biomassa nitrificante, sendo de grande utilidade para a determinacdo de parametros cinéticos.

Em contraste ao trabalho de Moussa et al. (2003), Kim e colaboradores, (2008)
utilizaram a técnica de respirometria na presenca de um componente toéxico, como forma de
avaliar a toxicidade da amonia livre nas bactérias oxidantes de nitrito (NOB).

O experimento de Kim et al. (2008) foi operado apenas com culturas de nitrificantes em
um reator do tipo airlift. Para a estimacao da toxicidade da NOB foi realizado a medicao de
oxigénio dissolvido, para a determinacdo da taxa de consumo de oxigénio. Os testes foram
realizados a temperatura de 21,1°C. Primeiramente, ocorreu a adi¢do de 9,1 mg/L de acetato
de sddio para a verificagdo da presenca de bactérias heterotroficas no sistema. O baixo
consumo de oxigénio foi verificado apds a adicdo de acetato, indicando que existe baixa
atividade da biomassa heterotréfica, assim como era esperado. Posteriormente, foi realizado a
respirometria para as diferentes concentracdes de amonia livre (N-NHs), fixadas em: 0, 1.0,
4.1,9.7, e 22.9 mg/L para a verificacdo da inibicdo das bactérias oxidantes de nitrito.

Os resultados de Kim et al. (2008) demostraram que as adicbes de amoénia livre
resultaram na inibicdo das bactérias oxidantes de nitrito em: 0, 18, 29, 31 e 43%,
respectivamente. Concluindo, que o aumento da concentracdo de aménia livre possui um
efeito inibitorio significativo sobre as oxidantes de nitrito. E a utilizacdo da respirometria
apresentou-se como uma técnica simples e eficiente para detectar a inibicdo por compostos

téxicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos o0 modo de sele¢do e o cultivo da biomassa nitrificante
em meio sintético produzido especialmente para as mesmas, bem como o modo de operacao
dos reatores biologicos para a sua aclimatacdo. Serdo apresentados os métodos analiticos
utilizados para a realizacdo do monitoramento do tratamento biolégico e os procedimentos
para a realizacdo dos testes respirométricos.

4.1 SELECAO E CULTIVO DA BIOMASSA NITRIFICANTE

O lodo biolégico utilizado neste estudo foi fornecido por uma estacdo de tratamento de
4gua e esgoto (Companhia Estadual de Aguas e Esgotos- CEDAE-RJ), coletado no dia 03 de
junho de 2013, do sistema de tratamento de lodos ativados. A biomassa consistia de uma
cultura mista de micro-organismos, entre estes, 0s organismos heterotroficos e autotroficos.

Como ja visto anteriormente, as bactérias nitrificantes sdo organismos quimiotroficos,
ou seja, sdo seres que necessitam apenas de carbono inorganico para seu desenvolvimento
(GERARDI, 2006). Sendo organismos especializados na oxidacdo de nitrogénio amoniacal a
nitrato (VAN HAANDEL; MARAIS, 1999).

Neste estudo, as bactérias nitrificantes foram selecionadas através da aclimatacdo da
biomassa em um meio com alta concentracdo de nitrogénio amoniacal e a auséncia de
carbono organico, de modo favorecer o crescimento das autotroficas nitrificantes e o
desaparecimento de outras espécies, como as heterotroficas. A selecdo da biomassa
nitrificante foi realizada em duas etapas, consistindo de uma etapa preliminar em sistema em
bateladas e a etapa principal em biorreator continuo. Esta etapa de selecdo da biomassa foi

fundamental para o desenvolvimento desta pesquisa, como sera discutido a seguir.

4.1.1 Etapa preliminar: Sistema em bateladas

Para a realizacdo do sistema em bateladas, foram utilizados dois reatores em provetas
volumeétricas de 1 litro cada, contendo 200 mL de lodo bioldgico e completados com 800 mL
de meio sintético especifico para as bactérias nitrificantes. A Tabela 4 apresenta 0s compostos
quimicos e suas devidas concentracbes para a producdo do meio sintético. A Tabela 5

apresenta a composicdo da solucdo nutriente, realizada a parte e adicionada ao meio sintético.
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Tabela 4- Composi¢do do meio sintético

Componentes Concentragao
NH4CI 107 mg/L
NaH,PO, . 2 H,0 75,5 mg/L
MgSQO, . 7 H,0 90 mg/L
KCI 36 mg/L
CaCl,. 2 H,0O 14 mg/L
Extrato de levedura 1 mg/L
(NH4).CO3 426,67 mg/L
Solugéo Nutriente 0,3 mL/L

Fonte: Adaptado de Smolders; Van Loosdrecht; Heijen (1994).

Tabela 5- Composicao da solucdo nutriente

Componentes Concentracao (mg/L)
FeCl; 6 H,O 1.500
H3BO; 150
CuS0O4 5 H,O 30
Kl 180
MnCl, 4 H,O 120
Na;MoO, 2 H,0O 60
ZnS0O4 . 7 H,O 120
CoCl; . 6 H,0O 150
EDTA 10.000

Fonte: Smolders; Van Loosdrecht; Heijen (1994)

Para a producdo do meio sintético e da solucdo nutriente foi realizada a medicéo de cada
composto quimico em uma balanca analitica de alta precisdo (SHIMADZU- modelo AW220).
Como o meio utilizado foi sintético, a concentracdo inicial de nitrogénio amoniacal
permaneceu sempre a mesma, equivalendo a 152,44 mg NAT/L.

O processo foi realizado em condicbes aerobicas, onde cada reator contou com a
utilizacdo de um compressor de ar, conectado a uma mangueira de silicone e com uma pedra
porosa na ponta, permitindo a distribuicdo de oxigénio e a circulagdo da biomassa no reator. A

aeracdo foi monitorada para que o oxigénio dissolvido dentro do reator fosse entre 1,5-2,0
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mg/L, pois segundo Von Sperling (1996), esta faixa € considerada a ideal para o processo de
nitrificagdo bioldgica. Os valores de pH e de temperatura foram fixados em 7,5 e 25°-30° C,
respectivamente.

A batelada foi realizada no periodo determinado de 48 horas, onde a aeracdo foi
interrompida por aproximadamente 30 a 60 minutos para a sedimentagdo do lodo. Apos este
periodo, o sobrenadante foi retirado e um novo meio de cultura foi adicionado até completar o
volume de 1 litro das provetas.

O valor de stripping ou arraste da amonia foi verificado utilizando um reator em proveta
volumétrica de 1 litro, apresentando meio de cultura, mas sem a adicdo da biomassa. O reator
foi aerado utilizando um compressor de ar conectado a uma mangueira de silicone e com uma
pedra porosa na ponta. Este reator operou com os mesmos valores de OD, temperatura e pH
do reator operado em batelada. As concentra¢es de nitrogénio amoniacal total do efluente
foram monitoradas durante o periodo de 24, 48 e 72 horas. O valor de stripping foi obtido
pela subtracdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal total do afluente da concentracdo de
nitrogénio amoniacal total do efluente.

Os valores de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, volume do lodo, concentracdes de
amOnia e nitrato no reator e caracteristicas microscopicas do lodo foram monitoradas
diariamente durante todo o experimento, que foi operado durante 133 dias (junho de 2013 a
outubro de 2013).

4.1.2 Biorreator em sistema continuo

A nitrificacdo consiste de um processo sensivel, pois mudancas ou interferéncias em
suas variaveis ambientais podem levar o sistema microbiano ao desequilibrio, gerando uma
baixa eficiéncia do sistema (ANTHONISEN et al., 1976; JULIASTUTI, BAEYENS,
CREEMERS, 2003). Segundo Bolmann, French, Laanbrock (2011), o sistema continuo é o
mais indicado em sistemas de nitrificacdo, devido a sua capacidade em se assemelhar as
condicdes naturais de fisiologia e ecologia dos micro-organismos, contrastando com o sistema
em batelada. Sendo assim, 0 experimento passou a ser conduzido em um reator continuo em
escala de bancada, a fim de verificar uma melhor aclimatacdo, convertendo-se em maiores
taxas de crescimento e nitrificagcdo.

O biorreator continuo utilizado era de material de acrilico transparente, baseado no
modelo de Eckenfelder (1989). Contendo dois compartimentos, sendo um tanque de aeragéo

com um volume de 4,7 litros, onde ocorria a entrada do afluente e o segundo compartimento
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consistia de um decantador de volume de 1 litro, onde se encontrava a saida do efluente

tratado.
Na Figura 14 (a, b e c) pode-se visualizar o reator continuo utilizado no experimento e

suas dimensoes.
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Figura 14- Dimensdes do reator (a)-Vista superior e (b)- Vista lateral (Fonte: NASCENTES, 2013) e (c) Reator
em funcionamento.
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No biorreator continuo foi adicionada a biomassa selecionada na etapa preliminar
(sistemas em batelada), contendo um volume de aproximadamente 100 mL e com a adi¢do de
mais 900 mL de um lodo de cultura mista proveniente da Companhia da CEDAE, coletado no
dia do inicio da operagao do sistema continuo (12/10/2013).

O volume do tanque de aeracdo foi completado com o meio sintético para o cultivo de
nitrificantes, como descrito anteriormente. A alimentacdo do biorreator foi realizada com a
utilizacdo de uma bomba dosadora peristaltica, que enviava o meio de cultura (descrito nas
Tabelas 4 e 5) a uma vazdo determinada para o reator. A vazdo do reator foi diariamente
medida, com o uso de uma proveta volumétrica e um cronémetro.

Para a aeracdo do tanque foi utilizado um compressor de ar, conectado a uma mangueira
de silicone e com uma pedra porosa na ponta, permitindo que a biomassa ficasse em
permanente suspensdo. A biomassa presente no decantador foi diariamente retornada para o
tanque de aeracdo, a fim de aumentar a concentracdo de biomassa no reator. Os detalhes do

funcionamento do reator e seus componentes podem ser visualizados na Figura 15.
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Figura 15- Componentes do sistema continuo
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O reator foi operado com o tempo de retengdo hidraulica de 48 horas (sendo 0 maximo
permitido pela bomba peristaltica utilizada), durante o periodo de 45 dias para a aclimatagao
da biomassa. Com valores de OD, pH e temperatura fixados em valores de 4,0-5,0 mg/L, 7,5 e
25°-30°C, respectivamente.

O valor de stripping ou arraste da aménia foi verificado no biorreator continuo com a
mesma configuragdo utilizada nos experimentos, apresentando somente meio de cultura. O
biorreator foi mantido sob aeracdo com a utilizagdo de um compressor de ar conectado a uma
mangueira de silicone e com uma pedra porosa na ponta. Este reator foi operado com 0s
mesmos valores de OD, temperatura e pH do biorreator experimental que continha a presenca
da biomassa. Os efluentes foram monitorados durante o periodo de 24, 48 e 72 horas. O valor
de stripping foi obtido pela subtracdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal total do
afluente da concentracao de nitrogénio amoniacal total do efluente.

Durante todo o periodo de aclimatacdo foi realizado o monitoramento diario dos
parametros, tais como: pH, temperatura, concentracéo de solidos suspensos volateis, oxigénio
dissolvido, concentracdo de amonia e nitrato no reator, além da observacdo microscopica da

biomassa, avaliando a formacéo de flocos bioldgicos e as espécies envolvidas no processo.

42 ADICAO ION CLORETO (ClI) AO SISTEMA PARA A AVALIACAO DA
NITRIFICACAO

Apos o periodo de aclimatacdo da biomassa, 0s testes com a adicdo de cloreto foram
iniciados. O ion cloreto é conhecido por gerar efeitos negativos sobre a biomassa nitrificante,
agindo diretamente na diminuicdo de seu metabolismo e na reducdo da capacidade da
oxidacdo das formas de nitrogénio (KARGI; DINCER, 1996).

Considerando que o meio de cultura utilizado fornecia a concentracdo 100 mg/L de ion
cloreto. A avaliacdo da toxicidade gerada pelo ion cloreto sobre a biomassa nitrificante foi
verificada ao longo de 10 regimes com diferentes concentracfes salinas e com periodo de
tempo distinto para a aclimatacdo a determinada concentracdo salina, como pode ser

visualizada na Tabela 6.
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Tabela 6- Concentragdes de ion cloreto adicionado ao sistema continuo TRH=48 horas.

Regimes Concentracéao de TRH Tempo de operacao
CI" (mg/l) (h) (dias)
1° 100 48 45
2° 250 48 14
3° 500 48 14
4° 1.000 48 14
5° 2.000 48 20
6° 4.000 48 25
7° 8.000 48 30
8° 10.000 48 35
9° 15.000 48 45
10° 8.000 48 35

O 10° regime salino (8.000 mg CI/L) foi aplicado como forma de verificar se a
biomassa nitrificante, apds passar por um estresse osmotico até a maior concentracao testada
(15.000 mg CI/L), seria capaz de retornar a sua atividade celular obtida no 6° regime, onde a
mesma concentracdo salina foi testada.

O periodo de retencdo hidraulica em todos os regimes foi de 48 horas. Durante cada
regime, os parametros de pH, temperatura, concentracdo de nitrogénio amoniacal total e
nitrato, concentracdo de soOlidos suspensos, oxigénio dissolvido e caracteristicas
microscopicas da biomassa foram monitorados.

Em cada regime foi avaliado a toxicidade pelo ion cloreto, com a utilizacdo da técnica
de respirometria. A escolha pela técnica de respirometria dentre outras técnicas para a
verificacdo da toxicidade, deve-se a simplicidade de sua aplicacdo e rapidez de seus

resultados (RICCO et al., 2004), que sera descrita detalhadamente no item 4.3.1.

4.3 METODOLOGIA ANALITICA

Os métodos analiticos utilizados durante o periodo experimental podem ser visualizados
na Tabela 7.
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Tabela 7- Métodos analiticos utilizados no monitoramento do reator bioldgico

Parametros Amostras Periodicidade Métodos (APHA, 2005)
Afluente e
pH licor 5 vezes/semana 4500-B (pHmetro Quimis)
) 4500-E (Orion 4 star Thermo pH Ise
Temperatura Licor 5 vezes/semana
portable)
Nitrogénio _
) Afluente e 4500-E (Orion 4 star Thermo pH lIse
amoniacal total ) 3 vezes/semana
licor portable)
(NAT/L)
Nitrato Afluente e 4500-B Absorvancia (220 e 275 nm)
) 3 vezes/semana ) o
(NO3) licor (Shimadzu UV mini 1240)
4500-B (Thermo Orion)
Cloreto Afluente 3 vezes/semana
. ) 2540-C (Estufa de esterilizagéo e
Solidos Suspensos ] 3 vezes/ regime
] Licor _ secagem Gehaka G4023D e forno
Totais (SST) salino o
mufla Quimis)
. ) 2540-D (Estufa de esterilizagdo e
Solidos Suspensos ) 3 vezes/regime
o Licor _ secagem Gehaka G4023D e forno
Volateis (SSV) salino o
mufla Quimis)
Oxigénio . ]
) ) Licor 5 vezes/semana Oximetro (WTW OXI 7310)
dissolvido
) ) ) 3 vezes/ regime _ _
Respirometria Licor ) Descrito no item 4.3.1
salino
Microscopia otica Licor 3 vezes/semana Descrito no item 4.3.2

O valor de nitrito ndo foi mensurado durante o periodo experimental, pois segundo

Campos et al. (2002b), em concentracdes maiores que 2,0 mg/L de oxigénio dissolvido ndo

ocorre 0 acumulo de nitrito, este rapidamente se converte a nitrato.
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4.3.1 Testes de respirometria para a avaliacido da toxicidade

Os testes de respirometria para cada regime salino foram realizados em triplicatas. O
teste foi conduzido retirando o volume de aproximadamente 280 mL do licor do tanque de
aeracdo do reator continuo para o preenchimento de uma garrafa de DBOs.

Primeiramente, o licor presente na garrafa de DBOs foi aerado durante alguns minutos,
até a concentracdo de oxigénio dissolvido alcancar a 5,0 mg/L, a aeracdo foi realizada com a
utilizacdo de um compressor de ar conectado a uma mangueira de silicone e com uma pedra
porosa na ponta. Apds obter esta concentracdo de oxigénio dissolvido na amostra, o eletrodo
de oxigénio foi adicionado a garrafa de DBOs, de tal forma que o licor transbordasse da
garrafa.

Para a realizacdo do teste foram necessarios uma placa agitadora e um agitador
magnético, para manter a biomassa em suspensdo durante o periodo de teste. O aparelho de
OD (WTW OXI 7310) enviava dados de leitura para o software criado especificamente para
este aparelho (MULTIPAR), que capturava todos os valores de OD durante um determinado
periodo de tempo e criava automaticamente um arquivo em um banco de dados com o0s
valores de oxigénio dissolvido do teste. O sistema de respirometria utilizado neste estudo
pode ser visualizado na Figura 16.

Sonda de OD

Aparelho de
medicdo de OD

Figura 16- Aparelho de medicdo de OD acoplado ao computador para o envio de leituras.
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Com a obtencdo dos dados das leituras, a taxa de consumo de oxigénio (OUR) foi

calculada pela a equacdo 7:

_ AOD (mg/L)
OUR = At (min) 0

O gréfico de OD versus tempo foi plotado e a taxa de respiracdo foi obtida com o valor
de inclinagdo da reta (coeficiente linear), determinado a OUR.

A taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR) foi obtida pela razdo entre o
coeficiente linear (OUR) obtido anteriormente e a concentracdo de solidos suspensos volateis
(SSV). Calculada pela equacéo 8:

OUR (mg/L)/min  60min (8)

R =
S0U SSV (mg/)

4.3.2 Microscopia otica da biomassa

A microscopia otica foi utilizada como uma ferramenta complementar aos testes de
respirometria, como forma de avaliar a resposta da biomassa a adi¢do de cloreto no reator.

O monitoramento da biomassa com a utilizacdo da microscopia Otica foi realizado
utilizando laminas e laminulas de vidro com preparacao simples a fresco. A visualizacéo das
amostras pelo microscopio (Trinocular Plan Quimis, modelo C7885K) foram capturadas com
a utilizacdo da camera acoplada ao microscopio (Moticam Quimis, modelo 2300 de 3.0
MPixel USB 2.0) e as micrografias foram enviadas para o computador também acoplado ao

sistema. O sistema de microscopia pode ser visualizado na Figura 17.
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Figura 17- Sistema de microscopia com camera acoplada ao computador

Segundo Jenkins et al. (1993), a utilizacdo da microscopia em processos de lodo ativado
é fundamental para a avaliacdo da natureza da formacdo de flocos microbianos e verificar a
abundancia de organismos filamentosos, que podem comprometer o funcionamento do
sistema.

As analises qualitativas foram realizadas com a utilizacdo de pranchas de microscopias
de Jenkins, Richard e Daigger (1993). E as analises quantitativas foram realizadas utilizando a
ficha de avaliacdo microbioldgica, adaptado de Jenkins, Richard e Daigger (1993). A escala
de abundancia dos micro-organismos foi determinada com numerac6es que variam de 0 a 5,

sendo: (0) nenhum, (1) poucos, (2) comum, (3) muito comum, (4) abundante e (5) excessivo.
4.4 PROCEDIMENTOS DE CALCULOS

4.4.1 Eficiéncia de oxidacao de nitrogénio amoniacal

A eficiéncia de remocdo de NAT foi calculada conforme a Equacéo 9.

Ci—C 9
n=—_fx100 ®)
Ci

Onde: Ci= concentracdo inicial de nitrogénio amoniacal total (mg/L);
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Cf= Concentracdo final de nitrogénio amoniacal total (mg/L);
No experimento, Ci= representa a concentracdo de alimentacdo proveniente do meio de cultura e Cf=

concentracdo final no TRH= 48 horas.
4.4.2 Balango de Nitrogénio

O balango de nitrogénio foi realizado considerando as formas de nitrogénio formadas
durante o processo, a fracdo de nitrogénio destinada a biomassa celular e a fracdo oxidada por
arraste. O balanco foi calculado segundo a Equagéo 10.

[NAT] e = [NAT] s + [N-NOz] s + [N-NOg37] s + [NAT] csnro2n + [NAT] arvaste (10)

Onde: [NAT] E = corresponde a concentracdo de nitrogénio amoniacal total de entrada no reator (mg/L);

[NAT] s, [N-NO2-] s, [N-NO3-] s= correspondem as concentra¢fes de nitrogénio amoniacal total, nitrito e
nitrato, respectivamente, na saida do reator (mg/L);

[NAT] C5H702N= corresponde a concentracdo de nitrogénio amoniacal total que serd destinado a biomassa
(mg/L);

[NAT] arraste= corresponde a concentracdo de nitrogénio amoniacal total que foi oxidado (mg/L), durante o
TRH= 48 horas.

4.4.3 Coeficientes cinéticos
Os coeficientes cinéticos de concentracdo da biomassa autotrofica (X,), taxa de

nitrificacdo (r,) e a taxa de crescimento da biomassa nitrificante () foram calculados segundo
(VAN HAANDEL E MARAIS, 1999).

e A concentracdo da biomassa autotréfica (X,) foi obtida através da Equacdo 11.

. Yn Rs Nc
o (1+bn Rs)Rh

Xn (11)

Onde: Xn= concentracdo de bactérias autotréficas (mg/L);
Yn = coeficiente de rendimento das bactérias nitrificantes (0,20 mgN/L) (VAN HAANDEL E MARAIS, 1999);
Rs= idade do lodo (d);
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Nc= concentracdo de amonia nitrificada (mgN/L);
bn= constante de decaimento (b,= 0,04 (1,03) “*%) (VAN HAANDEL E MARAIS, 1999);
t= temperatura (°C);

Rh-tempo de retencéo (d)
e A taxa de nitrificacdo (rn) foi obtida através da Equacéo 12.

OUR
™m = — (12)
4,57

Onde: r,= taxa de nitrificacdo (mg/L/d);

OUR= taxa de consumo de oxigénio (mgO,/L/h).

e A taxa de crescimento da biomassa nitrificante (u) foi obtida a partir da Equacéo 13.

Ynrn
Xn

1= (19)

Onde: p= taxa de crescimento da biomassa nitrificante (d™),Y, = coeficiente de rendimento das bactérias
nitrificantes (0,10 mgN/L) e Xn= concentracio de bactérias autotréficas (mg/L) (VAN HAANDEL E MARAIS,
1999).

4.4 .4 Testes estatisticos

O teste de correlacdo de Pearson e a obtencdo do modelo estatistico foram realizados
pelo programa STATISTICA 12 (licenciado pela Stat Soft). Os testes estatisticos foram
realizados, a fim de verificar a correlacdo entre a adicdo do ion cloreto com as concentracdes
de nitrogénio amoniacal, nitrato e com a taxa especifica de consumo de oxigénio pela

biomassa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos na avaliagdo do sistema para a
realizacdo da aclimatagdo da biomassa nitrificante, sendo esta a etapa fundamental para a
continuidade dos ensaios. Serdo também apresentados os resultados dos ensaios para a

avaliacdo da atividade da biomassa nitrificante na presenca da crescente adi¢ao de ion cloreto
ao sistema.

5.1 TESTES DE SELEC;AO E CULTIVO DA BIOMASSA NITRIFICANTE
5.1.1 Sistema em batelada

A etapa de selecdo da biomassa nitrificante a partir de uma cultura mista de micro-
organismos foi realizada inicialmente no sistema em batelada, a fim de verificar a dindmica da
aclimatacdo das bactérias nitrificantes. Durante esta etapa preliminar, foi verificada uma baixa
eficiéncia de nitrificacdo, o que pode ser observado a partir dos resultados da conversdo de
nitrogénio amoniacal a nitrato.

A Figura 18 ilustra os resultados obtidos no sistema em batelada. Neste sistema foi
verificada a presenca de altas concentrac@es de nitrogénio amoniacal (142,85 mg/L- 145,87
mg/L), representando a eficiéncia de remocdo de NAT entre 1,48% a 3,52% e baixas

concentragdes de nitrato, variando na faixa de 2,1-5,12 mg/L.
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Figura 18- Concentracdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) e nitrato (N-NOs") do efluente durante o periodo
de aclimatacdo em sistema em batelada. Concentracdo inicial= 152,44 mg N- NAT/L, TRH= 48 h e periodo
experimental=133 dias.
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Os valores de nitrito ndo foram mensurados, conforme descrito anteriormente no item
4.3.

Nestes experimentos o stripping ou arraste da amoénia, resultou em média de 4,37 mg/L
de nitrogénio amoniacal total durante o periodo de 48 horas, ou seja uma batelada, sendo este
valor descontado dos resultados de eficiéncia de remogédo de NAT.

A eficiéncia de nitrificacdo aumentou, mesmo que minimamente durante todo o periodo
de operacdo do sistema em batelada, atingindo seu maximo no 100° dia, onde foi possivel
obter o méaximo na produgdo de nitrato (5,12 mg/L).

A baixa eficiéncia de nitrificacdo neste sistema pode ser explicada de acordo com o0s
estudos de Anthonisen et al. (1976) e Kin et al. (2008), que verificaram que a presenca de
altas concentragbes de amonia no reator tornam-se toxicas as bactérias nitrificantes,
diminuindo a eficiéncia de oxidacdo das formas de nitrogénio. Em sistemas de batelada, como
este, uma grande carga de nitrogénio amoniacal é despejada de uma Unica vez no reator, o que
por sua vez, fazem que as bactérias nitrificantes ndo consigam atingir seu maximo de
eficiéncia, pois ocorre um aumento na concentracdo de NAT. Segundo Anthonisen et al.
(1976), a presenca de amonia seja em seu estado livre ou ionizada, na concentracdo minima
de 0,1-10 mg/L é capaz de inibir as bactérias oxidantes de nitrito, logo, com esta inibi¢cdo ndo

ocorrera a formacao de nitrato e a nitrificacdo torna-se ineficiente.

5.1.2 Biorreator em sistema continuo

Ap0ds a tentativa de aclimatacdo realizada em sistema em batelada, a biomassa restante
deste sistema foi transferida para um biorreator em sistema continuo, onde se juntou a uma
nova biomassa mista. O biorreator continuo foi operado, como forma de avaliar se a eficiéncia
da nitrificacdo aumentaria, ja que neste, ndo ocorrem aumentos nas concentracdes de NAT no
reator, pois 0 meio se renova aos poucos, evitando a geracdo de toxicidade a biomassa
nitrificante. Segundo Bolmann, French e Laanbrock, (2011), o sistema continuo é o mais
indicado para a realizacdo de tratamentos bioldgicos, como no caso da nitrificacdo, pois sua
semelhanca com as condi¢des naturais favorecem a aclimatacdo dos micro-organismos,
contrastando com o sistema em batelada.

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos durante a etapa da aclimatacdo da nova
biomassa em sistema continuo, durante o periodo de 45 dias de operagdo. Neste sistema, 0s
resultados obtidos de nitrogénio amoniacal total do efluente variaram entre 95,12 mg/L a

123,54 mg/L e a concentracdo de nitrato variou entre 5,47 mg/L-33,87 mg/L.
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Figura 19- Concentracdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) e nitrato (N-NO5") do efluente durante o periodo
de aclimatacdo em biorreator continuo. Concentracdo inicial= 152,44 mg NAT/L, TRH =48 h e periodo
experimental= 45 dias.

Nesta conformacdo de reator foi possivel observar que a concentracdo de nitrogénio
amoniacal total diminuiu continuamente para a formacao de nitrato, que aumentou durante
todo o periodo. A perda de amdnia por arraste neste experimento foi, em média, 23,1 mg/L de
nitrogénio amoniacal total, durante o periodo de retencdo de 48 horas, sendo este valor
descontado dos resultados.

A eficiéncia da oxidacdo de nitrogénio amoniacal total foi calculada e resultou na
variacao de 4,48% a 26,45%, durante o periodo de aclimatacdo. O que representa que o valor
maximo de eficiéncia da oxidacdo de NAT neste sistema, se comparado ao sistema anterior
operado em batelada foi 7,5 vezes maior, durante o periodo de tempo de aproximadamente 3
vezes menor. Confirmando, como citado anteriormente por Bolmann, French e Laanbrock
(2011), que o sistema continuo favoreceu a eficiéncia da nitrificacdo. Logo, este sistema foi
escolhido para a continuacdo dos ensaios, pois em menor periodo de tempo, este conseguiu

obter os maiores valores de conversao de nitrogénio amoniacal a nitrato.

5.2 TESTES COM A ADICAO DE CLORETO AO SISTEMA PARA A AVALIACAO DA
NITRIFICACAO

A adicdo de cloreto ao sistema ocorreu conforme descrito na Tabela 6. Para cada regime
salino, as concentragdes de nitrogénio amoniacal e nitrato foram monitoradas, a fim de avaliar

a oxidacdo de nitrogénio amoniacal a nitrato, ou seja, a atividade da biomassa nitrificante.



67

A Figura 20 ilustra os resultados da concentracdo de nitrogénio amoniacal total do
afluente e efluente no biorreator, durante os regimes salinos. A concentragdo de nitrogénio

amoniacal total do efluente variou entre 41,25 mg/L a 117,06 mg/L.
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Figura 20- Concentracdo de NAT do efluente em cada regime salino, operando em sistema continuo.
Concentracdo inicial= 152,44 mg NAT/L, TRH= 48 h, periodo experimental= 277 dias.

Legenda: A= Afluente e E= efluente. Regimes (mg CI7/L):1°=100, 2°= 250, 3°=500, 4°= 1.000, 5°= 2.000, 6°=
4.000, 7°=8.000, 8°=10.000, 9° = 15.000 e 10°= 8.000.

Os valores de eficiéncia de remocdo de nitrogénio amoniacal total foram calculados
conforme o (item 4.4.1). A eficiéncia de remocdo de NAT na presenca de ion cloreto variou
entre 9,49% a 68,11%.

Em estudos de Rosa e colaboradores (1998), a eficiéncia de remocdo de nitrogénio
amoniacal foi investigada na presenca de alta concentracdo salina, utilizando biomassa fixa
em um biofiltro aerado submerso. A eficiéncia da oxidacdo de NAT com concentracéo inicial
de 66 mg CI/L e com o periodo de retencdo de 15 horas foi de 94% em 16 dias de operacéo.
E com a adicdo salina de 30.000 mg CI/L foi verificado que a eficiéncia reduziu,
representando 48%, para 0 mesmo periodo de operacdo. Este valor de eficiéncia diante de
uma elevada concentragdo salina s6 foi possivel devido a formacdo do biofilme, que permitiu
a aderéncia e favoreceu o crescimento das bactérias nitrificantes, ou seja, aumentando a

eficiéncia da nitrificacdo. Pois, em um sistema de biomassa suspensa como utilizado neste
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experimento, no regime de 15.000 mg CI/L, a eficiéncia de oxidacdo de amobnia representou a
metade do que foi obtido por Rosa e colaboradores (1998), com a adigéo de 30.000 mg CI7/L.

A Figura 21 ilustra os resultados de saida do biorreator da concentracdo de nitrato. A
concentracdo de nitrato de saida variou entre 7,22 mg/L a 84,31 mg/L, durante o periodo de
operacional de 277 dias.
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Figura 21- Concentracdo de saida de N-NO; para cada regime salino operando em sistema continuo.
Concentracdo inicial= 152,44 mg NH,*/L, TRH= 48 h, periodo experimental= 277 dias.

Legenda: Regimes (mg CI/L):1°=100, 2°= 250, 3°=500, 4°= 1.000, 5°= 2.000, 6°= 4.000, 7°= 8.000, 8°=
10.000, 9° = 15.000 e 10°= 8.000.

Durante o 1° ao 4° regime compreendendo a faixa de (100 mg CI/L a 1.000 mg CI/L),
foi possivel observar que a adicdo de cloreto ao sistema favoreceu a oxidacdo de nitrogénio
amoniacal, e consequentemente na formacdo de maiores concentracGes de nitrato. Ou seja,
durante estes regimes salinos ocorreu um estimulo nas atividades das bactérias oxidantes de
amonia e das bactérias oxidantes de nitrito, podendo ser observado nas altas concentracdes de
nitrato formado durante este periodo. No 4° regime salino (1.000 mg CI7/L) foram
encontradas as maiores concentracdes de nitrato, de todos os regimes estudados. A média de
nitrato neste regime foi de 45,76 mg/L, sendo que a maior concentracdo de 84,31 N-NOs’

mg/L, foi obtida com 87 dias de operagéo.
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Quando a adicdo de cloreto alcangou 0 5° regime salino, a concentracdo de nitrogénio
amoniacal no efluente tratado aumentou significantemente até o final dos dias de operacéo,
logo, proporcionalmente a concentragdo de nitrato diminuiu. Ou seja, a concentragdo salina a
partir de 2.000 mg/L a 15.000 mg/L, apresentou-se toxica a ambos 0s grupos bacterianos de
oxidantes de amdnia e de nitrito, podendo ser observado nas baixas concentragdes de nitrato.

O 10° regime foi adicionado ao experimento, como forma de avaliar se a biomassa ap6s
uma concentracdo salina de 15.000 mg/L, conseguiria retornar a sua atividade nitrificante
como era anteriormente e atingir os mesmos niveis de formacdo de nitrato. Foi observado que
a reducdo da concentracdo de cloreto adicionado ao reator no 10° regime, favoreceu na
oxidacdo de NAT, reduzindo a concentracdo do mesmo no efluente tratado. E mesmo apos a
biomassa ter passado por uma baixa atividade metabodlica resultante da toxicidade a altas
concentracdes de cloreto, esta mesma concentracdo de 8.000 mg CI/L, aproximou-se dos
valores na formacdo de nitrato, de quando testada anteriormente. A concentracdo de nitrato
obtida para esta mesma concentragdo de cloreto obtida no 7° regime (em 158 dias de
operacgdo) foi de 27,23 mg/L e no 10° regime (em 263 dias de operacéo) foi de 18,97 mg/L,
ou seja, a producdo de nitrato neste ultimo regime salino alcancou cerca de 70% do valor
obtido no 7° regime.

O balanco de massa foi realizado durante todo o periodo experimental e foi verificado
que a concentragdo de nitrogénio amoniacal oxidado é muito proximo ao somatdrio da
concentracdo de N-NOj3 formado mais a concentracdo de nitrogénio destinado a biomassa.
Supondo que a concentracdo de nitrito tenha apresentado pequenas concentragdes durante 0s
regimes que variaram entre 0-2 mg/L.

O estimulo verificado do 1° ao 4° regime (250 mg CI'/L a 1.000 mg CI/L) pode ser
explicado, segundo Mc Carty (1964), que descreve que baixas concentracfes salinas podem
estimular o metabolismo celular, até alcancar um ponto maximo de atividade celular. O que
poderia ser visto, como o prosseguimento da aclimatacdo da biomassa a presenca do sal. E
gue com o aumento da concentracdo salina, apds este estagio de estimulo, como verificado a
partir do 5° regime (2.000 mg CI/L) a taxa metabdlica decresceu, pois as concentracdes
passaram a apresentar-se toxicas a biomassa.

A Figura 22 ilustra de forma detalhada a condicdo de estimulo e de toxicidade

verificada em valores de eficiéncia de nitrificagdo.
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Figura 22- Eficiéncia da oxidacdo de nitrogénio amoniacal durante o periodo de operacdo dos regimes salinos.
Concentragdo inicial= 152,44 mg NAT/L, TRH= 48 h, periodo experimental= 277 dias.

Legenda: Regimes (mg CI/L) 1°= 100, 2°=250, 3°= 500, 4°= 1.000, 5°= 2.000, 6°= 4.000, 7°= 8.000, 8°=
10.000, 9° = 15.000 e 10°= 8.000.

A partir dos dados obtidos foi verificado que a eficiéncia de nitrificacdo variou na faixa
de 5,58 % a 65,18 %, sendo que o seu maior valor foi obtido com 87 dias de operacao,
durante o 4° regime salino. A eficiéncia de nitrificacdo do 1° ao 4° regime salino aumentou
em 35,15%. E com o aumento da concentracdo salina, menores niveis de eficiéncia foram
obtidos, sendo o menor obtido em 227 dias de operacdo, durante o 9° regime salino (15.000
mg CI'/L).

Este estimulo do aumento da eficiéncia de nitrificacdo, verificado até o 4° regime
salino, confirma o que foi relatado por Gonzélez e colaboradores (2004). Que em seu estudo
operando em sistema continuo, verificaram que o aumento da concentracdo de cloreto de 0
mg/L para 3.000 mg/L, favoreceu o aumento da eficiéncia de nitrificacdo em 30%, e apds este
estagio, o aumento da concentracdo salina para 6.000 mg CI/L provocou o decréscimo na
atividade bioldgica da bactérias oxidantes de amdnia. Verificando que o descrescimo ocorreu
acentuadamente com o0 aumento da concentracdo salina, até a sua completa inibicdo obtida na
concentracdo de 18.000 mg CI7/L.

Entretanto, ndo h&d como definir uma concentracdo de ion cloreto ideal que seja capaz de
estimular a biomassa de uma maneira geral. Pois, segundo Moussa et al. (2006), a
comparacdo de resultados sobre a nitrificagdo biolégica de efluentes salinos é uma tarefa

dificil, pois, cada estudo utiliza diferentes configuragdes de reatores e de variaveis, como:
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temperatura, pH, adicdo de sal de forma gradual ou pulsada, uso de culturas de nitrificantes
puras ou mistas, entre outras.

A fim de verificar a existéncia de uma correlacéo estatistica entre a adicao de cloreto e
0s resultados obtidos de nitrogénio amoniacal e nitrato foi realizado o teste de correlacdo de
Pearson (conforme o item 4.4.4), ilustrado na Tabela 8.

Tabela 8- Resultados da Correlacdo de Pearson entre a adicdo salina e valores de NAT e NOj. Intervalo de
Confianca de 95% (p valor= 0,05%).

NAT NO3

conemraiodt o |1 Comne | comscto | MEE | corg

ST oxidado (mg/L) de Pearson do efluente (mg/l_s) de Pearson
100 -250 60,36 +1 34,63 +1
250-500 82,16 +1 64,61 +1
500-1.000 108,48 +1 82,59 +1
1.000-2.000 91,81 -1 65,65 -1
2.000-4.000 80,05 -1 53,57 -1
4.000- 8.000 57,98 -1 30,46 -1
8.000-10.000 44,42 -1 16,55 -1
10.000-15.000 40,65 -1 12,5 -1
15.000-8.000 45,24 -1 17,37 -1

A partir dos resultados obtidos com o teste de correlagdo de Pearson, pode-se afirmar
que a adicdo de ion cloreto até a concentracdo de 1.000 mg/L favoreceu a oxidacdo da amdnia
e a producdo de nitrato, visto que para ambas, a correlacdo foi positiva. No entanto, quando a
concentracdo no reator passou a ser 2.000 mg CI/L e até a concentracdo de 15.000 mg CI7/L,
a correlacdo apresentou-se negativa, ou seja, quanto maior for a concentracdo salina a partir
do 5° regime (2.000 mg CI'/L), menor serdo as concentra¢es de amonia oxidada e de nitrito,
logo, menor sera a eficiéncia de nitrificacdo no sistema.

A correlacdo negativa no 10° regime é explicada, devido a concentragdo salina ter
reduzido para 8.000 mg CI'/L, refletindo no aumento dos valores de oxidagdo de NAT e NOj3
, ou seja, afirmando que a reducdo da concentracdo de ion cloreto no reator, favoreceu a

nitrificacéo.
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O periodo de adaptacdo da biomassa inicialmente foi realizado em torno de 14 dias de
operagdo, do 1° ao 4° regime salino. Este periodo de tempo foi adotado segundo a
metodologia proposta por Moussa et al. (2006), sendo considerado o periodo de tempo ideal,
para a realizacdo da mudanca da concentracdo salina. No entanto, como a concentragao salina
apresentou-se em menores concentracdes durante os regimes 1° ao 4°, acredita-se que pode
ter ocorrido durante este periodo, a continuacdo da aclimatacdo da biomassa nitrificante.

No entanto, a partir do 5° regime, o periodo pré-estabelecido de operacdo de cada
regime foi aumentado, pois com o0 aumento das concentracdes de ion cloreto no biorreator foi
verificado que o periodo estabelecido anteriormente de 14 dias era minimo para avaliagdo da
atividade nitrificante, pois a mesma necessitaria um periodo maior para que os valores de
nitrificacdo fossem constantes a tal condigéo salina. Esta situacdo confirma o que foi relatado
por Ye et al. (2009), que quanto maior for a concentracdo salina, maior sera o periodo de
tempo para a recuperacao da biomassa e o retorno da sua atividade metabolica.

Segundo Dincer e Kargi (1996), a determinacdo do periodo de adaptacdo da biomassa é
uma das grandes dificuldades encontradas no sistema de tratamento bioldgico de efluentes
salinos. A alta sensibilidade da biomassa as rapidas mudancas de carga idnica refletem
diretamente na cinética de degradacgéo de nutrientes (DINCER; KARGI, 1996).

O balanco de massa do material nitrogenado foi realizado como descrito no (item 4.4.2).
Segundo Sant’anna Junior (2010), estima-se que 2% do nitrogénio amoniacal do afluente sdo
convertidos em constituinte celular, ou seja, em biomassa nitrificante. Neste caso, esta fracéo
consistiu de 3,05 mg N/L (2%), considerando a concentracdo de nitrito desprezivel no

sistema.

5.3 AVALIACAO DA BIOMASSA

5.3.1 Concentracao de sélidos

O monitoramento do volume da biomassa foi realizado durante todos os regimes
salinos. O volume inicial de biomassa na concentracdo de 100 mg/L de cloreto (fornecido
pelo meio de cultura) foi em média de 1.300 mg/L de SST e de 760 mg/L de SSV. Sendo, que
quando ocorreu o aumento da concentracdo salina, atingindo o maximo da concentracéo
testada (15.000 mg/L), obteve-se a menor concentragdo de solidos, variando em média de 360
mg/L de SST e de 120 mg/L de SSV, ou seja, 0 volume de SST reduziu em 72,31% e o

volume de SSV reduziu em 84,21% da condigé&o inicial.
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Na Figura 23 pode-se observar a variacdo media da concentracdo de sélidos durante
cada regime salino testado.
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Figura 23- Concentracdo de solidos presentes durante o periodo experimental.

Com o auxilio da Figura 23, pode-se observar que o volume de SSV se manteve em
concentragcdes proximas a concentracdo inicial até o 4° regime salino e quando a adicdo de
2.000 mg CI/L foi realizada no 5° regime, houve uma queda progressiva do volume de
solidos até a concentracdo de 15.000 mg CI/L. No entanto, quando foi testado o 10° regime
com a reducdo para 8.000 mg CI/L foi verificado que a concentracdo de solidos teve uma
pequena elevacdo em sua concentragdo, que representou cerca de 33% de aumento na

concentracdo de SSV em relacdo ao 9° regime salino.
5.3.1 Microscopia ética da biomassa

A microscopia da biomassa foi realizada durante todo o periodo experimental, como
forma de analisar os flocos bacterianos, a variedade e a abundancia dos micro-organismos
diante da toxicidade produzida pelo cloreto. Segundo Jenkins, Richard e Daigger (1993), a
microscopia constitui uma ferramenta indispensavel no monitoramento das caracteristicas da
biomassa do lodo ativado, a fim de evitar problemas operacionais, como o bulking
filamentoso.
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A Tabela 9 apresenta os resultados das observagdes realizadas durante o periodo
experimental, baseando-se na ficha de avaliagdo microbioldgica para lodos ativados,
desenvolvida por Jenkins, Richard e Daigger (1993), que utiliza valores numéricos para
representar a abundancia dos micro-organismos (descrito detalhadamente no item 4.6).

Tabela 9- Resultados das microscopias realizadas durante os regimes salinos

Abundancia

. . Concentracéo (mg CL/L)
Micro-organismos

100 | 250 | 500 | 1.000 | 2.000 | 4.000 | 8.000 | 10.000 | 15.000 | 8.000

Bactérias Livres 2 12 2] 2 1 1 1 1 1 1
Bacterias 1 1] 1| 1 1 1 1 1 1 1
Filamentosas
Protozoarios 3 2 2 2 2 1 1 1 1 1
Ameboides
Protozoarios 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1
Ciliados Livres
Protozoarios 3 3 3 3 3 1 1 1 1 2
Ciliados Fixos
Fungos 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metazoarios oo 1] 1 0 0 0 0 0 0
Algas 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda: (0) ausente, (1) poucos, (2) comuns, (3) muito comuns, (4) abundantes, (5) excessivos.

Em relacdo as bactérias presentes no sistema foi verificado que as bactérias livres foram
comuns da concentracdo salina de 100 mg/L até 1.000 mg/L, apds esta concentracdo foi
observado que poucos destes organismos foram encontrados no sistema. Ja, as bactérias
filamentosas estavam presentes durante todos os regimes salinos. Segundo Motta et al. (2001),
existe a necessidade do equilibrio entre as bactérias formadoras de flocos e as filamentosas,
pois a presenca de poucos filamentos, pode levar a baixa resisténcia do lodo e a quebra dos
flocos bioldgicos. A Figura 24 ilustra o aspecto do lodo biolégico na concentracéo salina de

1.000 mg CI'/L, sendo o periodo mais favoravel a atividade bioldgica no presente estudo.
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Figura 24- Microscopia do lodo ativado na concentragéo salina de 1.000 mg/L (aumento de 100x).

O aspecto do lodo ativado na concentracdo de 1.000 mg CI/L apresentou-se de maneira
ideal, de acordo com Jenkins, Richard e Daigger (1993). Apresentando flocos densos,
equilibrio entre as bactérias formadoras de flocos e as bactérias filamentosas e nao verificado
0 excesso de filamentos, que poderia levar ao fenbmeno de intumescimento do lodo.
Entretanto, com o aumento da concentracdo salina apdés a 1.000 mg CI/L, os flocos
microbianos apresentaram maior desagregacdo, ou seja, os flocos foram visualizados
apresentando menores diametros. Este efeito esta relacionado intimamente com o aumento da
concentracdo salina no reator, sendo ja observado em estudos de Deorsola (2006).

Os protozoarios de maneira geral foi 0 grupo de micro-organismos mais encontrados na
biomassa de lodo ativado estudada. Os protozoarios ameboides foram muito comuns
encontrados na concentracdo de 100 mg CI/L, apds esta concentracdo estes organismos
reduziram sua populacdo até o final dos regimes. Confirmando, o observado em estudo de
Figueiredo e Domingues (1997), que a abundancia de amebas refere-se a um lodo jovem,
como caracteristica de inicio de operacao.

A reducgdo dos micro-organismos com 0 aumento da concentracdo salina, também
ocorreu com os protozoarios ciliados livres e fixos. Entretanto, foi observado que quando a
concentracdo salina foi retornada de 8.000 mg CI/L, o nimero de ciliados fixos aumentou,
sendo o Unico grupo de micro-organismo que apresentou aumento, com retorno da

concentragéo salina.
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Em estudo Salvadé e colaboradores (2001), verificaram o efeito da adi¢do de cloreto nas
comunidades de protozoarios do lodo ativado. Operando em regime em batelada, o sal foi
testado em concentragdes de 1.820, 3.000, 6.000, 12.000 e 24.000 mg CI/L. Os resultados
demostraram que 0s protozoarios suportaram a concentra¢do de 3.000 mg CI/L sem reduzir
sua populacdo, no entanto, o decréscimo foi observado em 6.000 mg CI/L, sendo um
acentuado decréscimo em 12.000 mg CI/L, até o seu desaparecimento observado em 24.000
mg CI'/L.

Comparando os resultados obtidos no experimento com os de Salvado et al. (2001), até
a concentracdo de 2.000 mg CI'/L n&o ocorreu reducdo da populacédo, sendo esta iniciada em
4.000 mg CI'/L, a sua acentuada reducdo foi observada até o ultimo regime estudado, ou seja,
15.000 mg CI/L. Logo, conclui-se que os protozoarios de maneira geral sao resistentes a uma
ampla concentracdo salina, estando presentes até em 15.000 mg CI/L. A Figura 25 e a Figura
26 ilustram as imagens capturadas por microscopia dos protozoarios encontrados no sistema.

Figura 25- Protozoarios encontrados durante os regimes salinos. (a) Vorticella sp.(aumento 200x)- presente do 1°
ao 8° regime salino, (b) Euglypha sp.(aumento 200x)- presente do 1° ao 4° regime salino, (c) Centropyxis
sp.(aumento 400x)- presente do 1° ao 4° regime salino, (d) Euplotes sp. (aumento 200x)- presente somente no 4°
regime salino
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Figura 26- Protozoario do género Thuricola. (aumento 200x)- presente em todos os regimes salinos estudados.

Os fungos apresentaram-se ausentes durante quase todos os regimes salinos estudados,
somente na concentracdo de 100 mg CI'/L, ou seja no periodo de aclimatacédo, foi observado
poucos individuos. Confirmando, o que foi observado por More e colaboradores (2010), que
os fungos sdo encontrados em sistemas biologicos de tratamento, entretanto, sua presenca
sempre € em menor nimero comparado aos outros grupos de organismos encontrados no lodo
ativado.

Os metazoarios foram encontrados durante o experimento, somente poucos individuos
foram visualizados nas concentracdes de 500 mg CI/L e de 1000 mg CI/L. A partir da
concentracdo salina de 2.000 mg CI/L, os mesmos apresentaram-se ausentes. Confirmando
que foi relatado, segundo Jenkins, Richard e Daigger (1993), que 0s metazoarios sdo 0S
primeiros impactados com a presenca de substancia tdxicas no processo de lodo ativado, além
de estarem associados a alta idade do lodo.

Na Figura 27 pode-se visualizar o metazoario encontrado no sistema na concentracdo de

1.000 mg CI'/L, com idade do lodo variando na faixa de 73 a 87 dias de operacao.
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Figura 27- Espécie de Rotifero (aumento 200x), regime 1.000 mg CI'/L.

A presenca de rotifero em sistema de nitrificacdo com idade do lodo avancada também
foi verificada em estudos de Cybis e Horan (1997) que realizou o processo de nitrificacdo em
sistema em batelada, verificando a presenca de rotiferos, somente quando alcancou 80 dias de
operagéo.

A presenca de algas no lodo ativado apresentou-se pouca durante 0s regimes iniciais e
rapidamente tornou-se ausente no sistema. Confirmando que segundo Jenkins, Richard e
Daigger (1993), a presenca de algas é considerada rara em sistemas de lodos ativados, pois
seu crescimento € limitado, devido a deficiéncia de luz solar no reator. A Figura 28 ilustra a
microscopia do género de alga encontrada no lodo ativado.

Figura 28- Alga Spirulina sp. (aumento 100x)- Regime 250 mg CI/L.
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As algas do género Spirulina sp. foram comumente encontradas no periodo de
aclimatacéo, o que acredita-se que o lodo obtido da estacdo de tratamento teria contato com a
luz solar. Durante o longo periodo experimental na auséncia de luz solar, as algas

permaneceram no sistema até 70 dias de operacdo do biorreator.

5.4 TESTES DE RESPIROMETRIA PARA A VERIFICACAO DA TOXICIDADE DO iON
CLORETO

Os testes de respirometria foram conduzidos em cada regime salino, com o objetivo de
avaliar a atividade bioldgica dos micro-organismos oxidantes de aménia e nitrito, em relacéo
a adicdo de toxico, neste caso, o ion cloreto. Segundo Ricco e colaboradores (2004), a
presenca de compostos toxicos em efluentes é capaz de gerar impactos negativos sobre a
biomassa, como a reducdo do metabolismo microbiano em oxidar nutrientes.

Os testes de toxicidade sdo importantes aliados para a avaliacdo do desempenho do
sistema de tratamento. O teste de respirometria destaca-se entre outros testes de toxicidade,
devido a sua simplicidade e rapidez de seus resultados (RICCO et al., 2004).

A taxa de consumo de oxigénio (OUR) e a taxa de consumo especifico de oxigénio
(SOUR) foram medidas para todos os regimes salinos. Os resultados dos testes

respirométricos podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10- Valores da taxa de consumo de oxigénio (OUR) e de consumo especifico de oxigénio (SOUR), para
cada concentragdo salina testada.

Regime salino SSV média OUR média SOUR média
(mg.L™) (mg O..L % d%) | (mg O,. d*.mg SSV?)
1°(100 mg CI'/L) 760 416,02 0,55
2° (250 mg CI'L) 750 611,76 0,81
3° (500 mg CI'L) 730 777,06 1,06
4° (1.000 mg CI'/L) 750 1.265,14 1,68
5°(2.000 mg CI'/L) 620 834,43 1,34
6° (4.000 mg CI/L) 490 563,47 1,15
7°(8.000 mg CI'/L) 270 223,82 0,83
8°(10.000 mg CI'/L) 180 108,86 0,60
9° (15.000 mg CI'/L) 120 54,29 0,45
10° (8.000 mg CI'/L) 160 96,06 0,61




80

Os resultados obtidos da taxa de consumo de oxigénio podem ser comparados aos
resultados alcancados por Moussa e colaboradores (2003), devido a utilizagdo da mesma
metodologia para a aclimatacdo da biomassa e a operacdo do reator apresentando 0S mesmos
valores de temperatura de 30°C e de pH 7,5, entretanto, operando em sistema em batelada. A
eficiéncia da atividade de respiracdo da biomassa nitrificante, foi calculada baseada na
comparacdo de valores de OUR sem a adi¢cdo de ion cloreto e com a adicdo de ion cloreto, nas
concentracdes de 10.000 e 15.000 mg CI/L. Os valores de eficiéncia obtido por Moussa e
colaboradores (2003) foram de 60% para a concentracdo de 10.000 mg CI/L e 50% para a
concentragdo de 15.000 mg CI/L. Estes valores de eficiéncia apresentaram-se superiores
quando comparamos com os valores obtidos neste experimento com as mesmas concentragoes
salinas. Para a concentracdo de 10.000 mg CI'/L a eficiéncia foi de 26,17% e para 15.000 mg
CI/L foi de 13,05%. O que pode ser explicado, verificando o periodo de aclimatacdo da
biomassa utilizado por Moussa et al. (2003), que foi realizado no periodo de 4 anos.
Confirmando, novamente que um longo periodo de aclimatagdo dos organismos nitrificantes,
sem a presenca de toxicos é fundamental para alcancar altos valores de eficiéncia.

Com a obtencdo da taxa de consumo de oxigénio (OUR) para cada regime salino foi

possivel a obtencao de alguns parametros cinéticos, que sao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11- Valores de concentragdo de biomassa nitrificante (X,), taxa de nitrificacdo (r,) e taxa de crescimento
méaximo das nitrificante () para cada regime salino testado.

Regime salino Xn(mg Xo/L) | rn(mg/L/d) H (d)

1° (100 mg CI/L) 25,38 91,03 0,36
2° (250 mg CI'/L) 45,56 133,86 0,29
3° (500 mg CI7/L) 50,66 170,05 0,34
4° (1.000 mg CI'/L) 64,66 276.86 0,43
5° (2.000 mg CI'/L) 50,08 181,71 0,36
6° (4.000 mg CI/L) 43,37 123,31 0,28
7° (8.000 mg CI/L) 18,52 48,98 0,26
8°(10.000 mg CI'/L) 15,49 2382 0,15
9° (15.000 mg CI'/L) 8,13 11,85 0,15
10° (8.000 mg CI/L) 15,19 21,05 0,14
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Na Tabela 11 pode-se analisar que a concentracdo de biomassa nitrificante (Xp)
aumentou até o regime de 1.000 mg CI/L, entretanto foi evidenciado que o aumento da
concentracdo salina apds esta concentragdo resultou na reducdo da biomassa. Foi verificado
que a concentracdo de nitrificantes aumentou, com o decréscimo da concentracdo salina de
15.000 mg CI/L para 8.000 mg CI/L, atingindo um valor proximo ao anterior para esta
concentracdo. Acredita-se, que o valor de concentragdo de biomassa de 18,52 mg/X,/L que foi
obtido no 7° regime, seria facilmente atingindo com o aumento do periodo de adaptacdo da
biomassa no 10° regime.

A maior taxa de nitrificacdo (r,) foi de 276,86 mg/L/d, obtida no 4° regime salino. As
taxas de crescimento () das bactérias nitrificantes variaram na faixa de (0,14-0,43 d*), sendo
que as menores taxas foram obtidas com as maiores concentracfes salinas testadas. Segundo
Sant’anna Junior (2010), as taxas de crescimento da biomassa nitrificantes variam em média
de 0,33-0,65 d™. A partir deste valor pode-se dizer que a biomassa teve um crescimento
dentro da faixa esperada até o 8° regime salino, ap0s este regime com o aumento da
concentracdo salina foi evidente a toxicidade sobre a biomassa nitrificante.

Os valores obtidos para a taxa de consumo especifico de oxigénio (SOUR) foram

plotados em um gréfico, representado na Figura 29
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Figura 29- Taxa de consumo especifico de oxigénio (SOUR) durante os regimes salinos.

Legenda: Regimes (mg CI/L) 1° =100, 2°= 250, 3°=500, 4°= 1.000, 5°= 2.000, 6°= 4.000, 7°= 8.000, 8°=
10.000, 9° = 15.000 e 10°= 8.000.
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Na Figura 29 pode-se visualizar que a concentracao salina de 1.000 mg CI/L, favoreceu
a atividade celular da biomassa, que é verificada pelo aumento da taxa especifica de consumo
de oxigénio Este dado confirma os resultados apresentados anteriormente para a mesma
concentracdo de cloreto, onde se obteve os maiores niveis de oxidacdo de amonia e formacédo
de nitrato. O decréscimo da atividade de respiracdo da biomassa foi verificado a partir do 5°
regime, quando a concentragdo alcancou 2.000 mg CI/L e continuou reduzindo com o
acréscimo da concentragdo de ion cloreto ao sistema.

Em estudos Costa e colaboradores (2003), analisaram um efluente proveniente de uma
industria quimica, com concentracdo de ion cloreto que variava entre 12.000-23.000 mg/L. O
sistema foi operado em reator continuo, com o tempo de retencdo hidraulica de 20 horas, em
uma temperatura de 35° C. O valor de SOUR médio obtido em uma biomassa mista foi de
0,14 mg O,. d*.mg SSV*. Comparando os valores de SOUR obtido por Costa et al (2003),
com os valores de SOUR obtidos neste experimento, pode-se afirmar que a taxa de consumo
especifico de oxigénio da biomassa nitrificante (0,45 mg O,. d*.mg SSV™) foi superior a
biomassa mista, quando a concentracao salina foi de 15.000 mg CI7/L.

A fim de verificar uma relacao estatistica entre a adigdo de cloreto e a taxa de consumo
especifico de oxigénio da biomassa nitrificante, foi realizada a analise de correlacdo de
Pearson para estas variaveis. A Tabela 12 ilustra os valores de correlacdo de Pearson entre 0s

valores de cloreto e os valores de SOUR.

Tabela 12- Resultados da Correlagdo de Pearson entre a adicdo salina e valores de SOUR. Intervalo de
Confianca de 95% (p valor= 0,05%).

Concentrac_é%/dl_e) ion cloreto - OZ.qu%% N Correlacio de Pearson

100-250 0,68 +1

250-500 0,93 +1
500-1.000 1,37 +1
1.000-2.000 1,51 -1
2.000-4.000 1,24 -1
4.000-8.000 0,99 -1
8.000-10.000 0,72 -1
10.000-15.000 0,52 -1
15.000-8.000 0,53 -1
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A partir dos resultados obtidos com o teste de correlagdo de Pearson, pode-se confirmar
que a adicdo de ion cloreto no biorreator foi favoravel até a concentragdo de 1.000 mg/L.
Quando o valor de Pearson se apresenta positivo, demonstra que a correlacdo foi positiva, ou
seja, 0 aumento na concentracdo de cloreto favoreceu o aumento da atividade celular,
observado através dos resultados de respirometria. No entanto, quando a adicdo de cloreto
ultrapassa a concentragdo de 1.000 mg/L, a correlacdo apresentou-se negativa, ou seja,
conforme ocorreu 0 aumento da concentracdo salina no reator, a atividade celular reduziu e a
biomassa nitrificante apresentou dificuldades em sua respiracdo. Quando a concentragdo de
fon cloreto foi reduzida de 15.000 mg/L para 8.000 mg/L no 9° regime, a correlacdo de
Pearson apresentou-se negativa, pois a reducdo da concentracdo de cloreto favoreceu a
atividade celular, ou seja, representando que com a reducdo de cloreto niveis maiores de

atividade celular podem ser retomados.

5.4.1 Aplicacdo de modelo estatistico para a determinacdo da inibicéo total da atividade

celular utilizando dados de respirometria

Na Figura 30 pode-se visualizar a distribuicdo dos valores de SOUR durante os regimes
salinos na faixa de 1.000 a 15.000 mg/L . Os valores de SOUR apresentaram-se lineares, 0
que justifica o valor de r proximo a 1.

Scatterplot: Cloreto vs. SOUR

SOUR  =1,5695 - ,8E-5 * Cloreto
Correlation: r = -,9562

1,8
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Figura 30- Resultados da Taxa de consumo especifico de oxigénio (SOUR) em relagdo a concentragdo de ion
cloreto presente no biorreator.
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A equacdo da reta foi realizada com os valores de SOUR resultando em:
SOUR=1,5695 - 8. 1075 . [concentragdo de cloreto (mg/L)]

A partir da equacdo da reta calculada para os valores de SOUR foi possivel verificar
quanto seria a concentragdo de cloreto necesséaria para que ocorresse a inibicdo total da
respiracdo da biomassa, ou seja, a taxa de consumo especifica de oxigénio fosse 0. O valor da
concentracédo obtido pela equacao foi de, aproximadamente, 19.620 mg CI'/L.

Diante dos resultados obtidos, verificou-se que a salinidade dependendo de sua
concentragdo, poderd funcionar como um fator de estimulo ou de toxicidade a biomassa
nitrificante do lodo ativado. Em concentracfes estudadas acima de 1.000 mg CI/L foi
possivel verificar a toxicidade do ion cloreto, quando observa-se a reducdo da taxa de
consumo de oxigénio pela biomassa, acarretando em baixos niveis de remogéo de nitrogénio

amoniacal e na formacao de nitrato.
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6. CONCLUSAO

Em relacdo a etapa de aclimatacdo da biomassa nitrificante, o sistema operado em
biorreator continuo apresentou maiores valores de eficiéncia de remogdo de nitrogénio
amoniacal total e na formacdo de nitrato em um menor periodo de tempo, se comparado ao
sistema em batelada.

A adicdo de ion cloreto até a concentracdo de 1.000 mg/L no sistema, ndo apresentou
toxicidade a biomassa nitrificante, no entanto, o estimulo da atividade celular verificado até
esta concentracdo, pode esta relacionado com a continuagdo do periodo de aclimatacdo da
biomassa ao sistema.

A maxima eficiéncia de nitrificacdo em sistema continuo foi de 65,18%, sendo
verificada em aproximadamente 90 dias de experimento, no biorreator operando com 1.000
mg CI/L. Com o aumento gradual da concentracéo de cloreto apds a concentracdo de 1.000
mg/L, os valores de eficiéncia reduziram, sendo que o menor valor de eficiéncia de
nitrificacdo foi 5,58%, obtido no 9° regime salino, quando a concentracdo de ion cloreto
encontrava-se em 15.000 mg/L.

Na avaliacdo da biomassa foi verificado que a concentragdo de solidos suspensos
volateis apresentou valores bem proximos, até a concentracdo de 1.000 mg CI/L. E com o
aumento da concentracdo salina, foi verificado uma queda nos valores de SSV. Em relagédo a
concentracdo da biomassa nitrificante, expressa por valores de (Xp), foi verificado o aumento
de sua concentracao até o 4° regime salino, onde se obteve a maior taxa de crescimento da
biomassa () de 0,43 d™*. E a partir do 5° regime salino a sua concentracéo foi reduzida até a
maior concentracdo salina testada.

O aspecto do lodo ativado até a concentracdo de 1.000 mg CI/L apresentou-se de
maneira ideal. Apresentando flocos densos, o equilibrio entre as bactérias formadoras de
flocos e as bactérias filamentosas e ndo foi verificado o excesso de filamentos. Entretanto,
com o aumento da concentracdo salina ap6s a 1.000 mg CI/L, os flocos microbianos
apresentaram maior desagregacdo, ou seja, os flocos apresentaram menores diametros. Este
efeito nos flocos bioldgicos esta relacionado intimamente com o aumento da concentracdo
salina no reator, sendo ja observados na literatura.

Os micro-organismos também se apresentaram abundantes até a concentracdo salina de
1.000 mg CI/L. A presenca de rotiferos, invertebrados superiores foi encontrada nas
concentragdes de cloreto de 500 mg/L e 1.000 mg/L. E sua auséncia ocorreu apos o aumento

na concentracdo salina no reator. Os rotiferos sdo micro-organismos que apresentam uma alta
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sensibilidade, sendo considerados bioindicadores, a sua auséncia em sistemas de lodo ativado
é verificado pela presenca de compostos toxicos.

A partir dos testes de respirometria, foi verificado que ambas as taxas de consumo de
oxigénio (OUR) e de consumo especifico de oxigénio (SOUR), aumentaram
significantemente até a concentracdo salina de 1.000 mg CI/L. E com o aumento da
concentracdo salina para 2.000 mg CL/L até a concentragdo 15.000 mg CI/L, resultou na
queda dos valores do consumo de oxigénio, ou seja, ocorrendo a reducdo da atividade
metabdlica da biomassa. No entanto, quando a concentracdo de 15.000 mg CI/L foi reduzida
para 8.000 mg CI/L, que corresponde o 10° regime, foi verificado o aumento da taxa de
consumo de oxigénio pela biomassa. Este aumento indica que a biomassa mesmo apos sofrer
uma forte reducéo da taxa metabolica, a reducéo da concentracdo salina favoreceu o aumento
da atividade celular, ou seja, o efeito inibitorio verificado com a concentracdo salina de
15.000 mg CI-/L apresentou-se reversivel.

A técnica de respirometria apresentou-se como uma ferramenta eficaz para a avaliacdo
da toxicidade da biomassa do lodo ativado. Sendo capaz de detectar a queda da atividade
celular na presenca de compostos tdxicos, como o ion cloreto.

Por fim, justifica-se que as concentracGes de ion cloreto testadas ndo atingiram os niveis
encontrados em agua de producdo do petroleo, como proposto inicialmente. Pois, como
observado nos resultados, o periodo de aclimatacdo da biomassa nitrificante para cada regime
salino foi longo, devido a alta sensibilidade da mesma ao ion cloreto. Logo, o periodo de
tempo foi um fator limitante para esta pesquisa. Sugerindo que para a realizacdo de pesquisas
futuras, um maior periodo de tempo sera necessario para a aclimatacdo da biomassa

nitrificante em concentracGes de ion cloreto que alcancem a agua de producéo de petroleo.
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